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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
mgr Dawida Stulczewskiego
Dzialanie kwasu dokozaheksaenowego i eikozapentaenowego na czynnosé mitochondriéw

i preezywalnosé astrocytow

Prawidlowe funkcjonowanie osrodkowego ukladu nerwowego warunkuje wysoka podaz
energii, ktora jest wymagana do przezycia i prawidlowej pobudliwosci neuronéw. Ten stan
homeostazy jest zalezny od mitochondriéw, a ich dysfunkcja lezy u podstaw chorob o
podlozu neurodegeneracyjnym. Zaburzenie funkcjonowania mitochondriow prowadzi nie
tylko do obnizonej produkcji ATP, lecz réwniez zaburzen wewnatrzkomorkowej regulacje
Jjonow wapnia, uwalniania protez czy potencjalu redoks. Wyniki badan molekularnych
wskazujg rowniez na udzial zmutowanych biatek mitochondrialnych w patomechanizmie
choréb neurodegeneracyjnych, jak amyloidu beta w chorobie Alzhaimera, SODI w
stwardnieniu zanikowym bocznym czy a-synukleiny w chorobie Parkinsona, co prowadzi do
zwigkszonej produkeji  wolnych rodnikéw, niskiej produkeji komorkowego ATP, a
ostatecznie do $mierci komérki. Poszukiwanie strategii majacej na celu poprawe funkcji
mitochondriéw stanowi obecnie istotne wyzwanie o charakterze klinicznym w kontekscie
schorzen stanowigcych problem o zasiggu $wiatowym. Przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska Pana mgr Dawida Stulczewskiego pt. Dzialanie kwasu dokozaheksaenowego i
eikozapentaenowego na czynnosé mitochondriow i pr=ezywalnosé astrocyldw wpisuje sie w
powyzsza tematyk¢ badan zwigzang z efektem dwoch pochodnych ditugotancuchowych
wielonasyconych kwasow tluszczowych tj. DHA oraz EPA na biochemi¢ i strukture
mitochondriow m in. w kontekécie klinicznym. Praca doktorska Pana mgr Dawida

Stulczewskiego stanowigca podstawe do nadania stopnia doktora zostala wykonana w



Zakladzie Interakcji Migdzykomorkowych Katedry Fizjologii Doswiadczalnej 1 Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi pod kierunkiem dr hab. n med, Anny Walczewskiej

(promotor) oraz dr n med. Emilii Zgorzynskiej petniacej funkcje promotora pomocniczego.

W dalszej czescei recenzji odniosg si¢ do poszczegolnych jej czesci. Rozprawa o strukturze
typowej dla prac doéwiadczalnych to starannie przygotowane opracowanie naukowe
swiadczgce o wiedzy teoretycznej z zakresu poruszanej tematyki i umiejetnosciach pracy

laboratoryjnej 1 wnioskowania Doktoranta.

WSTEP rozprawy to peine, usystematyzowane wprowadzenie do czesci doswiadczalnej
rozprawy. Zagadnienia zwigzane z tematyka rozprawy omowione s3 na poziomie
komoérkowym, biochemii mitochondrium, a nastgpnie molekularnym tj. skfadu lipidéw blon
mitochondrialnych w odniesieniu do badanych w pracy DHA oraz EPA. W pierwszej czesci
Doktorant omowil rolg astrocytow w OUN, w tym w tworzeniu bariery krew-mozg, ich udzial
w homeostazie jonowo-metabolicznej w mozgu oraz zagadnienia zwigzane z bioenergetyka
astrocytow. Czesc druga odnosi si¢ bezposrednio do biochemii mitochondriow w astrocytach
1 dotyczy ona nie tylko mechanizméw wykorzystywany przez mitochondria do sprzegania
utleniania metabolitow z synteza ATP, lecz rowniez ich udzialu w procesie apoptozy oraz
gospodarce jonow wapnia. Na podkreslenie zasluguje wysoki poziom szczegdlowosci
zwigzany z prezentacja danych literaturowych odnoszacych si¢ do znaczenia DHA oraz EPA
dla czynnosci ukladu nerwowego. Doktorant odnosi si¢ prawidlowo do najnowszych
publikacji zwigzanych z tematyka pracy. Do tej czgéci rozprawy mam pytanie zwigzane z
efektem DHA 1 EPA na metabolizm kwasu arachidonowego jako prekursora prostaglandyn,
leukotrienow i tromboksanéw w przebiegu procesu zapalnego. Czy znane sg Doktorantowi
prace zwigzane z hamujacym efektem obu badanych w rozprawie pochodnych
diugotancuchowych wielonasyconych kwasow thuszezowych na przewlekly charakter procesu
zapalnego, ktory posrednio moze by¢ zrodtem wolnych rodnikow indukujacych uszkodzenia

mitochondrialnego DNA?

Kolejny rozdzial pracy to opis jej CELU. Jest on przedstawiony w sposdb klarowny i dotyczy
oceny niczaleznego dzialania DHA i EPA na przezywalnos¢ astrocytow oraz wybrane
aktywnosci biochemiczne i czynnosciowe mitochondriow. Na cel glowny skladajg si¢ zadania
szczegolowe zwigzane z oznaczenie potencjalu blony mitochondrialnej z wizualizacjg sieci,
ocena wlasciwosci proapoptotycznych oraz produkeji reaktywnych form tlenu i azotu. Cel

pracy zostal osiggnigty, co stanowi nowo wiedz¢ w zakresie poruszane] tematyki.

[



Rozdzialy MATERIALY i METODYKA zawiera szczegélowy opis wykonanych oznaczen.
Opis poszczegolnych metod zaopatrzony jest w opis zasady 1 celowosci oznaczen. Tutaj mam
pytanie dotyczace warunkow inkubacji komorek w trakcie ich hodowli i traktowania

badanymi zwigzkami, tzn. prowadzono ja w cieplarce czy inkubatorze CO:,

W opisie w ramach rozdzialu WYNIKI wykazano spadek zywotnosci astrocytow w obecnosci
DHA w przeciwienstwie do EPA w badanym zakresie stezen zmierzony testem MTT.
Podobng roznice na zywotnos¢ astrocytow obu badanych zwigzkow wykazano w funkeji
czasu inkubacji. Zarowno DHA jak i EPA zaburzyly pod katem iloéciowym sklad kwaséow
ttuszczowych btony mitochondrialnej. Tutaj mam prosbe o szerszg interpretacj¢ powyzszych
wynikow, Oba badane kwasy tluszczowe charakteryzowal podobny efekt na przezywalnoéé
astrocytow wobec CCCP 1 nadtlenku wodoru, obnizaly produkcje reaktywnych form tlenu i
azotu, nie zaobserowano zmian struktury 1 rozmieszczeni sieci mitochondrialne] oraz spadek
wspolczynnika Bax/Bcel2 jako markera apoptozy. Réznice w aktywnosci biologiczne] DHA i
EPA dotyczyly wartosci potencjalu bltony mitochondrialnej w podtozu z glukozg i galaktozg
w astrocytach spoczynkowych i po rozprzeganiu ETC w obecnosci glukozy (wyzszy dla
EPA). Efekt ten nie byt zwigzany z poziomem komérkowym ATP w obecnoséci EPA. Ponadto
EPA wplynal na zwigkszono zawarto$¢ kardiolipiny w blonach mitochondriéw. Do tej czesei
rozprawy mam pytanie dotyczace kardiolipiny ktora odgrywa kluczowa role w procesach
zwigzanych z funkcjg 1 dynamika mitochondriow, prawidlowe] morfologii, stabilnosei i
dynamice blony mitochondrialnej, w biogenezie mitochondriow i imporcie bialek, w
mitofagii oraz przebiegu apoptozy. Jednym z czynnikdw przyczyniajgcym sie do patogenezy
choroby Parkinsona jest agregacja bialka a-synukleiny oraz zdolnoscia do interakcji z
bionami biologicznymi. Jako role w tych oddzialywaniach moze pelni¢ kardiolipina oraz
EPA? Ponadto w pracy wykazano efekt hamujacy EPA na procent komérek apoptotycznych
w stosunku do kontroli z wykorzystaniem barwienia jodek propidyny/Aneksyna 5 i techniki
cytometrii przeplywowej. Biorge pod uwage bardzo niewielkie roznice pomiedzy prébami,

mam pytanie czy efekt ten obserwowano w niezaleznych powtorzeniach.

Rozdzial PODSUMOWANIE WYNIKOW | DYSKUSIA zawiera dojrzaly naukowo
interpretacje wynikow badan wlasnych w odniesieniu do najnowszych danych literaturowych.
Doktorant podkresla potencjalny charakter aplikacyjny badan 1 krytycznie odnosi sie do
uzyskanych wnioskow wskazujac na potrzebe poszerzenia badan w kontekscie efektow DHA

1 EPA na proces glikoliz i fosforylacji oksydacyjnej w astrocytach.
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Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr
Dawida Stulczewskiego pt. Dzialanie kwasu dokozaheksaenowego i eikozapentaenowego nd
czynno$é  mitochondriow i preezywalnos$é  astrocylow stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 z pozn.zm). Biorac pod uwagg udokumentowang umiejetnos¢ prowadzenia
badaf naukowych oraz wiedzg teoretyczng Wnoszg do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o przyj¢cie rozprawy i dopuszczenie Pana mgr Dawida Stulczewskiego

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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