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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Bartosza J. Zigby
pt. "Role of exchange protein activated by cAMP - Epacl and its immediate effector Rapl in
vascular smooth muscle relaxation" (Rola aktywowanego przez cAMP czynnika wymiany
nukleotydu guaniny Epacl oraz jego bezposredniego efektora Rapl w rozkurczu miesni gladkich
naczyh krwionosnych) wykonanej pod kierunkiem: dr Avril V. Somlyo z Department of Molecular
Physiology and Biological Physics w University of Virginia i dr hab. Ewy Zuba-Surmy
z Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego

Mimo iz od poznania mechanizmu regulacji oddziatywania w migsniach gtadkich miozyny i
aktyny poprzez fosforylacje lekkich fancuchéw miozyny mingly blisko cztery dekady, wciaz wiele
$ciezek regulujacych oddzialywanie tych gtéwnych biatek generujacych skurcz migsni gladkich
pozostaje niezbadanych. Badania wielu zespolow na calym $wiecie, w tym kierowanego przez dr
Avril Somlyo wykazaly, ze w regulacji skurczu migsni gladkich zaangazowane sa mate biatka G z
rodziny Rho oraz szlak przekaznictwa zwigzany z cAMP. Poszukiwanie $ciezek sygnalowych
regulujacych skurcz (i rozkurcz) migéni gtadkich oraz wzajemnych ich oddziatywan ma olbrzymie
znaczenie nie tylko dla rozwoju wiedzy o funkcjonowaniu migsni, ale takze dla rozwoju
farmakoterapii chor6b zwigzanych z nadci$nieniem tetniczym, ktére stanowig jedng z gléwnych
przyczyn zgon6w w populacji $wiatowej. Doktorant w przedstawionej mi do recenzji rozprawie
scharakteryzowal - na poziomie tkankowym, komérkowym i molekularnym - nowoodkryty
mechanizm zaleznego od cAMP rozkurczu migéni gladkich naczyn krwiono$nych, niezwigzany z
kinazg biatkowa A (PKA) natomiast zwigzany z biatkiem Epacl, czynnikiem GEF dla bialka Rapl,
matego biatka wigzacego GTP z nadrodziny Ras. Rozprawa mgr. Bartosza Zigby doskonale wpisuje
si¢ w nurt badan nad zrozumieniem mechanizmow regulujacych skurcz migéni gladkich i wnosi
nowe (i wazne) obserwacje, juz zauwazone przez innych badaczy (publikacja z 2011 r. zawierajgca
cze$¢ wynikow przedstawionych w rozprawie doktorskiej doczekala si¢ blisko 20 cytowan).

Formalny opis rozprawy

Rozprawa zostala napisana w jezyku angielskim, co wynika z faktu, ze kopromotorem
rozprawy jest dr A.V. Somlyo z University of Virginia w USA. Liczaca 126 stron praca posiada w
zasadzie uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Rozpoczyna si¢ lista rycin, trzystronicowym
wykazem stosowanych skr6tow, po ktérym nastepujq streszezenia (w jezyku angielskim i polskim).
Wstep liczy 29 stron i zawiera 5 rycin (w tym jedna zawierajaca wzory chemiczne analogdéw
cAMP. Po krétkim sprecyzowaniu celéw pracy znajduje si¢ liczacy 15 stron rozdziat materiaty i
metody zawierajacy dwie ryciny i tabele z sekwencjami stosowanych starteréw oraz wzér do
obliczen w analizie statystycznej. Wyniki licza 26 stron i zawieraja 20 ztozonych rycin i tabelg; po
nich nastgpuje 13-stronicowa dyskusja wraz ze wskazaniem kierunku badan wynikajacych z
obserwacji uzyskanych przez Doktoranta i wnioskami koficowymi (zawiera jedng rycing).



Rozprawa konczy sie¢ 24-stronicowym pis$miennictwem, na ktore sklada si¢ 247 pozycii literatury,
w tym znaczna ich cze$¢ to prace z ostatnich kilku lat.

Ocena merytoryczna

Wykaz skrétéw jest wyczerpujacy, podane nazwy sa w zasadzie prawidlowe, aczkolwiek
przy oznaczeniu stezenia jonéw wapnia zabraklo informacji, ze dotyczy to stgzenia jonow wiasnie.
Poza tym, mam zastrzezenie do wyjasnienia skrotu ROK, to nie jest Rho kinase (nie fosforyluje
przeciez biatka Rho), a Rho-associated (badz Rho-dependent kinase), gdyz jest ona aktywowana
przez zwigzanie aktywnego biatka Rho.

Wstgp to podsumowanie dotychczasowej wiedzy o dziedzinie, ktdrej poswigoona jest
rozprawa, a wigc o poznanych dotychczas mechanizmach skurczu i relaksacji migéni gladkich, o
biatkach Rap, Epacl oraz o $ciezce sygnatowej cAMP-Epac-Rapl w funkcjonowaniu migsniowki
naczyn krwiono$nych. Nic mam w zasadzie uwag do tej czgsei pracy, jest ona napisana w sposob
czytelny i zrozumialy. Z punktu widzenia czytelnika rozprawy mozna by jednak zamiesci¢ wigeej
rycin, jak np. schemat ilustrujacy ziozono$¢é nadrodziny Ras czy tez budowg malych biatek
wiazacych GTP, z zaznaczeniem regionéw szczegolnie istotnych dla aktywnosci tych biatek (Autor
o nich wspomina w tekscie).

Cel pracy to poznanie roli $ciezki sygnatowej cAMP-Epac-Rapl w regulacji
funkcjonowania migéni gladkich, a zwlaszcza rozkurczu. Cel glowny Autor realizowal poprzez
stosowanic celi szczegolowych: okreélenie roli $ciezki Epac-Rapl w rozkurczu, a zwlaszcza w
desensytyzacji mies$nia na jony Ca”", poznanie wzajemnych zaleznosci pomigdzy szlakiem
zwigzanym z PKA i badang Sciezka, a takze proba okreslenia roli izoform bialka Rapl (1A i 1B) w
procesie relaksacji migéni. Przyznam, Ze to bardzo ambitne plany.

Dla realizacji zamierzen Doktorant zastosowal wiele technik badawczych, opisanych w
rozdziale materialy i metody. Zawiera on spis uzytych w toku badaf odczynnikéw, starteréw i
konstruktéw/plazmidéw oraz opis zastosowanych w toku pracy metod, w tym takze sposéb
otrzymania linii komérek z obnizong synteza biatka Epacl, metody okreSlenia aktywnodci Rapl i
Rho, okreslenia poziomu fosforylacji biatek w komorkach hodwli pierwotnej uzyskanych z migsni
gladkich aorty oraz i w wyizolowanych migéniach gladkich (m.in. naczyn krwionosnych i macicy).
Autor przeprowadzil badania na poziomie biatek rekombinowanych - otrzymanych poprzez
ekspresje w bakteriach (oddzialywania pomigdzy biatkami), komorek (pomiary aktywnosci biatek
w lizatach, immunocytochemia) i tkanek (pomiary sity skurczu izometrycznego). Opis metod jest
moim zdaniem wyczerpujacy i klarowny, co nie bylo latwe do osiagnigcia zwazywszy na bogactwo
zastosowanych metod i technik. Doktorant nie ustrzegl si¢ jednak od niezamierzonego blgdu -
lapsusu, a mianowicie - wg opisu na stronie 50- myszy, ktére wykorzystywal do pomiary sity
skurczn migéni gradkich wazyty 6-8 funtéw (1b.), czyli ok. 3-4 kg! Sadze jednak, ze chodzilo mu o
myszy, ktére wazyly od 6-8 uncji (0z.), czyli ok. 170-220 g (tez duze). Blgdu mozna bylo unikng¢
stosujac jednostki wagi w systemie SI, powszechnie przyjetym w srodowisku naukowym, réwniez i
w USA. Notabene, wage szczurbw uzylych do wyprowadzenia linii komérkowej podat juz w
gramach. Mozna bylo rowniez troche wigcej miejsca poswigei¢ na tkankowo-specyficzne transgeny
izoform biatka Rapl, ale rozumiem, Ze tak skrotowe ujecie bylo spowodowane tym, Zze doktorant
uzyskal zwierzgta od innej grupy badawczej.

W rozdziale wyniki Doktorant przejrzy$cie opisuje uzyskane przez siebie dane, a jest ich
niemalo. W zasadzie to mozna by nimi obdzieli¢ co najmniej dwie rozprawy doktorskie.
Imponujacy jest rowniez jego warsztat badawczy, sposéb przedstawienia wynikéw, w zasadzie
wszystkie dane sa poddane analizie statystycznej, wykonano mozliwe do wykonania kontrole.
Mysle jednak, 7ze dla przejrzystodei pracy na poczatku rozdzialu Autor mogl przedstawié tabelg
badz schemat, w ktérej wymieniono by wykorzystane zwiazki farmakologiczne, ich mechanizm
dzialania i zastosowane w toku pracy skroty.




Prace rozpoczal Doktorant od wyprowadzenia linii pierwotnej komoérek migséni gladkich
aorty i potwierdzenia ich fenotypu, stosujac technik¢ RT-PCR i immunofluorescencj¢. Tu mam
pytanie do Doktoranta - czy na rycinie 9 zamieszczone w ukladzie poziomym obrazy przedstawiaja
przyklady trzech komoérek? Nie wynika to z opisu ryciny. Doktorant wykazal, ze biatko Epacl,
aktywator biatek Rapl jest obecne w rdznych migs$ni gladkich i myszy, jednak poziom ekspresji
genu kodujacego to biatko jest bardzo maly w migsnidwce pecherza moczowego i dwunastnicy,
przy czym poziom ekspresji Rapl w tych tkankach nie r6zni si¢ znacznie w stosunku do innych
mieg$ni gladkich. Ciekawa jestem, jak Autor interpretuje t¢ obserwacj¢, bo nie znalaziam
odniesienia w dyskusji.

W toku zmudnych i pracochtonnych badan Doktorant zastosowal specyficzny aktywator
biatka Epac - zwiazek nazwany 007, bedacy analogiem cAMP. Dla poréwnania stosowat réwniez
zwigzki farmakologiczne stymulujace skurcz migsni gladkich i obserwowat ich efekt na parametry
skurczn migéni gladkich i ich zwiazek ze stgZzeniem jonow Ca?' (migénie uzyskiwano od zwierzat
nie modyfikowanych genetycznie, jak i z wylaczonymi genami kodujacymi Epacl i RaplB).
Wykazat m.in., ze 007 indukowatl rozkurcz (relaksacj¢) migsni gladkich, stymulowanych do
skurczu poprzez fenylefryne lub pochodng tromboksanu U46619. Dzialanie to bylo sprzezone ze
spadkiem poziomu aktywnego bialka RhoA i fosforylacji lekkich faricuchow miozyny. Autor
zaobserwowal rowniez, ze rozkurcz miesni gadkich wskutek dzialania analogu prostacykliny PGI;
(Cicaprost) - podobnie jak w przypadku dzialania 007 - powodowal wzrost poziomu aktywnego
biatka Rapl i spadek poziomu aktywnego RhoA, i w konsekwencji prowadzit do inaktywacji
miozyny. Kolejne badania wykonane na skrawkach naczyn krwionoénych w obecnosei 007 i innych
pochodnych cAMP wykazaty, ze 007 "rozr6Zznia" $ciezke sygnatowa zwigzana 2 Epac i bialkami
Rap od s$ciezek zwiazanych z kinazami zaleznymi od cAMP i ¢cGMP. Badania uzyskane na
tkankach zostaly nastgpnie potwierdzone na linii komoérek migéni gladkich aorty, w ktoérych
wyciszano ekspresje Rapl badZz Epacl. W komérkach z obnizonym poziomem Rapl nie
zaobserwowano wplywu 007 na spadek poziomu aktywnego RhoA, rowniez obniZzenie poziomu
Epacl wplywato na aktywnosé bialek Rapl (brak aktywacji) i RhoA (wzrost aktywnosci). Co
wigcej, aktywacja Epac przez 007 wplywata na poziom ekspresji typowych dla miesni gtadkich:
izoformy aktyny, tancucha ciezkiego miozyny i biatka SM22, co Doktorant - w oparciu o dane
uzyskane w grupie dr Somlyo - wigze ze spadkiem aktywnos$ci RhoA i zwiazanym z tym wplywem
na rdéznicowanie migsni gladkich. Doktorant wykazal rowniez, ze 007 hamowatl indukowana przez
S1P (aktywator RhoA) aktywacje fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny oraz indukowat wzrost
ufosforylowania fosfatazy lekkich tancuchéw miozyny, co prowadzito do inaktywaciji tego motoru.

Doktorant przeprowadzil takze badania na skrawkach aorty brzusznej myszy
transgenicznych, w ktérych wylaczono gen kodujacy Rap1B (zwierzeta uzyskano we wspolpracy z
dr Magdalena Chrzanowska-Wodnicka z Blood Research Institute w Milwaukee). Brak tego biatka
manifestowal si¢ wzrostem odpowiedzi skurczowej tkanki na dziatanie lub wysokie st¢zenie jonéw
potasu lub U46619; co bylo skorelowane ze wzrostem poziomu fosforylacji lekkich tancuchow
miozyny. Doktorant zaobserwowat réwniez, ze efekt 007 byl tu duzo slabszy w poréwnaniu ze
zwierzgtami kontrolnymi i wywolany - jak sam Doktorant thumaczy - obecnodcia izoformy RaplA.
Jest to zdaniem Autora ciekawa obserwacja, gdyz po raz pierwszy wykazal, ze ta izoforma moze
uczestniczy¢ w regulacji skurczu migéni gladkich. Postanowit kontynuowaé ten watek badan
wykorzystuyjac tzw. knockouty celowane, czyli w tym przypadku modyfikacje genow
ekspresjonowanych w migsniéwee aorty. Uzyskane wyniki mozna zapewne traktowaé jako wstep
do dalszych badan, wskazuja jednak, ze obie izoformy Rap1 biora udzial w regulacji skurczu migsni
poprzez Sciezke zwigzana z biatkiem Epacl.

Dyskusja jest bardzo dobrze napisana i wskazuje na dojrzalos$é naukowa Doktoranta,
Umiejgtnie dyskutuje on swoje wyniki i przemyslenia w oparciu o dane literaturowe. Na podstawie
uzyskanych wynikéw przedstawia réwniez schemat poréwnujacy dziatanie cAMP poprzez szlak
kinazy PKA z tym aktywowanym przez bialka Epac i Racl. Jak sam wskazuje w podrozdziale
opisujacym kierunek przysztych badan (Future directions) jego obserwacje sa jedynie wstepem do
dalszych badaf. W zwigzku z tym jestem wyrgczona z podawania sugestii dalszych badan, gdyz
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Doktorant sam wskazuje, co i jak powinno by¢ dalej badane, a lista postulowanych dziatan jest
imponujaca i dotyczy nie tylko migséni gladkich naczyn krwionosnych, ale i nierozlacznie z nimi
zwigzanego srodblonka. Mozna mie¢ tylko nadziej¢, ze Autor bgdzie moglt w nich uczestniczy¢.

W rozprawie brak tradycyjnych wnioskow, Doktorant zamieszcza w Dyskusji podrozdziat
Concluding remarks, w ktorym krétko - w jednym zdaniu podsumowuje swoje obserwacje i wyraza
nadziejg, Ze rozpoczete przez niego badania beda mogly by¢ wykorzystane do rozwoju skuteczne;j i
bezpiecznej terapii chor6b naczyniowo-krazeniowych.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest zredagowana w sposéb bardzo staranny, napisana w zasadzie poprawnym
jezykiem angielskim, ktory nie jest przeciez macierzystym jezykiem Doktoranta. Stad zapewne
szereg drobnych blgdow gramatycznych i stylistycznych czy literowek, ktore nie wplywaty jednak
na zrozumienie tekstu. Te najwazniejsze oméwione zostang z Doktorantem osobiscie. Ponadto, nie
zawsze wyczerpujacy byt opis rycin, jak cho¢by wspomniana rycina 9. Myslg tez, Ze mozna by na
rycinach zaznaczyé moment podawania substancji w sposob bardziej tradycyjny, czyli strzatkami.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr. Bartosza J. Zigby ma duza warto$¢ poznawcza 1
niewatpliwie wzbogaca nasza wiedz¢ o biologicznej Sciezki sygnalowej zwiazanej z biatkami
Epacl i Rapl w regulacji funkcjonowania migéni gladkich. Praca jest spdjna tematycznie, z
wyraznie postawionym celem i kolejno weryfikowanymi hipotezami. Poszczegllne rozdzialy sa
zwarte, a glowny problem badawczy znajduje w kazdym z nich wlasciwe miejsce. Trudny i
wyjatkowo obszerny material do§wiadczalny, niezwykle bogaty warsztat metodyczny oraz dobrze
udokumentowane, oryginalne wyniki badan $§wiadcza o doskonatym przygotowaniu Autora do
samodzielnej pracy naukowej, o umiejetnosci zdefiniowania problemu badawczego i jego
rozwigzania, a takze o znajomosci rozlegltego pismiennictwa w badanej dziedzinie i zdolnosci
krytycznej dyskusji wlasnych wynikéw badan w oparcie o dane literaturowe. Uzyskane wyniki sa
nowatorskie i stanowig podstaw¢ do dalszych badan, zas wyciagnigte wnioski oraz wysnute
hipotezy sa uzasadnione. Przedstawione w recenzji drobne uwag i komentarze, nie umniejszaja
bardzo wysokiej oceny rozprawy.

Rozprawa doktorska spetnia 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 Wydzialu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr. Zigby do dalszych
etapow przewodu doktorskiego w celu uzyskania przez niego stopnia doktora nauk biologicznych w
zakresie biochemii.

Biorac pod uwage wysoka warto$¢ naukowa recenzowanej rozprawy doktorskiej, wnioskuje
0 jej wyr6znienie stosowng dla Rady Wydzialu nagroda.
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