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Ocenarozprawy doktorskiej mgr Joanny Gerszon pt. ,,Neuroprotekcyjne
wiasciwosci piceatannolu w modelowych uktadach biologicznych”

Choroby neurodegeneracyjne, w tym choroba Alzheimera, jawig sie jako powazne
i dynamicznie rosngce zagrozenie kondycji zdrowotnej naszego spoteczenstwa,
paradoksalnie, rowniez w zwigzku ze wzrostem Sredniej dtugosci zycia, jakiego jestesmy
swiadkami. Wobec niklych perspektyw skutecznego i szybkiego leczenia tego typu
schorzen, wynikajgcych z dotychczasowych niepowodzen, profilaktyka wydaje sie by¢
obiecujgcym kierunkiem aktywnos$ci w celu zapewnienia funkcjonalnosci komoérek uktadu
nerwowego w okresie catego zycia. Waznym elementem strategii profilaktycznych w tym
zakresie wydaje sie by¢ wtasciwa dieta oraz suplementacja zywnosci, majgca na celu
dostarczenia do organizmu zwigzkéw, ktére mogtyby zapobiega¢ formowanie struktur
amyloidowych biatek, lezgcych u podstaw wielu chordb neurodegeneracyjnych, zaréwno
bezposrednio jak i posrednio poprzez modulowanie szlakéw sygnatowych zwigzanych
z tymi schorzeniami. Kluczowym elementem tego typu strategii jest uzyskanie
precyzyjnej wiedzy w zakresie mechanizméow molekularnych  zwigzanych
z neuroprotekcyjng aktywnoscig zwigzkoéw potencjalnie wartosciowych z punktu widzenia
ich suplementacji. Praca doktorska pani mgr Joanny Gerszon poswiecona zostata

charakterystyce neuroprotekcyjnej aktywnosci piceatannolu, naturalnego zwigzku
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z grupy polifenoli wystepujgcego w naszej diecie. W mojej ocenie, w aspekcie
wspomnianych powyzej informacji dotyczgcych przeciwdziataniu postepowi chorob
neurodegeneracyjnych, obrana tematyka pracy doktorskiej jest nie tylko bardzo

interesujgca ale rowniez bardzo wazna.

Praca doktorska wykonana zostata pod kierunkiem dr hab. Aleksandry Rodackiej,
w Katedrze Biofizyki Molekularnej Instytutu Biofizyki na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu todzkiego. Rozprawa przedstawiona zostata w formie
zestawienia, tak zwanej ,zszywki”, trzech oryginalnych artykutéw badawczych oraz trzech
artykutéw przeglgdowych. Prezentacja tych prac, w ramach rozprawy doktorskiej,
opatrzona zostata wstepem zawierajgcym zestawienie catosci dorobku naukowego
doktorantki oraz streszczeniami w jezyku polskim oraz angielskim. Ponadto, rozprawa
zawiera zatgczniki obejmujgce oswiadczenia wspétautorow artykutdw o ich wktadzie
w proces tworczy, ktory doprowadzit do publikacji. We wszystkich artykutach
eksperymentalnych oraz w dwdch sposrod trzech przeglgdowych, doktorantka wystepuje
jako pierwsza autorka oraz, jak wynika z zatgczonych o$wiadczen, jej wktad uznaé mozna

jako kluczowy.

Pierwsza z prac zaprezentowanych w ramach zestawienia, opublikowana zostata
w 2018 r. w czasopidmie Plos One i dotyczy mechanistycznych aspektow oraz
funkcjonalnych nastepstw wigzania piceatannolu do dehydrogenazy aldehydu 3-
fosfoglicerynowego (GAPDH). Przestankg do przeprowadzenia cyklu badan z tym
wiasnie biatkiem staty sie wyniki obserwacji wskazujgce na fakt, iz zagregowane formy
GAPDH promujg formowanie supramolekularnych struktur peptydéw amyloidowych (3
(AB), prowadzgc do $mierci komodrek neuronalnych. Prace eksperymentalne
przeprowadzono z wykorzystaniem dwaoch linii komorkowych, powszechnie uznanych za
reprezentatywne w badaniach schorzen uktadu nerwowego, wywodzgcych sie z komdrek
hipokampalnej linii prawidtowej (mHippoE-18) oraz komorek nerwiaka ptodowego (N2a).
W pracy, w sposob modelowy, zaangazowano wiele komplementarnych podejs¢ i technik
eksperymentalnych dobieranych pod katem uzyskania petnych informacji dotyczacych
mechanizmédw molekularnych odpowiedzialnych za oddziatywanie piceatannolu
z GAPDH. Wsrdd nich, kalorymetryczne miareczkowanie izotermiczne (ITC, isothermal

titration calorimetry), pomiary potencjatu Zeta, dichroizm kotowy (CD), pomiary
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spektrofluorometryczne, transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) oraz obliczeniowe
badania zwigzane z modelowaniem molekularnym. Pierwszym z waznych wynikéw,
uzyskanych w ramach cyklu badan opisanego w tej pracy, jest uzyskanie stechiometrii
wigzania piceatannolu do GAPDH: 8 czgsteczek polifenolu na biatko. Kolejny wynik
dotyczy precyzyjnego wskazania miejsc wigzania zwigzku, wraz z identyfikacjg
oddziatywan chemicznych odpowiedzialnych za ten proces (pomystowy i bardzo
przejrzysty schemat prezentowany w ramach Fig. 7). Kolejnym, szczegolnie istotnym
wynikiem jest, w moim odczuciu, pokazanie, ze piceatannolu hamuje modyfikacje
oksydacyjng biatka, promujgcg formowanie uporzgdkowanych struktur zagregowanych,

wraz z precyzyjnym wskazaniem mechanistycznych elementow tej aktywnosci.

Druga z cyklu zestawionych prac eksperymentalnych ukazata sie w 2019. roku,
w czasopismie Journal of Functional Foods. Praca dotyczy bezposrednio analizy wptywu
piceatannolu na proces agregacji biatka GAPDH w komodrkach hipokampalnych.
Podobnie jak w poprzednim przypadku, wiele technik eksperymentalnych
zaangazowanych zostato w procesie badawczym, w celu petnej charakterystyki uktadéw,
miedzy innymi z wykorzystaniem cystometrii przeptywowej oraz analizy ,western blot”.
W sposob szczegdlny, uwage przyciggajg oraz budzg podziw, prezentowane w ramach
tej pracy wyniki uzyskane w oparciu o obrazowanie z zastosowaniem konfokalnej
mikroskopii fluorescencyjnej (Fig. 3). Barwienie preparatéw réznymi specyficznymi
znacznikami fluorescencyjnymi oraz precyzyjnie dobierane dtugosci fali wzbudzenia
fluorescencji umozliwity selektywng i wieloaspektowg analize lokalizacji oraz wptywu
piceatannolu na indukowane ekspozycjg na H202 efekty na poziomie strukturalnym oraz
fizjologicznym. Zasadniczy wniosek jaki wyptywa z badan opisanych w ramach tego
artykutu dotyczy efektu translokacji GAPDH do jgdra komérkowego, obserwowanego
szczegolnie w warunkach ekspozyciji biatka na stres oksydacyjny oraz, co bardzo wazne,

supresji tego mechanizmu przez piceatannol.

Trzecia z zestawionych prac eksperymentalnych ukazata sie w 2017. roku,
w czasopismie Journal of Functional Foods, i dotyczy bezposrednio ostaniajgcego efektu
piceatannolu przed indukowang nadtlenkiem wodoru degradacjg neuronéw w modelu
komorkowym linii N2a (nerwiaka ptodowego). Wyniki cyklu badahn ogtoszonych w tym

artykule wskazujg na udziat piceatannolu w regulacji sciezki sygnatowej, istotnej z punktu
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widzenia rozwoju choréb neurodegeneracyjnych. Wyniki wskazujg na ztozony efekt
protekcyjny, polegajgcy, miedzy innymi, na zwigkszonej ekspresji obraz podniesionej

aktywnosci peroksydaz glutationowych.

Wszystkie zestawione w ramach rozprawy prace eksperymentalne zawierajg znaczny
tadunek nowosci naukowej. Dodatkowym ich walorem jest wyjgtkowo przejrzysta
i logiczna konstrukcja oraz wysoka jakos¢ grafik. Prezentowane w ramach rozprawy
prace przeglgdowe zawierajg nie tylko omowienie rezultatow z prac eksperymentalnych
oraz ich dyskusje w nieco poszerzonym kontek$cie ale, przede wszystkim, stanowig
warto§¢ samg w sobie, prezentujgc i dyskutujgc krytycznie wyniki uzyskane w wielu
Swiatowych laboratoriach, ksztattujgce najbardziej aktualne poglady w obszarze

neuroprotekcji zwigzanej z aktywnoscig zwigzkéw o niskiej masie czgsteczkowe;.

Tak zaawansowane i obszerne opracowanie, jakim jawi sie rozprawa doktorska pani
mgr Joanny Gerszon, dostarcza wielu nowych oraz cennych informacji, rozbudzajgc

jednoczesnie ciekawos¢ poznawczg. Wyrazem tego mogg by¢ nastepujgce pytania:

1. W ramach cyklu badan, ktérych wyniki prezentowane sg w publikacji J. Gerszon et
al., Plos One, 2018, precyzyjne analizy dichroizmu kotowego wykorzystane zostaty do
wykazania iz ekspozycja GAPDH na piceatannol, zaréwno krétkotrwata jak
i dtugotrwata, nie zaburza struktury drugorzedowej biatka (Fig. 4). Ciekaw jestem czy
to samo podejScie, ewentualnie poszerzone o badania z zastosowaniem
spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni (FTIR), mogto by by¢ zastosowane do
pogtebionej analizy formowania struktur zagregowanych GAPDH w warunkach stresu
oksydacyjnego? Wyniki tego typu analiz formowania struktur typu fibryli amyloidowych
mogty by byC zestawione i poréwnane z wynikami pomiaréw intensywnoSci
fluorescencji tioflawiny T, ktore na pierwszy rzut oka wydajg sie byC metodg
monitorowania formowania amyloidéw bardziej posrednig, cho¢ uznawang

I powszechnie stosowana.

2. Bardzo interesujgcy wydaje mi sie efekt dramatycznie obnizonego poziomu
glutationu w komérkach inkubowanych w obecnosci piceatannolu a nastepnie

poddanych dziataniu H202 (Fig. 6F, J. Gerszon et al., J. Functional Foods, 2017).
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Czy znane sg moze bardziej szczegdtowe mechanizmy/szlaki regulacyjne

zwigzane z tym, tak wyrazistym efektem?

Formutujgc konkluzje, chciatbym stwierdzic, iz pani mgr Joanna Gerszon przedstawita
bardzo wartosciowg rozprawe doktorskg, opierajgcg sie na wynikach precyzyjnie
zaprojektowanych oraz starannie przeprowadzonych prac eksperymentalnych. Wyniki
tych prac zostaty upowszechnione w trzech oryginalnych artykutach badawczych oraz
omoéwione i poddane wieloaspektowe] dyskusji w kontekscie aktualnej wiedzy w tym
obszarze, w trzech pracach przegladowych. W mojej ocenie, rozprawa doktorska
przedstawiona przez panig mgr Joanne Gerszon zawiera rozwigzania istotnych,
oryginalnych wyzwan poznawczych spetniajgc w zupetnosci warunki okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249
i 1767). W oparciu o powyzszg konkluzje, uprzejmie wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t.6dzkiego o dopuszczenie pani mgr Joanny
Gerszon do dalszych etapéw postepowania doktorskiego, w szczegdlnosci do publicznej
obrony. Biorgc pod uwage ogromny zakres przeprowadzonych prac badawczych, range
uzyskanych rezultatdw oraz ich bardzo wysoki potencjat, w aspekcie mozliwych
zastosowan w  kierunku  opracowania  strategii zapobiegania  chorobom

neurodegeneracyjnym, uprzejmie wnosze réwniez o uznanie przedmiotowej pracy
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doktorskiej za wyrdzniajgca.



