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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ PANI ANITY LEWCZUK

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani Anity Lewczuk zostata wykonana w
Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego w Warszawie pod
kierunkiem prof. Barbary Zabtockiej i dr Matgorzaty Beresewicz-Haller. Wyniki zaprezentowane w
rozprawie zostaty juz opublikowane w dwéch artykutach oryginalnych, w ktérych doktorantka jest
pierwszg autorka.

Badania projektu doktorskiego dotyczyty udziatu czynnika transkrypcyjnego NRF2 w
mechanizmch naturalnej neuroprotekcji w udarze niedokrwienno-reperfuzyjnym w podregionach
hipokampa. Wybdér tematu zostat przekonujgco uzasadniony. Czynnik NRF2 jest znanym,
powszechnie wystepujgcym regulatorem gendéw zaangazowanych w procesy antyoksydacji,
detoksykacji i przeciwzapalne w réznych komérkach organizmu. W mdzgu, gdzie wystepuje zaréwno
w neuronach, jak i komérkach glejowych, chroni przed neurodegeneracjg i skutkami udaru, dlatego
farmakologiczna modyfikacja jego aktywnosci jest brana pod uwage jako obiecujgcy element terapii
w stanach patologicznych. Cele pracy zostaty jasno postawione. Byto to po pierwsze wykazanie, ze
aktywacja NRF2 jest elementem naturalnej neuroprotekcji w hipokampie, a po drugie identyfikacja
genéw docelowych dla NRF2 aktywowanych w hipokampie w odpowiedzi na stres niedokrwienno-
reperfuzyjny (I/R).

W pierwszej czesci pracy poréwnano aktywnosé NRF2 w podregionach hipokampa odpornych
(CA2-3/DG) i wrazliwych (pole CA1) na stres oraz zbadano petng dynamike odpowiedzi obejmujgca
okres od kilku minut do kilku dni po wywotaniu przejsciowego niedokrwienia. Uzyskane wyniki s3g
bardzo wartosciowe, jezeli chodzi o aspekt poznawczy. Doktorantka zaobserwowata m. In., ze poziom
czynnika NRF2 we frakcji jgdrowej jest naturalnie wyzszy w rejonach hipokampa odpornych na stres

I/R, zgodnie z postawiong hipotezg, i dodatkowo rosnie kilka dni po zadziataniu stresu. Szczegdlnie
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cenne byto funkcjonalne udowodnienie, ze regionom wrazliwym na stres mozna nada¢ odpornosc
farmakologicznie aktywujac czynnik NRF2 sulforafanem, podawanym réwnolegle do bodzca
stresowego lub do 30 minut po zadziataniu stresu. Warto$¢ tych wynikéw podnosi dodatkowo
zastosowanie dwdch modeli badawczych: uszkodzenia ekscytotoksycznego w hodowlach
organotypowych hipokampa izolowanego ze szczurzych oseskow oraz krotkotrwatego niedokrwienia
mozgu u suwaka mongolskiego. W Dyskusji Autorka zwrdcita uwage, ze ,prezentowane wyniki
wskazujg na mozliwos¢ (...) uzyskania efektu ochronnego nawet po zadziataniu bodica I/R. Jest to
niezwykle wazne w kontekscie pacjentéw po epizodach niedokrwiennych (...) do ktérych pomoc
zwykle dociera po kilku godzinach od wystgpienia pierwszych objawéw”. Poniewaz jest to faktycznie
wazny aspekt badan, ciekawa jestem, jak Autorka interpretuje fakt, ze w hodowlach organotypowych
przy opodznieniu podania sulforafanu wiekszym niz 30 minut nie wystepuje juz efekt
neuroprotekcyjny, podczas gdy naturalna aktywacja NRF2 w modelu in vivo nastepuje dopiero dwa
dni po udarze. Czy mozliwe jest, ze dynamika aktywacji NRF2 w hodowlach organotypowych jest inna
niz in vivo po stresie I/R? Czy w przypadku modelu in vivo nie bytoby warto podjgé¢ probe ochrony
neuronéw podajac sulforafan z wiekszym opdznieniem?

W drugiej czesci pracy doktorantka weryfikowata zaleznos¢ od NRF2 ekspresji kilkunastu
wytypowanych gendéw w hipokampie w odpowiedzi na stres I/R. Wytypowane geny sg potencjalnie
interesujgce z punktu widzenia rozwoju terapii neuroprotekcyjnych, jednak nie zostatam
przerkonana, ze sg to faktycznie geny docelowe dla NRF2. Po pierwsze poziom ekspresji wiekszosci z
nich byt wyzszy w czesci hipokampa z niskg aktywnoscig NRF2, po drugie kierunek i dynamika zmian
poziomu ekspresji po wywotaniu niedokrwienia naogét nie zgadzata sie z dynamikg zmian poziomu
NRF2: ekspresja Stc2 byta podwyzszona w punkcie 24 h a ekspresja Aifm2, i Camk1 i Gpc1 w punkcie
96 h, podczas gdy wzrost NRF2 nastepowat w 48 h; ekspresja 10 gendw nie zmienita sie lub zostata
zahamowana; jedynie zmiany ekspresji Brip1 Tdo2 podazaty za zmianami NRF2. Ponadto nie moge sie
zgodzi¢, ze samo wystgpienie korelacji ,pozwala na zakwalifikowanie wymienionych gendw (...) do
sciezek indukowanych przez NRF2 w odpowiedzi na stres” (punkt 7 Podsumowania), i nie moge sie
zgodzié, ze przy braku wzrostu poziomu mRNA wzrost poziomu biatka (przypadek genu Fzd7) pozwala
na uznanie genu za indukowany przez NRF2 (str.85). Uwazam wiec wnioski, ze ,mechanizm

’

neuroprotekcyjny dziatania NRF2 opiera sie o aktywacje duzej grupy gendw..” i ze wyniki te
»pozwolity na wytonienie i poszerzenie wiedzy na temat udziatu gendw regulowanych prez NRF2 w
naturalnych mechanizmach obronnych mézgu” za zdecydowanie zbyt mocno sformutowane.

Jezeli chodzi o samg rozprawe, ma ona forme tradycyjng i opatrzona jest obszerng
bibliografig (267 pozycji). Napisana jest jasnym i dobrym jezykiem, ma logiczng i jasng strukture.

Wstep jest dosy¢ krétki (10 stron), co samo w sobie nie jest wadg, a moze nawet jest zaletg,

bo nie zostat przetadowany nieistotnymi szczegétami. Zakres merytoryczny Wstepu zostat dobrze
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dobrany, jednak w mojej ocenie zabrakio pogtebienia niektorych aspektéw. Na przyktad w
rozdziatach ,Procesy komdrkowe aktywowane w wyniku niedokrwienia i reperfuzji” i ,,Endogenna
neuroprotekcja” Autorka ignoruje fakt, ze w mdzgu poza neuronami wystepujg réznego rodzaju
komorki, i szczegdlnie astrocyty majg duzy udziat w neuroprotekcji. Ta kwestia jest istotna dla
interpretacji wynikow, poniewaz czynnik NRF2 jest aktywny nie tylko w neuronach a sulforafan
podany dootrzewnowo dziata tez na inne komérki. To co mi sie natomiast podobato, to identyfikacja
w kazdym rozdziale obszarow niewystarczajgco jeszcze zbadanych.

W sporo diuzszej Dyskusji (20 stron) Autorka swobodnie wyjasnita interpretacje i znaczenie
wynikéw na tle dotychczasowej wiedzy. Uwazam, ze niepotrzebnie az 30% tekstu poswiecita
szczegétowemu omoéwieniu  zidentyfikowanych potencjalnych  neuroprotekcyjnych  gendéw
docelowych dla NRF2 w hipokampie, poniewaz na tym etapie badan, jak wspomniatam wyzej, ich
udziat w neuroprotekcji zaleznej of NRF2 jest niepewny.

Mam kilka uwag do opisu metod i prezentacji wynikdw na rycinach. Z protokotéw w
Materiatach i Metodach nie zrozumiatam, w jaki sposdb mierzono immunoreaktywnos¢ oraz jak
obliczano relatywng ekspresje gendw (informacja, ze do obliczen uzyto cyklu granicznego nie jest
wystarczajgca). Osie Y na wykresach zostaty opisane nieprecyzyjnie: ,NRF2 % CA1”, ,NRF2 % THOC"
itd. (ryc. 7-9); ,fluorescencja jodku propidyny %” (ryc. 10 — w opisie pod figurg jest mowa o liczbie
pikseli a nie %); ,sredni wzrost ekspresji” (ryc. 13 — tu chyba nie chodzi o wzrost tylko o poziom);
»poziom ekspresji mRNA” (ryc. 1717, 19, 20, 21, 22 — co oznaczajy wartosci na osi Y?), ,poziom
immunonoreaktywnosci” (ryc. 18-22 — co to za jednostki?); a na ryc. 15 i 16 osie Y w ogodle nie zostaty
opisane. Pozytywnie natomiast oceniam doktadno$¢ w opisaniu odczynnikdw uzytych do badan
(numery katalogowe), przeciwciat (numery katalogowe i zastosowane rozcienczenia) oraz starterow
(numery dostepu dla gendéw, sekwencje i wielkosci produktéow). Chce jednak na koniec chce
podkreslié, ze powyisze niedociggniecia nie zmieniajg mojej wysokiej oceny metodyki pracy.
Szczegédlnie doceniam wysitek wiozony w dobranie gendéw referencyjnych do analiz qRT-PCR, gdzie
zanalizowano stabilnos¢ ekspresji az 7 potencjalnych gendw referencyjnych w badanych regionach
hipokampa.

Podsumowujac, przeprowadzone badania nalezg do jednego z wazniejszych obecnie nurtow
W neurobiologii poznawczej i aplikacyjnej, mianowicie badarnn nad naturalng neuroprotekcjg i
mozliwos$cig wykorzystania naturalnych mechanizmdéw w prewencji i leczeniu skutkéw udardéw.
Jestem przekonana, ze praca Pani Anity Lewczuk pogtebita wiedze na ten temat. Stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa speftnia ustawowe warunki stawiane pracom doktorskim i
stawiam wniosek do Rady Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego w Warszawie o dopuszczenie Pani Anity Lewczuk do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Podpisany elektronicznie przez
arta Wisniewska; Uniwersytet Warszaw. 3
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