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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Karoliny Przepiorskiej-Dronskiej

pt. ,.Identyfikacja molekularnych mechanizmow dziatania amorfrutyny B w komorkowych
modelach hipoksyjno-ischemicznych uszkodzen mozgu: badania z wykorzystaniem pierwotnych
hodowli mysich neuronow i ludzkiej linii mikrogleju”

wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem prof. dr hab. Malgorzaty Kajty - promotora rozprawy
1 dr hab. Agnieszki Wnuk - promotora pomocniczego rozprawy

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Przepiorskiej-Dronskiej wpisuje si¢ w nurty
badawcze rozwijane w Pracowni Neurofarmakologii i Epigenetyki Instytutu Farmakologii PAN,
i stanowi jednocze$nie 0§ naukowych zainteresowan Promotorek rozprawy. Juz na wstegpie
Kandydatka przytacza aktualne dane epidemiologiczne, uzasadniajace od strony klinicznej wage
problemu, ktorego dotyczy przedlozona rozprawa doktorska. Przytoczone dane liczbowe: ponad
12 milionéw 0s6b na calym $wiecie co roku doswiadcza udaru mézgu, z czego ponad 6, 5 miliona
pozostaje w pewnym stopniu niepelnosprawnos$ci lub umiera - istotnie wywoluja zamierzony
efekt mrozacy. Drugim ramieniem badan, ktorych realizacji podjeta si¢ Kandydatka jest stan
niedotlenienia okotoporodowego, co stanowi trzecig przyczyng zgonow noworodkow na swiecie.
Kandydatka odwotujac si¢ do globalnego zasiegu obu schorzen sigga po kluczowy argument
catkowicie uzasadniajagcy podjecie tematu; dlatego tez wybdr zagadnien rozprawy, wobec
przytoczonych faktow, nalezy uzna¢ za aktualny i wazny poznawczo. Zawezeniem tematyki w
kontekscie omawianych standw neurologicznych jest proba identyfikacji mechanizmow
neuroprotekcjnego dziatania selektywnego liganda receptora aktywowanego przez proliferatory
peroksysomow typu gamma (PPAGy), amorfrutyny B, zwigzku o relatywnie bezpiecznym
profilu dziatania farmakologicznego. Zdefiniowanie tego problemu przez Kandydatke¢ stanowi o
oryginalnos$ci podjetej tematyki.

Wyniki badan bedacych podstawa pracy doktorskiej mgr Karoliny Przepiorskiej-Dronskiej
zostaty sfinansowane ze srodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach realizacji projektu nr
2018/31/B/NZ7/01815 pozyskanego przez Panig Promotor w konkursie OPUS 16.

CHARAKTERYSTYKA OGOLNA I FORMALNA ROZPRAWY

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska jest pracg hybrydowa. Rozprawa laczy elementy
charakterystyczne dla rozpraw sktadanych w formie tradycyjnej monografii, z dwiema pracami
tworzacymi spojny tematycznie zbior publikacji, w ktorych Kandydatka pelni wiodaca rolg
pierwszego autora. Doktorantka precyzyjnie opisuje, ktore z wynikow badan zawartych w
publikacji autorstwa Wnuk, Przepiorska i wsp., opublikowanej w 2021 w czasopismie
Biomedicines (doi:10.3390/biomedicines9080854) stanowia cze$¢ opisowa pracy. Wyniki
zawarte w artykulach naukowych Przepiorska 1 wsp.,, Mol. Neurobiol., 2023
(d0i:10.1007/s12035-022-03087-9) Przepidrska-Dronska i wsp., J. Neuroimmune Pharmacol.,
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2024 (doi: 10.1007/s11481-024-10135-9) sktadaja si¢ na wspomniany zbiér publikacji. Warto
doda¢, ze doktadny zakres badan przeprowadzonych przez Doktorantke, z odniesieniem do
konkretnych rycin, ktore prezentuja wyniki bedace jej autorstwa, niezwykle utatwia i
doprecyzowuje indywidualny wktad pracy Kandydatki.

Poszczegolne, glowne czesci rozprawy obejmujg wstep, stawiane hipotezy badawcze i cele
badan, schematy graficzne przebiegu doswiadczen, metodyke (opisang oddzielnie dla kazdej z
czeSci rozprawy, bardziej szczegdtowa do czgsci nazwanej roboczo opisowa, 1 w skréconej wersji
tabelarycznej dla czg¢$ci tworzacej zbior artykutdw), uzasadnienia podjecia badan (przedstawione
oddzielnie dla kazdej z czesci dysertacji), wyniki badan z podsumowaniem, dyskusje, wnioski,
wnioski koncowe, dodatkowo: spis tresci, informacja o zrddle finansowania badan, wykaz
stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, bibliografia oraz kopie
publikacji, w ktérych zostaly opublikowane wyniki, wraz z odpowiednimi o$wiadczeniami
wspotautoréw. Dokumentacja jest kompletna i spetnia zalecenia Komisji Rady ds. Prowadzenia
Czynnosci e Sprawie Nadania Stopnia Doktora Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk dotyczace konstrukcji rozprawy doktorskie;.

Tytut rozprawy odzwierciedla jej tres¢. Wszystkie czesci pracy zostaty poprawnie przygotowane,
z duza staranno$cig 1 inwencja Autorki. Sposob przedstawienia calo$ci pracy sprawia wrazenie
duzej troski o wlasciwe 1 adekwatne przedstawienie czytajacemu znaczenia, wagi 1 wymowy
przeprowadzonych badan, co istotnie utatwia zaréwno S$ledzenie kolejnych krokéw, jak i
zrozumienie znaczenia wykonanych badan. Podjety trud nalezy doceni¢, gdyz praca jest
przystepna w odbiorze. Pismiennictwo, liczace 222 pozycji, zostalo wlasciwie dobrane, z
uwzglednieniem aktualnych pozycji literaturowych.

Podzial tresci pomiedzy poszczegdlne rozdziaty jest rOwnomierny i catoSciowo prezentuje
ogolna wiedze teoretyczng Kandydatki wymagang od osob ubiegajacych si¢ o nadanie stopnia
doktora w dyscyplinie nauki medyczne. Wstep, liczacy 19 stron zawiera niezbedne informacje
wprowadzajace 1 charakteryzujace m.in. warunki wystgpienia epizodu udaru niedokrwiennego,
asfiksji okotoporodowej oraz w skrotowej formie omowienie istoty patomechanizmu uszkodzen
mozgu. Wigkszg uwaga Kandydatka obdarzyta molekularny obiekt wtasnych zainteresowan —
receptor PARPy 1 amorfrutyne B.

Tekst wstepu zostat wzbogacony oryginalnymi ilustracjami, co z pewnoscig miato na celu
utatwienie przekazu i przyswojenie informacji. W tym miejscu zwracam uwage na niepelny
podpis pod Rys. 2, gdzie zabrakto wyjasnienia istoty podziatu ryciny na trzy czgsci A, B 1 C, jak
roOwniez na brak uzasadnienia merytorycznego zamieszczenia dwoch, w zasadzie tozsamych
rycin (Rys. 2 1 Rys. 3). Oczywi$cie czytajacy skupia uwage na niewatpliwej estetyce rycin, jednak
poszukiwanie istoty nowos$ci przekierowuje uwage na poza-merytoryczne obszary w
poszukiwaniu znaczenia tego zabiegu. W mojej ocenie rowniez nie do konca zrozumiaty wydaje
si¢ opis Rys. 3 w tekscie (str. 18 linie 5-7; cyt.: "SPPARyM mogq wspotdzieli¢ kofaktory wraz z
agonistami lub antagonistami, co skutkuje zbieznymi odpowiedziami biologicznymi w danej
tkance.”); o ile ,,wspotdzielenie kofaktorow” przez SPPARYM jest zrozumiate, to ,zbiezna
odpowied? biologiczna” jako efekt dziatania agonisty 1 antagonisty w danej tkance, nie do konca,
dlatego zasadne byloby doprecyzowanie.

W tym miejscu przedstawiam kolejny komentarz i pytanie jednocze$nie, ktdre nasungto mi si¢
w trakcie czytania. W kontekscie tematu rozprawy Kandydatka wymienia i odnosi si¢ do
dzialania przykltadowych zwigzkéw bedacych ligandami badanego receptora PPARYy.
Doktorantka zwraca uwage na zalezno$¢ miedzy strukturg chemiczng liganda, jego wigzaniem
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do receptora, indukcja okreslonych zmian konformacyjnych, nastepczego i/lub réwnoczesnego
wigzania kofaktorow, pelng, lub czgsciowa odpowiedz transkrypcyjna, a efektami
biologicznymi. Nasuwajace si¢ pytanie: co wiadomo, na podstawie struktury znanych ligandow
1 nastepczym ich sposobie wigzania do receptora, o zmianach konformacyjnych receptora w
odniesieniu do amorfrutyny B? Czy znane s3 szczegoty, mechanizm wigzania, typ (?) zmiany
konformacyjnej? Czy mozna na tej podstawie przewidzie¢ rodzaj i/lub site odpowiedzi
biologiczne;j?

Metodyka w kazdej z podsekcji zawiera informacje, ktore w teorii umozliwiaja weryfikacje
poprawnosci zastosowanych technik, 1 jednocze$nie ewentualne powtorzenie poszczegolnych
doswiadczen. W tej czesci rozprawy Doktorantka opisala wykorzystane modele badawcze:
model hipoksji/ischemii wykonany na 7D kulturze komorek neuronow myszy w ukladzie 6
godzin/18 godzin, imitujagcy warunki reoksygenacji/reperfuzji in vivo, oraz warunki hodowli
komorek ludzkiej linii mikrogleju HMC3 w ukladzie 2-6 godzin/5 lub 18 godzin, i réwniez
adekwatnie warunki przeprowadzanych eksperymentow, stosowane techniki i procedury
badawcze.

Do tej sekcji mam pytanie o specyficzno$¢ uzytych siRNA. Czy oligonukleotydy byty
zaprojektowane, komplementarno$¢ zweryfikowana; jak walidowano uzyte stezenie siRNA?
Jaka byla wydajnos¢ transfekcji? Bioragc pod uwage wskazane we wstegpie Ki dla amorfutyny
wynoszace 0,02 uM, jaka przestanka kierowata si¢ Doktorantka stosujac stezenie 115 pM?

Sekcje prezentujaca wyniki podzielono odpowiednio na czgsci odnoszace si¢ do postawionych
hipotez; kazda z czesci zakonczona zostata ich podsumowaniem.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY
Przedtozona do recenzji rozprawa miata na celu zweryfikowanie trzech hipotez badawczych:

1) Amorfrutyna B chroni komorki nerwowe myszy przed uszkodzeniem wywolanym
hipoksja oraz ischemia poprzez zahamowanie stresu oksydacyjnego i zmiang statusu
epigenetycznego neurondw, przy udziale $ciezki sygnatowej angazujacej receptor
PPARy.

2) Mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania amorfrutyny B obejmuje hamowanie apoptozy
1 autofagii oraz regulacj¢ profilu ekspres;ji szeregu miRNA.

3) Amorfrutyna B hamuje wywotang hipoksja oraz ischemig aktywacj¢ komorek ludzkiego
mikrogleju, gltéwnie poprzez wyciszenie proceséw zapalnych, hamowanie potencjatu
proliferacyjnego i ustabilizowanie aktywnosci metabolicznej komorek.

Weryfikacji hipotez Kandydatka dokonata poprzez realizacje¢ celow badawczych, ktére zawarta
w czterech punktach, a sprowadzajace si¢ do i) wykazania neuroprotekcyjnych wlasciwosci
amorfutyny B uwzgledniajac szlak angazujacy receptor PARPy, ii) wykazania molekularnego
podtoza wiasciwos$ci neuroprotekcyjnych amorfutyny B w komérkowych modelach imitujacych
warunki niedotlenienia i niedokrwienia mézgu. W tym miejscu mam komentarz i zaznacze, ze
opracowanie komorkowych modeli niedotlenienia i niedokrwienia mozgu, co stanowito
wyznaczony przez Kandydatke Cel 1, nie jest w mojej ocenie celem badawczym sensu stricto;
nie znalaztam informacji wskazujacych na unikalno$¢ opracowanych modeli in vitro. Istotnie,
weryfikacja uzytecznosci zastosowanych modeli do dalszych badan z uzyciem amorfrutyny B z



dostepng literaturg jest zabiegiem absolutnie przemyslanym i racjonalnym, jednak pozostaje
pytanie czy tak sformutowany cel stanowi o oryginalnosci uzyskanych wynikow.

Szczegdtowy opis wynikow wraz z lekturg zatgczonych publikacji potwierdza, ze Doktorantka
dokonata weryfikacji postawionych hipotez 1 zrealizowala zamierzone cele badawcze,
wykazujac umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Uzyskane przez Doktorantke najwazniejsze osiggni¢cia zamieszczone w dysertacji:

1. Zweryfikowanie neuroprotekcyjnego dzialania amorfutyny B dzialajacej poprzez
receptor PPARy wobec neuronéw korowych w modelu hipoksji/ischemii in vitro, oraz
identyfikacja molekularnych mechanizméw procesu (Wnuk, Przepiodrska 1 wsp., 2021).

2. Wykazanie, ze jednym z elementéw oddzialywania amorfrutyny B jest interakcja na
poziomie epigenetycznym, m.in. jej wplyw na profil miRNA (Przepidrska-Dronska i
wsp., 2023).

3. Wykazanie, ze amorfrutyna B hamuje proces aktywacji linii komoérek mikrogleju HMC3
zmieniajac fenotyp komorek na przeciwzapalny M2, poprzez hamowanie potencjatu
metabolicznego i proliferacyjnego komorek (Przepiorska-Dronska i wsp., 2024).

Wyniki odnosza si¢ do postawionych hipotez i w adekwatny spos6b dowodza zrealizowania
wyznaczonych w dysertacji celow badawczych. Podkre$le raz jeszcze, wyniki zostaly
opublikowane jako prace oryginalne w czasopismach indeksowanych, o mi¢dzynarodowym
zasiegu: Wnuk, Przepiorska i wsp., Biomedicines (2023), Przepidrska i wsp., (2023) Mol
Neurobiol. oraz Przepiorska i wsp., (2022) J Neuroimmune Pharmacol. W dwoch ostatnich
wymienionych pracach Doktorantka jest pierwszym autorem; w pierwszej pracy jest autorem
réwnorzednym.

W dyskusji Doktorantka odnosi wyniki swoich badafh do wiedzy literaturowej, w tym zaréwno
wczesniejszych badah rodzimego zespotu, jak i prac badawczych innych grup badawczych, w
wigkszosci jak najbardziej aktualnych. Sekcja ta jest w zasadzie pozbawiona niedociagnigé, by¢
moze poza nielicznymi uproszczaniami przekazywanych informacji i1 interpretacji. Bibliografia
tej sekcji jest obszerna, co sugeruje, ze Doktorantka swobodnie porusza si¢ w swojej tematyce
badawczej 1 $ledzi najnowsze doniesienia literaturowe. Niezwykle pomocna dla calosciowego
ogladu znaczenia poszczegolnych wynikow pracy, jest rycina przedstawiajgca schematyczne
podsumowanie zarowno udziatu poszczegdlnych mechanizméw komorkowych 1 molekularnych
zaangazowanych w proces neuroprotekcji, obejmujacy szereg réznych analizowanych procesow,
jak rowniez modulacje¢/korekcje stanu zapalnego. Reasumujac, sposob przedstawienia informacji
w tej sekcji dalece utatwia potraktowanie wynikéw konkluzywnie, co §wiadczy ponownie o
dojrzatosci spojrzenia i duzej dbatosci Kandydatki o wlasciwe przedstawienie znaczenia
oryginalnosci wtasnych wynikow.

Napotkane w Dyskusji kwestie dyskusyjne:
-nieprecyzyjnie dobrana literatura do fragmentu:

cyt. "Formowanie skupisk heterochromatyny jest markerem poczgtkowego stadium apoptozy, a
obnizenie blonowego potencjatu mitochondrialnego w plynie mozgowo-rdzeniowym pacjentow
po udarze krwotocznym wigze sie z gorszymi rokowaniami powrotu do zdrowia.” Pierwsza praca
dotyczy komorek czerniaka, wigc trudno traktowac ja jako wiasciwa referencje do powyzszego
twierdzenia.

-dyskusja pozornej dyskrepancji miedzy uzyskanymi wynikami, a danymi literaturowymi:



cyt. str. 60: "Nasz odmienny wynik w modelu ischemii moze by¢ efektem zaburzonej homeostazy
energetycznej i zmniejszonej tolerancji neuronow na przywrocenie wyjsciowego poziomu glukozy
(Lu i wsp., 2012; Ahn i Lim, 2019). Nieoczekiwanym efektem byta rowniez cytoplazmatyczna
lokalizacja receptora PPARy w odpowiedzi na uszkodzenie komorek nerwowych i dziatanie
amorfrutyny B, co przypuszczalnie mozna tlumaczyé dynamicznym transferem jgdrowo-
cytoplazmatycznym receptora PPARy w zwiqzku ze wzrostem wewngtrzkomorkowego stezenia
jonow wapnia w wyniku hipoksji i ischemii (Umemoto i Fujiki, 2012)”.

Wydaje si¢, ze pomocna w interpretacji bytaby ocena korelacji miedzy cytoplazmatyczng, a
jadrowa lokalizacja PPARy w komorce. Dodatkowo, catkowicie nowym kierunkiem badan, z
oczywistych wzgledow wykraczajagcym poza cele naukowe rozprawy, mogtoby by¢ porownanie
poziomu ekspresji receptora w siateczce endoplazmatycznej i okreslenie statusu tego organellum.
Zarowno ilos¢ jak 1 sub-komoérkowa lokalizacja PPARY moze by¢ traktowana jako biomarker
diagnostyczny. Przyktadowo, w pracy Shao i wsp., 2020 (https://doi.org/10.1186/s12967-020-
02271-6) wykazano, ze cytoplazmatyczna lokalizacja PPARY jest niezaleznym prognostykiem i
markerem zlego rokowania pacjentek z rakiem piersi. Uogdlniajac: jadrowa lokalizacja PPARy
moze by¢ zwigzana z petniong rolg ochronng, natomiast cytoplazmatyczna lokalizacja PPARy
mogtaby definiowac stopien rozwoju uszkodzen komorki.

Nasuwajace si¢ dodatkowe uwagi i komentarze wynikajace z lektury rozprawy:

W kontekscie sugerowanej przez Kandydatke mozliwej farmakoterapii istotne jest przechodzenie
zwigzkoéw przez barier¢ krew-modzg; co wiadomo na temat przechodzenia amorfrutyny B? W
jakich uktadach/warunkach badano ten aspekt?

Kwestig dodatkowa sa klinicznie efektywne st¢zenia zwigzku. Wedlug wiedzy Kandydatki
jakiego rzedu moga by¢ to stezenia; czy da si¢ je odnies¢ do wydajnosci ekstrakceji/ syntezy
amorfrutyny B?

Kwestia kolejna to trwato$¢ uzyskanych efektow neuroprotekcyjnych. Czy istniejg dane
literaturowe odnoszace si¢ do tej kwestii?

Prositabym réwniez o odniesienie si¢ do kwestii plejotropowego dziatania amorfrutyny B, ktéra
prezentuje jednoczesne (czasem przeciwstawne) efekty wobec roznych typow komorek (tu:
neurony vs mikroglej); czy moze by¢ to pozadana strategia farmakologiczna w niedotleniowo-
niedokrwiennych uszkodzeniach mézgu?

PODSUMOWANIE

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki
w dyscyplinie nauki medyczne i1 stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego poznawczo i
wymagajgcego metodycznie problemu naukowego. Wiasciwie zaplanowane 1 rzetelnie
przeprowadzone badania, z zastosowaniem ztozonego warsztatu metodycznego i odpowiednich
kontroli, pozwolity na zweryfikowanie neuroprotekcyjnego dziatania selektywnego liganda
receptora PPARy w procesie uszkodzen hipoksyjno — ischemicznych komoérek nerwowych i
zmian fenotypu komorek mikrogleju in vitro. Uzyskane wyniki maja nowatorski 1 oryginalny
charakter o znaczacym potencjale poznawczym, wskazujagcym na mozliwo$¢ jego
terapeutycznego rozwini¢cia w przysztosci.
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Doktorantka sprawnie postuguje si¢ szerokim spektrum technik biologicznych i molekularnych,
wykorzystujac je do rozwigzywania stawianych probleméw naukowych. Potrafi jasno
przedstawi¢ wyniki badan i interpretowac ich znaczenie odnoszac je do istniejace;j literatury. Pani
mgr Karolina Przepiorska-Dronska wykazata si¢ rozlegta wiedza, samodzielno$cia, a takze
umiejetnoscig krytycznej oceny danych, co rokuje odwagag w podejmowaniu réwnie
wymagajacych wyzwan naukowych w przysziosci, a przedstawiona rozprawa doktorska
dowodzi umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Przepidrskiej-Dronskiej pt. ,,ldentyfikacja molekularnych
mechanizmow dziatania amorfrutyny B w komorkowych modelach hipoksyjno-ischemicznych
uszkodzen mozgu: badania z wykorzystaniem pierwotnych hodowli mysich neuronow i ludzkiej
linii mikrogleju” speinia warunki okreslone art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym
wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
o dopuszczenie mgr Karoliny Przepidrskiej-Dronskiej do dalszych etapow postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie
nauki medyczne.
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