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The novel mechanisms of the regulation of the endothelial cell functions and aortic pathology -

focus on NRF2/KEAP1 axis and microRNA-34a 

Wedlug definicji medycznych t^tniak jest poszerzeniem swiatla t^tnicy o co najmniej 50% 

w porownaniu z niezmienionym odcinkiem naczynia i powstaje w wyniku zmian patologicznych 

zachodz^cych w scianie t^tnicy. Sciana tetniaka jest w porownaniu ze sciany zdrowego naczynia 

slabsza, zmieniona pod wzgl^dem morfologicznym, histologicznym, mechanicznym i w zwi^zku z 

tym latwiej ulega p^kni^ciu. T^tniak aorty brzusznej dotyczy jednej z najwi^kszych arterii 

odprowadzaj^cej krew z serca. T^tniaki aorty brzusznej ŝ  obecne u okolo 4,5 % populacji ludzi po 

40 roku zycia, przy czym znacznie cz^sciej zdarzaj^ si^ one u m^zczyzn niz u kobiet. Oprocz 

niezbadanych do konca czynnikow genetycznych, wyroznia si^ tez inne przyczyny powstawania tej 

choroby. Do najcz^sciej wymienianych nalez^ zwyrodnienia i oslabienia warstwy srodkowej sciany 

t^tnic, ktore powstaje jako skutek utrzymywania si^ przewleklego nadcisnienia oraz podniesionego 

poziomu cholesterolu we krwi. Jednak molekulame mechanizmy powstawania t^tniakow nie ŝ  do 

kohca poznane, a rola komorek srodbionka w tym procesie byla dotychczas prawie calkowicie 

pomini^ta. 

Praca doktorska mgr Aleksandry Kopacz zrealizowana zostala w Zakladzie Biotechnologii 

Medycznej, Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ pod kierunkiem dr hab. Anny 

Grochot-Prz^czek. Maszynopis zostal przygotowany w j^zyku angielskim i zawiera 169 stron. 

Rozprawa ma klasyczny uklad dla tego typu dysertacji i jest podzielona na nast^puj^ce rozdzialy: 1) 

List of abbreviations (3 strony), 2) Introduction (39 stron), 3) Aim (1 strona), 4) Materials and 

Methods (20 stron), 5) Results (43 strony), 6) Discussion (20 stron), 7) Conclusions (1 strona), 
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8) References (23 strony). Calosc poprzedzaj^ streszczenia w j^zyku angielskim i polskim, a kohczy 

przedstawienie dotychczasowych osi^gni^c naukowych Doktorantki oraz materialy dodatkowe. 

Rozdzial Wst^p zawiera interesuj^ce informacje, ktore wprowadzaj^ czytelnikow w tematyk^ 

badan zaprezentowan^ w dalszej cz^sci dysertacji. Rozdzial ten, tak jak i cala praca, jest napisany 

klarownym j^zykiem. Ulatwieniem w przyswajaniu zawartych w tym rozdziale informacji ŝ  

zamieszczone w nim liczne ryciny oraz tabele. W cz^sci tej Doktorantka przedstawila informacje 

m.in. o biomechanicznych wlasciwosciach naczyn krwionosnych, o przyczynach powstawania 

t^tniakow aorty, roli srodbionka w regulacji funkcjonowania naczyn krwionosnych, funkcji bialek 

NRF2 i KEAPl jako regulatorow dzialania ukladu sercowo-naczyniowego i starzenia si^ komorek 

oraz roli mikroRNA-34a w regulacji fizjologii komorek. Rozdzial ten, jak i cala praca, zostal 

przygotowany bardzo starannie pod wzgl^dem edycyjnym. Jedynym drobnym niedoci^gni^ciem jest 

umieszczenie tytulow u dolu tabel, a nie u gory (jak to si? zwykle stosuje). 

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie mechanizmow starzenia si? i dysfunkcji 

komorek srodbionka lez^cych u podstaw rozwoju chorob ukladu sercowo-naczyniowego, glownie 

tetniaka aorty brzusznej. Glowny nacisk polozono na: 1) okreslenie roli czynnika NRF2 w 

przedwczesnym starzeniu si? komorek srodbionka i predyspozycji do powstawania t?tniak6w, 2) 

analiz? wzajemnego odzialywania pomi?dzy NRF2 oraz mikroRNA-34a w procesie powstawania 

t?tniak6w, 3) weryfikacj? hipotezy, ze obnizenie poziomu mikroRNA-34a w komorkach srodbionka 

wplywa na utrzymanie ich zdrowego fenotypu i zapobiega powstawaniu t?tniak6w aorty. W 

wykonanych badaniach uzyto unikalne modele in vivo, takie jak: 1) myszy z nokautem genu NRF2 

z indukowalnym nokautem mikroRNA-34a w komorkach srodbionka, 2) myszy z nokautem 

mikroRNA-34a w komorkach srodbionka, 3) transgeniczne myszy ROSA-Rainbow^ umozliwiaj^ce 

sledzenie losow komorek srodbionka. U myszy tych eksperymentalnie wywolywano powstanie 

t?tniaka aorty brzusznej oraz zakrzepic?. Nast?pnie wykonano szereg badan in vivo takich jak: 

pomiar cisnienia krwi, badanie ultarasonograficzne aorty brzusznej, przyzyciowa ocena przylegania 

leukocytow, analiza pr?dkosci fall t?tna. W badaniach wykorzystano tez rozne techniki 

mikroskopowe, zymografi?, analiz? ekspresji genow za pomoc^real time PGR, elektronowy rezonans 

paramagnetyczny, analiz? proteomiczn^ oraz zawartosci cholesterolu przy uzyciu spektrometrii mas, 

pomiar zdolnosci angiogennej eksplantatow aorty. Poza tym, w analizach uzyto ludzkie komorki 

srodbionka aorty (HAECs), w ktorych wyciszono ekspresj? NFE2L2, TP53, PDGFRA, PDGFRB 

oraz mikroRNA-34a-5p. Tutaj mam drobna uwag?, mianowicie przy prezentowaniu rezuhatow 

osi^gni^tych z uzyciem tego modelu z pewnosci^ warto byloby przedstawic dane prezentuj^ce 

wydajnosc tych transfekcji. Nalezy podkreslic natomiast, ze szeroki zakres uzytych technik 
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potwierdza bardzo duzy potencjal naukowy Doktorantki, a caia metodyka uzyta w badaniach zostala 

szczegolowo opisana w rozprawie. 

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji badan zaprezentowano w formic 40 czytelnych rycin 

oraz 1 tabeli. Dodatkowo 15 rycin prezentuj^cych takze uzyskane przez doktorantk? rezultaty 

zamieszczono jako suplement na kohcu rozprawy. Przeprowadzone analizy wykazaly m.in., ze: 1) 

wyciszenie ekspresji NRF2 jest powi^zane z wczesniejszym starzeniem si? i zmianami 

strukturalnymi w naczyniach krwionosnych. Predysponuje to do powstawania t?tniak6w aorty, a 

proces ten moze bye spowolniony przez dzialanie statyn; 2) mikroRNA-34a jest istotnym czynnikiem 

reguluj^cym funkcje srodbionka, a podatnosc myszy z nokautem NRF2 na powstawanie t?tniak6w 

aorty brzusznej jest powi^zana ze zwi?kszon^ ilosci^ mikro-34a w komorkach srodbionka; 3) 

obnizenie ekspresji mikroRNA-34a u myszy z nokautem NRF2 w komorkach srodbionka zapobiega 

tworzeniu si? t?tniak6w aorty wywolanych dzialaniem angiotensyny I I ; 4) zwi?kszona proliferacja 

komorek srodbionka chroni przed powstawaniem t?tniaka aorty, a w przypadku jego powstania 

stabilizuje go; 5) zmiany strukturalne w obr?bie warstwy wewn?trznej aorty koreluj^ z cz?stosci4 

wyst?powania t?tniak6w, co jest powi^zane z nadmiemym unaczynieniem aorty oraz otaczaj^cej jej 

okolonaczyniowej tkanki tluszczowej. Wszystkie dane eksperymentalne przedstawione w rozdziale 

'Wyniki' nalezy uznac za bardzo interesuj^ce i nowatorskie. Pewien niedosyt pozostawia jedynie 

brak analizy ilosciowej wynikow powi^zanych z analizami mikroskopowymi. Np. podpisy do rycin 

R7 czy tez R21 wskazuj^, ze obserwowane roznice ŝ  istotne, a to moglaby pokazac jedynie 

wykonana analiza statystyczna, do przeprowadzenia ktorej niezb?dne ŝ  dane liczbowe. Podobnie 

rycina R8, ktorej podpis wskazuje na podwyzszon^ aktywnosc MMP-9 w t?tniaku. Oczywiscie ta 

drobna uwaga nie ma wplywu na moj^ bardzo wysok^ ocen? recenzowanej rozprawy. 

Otrzymane przez mgr Kopacz oryginalne wyniki eksperymentalne zostaly omowione w 

odniesieniu do dost?pnego stanu wiedzy w rozdziale 'Dyskusja'. Doktorantka solidnie i krytycznie 

odniosla si? do uzyskanych rezultatow, a calosc zostala podsumowana czterema rycinami. Dyskusja 

dowodzi, ze mgr Kopacz z latwosci^ porusza si? w trudnych zagadnieniach zwi^zanych z 

funkcjonowaniem ukladu sercowo-naczyniowego. Podobnie jak calosc pracy rozdzial ten czyta si? 

bardzo dobrze. Podkreslic chcialbym takze fakt umieszczenia w spisie cytowanych publikacji az 453 

pozycji, z ktorych wi?kszosc zostala opublikowana w ostatnich latach. Calosc dysertacji kohczy 9 

wnioskow szczegolowych oraz podsumowuj^cy calosc wniosek kohcowy. 

Niezaleznie od mojej bardzo wysokiej oceny dysertacji, czuj? si? w obowi^zku przedstawic 

kilka uwag i pytah, ktore nasun?ly mi si? po jej wnikliwym przestudiowaniu: 
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1. Czy przeprowadzona stymulacja angiotensyny I I oraz transfekcja komorek poszczegolnymi 

sekwencjami siRNA mialy wplyw na zywotnosc komorek HAEC? 

2. Przeprowadzone badania wykazaly zwiyzane z powstawaniem t^tniakow zmiany w 

unaczynieniu okolonaczyniowej tkanki tluszczowej. Czy wiadomo cos o zmianach w funkcji 

wydzielniczej okolonaczyniowej tkanki tluszczowej w analizowanych modelach badawczych 

oraz i ich ewentualnym wplywie na powstawanie t^tniakow? 

3. Czy uzyskane przez doktorantk? rezultaty mogy mice potencjalne znaczenie praktyczne? Czy 

znane sy terapie ukierunkowane na modulowanie czynnikow NRF2 oraz mikorRNA-34a w 

stanach patologicznych? 

Prosz? aby w czasie obrony Doktorantka przedstawila odpowiedzi na powyzsze zagadnienia. 

Wniosek kohcowy 

Prac? doktorsky mgr Aleksandry Kopacz pt. The novel mechanisms of the regulation of 

the endothelial cell functions and aortic pathology - focus on NRF2/KEAP1 axis and microRNA-

34a oceniam bardzo pozytywnie. Rozprawa ta zawiera wyniki oryginalnych badan i stanowi istotny 

wklad w poznanie mechanizmow powstawania t^tniakow aorty brzusznej, ze szczegolnym 

uwzgl^dnieniem czynnikow NRF2 oraz mikroRNA-34a w tym procesie. Cz?sc wynikow 

wchodzycych w sklad rozprawy juz zostala zaprezentowana w dwoch pracach opublikowanych w 

swietnych czasopismach w dziedzinie. Pozostale rezultaty zapewne takze ukazy si? w bardzo dobrych 

czasopismach o zasi?gu mi?dzynarodowym. Podsumowujyc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr 

Kopacz spelnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o 

szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pozn.zm). Zwracam si? zatem do Rady 

Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellohskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr 

Aleksandry Kopacz do dalszych etapow post?powania o nadanie stopnia doktora. Rownoczesnie, 

bioryc pod uwag? wysoki poziom naukowy przeprowadzonych badan oraz ich nowatorski charakter, 

wnioskuj? o w>T6znienie tej rozprawy odpowiedniy nagrody. 
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