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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Piotra Wojtyniaka
pt. ,,Rola mitofuzyny 2 w uszkodzeniu i regeneracji komorek w modelach ischemii i
reperfuzji moézgu” wykonanej pod kierunkiem: promotora - prof. dr hab. Barbary

Zablockiej oraz promotora pomocniczego - dr Marii Kawalec

Mitochondria to organelle wielofunkcyjne odgrywajace istotng role w procesach metabolicznych.
Wymagania energetyczne nieustannie ulegaja zmianie w réznych przestrzeniach komorki, co ma wplyw na
nieustanng modyfikacje sieci mitochondrialnej. Mitochondria to organelle dynamiczne, podlegaja ciaggtym
procesom fuzji i fragmentacji. Fuzja mitochondriow pozwala na wymiang metabolitow 1 biatek
powstajacych w macierzy mitochondrialnej oraz réwnomierng dystrybucj¢ tych zwigzkow w catej sieci
mitochondrialnej. Proces fuzji daje takze mozliwo$¢ wymiany mtDNA pomigdzy mitochondriami, co
przeciwdziata akumulacji zmutowanych gen6w mitochondrialnych. Ponadto fuzja daje mozliwo$¢ naprawy
sieci mitochondrialnej: wykazano, ze integracja prawidlowo funkcjonujacych mitochondriéw do
uszkodzonej sieci, umozliwia odzyskanie prawidtowych funkcji mitochondriow. Natomiast fragmentacja
mitochondriéw niezbedna jest do ich dystrybucji w komorce, pozwala na rownomierng ich segregacje do
dwoch potomnych komoérek podczas podziatu komorkowego oraz do tego by mogta zaj$¢ mitofagia.
Dynamika mitochondriow to takze utrzymanie funkcjonalnej puli mitochondriow w komorce, dzigki
koordynacji proceséw biogenezy mitochondridow i mitofagii. Dlatego tez dynamika mitochondriow
odgrywa kluczowa rolg w kontroli i koordynacji funkcjonowania mitochondriow. Zaburzenia dynamiki
mitochondriow sg jednymi z pierwszych oznak stresu mitochondrialnego i obserwowane sg W wielu

chorobach neurodegeneracyjnych. Dlatego bardzo istotne sg badania procesow dynamicznych
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mitochondriow w komoérkach nerwowych, ze wzgledu na wysokie zapotrzebowanie energetyczne tego
typu komorek oraz ze wzglgdu na to, Ze sa one bardzo wrazliwe na stres.

Autor pracy doktorskiej skupit si¢ na badaniu kilku proceséw odnosnie dynamiki mitochondriow
takich jak: fuzja i1 fragmentacja sieci mitochondrialnej, biogeneza mitochondriow oraz mitofagia.
Szczegoblnie jednak skupiono si¢ na badaniu roli Mitofuzyny 2 (jednego z biatek zaangazowanych w fuzje
mitochondriow), w hodowli pierwotnej neuronéw. Badania przeprowadzono w dwoch modelach:
przej$ciowego niedokrwienia mozgu suwaka mongolskiego (model in vivo) oraz przejSciowego niedoboru
tlenu 1 glukozy w komorkach pierwotnych neurondéw kory mozgu szczura (model in vitro). W wyniku
niedokrwiennego udaru moézgu dochodzi do nasilonego stresu mitochondrialnego prowadzacego do
nieodwracalnego uszkodzenia mitochondriéw 1 w konsekwencji do $§mierci komorki, natomiast w wyniku
przejSciowego niedokrwienia mitochondria adaptujg si¢ do zmienionych warunkéw. Podkreslam, ze
tematyka obu publikacji pracy, koncepcja badan, metodologia to odzwierciedlenie ekspertyzy Promotora
pracy Prof. Barbary Zabtockiej, ktora od lat prowadzi tak istotne badania, zwigzane z niedokrwieniem
mozgu.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest oparta na dwoch publikacjach, ktore ukazaty sie
w 2022 roku:

1. Kawalec M, Wojtyniak P, Bielska E, Lewczuk A, Boratynska-Jasifiska A, Ber¢sewicz-Haller

M, Frontczak-Baniewicz M, Gewartowska M, Zabtocka B. Mitochondrial dynamics,
elimination and biogenesis during post-ischemic recovery in ischemia-resistant and
ischemia-vulnerable gerbil hippocampal regions Biochim Biophys Acta Mol Basis
Dis. 2023 Mar;1869(3):166633. doi: 0.1016/j.bbadis.2022.166633 (IF 6,633)

2. Wojtyniak P, Boratynska-Jasinska A, Serwach K, Gruszczynska-Biegala J, Zablocka B,
Jaworski J, Kawalec M. Mitofusin 2 Integrates Mitochondrial Network Remodelling,
Mitophagy and Renewal of Respiratory Chain Proteins in Neurons after Oxygen and
Glucose Deprivation Mol Neurobiol. 2022 Oct;59(10):6502-6518. doi: 10.1007/s12035-022-
02981-6 (IF 5,686)

Wymienione artykuty naukowe zostaly opublikowane w renomowanych, migdzynarodowych
czasopismach indeksowanych w bazie JCR; czasopisma te charakteryzujg si¢ bardzo wysokim

wspotczynnikiem wplywu Impact Factor (IF), ktory tacznie dla tych prac wynosi 12,319. Obie publikacje,
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sg pracami zespotowymi. Publikacja numer 2, ktora stanowi trzon tej rozprawy to publikacja 7 autorska,
w ktorej doktorant dzieli pierwsze wspotautorstw z jeszcze jedng osobg. Pierwsza publikacja to praca 9
autorska, w ktorej tez jest dwoch pierwszych autoréw, doktorant i promotor pomocniczy tej rozprawy.

W zalaczonych oswiadczeniach wspotautorow, brak jest przyblizonego ilosciowego (procentowego
szacunku) udziatu Doktoranta i trudno oceni¢ jego wktad w powstanie tych publikacji. Jednakze, po
bardzo wnikliwej analizie i dodatkowych informacjach uzyskanych bezposrednio od Doktoranta (udziat,
stosowane metody oraz analiza wynikow) mogltam oceni¢ Jego zaangazowanie w wykonywanych
badaniach. Doktorant:

1. zaktadat i prowadzit hodowle pierwotnej linii komdrkowe;j

2. wykonywal oceng poziomu biatek (metoda Western Blot), pomiary potencjalu na wewngtrznej
btonie mitochondrialne;j i test LDH

3. przygotowywat konstrukty lentiwirusowe

4. prowadzit wyciszenie biatka Mfn2 w hodowlach komorkowych

5. analizowatl dane, pochodzace zaré6wno z w/w metod biochemicznych jak i1 obrazéw pochodzacych

z mikroskopii $wietlnej 1 elektronowe;.

6. Byt zaangazowany w przygotowaniu manuskryptu (analiza statystyczna, przygotowanie
wykresOw, opisanie rozdziatu ,,Material i Metody™)
Badania prowadzono i wykonano w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki:
grantu kierowanego przez dr Mari¢ Kawalec oraz i grantu POWER. Oba artykuly sa wartoSciowymi
opracowaniami, tworzg oryginalny, dobrze zaprojektowany cykl badan wskazujacy na niezwykla
uzyteczno$¢ zastosowanych w dysertacji modeli dos§wiadczalnych in vivo (mézg) i iv vitro (hodowla

pierwotna-neurony).

Ocena ukladu rozprawy doktorskiej (autoreferatu)

Uklad przedlozonej rozprawy doktorskiej jest zgodny z normami przyjetymi dla tego typu
opracowan. Recenzowana rozprawa doktorska sktada si¢ z nastepujacych rozdziatow: wykaz skrotow,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, innowacyjnos¢ rozprawy, wstep, cel pracy, materiat i
metody, podsumowanie najwazniejszych wynikow, dyskusja, podsumowanie, literatura, wskaznik
oddziatywania (spis publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej), zatagczone publikacje,

o$wiadczenia (autora rozprawy doktorskiej oraz wspotautorow).

Strona3



O
>\ instytut biologii doswiadczalne;

im. M. Nenckiego PAN

W rozdziale ,,Streszczenie” Autor przedstawil ogolny cel pracy doktorskiej i najwazniejsze
osiggni¢cia naukowe opublikowane w obu manuskryptach. Mam jednak pewne uwagi:

Autor konkluduje, ze ,,Mfn2 jest jednym z biatek koniecznych do prawidlowej odpowiedzi neuronéw na

przejSciowy bodziec niedokrwienno-reperfuzyjny, umozliwiajacej ich przezycie, poprzez regulowanie
zaleznos$ci pomiedzy eliminacja mitochondriow i ich biogeneza.”. Oczywiscie, tak jest jednym z biatek

koniecznych do prawidtowej odpowiedzi, ale wydaje mi si¢, ze do odpowiedzi mitochondriéw na zadany

stres, a nie neurondw. Ponadto, stwierdzenie, ze ,,Mfn2 jest jednym z biatek koniecznych...”, wydaje sig

to oczywiste, bo Mitofuzyna 2 jako biatko odpowiedzialne za fuzje zewngtrznej btony mitochondrialne;j
uczestniczy w procesie fuzji czyli w przebudowie sieci mitochondrialnej, a bez przebudowy sieci
mitochondrialnej nie zajdzie proces mitofagii jak i biogenezy mitochondriow, zar6wno w komorce
nerwowej jak i w kazdym typie komorki. Poza tym brak tego biatka jest letalny. Dlatego warto moze bytoby
uscisli¢, ze ,,mitofuzyna 2 jest biatkiem zaangazowanym/bioracym udziat w 3 wspotzaleznych procesy.....
w modelu takim a takim”.

Innowacyjnos¢ rozprawy, zawarta jest w trzech punktach.

W kolejnym rozdziale ,,Wstep” Doktorant wprowadza czytelnika w tematyke badan w oparciu
0 najnowszg literatur¢, omawia stan wiedzy w zakresie badawczym istotnym dla Jego pracy. Znowu w
tym rozdziale znajduj¢ wiele niescistosci jezykowych, popularnonaukowych okreslen i ogoélnikowych
sformutowan. Mozliwe, ze niektore niedoskonatos$ci stylistyczne biorg si¢ z tego, ze autor chcial w jednym
zdaniu zawrze¢ wiele informacji, a czasami po prostu wynika to z bezposredniego niedoskonatego
tlhumaczenia z jezyka angielskiego.

Co do nieprawidtowo uzytych sformutowan to np.:

1. ,, Fuzjaumozliwia szybka wymiang¢ fragmentow bton mitochondrialnych”. W procesie fuzji nie
zachodzi wymiana fragmentow bton tylko potaczenie bton.

2. Nastgpne zdanie ,,mitofagia.... reguluje homeostaz¢ 1 biogenez¢ mitochondriow, a takze
kontroluje liczbe i jako$¢ mitochondriow.” Mitofagia nie reguluje homeostazy i biogenezy
mitochondridw, bo proces mitofagii 1 biogenezy w prawidtowo funkcjonujacej komorce jest w
rownowadze, mitofagia tez nie ,kontroluje liczby mitochondriow” — bo np. nie usuwa
mitochondriow dobrze funkcjonujagcych w komoérce w przypadku gdy ro$nie masa
mitochondriow. Naruszenie rownowagi tych proceséw moze nastgpowaé w procesie adaptacji

do zmienionych warunkow.
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3. ,,Mfn2 posredniczy w tworzeniu potaczen pomiedzy mitochondriami a siateczka, przez co
kontroluje wymiang wapnia”. Mfn 2 nie , kontroluje” wymiany jonéw wapnia tylko potaczenia,
dzieki ktorym mozliwa jest szybka wymiana jonow wapnia (a nie wapnia).

4. ,Ponadto zalozono, ze zaleznosci miedzy dynamika, eliminacja i biogenezg mitochondriow

moga by¢ kluczowe dla zachowania homeostazy mitochondriow, a tym samym przezycia
neurondw w warunkach stresu niedokrwienno-reporfuzyjnego.” Jest oczywiste, ze te 3
dynamiczne procesy: fuzja i fragmentacja sieci mitochondrialnej, mitofagia i biogeneza sa
kluczowe ( a nie ,,moga by¢ kluczowe”) dla prawidtowego funkcjonowania mitochondriow. Sg
to procesy dynamiczne, a proporcje ich dziatania (aktywacji czy inhibicji) ulegaja zmianom w

kazdej komorce, w warunkach stresowych.

Aby osiagna¢ zamierzony cel pracy ,,Poznanie roli MFN2 w odpowiedzi neuronéw na bodziec
ischemiczno-reperfuzyjny ze szczegdlnym uwzglednieniem proceséw odpowiadajacych za dynamikg sieci,
zawarto$¢ 1 jakos¢ mitochondriow” autor podjat si¢ wykonania dwoch zadan badawczych realizowanych
przy zastosowaniu nast¢pujagcych modeli badawczych: tkanek - model in vivo, oraz komorek — model in
vitro.

W rozdziale Material i Metody poprawnie opisano, w sposob syntetyczny, uzyte metody, z
zaznaczeniem, ze szerszy opis mozna znalez¢ w publikacjach, ktore sg zatagczone. Dazac do osiggniecia
postawionych celow autorzy publikacji wykorzystali szereg nowoczesnych narzedzi badawczych oraz
metod.

Ale w opisie metod w autoreferacie tez napotykam na wiele nieprecyzyjnych sformutowan np. ,,...do

badania przebiegu zmian w obecnosci bialek odpowiedzialnych za dynamike sieci mitochondrialne;j...” (

powinno by¢ przebiegu zmian poziomu bialek) czy ,,.Biogeneze badano na podstawie zmian obecno$é

czynnikéw transkrypcyjnych” (chyba na podstawie oceny poziomu czynnikéw transkrypcyjnych).

Kolejny rozdziat to ,,Podsumowanie najwazniejszych wynikéw”. Sposob prezentacji uzyskanych
przez Doktoranta wynikow uwazam za dostateczny.
W pierwszej pracy (BBA- Mol Basis Dis. 2022) badano dynamike sieci mitochondrialnej, proces mitofagii
oraz biogenezy w roznych sektorach hipokampa suwaka mongolskiego. Do badan wybrano takie rejony

hipokampa, ktore charakteryzowaly si¢ r6zng przezywalnoscig po bodzcu ischemiczno- reperfuzyjnym. Z
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przeprowadzonych badan wynika, ze w wybranych rejonach hipokampa (w modelu in vivo) po
przejsciowym niedokrwieniu nastgpita zmiana poziomu bialek zaangazowanych w dynamike sieci
mitochondrialnej oraz aktywacja proceséw mitofagii i biogenezy. Autorzy sugeruja, ze kooperacja tych
procesOw (ja bym powiedziala, ze adaptacja mitochondriéw badana na poziomie zmian morfologii sieci
mitochondrialnej, mitofagii i biogenezy mitochondriow) pozwolita na przetrwanie neurondw po
przejsciowym epizodzie niedokrwienia. Wydaje mi sie, ze publikacja ta to tyko wstep do wlasciwych badan
zwigzanych z tematem pracy doktorskiej, (a przypominam, ze tematem jest ,,rola Mitofuzyny 2...”),

poniewaz w pracy tej jedynie oceniono poziom Mitofuzyny 2 w modelu in vivo.

Praca druga (Mol Neurobiol. 2022) stanowi trzon tej rozprawy doktorskiej. W pracy tej badano role
Mitofuzyny 2 w modelowaniu sieci mitochondrialnej, procesu mitofagii i biogenezy w pierwotnej hodowli
neuronéw korowych szczura (model in vitro). Komorki te byty poddane 1 godzinnemu pozbawieniu ich do
dostepu do tlenu oraz glukozy, a nastepnie przywrocono im dostep do tlenu i glukozy (warunki normoksji).
Badania prowadzono po 3 i 24 godzinach po reoksygenacji, a kontrolg byly komorki, ktoére od poczatku
prowadzonej hodowli byly utrzymywane w warunkach normoksji. Aby zbada¢ jaka role odgrywa
Mitofuzyna 2 w badanych warunkach, czy jest zaangazowana w adaptacj¢ mitochondriow w neuronach, w
odpowiednim czasie przed zadanym stresem przeprowadzono wyciszenie tego biatka z zastosowaniem
dwoch konstruktow. Po przeprowadzeniu wnikliwych i wymagajacych (precyzyjnych, czasochtonnych)
badan stwierdzono, ze Mitofuzyna2 odgrywa znaczaca role w neuronach w warunkach po reoksygenacji.
Jest zaangazowana zaré6wno w proces mitofagii jak i proces biogenezy mitochondriow czyli
reorganizacj¢/adaptacje mitochondriow w warunkach stresowych. Komorki, w ktorych ,,wyciszono” Mfn2
wraz z niedotlenieniem i brakiem glukozy, umieraty. Autorzy konkluduja, ze Mitofuzyna? jest jednym z
istotnych elementow biorgcych udziat w reorganizacji mitochondriow w komoérkach nerwowych po
epizodzie niedokrwiennym, i ze Mfn2 jest biatkiem kluczowym dla przezycia neuronow.

Uwazam, ze przedstawiona (w tym rozdziale) przez Doktoranta prezentacja osiggnigtych wynikow pozwala
na poznanie cato$ciowego rozwigzania postawionego problemu badawczego powstalego w wyniku pracy
wszystkich wspotautorow publikacji, ale trudno jest oceni¢ realne zaangazowanie Doktoranta w tej

zespotowej pracy.
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Dyskusja w miarg dostatecznie zredagowana, ale mato spdjna tematycznie, miejscami chaotyczna
i nie ulatwia czytelnikowi sledzenia argumentéw Autora. Oczywiscie czytelnik, domysla si¢ bez wickszych
problemow co Autor chciat powiedzie¢, ale w pracy naukowej mozna spodziewaé wigkszej precyzji opisu.
Panuje batagan tematyczny, duzo dyskutuje si¢ o mitofagii w neuroprotekcji i biogenezie, potem nastepuje
przeskok do roli koaktywatora PGC-1alfa i poswigca si¢ temu duzg czes$¢ dyskusji. Tak rozlegle dywagacje
0 dziataniu PGC-lalfa, wybija czytelnika z tematu, ktory powinien by¢ rozwazany. Dopiero w
przedostatnim akapicie pojawia si¢ sugestia, ze ,,..PGC-1 alfa jest kluczowym regulatorem aktywnosci
Mifn2”. Odnosi si¢ wrazenie, ze niektore watki sg wyrwane i przeniesione z dyskusji zamieszczonej w
publikacjach i1 stad takie niedoskonatosci w konstrukcji tekstu. Nalezy podkreslic, ze dyskusja
przedstawiona w publikacji w wersji angielskiej jest doskonata.

W rozdziale Podsumowanie Doktorant opisal najwazniejsze osiggnigcia badawcze w pigciu
punktach i wyciagnat wniosek, ze ,,Mfn2 jest biatkiem koniecznym do prawidtowej odpowiedzi neuronéw
na przejsciowy bodziec niedokrwienny, umozliwiajac ich przezycie poprzez regulowanie zaleznosci
pomigdzy eliminacjag mitochondriow, a ich biogenezg”. Chciatabym prosi¢ o wyjasnienie terminu

,prawidlowa odpowiedZz neurondéw na bodziec”, co to oznacza i jaka jest ,nieprawidlowa odpowiedz

neuronow’’.
Literatura, to zbior 110 pozycji zamieszczonych w autoreferacie.
Oswiadczenia zostaly zataczone od wszystkich 12 wspotautorow publikacji, bez procentowego

zaangazowania w projekty (o czym pisatam na poczatku recenz;ji).

OCENA KONCOWA ROZPRAWY

Przedstawione prace do doktoratu $wiadcza 0 dgzeniu do rozwigzania konkretnego problem
badawczego, zwigzanego z rolg mitochondriow w neuronach po przebytym epizodzie ischemiczno-
reperfuzyjnym oraz po przejsciowym niedoborze tlenu i glukozy. Druga praca to kwintesencja badan
odnosnie roli mitofuzyny 2 w procesach dynamicznych mitochondriow czyli dynamiki sieci
mitochondrialnej, mitofagi i biogenezy w stresie spowodowanym niedoborem tlenu i glukozy w neuronach
i zgodna z tytulem pracy doktorskiej. Opis przedtozonych do doktoratu publikacji jest dostateczny, chociaz
miejscami mato precyzyjny, co wynika by¢ moze z bezposredniego ttumaczenia z j¢zyka angielskiego (co
czasami ma odzwierciedlenie w nieco udziwnionych stylistycznie sformutowaniach z zastosowaniem zbyt

duzych skrotow myslowych) co juz napisatam powyzej. Te niedociggnigcia nie umniejszaja jednak mojej
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pozytywnej oceny przedstawionych osiggnie¢ naukowych. W ocenie recenzenta zarysowane przez
doktoranta cele pracy zostaty osiagnicte.
W trakcie obrony poprosz¢ doktoranta o wyjasnienie nastepujacych kwestii:

1. Dlaczego komorki, ktore byty poddane 1 godzinnemu stresowi nie stanowity kontroli dla komoérek
po reoksygenacji. W komodrkach po 1 h niedotlenienia i pozbawienia glukozy, zbadano jedynie
poziom potencjatu na wewnetrznej blonie mitochondrialnej, a interesujace bytoby poréwnaé jak
zmieniajg si¢ inne parametry mitochondrialne.

2. W jaki sposob analizowano obrazy pochodzace z mikroskopi elektronowej, czy do oceny ksztattu i
wielkos$ci stuzyty obrazy 3D, czy tylko dowolne przekroje komorki.

3. Dlaczego nie analizowano morfologii komoérki po stresie, po reoksygenacji czy wyciszeniu Mfn2?
Taki obraz komorki stanowitby podstawe do analizy np. masy mitochondriow w komorce czy

lokalizacji sieci mitochondrialnej w komorce badane;.

Uwazam, ze badania zawarte w tych dwoch manuskryptach sa nowatorskie. Nalezy zaznaczy¢, ze
publikacje wchodzace w sktad rozprawy podlegaty juz wnikliwemu procesowi merytorycznej recenzji
przez niezaleznych recenzentow, ekspertow z dziedziny i docenili oni warto$¢ merytoryczng
prezentowanych wynikow. W zwigzku z powyzszym, w mojej recenzji skoncentrowatam si¢ szczegolnie
na ogodlnej ocenie badan przeprowadzonych przez mgr Piotra Wojtyniaka oraz na ocenie strony formalnej

rozprawy doktorskiej (autoreferatu).

PODSUMOWANIE

Rozprawa doktorska Pana magistra Piotra Wojtyniaka w pelni realizuje zalozone cele pracy/badan,
a uzyskane wyniki majg szeroki zakres, s wartosciowe i wnoszg istotny wktad w poznanie roli Mitofuzyny
2 w proces adaptacji mitochondriow do warunkow stresu niedokrwienno-reperfuzyjnego w komorkach
nerwowych. Zapewne, prace przedstawione do rozprawy doktorskiej, w tak istotnym temacie jakim jest
udar mézgu, znajdujg uznanie w migdzynarodowym srodowisku naukowym.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okre§lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz
1789). W zwigzku z powyzszym, przedkltadam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Medycyny

Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN o dopuszczenie Pana mgr. Piotra
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Wojtyniaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego wszczetego w dziedzinie nauk medycznych i nauk

0 zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

Prof. Joanna Szczepanowska
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