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Homocysteina (Hcy) jest aminokwasem siarkowym, Kktéry nie wystepuje
w sekwencji pierwszorzedowej biatek. Zrédtem Hcy w organizmie cztowieka jest
dostarczana w pokarmach biatkowych metionina. Metabolizm metioniny poprzez
synteze S-adenozylo-L-metioniny (SAM) prowadzi do powstania homocysteiny.
W komorce prawie cata Hcy ulega enzymatycznej remetylacji do metioniny w wyniku
dziatania syntazy metioninowej (MS) oraz dwuetapowej reakcji transsulfurylacji,
z udzialem (-syntazy cystationiny (CBS). Syntaza metioniny wspétdziatajgc z witaming
B12 wykorzystuje 5-10-metylenotetrahydrofolian jako donor grup metylowych.
Remetylacja Hcy do metioniny jest réwniez katalizowana przez metylotransferaze

betainowo-homocysteinowg, w ktorej donorem grup metylowych jest betaina.
Hiperhomocysteinemia (HHcy) jest stanem patologicznym, w ktéorym stezenie Hcy
w osoczu krwi cztowieka przekracza 15 pM. HHcy ma najczesciej podloze genetyczne i jest

wynikiem mutacji genow kodujgcych enzymy metabolizmu Hey na drodze transulfurylacji



i remetylacji. HHey réwniez moze by¢ spowodowana niedoborem witaminy B12 oraz kwasu
foliowego. HHcy odpowiada za rozwdj wielu chorob w tym choréb nowotworowych,
sercowo naczyniowych, komplikacji rozwoju cigzy czy choroéb neurodegeneracyjnych np.
choroby Alzheimera (AD).

Hcy ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do metioniny, moze by¢
substratem dla niektérych syntetaz aminoacylo-tRNA, zwtaszcza syntetazy metionylo-
tRNA. Prowadzi to do powstania Hcy-AMP, z ktérego powstaje tiolakton homocysteiny
(HTL). Znane s3 trzy enzymy, ktore mogg przeksztatci¢ HTL z powrotem do Hcy, naleza
do nich cytoplazmatyczna hydrolaza bleomycyny (BLMH), mitochondrialna hydrolaza

bifenylu (BPHL) oraz zewnatrzkomoérkowa paraoksonaza 1 (PON1).

Zaobserwowano, ze wysokie stezenie HTL wywiera silny efekt toksyczny
zaréwno w warunkach in vivo jak in vitro. W warunkach fizjologicznych HTL reaguje z -
aminowymi grupami lizyny powodujgc N-homocysteinylacje biatek. Tiolakton
homocysteiny poprzez N-homocysteinylacje enzymow hamuje szereg reakcji
biochemicznych, blokuje aktywacje kinaz, dereguluje metabolizm oraz proliferacje
komorek. Wysokie stezenie HTL we krwi koreluje z rozwojem wielu choréb
cywilizacyjnych w tym choréb neurodegeneracyjnych oraz jest niezaleznym czynnikiem
ryzyka rozwoju miazdzycy.

Paraoksonaza 1 jest enzymem wytwarzanym przez hepatocyty, skad jest uwalniana do
krwi obwodowej jako skladowa lipoprotein o wysokiej gestosci. PONI jest jednym
zkluczowych enzymoéw hydrolizujacych HTL do Hey. Aktywnos$¢ tego enzymu jest
zdeterminowana przez zmiennoscig genetyczng. Wykazano, ze aktywno$¢ PONI jest nizsza
u 0so6b z zdiagnozowang chorobg Alzheimera niz grupie osob zdrowych. Blmh jest kolejnym
enzymem, ktory rozktada HTL do Hcy. U pacjentéw z AD wykazano obnizong aktywnos¢
BLMH. Ponadto niektére badania sugeruja, ze pewne warianty genu BLMH mogg zwigkszaé
ryzyko zachorowania na AD. Enzym CBS pelni kluczowa role w dwuetapowej reakcje
transsulfuracji Hey do cysteiny. CBS ulega ekspresji w mozgu, watrobie i trzustce.
Aktywnos$¢ CBS jest zalezna od witaminy B6 oraz wariantu genetycznego CBS. Niedobor
CBS najczesciej prowadzi do zatorowos$¢ oraz miazdzyca naczyn krwionosnych, a takze
opdznienie umystowego. AD charakteryzuje si¢ gromadzeniem beta-amyloidu w modzgu
pacjentdw co czeSciowo moze mie¢ zwigzek z oslabieniem procesu autofagii, ktory jest

skorelowany z szlakiem mTOR.




Kinaza serynowo-treoninowa mTOR kontroluje réwniez translacje, transkrypcje
proliferacje komoérek. Szlak mTOR réwniez reguluje metabolizmem energetycznym komorki
oraz reguluje degradacja biatek. Deregulacja szlaku mTOR zostala powigzana z rozwojem
wielu choréb neurodegeneracyjnych w tym AD. Badania na mysich modelach AD wykazaly,
ze wyzsza aktywnos$¢ szlaku mTOR korelowata z gromadzeniem si¢ beta-amyloidu
w moézgach myszy. Aktywno$¢ szlaku mTOR jest odwrotnie skorelowana z procesem
autofagii, ktérego zaburzenia zaobserwowano w rozwoju chordb neurodegeneracyjnych
w tym chorobie Parkisona, Huntigtona oraz AD. Zahamowanie procesu autofagii ma zwigzek
z gromadzeniem si¢ beta-amyloidu oraz biatka tau, w tkance mdzgowej pacjentow z AD.
Aktywnos$¢ szlaku mTOR jest powigzana z demetylazg histonowg, Phf8. Enzym ten usuwajac
grupy metylowe z wybranych histonéw chromatyny wptywa selektywnie na ekspresje genow.
Mutacje w genie PHFS u cztowieka odpowiadajg za rozwd] zaburzen twarzoczaszki,
rozczepienie warg i/lub podniebienia oraz innymi anomalii w obrgbie twarzoczaszki. Deficyt
genu Phf8 u Danio rerio aktywuje apoptoze komorek nerwowych a u myszy deficyt genu

Phf8 aktywuje szlak sygnalowy mTOR.

Choroba  Alzheimera (AD) jest jednym z  najczgstszych — schorzen
neurodegeneracyjnych i gléwna przyczyng demencji u oséb starszych. AD moze byé
uwarunkowana rodzinnie lub rozwijaé si¢ sporadycznie. Rozwoj tej choroby
neurodegeneracyjnej jest zwigzany z powstawaniem plytek starczych 1 splatkow
neurofibrylarnych zawierajacych beta-amyloid oraz hiperfosforylowane biatko tau. W badania
nad AD czesto wykorzystuje si¢ modele mysie, ktore charakteryzujg sie bardzo szybka
akumulacjg beta-amyloidu w moézgu. W modelu mysim 5xFAD zostalty wprowadzone
wszystkie mutacje powodujace sporadyczny/rodzinny typ AD. W badaniach na AD
wykorzystuje sie rowniez komorkowy model AD N2a-APPswe. Model ten powstal poprzez
wprowadzenie do mysich komdrek neuroblastomy zmutowanego ludzkiego genu APP

zawierajacego mutacje prowadzgca do nadprodukcji beta-amyloidu.

Rozprawa doktorska mgr Fukasza Wituckiego podejmuje probe wyjasnienia
mechanizméw  biochemicznych  aktywowanych  hiperhomocysteinemig  powigzang
z czynnikami genetycznymi oraz dietg bogata w metioning na rozwdj AD. Poznanie tych
mechanizméw bedzie mialo ogromny wplyw na opracowanie nowej generacji lekow

stosowanych w terapii AD.



Ocena rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska mgr Lukasza Wituckiego zostata przygotowana jako cykl trzech
oryginalnych publikacji. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie prace skladajgce si¢ na cykl zostaly
opublikowane w czasopismach z listy JCR o wysokim wspdtczynniku odzialywania (IF)
i wysokiej wartosci punktow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. L.aczna wartos¢ IF
tych prac wyniosta ok. 16,5. Dwie pierwsze prace oryginalne zostaly opublikowana w 2023 r.
w czasopismie Cells (IF=7,677, 140 pkt. MNiSW) oraz J. Inherit. Metab. Dis (IF=4,429, 100
pkt. MNiSW), trzecia praca orginalna zostata zaakceptowana w 2023 r. do druku w Journal of
Alzheimer's disease (IF=4,372, 100 pkt. MNiSW).

W wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad cyklu prac stanowigcych rozprawe
doktorskg mgr Lukasz Witucki jest pierwszym autorem, co $wiadczy o duzym zaangazowaniu
1 samodzielnoéci autora.

Nadrzednym celem rozprawy doktorskiej bylo poznanie roli hiperhomcysteinemii
powiazane] z czynnikami genetycznymi oraz dietg bogata w metionine na wystgpowanie
wybranych biochemicznych markerdw choroby Alzheimera. Cele szczegdélowe badan
obejmowaty:

Zbadanie wptywu deficytu Ponl oraz Blmh, wieku oraz diety bogatej w metionine na
zdolnosci poznawceze myszy SxFAD, akumulacje beta-amyloidu, aktywnos$é Phf8 oraz szlaku
mTOR i aktywno$¢ procesu autofagii w mozgach myszy SxFAD.

Doktorant postanowil rowniez okresli¢ wpltyw metabolitow homocysteiny, niedoboru
Ponl, Blmh, lub Cbs oraz diety bogatej w metioning na akumulacje beta-amyloidu,
aktywno$¢é Phf8 oraz aktywno$¢ szlaku sygnatowego mTOR w komérkach N2a-APPswe.

Pan Mgr Lukasz Witucki osiggnal zalozone cele badan. Wykazat, ze niedob6ér Blmh
oraz dieta bogata w metionine korelowata z neurodegeneracjg oraz ograniczeniem funkcji
poznawczych myszy SxFAD. Niedobor aktywnosci enzyméw Blmh, Ponl lub Cbs oraz dieta
bogata w metioning powodowaly gromadzenie si¢ beta-amyloidu w mézgach myszy. Deficyt
enzymow Blmh, Ponl lub Cbs korelowal ze wzrostem stezenia Hcy, HTL oraz N-
homocysteinylowanych biatek. N-homocysteinylacja biatek upo$ledza ich funkcje co miedzy
innymi ograniczato aktywno$¢ Phf8, wzrost aktywnosci szlaku mTOR, zahamowanie procesu
autofagii oraz akumulacje beta-amyloidu w mdzgach myszy.

Podsumowujac niedobdr aktywnosci enzymdéw Blmh, Ponl lub Cbs oraz dieta bogata
w metioning przyczyniata si¢ do nieprawidtowej funkcji Phf8, aktywacji szlaku sygnalowego

mTOR oraz zahamowanie procesu autofagii i zintensyfikowania ekspresji APP.




Dgzac do osiagniecia postawionych celéw, Doktorant wykorzystal szereg
nowoczesnych narzedzi badawczych biologii molekularnej, bardzo dobrze dobranych
i zmodyfikowanych na potrzeby badan wiasnych.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zawiera oryginalne i1 bardzo
warto$ciowe wyniki, ktére zostaly zaprezentowane w publikacjach bedacych podstawg
rozprawy doktorskiej. Pan mgr Lukasz Witucki doskonale opanowal szereg narzedzi
badawczych, prace na mysim modelu AD oraz hodowle komérek in vitro, wywiazal si¢
catkowicie z zadan, jakie zostaty postawione w celu pracy.

Rozprawa doktorska napisana przez mgr bLukasza Wituckiego $wiadezy o jego
dojrzatosci naukowej, zawiera wnikliwa, tworcza dyskusje, co wskazuje na duza wiedze
teoretyczng 1 praktyczna. Przedstawiona rozprawa doktorska ma réwniez duzy potencjal
aplikacyjny wyjasniajacy role niedoboru aktywnosei enzyméw Blmh, Ponl lub Cbs oraz diety
bogatej w metioning na zmiany biochemiczne charakterystyczne dla AD. Poznanie tych
mechanizméw moze pomoc w korygowaniu zaburzen biochemicznych odpowiedzialnych za
rozwdj AD.

Czytajac rozprawe doktorskg, mozna zauwazy¢ drobne bledy interpunkcyjne. Praca
doktorska jest jednak napisana bardzo dobrze, a drobne bledy interpunkcyjne w zaden sposob
nie umniejszajg jej wyjatkowej wartosci. Uzyskane wyniki pomogg w opracowaniu

nowoczesnych terapii AD oraz innych choréb neurodegeneracyjnych.

Rozprawa doktorska mgr L.ukasza Wituckiego jest opracowaniem spelniajgcym

wszystkie warunki wymagane odpowiednig ustawg dla dysertacji doktorskich.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana
mgr bukasza Wituckiego zatytulowana ,Epigenetyczny mechanizm deregulacji szlaku
sygnatlowego mTOR 1 procesu autofagii w nowych mysich modelach choroby Alzheimera”,
stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego oraz spelnia wymogi art. 13
ust. Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6z. zm).

W zwigzku z powyzszym, przedstawiam Radzie Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN wniosek o dopuszczenie Pana mgr Fukasza Wituckiego do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorgc pod uwage bardzo wysoki poziom

recenzowane]j rozprawy, wartos¢ naukowa przeprowadzonych badan oraz dorobek naukowy




Autora,wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o wyr6znienie

rozprawy doktorskiej Pana mgr fL.ukasza Wituckiego nagroda.
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