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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Benity:Wiatra ,’%V »Neuroprotekcyjne i

neuroregeneracyjne dzialanie wybranych polifenoli-w-hodowlach komérkowych w
modelu neurodegeneracji typu Alzheimera'. .

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Choroba Alzheimera (AD) jest jednym z najwiekszych wyzwan przed jakimi stoja
zarébwno nauki biologiczne, jak i medycyna. W zwigzku ze starzeniem sig spoteczenstw 1
zmiana stylu Zycia liczba pacjentow zapadajacych na t¢ dewastujaca i $miertelng chorobg
wzrasta w zastraszajacym tempie. Fakt przewleklosci tej choroby odbija si¢ nie tylko na
pacjentach, ale takze na ich rodzinach i budzecie przeznaczanym na opieke zdrowotna.
Pomimo, wieloletnich badan nad mechanizmami choroby Alzheimera, wcigz dokltadna
przyczyna pozostaje nieznana i jest przedmiotem wielu hipotez, od najpowszechniejszej
amyloidowej do AD jako cukrzycy typu IIL Przeklada sie to bezposrednio na brak
efektywnych lekéw zapobiegajacych chorobie lub w sposob znaczacy ja opdzniajacych a
kolejne obiecujace badania kliniczne zawodza pokladane w nich nadzieje. Jednym z
kierunkéw badan, zwigzanych z obnizaniem stanu zapalnego w moézgu oraz nadmierne]
produkcji wolnych rodnikow jest wykorzystanie naturalnie wystgpujacych w roslinach
polifenoli, jako substancji terapeutycznych. Jednak wykorzystanie pojedynczych polifenoli
weigz nie dostarcza, z réznych wzgledow, satysfakcjonujacych wynikow. Przedstawiona mi
do recenzji rozprawa doktorska Pani magister Benity Wiatrak opisuje wyniki badan, ktérych
bezposrednim  celem  bylo  wszechstronne poréwnanie  neuroprotekeyjnego i
neuroregeneracyjnego wplywu 3 polifenoli, kurkuminy, trans-resweratolu oraz wogoniny i
ich kombinacji, na komorki PC12 poddane w hodowli in vitro dzialaniu AP2s-3s. Natomiast
celem dlugofalowym bylo wybranie optymalnej kombinacji polifenoli do badan w bardzie]
zaawansowanych modelach badawczych choroby Alzheimera. W kontekscie opisanych
powyzej niepowodzen i wyzwan zwigzanych z poszukiwaniem skutecznych substancji
leczniczych w chorobie Alzheimera podjety przez Doktorantke temat badan jest bardzo
adekwatny i istotny. W swoich badaniach, Doktorantka z jednej strony wykorzystata bardzo
wszechstronne podejscie eksperymentalne (wykorzystanie kilkunastu metod oznaczania stanu
komérek PC12; modele neuroprotekcji i neuroregeneracii, warunki normoksji i fizjoksji), zas
z drugiej szereg zaawansowanych metod statystycznych pozwalajacych na skomplikowane
porownania korelacji migdzygrupowych. W efekcie przeprowadzonych badan i analiz,
Doktorantka, doszta do wniosku, iz wybrane zestawy polifenoli dziatajg bardzie] skutecznie
niz pojedyncze zwigzki a ich efekt byl silniejszy w ukladach neuroregeneracji niz
neuroprotekeji. Inng ciekawa i istotng obserwacja bylo to, iz zwigzki te najsilnie] wplywaja na
réznicowanie i rozwdj komoérek PC12 poddanych uprzednio toksycznemu dziataniu AP2s.3s,
natomiast efekty na przezywalno$¢ komorek i poziom wolnych rodnikéw byly duzo mniej
spektakularne. Obserwacja ta, jesli potwierdzi sie w uktadach in vivo, moze nies¢ nadzieje, iz
stosowanie tych zwiazkow bedzie opdzniaé wystgpienie objawow neurologicznych AD
wspomagajac efektywnos¢ tych neuronéw, ktore nie ulegly neurodegeneracji. Przedstawione
wyniki nie dostarczaja ostatecznej odpowiedzi czy wybrany zestaw polifenoli znajdzie
zastosowanie praktyczne, jednak stanowig dobry punkt wyjécia do dalszych badan o
potencjalnie duzym znaczeniu praktycznym dla zdrowia czlowieka.
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Formalny opis rozprawy

szprawa liczaca w sumie 191 stron ma uklad dos$¢ nietypowy dla rozpraw
doktorskich, przynajmniej tych recenzowanych przeze mnie do tej pory. Rozprawe
rozpoczyna dwustronicowy Wstep, ktory dos$¢ pobieznie uzasadnia konieczno$¢ podjecia
badan opisywanych w recenzowanej pracy doktorskiej. Na dobra sprawe tytul tego
podrozdziatu powinien brzmie¢ — ..Uzasadnienie podjecia badan™ i prawdopodobnie powinna
by¢ to ostatnia czes¢ Wstgpu podsumowujaca go i poprzedzajaca ,,Cele rozprawy”, ktore sg
drugim rozdziatem zatytutowanym ,.Cele badan wilasnych”. Po tym rozdziale nastgpuje
rozdzial zatytutowany ,,Choroba Alzheimera — wybrane zagadnienia”. Liczy on 32 strony i
zawiera 4 gtowne podrozdzialy, ktore wprowadzaja czytelnika w zakres badan opisanych w
rozprawie. Zatem ten rozdzial pemni de facto funkcje prawdziwego wstepu. Nastepny rozdziat
zostal zatytufowany réwniez do$¢ nietypowo. Zamiast Materialéow i Metod w recenzowanej
rozprawie znajdujemy rozdzial ,,Czgs¢ do$wiadczalna”. Liczy on 19 stron i opisuje w 7
podrozdziatach wykorzystywane materialy i metody dos$wiadczalne oraz statystyczne.
Rozdzial V zatytulowany jest ,,Wyniki i ich omowienie”. Liczy on 42 strony i zawiera tylko
cze$é uzyskanych wynikéw wraz z ich analiza statystyczng. Uzyskane wyniki, podzielone
zostaly na 5 gléwnych podrozdziatow, ktére mozna pogrupowaé w 3 czesci tematyczne
dotyczace: opisu wykorzystywanego ukladu doswiadczalnego, oceny dziatania pojedynczych
wybranych polifenoli na komérki PC12 poddane dziataniu AB2s.35 1 oceny dzialania zestawoOw
badanych polifenoli w identycznych uktadach doswiadczalnych. Przy czym podrozdzialy 4i5
dotyczg wynikow bardziej zaawansowanych analiz statystycznych dzialania zestawoOw
polifenoli. Nastgpujaca po tym rozdziale 23-stronicowa Dyskusja omawia uzyskane wyniki w
kontekscie istniejacej wiedzy. Po Dyskusji nastepuja Wnioski, Pismiennictwo (liczace 282
pozycje), Wykaz skrotow, Spis tabel i rycin oraz liczace ponad 40 stron, czyli mniej wigcej
tyle samo co rozdzial ., Wyniki i ich oméwienie” _Materiaty Uzupetniajace”. W .,Materiatach
Uzupelniajacych” podzielonych na 3 cze$ci umieszezono tak naprawde wigkszo$¢ danych
pierwotnych uzyskanych w ramach prowadzonych badan. Rozprawa konczy sig
streszczeniami w jezyku polskim i angielskim. W rozprawie, W C€zgscl glownej (tzn. z
pominigciem ~Materiatow uzupekniajacych”) umieszczono 22 tabele oraz 35 ryci_n
nazywanych schematami, mikrofotografiami lub rycinami. Te ostatnie zawierajg glownie
wykresy. Podsumowujac rozprawa pani mgr Benity Wiatrak ma uklad nieortodoksyjny,
niemniej zawiera wszystkie czesci i informacje pojawiajace sig rowniez W rozprawach o
ukladzie klasycznym. Natomiast uwazam, z¢ wylaczenie wigkszosci uzyskanych w ramach
prowadzonych eksperymentow danych do ,Materiatléw uzupetniajacych” jest niewlasciwe 1
utrudnia zaréwno analize uzyskanych wynikow, jak i oceng rozprawy.

Ocena merytoryczna

Wstep ocenianej rozprawy, jak wspomniano juz powyzej, jest dwustronicowy. Dlatego w tej
czeéci swojej recenzji skupie si¢ na tgcznym oméwieniu rozdziatéw I i III, ktore stanowig
rzeczywisty wstep. Szczegblnie W rozdziale III zostaly oméwione wszystkie zagadnienia
konieczne dla zrozumienia uzyskanych wynikéw i podjete] tematyki badawczej. Pierwszy
podrozdziat rozdziatu [II dotyczy patogenezy choroby Alzheimera, drugi potencjalnych
mechanizméw rozwoju tej choroby (np. stres oksydacyjny czy reakcje zapalne), trzeci W
koficu skupia si¢ na APas3s i jego bardzo rézmorakich rolach w patogenezie AD. Poniewaz
tematyka tych trzech podrozdziatow w pewnej czesci sie naklada Doktorantce nie do kofica
udato sie unikaé powtarzania czgsci informacji. Czwarty podrozdziat dotyczy polifenoli i ich
dotychczasowego wykorzystania w badaniach nad neurodegeneracja. W mojej ocenie Wstep

jest napisany bardzo sprawnie i nie mam powazniejszych uwag. Mam jednak kilka uwag
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drobnych, ktére w mojej ocenie dotycza skrotow mys$lowych dokonanych przez Doktorantke,
ktore jednak powinny zosta¢ sprostowane w trakcie obrony. Na przykfad na str. 19
Doktorantka napisata, iz oligomery Af2s.3s dyfunduja do komorki na drodze endocytozy. Czy
Doktorantka mogtaby rozwina¢ t¢ mysl? Bo pomimo tego, iz zajmuje si¢ biologia komérki od
prawie 20 lat nigdy nie styszalem o dyfuzji na drodze endocytozy. Z kolei, na stronie 28
znalaztem informacje, iz szlaki endosoméw prowadza do mitochondriéw. Przyznam, iz nie
wiem co Autorka miata na mysli. Bede wdzigczny za wyjasnienia w trakcie obrony rozprawy.

Cele rozprawy. Jako gléwny cel rozprawy Doktorantka postawila sobie oceng¢ wplywu
wybranych polifenoli, kurkuminy, trans-resweratolu i wogoniny i ich kombinacji, na hodowlg
komérek linii PC12 inkubowanych z APas3s. W dalszej czesci tego podrozdziatu Autorka
opisuje jak zamierza to 0siggnac, co znowu jest zabiegiem do$¢ niestandardowym. Zabrakto
mi, natomiast, sformutowania celow bardziej szczegbtowych, ktore przyswiecaly w mojej
ocenie Doktorantce, np. (i) pordwnanie wplywu neuroprotekcyjnego i neuroregeneracyjnego
badanych zwiazkow czy (ii) pordwnanie wptywu normoksiji i fizjoksji na toksyczno$¢ APas-3s
czy potencjal terapeutyczny badanych polifenoli. Niemniej sam cel gtowny oceniam jako
dobrze sformulowany, adresujacy istotny problem badawczy i adekwatny do hipotezy
stawianej przez Doktorantke, iz zestawy polifenoli o réznych whasciwosciach powinny by¢
skuteczniejsze niz pojedyncze zwigzki w zapobieganiu efektom Apas.3s.

Materialy i Metody. Wszystkie metody niezbedne do realizacji zatozonych celow zostalty w
mojej ocenie opisane W sposob doktadny i zrozumiaty dla os6b dysponujacych odpowiednim
doswiadczeniem i umiejetnosciami. Na szczegdlna pochwale zastuguje fakt, iz w ocenie
poszczegdlnych whasciwosci komorek PC12, tam gdzie bylo to mozliwe Doktorantka starata
sie stosowaé kilka alternatywnych metod. Na podkreslenie zastuguje rowniez interesujace
podejscie do analizy danych w oparciu o analizg wielokryterialng. W tym kontekscie
zastanawiam si¢ tylko, dlaczego testowi MTT przyznano do$é wysoka wage pomimo, iz dane
publikowane, jak i wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie, wskazuja, iz test ten w
przypadku wybranego modelu badawczego mierzy dwie niezalezne cechy, w tym jedng nie
zwiazang bezposrednio z dobrostanem komérek PC12. Z uwag drobniejszych uwazam, iz W
Tabeli 2 warto bylo poda¢ nie tylko liczbe wysiewanych komorek, ale tez rodzaj
wykorzystywanych szalek. Ta informacje znajduje si¢ dalej w tek$cie, ale taki zabieg
ulatwitby szybkie uzyskanie istotnych informacji przez czytelnika.

Wyniki. Pierwsza, czgS¢ rozdziatu Wyniki opisuje wyniki testow majacych na celu okreslenie
toksycznosci zarowno AP2s-3s jak i poszczegélnych polifenoli w wykorzystywanych ukiadach
{ warunkach doswiadczalnych (tzn. neuroprotekcji 1 neuroregeneracji; normoksji i fizjoksji).
Co ciekawe, podanie Afas3s w dowolnym ukladzie do$wiadczalnym, poza testem MTT,
miato znikomy efekt w testach opisujacych zywotno$é komorek (rzedu kilku procent). W tym
kontekécie zastanawiam sig, czy stgzenia stosowanego APas.3s nie byly zbyt niskie a testom
tym nie przypisano zbyt wysokiej wagi w analizie wielokryterialnej. Z kolei, Afas-3s miat
silny efekt na parametry zwigzane z r6znicowaniem i wzrostem komorek PC12. Natomiast
zmiany w poziomie reaktywnych form tlenu (RFT), nawet jesli sg statystycznie istotne,
biologicznie sa zaniedbywalne, co znow prowadzi do pytania zadanego przeze mnie powyzej.
Druga cze$é¢ wynikow przedstawia efekty podania osobno wybranych polifenoli na wptyw
AP2s-35 na komorki PC12 w réznych uktadach badawczych. Generalnie wydaje sie, iz efekty
pojedynczych polifenoli sa dos¢ umiarkowane. Jednak, szczeg6lnie w ocenie przezywalnosci,
rodzi sie pytanie czy jakiekolwiek efekty powinny by¢ obserwowane skoro wybrana dawka
APas-35 W mojej ocenie miata znikomy efekt opisany w czgsci I wynikow. Dlatego uwazam, iz
pominigcie w eksperymentach opisywanych w II i III czgsci wynikéw wariantu komorek
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PC12 nietraktowanych Apa2s-35 za powazne ograniczenie niniejszej rozprawy. W koncu, w III
czesci rozprawy Doktorantka opisuje wptyw zestawéw polifenoli na cechy komoérek PCI12
traktowanych APzsas. W efekcie tych badan jak roéwniez analiz statystycznych
przeprowadzonych w czgsci IV i V Wynikéw, Autorka dochodzi do wniosku, iz optymalng
kombinacjag zwiazkéw jest faczne podanie kurkuminy i trans-resweratolu, w zasadzie
niezaleznie od warunkéw hodowli lub kombinacji wszystkich 3 zwigzkow w uktadzie
neuroregeneracji. Zasadniczo przedstawione wyniki wskazuja, iz dziatanie polifenoli byto

duzo bardziej skuteczne w korekcji badanych parametrow whasnie W uktadzie
neuroregeneracji.

W mojej ocenie do szczegllnie wartosciowych aspektow niniejszej rozprawy i
uzyskanych wynikéw nalezy zaliczyé wszechstronne podejscie eksperymentalne, o ktérym
juz pisatem i zastosowanie licznych uktadow eksperymentalnych i zaawansowanych analiz
statystycznych pozwalajacych szukaé istotnych korelacji. Jednak w moim przekonaniu jest
kilka stabych stron przedstawionych badan. Pierwszy to wybor komorek. Przy dzisiejsze]
dostepnosci i latwosci hodowli komorek neuronalnych, jak réwniez mozliwosci hodowli
komérek bezposrednio od pacjentow, wybor komoérek PC12 wydaje mi si¢ nieoptymalny,
pomimo wielkiego wysitku jaki Autorka wlozyta w uzasadnienie tego wyboru. Drugi
problem, to oczywiscie adekwatnosé w ogdle modeli in vitro w kontekscie badania polifenoli,
o ktorych stabej biodostepnosci Doktorantka pisze we Wstepie rozprawy. Inng staba strong
jest to, iz nie zilustrowano przyktadowymi zdjeciami wynikoéw analiz mikroskopowych, co
jest absolutnym standardem. Natomiast w niniejszej rozprawie otrzymujemy tylko wyniki w
postaci tabel czy wykresow. W koficu, jak pisatem juz powyzej umieszczenie w materiatach
dodatkowych wigkszosci wynikéw  zrodtowych, na bazie ktorych przeprowadzono
metaanalizy jest w moim przekonaniu niewtasciwe w przypadku niniejszej rozprawy. Takie
zabiegi mozna stosowac przy badaniach wysokoprzepustowych czy multiomicznych, do

ktorych nie nalezg eksperymenty opisane w niniejszej rozprawie.

Jednak pomimo moich uwag krytycznych, badania opisane W podrozdziale W}fniki
dostarczajg wielu ciekawych informacji W kontekécie wyboru kombinacji polifenoli do
dalszych badaf w bardziej zaawansowanych modelach badawczych.

Dyskusja. Dyskusja przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej pani mgr Wiatra.k
pokazuje, iz Doktorantka posiada duza wiedze 1 zdolnos¢ trafnego podsumowania
uzyskanych wynikow na tle istniejacej wiedzy. Cho¢ uwazam, iz Dyskusja zyskataby gdyby
w kilku miejscach Autorka szybciej przeszia do meritum zamiast pisac¢ o rzeczach luzno
zwigzanych z tematem, ktérych nie badata. Dobrym przyktadem jest prawie cala str. 1-03
dotyczaca transkrypcji zaleznej od czynnikOw transkrypcyjnych HIF. Naprawde czytajgc
dalsza czes¢ dyskusji nie mogtem doj$¢ co te informacje wnosza. W innych przypadkach
zwiazek takich rozbudowanych wprowadzen wyjasniat si¢ dopiero 2-3 strony dalej. By¢ moze
zarysowanie problemu { omawianie go w kontekscie podawanej wiedzy utatwitoby
czytelnikowi zrozumienie dyskusji.

Jest tez w Dyskusji jeden watek, z ktérym nie do konica jestem si¢ w petni zgodzi¢. Na
podstawie do$¢ stabej korelacji poziomu RFT i peknig¢ DNA Autorka w Dyskusji
konkluduje, iz peknigcia DNA, ktére obserwowata musza by¢ efektem bezposredniego
dziatania APas3s na DNA. Jest 10 jednak wniosek nieuprawniony bez przeprowadzenia
dodatkowych analiz, w tym przede wszystkim wykazania, iz W stosowanych przez
Doktorantke warunkach Ap2s-3s rzeczywiscie wnikat do jadra i wigzat si¢ z DNA. Co wigcej

Doktorantka pisze, iz w potwierdzeniu penetracji do jader komorkowych przydatny okazat sie
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test FHA. Jest to po prostu nieprawda. Test ten w zadnym stopniu nie mierzy przenikania
czegokolwiek do jadra. Mierzy tylko efekt genotoksyczny.

Whioski. Cho¢ jest to rozdzial bardzo krotki zastuguje w moim przekonaniu na szczeg6lng
pochwate. Wnioski przedstawione przez Doktorantke sa bardzo syntetyczne i prawidiowe.
Doktorantce udato sie unikngé wysnuwania zbyt daleko idacych wnioskéw na podstawie
danych, ktére cho¢ statystycznie istotne najprawdopodobniej majg nikle znaczenie
biologiczne.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest przygotowana w przewazajacej czgsci
starannie i Doktorance udato si¢ unikngé wigkszej liczby btedow edytorskich. Mam jednak
kilka uwag krytycznych. Pierwsza uwaga tyczy sie¢ mikrofotografii zamieszczonych w
rozprawie (np. str. 50, 52, czy 54). W mojej ocenie zamieszczone zdjecia sa dos¢ stabej
jako$ci. By¢ moze jest to kwestia wydruku. Jesli jednak wiekszos¢ z nich wyglada w
oryginale w ten sposob, ich analiza bytaby mniej wiarygodna i utrudniona w poréwnaniu do
zdjeé¢ mikroskopowych dobrej jakosci. Ponadto, na wickszo$ci mikrofotografii zabraklo skali
co nie powinno mie¢ miejsca. Podobnie jak umieszczanie jej na duzej czesci pola widzenia.
Na mikrofotografii 1 pojawily si¢ strzatki ale brak ich objasnienia w opisie ryciny raczej nie
pomaga zrozumie¢ co one oznaczaja. Pozostale moje uwagi dotycza kilku niefortunnych
sformutowan, ktore pojawily sie w tekscie a nie sa zgodne z przyjetym nazewnictwem
naukowym. Mozna do nich zaliczy¢ rafty lipidowe (poprawnie tratwy lipidowe), porastanie
neurytow (zaktadam, ze chodzi o wzrost neurytow) czy siarczan heparynu (poprawna nazwa
to siarczan heparanu). Ponadto, chciatbym Doktorantce zwroci¢ uwage na przysztos¢, ze w
jezyku polskim stowa ilos¢ i liczba nie sa tozsame i nie powinny by¢ stosowane wymiennie,
co zdarza si¢ nagminnie w tekscie przedstawionej mi do oceny rozprawy. W koncu, czgs¢
skrotéw w tekscie nie byla rozwinieta a ich wyjasnienie nie znalazlo si¢ tez W wykazie
skr6tow pod koniec pracy doktorskiej.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani
mgr Benity Wiatrak spelnia wymagania okreslone odpowiednimi przepisami. Wyniki zostaly
uzyskane za pomoca adekwatnych metod i przyczynity si¢ do poszerzenia naszej wiedzy na
temat wpltywu wybranych polifenoli i ich kombinacji na stan komoérek PCI2 poddanych
dziataniu AP2s-3s. W zwigzku z tym wnoszg do Rady Naukowej Wydziatu Farmaceutycznego
z Oddziatem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroclawiu o dopuszczenie pani mgr Benity Wiatrak do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Prof. dr hab. Jacek Jaworski
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