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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ PIOTRA WOITYNIAKA

Przedstawiona mi do oceny rozprawa opisuje badania przeprowadzone przez mgr.
Piotra Wojtyniaka w Pracowni Biologii Molekularnej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego pod kierunkiem prof. Barbary Zabtockie;j.
Celem pracy byto opisanie dynamiki i regeneracji mitochondriow w neuronach
hipokampa po niedotlenieniu i reperfuzji oraz poznanie roli mitochondrialnego biatka
mitofuzyny 2 w regulacji tych proceséw. Rola mitochondriéw w chorobach mézgu jest
gorgcym tematem, a wiec badania Doktoranta wpisaty sie w najnowsze trendy
badawcze. Wyniki pracy zostaty opublikowane w biezgcym roku w cenionych
czasopismach: BBA — Molecular Basis of Disease i Molecular Neurobiology, w ktdrych
Doktorant jest jednym z dwdch réwnorzednych wiodgcych autoréow. Udziat Doktoranta
w tych pracach zostat okreslony w oswiadczeniach i ta cze$ci badan zostata w rozprawie
opisana.

Rozprawa ma forme dwéch publikacji opatrzonych rozszerzonym komentarzem

(17 stron), na ktory sktadajg sie Wstep i Cel Pracy, Materiaty i Metody, Podsumowanie
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Wynikéw oraz Dyskusja z Podsumowaniem i Wnioskiem. Czytatam jg z przyjemnosciq i
zainteresowaniem, bo jest napisana bardzo dobrze zarowno pod wzgledem jezykowym,
jak i merytorycznym, logicznym i doboru tresci. We Wstepie, ktory naturalnie
doprowadzit do postawionej hipotezy, Autor syntetycznie i zgrabnie opisat
najwazniejsze kwestie scisle zwigzane z przeprowadzonymi badaniami: wrazliwos¢
neurondéw hipokampa na niedokrwienie, role mitochondriow w $mierci komérek,
dynamike sieci mitochondrialnej, autofagie i biogeneze mitochondridéw oraz funkcje i
role mitofuzyny 2. Bardzo podobaty mi sie Materiaty i Metody, ktére nie omawiaty
technicznych kwestii (te zostaty bardzo szczegétowo opisane w opublikowanych
pracach) tylko przedstawiaty zastosowane modele i podejscie badawcze. W Dyskus;ji
omdwiono znaczenie badan podkreslajgc jak uzyskane wyniki i wyciggniete wnioski
rozwijaja wiedze na temat mechanizmow naturalnej neuroprotekcji. Miedzy innymi
Doktorant zwrdcit uwage na niejednoznaczne wyniki poprzednich prac innych autoréow,
w ktérych badano zwigzki izolowanych proceséw mitochondrialnych z neuroprotekcjq i
neurodegeneracja. Tutaj badania Doktoranta wskazujg na wiekszg sensownos$¢ badania
rownowagi pomiedzy réznymi procesami. Na koricu zamieszczona zostata Bibliografia ze
stu dziesiecioma pozycjami. Wiekszos¢ (ok. 70%) zacytowanych prac pochodzi z
ostatnich 15 lat. Autor nie wahat sie siega¢ do starszych zrédtowych prac, co jest
pozytywne, natomiast pewnym mankamentem jest mata liczba prac z lat 2019-2023.
Streszczenie zamieszczone na poczatku kontrastuje z bardzo dobrze napisang
pozostatg czescig rozprawy. Przede wszystkim cel i hipoteza nie sg klarownie
sformutowane. Autor formutuje problem badawczy jako niedostatek wiedzy o roli
dynamiki mitochondriow w stresie niedokrwienno — reperfuzyjnym, po czym stawia
hipoteze o roli mitofuzyny 2 w regulacji mitochondrialnych procesow w warunkach
stresu. Obie kwestie byty przez Autora badane, ale jasne to stato sie dla mnie dopiero
po przeczytaniu Wstepu. Nie mogtam tez zrozumie¢, co Autor ma na mysli piszac o roli i
regulacji zaleznosci pomiedzy procesami zachodzgcymi w mitochondriach. Moze lepsze
by byto okreslenie wzajemna réwnowaga zamiast zaleznos¢. Ponadto w kilku miejscach
pojawity sie niezgrabnosci jezykowe [,przyrastata zawartos¢ mitofuzyny”, ,ubytek
mitofuzyny (...) obecny w neuronach”]. Zabrakto wiec na tych niecatych dwdch stronach
tekstu pracy redakcyjnej. Te krytyczne uwagi nie zmieniajg jednak mojej wysokiej oceny

catej rozprawy. Do zawartosci merytorycznej pracy odnosze sie ponize;j.



W pierwszej czesci badan Doktorant wybrat dobrze scharakteryzowany model
stresu niedokrwienno — reperfuzyjnego in vivo w hipokampie u suwaka mongolskiego.
Model ten jest bardzo ciekawy, poniewaz neurony z réznych regiondéw hipokampa
wykazujg rozng wrazliwos¢ na stres niedokrwienno — reperfuzyjny, dzieki czemu mozna
przeprowadzi¢ eleganckie badania endogennych mechanizméw neuroprotekcyjnych,
czego wzorowym przyktadem jest recenzowana tutaj rozprawa. Doktorant pokazat, ze
we wrazliwych neuronach pola CA1 w krétkim czasie po reperfuzji dochodzi do
uszkodzenia mitochondriéw, wzrostu ich fragmentacji i w koncu rozlegtej autofagii. W
polu CA2-3 i zakrecie zebatym, gdzie neurony sg stosunkowo odporne na stres
niedokrwienia — reperfuzji, nasilajg sie zaréwno podziaty, jak i fuzje, a ta zwiekszona
dynamika sprzyja usuwaniu uszkodzonych fragmentéw bton mitochondrialnych i
selektywnej mitofagii. To jest wazna obserwacja, poniewaz pokazuje, ze sam wzrost
podziatéw mitochondriéw moze by¢ korzystny lub nie, a zalezy to od catosci zmian w
procesach mitochondrialnych. Doktorant wyciggnat wiec ciekawy wniosek, ze
zasadnicze znaczenie dla neuroprotekcji w stresie niedokrwienno — reperfuzyjnym ma
kompleksowa regulacja dynamiki, usuwania i biogenezy mitochondriéw. Stwierdzit
takze, ze na poziomie molekularnym neurony pola CA2-3 i zakretu zebatego po stresie
rézni od neurondw pola CA1l wzrost poziomu biatek zaangazowanych w fuzje, m.in.
mitofuzyny 2, i na tej podstawie postawit hipoteze, ze mitofuzyna 2 jest regulatorem
rownowagi procesow mitochondrialnych.

W drugiej czesci Doktorant badat powyziszg hipoteze wykorzystujgc pierwotne
hodowle neurondw korowych szczura poddane przejSciowej deprywac;ji tlenu i glukozy,
ktora jest modelem epizodu niedokrwiennego. Model ten nie catkiem odtworzyt skutki
stresu niedokrwienno — reperfuzyjnym in vivo, poniewaz, jak zauwazyt sam Doktorant,
poza mitofizyng poziom innych biatek mitochondrialnych zmienit sie tylko przejsciowo,
a poziom mitofizyny obnizyt sie a nie wzrdst, co byto niespdjnie z obserwacjami in vivo
w hipokampie (niezmieniony poziom w neuronach wrazliwych i spadek w neuronach
odpornych). Poza tym neurony nie degenerowaty. Czy ta odpornos¢ neuronéw mogta
wynika¢ z ich mtodego wieku (w poréwnaniu do neuronéw u dorostego osobnika)?
Ciekawa jestem, czy Doktorant rozwazat wykorzystanie lub préobowat wykorzystac
hodowle neurondw hipokampalnych, i czy in vitro neurony te cechuje rézna odpornosé

na stres niedotlenienia podobnie jak to jest in vivo. Mimo wspomnianych probleméw



modelu in vitro Doktorant potrafit ten model dobrze wykorzysta¢ obnizajgc poziom
mitofizyny poprzez wyciszenie ekspresji genu Mtf2 metodg shRNA. W tych warunkach
zaobserwowat zwiekszong $Smiertelnos¢ komérek oraz zmiany w dynamice i morfologii
mitochondriéw przypominajgce zmiany in vivo w neuronach wrazliwych na stres
niedokrwienny. Tym samym wykazat, ze mitofuzyna 2 jest niezbednym regulatorem
przebudowy sieci mitochondrialnej w warunkach stresu niedostepnosci tlenu i glukozy.
Ponadto odkryt, ze mitofuzyna odgrywa role integratora przebudowy, eliminacji i
biogenezy mitochondriéw.

Podsumowujac, prace Pana Piotra Wojtyniaka oceniam bardzo wysoko, bedac
przekonang, ze wniosta ona oryginalny i wazny wktad w badania nad neuroprotekcja.
Doktorant przeprowadzit ciekawe badania, przedstawit solidne wyniki i skonkludowat
prace w sposéb przekonujacy. Swietnie poradzit sobie z zadaniem opisu badan w krétkiej
formie. Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia ustawowe warunki
stawiane pracom doktorskim i stawiam wniosek do Rady Instytutu Medycyny
DoswiadczalnejiKlinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego w Warszawie o dopuszczenie
Pana Piotra Wojtyniaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto wnosze o wyréznienie rozprawy doktorskiej. Prace wyrdznia logika i
konsekwencja w wyborze modeli badawczych i zaplanowaniu badan oraz umiejetnos¢
szerokiego koncepcyjnego spojrzenia na badany problem. Zastosowanie dwdch réznych,
ale uzupetniajgcych sie modeli badawczych pozwolito na wyciagniecie mocnych
whnioskéw, wykraczajacych poza poziom korelacji. Zwrdcenie uwagi na
wieloprocesowos¢ zjawisk w sieci mitochondrialnej pozwolito zauwazyé, ze zmiany
poziomu mitofuzyny 2 wptywajg na rdéwnolegte procesy w mitochondriach, i
zaproponowac koncepcje integracji przebudowy, eliminacji i biogenezy mitochondriéw
przez biatko regulatorowe. To z kolei otwiera nowe kierunki badan, awysoka jakosé

badan zostata potwierdzona publikacjami w bardzo dobrych czasopismach.
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