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UWAGI WSTEPNE

Rozprawa  doktorska  pt.  ,Dzialanie  kwasu  dokozaheksaenowego i
eikozapentaenowego na czynno$¢ mitochondriow i przezywalnosé astrocytow”, zostala
przygotowana przez mgr Dawida Stulczewskiego pod opieka naukowg dr hab. n. med. Anny
Walczewskiej (prof. Uczelni). kierownika Zakladu Interakeji Miedzykomorkowych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie monografii. Czeé¢ wynikow
uzyskanych w trakcie realizacji badan zawartych w Rozprawie zostala opublikowana w anglojezycznym
czasopi¢émie Experimental Cell Research w roku 2023 (Stulezewski, Dawid et al. “EPA stronger than
DHA increases the mitochondrial membrane potential and cardiolipin levels but does not change the ATP
level in astrocytes.” Experimental Cell Research vol. 424.1 (2023): 113491: 1F=3,7, MNISW=100).
Badania sfinansowano w ramach grantu zewnetrznego Narodowego Centrum Nauki i Rozwoju

(DKO/PL-TW1/4/2013) oraz grantu Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (503/0-079-04/503-01-001).
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Laczny dorobek doktoranta zawarty sklada si¢ z 4 prac oryginalnych w jezyku angielskim i | pracy

przegladowej w jezyku polskim, o calkowitym wskazniku [F=11.5 oraz punktacji MNISW=330 punktéw.
PODJETY TEMAT BADAWCZY

Tematem rozprawy doktorskiej jest wplyw kwasu dokozahexaenowego (DHA) oraz
eikozapentaenowego (EPA) na wybrane parametry metabolizmu mitochondrialnego  astrocytéw
izolowanych z kory MoOzZgowe] szezurdw, Procedury pozyskania materialu do badas zostaly
zaakceptowane przez lokalng komisj¢ etyczna do spraw dogwiadczes na zwierzetach (uchwala nr 59
LB680/2013).

Za podjeciem przez Doktoranta powyzszej tematyki badan przemawia znaczacy ogolnoswiatowy
wzrost zapadalnosci na choroby neurozwyrodnieniowe, w tym chorobe Alzheimera. chorobe Parkinsona i
stwardnienie zanikowe boczne (ALS). Zwiazane jest to z wzrastajgcym odsetkiem oséb w wicku powyzej
60 roku zycia. Prognozy wskazuja, iz w Europie i Stanach Zjednoczonych Ameryki Péinocnej w 2030
roku okoto 25% populacji stanowic beda osoby 60+, a ogdlnoswiatowe, roczne wydatki zwigzane z
terapig oraz opiekg nad osobami cierpigeymi na choroby neurozwyrodnieniowe przekroczy 2 biliony
dolarow. W zwiazku z powyzszym, badania zwigzane z diagnostyka choréb neurozwyrodnieniowych,
leczeniem farmakologicznym oraz zmniejszaniem zapadalnosci wydaja sig¢ kluczowe w oslabieniu tego
ogolno$wiatowego trendu. Glownym czynnikiem stymulujgcym rozwdj choréb neurozwyrodnieniowych,
oprocz obcigzenia genetycznego, jest akumulacja uszkodzen oksydacyjnych w obrebie osrodkowego
ukfadu nerwowego (OUN). Uszkodzenia oksydacyjne zwigzane sa z zaburzeniami szeregu aspektow
metabolizmu mitochondrialnego. Nalezg do nich procesy takie jak podzial i fuzja sieci mitochondrialnej,
kontrola mitofagii czy tez zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondrialnego lancucha oddechowego.
Kazdy z powyzszych proceséw jest skladowg zjawiska dysfunkeji mitochondricw prowadzgcej do
obnizenia tempa produkcji ATP i zwigkszenia emisji reaktywnych form tlenu azotu, wywolujgeych
uszkodzenia oksydacyjne bialek, lipidéw oraz materialu genetyeznego zaréwno w obrebie samych

mitochondriow jak i ich komérek macierzystych,

Kluczowa role w zapewnieniu odpowiedniego $rodowiska funkcjonowania neurondw pelnig
astrocyty. Stanowig one najliczniejszg populacje komorek OUN. Biorg udzial w procesach takich jak
formowanie i zanikanie synaps, dostarczanie substratow energetycznych okolicznym komérkom
nerwowym, metabolizm neurotransmiteréw, a takze ochronie antyoksydacyjnej w obrebie QUN.
Zwazywszy na istotna role prawidlowej funkcji mitochondriéw w zachowaniu niskiego poziomu
uszkodzefi oksydacyjnych w OQUN. niezbednym jawi si¢ poszukiwanie czynnikéw zdolnych do
powstrzymania postepujacej dysfunkeji mitochondriéw komérek mozgowych. Szereg badan klinicznych
wskazuje na ochronne dziatanie suplementacji dlugolancuchowymi kwasami n-3 (LC-PUFA n-3, kwas
eikozapentaenowy EPA i dokozahexaenowy DHA) w poczgtkowych stadiach choroby Alzheimera i
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demencji zwigzanej z wiekiem. Oprécz istotnego udziatuy w wylapywaniu wolnych rodnikow. zapewniaja
one prawidiowa plynnos¢ blon biologicznych. Dlatego tez celem recenzowanej pracy doktorskiej bylo
zbadanie wplywu kwasu EPA i DHA na przezywalnosé oraz wybrane aspekty czynno$ci mitochondriow
astrocytow izolowanych z kory mézgu szczura, W zwiazku z powyzszym, tematyka podjeta przez
Doktoranta jawi si¢ jako bardzo aktualna, wychodzgca naprzeciw spodziewanym problemom ktére
dotyka¢  bedg przyszle spoleczenstwa, wpisujaca  si¢  w  ogélng tendencje  stosowania

niefarmakologicznych terapii choréb cywilizacyjnych.
ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIE)

Rozprawa zawarta jest na 124 stronach, zawieraj acych obszerny wykaz stosowanych skrétow, Spis
tresci. wstgp, cel badan, opis uzytych materialow. metodyke pozyskania materiatu oraz oznaczen
biochemicznych, wyniki, podsumowanie wynikow i dyskusje. streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, spis rycin i tabel oraz bibliografie liczacg az 347 pozycji. Stanowceza wiekszos¢ pozycji
zawartych w bibliografii zostala opublikowana po roku 2015. Praca posiada typowa strukture

monografii. Zostala przygotowana w sposab staranny i opatrzona rycinami o wysokiej jakosci.

We wstepie rozprawy Doktorant w syntetyczny sposob przedstawil role astrocytéw w
prawidtowym funkcjonowaniu OUN. W szczegolnosel skupit si¢ na udziale astrocytéw w tworzeniu
bariery krew-moézg. utrzymaniu homeostazy jonowo-metabolicznej, istotnej funkeji w ochronie przed
nadmierng akumulacja glutaminianu i metabolizmie kwasu y-aminomastowego (GABA). W kolejnych
podrozdzialach Autor w szczegdlowy sposéb omawia funkeje antyoksydacyjng astrocytow, w tym
znaczenie czynnika Nrf2 w regulacji odpowiedzi antyoksydacyjnej, astrocytarnego metabolizmu
glutationu (GSH) i zwigzanych z nim enzyméw oraz roli udziatu oksydaz NADPH i mitochondriow w
emisji wolnych rodnikéw. Autor plynnie przechodzi do oméwienia bioenergetyki astrocytow, skupiajac
si¢ na szczegdlnych aspektach metabolizmu tej grupy komorek OUN, jakim jest przewaga procesu
glikolizy and fosforylacjq oksydacyjna, zapewniajgcg wigksza odporno$é na niedotlenienie tkankowe oraz
udzial astrocytéw w metabolizmie glikogenu i kwasu mlekowego. W dalszych czesciach wstepu, Autor
skupia si¢ na aspektach metabolizmu astrocytow bezposrednio zwigzanych z tematem pracy, czyli
czynnoscig mitochondriow ze szczegdlnym naciskiem na dynamike tworzenia i rozpadu sieci
mitochondrialnej (fission/fussion), p-oksydacji kwasow tluszezowych, mitochondrialnych Zrédtach
wolnych rodnikéw i udzialu w tym procesie lancucha transportu elektronéw (ETC). Jednym z
ciekawszych - zdaniem recenzenta - tematéw opisanych w tej czgsci rozprawy jest charakterystyka blon
mitochondrialnych i znaczenia kardiolipiny — fosfolipidu mitochondrialnego, warunkujgcego prawidlowa
morfologie i funkcje wewngtrznej blony mitochondrialnej i wystepujacego w niej taricucha oddechowego.
Zwienczeniem wstepu pracy jest analiza znaczenia kwaséw EPA i DHA dla prawidlowej czynnosci

komérek OUN. Zdaniem Recenzenta, wstep do pracy doktorskiej w wyczerpujgey sposib opisuje
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specyficzne aspekty metabolizmu energetycznego astrocytow i plynnie wprowadza czytelnika w podjety
tematyke badawcza. Elementy zwigzane bezposrednio z tematem pracy sg omdwione w sposob
szczegolowy. Pragne jednak zaznaczy¢. iz co prawda niektdre kluczowe zagadnienia, takie jak wszystkie
aspekty metabolizmu energetycznego astrocytow stanowily konieczny element wstepu, to jednak czesé
tematow mogla by¢ opisana w sposob bardziej skrétowy (np. metabolizm glutaminianu i glutaminy),

gdyz nie znajduje bezposredniego odzwierciedlenia w celach pracy i przeprowadzonych eksperymentach.

Cel podjecia badan. stanowigcy kolejny rozdzial doktoratu, sformulowany jest w sposob
naturalnie wyplywajacy z informacji zawartych we wstepie. Cel glowny — czyli analiza wplywu kwaséw
DHA 1 EPA na przezywalnos¢ astrocytow i wybrane aspekty metabolizmu mitochondriéw - podzielony
jest na szereg celow szezegolowych, do kitdrych nalezg analiza wplywu DHA i EPA na morfologie sieci
mitochondrialnej, potencjal mitochondrialny ym, produkeje reaktywnych form tlenu i azotu, zawartosc
ATP, kardiolipiny oraz aktywacje procesu apoptozy. Przedstawione przez Autora cele szczegolowe

+

zostaly w pelni zrealizowane w trakeie realizacji badan i zaden z nich nie zostal pominiety.

Rozdzial Materialy zawiera szczegolowy wykaz odezynnikéw, zrédio ich pochodzenia a takze
sklad uzytych w doswiadczeniach buforow i roztworow. Zawarcie w rozprawie tak szezegdlowego opisu
wykorzystanych odczynnikéw jest rzadko spotykane i zastuguje na pochwale. Swiadezy takze o

starannym i przemyslanym przygotowaniu tej czgdci pracy oraz znajomosci zastosowanej metodyki.

Rozdzial Metodyka zawiera wyczerpujacy opis doswiadezen umozliwiajacy powtdrzenie
przeprowadzonych eksperymentow. W rozprawie doktorskiej Autor zastosowal nowoczesng metodyke,
opartg miedzy innymi o sondy fluorescencyjne (np. JC-10, MitoTracker Red CMXRos, H.DCF, NAQ),
cytometri¢ przeplywowa, mikroskopie fluorescencyjng, chromatografie gazowo-cieczowg czy tez
bardziej tradycyjne metody takie jak Western Blot. Poszczegdlne podrozdzialy opisujgce sposdb
przeprowadzenia dodwiadczen zawierajg zwigzly opis mechanizméw biochemicznych na ktérych bazujg
poszczegblne oznaczenia. Ulatwia to oceng dobrania zastosowanej metodyki do postawionych przez
Autora celow pracy. Takze czeé¢ opisujaca uzyskanie materialu badawezego jakim byly hodowle in vitro
astrocytow izolowanych z kory mozgu oseskow szczurzych opisano w sposob szczegdlowy i
umozliwiajgcy powtdrzenie samego procesu. Na przeprowadzenie dodwiadczen z udzialem zwierzat
laboratoryjnych stosowne pozwolenie wydane przez Lokalng Komisje Bioetyczng., Podsumowujgc.
metodologia badawcza zastosowana w recenzowane]j rozprawie zapewnila uzyskanie danych o wysokiej

jakosei.

W rozdziale Wyniki Doktorant szczegélowo opisuje rezultaty poszezegolnych eksperymentow.
dokonujac ciekawych obserwacji odnoénie roznic w odzialywaniu kwasow EPA i DHA zaréwno na
astrocyty w hodowli jak i wybrane parametry metabolizmu mitochondrialnego. Doktorant zaobserwowal
znaczaca inkorporacje EPA 1 DHA do lipidow blon mitochondrialnych, zwigkszenie Zywotnodci
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astrocytow oraz obnizenie emisji reaktywnych zwigzkow tlenu (ROS) i azotu (RNS) w hodowlach
niestymulowanych lub stymulowanych H:0: i czynnikiem rozprzegajacym mitochondrialny fancuch
oddechowy (CCCP). W powyzszych eksperymentach oba kwasy n-3 w podobny. dawkozalezny sposob
korzystnie wplywaly na zywotnos¢ astrocytow oraz redukeje emisji ROS i RNS. Kolejne eksperymenty
bezposrednio badajace metabolizm mitochondrialny astrocytow wykazaly istotnie rozne efekty EPA i
DHA na zachowanie potencjalu mitochondrialnego wm w warunkach hodowli stymulujacych metabolizm
olikolityczny (glukoza) lub fosforylacje oksydacyjna (galaktoza)., takze w obecnosci zwigzku
rozprzegajacego CCCP, EPA i DHA wykazywaly takze odmienne dzialanie na zachowanie potencjalu
ym calej sieci mitochondrialnej w astrocytach, wizualizowanej z uzyciem sondy MitoTracker Red
CMXRos, Co interesujgce. pomimo korzystnych efektéw obydwu kwaséw na polaryzacje
mitochondriéw. Autor nie =zaobserwowal wzrostu zawartosci ATP w  komorkach zaréwno
niestymulowanych jak i po stymulacji zwigzkiem rozprzegajacym CCCP. Kolejne doswiadczenia
uwidocznily réznice pomiedzy obydwoma kwasami n-3 na aktywacje procesu apoptozy oraz zawartosc

kardiolipiny w mitochondriach.

Kolejny rozdzial pracy doktorskiej zawiera podsumowanie wynikow oraz dyskusje. Omowienie
uzyskanych wynikow zostalo przeprowadzone w sposob bardzo zwigzly. Autor poruszyl i odpowiednio
zinterpretowal najbardziej kluczowe dane eksperymentalne, takie jak prawdopodobna przyczyna
obserwowanych roznic we wplywie EPA i DHA na potencjal mitochondrialny, zawartos¢ kardiolipiny
czy wykorzystania glukozy 1 galaktozy jako substratu energetycznego. Rozprawa nie zawiera
podrozdziatu wnioski. Jednakze ich role moze pelni¢ podsumowanie wynikoéw rozpoczynajgce dyskusje.
[nformacje zawarte w podsumowaniu pozwalajg stwierdzi¢, ze wszystkie sformulowane uprzednio cele

zostaly zrealizowane, Do najciekawszych obserwacji zawartych w podsumowaniu zaliczy¢ mozna:

1) Korzystniejszy wplywu EPA w poréwnaniu do DHA na zachowanie potencjatu

mitochondrialnego astrocytéw w warunkach rozprzegniecia ETC przez CCCP.

2) Skuteczniejsze hamowanie emisji ROS i RNS przez EPA w porownaniu do DHA w warunkach

rozprzegniecia ETC w mitochondriach astrocytow.

3) Podwyzszenie poziomu polaryzacji sieci mitochondrialnej astrocytow przez EPA w stosunku

do DHA po rozprzegnieciu ETC z uzyciem CCCP.

4) Spadku liczby apoptotycznych astrocytdw oraz hamowanie procesu apoptozy wyznaczone]

stosunkiem Bax/Bcl-2 w stopniu wyzszym przez EPA niz DHA.

Obserwacje te uzna¢ mozna za oryginalne osiggniecie Autora, wnoszgce istotny wklad w poznanie

mechanizmow korzystnego dzialania EPA i DHA na funkcjonowanie osrodkowego ukladu nerwowego.

-
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UWAGI I KOMENTARZE

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej Autor dokonal kluczowej obserwacji jaka jest
wykazanie roznic w wplywie EPA i DHA na wybrane parametry metabolizmu mitochondrialnego.
Otrzymane dane podkre$laja istotnos¢ poszezegolnych kwasow thuszezowyeh z grupy n-3. a takze ich
7rodel pokarmowych na zachowanie prawidlowej funkeji komoérek odrodkowego ukladu nerwowego i
zmnigjszenie uszkodzen oksydacyjnych w obrgbie OUN. Interesujgeym kierunkiem dalszych badan moze
by¢ analiza wplywu Zrodla kwaséw n-3 réznigeego sie stosunkiem EPA i DHA na funkcjonowanie
mitochondriéw w izolowanych astrocytach in-vitro lub zastosowanie podobnego modelu w badaniu
czynnoscei poznawezych w zwierzgeym modelu choréb neurozwyrodnieniowych. Z obowiazku recenzenta
cheiatbym wymieni¢ kilka uwag odnosnie recenzowanej Rozprawy, ktére w zadnym stopniu nie

pomniejszaja jej waloréw jakosciowych.

1) Metodyka dotyczaca analizy skladu kwasow tluszezowych blon mitochondrialnych z uzyciem
chromatografii gazowo-cieczowej zawiera niescislosci. Wedlug opisu z rozdziatu Metody. lipidy
ekstrahowano metoda Folch’a. Nastepnie separowano W fazie ruchomej n-heptan/eter
diizopropylowy/kwas octowy (60:40:3) po uprzedniej transmetylacji kwasow tluszczowych z uzyciem
tréjfluorku boru (BFs). Powstale estry metylowe kwasow tluszczowych analizowano z pomocy
chromatografu gazowo-cieczowego Clarus 500 z detekcja plomieniowo-jonizacyjna (GC/FID). W
rozdziale wyniki w opisie skladu kwasow thuszezowych wymieniono natomiast chromatografi¢
gazowa z detekcjg oparta o spektroskopie mas (GC/MS). W pracy oryginalnej zawierajgcej czgsc
danych eksperymentalnych (Stulezewski, Dawid et al. “EPA stronger than DHA increases the
mitochondrial membrane potential and cardiolipin levels but does not change the ATP level in
astrocytes.” Experimental Cell Research vol. 424.1 (2023): 113491) podano tabelaryczne zestawienie
wynikow bez odniesienia do metodyki ich oznaczania. Zdaniem Recenzenta wymieniona w metodyce
mieszanina separacyjna ma zastosowanie w chromatografii cienkowarstwowej (TLC) jako faza
ruchoma do rtozdzialu ekstraktow lipidowych na poszezegbine klasy (fosfolipidy (PLs).
triacyloglicerole (TAG), estry cholesterolu (CE) i niezestryfikowane kwasy tluszezowe (NEFA), a nie
do separacji estrow metylowych kwaséw tluszczowych powstatych w wyniku transmetylacji z
uzyciem BF3 (Glaser, Claudia et al. “High-throughput analysis of fatty acid composition of plasma
glycerophospholipids.” Journal of lipid research vol. 51.1 (2010): 216-21.) Metodyka wykorzystania

GC wymaga zatem uscislenia.

2) W opisic wplywu DHA i EPA na sklad kwasow ttuszezowych bton mitochondrialnych zawartym w
wynikach i podsumowaniu Autor uzywa okredlenia zawartosé. Jednakze wyniki wyraznie wskazujg,
ze badany byl udzial procentowy poszczegdlnych kwasow w calosci lipidow ekstrahowanych z blon

mitochondrialnych i poddanych nastgpnie transmetylacji. W tym wypadku nie mozna uzywac
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stwierdzen. ze zawartos¢ danego kwasu zwickszyta lub zmniejszyla sie. a jedynie, ze zmienil si¢ jego

udzial procentowy w ogélnej puli kwasow tluszczowych

3) Dyskusja nie zawiera omowienia i interpretacji cz¢scei bardzo cickawych wynikow jakimi sa réznice
pomigdzy EPA 1 DHA w aktywacji procesu apoptozy i regulacji zwigzanych z nim bialek. Ta

interesujaca obserwacja zastuguje na komentarz ze strony Autora.

UWAGI KONCOWE

Podsumowujgc. uwazam. ze przedstawiona mi do recenzji Rozprawa Doktorska mgr Dawida
Stulczewskiego pt. ..Dzialanie kwasu dokozaheksaenowego i eikozapentacnowego na czynnosd
mitochondriow i1 przezywalnosé astroeytow™ jest pracg wartosciowg pod wzgledem naukowym, wnoszaca
nowe elementy poznawcze i praktyczne oraz potwierdza umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Jednoczesnie stwierdzam, iz Rozprawa spelnia wszystkie wymagania wyszczegolnione w art.
187 ust. 1 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021r., poz.
478 z pdzn. zm.) i moze by¢ skierowana do publicznej obrony. Dlatego tez mam zaszczytl przedlozy¢
Radzie Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w bLodzi pozytywna ocen¢ Rozprawy wraz z

wnioskiem o dopuszczenie mgr Dawida Stulczewskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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