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pracy doktorskiej mgr. Tomasza Radzika
,» Wplyw zaburzen homeostazy wapniowej na procesy sygnalizacji indukowane
chemoking CCLS w réznicowanych komorkach PC12”

Promotor pracy: prof. dr hab. Ludmita Zylinska

Komdrkowy system homeostazy wapniowej jest sprawnym narzedziem wykorzystujgcym jony
wapnia w mechanizmach przekazywania sygnatow. W warunkach normy, w niepobudzonej
komorce, stezenie wapnia w cytozolu jest utrzymywane na bezpiecznym, niskim poziomie ok.
100 nmol/L, co poréwnujgc ze stezeniem 1-2 mmol/L, panujacym w przestrzeni
pozakomorkowej, stanowi roznice 4 rzgdow wielkosci. W neuronach, komorkach pobudliwych,
charakteryzujagcych sie intensywnymi przeptywami jondw wapnia, znane s3 rdznorodne
mechanizmy kontrolowanego wzrostu wewnatrzkomérkowego stgzenia jonow wapnia i ich
usuwania z cytozolu. Do najwazniejszych transporteréw jonéw wapnia, odpowiedzialnych za
ich usuwanie z cytozolu, nalezy pompa wapniowa btony plazmatycznej (PMCA), wystepujaca
w postaci czterech izoform 1-4, z czego specyficznymi dla komorek pobudliwych sg izoformy
2 i 3. Wg obecnych pogladéw zaburzenia homeostazy wapnia i jego funkcji sygnatowych sa
waznym czynnikiem uszkodzenia i $mierci neurondw zardwno w ostrych stanach
patologicznych mézgu (m.in. w ischemii moézgu), jak i w patogenezie wielu wolno
rozwijajacych sie schorzef neurodegeneracyjnych, czesto zwiazanych z podesztym wiekiem.
Jedng z przyczyn zaburzenia homeostazy wapnia w tych procesach jest dysfunkcja pompy
wapniowej blony plazmatycznej. Wykazano, ze komorki nerwowe z zaburzona homeostazg
wapniowg sg bardziej podatne na dziatanie czynnikow stresowych, takich jak stres oksydacyjny
czy stany zapalne. Dodatkowo postepujace z wiekiem zwiekszenie przepuszczalnosci bariery
krew-moézg prowadzi do infiltracji tkanki nerwowej przez czynniki prozapalne, m.in. cytokiny
i chemokiny, a takze przez komorki uktadu immunologicznego. Mimo licznych dowodéw
$wiadczacych o obnizonej aktywnosci pompy wapniowej w starzejacym sie mozgu i w
chorobach neurodegeneracyjnych, jej wptyw na funkcjonowanie neurondw, jak i udziat innych
czynnikoéw w mechanizmie patogenezy tych schorzef, nie sa dobrze poznane.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Tomasza Radzika wpisuje si¢ bardzo
dobrze w ten kontekst badawczy, stanowigc oryginalny wkiad w zagadnienia zwiazane z
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poznaniem mechanizméw regulacji homeostazy wapnia podczas starzenia si¢ mozgu i
okresleniem roli izoform PMCAZ2 i 3 w tych procesach. W mojej opinii jest to tematyka, jak
najbardziej uzasadniona, aktualna, a biorac pod uwage ztozonos$¢ problemu takze bardzo
ambitna.

Rozprawe doktorska mgr. Tomasza Radzika stanowi, liczace fgcznie 92 strony,
opracowanie zawierajagce 22 ryciny, 3 tabele oraz 266 starannic wybranych pozycji
literaturowych. Praca ma ukfad i strukture typowa dla tego rodzaju dysertacji. Sktada si¢ z
szesciu zasadniczych czesci, obejmujacych opracowanie literaturowe wprowadzajace w
tematyke rozprawy, cele pracy, opis stosowanych metod badawczych, prezentacje wynikow,
dyskusje oraz wnioski. Autor zamiescit takze na poczatku pracy alfabetyczny wykaz
stosowanych skrotéw i symboli, a na koncu streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
piSmiennictwa, spis rycin i tabel oraz liste swoich publikacji i komunikatéw. Z punktu widzenia
formalnego i edytorskiego praca przygotowana jest z duza staranno$cia i napisana poprawna
polszczyzna.

W liczacym 18 stron wstgpie teoretycznym Autor w sposob przejrzysty, zwiezly i
rzeczowy przedstawia budowe i mechanizmy dziatania najwazniejszych biatek
transportujacych i buforujacych wapn oraz ich rolg w homeostazie jonow wapnia w komorkach
nerwowych, a takze opisuje zaburzenia homeostazy wapniowej w starzejacym si¢ mozgu.
Ostatni podrozdzial jest przegladem literatury na temat chemokin i ich receptorow, ze
szczegdlnym uwzglednieniem $ciezek sygnatowych dla prozapalnej chemokiny CCL5. Wstep
teoretyczny zawiera wszystkie dane niezbedne do zrozumienia celu pracy i wybranej metodyki
badawczej. W kolejnym rozdziale Doktorant formutuje gtéwny cel pracy, ktérym byto
okreslenie wpltywu zaburzenia homeostazy wapniowej, wywotanej obnizeniem ekspresji
izoform 2 i 3 pompy wapniowej btony plazmatycznej (PMCA), na odpowiedz komoérek PC12
na stymulacje chemoking CCLS5, a takze formutuje cztery szczegotowe cele pracy, obejmujace:

1. Okreslenie wptywu blokowania ekspresji izoform 2 i 3 PMCA na poziom i lokalizacje
komodrkowa receptorow chemokiny CCLS

2. Okreslenie zalezno$ci pomigdzy blokowaniem ekspresji izoform 2 i 3 PMCA, a zmiang
intensywnosci sygnatu wapniowego wywotanego przez chemoking CCLS5

3. Analize Sciezki sygnatowej rozpoczynajacej si¢ od aktywacji receptorow CCLS5

4. Okresdlenie wptywu zaburzen hemostazy wapniowej na ekspresje receptorow IP3

Jako model badawczy wykorzystano komorki PCI2, linii wyprowadzonej z guza
chromochtonnego nadnercza szczura, ktdre sa standardowo uzywane jako model komorek
neuronalnych oraz w badaniach nad réznicowaniem komoérek nerwowych. Doktorant w
rozdziale Materiaty i metody szczegdtowo opisuje technike interferencji RNA, ktérg
wykorzystal w celu uzyskania stabilnie transfekowanych linii komérek PC12 ze zmniejszong
ekspresjg izoform 2 lub 3 pompy wapniowej. Nastepnie zapoznaje czytelnika z metodologia
badan, znakomicie dobrana dla realizacji postawionych celow pracy, m.in. do analizy ekspresji
izoform 2 i 3 pompy wapniowej oraz receptoréw chemokinowych i receptoréw IPs, na
poziomie RNA i na poziomie biatka, Doktorant wykorzystat, odpowiednio, reakcje odwrotnej
transkrypcji oraz PCR z analiza przyrostu ilosci produktu w czasie rzeczywistym i
immunodetekcje metoda Western blotting, natomiast lokalizacje receptoréw chemokinowych
w  komorkach PCl12 okreslit metoda mikroskopii konfokalnej po wybarwieniu
immunofluorescencyjnym.

Wyniki przeprowadzonych badan zaprezentowane zostaty w formie ztozonych 15 rycin,
prawidtlowych pod wzglgdem merytorycznym i graficznym. Poza czytelnym sposobem
prezentacji wynikow, uderza duza dojrzatosc i dociekliwo$¢ w ich interpretacji oraz wyciaganiu




wnioskéw. W obszernej i bardzo ciekawie napisanej dyskusji, zakonczonej wywazonymi
wnioskami, Autor w sposéb kompetentny skonfrontowat wyniki swoich badan z wynikami
innych autoréw. Potwierdzit tym samym bardzo dobrg znajomos$¢ literatury przedmiotu i
wiasciwa oceng wynikow badan. Graficzne, zbiorcze przedstawienie zaobserwowanych zmian
wywolanych dziataniem cytokiny CCL5 w badanych liniach komérkowych (Ryc. 22) stanowi
dobre podsumowanie i znacznie ulatwia interpretacje wynikow.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki wykazaty, ze zaburzona homeostaza wapniowa
spowodowana obnizeniem charakterystycznych dla komorek pobudliwych izoform 2 lub 3
pompy wapniowej btony plazmatycznej istotnie zmienia odpowiedz komoérek PCI2 na
chemoking CCLS5. Zmianom ulega ekspresja receptorow dla chemokiny CCL5 (CCR1, CCR3
i CCRS) oraz izoform receptora IP3, co moze by¢ swego rodzaju procesem adaptacyjnym,
warunkujagcym wigksza odpornos¢ komorek z zaburzong homeostazg wapniowa na
sygnalizacje¢ powodujgca oproznienie magazynow jondw wapniowych w  siateczce
$roédplazmatycznej. Na podstawie analizy uzyskanych wynikow wywnioskowano rowniez, ze
w warunkach fizjologicznych przede wszystkim izoforma 2 pompy wapniowej najszybciej i
najskuteczniej redukuje wzrosty stezenia jondéw wapniowych w cytozolu. A zatem uposledzenie
dziatania tej izoformy i zwigzane z tym zaburzenia homeostazy wapniowej moga by¢
destrukcyjne dla komoérek nerwowych. Przedstawione oryginalne wyniki oferuja nowe
spojrzenie na wyjasnienie zmian biologicznych zachodzgcych w neuronach, zwiazanych ze
starzeniem sig, jak i podtoza zaburzen neurodegeneracyjnych. W stanach patologicznych, w
tym zwiazanych z prozapalnym dziataniem cytokiny CCLS i chroniczng dyshomeostazg jonéw
wapnia, przy braku skutecznych mechanizméw ochronnych, moze dochodzi¢ do postepujace;j
degeneracji i $mierci neuronoéw. Postulowana hipoteza, logicznie wynikajaca z analizy
wynikéw, nie zostala potwierdzona w trakcie przeprowadzonych badan. Sadzeg, ze analiza
zmian apoptotycznych/nekrotycznych w badanych liniach komérkowych bytaby znakomitym
uzupetnieniem realizowanego projektu badawczego. Czy Doktorant rozwazat podjecie takich
badan?

Jak przy kazdym obszernym opracowaniu, rowniez i w tej przedstawionej do recenzji pracy
zdarzaja si¢ drobne bledy edytorskie, czy tez uchybienia jezykowe. Sg one nieliczne i nie
obnizaja bardzo dobrego pod wzgledem merytorycznym poziomu pracy. Chciatabym z
obowiazku recenzenta przekaza¢ Autorowi niektore z nich:

e Str. 11. cyt. ,,Oba konce czasteczki (aminowy i kwasowy)...” — nie zgodzitabym si¢ z
okresleniem ,.kwasowy”, w przypadku czasteczki biatka/peptydu wyroznia si¢ koniec
karboksylowy, albo region C-konca.

e Str 17. cyt ,.przejsciowy wzrost Ca™ odnotowano ...
wazrost stezenia Ca™ odnotowano ....”

e Str. 27 - tytut podrozdziatu ,,Plazmidy transfekcyjne” — jest okresleniem pochodzacym
z dostownego tlumaczenia z jezyka angielskiego, funkcjonujacym raczej w zargonie
laboratoryjnym, poprawniej w jezyku polskim bedzie ,,Plazmidy do transfekcji”

e Str 29 — domyslam sig, ze do izolacji plazmidowego DNA Doktorant stosowat gotowy
zestaw i postepowat zgodnie z procedura podang przez producenta, jednak przy opisie
metody nie podano nazwy zestawu ani producenta

e W tabeli 2 (str. 33) zatytutlowanej Sekwencje starterow, skroty znajdujgce sie w
pierwszej kolumnie nie oznaczaja nazwy genu, jak gltosi nagtéwek tabeli — prositabym
o wprowadzenie stosownych nazw

e Niepoprawne jest uzywanie, w tytutach podrozdziatow, w tekscie oraz w podpisach
pod rycinami, okreslenia ,analiza immunologiczna” - metody stosowane przez
Doktoranta, z zastosowaniem przeciwcial i znacznikow enzymatycznych, czy tez
fluorescencyjnych, naleza do metod immunochemicznych, a zatem np. podrozdziat 3.8.
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(str. 33) powinien by¢ zatytutowany Analiza immunochemiczna, a podrozdziat 4.1.3.
dotyczacy analizy ekspresji izoform PMCA metodg Western blotting, np.
wImmunodetekcja izoform PMCA”

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr. Tomasza Radzika jest tematycznie spdjna, nowatorska i stanowi
oryginalne rozwiazanie postawionego problemu badawczego, wnoszac istotne wartosci przede
wszystkim poznawcze. Uzyskane wyniki moga mie¢ tez wymiar praktyczny, wskazujac
ochron¢ pompy wapniowej btony plazmatycznej jako nowy cel terapeutyczny w prewencji
degeneracji neuronéw. W trakcie realizacji pracy Doktorant wykazat si¢ znajomoscig szeregu
technik badawczych, umiejetnoscig stawiania i weryfikacji hipotez badawczych oraz
krytycznej analizy i interpretacji wynikow. W efekcie, w czasie krétkiego stazu Doktorant
zgromadzit niezly dorobek publikacyjny w postaci 4 artykutdéw oryginalnych (piata praca
znajduje si¢ w recenzji), w tym | eksperymentalny i 3 przegladowe, z ktérych jeden zostat
opublikowany w renomowanym czasopismie o wysokim wspotczynniku wptywu (IF=4,048),
a takze pigciu komunikatéw zjazdowych z konferencji krajowych i miedzynarodowych, co
$wiadczy o Jego duzej aktywnosci naukowe;.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
spelnia warunki okreSlone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 z pozn. zm). Wnosz¢, zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk o Zdrowiu
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr. Tomasza Radzika do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, z wuwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng pracy, potwierdzona
opublikowaniem jej wynikéw w oryginalnym artykule w migdzynarodowym czasopismie
indeksowanym przez Journal Citation Reports, wnoszg do Wysokiej Rady o jej wyroznienie.
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