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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Zawadzkiej zatytutowane;j:

"Wplyw aktywacji uktadu odpornosciowego matki we wczesnej ciqzy na funkcje i strukture

mitochondriéow w mézgu potomstwa w zwierzecym modelu zaburzen ze spektrum autyzmu”

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Aleksandry Zawadzkiej wykonana pod
kierunkiem Promotora Pani prof. dr hab. Agaty Adamczyk oraz Promotora pomocniczego Pani
dr Magdaleny Cieslik bardzo dobrze wpisuje sie w aktualny nurt badan dotyczacych patogenezy
zaburzert neurorozwojowych. Biorgc pod uwage kluczowe znaczenie wydajnosci mitochondriow dla
prawidtowego funkcjonowania mdzgu nie tylko w zyciu ptodowym, ale i w pézniejszych etapach
rozwoju, celem badari mgr Zawadzkiej byta weryfikacja hipotezy, iz w zaburzeniach ze spektrum
autyzmu wywotanych aktywacja uktadu odpornosciowego matki we wczesnej cigzy dochodzi do
nieprawidtowoéci w funkcjonowaniu mitochondriéw i zaburzen metabolizmu energetycznego
w médzgu.

Uktad przediozonej rozprawy doktorskiej jest typowy dla prac doswiadczalnych. Rozprawa
zawiera 195'stron, 54 ryciny oraz 7 tabel. Zasadniczg czes$¢ pracy stanowig typowe rozdziaty jak Wstep,
Zatozenia i cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz Spis piémiennictwa. Kluczowe
rozdzialy poprzedza spis tresci, a takze wykaz rycin i tabel. Praca zawiera takze Streszczenie (po polsku
i po angielsku), alfabetyczny wykaz stosowanych skrétdéw oraz ujeta w trzech punktach Innowacyjnos¢
rozprawy. Uktad pracy doktorskiej jest przejrzysty, a praca jest starannie przygotowana zarowno pod
wzgledem merytorycznym, jak i graficznym czy jezykowym. Na uwage zastuguje réwniez bardzo bogata
bibliografia obejmujgca 431 pozycji literaturowych.



Napisany w przystepny i klarowny sposéb Wstep stanowi obszerne wprowadzenie w tematyke
pracy stanowigc jednoczesénie uzasadnienie hipotezy badawczej i realizowanych przez Autorke celéw.
Przedmiotem pierwszego rozdziatu Wstepu jest charakterystyka zaburzer ze spektrum autyzmu (ASD).
W kolejnych podrozdziatach zostat przedstawiony ogélny obraz kliniczny zaburzer, a takze najnowsze
informacje dotyczace diagnostyki i klasyfikacji tego schorzenia. Opisujgc epidemiologie zaburzen ze
spektrum autyzmu, Autorka zwrdcita uwage na znaczny wzrost liczby os6b z diagnozg ASD w ciggu
ostatnich lat, a takze na istnienie tak zwanego kobiecego fenotypu autyzmu. Podrozdziat dotyczacy
etiologii autyzmu podkresla wieloczynnikowy charakter rozwoju tego schorzenia, w ktérym odgrywaja
rolg zaréwno czynniki genetyczne, jak i Srodowiskowe, w tym aktywacji uktadu odpornoéciowego matki
(MIA) w odpowiedzi na infekcje bakteryjne lub wirusowe na wczesnych etapach cigzy. We Wstepie
zostaty tez opisane rézne rodzaje zwierzecych modeli autyzmu, ze szczegdlnym uwzglednieniem
modeli MIA.

Kolejny rozdziat Wstepu zostat poswiecony funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego w cigzy.
Rozdziat ten zawiera obszerny opis roli cytokin zaréwno w rozwoju i utrzymaniu cigzy, jak i w trakcie
infekcji. Opis mechanizmu dziatania cytokin prozapalnych, m.in. IL-6, II-1B i TNF-a, zostat wzbogacony
pogladowymi rycinami. Autorka porusza takze zagadnienia zwigzane z rolg mikrogleju oraz stresu
oksydacyjnego w rozwoju zaburzen ze spektrum autyzmu.

Ostatni rozdziat Wstepu dotyczy roli, jaka petnig mitochondria w os$rodkowym uktadzie
nerwowym. Opisany zostat udziat tych organelli w generacji wolnych rodnikéw tlenowych. Osobne
podrozdziaty dotyczg dynamiki, a takze mitofagii i biogenezy mitochondriéw. Zamkniecie Wstepu
stanowi opis potencjalnego zwigzku mitochondriéw z rozwojem zaburzenh ze spektrum autyzmu.
Autorka, wskazujac na zwigzki pomiedzy zaburzeniami mitochondrialnymi a autyzmem, zwrdcita takze
uwage na brak dostepnych danych dotyczgcych funkcjonowania mitochondriéw w mézgu potomstwa
matek narazonych na infekcje w cigzy.

Kolejng cze$¢ rozprawy stanowig Zatozenia i cel pracy. Autorka, kierujgc sie przestankami
przedstawionymi we Wstepie rozprawy, przedstawita szczegétowe cele podjetych przez siebie badan.
Obejmowaty one zbadanie wptywu aktywacji uktadu odpornos$ciowego matki we wczesnej cigzy na (1)
strukture i funkcjonowanie mitochondridéw oraz (2) procesy prozapalne i markery stresu oksydacyjnego
w mobzgu oseskéw oraz miodych zwierzat, a takze na (3) wystepowanie zwigzanych z autyzmem
zachowan.

Metody badawcze zastosowane przez Autorke przy realizacji postawionych sobie celow zostaty
przedstawione w klarowny sposéb. W rozdziale Materiaty i metody Doktorantka opisuje zwierzeta
doswiadczalne oraz zastosowany model aktywacji uktadu odpornosciowego matki wywotywany
poprzez jednorazowe dootrzewnowe podanie lipopolisacharydu w 9,5 dniu cigzy. Nastepnie
scharakteryzowana jest procedura izolacji mitochondridw, analiza poziomu ekspresji gendw, a takze
metody spektrofotometryczne, immunochemiczne, spektrofluorymetryczne, luminescencyjne oraz
mikroskopowe. Opisane zostaty takze zastosowane w badaniach testy behawioralne. Szczeg6towych
informacji dostarczajg zataczone tabele przedstawiajace m.in. wykorzystywane sondy TagMan, sktady
bufordw, czy warunki reakcyjne dla badanych biatek.

Wyniki zostaty przedstawione w usystematyzowany sposéb w 10 podrozdziatach. Rezultaty
badan molekularnych dotyczyty kolejno tkanki ptodowej, m6zgu oseskéw oraz kory mézgu i hipokampa
mtodych zwierzat. Osobny opis stanowity wyniki badan behawioralnych wykonywanych na oseskach
oraz mfodych zwierzetach. Uzyskane wyniki zostaty w przejrzysty sposéb przedstawione na 45 rycinach
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opatrzonych czytelnymi legendami. Kazdy z podrozdziatow zawiera zwigzte podsumowanie
i interpretacje uzyskanych wynikéw.

Badania tkanki ptodowej z grupy MIA wykazaty wzrost ekspresji genéw dla kluczowych cytokin
prozapalnych, a takze poziomu biatka bedacego markerem mikrogleju. Koleje badania dotyczace oceny
stresu oksydacyjnego wskazaty na zwiekszong generacje reaktywnych form tlenu (RFT). Co istotne,
aktywacja ukfadu odpornosciowego matki powodowata wzrost aktywnosci oksydazy NADPH
i zwiekszong ekspresje genu dla izoformy NOX2. Analiza funkcji mitochondriéw w tkance ptodowej
wykazata znaczacy spadek mitochondrialnego potencjatu btonowego (AWm) oraz poziomu ATP.
Podsumowujgc uzyskane wyniki, Autorka wskazata, ze zalezny od MIA rozwdj proceséw prozapalnych
oraz aktywacja oksydazy NADPH i uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowego mogg byc
odpowiedzialne za uszkodzenia mitochondriéw juz w czasie zycia ptodowego.

Kolejne badania wykazaty, ze réwniez w mézgu 7-dniowych oseskéw z grupy MIA dochodzi do
wzrostu ekspresji cytokin prozapalnych, wzrostu aktywnosci oksydazy NADPH oraz podwyzszenia
poziomu RFT. Odnotowanym zmianom mitochondrialnego potencjatu btonowego oraz spadku
produkcji ATP nie towarzyszyly jednak zaburzenia funkcji taricucha oddechowego. Nie odnotowano
takze wptywu MIA na dynamike, biogeneze oraz autofagie mitochondriéw. Brak zmian w ilosci
mitochondriéw skfonit Autorke do sugestii, ze nieefektywnie funkcjonujagce mitochondria nie sg
usuwane, a wéréd mitochondriéw obecnych w tkance istnieje pula organelli o obnizonym potencjale
btonowym.

Ciekawych wynikéw dostarczyty badania mézgu mtodych zwierzat potomnych. Wykazano, ze
aktywacja uktadu odpornosciowego matki wywotuje zmiany w ekspresji cytokin prozapalnych nie tylko
w tkance ptodowej, czy mézgu oseskow, ale réwniez na pézniejszych etapach zycia potomstwa, a kora
mézgu wydaje sie strukturg bardziej podatng na wptyw MIA niz hipokamp. W korze mdzgu
zaobserwowano takze wzrost ekspresji genu dla cyklooksygenazy-2 i lipoksygenazy oraz aktywacje
mikrogleju. Wykazano takze, ze w mdzgu mtodych zwierzat po prenatalnej ekspozycji na MIA wzrasta
poziom RFT. Zmianom tym towarzyszy spadek ekspresji gendéw zwigzanych z systemem
antyoksydacyjnym oraz wzrost poziomu stresu oksydacyjnego wyrazony spadkiem stosunku
zredukowanej postaci glutationu do jego formy utlenionej. Co istotne wzrost aktywnosci oksydazy
NADPH odnotowano jedynie w hipokampie. Autorka réwniez zaobserwowata, ze w miare dojrzewania
zwierzat z grupy MIA zaburzenia mitochondrialne ulegaja pogtebieniu. U 52-dniowych szczuréw
wykazano nie tylko obnizenie mitochondrialnego potencjatu btonowego oraz spadek poziomu ATP, ale
takze zaburzenie funkcjonowania taricucha transportu elektronéw. Odnotowano réwniez zaburzenia
dynamiki tych organelli z przechyleniem szali w kierunku fragmentacji. Analiza poziomu kluczowych
biatek zaangazowanych w usuwanie dysfunkcyjnych mitochondriéw na drodze autofagii wykazata brak
aktywacji tego procesu w mozgu zwierzat MIA, co jak konkluduje Autorka, w obliczu znacznego
uszkodzenia funkcji mitochondriéw i ich zwiekszonej fragmentacji, moze oznacza¢, ze dochodzi do
akumulacji tych dysfunkcyjnych organelli. Do zmniejszenia puli funkcjonalnych mitochondriéw wydajg
sie réwniez przyczyniaé zaburzenia procesu biogenezy tych organelli. Dane molekularne zostaty
uzupetnione o analize ultrastruktury mitochondridw, ktéra wskazata na liczne zmiany u zwierzat MIA
w stosunku do grupy kontrolnej.

Dodatkowym elementem prowadzonych badan byla ocena zmiany zachowania u oseskéw
i starszych zwierzat. Uzyskane wyniki wskazaty na zaburzenia emisji ultradzwigkéw u oseskéw z grupy



MIA w odpowiedzi na izolacje od matki. U mtodych zwierzat potomnych z grupy MIA réwniez
zidentyfikowano problemy w interakcjach spotecznych.

Autorka, opisujgc innowacyjno$¢ rozprawy, podkreélita, ze przedstawione badania po raz
pierwszy wykazuja, ze aktywacja uktadu odpornosciowego matki w cigzy zaburza funkcjonowanie
mitochondriéw w mézgu potomstwa w sposéb zalezny od etapu rozwoju i struktury mézgu. Za zmiany
te wydaje sie po czesci odpowiadac aktywacja oksydazy NADPH i zwiekszona produkcja anionorodnika
ponadtlenkowego w zyciu ptodowym. Zaburzeniom funkcjonalnym towarzyszg uszkodzenia
ultrastruktury mitochondriow.

Istotng czescig rozprawy jest Dyskusja, w ktdrej Doktorantka niezwykle ptynnie porusza sie
w zagadnieniach zwigzanych z tematyka pracg. Doktorantka nie tylko jasno interpretuje wnioski
wynikajgce z wtasnych badan, ale takze obszernie argumentuje, w jaki sposéb jej badania wpisujg sie
w dotychczasowy stan wiedzy. Spdjna interpretacja wynikdbw w odniesieniu do obszernej bazy
literatury Swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Podsumowanie pracy stanowig zwiezle
sformutowane Whnioski.

Catoksztatt rozprawy doktorskiej oceniam bardzo wysoko. Mam jednak pewne uwagi i pytania,
ktére mimo wszystko nie umniejszajg wartosci pracy.

Szkoda, .ze w przeprowadzonych eksperymentach nie uwzgledniono samic. Sama
Doktorantka zwraca we Wstepie uwage na zagadnienia zwigzane z manifestacjg ASD u pici
zenskiej. Przeprowadzenie eksperymentéw rowniez na samicach dostarczytoby niewatpliwie
cennych informacji, chociazby o ewentualnych czynnikach protekcyjnych. Same zmiany
hormonalnie nie sg wystarczajgcym powodem do wytgczenia samic, tym bardziej ze badania
prowadzone byty na oseskach i dojrzewajgcych zwierzetach. tatwo zresztg ocenié faze cyklu.

Druga uwaga dotyczy samych badan behawioralnych. Brakuje tutaj oceny
powtarzalnych zachowan, ktére sg jednym z kluczowych objawdéw autyzmu.

Szkoda, ze schemat eksperymentu nie pozwolit na korelacje markeréw molekularnych
z nasileniem objawéw behawioralnych ASD. Zaktadajgc zréznicowang reaktywnos¢ zwierzat
(np. USV), takie analizy dostarczytyby cennych informacji.

Nie zostata podana catkowita liczba miotow (zaréwno MIA, jak i kontrolnych), jaka
zostatfa uzyta w prowadzonych eksperymentach. Nie jest tez stwierdzone czy w danym badaniu
byty uwzglednione osobniki z réznych miotow i (jakiej liczby miotdw).

~ Nie jest do konca jasne, do czego odnosi sie liczebnos$¢ grupy opisana jako liczba
eksperymentéw. Czy N jest liczbg osobnikéw uwzglednionych w danym eksperymencie?

Doktorantka mogtaby pokusic¢ sie o zbiorcze zestawienie wynikéw (np. w formie tabeli)
pozwalajgce na przejrzyste poréwnanie charakteru zmian badanych markeréw na réznych
etapach zycia potomstwa MIA.



Podsumowujac, recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Zawadzkiej w petni
realizuje zatozone cele pracy przy pomocy adekwatnych metod badawczych. Na uwage zastuguje nie
tylko szeroki warsztat metodologiczny Doktorantki, ale takize umiejetna analiza, interpretacja
i dyskusja uzyskanych wynikow. Rezultaty przeprowadzonych przez mgr Zawadzka badad wnoszg
istotny wktad w poznanie roli mitochondriéw w przebiegu zaburzen neurorozwojowych zwigzanych
z aktywacjg uktadu immunologicznego w czasie cigzy. Warto podkreslié, ze czes¢ wynikow
przedstawionych w pracy doktorskiej zostata opublikowana w czasopismach o miedzynarodowym
zasiegu, a w jednej z prac Doktorantka jest pierwszym réwnorzednym autorem.

Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani Aleksandry Zawadzkiej zatytutowana , Wptyw aktywacji
uktadu odpornosciowego matki we wczesnej ciqzy na funkcje i strukture mitochondriéw w mézgu
potomstwa w zwierzecym modelu zaburzeri ze spektrum autyzmu” spetnia okreslone ustawowo
warunki stawiane rozprawie doktorskiej. W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Rady Naukowej
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie
o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Zawadzkiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
wszczetego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.
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