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Recenzja rozprawy doktorskiej
p.t.: ,.Badania modelowe szlakéw ekscytotoksycznosci
w warunkach zaburzer metabolizmu weglowodanéw”,
wykonanej przez mgr Anne Rorbach-Dolate,
pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Agnieszki Piwowar,
w Katedrze i Zaktadzie Toksykologii,
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

Zaréwno cukrzyca jak i choroby neurodegeneracyjne sa szczegdlnie
doniostym wyzwaniem dla medycyny, zwazywszy iz z powodu
szacowane] coraz dtuzszej przezywalnosci w 0gdlnej populacji, narasta
problem schorzen zwigzanych ze starszym wiekiem, wtaczajac chorobe
Alzheimera czy cukrzyce. Dotychczasowe badania wskazujg na znaczne
naktadanie sie czynnikéw ryzyka, choréb wspétistniejacych i
przypuszczalnych ~ mechanizméw  patofizjologicznych ~ choroby
Alzheimera i tagodnych zaburzen funkcji poznawczych oraz cukrzycy
typu 2 (T2DM) — schorzen, ktérych rozpowszechnienie osiggneto (w
przypadku cukrzycy), lub zaczyna osiggac (zespoty otepienne) rozmiary
globalnej epidemii.

Czynnikiem taczacym cukrzyce typu 2 z choroba Alzheimera jest
insulinoopornosé. Zjawisko narastaniainsulinoopornosci postepuje wraz
z wiekiem. Insulinoopornosé od dawna uznawana jest za gtéwna ceche
T2DM, czesto wyprzedzajaca wystapienie choroby o wiele lat. Z kolei
insulinoopornos¢ mézgu — definiowana jako niewydolno$é¢ komarek
maézgowych w odpowiedzi na insuline — sprzyja wystapieniu proceséw
neurodegeneracyjnych. Insulinoopornosé¢ mézgowa moze wynikac ze
zmniejszenia ilosci receptoréw insuliny zlokalizowanych w réznych
regionach mozgu, uposledzonej funkcji tych receptorow w zakresie
wigzania insuliny lub nieprawidtowej aktywacji kaskady sygnalizacyjnej
insuliny. Na poziomie komdrkowym dysfunkcja ta moze objawiaé sie
ostabieniem neuroplastycznosdi, regulacja uwalniania
neuroprzekaznikéw w neuronach lub uposledzeniem proceséw bardziej
bezposrednio zwigzanych z metabolizmem insuliny, takich jak wychwyt
glukozy przez komorki nerwowe.

Badania naukowe wskazuja, ze insulinoopornos¢ osrodkowego uktadu
nerwowego zwiazana jest ponadto ze zwiekszona akumulacja beta
amyloidu oraz biatka tau w komaérkach nerwowych, odgrywajac istotng
role w mechanizmie patogenetycznym rozwoju choroby Alzheimera.
Istotng role tacznika miedzy przewlekta hiperglikemig towarzyszaca
cukrzycy typu 2, a patogeneza choréb neurodegeneracyjnych,
przypisuje sie ponadto procesowi ekscytotoksycznosci indukowanej
glutaminianem.

Stad tez przedstawione wyzej wzajemne powigzania pomiedzy cukrzyca
typu 2 wraz z towarzyszaca jej insulinoopornoscia, a wystepowaniem
choréb neurodegeneracyjnych, w petni uzasadniajg celowos¢ podjetych
badan
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Zwazywszy ponadto, iz mechanizmy powstawania insulinoopornosci w
warunkach wspétistnienia zaburzen gospodarki weglowodanowej i
procesdéw neurodegeneracyjnych, jak réwniez powigzanie sygnalizacji
insulinowej z glutaminergiczng - wciaz nie sq do konca poznane, praca
doktorska pt. ,Badania modelowe szlakéw ekscytotoksycznosci w
warunkach zaburzert metabolizmu weglowodanéw”, porusza zasadng i
wpisujaca sie w aktualne trendy badawcze tematyke.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata przygotowana w
formie podsumowujacego omodwienia cyklu 3 monotematycznych
publikacji, z ktérych dwie majg charakter prac oryginalnych, zas jedna —
jest pracg pogladowa, stanowiaca cenne wprowadzenie w realizowana
tematyke badawcza.

1. Rorbach-Dolata A, Piwowar A. Neurometabolic evidence
supporting the hypothesis of increased incidence of type 3
diabetes mellitus in the 21st Century. Biomed Res Int. 2019,
Vol.2019 art. 1435276 [8s.], IF=2.276

2. Rorbach-Dolata A, Kicinska A, Piwowar A. The
dephosphorylation of p70S6 (Thr389) kinase as a marker of |-
glutamate-induced  excitotoxicity related to diabetes
disturbances - an unconventional in vitro model, Neurotox. Res.
2020, vol.37, no.3, 628-639, IF=2.992

3. Rorbach-Dolata A., Piwowar A. Extracellular signal-requlated
kinases, P38 and c-Jun N-terminal kinases phosphorylation
changes in PC12 cells with diabetic disturbances and comorbid
excitotoxicity - a preliminary report, J. Physiol. Pharmacol. 2020,
vol.71, no.5, 625-633, IF = 2.624

Sumaryczny wskaznik oddziatywania IF dla cyklu prac wynosi 7.892.
Prace majg charakter opracowan wieloautorskich (2 lub 3 autoréw). We
wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, a dotgczone
o$wiadczenia wspdtautoréw wskazuja na wiodaca role Doktorantki w
powstanie publikacji, przedtozonych jako rozprawa doktorska.
Deklarowany procentowy udziat mgr Anny Rorbach-Dolaty w
opracowaniu publikacji wynosit bowiem 65% w przypadku pracy
pogladowej, oraz 75% i 80% w przypadku prac oryginalnych.

taczny dotychczasowy dorobek naukowy mgr Anny Rorbach-Dolaty, z
wytaczeniem cyklu 3 prac wtgczonych, obejmuje 7 prac opublikowanych
w czasopismach z IF o sumarycznej wartosci IF = 18.558 i 430 punktéw
MNISW., 11 prac bez IF (110 punktéw MNiSW) oraz 29 streszczen
zjazdowych. Jest to wynik wskazujacy iz Doktorantka ma osiagniecia
publikacyjne i doswiadczenie badawcze, bedac cztonkiem dobrze
zorganizowanego i posiadajgcego duze osiggniecia naukowe — zespotu
badawczego.

Przedtozona do oceny praca liczy 95 stron, obejmujac spis tresci,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep oraz rozdziaty
stanowigce wprowadzenie do podjetej tematyki badani, cel pracy,
materiaty i metody, liste publikacji stanowigcych podstawe rozprawy
doktorskiej wraz z oméwieniem uzyskanych wynikéw oraz petnymi
tekstami przedmiotowych publikacji, zestawienie catosciowego
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dorobku Doktorantki sporzadzone przez Dziat Informacji Naukowej i
Bibliografii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz odwiadczenia
wspotautordéw prac. Istnieje rozbieznodé w ilodci punktéw IF, ktére dla
pracy nr 3 z cyklu stanowigcego podstawe rozprawy doktorskiej, zostaty
przypisane prze Doktorantke (na str.72 — pocano IF dla tej pracy 2.644),
z iloscig punktow IF dla tego opracowania, p-zedstawionych w wykazie
otrzymanym z Biblioteki Gtéwnej Uczelni.

Wstep rozprawy doktorskiej stanowi publikacja pogladowa, ktdorej
zawartos¢ Autorka podsumowata jako ogélne wprowadzenie w
realizowang tematyke, opisujac teoretyczne podstawy procesu
ekscytotoksycznosci zaleznej od glutaminianu wraz z mechanizmami
zaburzern metabolicznych zwiazanych z cukrzyca. Ta czes¢ stanowi
wartodciowe opracowanie, przydatne w lekturze dalszych czedci
rozprawy, uzasadniajgc zarazem wyjasnienie celowosci podjecia sie
przedstawionych badan.

Zasadna i wpisujaca sie w aktualne trendy badawcze jest — podjeta przez
Doktorantke — préba analizy oceny szlakéw sygnatowych istotnych dla
zaburzen gospodarki weglowodanowej i towarzyszacej
ekscytotoksycznosci. W tym celu Doktorantka dokonata oceny stopnia
fosforylacji reszt aminokwasowych wybranych biatek, takich jak: izomery
pozakomdrkowej kinazy regulowanej sygnatem 'z (ERK '2), izomery
kinazy biatkowej B, biatko p70S6K, czynnik transkrypcyjny CREB , B-
katenina, biatko p38 oraz izomery kinazy N-koricowej kinazy biatka c-Jun
1/2 (JNK) — uczestniczacych w przekazywaniu sygnatéw w warunkach
ekscytotoksycznosci indukowanej glutaminianem, przy wspaétistnieniu
hiperglikemii oraz hiperinsulinemii.

Badania przeprowadzita Doktorantka na niezréznicowanej linii
komérkowej PC12, pochodzacej z guza chromochtonnego rdzenia
nadnerczy szczura, powszechnie stosowanej w badaniach modelowych
szlakéw sygnatowych na poziomie komdrkowym. Przedmiotem badan
byta ocena wptywu glukozy (G), insuliny () i L-glutaminian (L) jako
substancji majgcych znaczenie w zaburzeniach charakterystycznych dla
choréb neurodegeneracyjnych zwiazanych z zaburzeniami gospodarki
weglowodanowej, na komorki PC12 po 48 h ekspozycji. Kazda z
substancji badano w dwéch réznych stezeniach (G111 G2, 11712, L1 L2).
Oceny zywotnosci komérek oraz stopnia fosforylacji wybranych biatek
uczeskniczacych W szlakach sygnatcwych W procesie
ekscytotoksycznosci, hiperglikemii oraz hiperinsulinemii dokonano w
uktadach jedno-, dwu- i trzyczynnikowych badanych substancji poprzez
zastosowanie adekwatnych testdw .

Przeprowadzone badania ujawnity ztozonos$¢ wzajemnych powigzan
pomiedzy wptywem poszczegélnych substancji (glukoza, insulina, L-
glutaminian) oddziatywujacych z osobna, jak i w uktadach dwu i
tréjsktadowych — na zywotnos$¢ populacji komérek PC12 i stopien
fosforylacji wybranych biatek.

Nowatorski aspekt pracy podkreslaja uzyskane po raz pierwszy wyniki
wskazujgce na  defosforylacje biatka p70s6k przy jednoczesnym
wzroscie fosforylacji B-kateniny, CREB, p38 oraz JNK w przypadku
jednoczesnej ekspozycji na wyzsze stezenie glukozy, nizsze stezenie
insuliny oraz wyzsze stezenie L-glutaminianu, co wskazuje na ich istotng
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role w  zaburzeniach charakterystycznych dla choréb
neurodegeneracyjnych przebiegajacych z zaburzeniami gospodarki
weglowodanowej .

Jednoczesnie dowiedziono, ze inkubacja komdrek PC12 z wyzszym
stezeniem L-glutaminianu w potaczeniu z glukoza (w obu stezeniach) -
lub jednoczesnie z glukoza oraz insuling, powodowata defosforylacje
biatka p70s6k, wskazujac z duzym prawdopodobieristwem na kluczowy
udziat tego biatka w modyfikagji szlakéw sygnatowych w warunkach
ekscytotoksycznoSci  oraz towarzyszacych zaburzert gospodarki
weglowodanowej.

Podsumowujac, w ramach przedtozonej pracy doktorskiej, Autorka
podjeta sie realizacji istotnych badart zmierzajagcych do wyjasnienia
mechanizmow molekularnych wspdtistnienia zaburzen
charakterystycznych dla choréb neurodegeneracyjnych z zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej, otwierajac droge do poszukiwan nowych
markeréw diagnostycznych i prognostycznych, czy tez punktéw
uchwytu nowych stategii terapeutycznych, w ramach profilaktyki i/lub
leczenia choréb neurodegeneracyjnych zwigzanych z zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej.

Z obowiazku recenzenta chciatabym zwrdécié uwage na fakt, iz w
doswiadczalnym modelu badawczym wieloptaszczyznowe] analizy
szlakéw sygnatowych ekscytotoksycznosci zwigzanej z zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej, do tych ostatnich wtaczono oprécz
hiperglikemii, réwniez  hiperinsulinemie.  Zastosowany  model
komédrkowy, oparty o warunki przewlektej hiperglikemii,
hiperinsulinemii oraz ekscytotoksycznosci, stworzono w zatozeniu jako
odzwierciedlajgcy  warunki  zaburzern  charakterystycznych  dla
neurodegeneradji, wynikajgcej z zaburzern metabolizmu weglowodandéw
(tzw. cukrzyca typu 3). Jak podkresla Doktorantka w streszczeniu pracy
nr 3 oraz na stronie 26 komentarza do prac, uzyskane wyniki badan
reprezentujg cenne narzedzie poznawcze dla badar nad zaburzeniami
neurodegeneracyjnymi, wynikajacymi z dtugotrwatej cukrzycy typu 2.
Tymczasem w dtugotrwatej cukrzycy, jaka zwykle wystepuje u oséb w
wieku podesztym z zaburzeniami funkcji poznawczych, zdolnosé
wydzielnicza komédrek B wyczerpuje sie, chorzy czesto wymagajg
leczenia insuling. Tak zatem warunek hiperinsulinemii, jaki zastosowata
Doktorantka w swoim modelu badawczym odzwierciedla raczej wczesne
zaburzenia gospodarki weglowodanowej u 0séb w wieku podesztym,
cho¢ jak wynika z literatury réwniez one moga byé powigzane z
zaburzeniami funkgji poznawczych i choroba Alzheimera. Przedstawiona
uwaga ma charakter uzupetniajacy. Nieliczne uwagi dotycza ponadto
nastepujacych zagadnien:

- str.20, linia 9 od gdry: zgodnie z nazewnictwem standw
hiperglikemicznych wedug Swiatowej Organizacji Zdrowia, zawartym w
dokumencie: Zalecenia kliniczne dotyczqce postepowania u chorych na
cukrzyce 2020 — Stanowisko Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego -
IFG, impaired Fasting glucose, okredlamy jako nieprawidtowa glikemie
na czczo

- str 20, linia 21 od gdry, zamiast stowa ,tréjglicerydéw"” powinna
Doktorantka uzy¢ okreslenia ,triacylogliceroli”
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W podsumowaniu stwierdzam, iz przedtozona do oceny rozprawa
doktorska praca jest osiggnieciem warto$ciowym i oryginalnym. Dzieki
lepszemu zrozumieniu mechanizmoéw molekularnych, wywotujacych
i/lub  towarzyszacych chorobom neurodegeneracyjnym mozna
opracowac nowe metody wykrywania, kontroli i eliminacji czynnikdw
ryzyka. W oparciu o nowatorskie i skuteczne narzedzia by¢ moze uda sie
prowadzi¢ spersonalizowang diagnostyke i leczenie tych choréb.

Z petnym zatem przekonaniem stwierdzam, iz rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art.13 ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
(Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 z péZn. zm.) i wnosze
do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr Anny
Rorbach-Dolaty do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

KIEROWNIK
Katedry i Zakiadu Chemii Klinicznegj
i Diagnostyki Laboratoryjnej
Slaskiego Uniwersytetu Mede/a ego wtﬁgwicach
j/, PVIh25 Y, = Varssev
prof, dr hab. n. med. i n. o zdrowiu
Katarzyna Komosiriska-Vassev

Sosnowiec, 27.05.2021
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