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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ mgr Agnieszki Sitarz-Glownia
» Ftalany jako zwigzki zaburzajqce funkcje neuronow i komdrek glejowych

mozgu myszy w hodowlach in vitro”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedlozona do oceny praca doktorska mgr Agnieszki Sitarz-Glownia powstata
w Katedrze Biotechnologii Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolataja
w Krakowie, pod kierunkiem dr hab. Anny K. Wojtowicz.

Rozprawa liczy 100 stron maszynopisu i zawiera: Wykaz Skrotéow, Streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, Wstgp, Cele pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusje,
atakze Podsumowanie, Wnioski i Literature. W spisie pi$miennictwa zacytowanego
w rozprawie znalazto si¢ 200 publikacji, gldwnie anglojezycznych. Struktura pracy w pelni
odpowiada przyjetym standardom. Streszczenie przedstawia w zwiezly sposob poszczegdlne

rozdzialy rozprawy i jest zgodne z wynikami badan.

Badania stanowigce podstawe pracy doktorskiej zostaly sfinansowane w gtéwnej mierze
przez Narodowe Centrum Nauki, grant OPUS 2012/07/B/NZ4/00238.

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIE]

Tematyka przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej jest adekwatna wobec
wyzwan wspolczesnej biologii i medycyny. Dotyczy bowiem efektéw i mechanizméw
dziatania ftalanu, jakim jest DEHP, w dwoch typach komérek wystepujacych w mézgu ssakow
tj. w neuronach i astrocytach. Coraz wigcej badah wskazuje na silng korelacje miedzy
narazeniem na wystepujace w srodowisku zanieczyszczenia chemiczne a rozwojem choréb
neurodegeneracyjnych i zaburzen neurologicznych. Biorge pod uwage, ze wiele sposréd tych
zanieczyszczen ma diugi okres pottrwania i fatwo pokonuje bariery krew-mézg i krew-tozysko,
koniecznos¢ radzenia sobie z zagrozeniem stawia przed badaczami weigz nowe wyzwania. Od
niedawna za czynniki ryzyka wystapienia autyzmu i zespohu nadpobudliwosci psychoruchowej
z deficytem uwagi (ADHD) uwaza si¢ ftalany. Najnowsze dane sugeruja, ze wywolane przez
DEHP zmiany w metylacji DNA sg dziedziczone epigenetycznie. Obecne w $rodowisku
substancje mogg dziala¢ na organizm jak falszywe hormony ingerujac m.in. w szlaki

receptorow steroidowych oraz czynnikéw transkrypcyjnych aktywowanych ligandem jak np.
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receptor weglowodoréw aromatycznych (AhR) czy receptor aktywowany przez proliferatory
peroksysoméw typu gamma (PPARy). Dowiedziono, ze oprocz zaburzania funkcji
endokrynnych i dziatania jak ,endocrine disrupting chemicals”, wiele z tych substancji
uposledza neuroprzekaznictwo i tworzenie sieci neuronalnych, a wiec dziata jak ,neural

disrupting chemicals”.

W kontekscie mechanizméw dziatania ftalanu DEHP, przedmiotem obecnej rozprawy
doktorskiej sa receptory AhR i PPARy, a takze regulowane przez nie cytochromy
1 metaloproteinazy. Receptory AhR i PPARY uczestniczg nie tylko w odpowiedzi komérek na
roznego typu substancje egzogenne/ksenobiotyki, lecz biorg rowniez aktywny udzial
w neurorozwoju. Receptory AhR i PPARy wystepujg w nerwowych komorkach macierzystych
regulujac ich proliferacjg, migracj¢ i réznicowanie. Delecja receptora AhR w neuronach
ziarnistych mézdzku myszy hamuje neurogeneze. Z kolei nokaut receptora PPARY przyczynia
si¢ do stresu oksydacyjnego oraz sprzyja ischemicznemu uszkodzeniu mézgu. Wiele wskazuje
na to, ze zaburzenie ekspresji i/lub aktywnosci PPARy moze prowadzi¢ do neurodegeneracji
i nowotwordw moézgu. Co wiecej, receptor PPARY jest od niedawna uwazany za atrakcyjny
punkt uchwytu w leczeniu zaburzen metabolicznych i choréb uktadu nerwowego, z choroba
Alzheimera i udarem wiacznie. Jednak wiedza na temat udziatu ww. receptoréw w odpowiedzi
komorek nerwowych na zanieczyszczenia srodowiskowe, jakimi sg ftalany jest niewielka,

zwlaszcza w odniesieniu do wezesnych etapdw rozwoju ukladu nerwowego.

Wykonanie badan w oparciu o pierwotne hodowle komorek mdzgu myszy pozwolito
Doktorantce na precyzyjne przesledzenie zmian w przezywalnosci i aktywnosci metabolicznej
komorek (ROS, kaspaza-3, barwienie Hoechst’em 33342 i kalceing, oznaczanie bialka Ki-67,
pomiar aktywnosci enzyméw mitochondrialnych i uwalniania dehydrogenazy mleczanowej),
a takze umozliwito identyfikacje mechanizmow dziatania DEHP z uwzglednieniem receptoréw
AhR 1 PPARy, cytochroméw CYPIAl i CYPIB1 oraz metaloproteinazy-2 i -9.
W poczatkowym etapie badan Doktorantka okreslita krzywe zaleznosci efektu od stezenia
DEHP w szerokim zakresie stezen tj. 103-10° uM, przy czym zbadata efekty dziatania 8
roznych stezen wybranego ftalanu. Te zmudne analizy dotyczyly oznaczania ROS oraz
pomiaréw aktywnosci kaspazy-3, enzymoéw mitochondrialnych, enzymu CYP1Al
i dehydrogenazy mleczanowej, zarowno w astrocytach, jak i neuronach. Warto podkresli¢, ze
z wyjgtkiem pomiaru aktywno$¢ CYP1A1, ktéry wykonano w 2 punktach czasowych, kazda
z pozostatych analiz zostata przeprowadzona co najmniej w 3 punktach czasowych. Dopiero
w kolejnych etapach badan Doktorantka ograniczyta liczbe stezen DEHP i stosowata zazwyczaj
najnizsze dziatajace stezenie ftalanu tj. 10 uM. Doktorantka ustalita profile ekspresji mRNA
i biatka receptora AhR oraz regulowanych przez niego cytochroméw CYP1Al i CYP1BI,
a takze receptora PPARYy i metaloproteinaz MPP-2 i MPP-9. Autorka rozprawy zadata sobie
wiele trudu, by oceni¢ dynamike zmian ekspresji specyficznych biatek, czemu stuzyty pomiary
w 5 punktach czasowych, w przedziale od 1 do 48 godziny ekspozycji na DEHP. Tylko osoba



0 prawdziwym zacigciu naukowym porywa si¢ na tak czasochtonne i wymagajace niezwykte;j

precyzji analizy.

Liczacy 14 stron WSTEP jest klarownym wprowadzeniem w tematyke rozprawy.
Znajdziemy w nim m.in. opis kory mézgowe;j i kory nowej, ktorej komérki byty hodowane in
vitro i poddawane dziataniu DEHP, charakterystyke receptoréw AhR i PPARY, cytochromow
zaleznych od AhR oraz metaloproteinaz, a takze najnowsze informacje na temat ftalanu DEHP,
jego budowy chemicznej i efektow biologicznych. Catosé ilustrujg Rycina 1 i Schemat 1.
W tym kontekscie dobrym uzupelnieniem bytby schemat przedstawiajacy znane interakcje
miedzy ww. receptorami, cytochromami i metaloproteinazami, zwlaszcza ze Autorka rozprawy

opisuje szczegdtowo te zaleznosci.

Nastgpnym rozdzialem sa CELE PRACY DOKTORSKIEJ, do ktérych sformutowania
Doktorantka przygotowywata si¢ we WSTEPIE. Obecna rozprawa miata na celu okreslenie
efektow (przezywalno$¢, aktywnos$¢ metaboliczna) i molekularnych mechanizméw dzialania
ftalanu DEHP w neuronach i astrocytach myszy, ze szczegdlnym uwzglednieniem receptoréw
AhR i PPARy, cytochroméw CYP1Al i CYP1BI oraz metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9.
Mimo iz coraz wigcej danych wskazuje na ftalany jako neurorozwojowe czynniki ryzyka,
wiedza na temat wpltywu ftalandéw na neurony i astrocyty rozwijajacego sic moézgu ssakow jest

fragmentaryczna, co w petni uzasadnia realizacje powyzszych celéw badawczych.

Kolejnych 11 stron stanowi rozdziat MATERIAY, i METODY. Doktorantka opisuje
wnim m.in. sposéb izolacji i hodowli neuronéw oraz astrocytéw, pomiary aktywnosci
enzymoOw (kaspaza-3, CYP1Al, dehydrogenaza mleczanowa, enzymy mitochondrialne),
analizy ekspresji mRNA i biatka (qQPCR, western blot), oznaczanie ROS i markera proliferacji
Ki-67, jak rowniez przyzyciowe barwienie kalceing i Hoechst’em 33342. Autorka cytuje
odpowiednie publikacje. Podaje rowniez szczegdlowe informacje na temat zastosowanych sond
molekularnych i przeciwciat oraz przeprowadzonych analiz statystycznych, co ilustruja Ryciny
2 1 3. Podczas obrony pracy doktorskie] proponuj¢ réwniez przedstawi¢ schemat
doswiadczenia. Warto wéwcezas podkreslié, ze pierwotne hodowle neuronéw i astrocytow
stanowig najlepszy model in vitro do zbadania efektéw i mechanizméw dziatania DEHP
w mozgu ssakow. W hodowlach pierwotnych komoérki sg kazdorazowo pobierane od zwierzat,
co sprawia, ze tego typu hodowle in vitro odzwierciedlajg w duzej mierze wlasciwosci komorek

obserwowane w warunkach in vivo.

WYNIKI zostaly opisane na 23 stronach, a zilustrowane 24 wykresami, 2 kompletami
zdjg¢ komérek wybarwionych fluorescencyjnie oraz 4 zestawami zdje¢ membran z analizy
western blot. Doktorantka konsekwentnie opisuje efekty dziatania DEHP, ktére s$wiadcza
o wywolaniu przez ten ftalan proliferacji astrocytéw oraz apoptozy neurondéw, czemu
towarzyszy zaburzenie ekspresji receptora PPARy i metaloproteinazy-2. Wspdlnym

mechanizmem dziatania DEHP w obu typach komérek mézgu myszy jest wzrost poziomu ROS



oraz  aktywnosci kaspazy-3 i CYPIAl, co jest skorelowane ze spadkiem poziomu
metaloproteinazy-9 oraz receptora AhR i zaleznych od niego cytochroméw CYPIAl
1 CYP1B1. Z uwag krytycznych, w opisie figur 6, 7, 12, 18, 23 i 25 informacja na temat
oznaczania roznic statystycznie istotnych jest zbedna, poniewaz pordwnywane grupy nie roznia
si¢ w sposob statystycznie istotny. Znakomitym dopelnieniem wykonanych do$wiadczen
byloby =zastosowanie przez Doktorantke selektywnych ligandow receptoréw wzglednie

specyficznych siRNA, ale to juz jest temat na kolejne badania.

Rozdziaty DYSKUSJA, PODSUMOWANIE i WNIOSKI obejmujg tgcznie 15 stron
rozprawy. Dyskusja otrzymanych wynikéw zostala przeprowadzona kompetentnie
1 w nawigzaniu do najnowszej literatury w dziedzinie badan. Doktorantka formutuje wnioski
w sposob przemyslany i klarowny. Realizacja planowanych zadan badawczych pozwolita na
uzyskanie oryginalnych wynikéw, spoérod ktorych za najwazniejsze uwazam wykazanie przez

Doktorantke, ze:

i. W zaleznodci od rodzaju komoérek moézgu myszy, DEHP indukuje apoptoze lub

stymuluje proliferacje komorek, co moze sprzyja¢ neurotoksycznosci i glejozie.

i.  Aktywowana przez DEHP kaspaza-3 uczestniczy w apoptozie komorek nerwowych

wzglednie towarzyszy proliferacji i przypuszcezalnie réznicowaniu astrocytow.

iii.  Mechanizm apoptotycznego i cytotoksycznego dzialania DEHP w neuronach wigze sie
ze wzrostem poziomu ROS, aktywnosci kaspazy-3 i CYP1A1 oraz poziomu receptora
PPARy, a takze spadkiem poziomu receptora AhR, cytochroméw CYPIAL i CYP1BI
oraz metaloproteinaz MPP-2 i MPP-9.

iv.  Stymulowana przez DEHP proliferacja astrocytow idzie w parze ze wzrostem poziomu
ROS, aktywnosci kaspazy-3 i CYP1A1 oraz poziomu metaloproteinazy MPP-2, a takze
spadkiem poziomu receptoréw AhR i PPARy, cytochroméw CYP1A1 i CYP1BI1 oraz
metaloproteinazy MPP-9.

W nawigzaniu do wymienionych odkryé, chce poznaé¢ opini¢ Doktorantki, ktéry
z wymienionych mechanizméw dziatania DEHP uwaza za najbardziej istotny? Co zdaniem
Doktorantki jest praprzyczyng tancucha zdarzeri wiodacych do apoptozy neuronéw wzglednie

stymulacji proliferacji astrocytow?

W teksScie rozprawy znalazto sie kilka drobnych bledéw lub niescistosci, ktore

przytaczam z obowigzku recenzenta:

Str. 10, wiersz 10-11; ,,Uzyskane wyniki udowodnily, ze pod wplywem dzialania DEHP
dochodzi do zaburzenia funkcji tych receptoréw juz na poziomie ekspresji”. To zdanie nieco
zawite. Prodciej jest stwierdzi¢, ze zaburzenie ekspresji receptoréw moze si¢ przyczyni¢ do

nasilenia lub uposledzenia ich funkeji.



Str. 23, wiersz 1; W tym zdaniu wyraz ,,gamma” jest zbedny, poniewaz jest tu mowa

o wszystkich receptorach PPAR.

Str. 27, wiersz 2; ,,procesem nauki” proponuje zastgpic ,,procesem uczenia sie”.

PODSUMOWANIE i WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi istotny wkitad w identyfikacje
efektoéw i molekularnych mechanizméw dziatania ftalanu DEHP w mézgu ssakéw. Szczegdlna
wartos¢ przeprowadzonych badan polega na wykazaniu, ze narazenie embrionalnych komorek
nerwowych 1 astrocytdéw na zanieczyszczenia srodowiskowe w postaci ftalanow moze mieé
udziat w etiologii choréb uktadu nerwowego, glownie poprzez zaburzenie szlakéw receptorow
AhR i PPARy, o ktérych wiadomo, Zze uczestniczg w neurorozwoju. Badania Doktorantki
przyczynity si¢ do zrozumienia patomechanizméw dziatania ftalanu DEHP, co moze mieé
wplyw na ograniczenie stosowania tej substancji wzglednie znalezienie skutecznych sposobow
ochrony komoérek mozgu przed jej szkodliwym dziataniem. Autorka wlozyta wiele wysitku
w przeprowadzenie licznych do$wiadczen oraz wykonanie odpowiednich pomiaréw i analiz.
Dzigki zastosowaniu nowoczesnych metod i technik badawczych Doktorantka uzyskata wysoce

oryginalne wyniki.

Rozprawe doktorska Pani mgr Agnieszki Sitarz-Glownia oceniam bardzo wysoko,
a nieliczne uwagi krytyczne nie umniejszaja merytorycznej wartosci pracy. Biorge pod uwage
oryginalnos¢ badan, co idzie w parze z zastosowaniem nowoczesnych metod i technik
badawczych z zakresu biochemii, biologii molekularnej i komdrkowej, a takze przewyzsza
zwyczajowe wymogi prac doktorskich, sktadam wniosek o wyrdznienie rozprawy. Rozprawa
doktorska mgr Agnieszki Sitarz-Glownia pt. ,,Ftalany jako zwigzki zaburzajace funkcje
neuronéw 1 komorek glejowych moézgu myszy w hodowlach in vifro” spelnia wymagania
okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w zakresie Sztuki (Dz. Ustaw z 2003 r., Nr 65 poz. 595.,
Dz. Ustaw z 2005 r., Nr 164, poz. 1365, Dz. Ustaw z 2011 r., Nr 84, poz.455). Wnioskuje

o dopuszczenie mgr Agnieszki Sitarz-Glownia do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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