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Prof. dr hab. Aleksandra Klimczak
Kierownik Samodzielnego Laboratorium
Biologii Komoérek Macierzystych i Nowotworowych

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mirona Tokarskiego

Temat rozprawy: Identyfikacja czasteczek regulujacych szlak sygnalowy HGF — c-Met w
komoérkach srédblonka stymulowanych hipoksja

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Mirona Tokarskiego zostata wykonana pod
kierunkiem Pana prof. dr hab. Tadeusza Dobosza w Zakladzie Technik Molekularnych na
Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.
Promotorem pomocniczym niniejszej rozprawy jest Pani dr inz. Dagmara Baczynska.

Praca stanowi istotny wklad w badaniach nad biologig komoérek $rodbtonka naczyn, ktérych
aktywnos$¢ biologiczna zwigzana jest zarowno z regeneracjg tkanek jak 1 wzrostem
nowotworéw. Jest to obszerne 157-stronicowe opracowanie napisane w jezyku polskim, bogato
ilustrowane zawierajace 22 ryciny, 11 wykresow oraz 43 tabele ulatwiajacych analize
uzyskanych wynikéw. Rozprawa posiada uktad typowy dla prac doktorskich tj. Streszczenie w
jezyku polskim, wprowadzajacy w temat rozprawy Wstep, jasno sformulowane Cele pracy,
opisy stosowanych Materiatdéw i Metod, Wyniki, Dyskusje, Wnioski. Nie ma streszczenia w
jezyku angielskim. Bogate pi$miennictwo liczy 244 pozycje. Rozprawe konczy spis rycin,
wykresow i tabel.

Tematem wiodgcym rozprawy bylo zbadanie wpltywu hipoksji na regulacje szlaku
sygnatowego na osi aktywator czynnika wzrostu hepatocytow (HGFA) — HGF - c-Met
(receptor HGF) w procesie angiogenezy w modelu ludzkich komorek progenitorowych
$rédblonka naczyn (HEPC-CB.1 i HEPC-CB.2) pozyskanych z krwi pepowinowej oraz
ludzkich komdrek dojrzatego $rodbtonka pozyskanych z naczyn krwiono$nych skory
(HSKMEC). Istotnym etapem badan byly badania przesiewowe w celu identyfikacji
specyficznych mikroRNA majacych wplyw na regulacje epigenetyczng szlaku sygnatowego
HGFA — HGF- c-Met w procesie angiogenezy.

Czgé¢ doswiadczalng rozprawy poprzedza obszerny Wstep literaturowy, wprowadzajacy
czytelnika w zagadnienia dotyczace zatozen badawczych. Doktorant w sposéb szczegodtowy
przedstawil mechanizmy powstawania naczyn krwionosnych i zwigzane z nimi czynniki, ktore
regulujg angiogenezg. Szczegdlng uwage Autor poswiecit czynnikom troficznym 1 ich
aktywatorom, ktorych interakcje wywoluja kaskade zdarzen promujacych angiogeneze¢ Naleza
do nich m.in. czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego — VEGF, czynnik wzrostu
fibroblastow — FGF, angiopoetyna 1 i 2, czynnik wzrostu hepatocytéw — HGF 1 jego aktywator
HGFA oraz czynniki genetyczne regulujace angiogeneze.

Wstep jest bardzo obszerny i zawiera istotne informacje dotyczace zalozen badawczych pracy,
jednakze jego organizacja wymaga dopracowania. Czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego
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- VEGF - jest najsilniejszym i najbardziej selektywnym czynnikiem wzrostu komorek
$rodbtonka naczyn i ten termin zostal przedstawiony we Wstepie pracy na stronie 9. W tym
miejscu nalezaloby wyjasni¢, ze VEGF stanowi rodzing, do ktérej naleza VEGF-A, -B, -C, -D,
PIGF (lozyskowy czynnik wzrostu), i VEGF-E (wirusowy homolog). Cytokiny te naleza do tej
samej rodziny jednakze sg produktami réznych gendéw, maja odmienng strukture i dziatanie
biologiczne a VEGF-A jest najlepiej poznanym przedstawicielem rodziny VEGF, jakkolwiek
cze$¢ tych informacji pojawita sie¢ w dalszej czesci Wstepu na str. 18. Uwaga ta podyktowana
jest wezesniejszym fragmentem Wstepu w brzmieniu ,,R6znicowanie komorek srodblonka w
komorki szczytowe lub todygi, jak wspomniano powyzej zalezy od szlakoéw VEGFA i Notch.
W odpowiedzi na VEGFA, w komoérkach $rodbtonka naczyn krwiono$nych dochodzi do
wzrostu ekspresji czgsteczki DLL4, rozpoczynajg one tworzenie filapodiow i zaczynajg
migrowa¢ wzdtuz gradientu VEGFA”™ (str. 11). We Wstepie ,,powyzej” nie ma wzmianki o
szlakach VEGFA 1 Notch i zaden z tych czynnikow nie zostal uwzgledniony w Tabeli 1
.Charakterystyka najwazniejszych cytokin proangiogennych”. W tym fragmencie zaréwno
termin ,,VEGFA” jak i ,Notch” pojawiajg si¢ po raz pierwszy bez wyjasnienia ich roli w
procesie angiogenezy. Pojawia sie rowniez skrot DLL4, bez wyjasnienia jego roli w procesie
angiogenezy. Jest wiadomym, ze aktywacja szlaku Notch jest istotna w hamowaniu proceséw
roznicowania komoérek macierzystych w celu zachowania ich zdolnosci do samoodnowy.
Ligandem dla receptora Notch jest DLLA4 (Delta-like 4 ligand), ktéry odgrywa istotng rolg w
procesie pagczkowania (kielkowania) naczyn. W procesie angiogenezy receptory Notch
wplywajg na zahamowanie podzialow komorek szczytowych (czotowych) natomiast VEGF
pobudza dzielenie sie komorek przemieszczajacych sie za nimi, tym samym Notch i VEGF
kontrolujg interakcje pomiedzy komodrkami szczytowymi $rodblonka a komodrkami
powstajgcego odgalezienia naczyniowego.

W tym miejscu musze odnie$¢ sie do dostownego thumaczenia z jezyka angielskiego niektorych
termindéw kluczowych w procesie angiogenezy, ktorych Doktorant konsekwentnie uzywa w
swojej dysertacji, jednakze nie majgcych odpowiedniego przetozenia na jezyk polski. Mozna
zaakceptowaé okreslenie "komorki szczytowe” dla ,tip cells”, chociaz niektorzy autorzy
uzywaja okreslenia ,.,komorki czotowe”, jednak uzycie terminu ,.komorki todygi” dla okreslenia
.stalk cells” jest jezykowo niezreczne i raczej proponowatabym termin ,.komorki odnogi” czy
.komorki tworzace odgalezienie” gdyz w procesie angiogenezy powstaje nowe naczynie
bedace odnoga (odgaltezieniem) istniejgcego naczynia krwionosnego. Okreslenie anglojgzyczne
.sprouting” w procesie angiogenezy oznacza powstawanie nowych kapilar z istniejacych
naczyn, Doktorant uzywa terminu ,kietkowanie”, jednakze w literaturze polskojezycznej jest
takze stosowane okreslenie ,,pgczkowanie”, ktore w bardziej odpowiedni sposéb odzwierciedla
zachodzace procesy.

Niestety, nastepny fragment Wstepu ze str. 11 stanowi dostowne thumaczenie angloj¢zycznego
tekstu i w jezyku polskim brzmi niefortunnie cyt. ,,EC, ktore wyrazajg wyzsze poziomy DLL4,
niskg ekspresje Notch w porownaniu z sgsiadujgcymi komorkami, stajg si¢ komorkami
szczytowymi i aktywujg sygnalizacje Notch swoich sasiadow poprzez interakcje DLL4 —
Notchl. Sygnalizacja Notch thumi nastepnie fenotypy komorek szczytowych w sasiadujgcych
EC i stajg sie komdrkami todygi”. Nalezy odpowiednio przeredagowac cytowany fragment.
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Niewatpliwie bardzo wazng czescia Wstgpu pracy sa dobrze opisane dotychczas poznane
mechanizmy epigenetyczne, ktore kontrolujg ekspresje genow w komérkach i maja wptyw na
przebieg angiogenezy.

Nalezy podkresli¢, ze bogato ilustrowany, opisany na 32 stronach Wstep zawiera zasob
informacji catkowicie wystarczajagcy do dalszej analizy uzyskanych wynikéw pracy, ich
interpretacji i nastepowych wnioskow.

Cele pracy zostaty jasno sformutowane i wynikajg z przedstawionych we Wstepie zagadnien
dotyczacych interakcji pomigdzy czynnikami genetycznymi w regulacji procesu angiogenezy.
Zbadano wplyw hipoksji na regulacj¢ szlaku sygnalowego HGFA — HGF — c-Met w dojrzatych
1 progenitorowych komoérkach $§rédblonka naczyn. Niewielka niedoskonato$¢ pojawita sie¢ w
pierwszym celu szczegolowym w brzmieniu: ,,Okreslenie wptywu hipoksji na ekspresje
czgsteczek HGFA, HGF oraz c-Met na modelu ludzkich komérek progenitorowych $rodbtonka
(HEPC-CB.1 i HEPC-CB.2) oraz ludzkich komoérek srédblonka naczyn krwiononych
(HSKMEC)”. W tym ostatnim modelu komérkowym powinno zosta¢ doprecyzowane ......oraz
ludzkich komdérek dojrzatego srodblonka naczyf krwionognych (HSKMEC)”.

Rozdzial Material i Metody zawiera szczegélowe informacje niezbedne do ewentualnego
powtdrzenia przedstawionych w pracy do$wiadczen. Lista opisanych procedur i badan jest
dtuga i szczegolowa, i wraz z przedstawionymi wynikami nie pozostawia watpliwosci, ze
Doktorant znakomicie opanowat warsztat badawczy w zakresie niezbednym do oceny wynikow
badan stanowigcych cel niniejszej rozprawy doktorskie;.

W opisie modelu badawczego podano charakterystyke fenotypu komorek uzytych do badan w
niniejszej dysertacji doktorskiej na podstawie opublikowanych wynikéw badan. Jednakze we
wprowadzeniu do opisu modelu badawczego znalazty si¢ pewne niescistosci np. W zdaniu
-~Jako model badawczy zostaty uzyte dojrzale ludzkie komorki $rodblonka HSKMEC (ang.
Human Skin Microvascular Endothelial cells) oraz progenitorowe komoérki $rodbtonka HEPC-
CB.1, HEPC-CB.2 (ang. Human endothelial progenitor cell lines originated from cord blood)”
wyrazenie ,,progenitorowe komorki $rédblonka™ powinno zosta¢ rozszerzone o zrédlo ich
pochodzenia, tj. .progenitorowe komorki $rédbtonka pozyskane (lub izolowane) z krwi
pepowinowe;j”.

Nalezy  podkredli¢, ze do realizacji zalozonych celow pracy zastosowano
wysokospecjalistyczne techniki w tym: reakcje taficuchows polimerazy z pomiarem przyrostu
ilosci produktu w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) w celu zbadania poziomu zmian
ekspresji gendw, oraz technologi¢ Real-Time PCR dla mikroRNA z wykorzystaniem kart
mikroprzeplywowych zaprojektowanych do wykonywania 384 jednoczesnych reakcji PCR w
czasie rzeczywistym (TagManR Array Micro Fluidic Cards).

W pracy jest wiele skrétdw czy wyrazeh potocznych stosowanych w pracy codziennej
laboratorium, jednakze w opracowaniu naukowym jakim jest rozprawa doktorska nalezy
zachowa¢ wigkszg staranno$¢ w opisie procedur i wynikow.

Preyidady: Str. 47 o500 komorki zostaly poddane stymulacji hipoksjg wywotang przez
przebywanie w medium zawierajgcym chlorek kobaltu...” bardziej zreczne bylby wyrazenie
....Wwywolang przez umieszczenie w medium...”.

Str. 47 ,Nastepnie wykonane zostaly badania okreslajgce zmiany poziomu mRNA oraz bialka
dla genow HGF, HGFA, c-Met, HIF-la oraz VEGF w czasie.” Zdanie wydaje si¢
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niedokonficzone, nalezy doprecyzowaé w jakim czasie (np. wielogodzinnej ???, wielodniowe]
7?7, obserwacji).

Str. 56 .....w formie wspdtczynnikow ilosciowych RQ, wyradzajacych krotno$¢ zmian
ekspresji” powinno by¢ ......... wyrazajacych krotno$¢ zmian ekspresji”.

»Przyrost ilo§ci zaro6wno komorek........... ” (str. 78) powinno by¢ przyrost liczby
komorek...”.

Metody statystyczne zastosowane do opracowania uzyskanych wynikow sg adekwatne i zostaty
szczegodtowo przedstawione w rozdziale ,,Analiza wynikéw”.

Whyniki. Starannie opracowane wyniki pracy przedstawiono w sposob przejrzysty i czytelny co
zostato udokumentowane 12 rycinami, 11 wykresami i 24 tabelami oraz ich podsumowaniem
po kazdym etapie badan. Wyniki sg opisane wyczerpujgco i zostaty poparte wnikliwg analizg
statystyczng z zastosowaniem odpowiednich metod statystycznych. Jednakze, do opisow
niektorych wynikoéw wkradly si¢ pewne niescistosci.

Przy ocenie wptywu chlorku kobaltu (CoClz) na proliferacje komérek Doktorant stwierdza, ze
uzyskane wyniki wskazujg na wigkszg wrazliwos¢ komorek HSKMEC na cytotoksyczne
dziatanie chlorku kobaltu przy zblizonym profilu proliferacyjnym komoérek HEPC-CB.1 oraz
HEPC-CB.2. Oczywiscie chlorek kobaltu hamuje wzrost badanych komorek jednakze z
przedstawionych wykresow i danych zwartych w tabelach (Tabele 19-21) nie wynika aby
komérki HEPC-CB.1 oraz HEPC-CB.2 miaty podobny indeks proliferacyjny o czym swiadcza
warto$ci absorbancji. Przeciwnie, najwyzszy wskaznik proliferacji majg komorki dojrzatego
$rodbtonka naczyn HSKMEK, zatem stwierdzenie, ze ,,uzyskane wyniki wskazujg na wigksza
wrazliwo$¢ komérek HSKMEC na cytotoksyczne dziatanie chlorku kobaltu™ jest
nadinterpretacjg. Ocena wptywu chlorku kobaltu (CoClz) na proliferacje komorek bylaby
pelniejsza gdyby zostalo wykonane poréwnanie wszystkich badanych linii komoérkowych na
wykresie kolumnowym zwlaszcza, ze wartosci absorbancji roznig si¢ pomigdzy komorkami
progenitorowymi HEPC-CB.1, HEPC-CB.2 a komérkami dojrzatego $rodblonka naczyn
HSKMEC.

W podsumowaniu oceny wpltywu chlorku kobaltu (CoClz) na proliferacj¢ komorek w czasie
72-godzinneh obserwacji, Doktorant stwierdza, ze ..stezenie chlorku kobaltu w pelnym
medium hodowlanym przekraczajgce 150 uM dziata hamujaco na potencjat proliferacyjny
progenitorowych i dojrzatych komoérek $rodblonka™ jednak nie precyzuje jakiego czasu
obserwacji dotyczy podsumowanie. Biorgc pod uwage zatozenie, ze dalsze badania beda
prowadzone w czasie nie przekraczajagcym 24 godzin, przypuszczam, ze podsumowanie
dotyczy 24-godzinnej hodowli, poniewaz w wigkszosci obserwacji prowadzonych po tym
czasie cytotoksyczno$¢ CoCly byla wyraznie zaznaczona. Zauwazylam jednak pewne
odstepstwo w cytotoksycznosci CoCly przy stezeniu 150 pM dla linii HEPC-CB.1 po 24-
godzinnej obserwacji, gdzie warto$¢ absorbancji wzgledem kontroli wynosita 0,228 vs 0,288
(p<0,03), co oznacza, ze dla tej linii CoClz o stezeniu 150 uM ma dziatanie cytotoksyczne.
Zatem w jaki sposob Doktorant wyjasni wybdr 150 uM stezenia CoClz dla indukcji hipoksji w
liniit HEPC-CB.1 do przeprowadzenia kolejnych badan?

Dobér optymalnego stezenia CoCly do badan aktywacji ekspresji genéw HIF-lo i VEGF,
bedgcych odzwierciedleniem procesow indukowanych hipoksja, zostal przeprowadzony na
linii komorek progenitorowych s$rédblonka naczyn HEPC-CB.2. Zaobserwowano wzrost
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ekspresji genu VEGF na poziomie mRNA, ktéry korelowal ze wzrostem stezenia CoCl w
medium hodowlanym, natomiast w odniesieniu do ekspresji genu HIF-/a zaobserwowano
dziatanie stabilizujace CoCl,. Dlaczego podobna procedura doboru optymalnego ste¢zenia
CoCl2 do badan aktywacji ekspresji genow HIF-la i VEGF nie zostata przeprowadzona dla
linii HEPC-CB.1 i HSKMEC?

Kolejnym etapem bylo badanie wptywu ekspresji gendw HIF-1a i VEGF na poziomie mRNA
dla genoéw bioragcych udziat w przekazywaniu sygnatu w ramach szlaku sygnatowego HGFA —
HGF — c-Met w warunkach hipoksji indukowanej CoClz. Analiza wieloczynnikowa PCA (ang.
principal component analysis) zmian ekspresji badanych genéw na poziomie mRNA
przeprowadzona dla komdérek HEPC-CB.1 wykazata istotne statystycznie powigzania
pomigdzy badanymi parametrami wskazujgc na dodatnig korelacje pomiedzy ekspresja genow
VEGF oraz c-Met oraz ujemng korelacj¢ z ekspresjg HGF.

W przypadku linii HEPC-CB.2 wyniki wieloczynnikowej analizy PCA wskazuja na dodatnio
skorelowany zwigzek zmian ekspresji gendw VEGF, HGF oraz c-Met oraz ujemng korelacj¢ w
przypadku ekspresji genu HIF-1a na poziomie mRNA. Biorac pod uwagg, ze linie HEPC-CB.1
i HEPC-CB.2 zostaly wyprowadzone z komorek krwi pepowinowej pochodzacej od tej samej
pacjentki prosz¢ o interpretacje w jaki sposéb mozna wyjasni¢ rozbiezno$¢ w korelacji
ekspresji HGF pomigdzy uzyskanymi wynikami dla tych dwoch linii komérkowych?

Wyniki analizy dla linii dojrzatych komorek $rodbtonka naczyn HSKMEC wskazujg na istotne
statystycznie powigzania pomigdzy badanymi parametrami wskazujgc na ujemnag korelacje
ekspresji gendw VEGF oraz HIF-1a, jak rowniez genu c-Met oraz na wzajemny zwigzek zmian
ich ekspres;ji.

Analiza c-Met oraz markera stanu niedotlenienia HIF-1a na poziomie biatka metodg Western-
Blot nie powiodta si¢ o czym Doktorant rzetelnie poinformowat w swojej pracy. Sugerujg, ze w
tej sytuacji pomocng technikg byloby podwdjne barwienie immunocytochemiczne lub
immunofluorescencyjne identyfikujgce jadrowg ekspresje HIF-1a i btonowa c-Met.

Poziom biatka, bedgcego odzwierciedleniem ekspresji gendéw dla VEGF i HIF-la zostal
zbadany metodg ELISA. Staly wzrost ekspresji VEGF obserwowano w liniach komorek
progenitorowych $rédblonka naczyn, natomiast w linii komoérek dojrzatego $rédbtonka naczyn
zaobserwowano spadek ekspresji VEGF na poziomie biatka w 24 godzinie obserwacji. W tej
analizie Wykres 11 , Charakterystyka zmian ekspresji genu VEGF w czasie w komorkach
HEPC-CB.1, HEPC-CB.2 oraz HSKMEC poddawanych i niepoddawanych dziataniu chlorku
kobaltu (1) zostal nieprawidtowo opisany. Jest to analiza zmian poziomu biatka VEGF a nie
ekspresji genu VEGF.

Kolejnym etapem badan byla ocena wpltywu niedotlenienia na zmiany w regulacji
epigenetycznej gendéw szlaku sygnalowego HGFA — HGF — c-Met oraz genéw cytokin
proangiogennych HIF-1a i VEGFA na poziomie mikroRNA przy uzyciu techniki Real-Time
PCR z wykorzystaniem kart mikroprzeptywowych TagMan®Array. Analiza bioinformatyczna
wykazata zmiane ekspresji mikroRNA pod wplywem hipoksji indukowanej chemicznie w
komorkach HEPC-CB.1; HEPC-CB.2 oraz HSKMEC, przy czym wzrost lub spadek ekspresji
analizowanych mRNA r6znil si¢ pomiedzy badanymi komorkami w czasie 24-godzinnej
obserwacji. Dalsza analiza wykazata, ze zmiany profilu transkrypcyjnego niektorych
czasteczek mikroRNA sg takze powigzane ze spadkiem lub wzrostem ekspresji docelowego
genu.
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Dyskusja. W obszernej i rzeczowej dyskusji Doktorant w sposob krytyczny dokonal
przejrzystej analizy i interpretacji uzyskanych wynikow na tle bogatego piSmiennictwa,
liczacego 244 pozycji. Analiza uzyskanych wynikow badan zostata przeprowadzona w sposob
dojrzaly a na uwage zastuguje $wiadomos¢ niedoskonatosci interpretacji niektérych wynikow i
podanie sposobu rozwigzania problemu poprzez wskazanie testow, ktore powinny zostac
wykonane aby potwierdzi¢ ich warto$¢ naukowa.

W Dyskusji rowniez znalazly sie niedoskonatosci stylistyczne w wyrazeniach: .,......... testy w
celu okreslenia zmian w czasie poziomu mRNA....” - lepiej brzmialoby ........... testy w celu
okreslenia zmian poziomu mRNA w czasie 24-godzinnej obserwacji ....”, czy wyrazenie
P P czasteczek  szlaku  analizowanego  sygnalowego......... ¢ i powinno: - bye
PN e czasteczek analizowanego szlaku sygnatowego......... ” (str. 124).

Whioski wynikajgce z podsumowanych wynikow stanowig wyczerpujaca odpowiedZ na
postawione cele i zadania badawcze.

Uchybienia redakcyjne w niniejszej dysertacji, ktore zostaly wymienione przy omawianiu
kolejnych czesci pracy, w zaden sposob nie umniejszajg wartosci pracy a stanowia jedynie
wskazéwki dla Doktoranta przed przygotowaniem pracy do druku w specjalistycznym
czasopi$mie.

W podsumowaniu chciatabym podkresli¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr
Mirona Tokarskiego stanowi oryginalne osiggniecie naukowe, ktore niewatpliwie przyczynia
si¢ do poznania regulacji ekspresji aktywatora HGF (HGFA) oraz identyfikacji czasteczek
mikroRNA zaangazowanych w mechanizmy regulacji epigenetycznej szlaku sygnalowego
HGF/c-Met w warunkach hipoksji indukowanej chemicznie. Przedstawione zarowno w
Wynikach jak i w Dyskusji analizy uzyskanych wynikow dajg podstawy do stwierdzenia, ze
Doktorant nie tylko potrafi zaplanowa¢ badania eksperymentalne ale przede wszystkim
wlasciwie zinterpretowaé uzyskane wyniki. Uzyskane wyniki mogg przyczyni¢ si¢ do rozwoju
badafh prowadzacych do poszerzenia dotychczasowej wiedzy dotyczacej biologii
progenitorowych i dojrzatych komorek $rodbtonka naczyn oraz mogg stuzy¢ do badan nad
opracowaniem nowych strategii terapeutycznych w leczeniu choréb niedokrwiennych czy
zwalczaniu nowotworéw.

Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji 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 z pdzniejszymi zmianami), stawiane
rozprawom na stopien doktora, wnosze zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Mirona
Tokarskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Aleksandra Klimczak
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