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rozprawy doktorskiej mgr Marii Sikorskiej pt.:
“"Wptyw B-escyny na regeneracje miesni szkieletowych"
wykonanej w Zaktadzie Immunologii, Biochemii i Zywienia Wydziatu Nauk o Zdrowiu
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem
prof. dr hab. Katarzyny Koziak

Rozprawa doktorska mgr Marii Sikorskiej dotyczy istotnego zaréwno z biologicznego, jak i
praktycznego punktu widzenia problemu regeneracji uszkodzonych miesni szkieletowych.
Doktorantka w swoich badaniach skupita sie na poznaniu wptywu B-escyny na ich regeneracje. p-
escyna to zwigzek pochodzenia naturalnego o szerckim zastosowaniu w medycynie, znany gtéwnie
z dziatania przeciwobrzekowego i przeciwwysiekowego, co wynika z jego ochronnego wplywu na
naczynia krwionosne. Badania prowadzone w zespole kierowanym przez prof. Katarzyne Koziak
wykazaty, 2e w komérkach srédbtonka naczyn krwionosnych B-escyna stymuluje synteze
cholesterolu oraz obniza odpowiedz tych komdrek na dziatanie cytokiny prozapalnej - czynnika
martwicy nowotworow TNFa, m.in. poprzez hamowanie aktywnosci czynnika transkrypcyjnego
NFkB i zdolnosci migracyjnej tych komdérek. Badanie te wskazaly réwniez na moiliwosc
zastosowania B-escyny nie tylko w ukiadzie naczyniowym. Jednym z takich potencjalnych
zastosowan 53 wilasnie miesnie szkieletowe, regeneracja ktérych to bardzo zlozony proces i wciagi
nie do korica poznany.

Badania byly finansowane przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej oraz Unie Europejska z
Europejskiego Funduszy Rozwoju Regionalnego, a takie Grantu Mtodego Naukowca przyznanego
Doktorantce przez Warszawski Uniwersytet Medyczny.

Formalny opis rozprawy

Na rozprawe, przygotowana w formie tradycyjnej monografii, sktadajg sie 93 stron maszynopisu,
nie wliczajac w to strony tytutowej, streszczen w jezyku polskim i angielskim, podziekowar dla osob
wspierajacych Doktorantke podczas pracy nad doktoratem oraz informacje o finansowaniu jej
badan. Rozprawa zostala przygotowana starannie, napisana poprawnym jezykiem polskim, jest
bogato ilustrowana. Tekst dobrze sie czyta, nie zauwaiytam duzej liczby literéwek i bledéw
gramatycznych, acz pewne niefortunne sformutowania sie znalazly jak np. spadek ATP zamiast
spadek (obnizenie) poziomu ATP, a takze cytoszkielet komdérkowy. W rozprawie nie ponumerowano
poszczegdlinych czesci rozprawy, co utrudnia lekture tekstu, a zwlaszcza sieganie po informacje
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zawarte w innych niz czytana w danym momencie czgs¢ rozprawy.

Na cze$¢ merytoryczng rozprawy skiadaja si¢ wspomniane wyzej streszczenia ze stowami
kluczowymi, liczacy S stron wykaz stosowanych w rozprawie skrotéw i giéwne rozdzialy rozprawy.
Pierwszy z nich to 15. stronnicowy Wstep, zawierajacy 3 ryciny (w tym wzor B-escyny) i 1 tabele. W
rozprawie nie wyréiniono tradycyjnego rozdzialu cel i zatozenia pracy; te sj zawarte w ostatnim
akapicie Wstepu. Kolejny rozdziat, Materiaty i metody, liczy 13 stron, znajdujq sig w nim 3rycinyi3
tabele. Uzyskane wyniki s3 opisane na 35 stronach i zawieraja 33 ryciny, czgsto ztozone. Dyskusja,
liczy 9 stron, a po niej nastepuje jednostronnicowe Podsumowanie ze schematem
przedstawiajagcym biologiczne aspekty uzyskanych przez Doktorantke wynikéw. Na Bibliografie
sktada sie 201 pozycji, przy czym ok. 20% z nich to artykuly opublikowane w okresie ostatnich
pieciu lat, co niewatpliwie wskazuje na aktualnosé prowadzonych przez Doktorantke badan.

Ocena merytoryczna

Streszezenia, przedstawione w formie bardzo zwigzlych abstraktéw, to w zasadzie podsumowanie
uzyskanych przez Doktorantke wynikéw. Wykaz skrétéw zostat przygotowany w jezykach polskim i
angielskim, co uwazam za duiy plus. Bardzo zaniepokoit mnie jednak opis skrotow dla ciezkich
taricuchéw miozyn konwencjonalnych (Myh); ki6ci sie on z obowiazujacg od ponad dwéch dekad
systematyka nadrodziny miozyn. Doktorantce polecam lekture artykuiu przegladowego Berg et al.
(2001) A millennial myosin census. Mol. Biol. Cell 12(4):780-94 i licze, ze sprostuje ten razgcy biad
podczas obrony rozprawy. Tu réwniei zaznaczg, e nieprawidtowe nazwy ciezkich tancuchéw
miozyny pojawity sie w dalszej czeéci rozprawy. Zabraklo mi tez wyjasnienia, ktora izoforme aktyny
koduje gen Actal.

Wstep sktada si¢ z dwoch zasadniczych czeéci. Pierwsza to opis wlasciwosci P-escyny i jej
zastosowania w medycynie, z elementami historycznymi. Szkoda, ze Doktorantka nie przedstawita
mechanizméw dziatania tego zwigzku w postaci schematu, ufatwitoby to przyswojenie informaci.
Druga czeéé tego rozdziatu to opis budowy i funkcjonowania migsni szkieletowych ze szczegolnym
uwzglednieniem mechanizmow ich regeneracji. Mam watpliwosci, co do dwéch fragmentow tej
czedci. Pierwsza to kwestia definicji tkanki tacznej - zajecia z histologii miatam blisko cztery dekady
temu, ale zapamietatam, ze tkanka tluszczowa jest jednym z typéw tkanki tacznej. Doktorantka
traktuje je jako rozdzielne tkanki, czy cos zmienito si¢ w terminologii? Druga watpliwos¢ dotyczy
zapisu na stronie 17, ze kompleks DGC zapewnia stabilizacje sarkolemmy podczas skurczu, czy na
pewno tylko wtedy...

Tak jak juz wczesniej wspomniatam, cel pracy zostat przedstawiony w ostatnim akapicie Wstepu.
Doktorantka, w oparciu o wezetniej uzyskane w zespole prof. Koziak wyniki postawita hipotezg, ze
B-escyna wplywa na poprawe regeneracji miesni szkieletowych nie tylko posrednio (poprzez
poznany wczesniej wptyw na $rodblonek naczyn krwionosnych), ale i bezposrednio na tkanke
mieéniowa. Jako model badawczy wybrata dobrze zdefiniowane anatomicznie i biochemicznie
mieénie koriczyn tylnych szczura, ktére poddawata dziataniu kardiotoksyny, co doprowadzito do
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wybiorczego zniszczenia wiokien miesniowych, bez uposledzenia funkcji komérek satelitowych.
Badata réwniez wplyw B-escyny na réinicowanie mioblastow z mysiej linii C2C12 w warunkach
indukcji stanu zapainego.

Dla realizacji swoich zamierzen Doktorantka wykorzystata szereg metod i technik badawczych,
ktore opisata w rozdziale Materialy i Metody. Opisy s klarowne i w zasadzie wyczerpujace,
Doktorantka czesto podawata szczegotowy protokol doswiadczenia, a w przypadku analiz
histologicznych positkowata sie rycinami utatwiajgcymi zrozumienie istoty analiz. Przedstawita
réwniez przejrzysty schemat doswiadczenia z wykorzystaniem zwierzat. Przy okazji, zastanawiam
sie dlaczego Doktorantka podawata B-escyne juz na piec dni przed uszkodzeniem miesni i tylko trzy
dni po uszkodzeniu. Z punktu widzenia potencjalnego pacjenta to troche bezzasadne, bo przeciez
nie mozna przewidzie¢, kiedy dojdzie do uszkodzenia miesnia. Doktorantka wykorzystywata
techniki biologii i biochemii komérki (np. hodowla mioblastéw, analiza proliferacji komérek z
wykorzystaniem testu BrDU, immunofluorescencja, analiza sekrecji/aktywnosci metaloproteinaz i
dehydrogenazy aldehydowej oraz aktywacji szlaku NFxB), biologii molekularnej {ilosciowy RT-qPCR)
oraz histologiczne (analiza histochemiczna i immunohistochemiczna skrawkéw miesni oraz
zymografia in situ). Doktorantka podaje takie sposéb dokonywania analiz statystycznych, co
utatwia ocene istotnosci statystycznej uzyskanych przez nig wynikéw. Jako olbrzymi plus uznaje
podanie numeru zgody lokalnej komisji etycznej na prace ze zwierzetami.

W rozdziale Wyniki Doktorantka opisuje uzyskane przez siebie dane, przedstawiajac je na 33
rycinach. Ryciny sa przygotowane w czytelny sposdb, sg opisane w stopniu umoiliwiajagcym analize
przedstawianych na nich wynikow. Wszystkie dane ilosciowe poddane zostaly analizie
statystycznej. Zanim przejde do oceny uzyskanych wynikdw pozwole sobie na krytyke sposobu
opisania wynikow - opisy s3 bowiem bardzo lakoniczne, przy poszczegélnych doswiadczeniach
Doktorantka nie przedstawiata ani uzasadnienia, dlaczego przeprowadzata dane doswiadczenie, ani
krdtkiego podsumowania uzyskanych wynikow. Takie wprowadzenie utatwitoby lekture rozprawy.
Przyktadowo, domyslitam sie dlaczego w badaniu réznicowania mioblastéw uiywano TNFa, a
dopiero podczas lektury Dyskusji dowiedziatam sie zasadnosci dokonywania pomiaru aktywnosci
dehydrogenazy aldehydowej (ALDH). Ponadto, Doktorantka przyjeta taktyke przedstawiania
najpierw wykresow z analiz cytochemicznych i histochemicznych, a dopiero potem prezentowata
przyktadowe obrazy. Wydaje mi sie, ze lepiej byloby zastosowac odwrotna kolejnosc.

Wyniki skfadajg sie z dwoch rozdzielnych czesci. W pierwszej Doktorantka opisuje wyniki
uzyskane z wykorzystaniem mioblastow C2C12, a w drugiej - przeprowadzone na uszkodzonych
kardiotoksyng miesniach szybkich (EDL)} i wolnych (soleus) kornczyny tylnej szczura.

Hodowla mioblastow byta w wiekszosci przypadkéow prowadzona w obecnosci statego steienia
TNFa oraz wzrastajacych stezen B-escyny. Nie rozumiem jednak, dlaczego czes¢ doswiadczen na
mioblastach byla przeprowadzana bez obecnosci tej cytokiny. Doktorantka wykazala, ze w
obecnosci TNFa p-escyna w stezeniach 5-20 pM powodowata niewielki wzrost proliferacji w
stosunku do komorek kontrolnych (tych hodowanych jedynie w standardowej pozywce); hodowla
w obecnosci wyiszych stezen B-escyny prowadzita do spadku potencjatu proliferacyjnego, co
zdaniem Doktorantki byto spowodowane cytotoksycznoscia tego zwiazku. Szkoda, ze Doktorantka
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nie pokusita sie o sprawdzenie cytotoksycznego efektu innymi powszechnie uiywanymi
metodami (np. MTT). Analiza morfologii réznicujacych mioblastéw wykazata réznice poczgwszy
od pigtego dnia hodowli w poiywce réznicujacej, gdy byly obecne jui miotuby, przy czym
najwieksze réznice byty widoczne w dziewigtym dniu hodowli. W obecnosci samej B-escyny
widoczne byly liczne szerokie, owalne wielojadrzaste struktury z centralnie potoZonymi jadrami.
Tych struktur nie byto wida¢ w hodowli z dodatkiem TNFa; nota bene, sama cytokina nie
promowata tworzenia miotub.

Doktorantka wykazata rowniez, ze B-escyna w stezeniu 3 pM nie wplywata na poziom ekspresji
czynnikow transkrypcyjnych Pax3, Pax7 i miogeniny, a takie Actal, genu kodujjcego aktyne
mieéni szkieletowych, Myh2 i Myh8 - kodujacych odpowiednio cigzki taricuch miozyny migsniowej
tzw. szybkiej (typ lla) i okotoporodowej (perinatal) oraz Ckm - kodujacego migsniows izoforme
kinazy kreatynowej. Zmiany byly natomiast widoczne w przypadku czynnikéw miogennych Myod1
(od pigtego do dziewiatego dnia hodowli) i Myf5 (niewielki wzrost jedynie w dziewigtym dniu
tygodniu hodowli), a takze Pcna, kofaktora jednej z polimeraz DNA. Wykazano réwniez zmiany w
ekspresji genow kodujacych ciezkie taricuchy miozyn migsniowych - Myh3 i Myh7, odpowiednio -
embrionalnej i tzw. wolnej (typ 1), znanej réwniez jako izoforma B miozyn wystepujacych w
miesniu sercowym, ktére byly najbardziej widoczne w dziewiatym dniu hodowli. Doktorantka
odnosi sie do tych obserwacji w Dyskusji, mnie natomiast zabrakio informacji, dlaczego te
doswiadczenia przeprowadzono w niskim, 3 uM, stezeniu B-escyny, a nie w stezeniu 20 uM, ktére
nie byto jeszcze cytotoksyczne a przy ktérym widoczne byly najwigksze zmiany w morfologii
powstajacych mikrotubul. Uwaga ta jest o tyle zasadna, Ze kolejne doswiadczenia na mioblastach
byly prowadzone réwniez w 20 pM stezeniu tego zwiazku.

W kolejnym cyklu doswiadczern Doktorantka wykazata, ze wprawdzie sama f-escyna nie
stymuluje translokacji do jadra (aktywacji) podjednostek czynnika transkrypcyjnego NFkB, to jej
obecnoé¢ obniza wywotang przez TNFa aktywacje podjednostki p65 tego czynnika. Jest to
dobroczynny efekt, gdyz diugotrwata aktywacja NFxB prowadzi do uposledzenia regeneracji
miesni i w konsekwencji do szeregu miopatii.

Nastepnie Doktorantka zbadata, jaki jest wplyw B-escyny na wydzielanie metaloproteinaz, MMP2
i MMP9, wainych skfadowych w procesie regeneracji migsni, acz ich nadmierna aktywnos¢
uposledza regeneracje. Przestanka do badar byly rowniez obserwacje uzyskane w zespole prof.
Koziak, ze P-escyna zwieksza poziom metaloproteinazy 14 w komdrkach $rodbtonka naczyn.
Doktorantka wykazata, ze zatezne od TNFa i B-escyny zmiany s widoczne w przypadku MMP9, a
nie MMP2. Cytokina powodowata znaczgcy wzrost sekrecji MMPS w kazdym z badanych punktow
czasowych hodowli, natomiast dodatek B-escyny, zwlaszcza stezeniu 20 pM, obnizat podwyiszony
przez TNF poziom sekrecji tej metaloproteinazy, acz nie do poziomu kontrolnego. Efekt byt
zwtaszcza widoczny w piatym i si6dmym dniu hodowli, wowczas gdy dominujg procesy fuzji
mioblastow. )

Kolejny problem, ktérym Doktorantka zajeta sig, to okreslenie, czy i jak B-escyna wplywa na
aktywnosé ALDH, enzymu, ktorego wysoka aktywnos¢ w wystepuje w komorkach satelitowych o
podwyiszonej aktywnosci. Uzyskane przez nig wyniki wykazaly, ze B-escyna zwigksza prawie
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dwukrotnie aktywnos$¢ ALDH, co moze swiadczyC o zwigkszeniu potencjatu regeneracyjnego tak
traktowanych komorek.

Badania nad wplywem B-escyny na regeneracjg migsni rozpoczeta Doktorantka od wykazania, ie
po 14 dniach od nastrzykniecia kardiotoksyng masa obu miesni, soleus i EDL, wzrosta przy
podawaniu B-escyny. Zabraklo mi tu jednak dodatkowej kontroli, a mianowicie migsni, ktore
nastrzyknieto roztworem, w ktdrym podawana byla kardiotoksyna. Na marginesie, jak podana
zwierzetom dawka tego zwigzku ma sig¢ do steien stosowanych w hodowli mioblastow. W
kolejnych badaniach Doktorantka wykazata, ze B-escyna zwieksza zawarto$é (i pole powierzchni)
widkien miesniowych w uszkodzonym migéniu, zmniejsza zawartoé¢ tkanki tacznej oraz obniza
nasilenie stanu zapalnego. Zaobserwowata réwniez wigkszg liczbe widkien z prawidtowo
potozonymi jadrami komérkowymi, co byto widoczne w mieéniu EDL.

Nastepnie, podobnie jak w przypadku mioblastow, Doktorantka zbadata wplyw B-escyny na
ekspresje genow zwigzanych z regeneracjq migsni i zaobserwowata réinice pomiedzy oboma
typami migsni, co zapewne wynikato z odmiennego przebiegu ich regeneracji. Mam pytanie do tej
czesci doswiadczet, a mianowicie dlaczego w mieéniu EDL Doktorantka obserwowata w
obecnoéci B-escyny w 14. dniu po uszkodzeniu obnizony poziom transkryptéw dla tancuchow
cigzkich wolnej i szybkiej miozyny, podczas gdy te migsnie “wygladaty" duzo lepiej w stosunku do
tych traktowanych samg toksyna. Doktorantka zaobserwowata réwniez spadek liczby
makrofagéw prozapalnych oraz wzrost makrofagow przeciwzapalnych (zwlaszcza w migsniu
soleus po 3 dniach od nastrzyknigcia kardiotoksyna). Ponadto, B-escyna powodowata dodatkowy
wzrost aktywnosci metaloproteinaz w tym migéniu, co dodatkowo wskazuje na odmiennos¢
przebiegu regeneracji w obu typach migsni.

Dyskusja jest podzielona na podrozdzialy, w ktorych Doktorantka odnosi sie do wynikéw
uzyskanych w poszczegéinych cyklach doswiadczeri. Miejscami Dyskusja jest "przegadana”, zbyt
duzo jest w tej czesci rozprawy informacji podstawowych, ktére mogltyby znalei¢ sig we Wstepie,
np. te dotyczace procesu aktywacji komorek satelitowych. Tym niemniej dobrze si¢ ja czyta, a jej
lektura wskazuje na dobra znajomosé¢ zagadnieri zwigzanych z tematyka rozprawy i umiejetnosc
wyciagania wiasciwych wnioskow, a takie zdolnoscia do krytycznej analizy wiasnych obserwacji w
oparciu o dane literaturowe.

W Podsumowaniu Doktorantka w sposob opisowy dokonuje syntezy swoich obserwaciji,
przedstawiajac je w formie informatywnego schematu oraz wskazuje na mozliwe zastosowania
aplikacyjne swoich badari. Osobiscie wolatabym, aby to podsumowanie bylo przedstawione w
formie punktow.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr Marii Sikorskiej ma duza wartoéé poznaweza, a w przysziosci
niewatpliwie potencjat aplikacyjny. Jej badania wskazuja bowiem na nowy, potencjalny mechanizm
zaangaiowania PB-escyny w przyspieszenie proceséw regeneracji uszkodzonych migéni
szkieletowych i jej nowe wskazania w klinice. Analiza rozprawy wskazuje, e Doktorantka posiada
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nie tylko ugruntowana wiedze teoretyczng, a réwniez umiejetnosé do samodzielnego prowadzenia
badan naukowych.

W toku dobrze zaplanowanych nowatorskich badarn z wykorzystaniem bogatego warsztatu
metodycznego Doktorantka uzyskata wyniki potwierdzajagce wysunietq przez nig hipoteze o
pozytywnym bezposrednim wplywie B-escyny na regeneracje migsni szkieletowych. Wykazata, ze p-
escyna hamuje aktywacje podjednostek czynnika transkrypcyjnego NFkB, fagodzi odpowied:
komdrek satelitowych na dziatanie cytokiny prozapalnej TNFa, zwieksza aktywnos¢ ALDH w tych
komorkach {potencjalnie zwiekszajac ich zdolno$¢ do réinicowania), moduluje sktad makrofagow,
naptywajgcych do uszkodzonej tkanki, zwiekszajac pule makrofagéw przeciwzapalnych oraz wptywa
na synteze MMP9, metaloproteinazy waznej w procesach zwigzanych z przebudowa macierzy
pozakomadrkowej, rowniez w tkance miesniowej. Co wiecej, Doktorantka wykazata, ze pozytywny
efekt B-escyny jest szczegdlnie widoczny w miesniu soleus, zbudowanym przede wszystkim z
wtokien wolnokurczacych sig, ktory w duzo mniejszym stopniu jest zdolny do regeneracji. Mam
nadzieje, Ze te interesujgce wyniki zostang wkrotce opublikowane.

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Marii Sikorskiej 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 ze zm.). Biorac pod uwage powyisze, przedktadam Radzie
Wydziatu Nauk o Zdrowiu wniosek o dopuszczenie mgr Marii Sikorskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego w celu uzyskania przez nig stopnia doktora w dziedzinie nauk o zdrowiu,
mam jednak swiadomosé, 2e nadanie nastapi w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki o zdrowiu.
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