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Recenzja pracy doktorskiej mgr Izabeli Broniarek pt. , Wptyw kwasow ttuszczowych i statyn
na metabolizm tlenowy komadrek srédbtonka”.

Komorki $rédbtonka tworza najbardziej wewnetrzng warstwe naczyrn krwionosnych i
limfatycznych pozostajaca w bezposrednim kontakcie z krwig. Stad wynika strategiczne
znaczenie tych komoérek dla funkcji catego organizmu. Komorki te kontrolujg przeptyw
substratow metabolicznych w tym tlenu pomiedzy S$wiattem naczynia a komorkami
narzadéw takich jak serce, moézg, watroba czy nerka. Komorki te kontroluja procesy
krzepniecia krwi oraz reakcji immunologicznych. Petnig réwniez szczegélna role w regulacji
przeptywu krwi w narzadach oraz w procesie angiogenezy. Procesy te sa mozliwe dzigki
unikalnej charakterystyce strukturalnej, metabolicznej i regulacyjnej komorek srodbtonka. Z
jednej strony na powierzchni komorek Srodbtonka obecny jest zespdt receptorow
odpowiadajacych na bodice chemiczne czy mechaniczne. Z drugiej komdrki srodbtonka
produkujg wiele substancji o charakterze regulacyjnym, z ktérych najbardziej znany jest
tlenek azotu dyfundujacy do komérek migsnidowki gtadkiej gdzie poprzez aktywacje produkcji
cGMP powoduje rozkurcz i zwiekszenie przeptywu krwi. Komorki srédbtonka s istotne w
odpowiedzi immunlogicznej organizmu kontrolujgc przyleganie biatych krwinek i ich przejscie
do przestrzeni pozanaczyniowej. Odbywa sie to poprzez produkcje i transport na
powierzchnie btony komérki srodbtonka specyficznych biatek adhezyjnych.

Komorki srodbtonka odgrywaja fundamentalna role w wielu patologiach, przede wszystkim
naczyniowych takich jak miazdzyca lecz réwniez w chorobie nowotworowej. Stad
zrozumienie funkcji tych komorek jest tak istotne. Tradycyjne spojrzenie na metabolizm
energetyczny tych komorek zaktada gtéwna role glikolizy jako Zrodta energii, co wydaje sie
optymalne ze wzgledu na praktycznie nieograniczony dostep do glukozy oraz fatwos¢ w
usuwaniu mleczanu. Zwieksza to réwniez ilos¢ tlenu dostarczanego do komorek narzadow.
Mimo tego od dawna wiadomo, ze komorki srodbtonka posiadaja mitochondria ktérych
wprawdzie jest mniej niz w neuronach, kardiomiocytach czy hepatocytach lecz ich znaczenie
moze by¢ kluczowe, nie tyle dla utrzymania réwnowagi energetycznej lecz dla funkcji ktore
te komorki petnia w catym narzgdzie w tym przede wszystkim regulacyjnych. Mitochondria w
srodbtonku mogag réwniez przyczynia¢ sie do uszkodzenia tych komorek poprzez
generowanie wolnych rodnikéw ktére sg szczegolnie toksyczne dla komérek srédbtonka.
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Dlatego badania dotyczace wptywu czynnikéw metabolicznych i farmakologicznych ze
szczegdlnym uwzglednieniem funkcji mitochondriéow w komérkach srédbtonka sg bardzo
wazne zaréwno z punktu widzenia badan podstawowych jak i ze wzgledow praktycznych.

Badania podjete przez doktorantke dotyczyty wptywu ekspozycji komérek srobtonka linii
EA.hy926 na kwasy ttuszczowe oraz krétkotrwate i dtugotrwate dziatanie statyn zaréwno z
tych z grupy hydrofilowych jak i hydrofobowych.

W swych badaniach doktoranta stosowata techniki hodowli komdrkowych, izolowata
mitochondria, dokonywata pomiaréw zuzycia tlenu na poziomie komoérek i izolowanych
mitochondridw z zastosowaniem elektrody tlenowej, prowadzita pomiary mitochondrialnego
potencjatu btonowego z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej JC1. Ponadto byty
wykonywane pomiary produkcji reaktywnych form tlenu z zastosowaniem testéw z NBT,
MitoSOX, CM-H2_DCFDA oraz Amplex Red. Wykonywane byly réwniez pomiary aktywnosci
enzymow, takich jak syntaza cytrynianowa, oksydaza cytochromu C oraz dehydrogenaza
mleczanowa. Doktorantka analizowata tez zawartos¢ koenzymu Q10 w komérkach z
zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz stosowano technike Western
blot do pomiaru zawartosci wybranych biatek.

Wyniki pracy pokazaly, ze dtugotrwata ekspozycja na podwyiszone stezenie kwasu
palmitynowego wywotuje obnizenie zywotnosci i liczebnosci komorek srédbionka.
Towarzyszy temu przesuniecie komdrkowego metabolizmu w strone utleniania kwasow
tluszczowych. Zaobserwowano takze nieprawidtowosci w funkcjonowaniu
mitochondrialnego  taricucha oddechowego oraz wzrost mitochondrialnej i
niemitochondrialnej produkcji reaktywnych form tlenu.

Analiza bezposredniego wptywu statyn na izolowane mitochondria srédbtonka wykazata, ze
hydrofilowa prawastatyna nie zmienia istotnie metabolizmu tlenowego mitochondriow.
Natomiast hydrofobowa atorwastatyna zaburza funkcjonowanie taricucha oddechowego, na
co sktadaja sie rozprzeganie, a w wyzszych stezeniach, inhibicja fosforylacji oksydacyjne;.
Wykazano, ze zmiany wywotane przez atorwastatyne mialy zwigzek z jonami wapnia
zawartymi w czgsteczce tej statyny. Atorwastatyna wywotywata tez wzrost produkcii
nadtlenku wodoru w mitochondriach.

Badania poswiecone dtugotrwatemu wptywowi statyn na komorki srodbtonka wykazaty, ze
traktowanie prawastatyng lub atorwastatyng powoduje obnizenie tlenowego oddychania
komdrkowego przy niezmienionym utlenianiu kwaséw ttuszczowych. Nie byto to
kompensowane przez wzrost aktywnosci glikolizy beztlenowej. Ponadto, atorwastatyna
indukowata znaczgcy wzrost produkcji reaktywnych form tlenu w komérkach srédbtonka. W
wyniku ekspozycji komoérek na statyny nastepowato obnizenie stezenia koenzymu Q10.
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Zaobserwowane zmiany pozwalajg stwierdzi¢, ze hydrofobowa atorwastatyna dziata na
komorki Srodbtonka silniej i w bardziej szkodliwy sposob niz hydrofilowa prawastatyna.
Dtugotrwata ekspozycja na statyny w stezeniach wystepujacych fizjologicznie, wptywa
znaczaco, choc nie drastycznie, na metabolizm tlenowy komoérek $rédbtonka. Wydaje sie, ze
obnizenie stezenia koenzymu Q10 nie w petni ttumaczy zaobserwowane zmiany, dlatego tez
potrzebne sa dalsze badania by wyjasnic ich przyczyny.

Najwazniejsze wnioski koricowe ptynace z tych badan to podkreslenie roli mitochondriéw w
odpowiedzi komdrek srodbtonka na podwyiszone stezenie kwaséw ttuszczowych i statyn
oraz zwigzane z tym zmiany metaboliczne w tym zwiekszona produkcja reaktywnych form
tlenu. Hydrofobowe statyny powodowaly silniejsze  zaburzenia funkcjonowania
mitochondriow i przy diugotrwatej ekspozycji spadek stezenia Q10 moze by¢ odpowiedzialny
za te zaburzenia.

Wyniki te byly dla mnie niezwykle interesujace, gdyz badania prowadzone w Gdansku
dotyczace wptywu statyn (konkretnie atorwastatyny) na przemiany nukleotydéw wykazaty,
ze atorwastayna powoduje postepujacy spadek stezenia ATP w hodowanych komdrkach
$rédbtonka HMEC-1 co jest spéne z wynikami badan przedstawianych w doktoracie.

Jestem jednak troche sceptyczny czy faktycznie zaburzenia funkcji mitochondriéw powoduja
zaburzenie réwnowagi energetycznej w komoérkach $rédbtonka. W moich innych badaniach
inkubacja komérek srédbtonka bez tlenu nie powodowata spadku stezenia ATP ani wzrostu
produkcji katabolitow purynowych.

Nie jest do konca dla mnie jasne na jakiej postawie réznicowano efekty statyn zaleine i
niezalezne of hamowania szlaku kwasu mewalonowwego. Czy wykonano eksperymenty z
podawaniem tego kwasu?

Mam pytanie dotyczgce eksperymentéw analizujacych wptyw kwasu palmitynowego na
komorki srodbtonka. Czy po dodaniu podanego stezenia kwasu palmitynowoego do pozywki
sprawdzono jakie byto koricowe stezenie wolnych kwaséw ttuszczowych? Poniewaz w
pozywce jest 10% FBS ktory zawiera z pewnoscig kwasy ttuszczowe, koricowe stezenie mogto
by¢ inne niz zaktadano.

Ze wzgledu na to ze zastosowano tylko jeden typu linii komdrkowej hodowanej ex vivo, z
pewng ostroznoscig nalezy si¢ odnosi¢ do przenoszenia uzyskanych wynikéw do uktadu in
vivo i do pacjentéw leczonych statynami. Zaréwno prawastatyna jak i atorwastatyna sa
powszechnie stosowane w zapobieganiu i leczeniu zaburzen lipidowych i miazdzycy. W
badaniach klinicznych i codziennej praktyce nie wykazano tak jednoznacznej roznicy. Na
pewno wyniki pracy sugeruja doktadniejsza analize, jednak jest tez mozliwe, ze czynniki in
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vivo ktorych nie mozna odtw;brzyé w hodowlach komodrkowych modyfikujg efekty
obserwowane w pracy. Problem ten zostat tylko zasygnalizowany w dyskusji, a jego szersze
omowienie byto by wartosciowe. Autorka pracy wspomina wielokrotnie o dalszych
koniecznych badaniach i warto by zasugerowac jakie to konkretne powinny by¢ badania.

Pod wzgledem redakcyjnym praca jest napisana wzorcowo i niewiele mozna zgtosi¢ uwag
krytycznych. Moim zdaniem jednak we wstepie lepiej byto by zacza¢ od opisu funkji
srodblonka i jego znaczenia w patologii, a dopiero w dalszej czeéci mozna by omoéwic
budowe i funkcje mitochondrium przechodzac od ogétu do szczegdtu.

Zauwazytem kilka btedow literowych, np. brakuje a w tytule rozdz. 3.4.3

Niektore sformufowania sa niezbyt fortunne, np. jony wapnia zawarte w czasteczce
atorwastatyny (w streszczeniu). Powinno by¢ jonami wapnia obecnymi w preparacie lub
zwigzanymi z czgsteczkq atorwastatyny.

W opisie warunkéw rozdziatu (str. 39) jest rozbieznos¢. W tekscie jest, ze faze ruchoma byta
mieszanina metanol:etanol (1:1) a opisie ryciny 12 jest metanol:etanol (2:3).

Wymienione uwagi do ocenianej przeze mnie pracy w zadnej mierze nie umniejszaja jej
bardzo wysokiej wartosci naukowej oraz praktycznej. Praca stanowi bardzo znaczacy wkiad
w badania nad czynnikami wplywajacymi na metabolizm $rédbtonka. Na pewno trzeba
doktadniej analizowac efekty uszkodzenia srodbtonka w trakcie podawania statyn i by¢ moze
powinno sig przy ich podawaniu uzupetnia¢ Q10 egzogennie. Wiekszoé¢ wynikéw doktoratu
juz zostata opublikowana w bardzo dobrych czasopismach, a pozostata czes¢ tez z pewnoscia
zostanie dobrze opublikowana. Oceniana praca spetnia wszystkie kryteria stawiane
rozprawie doktorskiej.

Wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu o dopuszczenie mgr Izabeli Broniarek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, biorac pod uwage wyjatkowo wysoka wartoé¢ naukowa recenzowanej pracy
doktorskiej oraz wartosciowe publikacje juz powstate na jej podstawie sktadam dodatkowy
whniosek o wyrdznienie jej Autora.

Z powazaniem






