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Recenzja dorobku naukowego, dydaktycznego i organizacyjnego
dr n. med. i n. 0 z. Benity Wiatrak
oraz cyklu publikacji sktadajacych si¢ na osiggniecie naukowe pt.

»Neurozapalenie w chorobie Alzheimera - badanie roli amyloidu-g i aktywnosci
przeciwzapalnej nowych pochodnych 1,2-tiazyny w hodowlach komérek
neuronopodobnych”

1. Przebieg ksztalcenia oraz pracy zawodowej

Pani dr Benita Wiatrak w 2011 r. ukonczyla studia I stopnia na kierunku InZynieria
Biomedyczna, na Wydziale Podstawowych Problemdéw Techniki Politechniki Wroctawskiej.
Obronita prace inzynierska pt. Analiza EEG u pacjentéw 2z depresjq, wykonang pod opiekg dr. inz.
Mirostawa Laki. Z kolei w 2012 r. na podstawie obrony pracy magisterskiej pt. Analiza i
wykrywanie zmian chorobowych na zobrazowaniach gatki ocznej, wykonanej pod kierunkiem prof.
dr. hab. inZz. Marka Ogieli, uzyskata dyplom ukoriczenia studiéw II stopnia w Miedzywydzialowej
Szkole Inzynierii Biomedycznej Akademii GOrniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w
Krakowie. Dodatkowo w 2013 r. ukonczyla studia podyplomowe ,Biomaterialy - materialy dla
medycyny” na Wydziale Inzynierii Materialowej i Ceramiki Akademii Gorniczo-Hutniczej w
Krakowie.

W latach 2014-2018 Habilitantka byla doktorantkg w Katedrze i Zaktadzie Podstaw Nauk
Medycznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, gdzie uchwata
Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne, 7 listopada 2019 r., na podstawie obrony rozprawy
doktorskiej pt. Neuroprotekcyjne i neuroregeneracyjne dziatanie wybranych polifenoli w hodowlach
komdrkowych w modelu neurodegeneracji typu Alzheimera uzyskala stopieri doktora nauk
medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Prace te przygotowata pod
kierunkiem promotora prof. dr. hab. Kazimierza Gasiorowskiego.

Poczatkowo kontynuowala prace na stanowisku asystenta w Katedrze i Zakladzie
Podstaw Nauk Medycznych Wydziatu Farmaceutycznego, a od 2020 r. do chwili obecnej pracuje
w Katedrze i Zakladzie Farmakologii Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu, gdzie poczatkowo zajmowata stanowisko asystenta, a obecnie - adiunkta.
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2. Ocena aktywnosci naukowo-badawczej

Na podstawie danych bibliometrycznych przygotowanych przez Fili¢ nr 1 Biblioteki
Gloéwnej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu mozna stwierdzi¢, Zze dorobek dr Benity
Wiatrak przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 5 publikacji o sumarycznym
wspblezynniku oddziatywania IF 6,276 oraz tacznej liczbie punktéw Ministerstwa Edukacji i
Nauki (MEIN ) 208. Na szczeg6lna uwage zastuguje z kolei jej dzialalnosé po uzyskaniu stopnia
doktora, ktérej wynikiem jest 57 publikacji (52 z wylaczeniem cyklu) z listy Journal Citation
Reports (JCR). Wedlug wykazu osiggnie¢ wskazanego przez Habilitantke w zalaczonej
dokumentacji jej dotychczasowy dorobek obejmuje tacznie 13 publikacji (5 z listy JCR) przed
uzyskaniem stopnia doktora oraz 58 publikacji po uzyskaniu stopnia doktora, co nalezy uznac za
znaczacy dorobek publikacyjny na tym etapie rozwoju naukowego. W 15 publikacjach
dr Wiatrak jest pierwszym autorem (wlaczajac publikacje pod nazwiskiem Kostrzewa), sposréd
ktérych 9 znajduje si¢ na liscie JCR, a w 6 - ostatnim autorem. W 17 publikacjach petnita funkcje
autora korespondujacego. Sumaryczny IF prac, w ktérych Pani doktor jest
autorem/wspdtautorem, wynosi 312,027 (286,053 z wylaczeniem cyklu), a suma punktéw MEiN
- 7120 (6610 z wylaczeniem cyklu). Do grudnia 2022 r. prace te zostaly zacytowane 313 (234 bez
autocytowan) razy, a wedtug Web of Science Cor Collection indeks Hirscha wynosi 9.

Pani dr Benita Wiatrak juz w czasie studiéw wykazywata znaczng aktywno$¢ naukows.
Jako wolontariuszka wspolpracowata z Pracownia Sztucznego Serca Fundacji Rozwoju
Kardiochirurgii im. Zbigniewa Religii w Zabrzu, bioragc udzial w projekcie nad biozgodnoscia
biomaterialéw i protez serca oraz w tworzeniu bazy danych o mechanicznym wspomaganiu
serca. Przed uzyskaniem stopnia doktora Habilitantka byla wykonawca w projekcie
wspolfinansowanym przez Narodowe Centrum Badani i Rozwoju (PBS1/A9/17/2012) pod
kierunkiem prof. dr. hab. Andrzeja Koteckiego, realizowanego w ramach konsorcjum
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, Uniwersytetu Wroclawskiego i Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Pani dr byla takze wykonawca w projekcie promotorskim
(STM.D130.16.036) realizowanym pod opieka prof. dr. hab. Kazimierza Gasiorowskiego. Brata
rowniez czynny udzial w pracach zespolowych, ktérych wynikiem sg cztery rozdzialy w
monografiach naukowych opublikowanych przez polskie wydawnictwa takie jak TYGIEL,
Epigraf czy Polskie Towarzystwo Towaroznawcze. W trzech z nich Habilitantka jest pierwszym
autorem.

Po uzyskaniu stopnia doktora Habilitantka jako wykonawca uczestniczyta w realizacji
trzech projektéw wspieranych finansowo przez Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego (w
ramach Poddzialania 4.1.1 Programu Operacyjnego Inteligentny  Rozwdj 2014-2020;
POIR.04.01.01-00-0006/19), Narodowe Centrum Nauki (2012/06/M/NZ4/00138) oraz Ministerstwo
Edukacji i Nauki (w ramach programu ,,Regionalna Inicjatywa Doskonatosci”; 016/RID/2018/19).
W czterech projektach finansowanych z subwencji przyznanej Uniwersytetowi Medycznemu we
Wroctawiu (SUBK.D040.22.030; SUBK.D030.22.052; SUBK.D080.22.062; SUBK.D150.22.027) brala
rowniez udziat jako wykonawca.

Ponadto na uwage zastuguje fakt, ze Pani dr jest wspétautorka jednego wynalazku, jakim
jest ,Urzadzenie mikrofluidalne do prowadzenia hodowli komérek w gradiencie substancji
bioaktywnej”. Ponadto znalazta sie w zespole autoréw czterech zgloszen patentowych w Polsce
oraz dwéch zgloszern mig¢dzynarodowych, stanowiacych rozszerzenie zgloszen do Urzedu
Patentowego RP. Osiggniecia te sg wynikiem wieloletniej wspdlpracy z dr. inz. Romanem
Szafranem =z Zakladu Inzynierii Chemicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroclawskiej.
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W czasie studiéw doktoranckich Habilitantka odbyta ponad 3-miesieczny staz naukowy
w Pracowni Biologii Molekularnej Kliniki Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii
Dzieciecej Uczelni macierzystej - Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Zdobyta wéwczas
doséwiadczenie w przygotowaniu materiatu genetycznego do oceny ekspresji genéw, tj. z zakresu
izolacji DNA/RNA, przeprowadzania i analizy wynikéw elektroforezy oraz PCR. W ramach
szkolenia post-doc odbyla 3-tygodniowy staz naukowy w Department of Animal Anatomy,
National University of Life and Environmental Sciences of Ukraine w Kijowie, gdzie nauczyla sie
postepowania z materialem histopatologicznym i cytologicznym. Ponadto dr Wiatrak
uczestniczyta w licznych szkoleniach z zakresu zastosowania technik hodowli komérek
zwierzecych in vitro w badaniach biomedycznych, statystyki w medycynie, cytometrii
przeptywowej czy PCR. Umiejetnosci zdobyte w czasie tych kurséw zostaly z powodzeniem
wykorzystane w badaniach prowadzonych przez Habilitantke. Z pewnoscig staly sie one
podstawa jej wyrézniajgcego sie dorobku naukowego i =zostaly docenione przez
wsp6blpracownikéw. Na szczegblng uwage zastuguje bowiem dziatalno$é Habilitantki w ramach
wspotpracy - poza Uczelnia macierzystg - z zespotami:

= miedzynarodowymi:

- ze Spinal Repair Unit, Department of Brain Repair and Rehabilitation, University College
London (UCL) Institute of Neurology w zakresie zastosowania komorek izolowanych z opuszki
wechowej do regeneracji uszkodzenia rdzenia kregowego oraz mozliwosci wykorzystania
macierzy miedzykomoérkowej CorMatrix w neurobiologii (z dr. Wojciechem Fortuna);

- z Department of Psychology, College of Arts & Sciences, American University of Iraq w
Bagdadzie w zakresie przygotowania technik biologicznych i testéw psychologicznych
wspomagajacych wczesne wykrywanie objawéw demencji;

»  krajowymi:

- 7 Zakladem Inzynierii Chemicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej w
zakresie opracowania systemu lab-on-a-chip do prowadzenia badan cytotoksycznosci substancji
chemicznych w gradiencie stezenl i umozliwiajacego prowadzenie badai w mikrosrodowisku
komoérek neuronalnych i mikrogleju;

-z Oddziatem Fizykochemii Biomedycznej Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych
Polskiej Akademii Nauk w zakresie oceny biozgodnosci i aktywnosci biologicznej materialéw
opartych na hydroksyapatycie;

- z Zaktadem Biogeochemii i Mikrobiologii Srodowiskowej Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu w zakresie oceny aktywnosci przeciwnowotworowej Solanum nigrum L.;

- z Katedra Biostruktury i Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu w
zakresie badania widkien Inianych modyfikowanych genetycznie oraz aktywnosci ekstraktéw z
réznych rodzajow grzybéw na modelach komérkowych w warunkach in vitro;

- z Osrodkiem Badawczo-Naukowo-Dydaktycznym Choréb Otepiennych w Scinawie w ramach
wieloosrodkowej wspdtpracy w zakresie przygotowania technik biologicznych i testéw
psychologicznych wspomagajacych wezesne wykrywanie objawéw demencji.

Jednocze$nie dr Benita Wiatrak wspoélpracuje z wieloma jednostkami w obrebie Uczelni
macierzystej, takimi jak Katedra Morfologii i Embriologii Czlowieka, Katedra i Zaktad Chemii
Lekow, Katedra i Zaklad Chemii Nieorganicznej (obecnie Katedra i Zaklad Podstawowych Nauk
Chemicznych), Katedra i Zaklad Chemii Organicznej i Technologii Lekéw, Katedra i Zaktad
Bromatologii i Dietetyki (obecnie Katedra i Zaklad Dietetyki i Bromatologii), Katedra Biologii i
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Biotechnologii Farmaceutycznej, Katedra i Zaklad Toksykologii oraz Klinika i Katedra
Gastroenterologii i Hepatologii.

Dr Benita Wiatrak jest wspétautorky tacznie 68 doniesieri konferencyjnych o zasiegu
krajowym (50), jak i miedzynarodowym (18). Po uzyskaniu stopnia doktora wyniki prac byty
prezentowane w postaci 10 doniesierl, wéréd nich - 7 - na konferencjach miedzynarodowych,
podczas ktorych Habilitantka lub inni wspétautorzy przedstawiali rezultaty badan w postaci
wystapien ustnych lub plakatéw.

W ramach prowadzonej dzialalnosci naukowej dr Wiatrak zajmuje sie gléwnie
zagadnieniami z zakresu neurobiologii. Celem prowadzonych przez Habilitantke badar jest
miedzy innymi ocena aktywnosci zwigzkow syntetycznych czy produktéw pochodzenia
naturalnego w modelach komérkowych w warunkach in vitro. W dotychczasowych pracach
skupiata sie przede wszystkim na okresleniu ich znaczenia neuroptrotekcyjnego lub
neuroregeneracyjnego (polifenole), przeciwnowotworowego (pochodne oksazolo[5,4-
d]pirymidyny oraz pirydokarbazoli, psianka czarna Solanum nigrum L., Zagwiowce Polyporus P.,
pniarek brzozowy Fomitopsis betulina), antyoksydacyjnego, przeciwzapalnego (oleje ttoczone na
zimno, betalainy z grupy gomfrenin pozyskane z milowoju biatego Basella alba f. rubra) czy
potencjalnego wykorzystania w procesie gojenia ran (np. widkna Iniane). Obecnie dziatania
Habilitantki wiaza sie z badaniem mikrosrodowiska neuronalnego oraz procesu neurozapalenia.
Jednym z kierunkéw jest temat proceséw neurozapalenia i demielinizacji w modelach in vitro i
in vivo w kontekscie zwigzku miedzy cukrzyca typu II a rozwojem choroby Alzheimera. Projekt
ten prowadzony we wspdlpracy z Katedrg i  Zakladem  Toksykologii Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu wydaje sie
by¢ szczegdlnie ciekawy i jednoczes$nie wpisujacy sie w tematyke zainteresowan Habilitantki.

W zwigzku z powyzszym mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze dr Benita Wiatrak jest
naukowcem o znacznej aktywnosci badawczej popartej licznymi publikacjami o zasiegu
miedzynarodowym. W dotychczasowej pracy do stworzenia warsztatu badawczego wykorzystata
wiedze 1 umiejetnosci zdobyte w czasie studiéw oraz podczas licznych szkolen. W
przedstawionym dorobku daje sie zauwazy¢ konsekwencje w podnoszeniu kwalifikacji,
podejmowaniu réznorodnych tematéw i realizacji wielu zadan badawczych. Dzieki temu
Habilitantka ugruntowala swojg pozycje w kilku zespotach badawczych. Jej zainteresowania w
zakresie patomechanizmu choroby Alzheimera czy poszukiwania mechanizmu dziatania
zwigzkow syntetycznych lub naturalnych rokujg nadzieje na dalszy, intensywny rozwéj naukowy
oraz realizacje planéw zdobycia srodkéw finansowych na przeprowadzenie kolejnych badan.

3. Ocena cyklu publikacji wchodzacych w skiad habilitacyjnego osiagniecia naukowego

3a. Ocena formalna

Pod wzgledem formalnym w sktad cyklu publikacji stanowiacych podstawe postepowania
habilitacyjnego pt. Neurozapalenie w chorobie Alzheimera -badanie roli amyloidu-B i aktywnosci
przeciwzapalnej nowych pochodnych 1,2-tiazyny w hodowlach komérek neuronopodobnych wchodzi 5
prac opublikowanych w latach 2021-2022. W sktad cyklu wchodza 4 prace oryginalne oraz jedna
praca przegladowa, ktére ukazaly sie w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym znajdujace
sie na liscie JCR, takich jak International Journal of Molecular Sciences (Q1 w kategorii
Biochemistry & Molecular Biology), Molecular Neurobiology (Q1), Biomedicine &
Pharmacotherapy (Q1 w kategorii Pharmacology & Pharmacy), Molecular Biology Reports (Q3
w kategorii Biochemistry & Molecular Biology) oraz Pharmacological Reports (Q2 w kategorii
Pharmacology & Pharmacy). Zatem trzy sposrod tych czasopism nalezg do I kwartyla (Q1)
obejmujacego czasopisma o najwyzszym wskazniku cytowan. Sumaryczny wspoiczynnik
oddziatywania IF publikacji wchodzacych w sklad cyklu habilitacyjnego wynosi 25,974, a
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sumaryczna liczba punktéw MEIN - 510. Wieloautorskie prace wchodzace w sktad cyklu
habilitacyjnego stanowig tematycznie spéjny zbiér artykutéw, w ktérych dr Benita Wiatrak jest
pierwszym autorem oraz autorem korespondujacym. Opisy udzialéw okreslajace indywidualny
wkiad poszczegélnych wspétautoréw w ich powstanie zostaly przedstawione w zalaczonych
oswiadczeniach. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢ istotng, wiodaca role Habilitantki w
przygotowaniu publikacji wchodzacych w sklad cyklu. Jej zadania w trakcie realizacji tego
projektu obejmowaly: formutowanie probleméw i celéw badawczych, dobér metod
badawczych, prowadzenie prac eksperymentalnych, opracowanie i analize wynikéw, w tym
analize statystyczna, a takze zarzadzanie danymi, prace administracyjne zwigzane z realizacjg
projektu, pisanie manuskryptéw oraz korespondencje z wydawcami czasopism. Pod wzgledem
formalnym przedstawiony dorobek i osiagniecie naukowe po uzyskaniu stopnia doktora zostaly
dobrze udokumentowane i nie budza zastrzezen.

3b. Ocena merytoryczna

Choroby neurodegeneracyjne sg wynikiem postepujacego procesu zwyrodnienia komérek
nerwowych prowadzacym do ich obumierania. W przebiegu tych schorzen nastepujg stopniowe
i nieodwracalne zmiany w morfologii i funkcji neuronéw, uszkodzenia szlakéw sygnatowych,
prowadzace do zaburzen homeostazy. W przypadku choroby Alzheimera uszkodzenia neuronéw
oraz nagromadzenie zewnatrzkomoérkowych, nierozpuszczalnych, fibrylarnych agregatéw
nieprawidtowych form -amyloidu w postaci plytek starczych prowadza do aktywacji mikrogleju
iastrocytéw. Amyloid f3 jest fragmentem biatka prekursorowego APP (amyloid precursor protein),
ktére jest wytwarzane przez neurony moézgowe, komorki naczyniowe i komoérki krwi, a w
mniejszym stopniu przez astrocyty. Sekretazy « i 8 hydrolizuja APP, w wyniku czego powstaja
dwa rozpuszczalne N-konicowe produkty sAPPa i sAPPB. Uwaza sie, ze w warunkach
fizjologicznych, peptyd sAPPx pelni funkcje neurotropowe i neuroprotekcyjne, a sAPPS dziata
proapoptotycznie. Z kolei podwodjna proteoliza APP przez -sekretaze (enzym rozszczepiajacy p-
APP-1; BACE1l) w domenie zewnetrznej i y-sekretaze w przestrzeniach wewnatrzblonowych
generuje p-amyloid (Ap). Szlak ten prowadzi do powstania réznorodnych fragmentow (ABy.14,
APBi15, APz, ABosss, APiao, APia), ktore charakteryzujg sie rozng zdolnosciag do formowania
fibryli. Krotsze sekwencje, zwlaszcza 1 - 16, s pozbawione aminokwaséw niezbednych do
formowania rdzenia amyloidogennego peptydu, co uniemozliwia proces fibrylacji. Natomiast
reszty miedzy aminokwasami 17 - 20 sg niezbedne podczas fibrylogenezy. Dlatego wlasnie
fragmenty peptydu, takie jak APssss, APiao 0raz APy, sa W szczegélnosci przedmiotem wielu
badari. Najbardziej amyloidogennym peptydem, ktéremu przypisuje sie takze
neurotoksycznosc, jest A wykazujacy tendencje do tworzenia rozpuszczalnych oligomeréw.
Neurony, komoérki mikrogleju czy astrocyty charakteryzuja si¢ znaczng zmienno$cia w
formowaniu peptydéw, co sugeruje, ze w rozwoju choroby Alzheimera odgrywaja role nie tylko
neurony, ale takZze inne komorki. W warunkach fizjologicznych astrocyty odpowiadajg za
utrzymanie homeostazy jonowej, regulacje potencjalu energetycznego i statusu prooksydacyjno-
antyoksydacyjnego neuronéw, jak réwniez biorg udzial w tworzeniu bariery krew-mozg.
Natomiast komorki mikrogleju kontroluja mikrosrodowisko tkanki poprzez usuwanie
obumierajacych neuronéw, a takze poprzez odpowiedZ immunologiczna. Narazenie komérek
glejowych na ciagla stymulacje oraz zaburzenie mechanizmoéw kontroli procesu zapalnego moze
prowadzi¢ do nasilonej degeneracji komérek nerwowych. W nastepstwie wytworzenia ztogow
amyloidowych nastepuje m.in. nadmierne wydzielanie cytokin prozapalnych (TNF-«, IL-1/)
oraz zwiekszenie ekspresji indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS). Dlatego w ostatnim czasie
wiele uwagi poswieca sie procesowi neurozapalenia, ktére mozZe leze¢ u podstaw rozwoju
choroby Alzheimera. W zwiazku z tym zagadnienia poruszone w cyklu przez Habilitantke
wpisuja sie we wspolczesna tematyke badawcza.
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Obecnie na $wiecie dotknietych chorobg Alzheimera jest ok. 45 milionéw osob, a liczba ta
stale wzrasta, co stanowi istotny problem zdrowia publicznego. W Europie Zachodniej z powodu
demencji cierpi ok. 2,5% os6b w wieku 65-69 lat i ok. 40% os6b w wieku 90-94 lat. Niestety
szacuje sig, ze do 2050 r. liczba chorych w Europie Zachodniej wzrosnie do 18,9 mln, a w krajach
Azji Wschodniej do 36,5 miliona, o czym dr Benita Wiatrak wspomniala we wprowadzeniu do
cyklu. Do czynnikéw ryzyka choroby Alzheimera zalicza sie: zaawansowany wiek, mutacje
genéw presenilin, polimorfizm apolipoproteiny E, zmiany aktywnos$ci enzymow, takich jak: o-
antychymotrypsyny czy butyrylocholinoesterazy. Patogeneza schorzenia wciaz nie jest w pelni
poznana, dlatego opracowanie skutecznej terapii jest utrudnione i obecnie opiera si¢ ona na
leczeniu objawowym. Do lekéw najczesciej stosowanych w terapii choroby Alzheimera naleza
donepezil, rywastygmina, galantamina z grupy inhibitoréw acetylocholinesterazy oraz
memantyna jako antagonista receptora NMDA (kwas N-metylo-D-asparaginowy). Niemniej
jednak coraz czesciej w leczeniu rozwaza sie stosowanie immunoterapii, ktérej celem jest m.in.
redukcja patologicznych uszkodzen neuronéw poprzez wytwarzanie przeciwcial anty-Af.
Obecnie jednak wiele z tych lekéw jest jeszcze w toku badan klinicznych. Rozpatrywane sg
zaréwno aktywne formy immunoterapii w postaci szczepionek, jak i bierna immunoterapia za
pomocg przeciwcial anty-Af, takich jak crenezumab (faza II), gantenerumab (faza III),
solanezumab (faza III) i BAN2401 (faza II). Niemniej jednak w przypadku niektérych - jak
aducanumabu - préby Kkliniczne zakorczyly sie niepowodzeniem, o czym Habilitantka
wspomniata we wprowadzeniu.

W swoim cyklu dr Benita Wiatrak skupita si¢ na badaniu roli fragmentéw p-amyloidu, takich
jak Afsas, APiao oraz APis, w zakresie stezen 0,001-1 uM, w warunkach symulowanego
neurozapalenia in vitro. Badania te zostaly przeprowadzone na liniach komoérek neuronalnych i
neuronopodobnych: i) PC-12 pochodzacej z guza chromochtonnego nadnerczy szczura, ii) SH-
SY5Y pochodzacej z nerwiaka zarodkowego oraz iii) ludzkiej monocytowej linii komérkowej
THP-1 pochodzacej z ostrej biataczki monocytowej, ktéra byta réznicowana do mikrogleju.
Wszystkie wspomniane linie komérkowe sa wykorzystywane w badaniach in vitro dotyczacych
choroby Alzheimera, przy czym jedynie SH-SY5Y jest neuronalng liniag komdérkows, natomiast
linie PC-12 i THP-1 zaliczane sa do nieneuronalnych linii komérkowych. Obecnie hodowle
komérek nerwowych in vitro sa powszechnie wykorzystywane w neurobiologii. Warto
zaznaczy¢, ze linia komérkowa SH-SY5Y jest najczesciej stosowanym modelem, cho¢ jej wada
jest zmniejszona wrazliwo$¢ na neurotoksyny czy substancje neuroprotekcyjne w poréwnaniu z
pierwotnymi  neuronami S$rédmoézgowia. Coraz czesciej w  badaniach  chordb
neurodegeneracyjnych wykorzystuje sie tréjwymiarowe hodowle komorek nerwowych,
otrzymane w procesie roznicowania komdrek macierzystych lub nowotworowych linii
komérkowych. W przedstawionym do oceny cyklu prac Habilitantka prowadzila badania na
modelach 2D, ktére choc nie prezentuja w pelni fizjologii tkanek, sa czesto stosowanym i
uznanym modelem badawczym. Niemniej jednak - co warto podkresli¢ - poprzez zréznicowanie
linii komdrkowych oraz zastosowanie supernatantéw z hodowli mikrogleju do stymulacji
komoérek PC-12 lub SH-SYSY dr Wiatrak starata sie odzwierciedlié¢ mikrosrodowisko tkanki w
o$rodkowym ukladzie nerwowym.

Jak dotad wiekszos$¢ badan Af dotyczyta patologicznych skutkéw wysokiego poziomu tego
biatka, gléwnie uposledzenia funkcji poznawczych i choroby Alzheimera. Coraz czesciej w
literaturze wspomina sie o jego metabolizmie komérkowym oraz fizjologicznej roli, cho¢ nie
zostata ona dotychczas w pelni poznana. Amyloid S w pikomolarnym steZeniu jest wykrywany w
komorkach organizmu ludzkiego in vivo. W warunkach fizjologicznych wystepuje w ptynach
ciala w formie monomeréw. Uwaza sie, ze AB w niskich stezeniach jest nietoksyczny.
Prawdopodobnie dodatnio wplywa na plastycznosc synaptyczng, a takze na procesy zwigzane z
pamiecia. Inhibicja sekretazy i zablokowanie produkcji Af prowadzi do $mierci neuronow. W
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zwigzku z tym redukcja AB ponizej wartosci fizjologicznych w czasie leczenia choroby
Alzheimera moze by¢ przyczyna niepowodzen terapeutycznych. Dlatego badania z
zastosowaniem A w niskich stezeniach, ktore zostaty uwzglednione w przedstawionym cyklu
habilitacyjnym, wydaja sie by¢ uzasadnione.

Przechodzac do szczegétowej oceny publikacji bedacych podstawa postepowania
habilitacyjnego nalezy podkreslié, ze jego tematyka wpisuje sie we wspélczesne trendy
wyjasniania patomechanizmu choroby Alzheimera. Zbiér publikacji zostal poswiecony
okresleniu wplywu fragmentéw amyloidu [ na stres oksydacyjny i uszkodzenia DNA w
komoérkach neuronopodobnych w warunkach in vitro. W pierwszej publikacji z cyklu [H1] dr
Benita Wiatrak przeprowadzila przeglad literatury dotyczacej zaleznosci miedzy chorobg
Alzheimera a mikrobiomem jelitowym. W ostatnim czasie wiele uwagi poswieca sig
poszukiwaniu powigzan migdzy sktadem bakteryjnym flory przewodu pokarmowego a
chorobami neurologicznymi. Upos$ledzenie funkcji bariery jelitowej stanowi wrota dla
drobnoustrojéw, ich fragmentéw lub produktéw metabolizmu, co wplywa na funkcje uktadu
immunologicznego, a w konsekwencji prowadzi¢ moze do neurozapalenia. Stad zjawisko to
okresla sie mianem osi mikrobiota-jelito-mézg. W publikacji H1 dr Wiatrak opisata najczesciej
stosowane metody leczenia choroby Alzheimera, zmiany mikroflory jelitowej u pacjentéw
cierpigcych z powodu tego schorzenia, role neuroprzekaznikéw, krétkotaricuchowych kwaséw
ttuszczowych i innych przekaznikéw pochodzenia bakteryjnego czy zakazern ogélnoustrojowych
istotnych z punktu widzenia rozwoju choroby. W pracy tej zwrécono takze uwage na
przepuszczalno$é bariery krew-mozg, ktora moze by¢ zwigzana ze sktadem mikroflory jelitowe;j
i produkejg krétkotaicuchowych kwaséw thuszczowych oraz na udziat amyloidéw bakteryjnych
w tworzeniu plytek starczych. Niemniej istotnym elementem tej publikacji bylo oméwienie
procesu zapalnego w ukladzie nerwowym, a takze roli diety i mozliwosci zastosowania
probiotykéw w terapii choroby Alzheimera. Praca H1 stanowi dobrze opracowane i
wyczerpujace wprowadzenie do cyklu.

Jako szczegdétowe cele badawcze prac oryginalnych w prezentowanym cyklu dr Benita
Wiatrak wskazata:

» zbadanie dziatania A w niskich stezeniach w hodowlach komérek neuronopodobnych PC-
12 oraz podobnych do mikrogleju THP-1 po stymulacji za pomoca lipopolisacharydu (LPS)
[H2],

* zbadanie wplywu réznych fragmentéw AB w niskich steZeniach na markery stresu
oksydacyjnego w hodowlach komérek neuronopodobnych PC-12 traktowanych LPS lub
supernatantami pobranymi z hodowli komérek podobnych do mikrogleju THP-1 [H3],

=  wyjasnienie wplywu AP, ABis2i ABssas W niskich stezeniach na peknigcia dwuniciowego
DNA po aktywacji komorek przez NMDA [H4],

= zbadanie dzialania nowych tréjpierscieniowych pochodnych 1,2-tiazyny w hodowlach
komérek linii SH-SY5Y w warunkach symulowanego neurozapalenia oraz analiza in silico
mozliwosci ich przenikania przez bariere krew-moézg [H5].

W publikacji H2 Habilitantka po raz pierwszy wskazala na potencjalng neurotroficzng role
APBosss w stezeniach 1 nM oraz 1 uM. Peptyd ten we wskazanym zakresie stezen nie wykazat
dziatania toksycznego wobec komoérek linii PC-12 i THP-1 zréznicowanych odpowiednio za
pomocg czynnika wzrostu nerwéw (NGF) oraz 12-mirystylo-13-octanu forbolu (PMA). Natomiast
redukowat negatywne efekty wywotane przez LPS, tj. zmniejszal wewnatrzkomérkowy poziom
reaktywnych form tlenu (ROS, test DCF-DA) oraz zmniejszat liczbe peknieé w szybkim tedcie
halo (FHA), w ktérym mierzono dyspersje chromatyny po stymulacji LPS. Ciekawg obserwacja
byt takze wplyw AB na zwigkszenie $redniej dlugosci neurytéw w hodowli PC-12 w poré6wnaniu
do hodowli inkubowanych tylko z LPS.
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W publikacji H3 zostato wykazane dzialanie wybranych fragmentéw S-amyloidu, tj. ABi.,
APiar 1 APssss, na enzymatyczne ukiady oksydoredukecyjne, takie jak katalaza, dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa (GPx)/glutation (GSH) po stymulacji za
pomocg LPS. Najbardziej istotny efekt antyoksydacyjny oraz wplyw na aktywnos¢ SOD
zaobserwowano w przypadku Afi.q. Ponadto ABi.4w zakresie stezeni 0,001 - 1 pM powodowat
wzrost poziomu GSH oraz wspélczynnika GSH/GSSG, ktérych wartosci byly redukowane przez
LPS. Inne badane fragmenty A wykazywaly dziatanie bardziej zréznicowane w zaleznosci od
stezenia. W badaniu tym Habilitantka zastosowata linie komérkowe SH-SY5Y oraz THP-1, ktore
roznicowala za pomocg kwasu retinolowego i PMA. Warto przy tym podkresli¢, ze w badaniu
tym poza LPS do symulacji stanu zapalnego w komérkach SH-SY5Y wykorzystano supernatanty
pochodzace z hodowli komérek THP-1 podobnych do mikrogleju. Taki model in vitro jest
sposobem na odzwierciedlenie mikrosrodowiska neuronalnego. Niemniej jednak obie linie
komoérkowe wymagaja do hodowli innych mediow. Dlatego nasuwa sie pytanie, w jakim stopniu
supernatant z hodowli THP-1 zawierajacy medium RPMI-1640 moze wplywacé na proliferacje
komérek linii SH-SY5Y, jesli w standardowych warunkach wymaga ona do hodowli mediéw,
takich jak EMEM lub medium MEM/F12. Niektére skladniki mediéw hodowlanych, np.
pirogronian sodu moze zmniejszac¢ toksycznosé innych zwigzkéw w hodowlach in vitro linii
komorkowej SH-SY5Y. Czesciowo odpowiedz na to pytanie zostata wskazana w publikacji H5,
gdzie opisano proporcje supernatantu i medium wzrostowego zastosowane w eksperymentach.

W publikacji H4 dr Wiatrak poruszyta kwestie uszkodzen dwuniciowego DNA po aktywacji
komorek linii PC-12 przez NMDA. Amyloid 8 hamuje bowiem receptory NMDA, co przyczynia
sie do ostabienia polaczen synaptycznych. Wszystkie fragmenty AfB, a zwlaszcza Afia, W
najwyzszym badanym stezeniu 100 nM powodowaly statystycznie istotny wzrost pekniec
podwdjnej nici DNA w tescie wykrywajacym fosforylowane histony H2AX. Podobnie w
przypadku aktywacji komoérek za pomocg NMDA, poziom yH2AX niezaleZnie od steZenia oraz
czasu po podaniu NMDA byl wyzszy w hodowlach traktowanych ApBssss i ABia. Ponadto
fragmenty Af3 obnizaly ekspresje receptora NMDA1, choé efekt ten byt zmienny w zaleznosci od
czasu.

Zwieniczeniem cyklu bylo badanie potencjalnego dzialania nowych tréjpierscieniowych
pochodnych 1,2-tiazyny [H5]. W pracy tej oceniony zostat ich wplyw na zZywotnos¢ komérek SH-
SY5Y, produkcje ROS oraz NO, a takze na uszkodzenia DNA i aktywno$¢ cykooksygenazy . Dzieki
analizie statystycznej mozliwe byto wyselekcjonowanie zwigzkéw o potencjalnie najsilniejszym
efekcie neuroregeneracyjnym, tj. TP4 i TP8. Nalezy podkreslié, ze w pracy tej zastosowane
zostaly techniki bioinformatyczne, ktére pozwolily na predykcje przepuszczalnosci przez
bariere krew-moézg, co stanowi istotny element poszukiwania zwigzkéw o znaczeniu
neurologicznym. Dodatkowym atutem bylo ustalenie parametréw systemu ADMET, dzieki
czemu oceniono mozliwe $ciezki metabolizmu tych zwiazkéw przez izoformy cytochromu P450.
Warto przy tym nadmieni¢, ze zwigzki trojcykliczne zawierajace uklad fenotiazyny lub
azafenotiazyny sg neuroleptykami, ktére ze wzgledu na swoje wlasciwosci sg czesto stosowane
w psychozach i schorzeniach psychiatrycznych. Jak dotad stwierdzono w badaniach in vivo, ze
biekit metylenowy, ktéry réwniez jest pochodna tiazynowsa zapobiega pogorszeniu funkcji
umystowych. Zwigzek ten hamuje powstawanie wldkien zbudowanych z izoform biatka tau.
Dlatego poszukiwanie potencjalnych lekéw wsréd pochodnych 1,2-tiazyny wydaje si¢ by¢
uzasadnione.

Podsumowujac, przedstawiony cykl publikacji prezentuje nowatorskie podejscie do
patomechanizmu choroby Alzheimera, ktére w przysztosci moze okazac sie przelomowym.
Niemniej jednak nalezy pamietaé, ze badania in vitro tylko czesciowo odzwierciedlajg warunki
in vivo. Dobdér warunkéw i metod eksperymentalnych moze zatem znaczaco rzutowaé na
uzyskane wyniki. W zwiazku z tym wydaje sie, ze w przypadku oceny cytotoksycznosci badanych
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fragmentéw Ap, ktére sg uznawane za potencjalnie neurotoksyczne w wyzszych steZeniach,
wskazane byloby zastosowanie trzeciej metody weryfikujacej toksyczno$é oraz wyznaczenie
wartosci ICs jako miary cytotoksycznosci zwigzku w stosowanym modelu badawczym. W
przeprowadzonych badaniach dr Wiatrak stosowala bowiem dwa znane testy oceny
cytotoksycznosci, tj. test MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) oraz
LDH (dehydrogenaza mleczanowa). Jak sama wspomniata A w tescie MTT wplywa na
przyspieszong egzocytoze formazanu, co moze prowadzi¢ do wynikéw falszywie dodatnich.
Dlatego w pracy zastosowata dodatkowa metode weryfikacji w postaci testu LDH [H2]. Z kolei w
publikacji H3 dr Wiatrak opisala modyfikacje uznawanej za standardowa metode oceny
zywotnosci komoérek za pomoca MTT. Ponadto niezwykle istotnym elementem bylaby
mozliwo$¢ poréwnania wynikéw ze zwigzkami wzorcowymi o znanym dziataniu w ukladach
komérkowych. W nawigzaniu do potencjalnej roli LPS w zaburzeniach osi mikrobiota-jelito
mobzg, Habilitantka we pracach H2 i H3 do stymulacji stosowata LPS lub supernatant z hodowli
komérek THP-1. Natomiast w przypadku badan w warunkach in vitro warto rozwazyé
zastosowanie innych stymulatoréw lub ich mieszaniny. Niektére uktady komérkowe, takie jak
makrofagi czy komérki THP-1, wymagajq dodatkowego czynnika sygnalizacyjnego - IFN-y, ktore
determinuja sekrecje okreslonych czynnikéw zapalnych, takich jak cytokiny lub ROS.

W ocenie osiagniecia naukowego dr Wiatrak warto jednak zwréci¢é uwage na fakt, ze
publikujac prace w czasopismach zlisty JCR juz poddata si¢ ocenie recenzentéw tych czasopism.
Publikacje te $wiadczg o wysokiej wartosci merytorycznej prezentowanych rezultatéw.
Habilitantka poprzez swoje osiagniecie wykazala umiejetno$é podjecia i rozwijania tematu
znajdujacego zainteresowanie w miedzynarodowym srodowisku akademickim. Zaproponowane
w osiagnieciu nowe pochodne 1,2-tiazyny jako potencjalne leki w terapii choréb
neurologicznych sa dodatkowym atutem potwierdzajacym wktad Habilitantki w rozwdj nauk
farmaceutycznych. Nawigzywanie wspolpracy, poszerzanie zakresu stosowanych metod,
zarzadzanie projektem badawczym i prowadzenie korespondencji z redakcjami czasopism
pozwalaja stwierdzié¢, ze dr Benita Wiatrak speinienia wymagania potrzebne do uzyskania
samodzielnosci naukowe;j.

4. Ocena dzialalnosci dydaktycznej, organizacyjnej oraz popularyzujacej nauke

0d 2014 r. dr Benita Wiatrak prowadzi zajecia dydaktyczne na Wydziale Lekarskim oraz
Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu. Nalezy przy tym
podkreslié, Ze obejmujg one szeroki zakres tematyczny, poczawszy od zajeé¢ seminaryjnych z
,»Chirurgii eksperymentalnej i biomaterialéw” przez zajecia z Anatomii, Fizjologii i Patofizjologii,
po zajecia fakultatywne nt. ,Produktéw leczniczych terapii zaawansowanej”. Od 2020 r. Pani dr
prowadzi zajecia z Farmakologii oraz Farmakodynamiki. Nie ulega watpliwosci, Ze dzigki temu
zdobyla bogate doswiadczenie dydaktyczne. Dodatkowo Habilitantka byla zaangazowana w
prowadzenie ¢wiczen specjalistycznych, ktérych efektem jest Iacznie osiem prac magisterskich
na Wydziale Farmaceutycznym oraz Wydziale Lekarskim. W pieciu z nich Pani dr pelnita
funkcje promotora. Zwiericzeniem trzech prac magisterskich sa publikacje naukowe, co stanowi
dodatkowe potwierdzenie zaangazowania Habilitantki w proces ksztalcenia mtodej kadry
naukowej oraz w inicjowanie i rozw¢j dziatalnosci naukowej studentow.

Obecnie dr Wiatrak peini funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim pana
Michata Tyliszczaka. Temat projektu Ocena neuroprotekcyjnego i neuroregeneracyjnego dzialania
bakterii probiotycznych izolowanych z tradycyjnych produktow organicznych w modelu in vitro
choroby Alzheimera wpisuje sie w dotychczasowg tematyke prac badawczych Habilitantki. Praca
powstaje pod opieka promotora prof. dr. hab. Tomasza Sozarskiego.
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Zadanie ksztalcenia mlodej kadry naukowej dr Wiatrak realizowala takze poprzez
sprawowanie opieki nad studenckim koltem naukowym. W latach 2018-2020 pelnita funkcje
wspolopiekuna Studenckiego Kola Naukowego Cytometrii Przeplywowej i Badan
Biomedycznych. W tym czasie angazowala si¢ w organizacje spotkan naukowych oraz
zachecanie miodych naukowcéw do udzialu w studenckich konferencjach naukowych. W
ramach tej dziatalno$ci brata réwniez udziat w organizacji warsztatéw, promujacych zawéod
diagnosty laboratoryjnego, dla uczniéw szkét ponadpodstawowych. Dr Wiatrak kilkukrotnie
brata udziat w organizacji Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki. W ramach dziatalnosci
popularyzujacej nauke prowadzita warsztaty dotyczace terapii zespotu metabolicznego i terapii
komérkowej, rozwoju stanu zapalnego oraz biologii molekularnej. W czasie Swiatowego
Tygodnia Mdzgu uczestniczyta w akcji popularyzujacej wiedze nt. funkcjonowania mézgu. Na
uwage zastuguje tez dzialalno$é prospoleczna dr Wiatrak na rzecz o0s6b 2z
niepelnosprawnosciami w $rodowisku naukowym. Przez kilka lat Pani dr byla czlonkiem
stowarzyszenia ,Twoje Nowe Mozliwosci” oraz Zrzeszenia Studentéw Niepelnosprawnych
Akademii Gorniczo-Hutniczej. W tym czasie realizowala zadania z zakresu motywowania
studentéw z niepelnosprawnosciami. Wyrazem tej aktywnosci sa takze artykuty w Krakowskim
Semestralniku Studentéw Niepeinosprawnych.

Dr Benita Wiatrak kilkukrotnie organizowata warsztaty dla pracownikéw Izerskiego
Centrum Pulmonologii i Chemioterapii ,JZER-MED” dotyczace postepowania z materialem
histopatologicznym i cytologicznym. Pani dr nawiazata takze wspdlprace z sektorem
gospodarczym. W zakresie wykorzystania produktéw pochodzenia naturalnego w medycynie i
weterynarii wspolpracuje z irlandzka firma biotechnologiczng Cellnutrition Health. W ramach
tej wspotpracy zajmuje sie oceng wpltywu produktu (CELLMAR) na komérki macierzyste szpiku
kostnego.

Jest czlonkiem trzech towarzystw naukowych, takich jak Polskie Towarzystwo
Farmakologiczne,  Europejski  Zwiazek  Towarzystw  Farmakologicznych  EPHAR,
Miedzynarodowa Unia Farmakologii Podstawowej i Klinicznej IUPHAR. Swojg aktywnos$¢ w
Polskim Towarzystwie Farmakologicznym dr Wiatrak zaznaczyla poprzez wygloszenie wyktadu
nt. neuroprotekcyjnego i mneuroregeneracyjnego dzialania polifenoli w hodowlach
komoérkowych w modelu neurodegeneracji typu Alzheimera.

Jako wspotedytor uczestniczyta w wydaniu zeszytu specjalnego ,Osteoporosis and other
bone tissue disorders” w czasopi$mie International Journal of Enviromental Research and
Public Health. Ponadto pelni funkcje ,Review Editor” w czasopi$mie Frontiers in Natural
Products oraz byta cztonkiem rady naukowej jednego z numerdw (1/2021) czasopisma Acta of
Dental Bioengineering and Biomaterials. Jak dotad byta recenzentem 18 artykuldw w 16
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.

W ramach dziatalnosci organizacyjnej na rzecz Uczelni, dr Benita Wiatrak bierze udzial w
pracach Komisji Rekrutacyjnej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
0d 2022 r. jest takze cztonkiem Miedzywydzialowego Zespotu ds. Dobrostanu Zwierzat, przy
Centrum Badan Przedklinicznych Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu.

Habilitantka wielokrotnie byta wyrdzniana nagrodami Rektora Uniwersytetu Medycznego
we Wroclawiu zaréwno indywidualnymi, jak i zespolowymi. W sumie od 2020 r. zdobyta ich 18,
co $wiadczy o znacznym zaangazowaniu Habilitantki w rozwdj Jednostki macierzystej, co
spotyka sie z uznaniem Wiadz Rektorskich.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze aktywnos$¢ dr Wiatrak dalece wykracza poza ramy
dziatalno$ci naukowej. Udziat w ksztatceniu mtodej kadry, nawigzywanie wspotpracy z sektorem
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gospodarczym oraz zaangazZowanie w sprawy organizacyjne jednostki macierzystej §wiadczy o
jej dojrzatosci i samodzielnosci naukowo-organizacyjne;j.

5. Wanioski kosicowe

Osiggniecie w postaci cyklu publikacji oraz catoksztatt dorobku naukowego dr Benity
Wiatrak pod wzgledem formalnym i merytorycznym oceniam pozytywnie. Jej udziat w
powstaniu cyklu, obejmujacy wyboér tematyki badawczej, wykonanie zadan, zarzadzanie
projektem oraz zaangazowanie w proces publikacyjny nalezy uzna¢ za wiodacy. Biorac pod
uwage dorobek naukowy dr Benity Wiatrak po uzyskaniu stopnia doktora, przedstawione
osiggniecie naukowe w postaci cyklu publikacji oraz udzial w pracach dydaktycznych i
organizacyjnych stwierdzam, Ze spelniajg one kryteria okreslone w art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.)
dotyczqce nadama stopma doktora hab111towanego NL&M&W

...

Warszawski Uniwersytet Medyczny
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