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rozprawy doktorskiej mgr Sywii Zulifiskiej
pt. ,Analiza ekspresji genow biatek regulujacych funkcje i dynamike
mitochondriéw w doswiadczalnych modelach choroby Alzheimera ”

Choroba Alzheimera (chA) jest ciezkg chorobg neurodegeneracyjna oraz najciezsza
formg otgpienia. Istnieja rézne hipotezy wyjasniajace jej przyczyny: hipoteza kaskady
amyloidowej i stresu oksydacyjnego, oraz hipoteza mitochondrialna i metaboliczna
dotyczgca zaburzen przemian glukozy.

Rozprawa doktorska ma uktad typowy, liczy 153 strony maszynopisu w tym 7 rycin,
14 wykresow i 1 tabele. Zwraca uwage staranno$¢ z jaka praca zostata przygotowana.

Spis tresci poprzedza spis publikacji (1. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res , 2. Mol
Neurobiol, 3. Neurochem Res, 4. zostata przestana do Neuromol Med i jest w recenzji),
W ktdrych przedstawiono wyniki stanowigce podstawe rozprawy oraz jej wspdfautordw.
Przedstawiono réwniez zrédfa finansowania badan przez Narodowe Centrum Nauki: OPUS
5 (2013), OPUS 8 (2014) i PRELUDIUM 18 (2019). Nastepnie zawiera kolejno objasnienia
skrotow stosowanych w pracy, wykaz rycin, wykaz wykreséw, wykaz tabel, wstep, cel
pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie, wnioski, streszczenie,
streszczenie w jezyku angielskim, innowacyjno$¢ rozprawy oraz literatura.

W obszernym wstepie przedstawiono miedzy innymi epidemiologie i klasyfikacje
choroby Alzheimera. Wiele miejsca po$wiecono hipotezom starajgcym sie wyjasnic¢ ztozony
patomechanizm chA. Hipoteza metaboliczna bierze pod uwage zaburzenia metabolizmu
glukozy. ChA w zaawansowanej postaci prowadzi do zaburzeh w metabolizmie glukozy.
Nieefektywne wykorzystanie glukozy, uposledzona produkcia ATP i uszkodzenia
oksydacyjne majg wptyw na przebieg chA. W chA nieodtacznie z zaburzeniami metabolizmu

glukozy powigzany jest nieprawidtowy metabolizm lipidéw. Hipoteza metaboliczna wiagze sie
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z hipotezg mitochondrialng. Nowe badania wykazaty, ze potranslacyjna modyfikacja biatek
mitochondrialnych zwigzana jest z metabolizmem moze wptywac istotnie na przebieg chA.
Jest chorobg wieloczynnikowa a liczne mechanizmy z nig zwigzane sg niewyjasnione. W
1984 r. zaproponowano hipoteze wyjasniajacg etiologie choroby oparta o powstawanie
blaszek starczych amyloidowych charakterystycznych dla obrazu neuropatologicznego chA.
Wiele miejsca poswiecono hipotezie kaskady amyloidowej zarowno uzasadniajgc stusznos¢
tej hipotezy jak i zwracajac uwage na badania kliniczne oparte na hipotezie kaskady
amyloidowej, ktdre przyniosty rozczarowujgce wyniki. Wiele badan wskazuje, ze
uposledzenie funkcji mitochondriéw moze by¢ gtéwnym patologicznym czynnikiem chordb
neurodegeneracyjnych zwigzanych z wiekiem. Nie jest jasnym czy zmiany tancucha
transportu  elektronéw obserwowane w chA s3 wynikiem pierwotnej zmiany
mitochondrialnej, czy konsekwencjg dziatania biatek o zmienionej konformaciji.

Wiele miejsca we wstepie poswieca Doktorantka roli stresu oksydacyjnego w dysfunkciji
mitochondriéw. Do krytycznych czynnikdw patologii chA zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym i towarzyszacym procesom neurodegeneracyjnych w chA jest stan zapalny.
Reakcje zapalne, aktywacja mikrogleju i astrocytdw w oun odgrywajg wazng role w rozwoju
chA. Zaburzenia mitochodrialne mogg by¢ moze wywotane zwiekszonym stresem
oksydacyjnym i stanem zapalnym co moze prowadzi¢ do uszkodzenia struktury i funkcji
neurondw, co odgrywa istotng role w patogenezie chA.

Wazng czescig wstepu jest omodwienie zaburzen dynamiki mitochondridow oraz
biogeneza mitochondrialna w chA. Podsumowujgc Doktorantka pisze: ..."dotychczasowe
badania patomechanizmu chA, nadal pozostaja nie w petni wyjasnione ...”

Celem pracy byto zbadanie ekspresji gendw kodujacych biatka antyoksydacyjne, biatka
transportu elektronéw , biatka regulujace fuzje/podziat i biogeneze mitochondriow oraz
ocena poziomu wybranych biatek mitochondrialnych w doswiadczalnych modelach choroby
Alzheimera.

_ Cele szczegotowe obejmowaty:

1. wptyw oligomerdw peptydu AbetaO 1-42 (oligomerdw amyloidu beta 1-42) na poziom
wolnych rodnikéw, PARP (polimeraza poliADP-rybozy), ekspresje gendw kodujacych biatka
regulujgce dynamike oraz funkcje mitochondriow w komdrkach PC12 (linia komdrkowa

wyprowadzona z guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy szczura)
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2. zbadanie wptywu ABO 1-42 i inhibitora PARP-1 na ekspresje gendw biatek tancucha
transportu elektrondw i biatek odpowiedzialnych za fuzje/podziat i biogeneze mitochondriéw
w komdrkach PC12 (linia komdrkowa wyprowadzona z guza chromochtonnego)

3. zbadanie dziatania oligomerdw beta amyloidu 1-42 na zywotnos¢ komérek, poziom
wolnych rodnikdw oraz transkrypcje gendw kodujacych biatka mitochondrialne w
komdrkach neuronalnych (SH-SY5Y) (ludzka linia komorkowa neuroblastoma i glejowych
(BV2) (linia komdérkowa mikrogleju mysiego)

4. zbadanie aktywnosci cytochromu C oksydazy, enzymu IV kompleksu fancucha
transportu elektronéw (ETC) w komdrkach neuronalnych (SH-SYSY) i glejowych (BV2)
poddanych dziataniu B amyloidu 1-42 oraz w mysim modelu chA

5. badanie ekspresji genéw na poziomie mRNA i biatek antyoksydacyjnych, regulujgcych
funkcje oraz dynamike i biogeneze mitochondridw w korze mézgu w mysim modelu chA

6. ocene immunoreaktywnosci wybranych biatek w mysim modelu chA.

Materiaty i metody

Badania in vitro prowadzono na komorkach szczurzego guza chromochtonnego
rdzenia nadnerczy. Hodowle pozyskano z Zaktadu Farmakologii Biocentrum Uniwersytetu
we Frankfurcie nad Menem (RFN). Linia ta jest rutynowo uzywana w badaniach nad
molekularnymi zmianami mechanizméw doprowadzajacych do neurodegeneracii.

Komdrkowy model doswiadczalny stanowita réwniez ludzka linia komodrkowa
neuroblastoma SH-SYSY, wywodzacy sie z komodrek cewy nerwowej. Komorki te sa
stosowane w doswiadczeniach /n vitro nad molekularnymi mechanizmami prowadzacymi do
przezycia lub $mierci komorek nerwowych.

Mysie komdrki mikrogleju BV2 otrzymane w darze z Uniwersytetu Perugii (Wiochy)
unieémiertelniono po zakazeniu rekombinowanym retrowirusem. Komdrki BV2 mogg byc
aktywowane do uwalniania prozapalnych cytokin przez stres oksydacyjny lub czynniki
zapalne.

Do badan /in vivo wykorzystano samice myszy szczepu FVB-Tg z zaburzeniami procesu
proteolizy biatka prekusorowego amyloidu beta (APP) oraz zwigkszonym stezeniem i
akumulacja amyloidu beta w mdzgu i postepujacymi zaburzeniami behawioralnymi.

Zwierzeta uzyskano z hodowli prowadzonej w zwierzetarni IMDIK PAN.



Warunki hodowli i traktowanie komérek PC12 i SH-SY5Y oraz BV2 wiasciwie dobrane
do zatozonych celdw i odpowiednio opisane.

Zawartos¢ biatka w ekstraktach komorkowych oznaczano metodg Brandforda (1976).
Przezywalnos¢ traktowanych komodrek badano w oparciu o zachodzacg w aktywnych
metabolicznie komdrkach, reakcje przeksztatcenia soli tetrazolinowych (test MTT). Liczba
zywych komorek w badanym materiale jest wprost proporcjonalna do intensywnosci
zabarwienia otrzymanego roztworu.

Oceniano réowniez aktywnos¢ enzymatyczng kompleksu IV mitochondrialnego fancucha
oddechowego w komodrkach SH-SY5Y i BV2 oraz w materiale zwierzecym. Aktywnosc¢
oksydazy cytochromu C w lizacie komdrkowym lub w homogenacie z kory mdzgu byta
zmierzona wedtug metodyki opisanej przez Spinazzi i wsp. (2012).

W pracy wykorzystano i wyczerpujgco opisano metody spektrofluorymetryczne, w tym
analize poziomu wolnych rodnikdw przy uzyciu sondy fluorescencyjnej DCF. Metody
immunochemiczne, w tym przygotowanie materiatu do oznaczen immunochemicznych oraz
immunodetekcje biatek metoda Western blot. Wiecej miejsca poswiecono analizie poziomu
ekspresji gendw, w tym izolacji RNA, reakcji odwrotnej transkrypcji fancuchowej reakcji
polimerazy z analizg w czasie rzeczywistym. Przedstawiono réwniez metody mikroskopowe
— badanie apoptozy komoérek /n vitro przy uzyciu barwnika  Hoechst 33342 z
zastosowaniem mikroskopii fluorescenyjnej. Na zakonczenie tego rozdziatu omdwiono
statystyczne opracowanie wynikow.

Wyniki zostaly wyczerpujgco przedstawione, poddane odpowiednio dobranej analizie
statystycznej oraz omodwione z uwzglednieniem 364 pozycji aktualnego Swiatowego
piSmiennictwa.

Dyskusja rozpoczyna sie pesymistycznie. ,Pomimo wielu lat intensywnych badan,
etiologia i patomechanizm chA nie sg poznane a terapia jest nieskuteczna”. Jednak
nawigzujac do prowadzonych badan mgr S. Zulinska podkresla, ze poznanie dynamiki
zaburzen ekspresji badaf kodujacych biatka mitochodrialne w warunkach toksycznosci
peptydéw amyloidu B i moze mie¢ znaczenie w patogenzie i patomechenizmie chA. Catosc
DYSKUSJI bardzo dobrze swiadczy o wiedzy Doktorantki.

Na zakonczenie rozprawy przedstawiono: PODSUMOWANIE, WNIOSKI i INNOWACYINOSC
ROZPRAWY. Zebrano tu najwazniejsze wyniki, wnioski i mozliwos¢ wykorzystania ich w

przysztosci.



Wyniki $wiadcza o znaczeniu toksycznosci oligomeréw peptyddw B amyloidu 1-42 w
zmianach transkrypcji gendw zaangazowanych w procesy antyoksydacyjne i funkcje
mitochondridw w wybranych liniach komdrkowych oraz w zwierzecym modelu chA. Efekt
toksycznosci oligomerdw amyloidu beta zalezy od rodzaju komdrek, na ktdre dziatajg i od
czasu dzi'aiania. Wyniki sugerujace, ze zastosowanie inhibitora PARP-1 w chA moze miec
istotne dziatanie cytoprotekcyjne.

Stwierdzono zmiany ekspresji gendw w korze moézgu myszy w modelu zwierzecym
chA w procesie starzenia. Wyniki sugerujg, ze zaburzenia ekspresji gendw kodujgcych
enzymy zaangazowane w obrone antyoksydacyjng moga leze¢ u podstaw kolejnych
niekorzystnych zjawisk w chA.

Najwazniejszymi wydajg sie byC stwierdzenia sugerujgce, ze aktywacja biogenezy
mitochondridw mogtaby mie¢ korzystne znaczenie w opracowaniu nowej strategii
terapeutycznej w zaawansowanych stadiach chA. Wyniki przedstawionej rozprawy
doktorskiej poszerzaja i uzupetniajg stan wiedzy dotyczacy znaczenia peptydéw oligomeréw
amyloidu B w modulacji transkrypcji gendw i moga by¢ pomocne w opracowaniu nowych
strategii neuroprotekcyjnych.

Fakt, 7e wiekszos¢ wynikow zamieszczonych w pracy doktorskiej zostata juz
opublikowana w czasopismach o miedzynarodowym zasiegu oraz kolejna jest w recenzji w
czasopiémie Neuromol. Med., a Doktorantka  jest pierwszym autorem w dwoch
publikacjach, praca doktorska przynosi nowe, oryginalne informacje i $wiadczy o naukowej
dojrzatosci autora. Zamierzone cele pracy zostaty osiggnigte.

Nie wnosze zadnych merytorycznych zastrzezeri do recenzowanej pracy. Weditug
mojej opinii nie tylko w petni odpowiada warunkom okreslonym w Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym, stawianym pracom doktorskim ale zastuguje na
wyrdznienie.

W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Komisji ds. Przewodow i
Postepowari Doktorskich Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. M. Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie mgr Sylwii

Zulinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Warszawa, 28. 08. 2022 r. AQ\)@M'_

Prof. dr hab. med. Andrzej Cztonkowski



Whiosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Zuliriskiej

Praca doktorska ma charakter innowacyjny, przynosi nowe, oryginalne informacje,
oraz wykorzystano w niej wiele pracochtonnych metod. Opublikowane wyniki uzupetniaja
stan naszej wiedzy o patomechanizmie choroby Alzheimera i mogg by¢ pomocne w

opracowaniu terapeutycznej w zaawansowanych stadiach tej choroby.

Fakt, ze wiekszos¢ wynikdw zamieszczonych w pracy zostata opublikowana w trzech
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz kolejny maszynopis jest w recenzji w
czasopismie Neuromol Med., a Doktorantka jest pierwszym autorem w dwdch pracach,
przemawia dodatkowo za wyrdznieniem pracy. Publikacje jednak miaty licznych
wspotautoréw (kolejno 6,9,4, 6) i recenzentowi trudno jest ocenic jak dalece w tym gronie

rola Doktorantki byta wystarczajgco wyrdzniajaca.

Warszawa, 28. 08. 2022 r.

Prof. dr hab. med. Andrzej Cztonkowski



