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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Wioletty Kazany-Ptuszki
p.t. ,Badania nad mechanizmem dziatania kompleksu peptydowego yolkina
jako potencjalnego nutraceutyku w prewencji i leczeniu zaburzen
towarzyszacych procesom starzenia”

Od zarania dziejow cztowiek poszukuje sposoboéw na przedtuzanie zycia, korzystajgc
z bogatego Zrodta, jakim sg substancje wystepujace w naturze. Szereg zmian
W organizmie cztowieka zachodzgcych wraz z wiekiem ostabia nie tylko zdolnosci
fizyczne, lecz przede wszystkim obniza zdolnosci intelektualne. Cho¢ starzenie organizmu
jest fizjologicznym, wieloetapowym procesem, za$ jego biologiczny poczatek rozpoczyna
sie juz koto 35 roku zycia, sam przebieg zachodzi u kazdego cztowieka w odmienny
sposob. Wiadomym jest, ze oprocz predyspozycji genetycznych, bardzo istotny wptyw
odgrywa wiele czynnikéw, w tym tryb i warunki zycia oraz dieta. Nic dziwnego, ze juz
od wiekéw produkowano i stosowano naturalne sktadniki hamujgce starzenie sie
organizmu, a wraz z rozwojem nauki i metod badawczych, poznawano mechanizmy
poprzez ktére mozliwe jest ostabianie i opdznianie niekorzystnych efektéw starzenia.
Mimo ze natury nie da sie¢ do korica oszuka¢, faktem jest, ze nie tylko granice diugosci
zycia daje sie przesuwac coraz dalej, ale takze jego jako$¢ ulega poprawie. Szczegélne
zainteresowanie budzg substancje, zaliczane do nutraceutykoéw, ktére zwiekszajg ochrone
komérek nerwowych przed chorobami neurodegeneracyjnymi oraz takie, ktore
potencjalnie redukujg uszkodzenia tkanki mézgowej poprzez wzrost nowych neuronéw,
aktywujgc czynniki wzrostu nerwéw w komérkach moézgowych.

W ten obszar poszukiwarn wigczyt sie juz wiele lat temu zespét kierowany przez
Prof. Antoniego Polanowskiego, uznanego na sSwiecie specjaliste w dziedzinie chemii
biatek, zwlaszcza takich, ktére mogg mie¢ zastosowanie w biotechnologii i medycynie.
Jednym z kierunkow badarn zespotu byto wykazanie obecnosci immunomodulujgcych
substancji o niskiej masie czgsteczkowej zwigzanych z immunoglobuling Y (IgY)
pochodzgcych z jaja kurzego. Ponadto wykazano, ze preparaty zottkowe wyizolowane
z jaj réznych gatunkéw ptakéw wykazujg duze podobienstwo w sktadzie polipeptydowym
oraz silne dziatanie modulujgce, poréwnywalne z zéltkiem jaja kurzego. Sugeruje to jego
wazng funkcje biologiczng dla zarodka, umozliwiajgc prawidtowy rozwéj i ochrone przed
infekcjami bakteryjnymi i wirusowymi. Bardzo cennym odkryciem zespotu byto wykazanie
w 2012 r. aktywnosci biologicznej kompleksu peptydéw z zéttka jaj, bedacych produktem
proteolitycznej degradacji przez katepsyne witellogeniny II, ktéry nazwano yolking.
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Jest to mieszanina kilku polipeptydéw i peptydéow o masie czasteczkowej od 1,0 do 35
kDa, posiadajgcych m. in. zdolnos¢ indukowania sekrecji cytokin, aktywacji produkcji
tlenku azotu oraz hamowania komorkowych proceséw utleniania lipidow. Zaobserwowano
réwniez, ze ten endogenny regulator uktadu odpornosciowego odgrywa wazng role
w modulacji funkcji osrodkowego uktadu nerwowego. Yolkina wykazuje bowiem
wlasciwosci  prokognitywne, wptywajgc na prawidiowe funkcjonowanie pamigci
przestrzennej i epizodycznej mtodych i starych szczuréw, prezentujgcych zmiany
neurodegeneracyjne.

Kontynuacja badan nad yolking stata sie podstawg rozprawy doktorskiej mgr inz. Wioletty
Kazany-Pluszki pod kierunkiem dr hab. prof. nadzw. Agnieszki Zabtockiej.
Gtéwnym celem pracy byta analiza molekularnych mechanizméw dziatania kompleksu
yolkiny na proces wydzielania biatka BDNF oraz zaangazowanie specyficznych szlakow
sygnalizacyjnych aktywujgcych czynnik CREB, kluczowy regulator ekspresji Bdnf.
Oceniano takze zdolnosci antyoksydacyjne vyolkiny oraz potencjalny wptyw
na toksyczne dziatania agregatow AB1-42. Jako model badawczy wybrano linie
komérkowg PC12-Tet-On wywodzacg sie ze szczurzego guza chromochtonnego
nadnerczy. Te komorki neuroektodermalnego pochodzenia w odpowiedzi na czynnik
wzrostu nerwow (NGF) wykazujg zdolno$¢ do fenotypowego réznicowania si¢ w komorki
podobne do neuronéw wspdtczulnych. W celu potwierdzenia specyficznych wiasciwosci
yolkiny uzyskanych dla komérek PC12, zastosowano takze drugg lini¢ komorkowg H19-7,
ktorg stanowig uniesmiertelnione komorki prekursorowe hipokampa szczura.

Rozprawa mgr inz. Wioletty Kazany-Pluszki jest klasyczng dysertacjg obejmujacg 127
stron. Na 28 stronach ,Wstepu’ przedstawiono teoretyczne podstawy badanej
problematyki obejmujgce opis zmian w OUN w procesie starzenia, wybrane czynniki
o szczegblnie neuropatologicznym dziataniu, a takze fizjologiczne mechanizmy
wspomagajgce neuroprotekcje. Podana jest takze bardzo szczegdtowa charakterystyka
yolkiny. To wprowadzenie uzupetnione zostato 10 rycinami, ze szczegdlnym
uwzglednieniem szlakéw sygnalizacyjnych, ktére w wyrazisty sposob obrazujg
zagadnienia analizowane przez Doktorantke.

Na kolejnych 20 stronach rozprawy w ,Materiatach i metodach” opisana jest metodyka
stosowana w pracy, przy czym nalezy podkresli¢, ze korzystano z wielu najnowszych
technik w zakresie biologii molekularnej, chromatografii, spektrometrii mas, technik
fluorescencyjnych, mikroskopii $wietinej i elektronowej, oznaczen biochemicznych oraz
metod immunologicznych. Kolejny rozdziat ,Wyniki® zawiera rezultaty opisane na 33
stronach, udokumentowane w postaci 28 rycin. Badania Doktorantki obejmowaty 2 gtéwne
etapy. Pierwszy, to prace prowadzone na linii komérkowej PC12, drugi natomiast
obejmowat analizy wykonane na linii komoérkowej H19-7. Do najistotniejszych obserwacji
nalezy zaliczy¢:
e wykazanie stymulujgcego dziatania yolkiny na produkcje mBDNF w obu badanych
liniach komorkowych,
o udziat yolkiny w aktywacji szlakéw PI;K/AKT oraz cAMP/PKA w aktywacji czynnika
transkrypcyjnego CREB, regulujgcego poziom ekspresji Bdnf,

Katedra Biochemii Medycznej
Zaktad Neurochemii Molekularnej
92-215 tdd? | ul.Mazowiecka 6/8

tel. (48 42) 272 56 80 | fax. (48 42) 272 56 79




| UNIWERSYTET
; MEDYCZNY
| W tODZI

e wykazanie potencjatu yolkiny do obnizania poziomu ROS oraz zwiekszania
ekspresji izoform dysmutazy ponadtlenkowej,
e przedstawienie hamowania przez yolkine procesu agregacii biatka AB1-42.

Nalezy podkresli¢, ze w przeprowadzonych badaniach zastosowano wiele dobrze
przemyslanych uktadéw kontrolnych, w tym specyficznych inhibitorow oraz markeréw,
pozwalajgcych na uzyskanie precyzyjnej i wiarygodnej odpowiedzi, za$ bardzo
szczegbtowy opis metod oraz rzetelna dokumentacja naukowa wynikéw potwierdza wage
uzyskanych rezultatow.

Na 12 stronach ,Dyskusji” mgr inz. Wioletta Kazana-Ptuszka konfrontuje uzyskane wyniki
z dostepnymi danymi literaturowymi, cho¢ przyznaé¢ nalezy, ze yolkina zaczyna by¢
dopiero podmiotem zainteresowania naukowcéw. Z 301 pozycji literaturowych jedynie
nieliczne dotycza yolkiny. Tym bardziej wyniki uzyskane przez Doktorantke otwierajg
nowy rozdziat w poznawaniu potencjatu tego kompleksu peptydowego. Poznanie
molekularnych mechanizméw dziatania yolkiny moze znalez¢ praktyczne zastosowanie,
zwtaszcza w kontekscie przeciwdziatania procesom starzenia komoérek nerwowych,
aktywacji naturalnych systeméw antyoksydacyjnych, a takze ingerencji w formowanie
toksycznych agregatéw amyloidowych. Cho¢ raczej nie mozna nazywaé zottka jaja
,cudownym eliksirem zycia”, wiele wskazuje na mozliwo$¢ skutecznego wspomagania
procesow zdrowego starzenia, chociazby ze wzgledu na wysoka bioprzyswajalnos¢ jego
naturalnych sktadnikow.

Z obowigzku recenzentki musze wspomnie¢ o kilku zauwazonych niescisto$ciach oraz
uwagach do rozprawy, a mianowicie:

1. Wykaz skrétow:
e rozwiniecie skrétu CAT po ang, to catalase

2. Wstep:
e (str. 18) ,procesowanie APP” - moze lepszym okresleniem jest formowanie
e (str. 29) ,ekspresjonowanie” - chyba lepiej uzy¢ ,uleganie ekspresji”
e (str. 31) ,jony Ca*" ’- albo jony wapnia, albo Ca*
e (str.31) ,receptory GPC” - troche dziwny twor, uzywatabym jednak formy GPCR

3. Wyniki

e Stosowanie terminu ,komoérki neuropodobne” do linii PC12 mozna jedynie wtedy,
gdy sg one réznicowane NGF lub/i db-cAMP. Linia nieréznicowana to fenotypowo
w zasadzie komorki wydzielnicze, bez catego kompletu aktywnych genodw,
charakterystycznych dla neuronéw. Zatem w niektérych doswiadczeniach
réznicowane NGF komorki PC12 nie sg zbyt dobrg kontrolg pozytywng dla
nieréznicowanych komérek stymulowanych yolking.

o W opisie legend dotyczgcych wynikéw przedstawionych na wykresach
nieprawidtowo opisano zmienne zalezne i niezalezne (zmienng niezalezng byt
czas). Dotyczy to rycin 7.5-7.8, 7.10 - 7.14, 7.22, 7.23, 7.25 - 7.28.
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o (Str. 83) W opisie podany jest 5-dniowy czas réznicowania PC12 w obecnoéci NGF,
natomiast w ,Materiatach i metodach” podano, ze wynosit 7 dni (str. 53).

Powyzsze uwagi dotyczgce niezbyt zrecznych sformutowar, bigdoéw napotkanych
w tekécie oraz pozostate komentarze nie umniejszajg nowatorstwa rozprawy doktorskiej,
ktéra niewatpliwie stanowi inspiracje do prowadzenia dalszych badan.

Podsumowujgc, w mojej ocenie mgr inz. Wioletta Kazana-Ptluszka podjgta bardzo
interesujgcy i perspektywiczny temat, zrealizowata postawione sobie cele badawcze
dobierajgc warsztat metodyczny zgodny ze standardami stosowanymi w tej dziedzinie
nauki i wykazujgc znakomite przygotowanie merytoryczne. Przedstawiona mi do oceny
praca spetnia wszystkie kryteria stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 .
poz. 478, 619, 1630), dlatego z przyjemnoscig przedstawiam wniosek Wysokiej Radzie
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN
we Wroctawiu o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Wioletty Kazany-Ptuszki
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie uwzgledniajgc fakt,
ze wiekszos¢ przedstawionych wynikow zostata opublikowana w czasopismach
o miedzynarodowym zasiegu i wysokim wspétczynniku oddziatywania wnosze
0 wyrdznienie rozprawy.
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