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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Olchawy pt.
,The effect of oxidative stress on phagocytic activity of

retinal pigment epithelium cells in vitro”

Badania zespotu Prof. Sarny od szeregu lat dotycza biofizyki komdrek upigmentowanego
nabtonka siatkdwki i konsekwentnie poszerzaja mozliwosci zrozumienia mechanizmow
patogenezy zwyrodnienia plamki zéttej zwigzanego z wiekiem (ARMD), choroby bardzo istotnej
w skali spotecznej. Jest ona bowiem gtéwng przyczyna utraty wzroku przez osoby starsze w
spofeczeristwach uprzemystowionych, a skala jej wystepowania rosnie w miare zwigkszania sie
dtugosci zycia. Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Olchawy podsumowuje kolejny, znaczgcy

etap tych badan.

Rozprawa, napisana w jezyku angielskim, ma typowy ukfad. Otwiera jg , po krotkim
Ogdlnym Wstepie (General Intlroduction) kompetentnie napisany Przeglgd Pismiennictwa
(Bibliographic Studies) Wprowadzenie (Introduction), w ktérym Doktorantka przedstawia
organizacje funkcjonalng siatkowki, ztuszczanie zewnetrznych segmentéw komdrek
fotoreceptorowych i ich fagocytoze przez komdrki nabtonka pigmentowanego siatkowki, Zrodta i
tarcze stresu oksydacyjnego w komdrkach nabtonka pigmentowanego siatkéwki, zwyrodnienie
plamki z6ttej zwigzane z wiekiem i gtdwne mechanizmy ochrony nabtonka upigmentowanego
siatkowki przed uszkodzeniem oksydacyjnym — karotenoidy i witaming E. Szczegdlne moje
uznanie wzbudza podrozdziat poswiecony dyskusji komdrek ARPE-19 jako modelu in vitro

nabtonka pigmentowanego siatkowki cztowieka — jego charakterystyce i ograniczeniom.
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Fagocytoza ztuszczanych zewnetrznych segmentow komorek fotoreceptorowych przez
komorki nabtonka pigmentowanego siatkdwki ma zasadnicze znaczenie dla prawidtowego

funkcjonowania siatkdwki. Mozna przypuszczac, ze jej zaburzenia prowadzg do degeneracji




siatkdwki. W mysl hipotezy badawczej sformutowanej w rozprawie, powodem zachodzgcego w
toku starzenia sie organizmu obnizenia zdolnosci komdrek nabtonka pigmentowanego siatkowki

do fagocytozy moze byc stres oksydacyjny.

Celem badari podsumowanych w rozprawie byto uzyskanie informacji o roli stresu
oksydacyjnego w uposledzeniu tej zdolnosci oraz o mozliwosci przeciwdziatania temu efektowi
przez istotne dla siatkowki antyoksydanty — zeaksantyne i witaminge A. Zadania badawcze
obejmowaty (i) opracowanie modelu komdrkowego in vitro dla badania podprogowego stresu
oksydacyjnego na specyficzng i niespecyficzng aktywnos¢ fagocytarng komorek nabtonka
pigmentowanego siatkowki, (i) zbadanie, czy podprogowe uszkodzenie fotodynamiczne
komdrek ARPE-19 hamuije te aktywnosci, (iii) stwierdzenie, czy stopieri hamowania aktywnosci
fagocytarnej koreluje z zakresem i typem fotodynamicznego uszkodzenia lipidéw tych komérek,
(iv) okredlenie, czy zahamowanie specyficznej aktywnosci fagocytarnej komérek ARPE-19 jest
zwigzane z obnizeniem poziomu integryn avB5 i MerTK oraz (v) okreslenie mozliwosci

modyfikacji efektéw badanych w zadaniach (ii)-(iv) przez zeaksantyne i witaming E.

Materiaty i metody przedstawione s w rozprawie nalezycie szczegétowo. Stosowane
metody obejmowaty m. in. prowadzenie hodowli pierwotnych komdrek nabtonka
pigmentowanego siatkdwki z oczu cztowieka, izolowanie zewnetrznych segmentéw komodrek
fotoreceptorowych z oczu krowy i ich znakowanie izotiocyjanianem fluoresceiny, poddawanie
komérek ARPE-19 dziataniu stresu fotodynamicznego, pomiar przezywalnosci komérek z MTT ,
btekitem trypanu i jodkiem propidyny, .okreslenie lokalizacji stosowanych barwnikéw
inicjujgcych uszkodzenie fotodynamiczne oraz N-kadheryny, biatka ZO-1 i F-aktyny w komdrkach,
oznaczenie fagocytozy z uzyciem cytometru przeptywowego, analize poziomu biatek
receptorowych wobec zewnetrznych segmentéw fotoreceptorow, aktyny, katalazy i
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, analize heterodimeru avB5 technika
immunoprecypitacji i analize poziomu wodoronadtlenkdw cholesterolu technikg HPLC z detekcjg
elektrochemiczng:. “Podoba mi sie zastosowana pomystowa metoda oceny aktywnosci
fagocytarnej, oparta na pomiarze fluorescencji pochtonietych, znakowanych quorescencyjnie

czastek lateksu i zewnetrznych segmentéw komorek fotoreceptorowych. Mozna sie zastanawiac,



czy mozliwa bytaby (pdt)ilosciowa standaryzacja metody, ktdra pozwolitaby oceni¢ liczbe

wchtonietych przez komorki czgstek.

Wysoko oceniam réwniez wtasciwe zaplanowanie i logiczne przedstawienie Wynikow
badann. Jako obiekt badari postuzyty komorki ARPE-19. Doktorantka wybrata warunki
poddawania ich stresowi oksydacyjnemu generowanemu poprzez efekt fotodynamiczny
merocyjaniny 450 i rézu bengalskiego, badajac wptyw szeregu stezeri tych barwnikéw na
przezywalno$¢ komorek w standardowych warunkach naswietlania, analizujgc efekty po %
godziny i 24 godzinach od ekspozycji. Taki schemat doswiadczen pozwolit na oszacowanie
odwracalnosci indukowanych zmian i jest w moim przekonaniu wiasciwy, jakkolwiek nieco
brakuje‘mi doswiadczenia przedstawiajgcego bardziej rozbudowang analize dynamiki czasowej
zmian ktorego$ z parametréw badanych po tych dwu czasach, przekonujgcej, ze czasy analizy

zostaty optymalnie dobrane.

Uzyskane wyniki dowodzg, ze stres oksydacyjny indukowany w komaérkach ARPE-19 przez
efekt fotodynamiczny, powoduje hamowanie zaréwno niespecyficznej, jak i specyficznej
aktywnosci fagocytarnej, przy czym o ile w przypadku fagocytozy specyficznej efekty dziatania
merocyjaniny 540 i rézu bengalskiego w wybranych zakresach stezer s3 poréwnywalne, o tyle
hamowanie niespecyficznej akfywnoéci fagocytarnej jest znacznie silniejsze w przypadku
merecyjaniny 540. Zahamowanie aktywnosci fagocytarnej ma charakter przejsciowy, i jest
znacznie silniejsze po 30 minutach niz po 24 godzinach od ekspozycji na swiatto. Doktorantka
wykazata tez m. in., ze stres oksydacyjny powoduje obnizenie poziomu biatek MerTK, av i B5S
oraz aktyny i zwieksza poziom wodoronadtlenkéw cholesterolu (5a-O0H i 7 a/B-OOH).
Antyoksydanty  (zeaksantyna i witamina E) znacznie zmniejszaly  wytwarzanie
wodoronadtlenkéw cholesterolu, w mniejszym stopniu chronity komérki przed utratg
specyficznej aktywnosci fagocytarnej i stabo wptywaty na efekt obnizenia poziomu biatek
MerTK, av i B5. Te efekty antyoksydantéw wydajg sie by¢ zwigzane z ich lokalizacjg w lipidowych

obszarach bton komérkowych.

W dobrej, obszernej (18-stronicowej) dojrzatej Dyskusji Autorka rozprawy krytycznie

analizuje uzyskane wyniki na tle danych piSmiennictwa. M. in. obszernie dyskutuje celowo$¢
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stosowania wybranego modelu wytwarzania stresu oksydacyjnego przez efekt fotodynamiczny,
przytaczajac szereg argumentdw na rzecz tezy, ze jest on lepszy w porownaniu z czesto
stosowanymi stosowanym uzyciem nadtlenku wodoru czy nadtlenkéw organicznym. Podzielam
zdanie Autorki rozprawy, szczegdinie w odniesieniu do komérek siatkdwki. Nasuwa mi sig przy
tej okazji refleksja, ze wybuch oddechowy, ktéry — jak wszystko na to wskazuje — towarzyszy
fagocytozie zewnetrznych segmentéw komdrek fotoreceptorowych przez pigmentowane
komérki nabtonka siatkdwki - wydaje sie w tym przypadku nie mie¢ sensu biologicznego i byc
jedynie utrzymaniem uniwersalnego mechanizmu fizjologicznego. Chociaz — moze jest jednak

przydatny w przypadkach infekgji siatkowki?

Rozprawe zamyka podsumowanie Kluczowych Wynikéw i Gtféwnych Whnioskow,

Streszczenie i nalezycie obszerne pismiennictwo (301 pozycji).

Rozprawa jest $wietnie napisana i bardzo mi sie¢ podoba. Funkcja recenzenta obliguje
mnie jednak do kilku uwag krytycznych czy polemicznych. Do zastanowienia sktania uzyte
pojecie ,podprogowego stresu oksydacyjnego”. Autorka rozprawy stosowata takie warunki
stresu oksydacyjnego, ktéry powodowat obnizenie przezywalnosci komérek do nie mniej niz
90% po 30 minutach i nie mniej niz 85% po 24 godzinach. Takie obnizenie przezywalnosci jest
istotnie niewielkie, nie wiemy z lektury rozprawy, czy jest statystycznie istotne. Czy jednak mamy

prawo nazywac taki stres oksydacyjny podprogowym?

Problemem, z jakim zetkneta sie Doktorantka, jest kwestia standaryzacji wynikow
techniki Western blotting. Zazwyczaj wyniki densytometrii badanych biatek sg standaryzowane
wzgledem biatka odnoénikowego, np. aktyny. Nie byto to z pewnoscia mozliwe w tych
badaniach, w ktérych poziom aktyny tez ulegat zmianie. Autorka rozprawy nie poswieca zbyt
wiele uwagi temu problemowi, wspominajagc jedynie o tfadowaniu réwnowainych

objetosci/ilosci biatka (s. 60), co nie jest w petni jednoznaczne.

Warunki ‘wzbogacenia komérek w antyoksydanty zostaty podane w sposob w petni

szczegétowy, jednak ideatem bytoby oznaczenie poziomu antyoksydantéw w komdrkach.

Wydaje mi sie, ze przeksztatcenie wolnych rodnikdw lipiddw w wodoronadtlenki (co

sprowadza sie do dofaczenia do czasteczki lipidu czasteczki tlenu) niekoniecznie jest procesem
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redukgji (s. 41).

Drobiazg z Wykazu skrotow(s. 9): EDTA i EGTA jako skréty dla soli sodowej EDTA i kwasu
(EGTA) - warto bytoby albo zréznicowac kwas i sél albo pomingé kationy sodowe, niekoniecznie

istotne dla efektu EDTA.

Te marginalne uwagi nie rzutuja na moja wysoka ocene rozprawy doktorskiej mgr
Magdaleny Olchawy, ktorg uwazam za istotne osiggniecie naukowe Doktorantki i Jej Promotora.
Chce takze zwrdci¢ uwage na bardzo staranng edycje rozprawy i na fakt, ze wyniki uzyskane w
pracy zostaty opublikowane, jak dotychczas, w postaci dwoch artykutéw w czasopismach

Photochemistry and Photobiology oraz Investigative Ophthalmology and Visual Science.

Uwazam, ze rozprawa spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez art. 14 i 15
Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z
dnia 14 marca 2003 r, z pozniejszymi zmianami. Z petnym przekonaniem wnosze wiec do
Wysokiej Rady Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Magdaleny Olchawy do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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