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Recenzja pracy doktorskiej mgr Karoliny Przepiorskiej-Dronskiej

Zatytutowanej , Identyfikacja molekularnych mechanizméw dziatania amorfrutyny
B w komérkowych modelach uszkodzen mézgu: badania z wykorzystaniem
pierwotnych hodowli mysich neuronow i ludzkiej linii mikrogleju”

Rozprawa doktorska przedstawiona do recenzji zostata wykonana w Instytucie Farmakologii im.
Jerzego Maja pod kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Kajty jako promotora i dr hab. Agnieszki
Whnuk jako promotora pomocniczego.

Tematem rozprawy jest dziatanie protekcyjne amorfrutyny B w modelach niedotlenienia mdézgu in
vitro, w szczegdlnosci mechanizmy molekularne zaangazowane w ochrone komoérek przez
amorfrutyne B po zadziataniu hipoksji lub ischemii. Zagadnienie to zastuguje na badanie ze wzgledu
na potrzeby kliniczne. Udar mdzgu i niedotlenienie okotoporodowe sg jednymi z gtéwnych
powodow niepetnosprawnosci i Smierci pacjentdw, czestos$¢ ich wystepowania rosnie, a obecnie
dostepne metody leczenia sg niewystarczajgce. Rozwdj nowych terapii w zakresie udarow moézgu i
niedotlenienia mdzgu jest wiec niezbedny. Stad koniecznosé poszukiwania innowacyjnych podejs¢
terapeutycznych i nowych substancji, ktére mogtyby skuteczniej przeciwdziata¢ konsekwencjom
udaréw i asfiksji. Potencjat neuroprotekcyjny aktywacji receptora PPARy, celu molekularnego
amorfrutyny B, byt wczesniej wykazany, co uzasadniato podjecie badan nad tg substancja. Mozna
byto oczekiwa¢, ze wyniki beda miaty wysoki potencjat translacyjny ze wzgledu na schemat
doswiadczenia, w ktérym podawano amorfrutyne B po uptywie szesciu godzin od niedotlenienia.

Rozprawa ma nietypowy uktad. Jesdli chodzi o przedstawione wyniki, to sktadajg sie na nie dane
opublikowane w dwéch publikacjach, w ktérych doktorantka jest pierwszg autorkg oraz czes¢
danych z trzeciej publikacji. Doktorantka dostosowata forme rozprawy, omawiajgc poszczegdlne
publikacje w duzej mierze oddzielnie. Cze$¢ pracy Wnuk i wsp. 2021, ktéra weszta do niniejszej
rozprawy, a nie do osiggniecia habilitacyjnego dr hab. Wnuk, jest szczegdétowo opisana w tekscie
rozprawy. Publikacje Przepiorska i wsp. 2023 oraz Przepidrska-Dronska i wsp. 2024 dofaczone sg do
rozprawy i krotko podsumowane w tekscie.

Na tekst rozprawy sktadajg sie nastepujace rozdziaty: Spis tresci, Wykaz najczesciej uzywanych
skrotow, Wstep (17 stron), Hipoteza badawcza, Cel badan, Przebieg doswiadczen, Badania
stanowigce opisowg czes$¢ rozprawy doktorskiej (19 stron), Publikacja 1 (5 stron), Publikacja 2 (5
stron), Dyskusja (13 stron), Podsumowanie (10 stron), Wnioski, Wnioski koncowe, Streszczenie,
Summary i Bibliografia. W spisie tresci nie s3 wymienione dotgczone os$wiadczenia
wspotpracownikow o ich wkfadzie w publikacje i 0 zgodzie na uzycie wynikdéw do niniejszej rozprawy
oraz odbitki publikacji Przepidrska i wsp. 2023 oraz Przepidrska-Dronska i wsp. 2024.

Generalnie, edytorsko praca jest wykonana starannie. Oczywiscie Doktorantka nie ustrzegta sie
bteddw, na przykfad: nienadanie numeru i brak opisu ryciny zamieszczonej na stronie 23; nadanie
tych samych numerdw czterem rycinom (Rys. 1 do 4 vs. Ryc. 1 do 4); niewystarczajace (Rycina 2 na
stronie 15) lub nieadekwatne (np. Rycina 4 na stronie 20) opisy rycin; opisy rycin nie zawierajgce
tytutu ryciny (Rycina 1 na stronie 34, Rycina 2 na stronie 36; Rycina 5 na stronie 42); niepoprawne
lub niezreczne sformutowania (,referuje sie stowem ‘ischemia’”’; centralny uktad nerwowy; tkanka
mobzgowa; efekty sg w zgodzie; czynnik BCL2/BCL2; poziom parametru Fluoro-Jade C, neurony
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przez Doktorantke podziatéw testu na akapity, ktére znalaztam tylko dwa (str. 14, 17), w tym
zadnego w rozdziale Dyskusja.

Wstep zawiera podstawowe informacje dotyczace patofizjologii udaru niedokrwiennego mozgu i
niedotlenienia okotoporodowego mdzgu oraz odpowiedzi komdérek na niedobdr tlenu i/lub glukozy.
Szczegdtowo omodwione s3 mechanizmy apoptozy, autofagii, reakcji zapalnej, stresu oksydacyjnego
i zmiany epigenetyczne w kontekscie chordb neurologicznych. Nastepnie Doktorantka przytacza
przyktady badan klinicznych czagsteczek dziatajacych na niektére wymienione procesy. W tym
miejscu tekstu brakuje odniesien do informacji o prébach klinicznych oraz literatury dotyczacej
wiasciwosci niektérych wspomnianych substancji. W ramach uzupetnienia tresci napomkne tu, ze
badanie kliniczne Il fazy czasteczki 3K3A-APC zostato wstrzymane przez NIH w 2023 z powodu
wykrytych nieprawidtowosci. Nastepnie Doktorantka opisuje szczegétowo mechanizm dziatania
neuroprotekcyjnego PPARy. Wstep koriczy podrozdziat opisujgcy dziatanie amorfrutyny B na PPARy
i zwigzany z tym potencjat neuroprotekcyjny tej czasteczki. Wstep ilustrujg tadne rysunki
podsumowujace najwazniejsze przedstawione w tekscie informacje. Stanowi on wystarczajgce
wprowadzenie w tematyke badan.

Hipoteza badawcza zostata sformutowana w trzech punktach méwiacych, ze (i) amorfrutyna B ma
dziatanie protekcyjne na komérki poddane hipoksji lub ischemii poprzez dziatanie przez receptor
PPARy oraz hamowanie stresu oksydacyjnego i zmiany epilgenetyczne; (ii) dziatanie
neuroprotekcyjne amorfrutyny B polega na hamowaniu apoptozy, autofagiii zmianach w poziomach
miRNA; (iii) Amorfrutyna B hamuje wywotang hipoksjg lub ischemig aktywacje mikrogleju hamujac
reakcje zapalng i potencjat proliferacyjny oraz stabilizujgc aktywnos¢ metaboliczng komorek.
Zaplanowane w celu falsyfikacji tej hipotezy badania miaty cztery cele (i) opracowanie modeli
niedotlenienia i niedokrwienia mdzgu in vitro; (ii) zbadanie wifasciwosci neuroprotekcyjnych i
wptywu na sciezke PPARy w neuronach poddanych hipoksji lub ischemii; (iii) zbadanie wptywu
podania amorfrutyny B na stres oksydacyjny, apoptoze, autofagie i parametry epigenetyczne w w
neuronach poddanych hipoksji lub ischemii; (iv) zbadanie wptywu amorfrutyny B na aktywacje
mikrogleju wywotang hipoksja lub ischemig. Schematy planowanych doswiadczen zostaty czytelnie
przedstawione na rysunku (str. 23) Moja watpliwos¢ budzi cel pierwszy, czyli opracowanie modeli
niedotlenienia i niedokrwienia moézgu in vitro. Modele niedotlenia oraz deprywacji tlenu i glukozy in
vitro sg stosowane od dawna i powszechnie, rowniez w laboratorium prof. Kajty. Jaki byt wktad
niniejszej rozprawy w opracowanie tych modeli w poréwnaniu z wcze$niej stosowanymi?

Kolejng czescia jest opis badan z publikacji Wnuk i wsp. 2021, ktére weszty w sktad niniejszej
rozprawy. Doktorantka rozpoczyna opisem metodyki. Opis jest zasadniczo wystarczajgcy do
powtorzenia dosSwiadczen, zauwazytam jednak niedociggniecia: brak numerdw katalogowych
przeciwciat i zestawodw, brak sprecyzowania gatunku pochodzenia surowicy zwierzecej (str. 29),
uzycie terminu poziom, zamiast aktywnos¢ enzymow. W opisie metodyki pominieto zupetnie
metody uzyte do analizy barwien immunocytochemicznych. Nie wspomniano jak definiowano ROI
(Region of Interest), jak normalizowano tfo ani jak obliczano dtugos¢ dendrytéw.

Kolejny podrozdziat, Uzasadnienie badan powtarza czes¢ informacji wspominanych uprzednio. Nie
zawiera zadnych referencji do literatury.

Opis wynikéw wiaczonych do opisowej czesci rozprawy rozpoczyna sie od nadmienienia wptywu
amorfrutyny na neurodegeneracje w testach Fluoro-Jade C oraz MTT. Nie jest jasne, czy miafa to by¢
czes¢ prezentacji wynikdw, poniewaz nie ma podanych danych liczbowych. Nie opisano réwniez
metodyki wykorzystanej do tych badan. Nastepnie zaprezentowane s3 dane wskazujgce na
zmniejszanie przez amorfrutyne stresu oksydacyjnego i uszkodzen DNA wywotanych hipoksjg lub
ischemig. Do wywotania tych efektéw amorfrutyny B niezbedna byta niezaburzona ekspresja
receptora PPARy. Amorfrutyna B wptywata tez na aktywnos$¢ HAT i sirtuin. Doktorantka stwierdza,
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ze wykorzystujac barwienie MAP2 zaobserwowata zahamowanie wzrostu dendrytéw. Nie podaje
jednak zadnych wartosci liczbowych. Na Rycinie 4 efekt ten nie jest oczywisty ze wzgledu na réznice
w gestosci komorek na poszczegdlnych panelach. Zainteresowata mnie natomiast obecnos¢
elementéw zawierajgcych PPARy ale nie MAP2. Czy doktorantka prébowata je scharakteryzowac?
Trudno mi sie odnies¢ do wartosci liczbowych poziomdéw PPARy, poniewaz nie jest jasne jak zostaty
otrzymane. W podsumowaniu do tej czesci wynikdow Doktorantka stwierdza, ze podanie
amorfrutyny B powodowato zmniejszenie stopnia uszkodzenia neurondéw. Nie zostato to jednak
skwantyfikowane. Doktorantka stwierdza tez, ze amorfrutyna B normalizuje status epigenetyczny
neurondw. Czy nie jest to zbyt daleko idgcy wniosek i czy aktywnos¢ enzymow jest jedynym i
kluczowym poziomem regulacji epigenetyczne;j?

Kolejng czescig rozprawy jest opisanie wynikdw znajdujgcych sie w zatgczonych do rozprawy
publikacjach Przepiorska i wsp. 2023 oraz Przepiorska-Dronska i wsp. 2024. W Publikacji 1 wykazano,
ze podanie amorfrutyny B zmniejsza apoptoze neurondw wywotang niedotlenieniem lub ischemia,
obniza ekspresje proapoptycznych gendw i biatek oraz zwieksza ekspresje antyapoptotycznego
BCL2. Zaobserwowano zmiany metylacji w genie Bax. Stwierdzono réwniez w dziafaniu
neuroprotekcyjnym amorfrutyny B role wptywu na autofagie. Ponadto amorfrutyna B wptywata na
poziomy ekspresji miRNA zwigzanych z apoptozg i autofagig. W Publikacji 2 Autorzy badali wptyw
amorfrutyny B na efekty niedotlenienia i ischemii w komdrkach mikrogleju in vitro. Wykazali, ze
amorfrutyna B przeciwdziata stanom zapalnym i wptywa na stan mitochondriéw i potencjat
proliferacyjny w sposéb zalezny od PPARy. Ponadto amorfrutyna B normalizowata wywotany
niedotlenieniem lub ischemia efekt na potencjat bfony mitochondrialnej, ekspresje mRNA BCL2 i
poziom biatka BCL2 oraz aktywno$¢é metaboliczna.

Zatgczone, opublikowane juz prace przeszty proces recenzencki, dlatego nie bede ich szczegétowo
recenzowac. Dodatkowo, na forme publikacji wptywajg zaréwno wspdtautorzy, jak i wytyczne
czasopisma. W zwigzku z tym, pewne niedociggniecia, ktére w klasycznej rozprawie budzityby
zastrzezenia (np. brak numeréw katalogowych przeciwciat, niewystarczajace opisanie metod) nie
moga tu by¢ oceniane.

Publikacje omoéwione sg oddzielnie w dwdch rozdziatach o tej samej strukturze, zawierajgcych takie
same podrozdziaty: Posumowanie wykorzystanych metod badawczych oraz badanych parametrow
i proceséw (tabela), Uzasadnienie badan i Wyniki badan zakoriczone paragrafem Podsumowanie
badan. Wyniki przedstawione sg skrotowo, bez odniesienia do rycin w publikacjach, co utatwitoby
czytanie tekstu. Dyskusja poprowadzona jest ponownie oddzielnie dla wynikéw uzyskanych z
uzyciem hodowli neuronalnych i hodowli mikrogleju. Podsumowanie napisane jest oddzielnie dla
wynikéw znajdujacych sie w opisowej czesci rozprawy, Publikacji 1 i Publikacji 2. Powtarza ono
informacje z poprzednich rozdziatéw, tyle, ze w innej formie. W mojej opinii jest to rozdziat
niepotrzebny i wszystkie te tresci powinny sie znalez¢ w Wynikach lub Dyskusji. Nastepnie pojawiaja
sie Whnioski oraz Whnioski koncowe. Nie widze uzasadnienia dla formutowania dwoch grup
whnioskéw. Zgodnie z wymaganiami Ustawy, praca zawiera streszczenia w jezyku polskim i
angielskim. Liczaca 222 pozycje bibliografia jest bogata i prawidtowo cytowana.

Podczas czytania czesci dysertacji opisujgcej opublikowane prace nasunety mi sie pytania o ktérych
wyjasnienie poprosze podczas obrony. Co to jest ,,otoczka wypukta komérki” oraz czy Doktorantka
sama przeprowadzifa badania morfometryczne mikrogleju. Co oznacza stwierdzenie o obnizeniu
btonowego potencjatu mitochondrialnego w ptynie moézgowo-rdzeniowym pacjentéow po udarze
krwotocznym. Dlaczego Doktorantka interpretuje wywotany amorfrutyng B wzrost poziomu LDH
jako artefakt obecnosci FBS w pozywce? Czy stezenie FBS byto inne dotkach zawierajacych
amortrofine B? Czy mozliwe jest inne wyttumaczenie tego zjawiska? Doktorantka stwierdza, ze
normalizacja pozioméw miRNA stanowi mechanizm dziatania amorfrutyny B (str. 64). Czy mozliwe
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jest, ze jest to skutek dziatania neuroprotekcyjnego amorfrutyny B? Ze inne zmiany wywotane
podaniem amorfrutyny B obserwowane w badaniach przez Doktorantke sg skutkiem
neuroprotekcji? Odwotujac sie do Ryciny 5 zapytam, czy ktérys z wymienionych mechanizmow jest
nadrzedny jako wtgcznik neurodegeneracji regulowany przez amorfrutyne B, a niektére zmiany sg
efektem wywotanej przez nig neuroprotekcji?

Poprosze tez o kilka wyjasnien dotyczacych Publikacji. W Publikacji 1 w rozdziale Results
stwierdzono, ze podanie amorfrutyny B zmniejszyto przemodelowanie chromatyny, co zrozumiatam
jako zmniejszenie liczby ognisk heterochromatyny zwigzanych z apoptoza, jednak nie podano
danych liczbowych. Czy i jak zostato to policzone? Dlaczego Doktorantka zdecydowata sie
przedstawi¢ dane o poziomach miRNA w postaci nieprzyjaznych dla czytelnika macierzy? Czy biorac
pod uwage format danych mozna byto je scali¢ w tabele? W Publikacji 2, pierwszy rozdziat wynikow
zatytutowany jest ,,Amorfrutin B Inhibited the Activation of Microglia Through Decrease in IBA1
Expression”. Czy mozliwe jest, ze IBA1l jest jedynie markerem aktywacji mikrogleju i nie jest
zaangazowany w mechanizm dziatania amorfrutyny B?

Powyzsze uwagi nie obnizajg wartosci pracy przedstawionej do oceny. Wysoko oceniam jakos$¢ i
zakres uzyskanych przez mgr Karoline Przepidrska-Dronskg wynikow. Duza wartos$é jej pracy polega
na zgromadzeniu catosciowych danych o wptywie substancji o potencjalnym znaczeniu klinicznym
w leczeniu udaréw i asfiksji na dwie populacje komoérek mdzgu. Mgr Przepidrska-Dronska
udowodnita neuroprotekcyjny potencjat amorfrutyny B i zaproponowata mechanizmy jej dziafania.
Jej wyniki bez watpienia bedg podstawa planowania dalszych badan.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. 2023, poz. 742 z pdzn. zm.). W zwigzku z tym, wnioskuje do
Rady Naukowej Instytutu Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o
dopuszczenie mgr. Karoliny Przepidrskiej-Dronskiej do dalszych etapdw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki
medyczne.
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