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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. wet. Anity Lewczuk

pt. ,Zréznicowana wrazliwosé mdzgu suwaka mongolskiego na uszkodzenie niedokrwienno-
reperfuzyjne. Udziat czynnika transkrypcyjnego NRF2 w endogennej neuroprotekcji”
wykonanej w Pracowni Biologii Molekularnej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. Mirostawa Mossakowskiego PAN pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Zabtockiej i

promotora pomocniczego dr Matgorzaty Beresewicz-Haller.

1. ZASADNOSC PODJECIA TEMATU PRACY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wpisuje sie w nurt badan
podstawowych, nakierowanych na zrozumienie mechanizméw endogennej neuroprotekcji
wobec uszkodzenia mézgu spowodowanego skutkami niedokrwienia i reperfuzji. Zagadnienie
to jest niezwykle aktualne w zwigzku ze wzrostem $redniej dtugosci zycia i procesami starzenia
sie wspotczesnych spoteczenstw. Udar mézgu jako druga, po chorobie niedokrwiennej serca,
przyczyna smierci na swiecie stanowi istotny problem dla wspoétczesnej medycyny, i to nie
tylko z powodu tak wysokiej Smiertelnosci, ale rowniez dlatego, ze jest jedng z najczestszych
przyczyn dtugotrwatej niepetnosprawnosci dorostych. Ponadto, etiologia zawatu mozgu jest
ztozona i wieloczynnikowa, a profilaktyka, podobnie jak w przypadku schorzen uktadu
krazenia, nieefektywna, co pogtebia trudnosci leczenia przyczynowego. Jedyng skuteczng
strategig leczenia jest wiec jak najszybsze przywrédcenie przeptywu krwi, jednak dtugos¢ okna
terapeutycznego dla kilku dostepnych tego typu terapii wcigz pozostaje limitowana. Wydaje
sie wiec, ze przedmiotem intensywnych badan powinny sta¢ sie strategie terapeutyczne
ukierunkowane na neuroprotekcje poniewaz, niezaleznie od natury czynnika etiologicznego,

dawatyby mozliwosé poprawy kliniczne;j.



Doktorantka skupita swojg uwage na zbadaniu roli czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w
mechanizmach  endogennej  neuroprotekcji  wobec  epizodu  niedokrwiennego,
charakterystycznej dla niektorych rejondw hipokampa i podjeta probe zrozumienia
mechanizmow molekularnych tego zjawiska.

Badania zostaly wykonane w ramach projektu badawczego finansowanego przez NCN,
Srodkow statutowych Instytutu jak rowniez z grantu uzyskanego w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020, projektu wspétfinansowanego ze
Srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego.

Tematyka i wyniki badah przedstawione w rozprawie zostaty juz pozytywnie ocenione przez
recenzentow i opublikowane w formie dwdch prac oryginalnych w czasopismach Molecular
Neurobiology i International Journal of Molecular Sciences. Doktorantka jest pierwszg autorkg
obu publikacji.

Biorgc pod uwage wszystko powyzsze, temat rozprawy doktorskiej uwazam za zasadny, nie
tylko z punktu widzenia badan podstawowych, ale takze ze wzgledu na znaczenie dla rozwoju

nowych strategii neuroprotekcyjnych w leczeniu skutkéw niedokrwienia mozgu.

2. OCENA FORMALNA PRACY DOKTORSKIEJ

Praca skonstruowana jest w sposob typowy dla tego rodzaju opracowan i sktada sie
z nastepujgcych czesci: wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja,
podsumowanie i wnioski, suplement i bibliografia (tgcznie 109 stron). Praca zawiera takze
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, rozdziat definiujgcy innowacyjnosc¢ rozprawy oraz
alfabetyczny wykaz stosowanych skrétéw. Cytowana literatura to 267 pozyciji, co dowodzi
dogtebnej znajomosci badanego tematu. Wprowadzenie numeracji rozdziatdbw bytoby

pomocne dla czytelnika.

3. OCENA MERYTORYCZNA PRACY DOKTORSKIEJ

Rozprawa rozpoczyna sie od krétkiego rozdziatu sygnalizujgcego innowacyjne aspekty
podjetych badan. Jako najwazniejsze z nich Doktorantka wymienita: opisanie zwigkszonej
ekspres;ji biatka Nrf2 w odpornym na skutki niedokrwienia rejonie hipokampa w normie i po
uszkodzeniu niedokrwiennym, ochronne dziatanie farmakologicznej aktywacji czynnika Nrf2 w
rejonie hipokampa wrazliwym na uszkodzenie oraz zidentyfikowanie nowych genéw, ktérych
ekspresja jest regulowana przez czynnik transkrypcyjny Nrf2, a ktérych produkty biatkowe
mogag by¢ zaangazowane w regulacje odpowiedzi komoérek na uszkodzenie niedokrwienne.
Zgadzam sie z opinig Autorki, ze aspekty te sg istotne i stanowig o oryginalnosci i
innowacyjnosci prezentowanych badan.

Wstep do rozprawy jest 10-cio stronicowym rozdziatem, ktory Autorka rozpoczyna od

przedstawienia definicji udaru niedokrwiennego, jego etiologii i oméwienia dostepnych strategii
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leczenia przyczynowego. We wstepie rozprawy doktorantka przedstawia problem badawczy,
zwracajgc szczegolng uwage na te elementy, ktore staty sie podstawg do sformutowania celow
pracy. Autorka opisuje procesy komérkowe aktywowane w wyniku niedokrwienia i
nastepujagcej po nim reperfuzji oraz omawia poznane dotychczas mechanizmy endogenne;j
neuroprotekcji ze szczegolnym uwzglednieniem tzw. hartowania niedokrwiennego oraz
Zjawiska odpornosci neurondw regionu CA2-3 i zakretu zebatego hipokampa obserwowanego
m.in. w modelu badawczym 5-minutowgo zamkniecia tetnic szyjnych wspdlnych u suwaka
mongolskiego. Przy zastosowaniu tego modelu Autorka uzyskata wigkszo$¢ wynikow
prezentowanych w rozprawie. W tej czesci dowiadujemy sie rowniez jakie mechanizmy
uwazano dotgd za przyczyne selektywnej odpornosci pewnych grup komorek w formacji
hipokampa oraz, co bardzo istotne, poznajemy przestanki podjecia badan nad rolg czynnika
Nrf2. Przypomniane w tej czesci mechanizmy dotyczg gtdwnie komaoérek neuronéw. Chciatbym
zapyta¢ Autorke czy znana jest rola komodrek glejowych w ksztattowaniu selektywnej
odpornosci komorek hipokampa na niedokrwienie? W kolejnych czesciach wstepu znajdziemy
charakterystyke czynnika transkrypcyjnego Nrf2, jako jednego z gtéwnych biatek
odpowiedzialnych w komédrce za indukowanie pro-zyciowych, ochronnych systeméw
odpowiedzi na bodzce stresowe. Opisano w tej czesci mechanizm dziatania czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 oraz regulacji genow przez ten czynnik aktywowanych, z rozréznieniem
aktywacji ekspresji genéw podstawowych (w warunkach fizjologicznych) i aktywacji genéw
indukowanych, ktéra jest wywotana ekspozycjg na bodzce stresowe. Ta czes¢ rozprawy
zostata napisana poprawnie i jest ilustrowana rycinami, ktére utatwiajg zrozumienie tresci.
Doktorantka przedstawita tu przestanki, sktaniajace Jg do podjecia tematyki badawczej, ze
szczegdélnym uwzglednieniem mozliwosci farmakologicznego aktywowania szlakow
regulowanych przez Nrf2. Autorka w interesujgcy sposob, w oparciu o analize literatury
naukowej, dokonuje wprowadzenia w zakres podejmowanych probleméw badawczych.
Wstep w logiczny sposéb prowadzi czytelnika do kolejnej czesci rozprawy jakg jest
sformutowanie celéw badawczych postawionych sobie przez Doktorantke. Rozdziat ,Cele
pracy” zawiera opis celu gtéwnego, jakim byto zbadanie roli czynnika transkrypcyjnego Nrf2 i
wskazanie nowych gendéw przez niego regulowanych, zaangazowanych w mechanizm
endogennej neuroprotekcji regionu CA2-3 i zakretu zgbatego hipokampa. Szczegotowe cele
dysertacji obrazujg logicznie zaplanowane etapy realizacji badan: poczgwszy od oznaczenia
poziomu biatka Nrf2 w jgdrach komérkowych oraz jego inhibitora, biatka KEAP1, w cytoplazmie
komorek hipokampa w warunkach kontrolnych oraz w przebiegu epizodu niedokrwienno-
reperfuzyjnego. Nastepny etap to potwierdzenie aktywnos$ci Nrf2 w komorkach poprzez ocene
poziomu produktow biatkowych znanych genodw przez niego regulowanych. Kolejnym etapem
pracy byto zbadanie wplywu farmakologicznej aktywacji Nrf2 na przezywalno$¢ komorek

wrazliwego na niedokrwienie rejonu hipokampa. Ostatni etap badan miat na celu
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zidentyfikowanie, w analizie in silico, gendéw potencjalnie regulowanych przez czynnik
transkrypcyjny Nrf2 oraz zweryfikowanie czy ich ekspresja ulega zmianom w wybranych
regionach hipokampa suwaka mongolskiego w przebiegu uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego. Problem badawczy zostat poprawnie rozpoznany i podjecie badanh jest w peni
uzasadnione, jednak nie znalaztam jasno sformutowanej hipotezy badawczej. Autorka nie
ustrzegta sie tutaj kilku btedow. Po pierwsze, w opisie pierwszego celu badawczego uzyto
sformutowania ,zbadanie aktywnosci Nrf2 poprzez oznaczenie poziomu tego biatka w jadrach
komérkowych” podczas gdy badano rzeczywiscie poziom biatka a nie jego aktywnos¢. Po
drugie, wydaje sie, ze rozdzielenie na dwa oddzielne punkty 6 i 7 celu badawczego jakim byto
zweryfikowanie ekspresji genow wyselekcjonowanych w analizie in silico w normie oraz
przebiegu epizodu niedokrwienno-reperfuzyjnego nie byto konieczne.

Rozdziat ,Materiaty i metody” rozpoczyna sie spisem zastosowanych materiatow,
pozywek do hodowli in vitro, roztwordw i buforow, natomiast lista zastosowanych przeciwciat
znalazta sie w podrozdziale pt. ,Detekcja z uzyciem przeciwcial’, cho¢ logiczne i bardziej
uzyteczne wydaje sie zamieszczenie jej fgcznie z innymi stosowanymi materiatami i
odczynnikami. Opis stosowanych metod badawczych nie budzi istotnych watpliwosci, jednak
znalazto sie tutaj kilka niejasnosci:

1. Sformutowanie w opisie doswiadczenia wykonanego w modelu ex vivo dotyczace
sposobu analizowania obrazéw mikroskopowych uzyskanych z obrazowania martwych
komérek w skrawkach z organotypowej hodowli hipokampoéw szczura (str. 38) jest
nieprecyzyjne. Zdanie: ,uzyskane zdjecia analizowano z wykorzystaniem niekomercyjnego
programu komputerowego, ktoéry liczy swiecgce piksele na obrazie” nie precyzuje ani co
poddano zliczaniu ani jak rzeczywiscie tego dokonano. Te niejasnosci majg swoje skutki w
trudnosci z interpretacjg wynikow tej czesci badan. Czy wspomniany program komputerowy
zostat napisany przez Doktorantke? Je$li nie to nalezatoby podac¢ jego Zrédto.

2. Nie jest zasadne rozdzielenie opisu wykonania procedury krétkotrwatego
niedokrwienia mézgu u od opisu doswiadczenia in vitro, ktére polegato na podawaniu
dootrzewnowo roztworu sulforafanu, aktywatora czynnika transkrypcyjnego Nrf2 lub jego
nosnika w przypadku zwierzat kontrolnych. W opisie doswiadczenia w modelu in vivo brakuje
doktadnej charakterystyki grup doswiadczalnych i liczebnosci zwierzat w poszczegoinych
grupach.

3. Nie jest dla mnie jasna procedura izolacji RNA z hipokampdw (str. 44), a szczegdlnie
zasadnos¢ odwazania czesci tkanki do analiz zamiast homogenizacji i pobierania potrzebniej
ilosci homogenatu.

Rozdziat ,Wyniki” jest 25-cio stronicowg czescig pracy, zilustrowang szesnastoma
rycinami i jedng tabelg, podzielong na podrozdziaty odpowiadajgce zakresowi wykonanych

badan. Pragne zwrdéci¢ uwage na kilka kwestii dotyczycacych tej czesci doktoratu:
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1. Dotyczy prezentacji wynikow analizy poziomu biatek w réznych rejonach mézgu
suwaka mongolskiego (ryciny 7 i 8). Pokazanie poziomu obu biatek kontrolnych tj. biatka
macierzy jgdrowej p84 (THOC1, markera frakcji jgdrowych) oraz dehydrogenazy
mleczanowej B (LDHB, markera frakcji cytoplazmatycznych) na rycinach 7 i 8 stanowitoby
dodatkowag kontrole czystosci czy inaczej stopnia wzbogacenia uzyskanych frakgji, ktorej nie
zaprezentowano.

2. Jak juz wspomniatam przy omawianiu rozdziatu ,Materiaty i metody”, nie jest dla mnie
jasny opis wynikéw uzyskanych z barwienia jodkiem propidyny skrawkéw hipokampa w
hodowli organotypowej poddanych toksycznemu dziataniu kwasu N-metylo-D-
asparaginowego, NMDA, w obecnosci farmakologicznego aktywatora Nrf2, sulforafanu. Po
pierwsze, jodek propidyny nie jest barwnikiem selektywnym dla neuronéw i wigze sie do DNA
wszystkich komérek z uszkodzong btong komorkowsg, dlatego nie mozna z catg pewnoscig
twierdzi¢, ze w doswiadczeniu zliczano martwe neurony. Po drugie, obrazy mikroskopowe
zamieszczone na rycinie 10 sg nieczytelne, czarno-biate obrazy sg bardzo stabo widoczne i
trudne do interpretacji, nie sg na nich zaznaczone rejony, ktére byty analizowane ilosciowo.
Opis ryciny jest rowniez nieprecyzyjny. W punkcie A opisu ryciny napisano: ,NMDA powoduje
rozlegte uszkodzenie regionu CA1, ktére zmniejsza sie po zastosowaniu 10 uM SFN razem
lub w 15 i 30-minutowym opdznieniu w stosunku do NMDA”. Rozumiem, ze do uszkodzenia
w tym przypadku raczej nie dochodzi, czy tez jest istotnie mniejsze, a nie ,zmniejsza sig” jak
napisata Autorka. Opis wykresu zamieszczony w punkcie B ,Wykres pudetkowy prezentuje
liczbe pikseli poszczegodlnych skrawkow w stosunku do maksymalnego uszkodzenia 100 uM
NMDA” jest dla mnie niezrozumiaty.

3. Podobnie jak poprzednio, w przypadku analizy morfometrycznej komérek rejonu CA1
zwierzgt poddanych niedokrwieniu (rycina 11 i 12) — barwienie hematoksyling i eozyng nie
pozwala na identyfikacje neuronéw. Jak analizowano morfologie neuronéw pomimo braku
specyficznego barwienia?

W tym punkcie nie umieszczono wynikéw dla grupy kontrolnej, ktérej podano SFN. Wiemy
tylko z tekstu, ze SFN nie powodowat zmian morfologii neuronéw — ten wynik nalezato
zaprezentowac.

W opisie ryciny 12 w punkcie C,D napisano: ,Zwiekszona liczba prawidtowych neuronéw

(strzatka) w regionie CA1 po podaniu 5 mg/kg m.c. sulforafanu...” co zapewne nalezy
rozumieC jako wieksza, niz w przypadku uszkodzenia kontrolnego, liczba prawidtowych
neurondéw, wieksza liczba zachowanych komérek.

4. Rycina 14, przedstawiajgca ,mape termiczng” ekspresji gendw regulowanych przez
czynnik Nrf2 jest nieczytelna, nazwy genow i regiondw ich ekspresji sg niemozliwe do
odczytania z ryciny. Poniewaz analiza nie wymagata klasteryzacji danych mozna byto tutaj

przedstawi¢ dane w formie kilku réwnorzednych map o lepszej rozdzielczosci.
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Na uwage zastuguje dokonanie przez Doktorantke walidacji ekspresji genow
referencyjnych jako etapu poprzedzajgcego weryfikacje uzyskanych w analizie in silico danych
w modelu in vivo. Swiadczy to o duzej rozwadze i rzetelnosci naukowej Badaczki.

Dyskusja jest tradycyjnie koncowym, przed wnioskami, rozdziatem rozprawy

doktorskiej. Jest to dos¢ obszerne opracowanie i wydaje mi sie, ze podzielenie wywodu na
podrozdziaty dotyczace interpretacji kluczowych wynikéw ufatwitoby podgzanie za tokiem
rozumowania Autorki. W pierwszej czesci tego rozdziatu Autorka prezentuje dotychczasowe
doniesienia na temat udziatu czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w mechanizmach chronigcych
komorki przed uszkodzeniem w réznych modelach doswiadczalnych udaru moézgu. Nastepnie
Doktorantka przedstawia najwazniejsze wyniki, uprawniajgce do zaproponowania szlakow
regulowanych aktywnoscig Nrf2 jako istotnych dla endogennej neuroprotekcji. Autorka w
ciekawy sposdb dyskutuje uzyskane w analizie przeprowadzonej in silico dane, ich weryfikacje
przy pomocy metody RT-PCR oraz potencjalne znaczenie kilku wybranych genéw w oparciu
o dane literaturowe. Ta czes$¢ napisana jest w bardzo jasny i ciekawy sposéb i swiadczy o
duzej dojrzatosci naukowej Autorki.
Nie znalaztam jednak w dyskusji uzasadnienia wyboru modelu czasowego zamkniecia tetnic
szyjnych u suwaka mongolskiego do przeprowadzenia badan. Czy Doktorantka moze
uzasadni¢ swoéj wybor? W swietle literatury, wydaje sie, ze model doswiadczalny jakim jest
czasowe, odwracalne zamkniecie tetnicy srodkowej mozgu jest obecnie ,ztotym standardem”
doswiadczalnym w badaniach dotyczacych niedokrwienia moézgu. Ciekawa jestem czy
Doktorantka planuje sprawdzenie, lub moze juz sprawdzita, czy zidentyfikowane geny,
indukowane przez aktywno$¢ Nrf2, aktywowane sg takze w modelu mysim lub szczurzym?
Bytoby to pomocne w przeprowadzeniu badan zmierzajgcych do identyfikacji rodzaju
komérek, w ktérych taka aktywacja ma miejsce oraz wewngtrzkomérkowej lokalizacji
badanych biatek, szczegdlnie tych regulowanych przez Nrf2, wytypowanych w
prezentowanych badaniach. Rozumiem, ze takie analizy w przypadku modelu suwaka
mongolskiego byly utrudnione lub wrecz niemozliwe z uwagi na brak dostepnosci
specyficznych przeciwciat do badarn immunohistologicznych czy immunofluorescencyjnych.
Czy tego typu badania prowadzone byty w zespole naukowym, w ktérym pracuje Doktorantka
przy zastosowaniu innego modelu? Jesli tak to jakie sg ich wyniki?

Podsumowanie i wnioski sg napisane w sposob zwiezly. Na szczegdlng uwage
zastugujg nowatorskie wyniki uzyskane przez Doktorantke, tj.: 1. wskazanie czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 jako istotnego regulatora mechanizméw odpornosci komérek CA2-3
zakretu zebatego hipokampa na skutki epizodu niedokrwiennego, 2. udowodnienie
skutecznosci farmakologicznej interwencji za pomoca aktywatora ekspresji czynnika Nrf2 w

relatywnie szerokim oknie czasowym, co moze mie¢ znaczenie Kkliniczne, oraz 3.



zidentyfikowanie genow regulowanych przez czynnik Nrf2, ktérych produkty biatkowe mogg
by¢ zaangazowane w rozwoju tolerancji na niedokrwienie.
W kontekscie przeprowadzonych badan uwazam za bardzo cenne zamieszczenie oprocz
wynikéw takze suplementu (str. 95-97), w formie tabeli 18, ktérg uwazam za bardzo pomocna.
Stanowi ona dobre zrodto informacji na temat funkcji genéw regulowanych przez Nrf2,
wskazanych przez Doktorantke w wyniku przeprowadzenia analizy komputerowe;j.

Ostatnim rozdziatem pracy jest obszerna bibliografia, zawierajgca zaréwno starsze, jak
najnowsze pozycje co wskazuje na dobrg znajomosé tematyki badawczej. Zostata ona

starannie przygotowana, nie mam uwag do tego rozdziatu.

4. UWAGI EDYTORSKIE

Z obowigzku recenzenta musze zwréci¢ uwage na fakt, ze tekst rozprawy zawiera
btedy redakcyjne tj. dos¢ duzg liczbe tzw. literéwek, bteddéw interpunkcyjnych i stylistycznych.
Doktorantka nie ustrzegta sie réwniez kilku powazniejszych lapsusow i niezrecznych

sformutowan takich jak m.in.:

1. Uzycie terminu ,kontrola dodatnia i ujemna” zamiast kontrola pozytywna i negatywna
(str. 39).
2. Kilkukrotne uzycie terminu ,aktywnos¢ Nrf2” zamiast ilos¢ lub poziom biatka, w

miejscach gdzie uzycie zamienne nie jest uzasadnione.

3. Zdanie: ,Udar mézgu pozostaje drugag, gtdwng przyczyng sSmierci oraz trzecig
przyczyng niepetnosprawnosci skracajgcg lata zycia” (str. 16) powinno brzmieé raczej
»Skracajgcg dtugosc¢ zycia”

4, Autorka uzywa niewtasciwego terminu ,zwierzeta nieleczone” (str. 55) w odniesieniu
do zwierzat kontrolnych, ktérym nie podawano aktywatora Nrf2.

5. Czeste skréty myslowe w rodzaju: ,wzrost komorek Nrf2 pozytywnych” (np. str. 74)
zamiast wigksza liczba komérek Nrf2 pozytywnych lub wyniki ,fatszywie dodatnie” zamiast

fatszywie pozytywne (str. 80).

V. PODSUMOWANIE

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiong mi do recenzji prace doktorskg oceniam
pozytywnie, a krytyczne uwagi, poczynione przez mnie z obowigzku petnienia funkcji
recenzenta, nie umniejszajg jej merytorycznej wartosci. Autorka wykazata sie dobrym
warsztatem badawczym oraz umiejetnoscig dobrego opracowania uzyskanych wynikow.
Tematyka pracy jest istotha z medycznego punktu widzenia, a przedstawione wyniki
uzupetniajg aktualng wiedze na temat mozliwosci modulowania procesow endogennej

neuroprotekcji.



W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przestawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
lekarz weterynarii Anity Lewczuk pt. ,.Zréznicowana wrazliwo$¢ mézgu suwaka mongolskiego
na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne. Udziat czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w
endogennej neuroprotekcji” spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630).

Wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im.
Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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dr hab. Matgorzata Zawadzka



