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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Benity Wiatrak
pt. ,Neuroprotekcyjne i neuroregeneracyjne dziatanie wybranych polifenoli w hodowlach
komérkowych w modelu neurodegeneracji typu Alzheimera”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Kazimierza Gasiorowskiego w Katedrze i Zaktadzie Podstaw
Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu

Ocena merytoryczna

Tematyka przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej jest istotna poznawczo i zarazem moze
by¢ w przysztosci wykorzystana w praktyce. Pani mgr inz. Benita Wiatrak podjeta badania, ktérych celem
byta analiza potencjatu neuroprotekcyjnego i neuroregeneracyjnego trzech polifenoli roslinnych:
kurkuminy, trans-resweratrolu i wogoniny oraz ich zestawdw. Badania przeprowadzono z
wykorzystaniem komdrkowego modelu neurodegeneracji typu Alzheimerowskiego, ktéry stanowity
zroznicowane pod wptywem czynnika wzrostu nerwéw komorki linii PC12 pochodzgce z guza
chromochtonnego nadnerczy szczura, inkubowane z peptydem amyloidowym ABas 3s.

Choroba Alzheimera (AD), najczesciej wystepujaca choroba neurodegeneracyjna, stanowi wciaz
narastajace wyzwanie dla dzisiejszej medycyny, poniewaz odnotowuje sie wzrost liczby pacjentéw na
swiecie, a zarazem brakuje skutecznych metod zapobiegania i leczenia tej choroby. Nadziejg jest
wyjasnienie ztozonych mechanizméw molekularnych patogenezy AD i wskazanie adekwatnych nowych
metod prewencji i terapii. Jeden z obiecujacych kierunkdw takich badar zaktada wykorzystanie polifenoli
roslinnych, ze wzgledu na ich aktywnosé¢ antyoksydacyjng i przeciwzapalna, istotng w kontekscie stresu
oksydacyjnego i reakcji stanu zapalnego jako waznych sktadowych patomechanizmu AD. Oceniana praca
doktorska wykonana zostata pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Kazimierza Gasiorowskiego w Katedrze i
Zaktadzie Podstaw Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu,
gdzie od lat z sukcesami prowadzone s3 badania oceniajace in vitro aktywnosci zwiazkéw pochodzenia
naturalnego, jak i syntetycznych, o potencjalnych wtasciwosciach leczniczych.

W ocenianej pracy doktorskiej w pierwszym etapie ustalono i zoptymalizowano uktady
doswiadczalne do badania aktywnosci polifenoli i ich zestawéw. W uktadzie badania neuroprotekcji
zréznicowane komorki PC12 inkubowano najpierw z badanymi polifenolami, a nastepnie z peptydem
AB2s-35. Odwrotna kolejnos¢ inkubacji pozwolita zbada¢ zdolnoséé polifenoli do odbudowy uszkodzonych
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pod wptywem AR komérek neuronalnych. Dla kazdego z uktadéw doswiadczalnych zbadano takze efekty
dziatania polifenoli i ich zestawdw w zaleznosci od warunkéw stezenia tlenu w prowadzonych
hodowlach komérek — w normoksji i fizjoksji. We wszystkich uktadach doswiadczalnych oceniono trzy
gtowne aspekty oddziatywania polifenoli na komérki, obejmujace: 1) zywotnoé¢ komérek, 2) poziomu
stresu oksydacyjnego i uszkodzeh DNA oraz 3) zréznicowanie i cechy fenotypowe komdrek. Wyniki
badan i ich analiza pozwolity na sformufowaniejednoznacznych wnioskow. Okazato sig, ze wszystkie trzy
polifenole wykazywaty zaréwno dziatanie neuroprotekcyjne, jak tez neuroregeneracyjne. Najciekawsze
whnioski przyniosto badanie zestawdw polifenoli. Stwierdzono, ze wskazniki sity dziatania zestawdw
polifenoli zalezg od uktadu badawczego, warunkéw hodowli komorek, a takze sktadu zestawu. Zestawy
polifenoli charakteryzowaty sig silniejszym dziataniem neuroregeneracyjnym niz neuroprotekcyjnym. W
obu uktadach do$wiadczalnych zestawy polifenoli wykazywaly silniejszy efekt w warunkach fizjoksji niz w
normoksji. Najwiekszg site dziatania, Wyzsz3 niz poszczegdlne polifenole stosowane osobno, wykazywat
zestaw kurkumina + trans-resweratrol, zaréwno w uktadzie badania neuroprotekcji, jak tez
neuroregeneracji. Poza zestawem kurkumina + trans-resweratrol, do dalszych badan potencjatu
neuroregeneracyjnego wytypowano takze zestaw wszystkich trzech polifenoli, wraz z wogoning.
Ponadto, na podstawie wynikéw badan wyciggnieto szereg wnioskdw, omowionych wyczerpujgco w
Dyskusji, na  temat prawdopodobnego  mechanizmu  dziatania neuroprotekcyjnego i
neuroregeneracyjnego poszczegdlnych polifenoli oraz ich zestawdw. Uzyskane wyniki i ich analiza
stanowia wktad nie tylko w rozwéj nowych metod zapobiegania i leczenia AD, ale takze w odszyfrowanie
ztozonych mechanizméw molekularnych neuroprotekcji i neuroregeneracji pod wptywem badanych
polifenoli. Co watzne, rezultaty badan inspirujg do formutowania kolejnych pytan, odkrywajg zatem
nowe horyzonty poznawcze.

Ocena metodologiczna

Zakres doswiadczalny pracy i warsztat metodyczny jest szeroki, dobér metod i narzedzi badawczych
odpowiedni dla realizacji celu projektu i umiejetnie zastosowany. Przeprowadzone badania bazujg na
technikach biologii komérki i biochemii, obejmujacych hodowle i réznicowanie komérek linii PC12 i ich
analize z zastosowaniem metod mikroskopii $wietlnej i fluorescencyjnej oraz szereg testéw
biochemicznych, w tym spektrofotometrycznych i spektrofluorymetrycznych. Do analizy aktywnosci
polifenoli i ich zestawéw w hodowlach komérek PC12 we wszystkich uktadach doswiadczalnych
zastosowano w sumie 11 metod pozwalajgcych na ocene: 1) zywotnosci komorek, 2) poziomu stresu
oksydacyjnego i uszkodzeri DNA oraz 3) réznicowania i cech fenotypowych komérek. Oceny zywotnoéci
komérek dokonano z zastosowaniem testéw spektrofotometrycznych ~ MTT, SRB, oraz
kolorymetrycznego testu LDH, jak tez mikroskopowej analizy apoptozy i nekrozy po znakowaniu
aneksyna V i jodkiem propidyny. Do oceny poziomu wewnatrzkomérkowych reaktywnych form tlenu
zastosowano test DCF-DA, a do oceny stopnia peknigc nici DNA - test FHA dyfuzji DNA. Ocena
roznicowania komérek obejmowata mikroskopowg analize zageszczenia neurytéw oraz poziomu
biatkowych markeréw réznicowania neuronalnego DCX i NeuN, a takze spektrofotometryczng ocene
porastania neurytow. Szczegélne uznanie budzi zaawansowana analiza statystyczna, obejmujgca dobér
testow parametrycznych i nieparametrycznych na podstawie wynikdw analizy normalnosci rozktadu i
jednorodnosci wariancji, zastosowanie analizy korelacji rang Spearmana dla oceny zaleznosci pomiedzy
parami zmiennych oraz modeli regresji w celu wyznaczenia zaleznosci cytotoksycznosci od stezenia
badanych polifenoli. W celu oceny dziatania zestawéw polifenoli zastosowano analize sity efektéw, a
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istotnos¢  rdéznic w  wynikach zbiorczych  wyznaczono z zastosowaniem wieloczynnikowej,
wielowymiarowej analizy wariancji MANOVA. Dobér metod analizy statystycznej jak i wszystkich testow

i uktadéw doswiadczalnych jest przemyslany i dobrze uzasadniony, a badania zostaty konsekwentnie
przeprowadzone.

Ocena formalnej i edytorskiej strony rozprawy

Rozprawa przygotowana jest zgodnie z obowigzujgcymi zasadami, ma klasyczng strukture prac
doktorskich, ktére nie sa zbiorem opublikowanych artykutdw. Dysertacja liczy 191 stron. Po spisie tresci
znajdujemy krétki Wstep streszczajgcy gtéwne przestanki do podjecia badan oraz nastepnie krétkie
sformutowanie celu badan. Zatozenia i cele badan przedstawiono przejrzyscie. W dalszej czesci
zamieszczony zostat liczacy 36 stron wtasciwy wstep do pracy, zatytutowany ,Choroba Alzheimera —
wybrane zagadnienia”. Lektura tego rozdziatu pozwala stwierdzi¢, 7e Doktorantka dysponuje
imponujaco szeroka wiedzg w uprawianej dziedzinie. Ta cze$¢ pracy to prawdziwe kompendium
molekularnych mechanizméw choroby Alzheimera ze szczegolnym uwzglednieniem roli peptydow
amyloidowych, stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego. We wstepie uzasadniono takze wybér peptydu
AB2s-35 do zastosowania w modelowaniu neurodegeneracji. W koricowej cze$¢ wstepu Autorka dokonata
selekcji i przegladu obecnie dostepnych informacji na temat potencjatu zastosowania wybranych trzech
polifenoli w przeciwdziataniu i leczeniu neurodegeneracji. Informacje naukowe zostaty dobrze
wyselekcjonowane i podane w odpowiedniej kolejnosci, a takze poparte przemyslanymi schematami,
stanowiac wiasciwe wprowadzenie do czedci eksperymentalnej. Nastepujacy dalej opis materiatéw i
metod zajmuje 19 stron. Warsztat metodyczny i uktady do$wiadczalne opisano w sposob przejrzysty, a
zarazem precyzyjny, umozliwiajgcy nie tylko powtdrzenie eksperymentdéw, ale tez zrozumienie natury
testow i ich doboru oraz etapéw badan. Lwig czes¢ dysertacji stanowi opis wynikéw, ktére w syntetyczny
Sposob przedstawiono na 41 stronach gtownej czesci pracy oraz na 45 stronach materiatéw
uzupetniajgcych. Dyskusja zajmuje 23 strony. W rozdziale tym oméwiono i uzasadniono wybér modelu
komorkowego do badan, a takze wybér zastosowanych uktadéw doswiadczalnych. Najbardziej znaczaca
czgs¢ dyskusji obejmuje interpretacje i analizg znaczenia rezultatéw pracy w odniesieniu do
mechanizméw molekularnych oddziatywania polifenoli i ich zestawéw na komérki neuronalne oraz
perspektyw dalszych badan w kierunku przeciwdziatania i terapii AD. Umiejetnos¢ prowadzenia takiej
dyskusji jest waznym kryterium dojrzatosci naukowej.

Za rozdziatem Dyskusja zamieszczono klarownie i ostroznie sformutowane wnioski. Spis literatury
zawiera az 282 pozycje, ktére starannie wyselekcjonowano, wybierajac wiasciwe informacje. Nastepnie
zamieszczono krotki spis stosowanych skrétéw, spis tabel i rycin oraz materiaty uzupetniajgce, ktére
podzielono na trzy czeéci, odpowiednio do trzech gtéwnych ocenianych aspektéw oddziatywania
polifenoli na komérki. Prace zamykaja syntetyczne, 3-stronnicowe streszczenia w jezyku polskim oraz w
jgzyku angielskim. Dysertacje uzupetniajg dobrze dobrane i opracowane tabele w liczbie 22, jak tez 14
schematow, 5 mikrofotografii i 16 rycin. Proporcja poszczegdlnych czeéci pracy jest odpowiednia.
Rozprawa ma niezwykle przejrzysta, przemyslang konstrukcje i dostarcza wszystkich informacji,
pozwalajgcych na wysokg ocene oryginalnoéci i istotnoéci rozwigzanego problemu naukowego, ogélnej
wiedzy doktorantki w uprawianej dziedzinie naukowej oraz Jej umiejetnosci prowadzenia badan
naukowych i korzystania ze #rddet. Praca napisana jest w sposob zwiezty, z dyscypling dla stowa
pisanego, a zarazem zrozumiale i bardzo ciekawie. Zwraca tes uwage staranna forma edytorska. Autorka
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postuguje sie na ogot poprawnym, naukowym jezykiem. Z obowigzku recenzenta musze zauwazyc tylko
kilka btedéw. Wszystkie uwagi krytyczne przedstawiono ponizej.

Uwagi krytyczne

1. We wstepie zatytutowanym ,Choroba Alzheimera — wybrane zagadnienia” wskazane bytoby
omowienie stadiéw rozwoju AD, w tym zwtfaszcza wczesnego, prodromalnego stadium AD u
pacjentow z tagodnymi zaburzeniami poznawczymi (MCI). Autorka cytuje wyniki badari w grupie
pacjentow z MCI, jednak nalezatoby stwierdzi¢, ze jest to grupa niejednorodna, poniewaz nie u
wszystkich pacjentéw podtozem MCI jest choroba Alzheimera.

2. W podrozdziale ,Patogeneza choroby Alzheimera” doktorantka stwierdza, ze sformutowano trzy
teorie wyjasniajace rozwdéj choroby. Po pierwsze, na obecnym etapie wiedzy nalezatoby raczej
zastosowac termin ,hipotezy”, poniewaz nadal brak powszechnej zgody na temat przyczyn AD.
Ponadto, poza hipotezg kaskady amyloidowej, hipotezg biatka tau i hipoteza cholinergiczna,
istnieje kilka innych hipotez zaktadajacych bardziej pierwotne przyczyny AD, poprzedzajgce
powstawanie toksycznych form amyloidu i splatkéw neurofibrylarnych. Nalezy tu wspomnieé o
hipotezie wapniowej, hipotezie stresu oksydacyjnego i uszkodzen mitochondrialnych oraz o
hipotezie reaktywacji cyklu komorkowego w dojrzatych neuronach. Doktorantka opisuje procesy
stresu oksydacyjnego i dysfunkcji mitochondriéw oraz zwigzane z tym zaburzenia szlakéw
sygnatowych komorki, ale raczej jako konsekwencje pojawienia sie toksycznych oligomeréw AB, a
nie przyczyny. Autorka wspomina jednak, ze »Dysfunkcja mitochondriow generujgca stres
oksydacyjny i synaptotoksycznoé¢ sa aktualnie uznawane za najwczesniejsze zdarzenia w
patomechanizmie rozwoju neurodegeneracji w AD” (str. 11). Ponadto, na stronie 15 opisano
wyniki wskazujace, ze czynniki genotoksyczne mogg prowadzi¢ do hiperacetylacji histonu H3 w
regionie promotora genu BACE1, zwiekszajac jego ekspresje, a w konsekwencji prowadzac do
wzrostu poziomu amyloidogennej proteolizy APP. Jest to zatem opis wskazujgcy na stres
genotoksyczny jako pierwotny czynnik, poprzedzajgcy powstawanie toksycznych form AB.
Powstaje zatem pytanie, ktéra z hipotez, zdaniem Autorki, jest bardziej przekonujaca w
wyjasnianiu pierwotnych przyczyn AD: hipoteza stresu oksydacyjnego i genotoksycznego czy
hipoteza kaskady amyloidu?

3. Omawiajgc we wstepie molekularne podtoze rodzinnej formy AD Autorka w pierwszym rzedzie
wymienia mutacje w obrebie trzech gendw: APP, ApoE oraz IDE. Trudno z tym stwierdzeniem sie
zgodzi¢. Rodzinna forma AD zwigzana jest z mutacjami autosomalnymi dominujgcymi w obrebie
trzech genéw, ale s3 to geny kodujagce APP i biatka PS1 i PS2 zwigzane ze szlakiem
amyloidogennej proteolizy APP, przy czym absolutna wigkszos¢ rodzinnych mutacji (ponad 200)
wystepuje w genie PS1. W przypadku wielu innych gendw ich zwigzek z molekularnym podtozem
AD wynika najczesciej z wystepujacych w populacji polimorfizmdéw, nie mutacji. Wiele z takich
genow wskazano w wyniku analizy typu Genome Wide Associasion Study (GWAS). W przypadku
ApoE to nie mutacje, ale wystepujace izoformy decydujg o zwigkszeniu ryzyka AD (izoforma
ApoE4) lub obnizeniu ryzyka (izoforma ApoE2).
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4. Na stronie 22 dysertacji znajdujemy stwierdzenie, ze AR w pikomolowych stezeniach wystepuje
réwniez u 0séb bez zaburzeri poznawczych. To prawda, warto jednak bytoby w petniejszy sposéb
przedstawi¢ problem wystepowania takze ztogéw AB w mdzgach oséb bez demencji. Uwaza sie,

ze osoby te znajduja sie w stadium przedobjawowym AD, w ktérym zwigkszone jest ryzyko
rozwoju tej choroby.

5. Wybér typu komérek do badan: w Dyskusji przedstawione zostaty wady i zalety komdrek linii
PC12, réznicujgcych i upodabniajacych sig pod wptywem NGF do neuronow dopaminergicznych
srodmadzgowia o zwigkszone] wrazliwosci na neuroprzekaznik acetylocholine. Zréznicowane
komérki PC12 nie s3 w istocie uznawane za dojrzate neurony, ale s3 stosowane w wielu
badaniach jako model neuronalny. Podstawowe wady tego modelu w odniesieniu do chordb
neurodegeneracyjnych typowych dla cztowieka to nowotworowe pochodzenie oraz kontekst
genomu i proteomu szczura. Dyskusja wad i zalet tego modelu nie obejmuje mozliwoéci
zastosowania ludzkich komérek linii nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma). Bytoby wskazane,
aby autorka ustosunkowata sie do tej mozliwosci.

6. W dyskusji dysertacji klarownie uzasadniono wybor peptydu ABys3s jako czynnika
neurotoksycznego wobec komdrek PC12. Powstaje jednak pytanie, czy s znane i czy mozna
poréwnac wyniki badania wybranych polifenoli w komérkach traktowanych peptydem AB1.42?

Uwagi edycyjne i jezykowe

1. Lista skrotéw stosowanych w pracy jest zbyt krétka i mato przydatna.

2. Czgstym btedem jezykowym, ktérego nie unikneta Autorka pracy, jest nierozréznianie
rzeczownikow policzalnych i niepoliczalnych, np. str. 4 nie ,ilo$¢ zachorowan” ale liczba
zachorowan; str. 13, nie ,iloé¢ ztogéw”, ale liczba ztogdw; nie »1l08¢ czynnikdw”, ale liczba
czynnikow; tytut tabeli 2: nie , iloé¢ wysiewanych komarek”, ale liczba komorek.

3. Autorka stosuje termin ,rafty lipidowe”, ktory jest anglicyzmem. Prawidtowa nazwa w jezyku
polskim to ,tratwy lipidowe”.

4. Czesto w pracy wystepuje termin ,ciecie APP” w odniesieniu do proteolizy APP. Jest to
akceptowalne, ale wtasciwa terminologia to trawienie proteolityczne.

5. Str.10,,..w hodowlach pierwszorzedowych...” — chodzito o hodowle pierwotne.

6. Str. 12: brak referencji dla stwierdzenia, ze AB moze wigzac sie z DNA.

7. Str. 15 ,,Na mysim modelu Alzheimera” - wypadto stowo ,,choroby”, prawidtowo powinno by¢
»Stosujac mysi model choroby Alzheimera”.

8. Str. 15 ,,..wzrasta w ptynie maozgowo-rdzeniowym poziom p-tau oraz nastepuje gromadzenie
splatkéw neurofibrylarnych” — mozna btednie zrozumie¢, ze gromadzenie splatkdw nastepuje w
ptynie moézgowo-rdzeniowym, a chodzito zapewne o mozg.

9. Na stronie 17 zamieszczono zdanie ”...NF-kB indukuje transkrypcje licznych genéw prozapalnych
cytokin, m.in. iNOS, BACE1 i COX-2...”. To chyba skrét myslowy.

10.Str. 43, doroste neurony” — powinno by¢ »dojrzate neurony”.
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Podsumowanie

Mimo kilku uwag krytycznych, ktérych celem jest gtéwnie zacheta do dalszej dyskusji, wysoko
oceniam przedstawiong do oceny dysertacje. Autorka podjetfa si¢ zadania znaczacego poznawczo i
wymagajgcego metodycznie. Uzyskane wyniki maja w wiekszosci nowatorski, oryginalny charakter, a
takze walory aplikacyjne, stanowig bowiem wkfad w rozwdj farmakologicznych metod prewencji i
leczenia choroby Alzheimera. Lektura dysertacji nie pozostawia watpliwosci, ze Pani mgr inz. Benita
Wiatrak osiggneta duzg sprawnogé¢ eksperymentalng oraz zdobyfa rozlegty wiedze i umiejetnosé
krytycznej analizy danych, zatem wykazata dojrzatosé umozliwiajgca prowadzenie samodzielnych badan
naukowych. Dysertacja wyrdznia sig doskonatg organizacja materiatu, precyzjg opracowania i omdwienia
wynikow oraz wnikliwoscia ich dyskusji. Stwierdzam, ze rozprawa spetnia warunki okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789). Z petnym przekonaniem wnioskuje zatem do Wysokiej Rady
Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Benity Wiatrak do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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