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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Mileny Paw
pt. "Mechanizmy oddzialywan migdzy Cx43 a szlakiem zaleznym od TGF-p regulujacych zmiany
fenotypowe fibroblastow oskrzelowych zwiazane z rozwojem astmy"
wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Jarostawa Czyza
z Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego

U podtoza wielu choréb, w tym nowotworowych i zapalnych lezy stymulowana przez szereg
czynnikdw transformacja komorek np. nabtonkowych w fenotyp mezynchymalny (EMT) lub
fibroblastow oskrzelowych w wysoce kurczliwe miofibroblasty. Ta ostatnia zwana w skrocie FMT
(po angielsku fibroblast-to-myofibroblast transition) powoduje zwloknienie oskrzeli, a w
konsekwencji prowadzi do rozwoju astmy oskrzelowej, niebezpiecznego schorzenia, na ktore
wedtug danych statystycznych cierpi juz niemal 10% polskiej populacji. Leczenie astmy wciaz ma
charakter jedynie objawowy, co wiaze si¢ z tym iz pomimo intensywnych badan prowadzonych na
calym $wiecie wciaz nie do konca poznane sg mechanizmy powstania tej bardzo ucigzliwej i czgsto
smiertelnej choroby. Identyfikacja mechanizméw zwigzanych z rozwojem astmy jest zatem
niezb¢dna, zwlaszcza Ze i pacjenci i lekarze wiaza duze nadzieje, ze przyczyni si¢ to do powstania
nowych i skutecznych terapii. Przedstawione w rozprawie wyniki badan Doktorantki, uzyskane w
zespole profesora Jarostawa Czyza, nad zaangazowaniem jednej z izoform koneksyny (Cx43) w
regulacji FMT fibroblastow oskrzelowych uzyskanych od astmatycznych pacjentow wpisujg si¢ w
$wiatowy nurt badan nad etiopatogeneza rozwoju astmy i by¢é moze bedag w przysziosci
wykorzystane przy opracowaniu nowych strategii terapeutycznych.

Formalny opis rozprawy

Liczaca 134 strony rozprawa posiada w zasadzie uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Cze$é¢
merytoryczna rozpoczyna si¢ opisem dorobku naukowego Doktorantki i informacjami o
finansowaniu przeprowadzonych przez nig badan. Po nim nastg¢puje spis tresci, liczacy trzy strony
wykaz stosowanych skrotéw oraz dwustronicowe streszczenia (w jezyku polskim i angielskim).
Wstep liczy 27 stron i zawiera trzy ryciny i jedng tabelg. Po bardzo krotkim sprecyzowaniu celow
pracy znajduje si¢ liczacy 18 stron rozdzial materialy i metody, w ktorym jest sze$¢ tabel i jeden
wzOr matematyczny (dotyczacy obliczenia wydajnosci FRET). Ponadto, szczegolowe informacje
dotyczace materiatdéw i oprogramowania oraz sktadu uzytych roztwordéw zostaly zamieszczone na
koncu rozprawy w postaci suplementu (7 stron). Wyniki liczg 30 stron i zawierajg 23 ztozone
ryciny, a po nich nastgpuje 19-stronicowa dyskusja. Rozprawa konczy si¢ spisem pi$miennictwa, na
ktore skiada si¢ 229 pozycji, z czego zdecydowana wigkszos¢ to prace z ostatniej dekady, a takze
wspomnianym juz suplementem oraz spisem rycin i tabel, tu znalaztam drobny blad co do
lokalizacji Tabeli 7 (nie ma jej na stronie 63).



Ocena merytoryczna

Wykaz skrotow jest wyczerpujacy, podane nazwy sa w zasadzie prawidtowe, podoba mi si¢
zwlaszcza podanie pelnych nazw w jezyku angielskim, aczkolwick mam watpliwosci co do
niektérych tlumaczen na jezyk polski. Razi mnie zwlaszcza molekuta przy rozwinigeiu skrotu
Fizzl, mamy na to wlasne stowo: czasteczka. Ponadto, Doktorantka zapomniata poda¢ polska
nazwe odczynnika o skrocie Dil.

We wstepie, ktory jest wprowadzeniem w tematyke prowadzonych badan Doktorantka
podsumowuje dotychczasowa wiedzg o astmie oskrzelowej, w tym analizuje epidemiologi¢ i
patogenezg¢ oraz metody leczenia tego groznego schorzenia. Sporo miejsca poswigca zmianom w
budowie drzewa oskrzelowego oraz roli fibroblastow i ich przebudowie w miofibroblasty (czyli
FMT) w rozwoju astmy. Skupia si¢ takze na czynnikach wplywajacych na proces FMT, szczeg6lnie
na transformujacym czynniku wzrostowym TGF-B1 i zwigzanych z nim szlakach sygnalizacyjnych.
Opisuje takze koneksyny, biatka bioragce udzial w tworzeniu zlaczy szczelinowych i ich
zaangazowanie w rozwoju astmy. Nie mam zasadniczych uwag do tej czesci pracy, jest ona
napisana zywym je¢zykiem, w sposob czytelny i zrozumialy, ilustrowana trzema rycinami
utatwiajacymi analizg tekstu. Myslg, ze Rycing 2 mozna by wzbogaci¢ o schemat przekroju
poprzecznego oskrzeli 0s6b zdrowych i tych z objawami astmy.

Cel pracy, ktorym byla weryfikacja hipotezy o kluczowej roli Cx43 w regulacji
roznicowania fibroblastow w miofibroblasty w rozwoju astmy oskrzelowej, mimo iz ambitny zostat
przedstawiony bardzo zwigzle, i nie do kornca dla mnie zrozumiaty. Np. dopiero w rozdziale wyniki
dowiedzialam si¢, dlaczego Doktorantka skupita si¢ na tej, a nie innej sposrod wielu koneksyn
obecnych w ukladzie oddechowym (wymienionych w Tabeli 1). Dla realizacji tego celu Autorka
wyznaczyla sobie pi¢¢ zadan (nazwala je celami szczegotowymi), ktorymi byty: (i) ocena korelacji
migdzy poziomami ekspresji Cx43 i wydajnoscia indukowanego przez TGF-B1 procesu FMT z
wykorzystaniem fibroblastéw oskrzelowych pochodzacych od 0s6b chorych na astme (AS) i nie
chorujacych na t¢ chorobg (NA); (ii) weryfikacja zwigzku przyczynowo-skutkowego migdzy
wydajnoscia FMT aktywowanego przez TGF-B1 w populacjach fibroblastéw oskrzelowych z grup
NA i AS, a poziomami Cx43 w tych komorkach; (iii) poznanie mechanizméw (zaleznych i
niezaleznych od komunikacji poprzez ztacza szczelinowe) ewentualnego wptywu Cx43 na inicjacje
FMT w populacjach fibroblastow oskrzelowych i stabilizacj¢ ich zroznicowanego fenotypu; (iv)
analizach wytypowanych mechanizméw odpowiedzialnych za wyzsze poziomy Cx43 w
niezréznicowanych fibroblastach oskrzelowych z grupy AS, a zwlaszcza mozliwej roli transferu
horyzontalnego Cx43 za posrednictwem tzw. mikropgcherzykow (ang. microvesicles; MVs); oraz
(v) analizach mechanizméw odpowiedzialnych za wzrost ekspresji Cx43 w trakcie FMT
indukowanego przez TGF-B1.

Dla realizacji tych ambitnych zamierzenn Doktorantka wykorzystala wiele metod i technik
badawczych, szczegolowo i w zasadzie poprawnie opisanych w rozdziale materialy i metody.
Materialem badawczym byly fibroblasty oskrzelowe pozyskane z bioptatéw pacjentéw z objawami
astmy oskrzelowej oraz od tych nie wykazujagcych objawdéw astmy. Do ich zbadania Autorka
zastosowala analizy mikroskopowe (w tym rejestracj¢ przyzyciows ruchu komorek i komunikacji
pomig¢dzy komérkami oraz FRET), wykonata szereg barwien i analiz immunocytochemicznych, a
takze charakteryzowata mikropgcherzyki z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Ponadto,
wykorzystata techniki immunodetekcji, koimmunoprecypitacji, a takze technike siRNA do
wyciszenia ekspresji gendw kodujacych aktyng miesni gtadkich (aSMA), Cx43, Smad2 oraz a-
tubuling. Tak jak juz wspomniatam, list¢ uzytych odczynnikdw, przeciwcial, materiatéw
laboratoryjnych, itp. Doktorantka umiescita na koncu rozprawy. Mam pytanie, co do informacji
zamieszczonej w Tabeli 2: co oznacza skrét FEVI, nie ma go w wykazie skrétéw. Domyslam sig iz
to jeden z parametréw opisujacych pracg drég oddechowych badanych pacjentéw. Nie podoba mi
si¢ zastosowanie terminu medium w odniesieniu do ptynnego podtoza hodowlanego. Sadze takze,
ze tytul podrozdziatu 3.3.1 (Izolacja biatek) nie odzwierciedla tego, co Autorka faktycznie
otrzymywala; nie oczyszczata bowiem bialek, a otrzymywata jedynie frakcje komorek, popularnie
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zwang lizatem (do czego zreszta sama odnosi si¢ w nastgpnym podrozdziale). Ponadto, czy
lipopleksy sq tozsame z liposomami. Nie wiem tez, dlaczego w opisie celéow pracy Doktorantka
pisze o mikropgcherzykach, a potem o mikrofragmentach; zaktadam iz to jest synonim. Rozumiem
tez, ze ilo$¢ dodawanej frakcji mikropgcherzykow byta przeliczana w oparciu o stezenie biatka. 4
propos oznaczania st¢zenia biatka, Doktorantka stosowata powszechnie znang metode Bradforda,
nie mogac zdecydowac sig, czy Bradford to mezezyzna czy kobieta. Pragne poinformowaé, ze bytej
doktorantce z mojej grupy (dr Katarzynie Osieckiej) udato si¢ dotrze¢ do szefa autora tej metody,
ktéry jednoznacznie stwierdzil, ze Bradford pomimo imienia Marion to zdecydowanie mezczyzna.

W rozdziale wyniki Doktorantka przejrzyécie opisuje uzyskane przez siebie dane, konczac
kazdy podrozdzial kréciutkim wnioskiem, co zdecydowanie utatwia czytanie tak duzego materiahu.
W trakcie pracy Doktorantce udato si¢ wykaza¢ korelacje pomiedzy poziomami Cx43 w
populacjach fibroblastow oskrzelowych z grupy AS, a wigkszg wydajnoscia FMT w odpowiedzi na
stymulacj¢ TGF-Bl. Uzyskane przez nig dane wskazuja, ze jest to zwigzane z réznicami w
aktywnosci szlaku zaleznego od Smad2, a nie z oddzialywaniami poprzez zlacza szczelinowe
(GJIC). GIIC jest natomiast zaangazowane w zaleznej od CX43 stabilizacji fenotypu
miofibroblastow oskrzelowych. Badania Doktorantki sugerujg réwniez, ze Cx43 reguluje FMT
poprzez kompetycj¢ z czasteczkami biatka Smad2 o miejsca wigzania na mikrotubulach;
Doktorantka sugeruje, ze CX43 moze dziala¢ jako swoisty "przetacznik molekularny”. Mimo
przesfanek literaturowych nie wykazata ona zaangazowania w regulacji inicjacji FMT fibroblastow
oskrzelowych horyzontalnego transferu Cx43 poprzez mikropecherzyki. Wykazata natomiast, ze
glowna rolg w inicjacji FMT i indukeji ekspresji Cx43 w fibroblastach oskrzelowych odgrywa szlak
zalezny od biatka Smad2, a nie nickanoniczne Sciezki przekazywania sygnatu od receptora dla
TGFp, ktore wydaja si¢ tu petni¢ rol¢ modulujgea, drugorzedna.

Nalezy podkresli¢, ze niemal wszystkie dane sa poddane analizie statystycznej, z wyjatkiem
tych dotyczacych mikropgcherzykow, ale ten brak Doktorantka wyjasnia. Prawde powiedziawszy
zastanawiam sig, czy takie "pilotowe" wyniki nalezalo zamiesci¢ w rozprawie, moze wystarczyto
wspomnie¢ o nich w Dyskusji, tym bardziej iz materiat do§wiadczalny zamieszczony w rozprawie
Jest przeciez obszery. Jako drobny mankament uwazam zbyt maly rozmiar rycin, co przy
mikrografach jest do$¢ ucigzliwe, ale Doktorantka dolaczyta do rozprawy ptytke CD, co umozliwilo
ogladanie rycin w pozadanym powigkszeniu. Niektére ryciny i tabele moglyby byé¢ doktadniej
opisane; nie méwigc o tym, ze na Rycinie 22 zabrakfo obrazow z barwienia komérek przeciwciatem
na aSMA, o ktérym mowa w tekscie na stronie 84. Z opisu rycin nie wynika, czy przedstawione
obrazy to projekcje konfokalne. Jesli tak, to jakiej grubosci byly warstwa i ktéra czesé komoérki
zobrazowano? A jesli nie, to szkoda, bo mozna by wowczas uzyskaé bardziej precyzyjne obrazy.
Zastanawiam si¢ tez, dlaczego na Rycinie 18 znacznik fluorescencyjny Dil oddziatujacy z blonami
lipidowymi nie wybarwia bton widocznych tam przeciez komérek. Mimo iz Doktorantka wykonata
niezbgdne kontrole, to w przypadku Ryciny 18A nie zamiescila kontroli z nie-immunizowang
surowica lub immunoglobulina.

Dyskusja jest duga (zawiera az 19 stron), bardzo dobrze napisana i pomimo pierwszego
wrazenia, Ze jest "przegadana" uwazam ja za najlepiej napisang cze$¢é rozprawy. Doktorantka w
punktach odnosi si¢ do uzyskanych przez siebie wynikow, umiejetnie dyskutujac je w oparciu o
dane literaturowe i przedstawiajac wyciagnigte wnioski w postaci schematu. Integralng czescia
Dyskusji jest podsumowanie wynikéw (nie wiem, czy to dobrze; moze warto bylo je zamiescié jako
osobnat czgS¢ rozprawy) oraz szereg sugestii przeprowadzenia kolejnych badan, ktore dostarczylyby
wigcej informacji o mechanizmach udziatu Cx43 i szlakow z nig zwiazanych w rozwoju astmy
oskrzelowej. Swiadczy to o dojrzatosci doktorantki i znajomosci dziedziny, ktérej dotycza jej
badania. Mnie za$ interesuje zagadnienie, odbiegajace wprawdzie od bezposrednich zainteresowan
Doktorantki, a mianowicie dlaczego w miofibroblastach ptucnych we wiéknach naprezeniowych
wystgpuje aktyna migsni gladkich, natomiast obecna jest tam miozyna charakterystyczna dla miesni
szkieletowych. Czy s dane (poza publikacjg Rice’a i Leinwanda z 2003 r.) wyjasniajace zasadnosé



tworzenia takiej hybrydy aparatu skurczu? Poza tym, czy wiadomo w jaki sposob koneksyna i
pSmad sg dostarczane do jadra? Cickawa jestem opinii Doktorantki w tych kwestiach.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest zredagowana w sposob staranny, napisana zrozumiale w miar¢ poprawng
polszczyzng; sadz¢ jednak Ze interpunkcja nie jest najmocniejszg strong Doktorantki. Niewlasciwy
jest termin mikrofilamenty aktynowe. Nie podobajg mi si¢ rowniez stwierdzenia, ze komorki sg
"obtadowane" (w tym przypadku chyba lepsze byloby napisa¢ natadowane), a procesy
"przyhamowane"... Autorka nie ustrzegta si¢ od literowek (co jest wybaczalne przy tak diugim
tekscie) oraz kalek z jezyka angielskiego. Poza wspomnianym juz "medium" razi mnie wiazanie
czego$ do czegos zamiast czego$ z czyms, czy tez "remodeling" zamiast przebudowy. Ale to juz
niestety zjawisko nagminne, gdyz jezyk angielski zdominowat nie tylko stownictwo naukowe, a
gramatyka i nazewnictwo angielskie sa bezwiednie przenoszone do ojczystego jezyka. Walka z tym
to juz chyba walka z wiatrakami...

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr Mileny Paw ma duza warto$¢ poznawcza i wzbogaca wiedzg
o mechanizmach zwigzanych z rozwojem astmy oskrzelowej, a zwlaszcza tych zwigzanych z
udzialem Cx43 w odpowiedzi na TGF-B. Obszerny material do$wiadczalny, bogaty warsztat
metodyczny oraz dobrze udokumentowane, oryginalne wyniki badan $wiadcza o dobrym
przygotowaniu Doktorantki do pracy badawczej. Trafnie zdefiniowata ona problem badawczy,
podjeta wlasciwe kroki w celu jego rozwigzania i umiejgtnie przedyskutowata je w oparciu o dane
literaturowe, a takze zaproponowata kolejne badania poszerzajace horyzont badawczy. W mojej
ocenie uzyskane wyniki sa nowatorskie i stanowig zaczyn do dalszych badan, za§ wyciagnigte
wnioski s3 w zupelnosci uzasadnione. Cz¢$¢ wynikéw Doktorantki zostala przedstawiona w
manuskrypcie wystanym do redakcji American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology,
czasopismie z 5-letnim IF ponad 4. Ponadto, w 2015 r. Doktorantka z inicjatywy organizatoréw
przedstawila swoje dane w postaci ustnego wystapienia na prestizowej konferencji British Society
for Allergy and Clinical Immunology Annual Meeting w Telford (UK) (streszczenie zamieszczono
w pokonferencyjnym numerze Clinical & Experimental Allergy). Swiadczy to niewatpliwie o
zainteresowaniu ekspertéw badaniami prowadzonymi w grupie prof. Czyza (réwniez przez
Doktorantk¢) nad molekularnymi mechanizmami rozwoju astmy. Jest ona takze wspotautorka
trzech artykulow opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej, nie zwigzanych jednak
bezposrednio z tematem rozprawy doktorskiej. Godnym zauwazenia jest, iz Doktorantka uzyskata
na swoje badania finansowanie z dotacji celowej przyznanej Wydziatowi przez Ministerstwo Nauki
1 Szkolnictwa Wyzszego na rozwoj mlodych badaczy i doktorantow.

Chciatabym podkreéli¢é, ze przedstawione w recenzji drobne uwagi i komentarze nie
umniejszaja mojej wysokiej oceny rozprawy i mam nadziej¢ na dyskusj¢ podczas obrony.

W mojej ocenie rozprawa doktorska Pani mgr Mileny Paw spelnia warunki okreslone w art.
13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595). Biorac pod uwage powyzsze, przedkladam
wniosek do Rady Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego o
dopuszczenie mgr Paw do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w celu uzyskania przez nig
stopnia doktora nauk biologicznych w zakresie biologii.
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