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Choroby neurodegeneracyjne powodujgce uszkodzenie tkanki nerwowej, przede
wszystkim takie jak choroba Alzheimera i choroba Parkinsona, stanowig jak wiadomo bardzo
powazny problem kliniczny. W zaawansowanych stanach tych choréb dochodzi do cigzkich
zaburzefi funkcjonowania ukladu nerwowego, w tym funkcji poznawczych, a takze zaburzen
ruchowych i innych patologii prowadzacych ostatecznie do $mierci pacjenta. Jak dotad nie
opracowano  skutecznych sposobow terapii tych groznych chordb. Patogeneza chordb
neurodegeneracyjnych jest powigzana z indukowaniem $mierci komérek nerwowych w warunkach
wystgpowania stresu oksydacyjnego.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy potencjalnej mozliwosci wykorzystania
naturalnych zwigzkéw pochodzenia roslinnego z grupy stilbenéw do zahamowania procesow
przebiegajacych w stanach patologii w komérkach uktadu nerwowego prowadzacych do ich
degeneracji. W ramach swojej pracy Doktorantka skupila si¢ gloéwnie na zbadaniu wplywu
piceatannolu (pochodnej resveratrolu) na dwa typy komorek neuronalnych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem okredlenia roli oddziatywania tego zwiazku z dehydrogenaza aldehydu 3-
fosfoglicerynowego (GAPDH) w procesach molekularnych prowadzacych do degeneracji tych

komorek.



Praca doktorska Pani Joanny Gerszon wykonana zostala w Katedrze Biofizyki
Molekularnej Instytutu Biofizyki na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego pod kierunkiem Pani dr hab. Aleksandry Rodackiej.

Podstawg pracy doktorskiej stanowi cykl 6 prac opublikowanych w czasopismach z
listy Filadelfijskiej o facznej wartosci Impact Factor 20,79 (liczba punktéw MNISW=215). W
przedstawionym cyklu publikacji 3 pozycje stanowig prace oryginalne, a kolejne 3 to prace
przegladowe. We wszystkich pracach oryginalnych doktorantka jest pierwszym autorem, a wéréd
trzech prac przegladowych — w dwoch. Oprocz wykazu i kopii publikacji do pracy dolaczone
zostaly o$wiadczenia wspolautoréw o charakterze ich udziatu w badaniach i redakcji publikacji oraz
o procentowo okreslonym wkladzie w powstanie danej pracy.

Do pracy doktorskiej dolaczone tez zostato dobrze przygotowane streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim), w ktorym doktorantka jasno okreslita cel przeprowadzonych badan oraz
uzasadnita wybor do badan piceatannolu (pochodnej stilbenu), jako zwiazku pochodzenia
roslinnego o potencjalnych zdolnosciach neuroprotekeyjnych. W streszczeniu zawarte jest zwiezle
podsumowanie osiggnigtych wynikow a we wniosku koficowym podkreslono  potrzebe
kontynuowania badan nad molekularnymi aspektami dzialania piceatannolu w komérkach
neuronalnych.

Jednym z najwazniejszych celow prowadzonych badan byla ocena mozliwosci
zastosowania piceatannolu (i ewentualnie innych zwigzkéw pochodzenia roslinnego z grupy
stilbenéw) do ochrony komérek nerwowych przed szkodliwym dzialaniem stresu oksydacyjnego,
prowadzacego m.in. do uszkodzenia enzymu - dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(GAPDH). Wyniki najnowszych badan prowadzonych w wielu laboratoriach na $wiecie wskazuja,
ze dehydrogenaza GAPDH jest nie tylko enzymem glikolitycznym lecz biatkiem wielofunkeyjnym,
zaangazowanym W podstawowe szlaki komorkowe, m.in. w regulacje gendw, transport
wewngtrzkomorkowy, sygnalizacj¢ poprzez receptory oraz utrzymanie integralnogci DNA.

Badania farmakologiczne pokazaly, ze GAPDH odgrywa fundamentalna role w r6znych
patologiach, w tym réwniez w chorobach neurodegeneracyjnych. Zdenaturowane formy tego
enzymu oddziatujg z biatkami amyloidalnymi a nastgpstwem tych procesdw jest $mier¢ komarek
neuronalnych.

Dehydrogenaza GAPDH jest enzymem bardzo wrazliwym na oksydacyjne modyfikacje. Na
jej aktywno$¢ wplywaja przede wszystkim modyfikacje reszt cysteinowych w centrum
aktywnym enzymu. Pod wplywem czynnikéw stresogennych, jak stres oksydacyjny, w komorce

nastepuje redystrybucja tego enzymu i akumulacja jego podjednostek w jadrze komorkowym oraz



ich wigzanie do DNA. Juz wezesniej opisywano wplyw nadtlenku wodoru i innych oksydantow na
aktywnos$¢ enzymatyczng tej dehydrogenazy.

W zamieszczonym  cyklu publikacji stanowiacych prace doktorskg, prace
cksperymentalne i przegladowe umieszczone zostaly w kolejnosci od najnowszej do najstarszej. W
mojej opinii nie jest to optymalne rozwigzanie, gdyz kolejno$é chronologiczna (czyli od najstarszej
do najnowszej) pozwolitaby czytelnikowi lepiej sledzié¢ rozwéj prowadzonych przez doktorantke
badan. Wiadomo, ze kolejno uzyskiwane wyniki dajg podstawe do projektowania nastgpnych
doswiadezen i inspirujg do dalszego zglebiania zagadnienia. Na przyklad wyniki badan nad
ostabieniem przez piceatannol toksycznego wpltywu nadtlenku wodoru na komérki nerwiaka
plodowego N2a (neuroblastoma) przedstawione w pracy opublikowanej w Journal of Functional
Foods, 2017r, a takze nad wigzaniem piceatannolu z dehydrogenaza GAPDH w ukladzie
modelowym (publikacja w czasopismie PLOS one, 2018r) zainicjowaly dalsze badania nad
wplywem tego zwigzku na wiasciwoéci badanej dehydrogenazy, a te zaowocowaly kolejng
publikacja, ostatnig z cyklu prac eksperymentalnych, opublikowang ponownie w czasopi$mie J.
Functional Foods (2019). W tej ostatniej pracy zaproponowany juz zostal mechanizm ochronnego
wplywu piceatannolu na badane komérki hipokampa. Odwrotna kolejnosé zamieszezenia publikacji
utrudnia Sledzenie rozwoju badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej. Z tego wzgledu w
swojej recenzji przedstawiam swojg ocene przeprowadzonych badan zgodnie z chronologig
powstawania prac.

W pracy opublikowanej w 2017 w czasopi$mie Journal of Functional Foods (Gerszon
i wsp.,, IF=3,767) doktorantka przedstawila ciekawe wyniki swoich badan nad ochronnym
dzialaniem piceatannolu przed uszkodzeniem komérek neuronalnych wywolanym obecnoscig w
srodowisku nadtlenku wodoru. Badania przeprowadzone na komérkach linii nowotworowej N2a
(nerwiak plodowy — neuroblastoma) pozwolity na okreslenie wplywu piceatannolu na
przezywalno$¢ tych komérek i na aktywno$é enzymoéw zwiazanych ze stresem oksydacyjnym.
Zwraca uwage wieloé¢ przeprowadzonych oznaczen aktywnogci enzymatycznej, m.in.:
glutationowej reduktazy, glutationowej peroksydazy, glutationowej S-transferazy, dysmutazy
ponadtlenkowej ~oraz katalazy. Oznaczano rowniez stezenie wewnatrzkomorkowego
zredukowanego glutationu GSH. Zbadano wplyw piceatannolu na proces apoptozy przy
zastosowaniu testu z aneksyng V oraz obserwowano zmiany potencjatu blony mitochondrialnej
poprzez obserwacjg zmian we fluorescencji znacznika JC-1.

Sam piceatannol w stgzeniu 5 uM nie wplywat na przezywalnosé badanych komorek,

jednak w obecnosci nadtlenku wodoru zwigkszat te przezywalnoéé w stosunku do komorek

poddanych dzialaniu samego nadtlenku. Pre-inkubacja komérek nowotworowych z piceatannolem,
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a nastgpnie zastosowanie H,O, powodowalo obnizong apoptoze w stosunku do tego procesu
indukowanego przez sam nadtlenek wodoru. Ponadto Doktorantka zaobserwowata ochronng role
piceatannolu poprzez stabilizacj¢ na stalym poziomie mRNA sirtuiny 1 (SIRT1). Protekcyjny efekt
tego zwiazku na neurony zwigzany byl réwniez ze wzrostem ekspresji glutationowej peroksydazy.
Badania wykazaly zatem, Ze piceatannol podwyzsza przezywalnosé badanych komérek nerwowych
czyli dziala neuroprotekcyjne.

Jak wspomniano powyzej, w warunkach stresu oksydacyjnego badania prowadzone
przez  doktorantk¢ i wsp. wykazaly stymulacje ekspresji bialek o wiasciwosciach
neuroprotekeyjnych, np. sirtuiny 1. W tym miejscu nalezy zwrécié uwage, ze omawiane badania
byly prowadzone na komoérkach linii nowotworowej nerwiaka ptodowego (neuroblastoma) czyli na
modelu komérkowym szeroko stosowanym m.in. w badaniach neurotoksycznosci zwiazkow.
Zwigkszenie pod wplywem piceatannolu przezywalnosci komoérek neuronalnych w warunkach
stresu oksydacyjnego jest obiecujgce z punktu widzenia zwalczania choréb neurodegeneracyjnych.
Natomiast z punktu widzenia terapii tego typu nowotworu ukladu nerwowego (nerwiak plodowy -
neuroblastoma) obserwowane efekty, czyli wyzsza przezywalno$é komorek, nizsza apoptoza,
wzrost ekspresji biatek o wlasciwos$ciach neuroprotekeyjnych bytyby bardzo niekorzystne.

Przedmiotem dalszych badan doktorantki byly funkcjonalne konsekwencje wigzania
piceatannolu do dehydrogenazy GAPDH, a ich wyniki przedstawione zostaly w pracy pt.
Functional consequences of piceatannol binding fo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
opublikowanej w 2018 r w czasopismie PLOS One (IF=2,766). W badaniach oddziatywania
piceatannolu  z enzymem (w roztworze) zastosowano wiele roznorodnych  technik
eksperymentalnych, takich jak: izotermiczna kalorymetria miareczkowa, pomiary potencjatu Zeta,
dichroizm kolowy, pomiary agregacji metodg fluorescencyjna z wykorzystaniem czytnika
mikroptytek, mikroskopia elektronowa, modelowanie molekulame i in. Te cickawe i wazne badania
pokazaly wigzanie piceatannolu do centrum aktywnego GAPDH powodujace blokowanie reszt
cysteinowych. Pomimo, ze wigzanie piceatannolu w centrum aktywnym enzymu powoduje
obnizenie jego aktywnosci, moze to mie¢ korzystne konsekwencje dla losu komérki. Piceatannol
blokujge reszty cysteiny zapobiega ich oksydacyjnym modyfikacjom prowadzacym do agregacji
GAPDH. Badania potwierdzity, ze piceatannol znacznie obniza poziom agregacii enzymu
wywolanej stresem oksydacyjnym. Nalezy wspomnie¢, Ze znacznie stabszy efekt ochronny w
poréwnaniu z piceatannolem zaobserwowano przy pre-inkubacji enzymu z szerzej znanym
rezweratrolem.

Uzyskane wyniki sg bardzo istotne, biorge pod uwage fakt, ze role agregacji GAPDH
jako glownego czynnika $mierci komoérek potwierdzono w innych w modelach chordb
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neurodegeneracyjnych. W warunkach stresu oksydacyjnego badany enzym ulega translokacji do
Jadra komorkowego, wywolywany jest tez proces apoptozy. Wyniki uzyskane w ramach badan nad
wplywem piceatannolu na whasciwosci funkcjonalne i strukturalne dehydrogenazy moga przyczyni¢
sic do opracowania nowej strategii postgpowania w przypadku zaburzen neurologicznych
wynikajgcych z agregaciji dehydrogenazy GAPDH.

W najnowszej pracy z cyklu prac do$wiadczalnych Doktorantki opublikowane;
ponownie w Journal of Functional Foods (2019), IF=3,767, przedstawione zostaly rozszerzone, w
stosunku do prowadzonych wczesniej na ukladzie modelowym, badania oddziatywania
piceatannol-enzym GAPDH. Doktorantka skoncentrowala w nich nad badaniem oddziatywania
piceatannolu z dehydrogenaza GAPDH w embrionalnych mysich komorkach hipokampa (linia
mHippoE-18). W badaniach tych zastosowano réznorodne metody eksperymentalne: mikroskopig
konfokalng, cytometri¢ przeptywows, analiz¢ western blot. Okreslony tez zostal wplyw
piceatannolu na mRNA sirtuiny 1, a takze na aktywno$¢ enzymoéw zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym. Waznym wynikiem tych badan bylo wykazanie, ze rowniez w przypadku komérek
hipokampa mHippoE-18 preinkubacja z piceatannolem moze zapobiegaé agregacji dehydrogenazy
GAPDH wywolanej przez HyO, i translokacji tego enzymu do jadra komérkowego, co jak
pokazano wynika z bezposredniego wigzania tej pochodnej stilbenu z enzymem.

Zaproponowany przez Doktorantk¢ molekularny mechanizm ochronnego wplywu
piceatannolu na komorki nerwowe przed ich uszkodzeniem przez stres oksydacyjny uzasadniaja
rowniez wyniki badan innych autoréw wskazujgce, ze oksydacyjnie zmodyfikowana
dehydrogenaza GAPDH odgrywa zasadniczg role w rozwoju choréb neurodegeneracyjnych.

Na podkreslenie zastuguje zastosowanie przez Doktorantke w swoich badaniach wielu
roznorodnych technik eksperymentalnych, takich jak; metody spektroskopowe, mikroskopowe,
mikrokalorymetryczne, techniki biologii molekularnej, metody modelowania molekularnego i in.

Do najwazniejszych wynikéw uzyskanych przez Doktorantke nalezy wykazanie
ochronnego wplywu piceatannolu na procesy neurodegeneracyjne przebiegajace w badanych
komorkach nerwowych w warunkach stresu oksydacyjnego z udzialem zmienionej
strukturalnie dehydrogenazy GAPDH.

Z uwagi na przypuszczalng role tej dehydrogenazy w genezie i progresji chordb
neurodegeneracyjnych badania nad wplywem nietoksycznych zwiazkéw pochodzenia naturalnego
na wymienione wyzej procesy nalezy uzna¢ za w pelni uzasadnione. Cele pracy byly bardzo
ambitne. Na podkreslenie zastuguje wielos¢ watkéw podjetych w badaniach. Uzyskane wyniki
badan nad neuroprotekcyjnymi wiadciwosciami piceatannolu mogg istotnie przyczyni¢ sie do

opracowania nowych strategii ochrony komorek neuronalnych przed postepujacymi procesami
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degeneracyjnymi. Tematyke badan prowadzonych przez doktorantk¢ nalezy uzna¢ za obszar
badawczy o potencjalnie duzym znaczeniu klinicznym.

Sposrdd trzech prac przegladowych wiaczonych do pracy doktorskiej w dwéch z nich
Doktorantka jest pierwszym autorem.

W pracy przegladowej (Postepy Biologii Komdrki, 2014, J. Gerszon 1 wsp.)
przedstawione zostaly mechanizmy antyoksydacyjnego dziatania rezweratrolu, zwigzku z grupy
pochodnych stilbenu. Zwiazek ten wystepuje w kilkudziesigciu roslinach, szczegdlnie obficie w
ciemnych winogronach, ale takze w innych owocach o ciemnej skorce. W pracy tej omowiona
zostala jego rola w prewencji chordb neurodegeneracyjnych. Zaproponowany tez zostal
molekularny mechanizm dziatania rezweratrolu obejmujgcy hamowanie agregacji peptydow i biatek
zaangazowanych w procesy neurodegeneracyjne oraz aktywacje sirtuin, szczeg6lnie sirtuiny 1.

Kolejna praca przegladowa, opublikowana w Radiation Physics and Chemistry, 2016,
A. Rodacka, J. Gerszon, M. Puchala, G. Bartosz, I[F=1.369) zawiera wyczerpujace omowienie
molekularnych mechanizméw inaktywacji enzymdw przez promieniowanie jonizujace, w tym w
szezegdlnosel mechanizmu inaktywacji dehydrogenaz.

Szczegdlng uwage nalezy zwroci¢ na prace przegladows auforstwa J. Gerszon i 4.
Rodackiej opublikowang w czasopismie Ageing Research Reviews (2018) o bardzo wysokim
wspotczynniku wpltywu [F=8.974. W pracy tej bardzo wyczerpujgco opisana zostala oksydacyjna
modyfikacja dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) wystepujaca w procesach
neurodegeneracyjnych oraz rola zwigzkéw niskoczgsteczkowych w zapobieganiu agregacji tego
enzymu i jego translokacji do jadra komérkowego.

Powyzsze prace przegladowe wyczerpujagco omawiajg problem molekulamych
mechanizmow degeneracji komoérek nerwowych w wyniku dziatania stresu oksydacyjnego ze
szczegblnym uwzglednieniem roli dehydrogenazy GAPDH w tym procesie oraz wyniki badan nad
mozliwosciami ograniczenia tej degeneracji, m.in. przez wykorzystanie zwigzkow pochodzenia
naturalnego z grupy pochodnych stilbenu.

Dorobek naukowy doktorantki, oprocz prac wigczonych do omawianego cyklu
publikacji stanowigcego podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora, obejmuje dodatkowo jeszcze 4
publikacje, w tym dwie z nich opublikowane zostaly w czasopismach z Impact Factor (1.07 i
0.783), a takze znaczna liczbg komunikatow zjazdowych (6 w postaci prezentacji ustnych i 17 w
postaci posterdw) przedstawianych na zjazdach krajowych 1 zagranicznych.

Pod wzgledem wskaZznikow bibliometrycznych calkowity dorobek naukowy
Doktorantki nalezy uzna¢ za bardzo dobry i upowazniajacy do ubiegania si¢ przez nig o stopien

doktora.



Biorgc pod uwage szeroki zakres przeprowadzonych badan oraz ich bardzo
interesujgce wyniki o potencjalnym znaczeniu klinicznym, opublikowane w dobrych
czasopismach z listy Filadelfijskiej, nalezy uznac, ze cel pracy doktorskiej zostal osiggniety.

Reasumujgc, prace doktorskg Pani mgr Gerszon oceniam bardzo wysoko.
Stwierdzam tez, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia kryteria i warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w obowigzujacej Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym i przedkladam Wysokiej Radzie Wydzialu wniosek o dopuszczenie Pani mgr
Gerszon do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Skladam réwniez wniosek o

nagrodzenie pracy doktorskiej.

Prof. dr hab. Krystyna Michalak
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