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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Darii Korewo-Labelle

pt. “Wplyw suplementacji witaming D3 na mitochondrialny metabolizm tlenowy i
neuroprotekcje w szczurzym hipokampie podczas ditugotrwalej ekspozycji na dziatanie

glikokortykosteroidéw”.

Witamina D3 jest lekiem wielokierunkowym o dziataniu zaréwno genomowym, jak i
niegenomowym oraz dobrze udowodnionych  wifasciwosciach  neuroprotekcyjnych,
przeciwzapalnych i regeneracyjnych. Wykazano, ze witamina D3 moze regulowa¢ kluczowe
mechanizmy molekularne $mierci neurondw i przezycia, a oprocz korzystnego wptywu na tkanke
neuronalng, ma takze dziatanie ochronne na uktad naczyniowy i integralnosc bariery krew-mozg.
Ostatnie lata wskazujg na jej potencjat do modulowania aktywnosci osi podwzgorze-przysadka-
nadnercza (HPA), gtéwnie dzieki pobudzajgcemu wptywowi na neuroprzekazniki i synteze
czynnika neurotroficznego BDNF. Co wiecej, sugeruje sie takze potencjalne zaangazowanie
receptoréw glikokortykoidowych (GR) w sygnalizacje witaminy D3. Niekompletne jak dotychczas
dane wskazujg na potrzebe doktadniejszego poznania i omdéwienia skutecznosci potencjalnego
leczenia witaming D3, biorgc pod uwage oba receptory, a mianowicie receptory dla
glikokortykoidow oraz dla witaminy D3. Dane dotyczace mozliwej interakcji i funkcjonalnego
wspotdziatania miedzy nimi sg jak dotad niejednoznaczne. Lepsze zrozumienie mechanizmu
molekularnego dziatania witaminy D3 powinno pomoc dokfadniej ustalic skuteczne dawki i
odpowiednig grupe pacjentow z deficytami jej poziomow, ktdérzy mogliby skorzysta¢ z leczenia
witaming D3. Biorgc pod uwage powyzsze dane, w petni zasadny i aktualny wydaje sie wybor
tematu badawczego rozprawy doktorskiej mgr Darii Korewo-Labelle, ktéry wpisuje sie, w
nowoczesne trendy poszukiwan interakcji i molekularnych mechanizméw, pomiedzy dtugotrwale
podniesionymi poziomami glikokortykoidéw, charakterystycznymi dla wielu jednostek
chorobowych, a suplementacjg witaminy D3.

Rozprawa doktorska mgr Darii Korewo-Labelle ma forme hybrydowg i oparta zostata o
dwa opublikowane wieloautorskie manuskrypty oraz nieopublikowane jeszcze wyniki badan
dodatkowych Autorki. W skfad rozprawy doktorskiej wchodzg Streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, Wprowadzenie, Cel i Hipotezy pracy oraz oryginalne wersje manuskryptow wraz z
krotkim ich oméwieniem. Na kolejnych stronach Autorka przedstawita opis Materiatow i Metod



oraz zaprezentowata Wyniki badan, ktére nie znalazty sie w opublikowanych pracach. Koncowe
strony dysertacji obejmujg Dyskusje, Podsumowanie i Whnioski, a takze spis ilustracji oraz
wykorzystanego w rozprawie pismiennictwa. Catos¢ tekstu liczy 168 stron.

Rozprawe rozpoczyna wykaz skrétéw, ktory utatwia poruszanie sie po tekscie pracy
doktorskiej oraz wspomniane juz streszczenia. Rozdziat kolejny — Wprowadzenie liczy 29 stron i
stanowi ciekawe opracowanie przydatne do analizy podjetej w pracy tematyki. Autorka oméwita
rodzaje stresu (eustres, distres), etapy syntezy glikokortykoidéw jako gtéwnych mediatorow tej
reakcji oraz wskazata na molekularne mechanizmy aktywaciji receptorow dla glikokortykoidow {j.
GR i MR. Opisata takze wybrane modelowe bodzce stresowe (takie jak ekspozycja ha zimno, czy
podania dexametazonu), ktore wykorzystane zostaty w dalszej czesci dysertacji. Na kolejnych
stronach Autorka przedstawita w sposob jasny i przejrzysty informacje dotyczgce struktury
hipokampa, jego wudzialu w zjawiska plastycznosci oraz nakreslita mechanizmy
wewnatrzkomoérkowego przekazu sygnalu zaangazowane Ww procesy neuroprotekcji i
neuroregeneracji (IGF-1, BDNF) w odpowiedzi na neurotoksycznos¢ wywotang dtugotrwale
podniesionymi poziomami glikokortykoidéw. Kolejne strony Wprowadzenia to dalsze nawigzanie
do tematu dysertacji, w tym opis proceséw energetycznych zachodzgcych przy udziale
mitochondriéw, wybranych szlakéw metabolizmu oraz bioenergetyki komérek nerwowych, a
takze zwiezte dane dotyczace procesu stresu oksydacyjnego generowanego w wyniku proceséw
stresowych. Warto wspomnie¢, ze niektére z informacji wzbogacono dodatkowo ilustracjami
wykonanymi przez Autorke. Istotne znaczenie dla omawianej dysertacji ma zawarte na ostatnich
stronach tego rozdziatu, skrétowe kompendium wiedzy dotyczgce witaminy D3 oraz spojrzenie
medyczne na role jej niedoboréow w patologii jak i aktualne dane dotyczgce suplementacji tym
zwigzkiem. Bardzo istotne informacje zamieszczono w ostatnim akapicie, gdzie Autorka jasno
definiuje przestanki, ktére zadecydowaty o podjeciu przez Nig badan zamieszczonych w
rozprawie w tym wskazujgc na role witaminy D3 w procesach neuroplastycznosci, heurogenezy
w dorostym mébzgu, a takze jej potencjalnym wptywie na neuroprotekcje poprzez pozytywng
modulacje poziomu neurotrofin. Ogdlnie, rozdziat ten napisany zostat poprawnie i wskazuje na
dobrg znajomosé merytoryczng Autorki w poruszanym w nim obszarze wiedzy. Tym niemniej z
obowigzku recenzenta musze wspomnie¢, ze nie tylko ten rozdziat, ale cata dysertacja nie
doczekata sie wnikliwej korekty jezykowej. Szkoda, ze Autorka nie wykonata jej przed ztozeniem
pracy do recenzji. Btedy stylistyczne znalez¢ mozna praktycznie na kazdej ze stron maszynopisu,
a nawet na stronie tytutowej rozprawy (zamieszczono na niej informacje: promotor prof. UG dr
hab. Jana Jacka Kaczora, i w nastepnej linijce dr Mateusza Jakuba Karni”). By¢ moze w jednej z
poprzednich wersji rozprawy na stronie tytutowej widniato zwyczajowe sformutowanie: ,praca
wykonana pod opiekg promotora i promotora pomocniczego” (i tu nastepujg imiona i nazwiska w
powyzej wspomnianej formie), ktérego niestety w przestanej mi do oceny wersji prézno szukac.
Nie bede w tym miejscu przytaczac kolejnych bteddw jezykowych, stylistycznych, brakow znakow
interpunkcyjnych, czy ,zlepkdw” wyrazow (czasownikéw, rzeczownikow) ze spdjnikami, ktore
znalaztam w trakcie czytania rozprawy. Pozwole sobie tylko zwroci¢ uwage na pewne niescistosci
merytoryczne w tym fakt, iz cytoking prozapalng jest TNF-a, a nie TNF-1a (lista skrétow uzytych
w rozprawie), czy niescistos¢ pomiedzy tekstem, a rycing 1. Wiadomo, bowiem, Zze od receptorow
GR przed translokacjg do jadra odtgczane sg biatka towarzyszace np. FKBP51 (czego nie
pokazano na tej ilustracji). Co wiecej, stwierdzenie ,BDNF najczesciej obserwowany jest w
hipokampie i korze czotowej (zamieszczone na stronie 27)”, jest nieco mato precyzyjne, by¢ moze
warto je zastgpi¢ poziomem czy ekspresjg tego czynnika, gdyz okreslenie ,obserwowany” nie
nalezy do kanonu uzywanego w neuronauce. W omawianym rozdziale znalazty sie tez inne
wymagajgce uzupetnienia braki, zeby wspomnie¢ opis interakcji czynnika IGF-1 z biatkami



wigzgcymi IGF-1 (IGFBP) w ktérym pominieto informacje o interakcje z ktorym konkretnym
biatkiem wigzgcym chodzi, a biorgc pod uwage fakt, iz aktywno$¢ tworzonych kompleksow IGF-
1/IGFBP jest scisle uzalezniona od rodzaju biatek wigzgcych i wywiera odmienne efekty
biologiczne w tym aktywacje lub hamowanie receptora IGF-1 taka informacja powinna sie znalez¢
w dysertacji.

Na kolejnych stronach rozprawy w oparciu o przytoczone we Wprowadzeniu
pismiennictwo oraz posiadang wiedze Autorka postawita interesujgca hipoteze, ze suplementacja
witaming D3 moze mie¢ istotne znaczenie w ograniczaniu/tagodzeniu deficytow indukowanych
przez diugotrwatg ekspozycje na glikokortykosteroidy w hipokampie szczuréw, postulujac
szczegoblnie wptyw tej suplementacji na dysfunkcje metabolizmu tlenowego, indukcje stresu
oksydacyjnego oraz procesy wewnatrzkomorkowe i szlaki przekazu sygnatu regulowane przez
neurotrofiny w tej strukturze. Weryfikacje tej hipotezy mgr Korewo-Labelle zaplanowata w oparciu
0 trzy cele szczegdtowe. Zapoznajgc sie z nimi, mozna mieé nieco watpliwosci czy realizujgc
kazdy z nich Autorka planowata ocene suplementacji tym samym zwigzkiem, gdyz zbyt daleko
idgcym ,uproszczeniem” jest uzywanie zamiennie okreslenia witamina D, vs witamina D3, biorgc
pod uwage zréznicowang aktywnos¢ biologiczng poszczegoélnych form tego zwigzku (jest ich az
5) jak i zroznicowang aktywnos¢ jego poszczegdlnych metabolitéw.

Kluczowe znaczenie merytoryczne dla ocenianej rozprawy majg wyniki uzyskane przez
mgr Korewo-Labelle i zaprezentowane w dwdch pracach oryginalnych oraz uzupetnione
niepublikowanymi jeszcze badaniami wkasnymi. W pracy ,The positive impact of vitamin D on
glucocorticoid-dependent skeletal muscle atrophy”, ktéra opublikowana zostata w czasopismie
Nutrients (2021), Doktorantka jest drugim autorem. Zgodnie z zamieszczonymi o$wiadczeniami
Jej wktad w powstanie pracy polegat na pozyskaniu materiatlu do badan oraz wykonaniu prac
laboratoryjnych, co budzi¢ moze pewne watpliwosci dotyczgce wiodgcego wspodtautorstwa w
powstanie tej publikacji. W pracy tej wykazano zréznicowany wptyw suplementacji witaming D3
na egzogennie i endogennie indukowang aktywacje osi HPA, ktérg oceniano gtéwnie jako
potencjat do hamowania atrofii miesniowej u szczuréw. Efektywnos¢ suplementacji witaming D3
obserwowano jedynie w modelu przewlektego podawania deksametazonu (DEXA) w formie
iniekcji dootrzewnowych w przeciwienstwie do jej braku w modelu zanurzania zwierzat w zimnej
wodzie. Zakres badan oraz przedstawione w tej pracy wyniki nie sg zatem bezposrednio
zwigzane z tytutem rozprawy. By¢ moze prace tg traktowac nalezy jako wstep i weryfikacje
modelu badawczego, w ktérym nastepnie Autorka kontynuowata badania, a uzyskane w tym
samym modelu doswiadczalnym (zanurzanie w zimnej wodzie) rozbudowane wyniki odnoszace
sie bezposrednio do tematyki rozprawy, zamiescita na koncowych stronach dysertaciji.
Prositabym o komentarz w tej sprawie w trakcie publicznej obrony.

Natomiast w pracy opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences (2023)
mgr Daria Korewo-Labelle jest pierwszym autorem, a Jej udziat w powstanie tej publikacji mozna
uznaé za wiodgcy, gdyz obejmowat uczestnictwo w zaprojektowaniu badan, pozyskanie materiatu
do analizy, prace laboratoryjne, a takze przeprowadzenie analizy statystycznej i interpretacji
uzyskanych wynikéw oraz udziat w pisaniu manuskryptu. Praca ta znalazta uznanie na etapie
recenzji, dlatego podkresle jedynie jej najwazniejsze aspekty poznawcze ktoére obejmuja:

- wykazanie supresyjnego efektu wielokrotnych podarn DEXA na mase hipokampa i
ekspresje biatka receptora GR, ktéremu towarzyszyt obnizony poziom proBDNF oraz aktywnej
ufosforylowanej formy kinazy AKT;



- wykazanie dysfunkcji biogenezy mitochondriéw (obnizenie poziomu biatka PGC-1a) oraz
mitochondrialnego metabolizmu energetycznego (spadek aktywnosci syntazy cytrynianowej);

- pokazanie ochronnego potencjatu suplementacji witaming D3 na wywotane podaniami
DEXA deficyty w tym obnizong mase hipokampa, poziom mBDNF oraz poziom pAKT, a takze
czesciowo na poziomie metabolizmu mitochondrialnego.

W ostatniej czesci dysertacji zamieszczono dodatkowe nieopublikowane jeszcze wyniki
badan, ktére poprzedzono opisem przeprowadzonych doswiadczen (wraz z ich schematem) oraz
materiatow i metod badawczych stosowanych przez Autorke. Wszystkie metody doswiadczalne
dobrano prawidtowo, a ich opis wzbogacony przydatnymi tabelami daje mozliwo$¢ ich wiernego
powtérzenia. Po lekturze tego rozdziatu nasuneto mi sie jednak kilka pytan, a mianowicie: czy
Autorka rzeczywiscie uwaza Western Blot za iloSciowg metode identyfikacji biatka; dlaczego w
opisie metod statystycznych pojawia sie zamiennie okreslenie ANOVA jednoczynnikowa oraz
jednokierunkowa czy takie byto zamierzenie Autorki; na stronie 94 znalaztam informacje, ze w
.celu zapewnienia optymalnego wzbogacenia $rodowiska zastosowane zostaly odpowiednie
atraktanty i akcesoria dla gryzoni”, zatem czy takie srodowisko mogto mie¢ zdaniem Autorki
wplyw na uzyskane przez nig wyniki w tej czesci dysertaciji, czy tez zastosowane zostato rutynowo
takze w badaniach opublikowanych w cyklu prac; o jakiej porze dnia ,stresowano” zwierzeta przez
umieszczanie ich w zimnej wodzie oraz w jakim odstepie czasowym od ostatniej procedury i o
jakiej porze dnia pobierano tkanke do badan? W kontekscie dobowych zmian w poziomach
endogennych glikokortykoidéw oraz ekspresji receptorow GR ma to moim zdaniem kluczowe
znaczenie.

Prezentowane przez Autorke wyniki badan uzyskano 2z wykorzystaniem wielu
nowoczesnych i pracochtonnych metod, co wskazuje na Jej duzy wktad pracy oraz biegto$¢ w
opanowaniu zroznicowanego warsztatu badawczego. Ogolnie, uzyskane wyniki wskazujg na
odmienny wplyw podwyzszonego poziomu glikokortykoidow endogennych indukowanych
stresem oziebienia w poréwnaniu z obserwacjami poczynionymi w modelu wielokrotnych podan
DEXA. Inny jest takze potencjat i zakres protekcyjnego dziatania witaminy D3. Dlatego mgj
niedosyt budzi objetos¢ i tres¢ zamieszczonej na koncowych stronach dysertacji Dyskusiji.
Ograniczenie jej do omdéwienia tylko wynikéw nieopublikowanych uzyskanych w modelu indukc;ji
endogennego wzrostu glikokortykoidow jest stabym punktem rozprawy. Dyskusja, powinna by¢é
autorskim opracowaniem mgr Darii Korewo-Labelle prezentujgcym Jej zaséb wiedzy,
umiejetnos¢ wykazania spojnosci tematycznej wszystkich uzyskanych przez Nig wynikow,
formutowania wnioskow i postugiwania sie piSmiennictwem naukowym, dlatego zaskakuje mnie
jej ograniczona do minimum formuta. Moim zdaniem umiejetno$¢ dyskutowania wynikow nawet
negatywnych, na tle innych wtasnych oraz dostepnego pismiennictwa (pod warunkiem, ze nie jest
btednie cytowane jak np. Trojan i wsp.) zawsze stanowi wartos¢ dodang, zwtaszcza dla Osoby
na poczatkowym etapie rozwoju naukowego. Nie zgadzam sie zatem 2z lakonicznym
stwierdzeniem Autorki, ze wyniki te dyskutowano juz w opublikowanych manuskryptach, gdyz
catosciowy ich odbior w kontekscie wszystkich wynikow stanowigcych podstawe dysertacii
mogtby, a wrecz powinien mie¢ szerszy zakres merytoryczny. Co wiecej, po zapoznaniu sie z
Dyskusjg chciatabym prosi¢ o komentarz do pytan, ktére nasunety mi sie po lekturze tego
krotkiego rozdziatu.

1. Jak Autorka ttumaczy celowos¢ suplementacji witaming D3 przy braku zmian w jej
poziomie w modelu endogennym? Jaki zdaniem Autorki jest potencjalny mechanizm
dziatania endogennie indukowanych glikokortykoiddw na mase hipokampa przy braku
zmian receptorowych (brak zmian w poziomach GR i MR)?



2. Strona 108 w tekscie znalaztam informacje: ,poziom ufosforylowanej formy kinazy Akt w
grupie zwierzat stresowanych oraz suplementowanej witamina D3 byt znacznie obnizony
w poréwnaniu do kontroli” natomiast rycina 10c nie pokazuje zmian istotnych
statystycznie.

3. Wiekszos¢ zmian w grupie eksponowanej na zimno oraz eksponowanej na zimno i
suplementowanej witaming D3, jesli w ogdle wystepuje, ma podobny kierunek (np. wzrost
poziomu RBM3, NFL, spadek proBDNF, brak zmian w PGC-1a, COX IV, Il czy aktywnosci
syntazy cytrynianowej) ktére zatem wyniki dajg Autorce jednoznacze podstawy do
wnioskowania o ochronnym dziataniu witaminy D3 w tym modelu?

Na koncowych stronach dysertacji zamieszczono Podsumowanie i Wnioski opracowane
osobno dla dwéch modeli doswiadczalnych, po ktérych nastepuje spis ilustracji i
piSmiennictwa wykorzystanego w dysertacji przez Autorke.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Darii Korewo-Labelle
ma forme hybrydowg, a oparto jg o wyniki zaprezentowane w dwoch opublikowanych
manuskryptach oraz o niepublikownane jeszcze wyniki badan wtasnych Autorki. Jej
polskojezyczny tekst nie zostat poddany wnikliwej korekcie jezykowej, co skutkuje wieloma
btedami stylistycznymi oraz systemowymi w tym gramatycznymi czy leksykalnymi oraz
niescistosciami graficznymi, co utrudnia poruszanie sie po tekscie dysertacji. Tym niemniej
opracowanie to stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego i wnosi nowe
spojrzenie na dotychczas niebadane mechanizmy dotyczgce wptywu suplementacji witaming
D3 na deficyty indukowane w warunkach dtugotrwatej aktywacji osi HPA, dlatego poczynione
z obowigzku recenzenta komentarze i uwagi, w sposob kluczowy nie wptywajg na catosciowg
wartos¢ merytoryczng tego opracowania.

Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska pt.” Wptyw suplementacji witaming D3 na
mitochondrialny metabolizm tlenowy i neuroprotekcje w szczurzym hipokampie podczas
diugotrwatej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidow” spetnia warunki okreslone w art.
187 ust 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i wnioskuje
do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie pani mgr
Darii Korewo-Labelle do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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