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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Bernadety Pietrzak-Wawrzynskiej pt.
»Inicjowana pozajgdrowo sygnalizacja receptoréw estrogenowych jako nowy punkt
uchwytu terapii neuroprotekcyjnych: identyfikacja molekularnych mechanizmadéw
dziatania PaPE-1 w hodowlach pierwotnych neurondw oraz komdrek mikrogleju linii
HMC3 narazonych na AB” wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Kajty — promotori dr

hab. Agnieszki Wnuk — promotor pomocniczy.

Rozprawa doktorska Pani mgr Bernadety Pietrzak-Wawrzyniskiej zostata przygotowana w
Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie (w
Pracowni Neurofarmakologii i Epigenetyki Zaktadu Farmakologii Uzaleznien) pod
kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Kajty; promotorem pomocniczym byta dr hab.
Agnieszka Wnuk. Rozprawa ma charakter hybrydowy i obejmuje zwiezte oméwienie
dwoch publikacji doswiadczalnych (Molecular Neurobiology, 2024; Journal of Molecular
Biology, 2025) oraz czesc¢ opisowa, bedacg wprowadzeniem do zagadnienia oraz
porzadkujgcag kontekst, metodyke badan i wnioski.

Tematyka pracy dotyczy mechanizmow neuroprotekcji w kontekscie choroby
Alzheimera (AD) oraz mozliwosci farmakologicznego wykorzystania pozajadrowej,
niejadrowej sygnalizacji receptoréw estrogenowych ESR1/ESR2 z zastosowaniem
liganda PaPE-1 (Pathway Preferential Estrogen). Jest to zagadnienie aktualne i wazne
zardwno poznawczo, jak i potencjalnie aplikacyjnie. W swietle danych wskazujacych na
wiekszg czestos¢ zachorowan na AD u kobiet, a takze na neuroprotekcyjny potencjat
estrogenow, ktory jest jednakze ograniczany przez dziatania uboczne zwigzane z
aktywacja szlakéw jadrowych, koncepcja selektywnego przetaczenia sygnalizacji

estrogenowej na komponent wytacznie pozajadrowy jest dobrze uzasadniona.



Celem badan byto sprawdzenie, czy PaPE-1 moze odwracac (a nie jedynie zapobiegad)
skutkom toksycznosci amyloidu beta (AB) w paradygmacie leczenia odroczonego w
czasie, oraz identyfikacja mechanizméw molekularnych tej ochrony, w szczegélnosci w
zakrsie: apoptozy, autofagii, zmian epigenetycznych oraz neurozapalenia. Tak
sformutowane cele sg spojne i odpowiadajg wspotczesnemu rozumieniu
wieloczynnikowos$ci patologii AD.

Rozprawa jest logicznie zbudowana. Wstep stanowi czytelne wprowadzenie do
patogenezy AD oraz do biologii receptorow estrogenowych i preferencyjnej sygnalizacji
PaPE-1. Czes¢ metodologiczna jest wystarczajgco szczegétowa, a autorka dodatkowo
porzadkuje zastosowane techniki w tabelach zestawiajacych metody z badanymi
parametrami. Na uznanie zastuguje réwniez konsekwentne utrzymanie jednego,
klinicznie bardziej realistycznego schematu doswiadczen (post-treatment) w dwdch
komplementarnych modelach komérkowych.

W czesci doswiadczalnej wykorzystano pierwotne mysie hodowle neuronalne oraz
ludzka linie mikrogleju HMCS3. Analizy obejmowaty m.in. ocene neurodegeneracijii sieci
neurytéw, aktywnosc¢ kaspaz, markery autofagii, ekspresje receptorow estrogenowych
(z uwzglednieniem frakcji btonowej), metylacje DNA wybranych promotoréw, aktywnos¢
enzymow HAT/HDAC, oraz wybrane markery zapalne (kaspaza-1, ATP pozakomorkowe,
IL1B, NLRP3). Dobdér metod jest adekwatny i pozwala na dogtebng interpretacje

badanych zjawisk.

Najmocniejszg strong rozprawy jest pokazanie, ze PaPE-1 wykazuje dziatanie ochronne
w warunkach leczenia odroczonego, co zwieksza wiarygodnos¢ translacyjng w
poréwnaniu z klasycznymi schematami profilaktycznymi. Pani mgr Bernadeta Pietrzak-
Wawrzynska Autorka wykazata, ze w neuronach AR indukuje neurodegeneracje oraz
aktywuje apoptoze (wzrost aktywnosci kaspaz i ekspresji czynnikéw
proapoptotycznych), a PaPE-1 czesciowo odwraca te efekty. Rownolegle PaPE-1 obniza
ekspresje gendw powigzanych z patologiag AD (m.in. App, Bace2, Apoe) oraz zwigksza
ekspresje Chat, co jestinteresujace w kontekscie watku cholinergicznego w AD.

Pani mgr Bernadeta Pietrzak-Wawrzyriska pokazuje rowniez, ze AB w zastosowanym
modelu prowadzi do redukcji autofagii, a PaPE-1 stymuluje autofagie i normalizuje

ekspresje kluczowych biatkowych komponentow (takich jak: BECN1, ATG5, ATG7 i



AMBRA). Istotne jest rdwniez powigzanie tych efektdw z modulacja ekspresiji i lokalizacji
receptoréw estrogenowych: PaPE-1 zwieksza poziomy ESR1/ESR2 w frakcji btonowej, a
analizy z antagonistami wskazujg na krytyczna role ESR1.

Trzecim, bardzo wartosciowym aspektem jest wtgczenie komponentu epigenetycznego.
Autorka pokazata, ze PaPE-1 moduluje metylacje promotoréw wybranych genow
zwigzanych z apoptozg, autofagia i sygnalizacjg estrogenows, oraz zwieksza aktywnos¢
acetylaz histonowych (HAT). Zestawienie zmian metylacji z kierunkiem zmian ekspres;ji
(wraz z dyskusja przypadkéw nie w petni zgodnych, jak Bcl2) Swiadczy o dojrzatej
interpretaciji i unikaniu uproszczonych wnioskéw.

W czesci dotyczacej neurozapalenia Doktorantka wykazata, ze AB nasila odpowiedz
zapalng w neuronach i mikrogleju (m.in. wzrost aktywnosci kaspazy-1,
pozakomorkowego poziomu ATP oraz IL1B/NLRP3), natomiast PaPE-1 w istotnym

stopniu ostabia czes¢ tych zmian.

Na podstawie przedstawionych oswiadczen wspétautordw oraz sposobu prezentacji
cyklu badan nalezy uznaé, ze Pani mgr Bernadeta Pietrzak-Wawrzyriska wniosta istotny
wktad intelektualny i eksperymentalny w powstanie prac stanowigcych podstawe
rozprawy. W szczegolnosci wazne jest, ze petni role pierwszego autora i autora
korespondujacego w obu publikacjach, a opisany wktad obejmuje planowanie
doswiadczen, prowadzenie hodowli komdrkowych, wykonanie analiz biochemicznych i
molekularnych, opracowanie analiz statystycznych, przygotowanie figur oraz udziat w

przygotowaniu manuskryptow.

Moje nieliczne uwagi majg charakter dyskusyjny i nie podwazajg wysokiej wartosci
merytorycznej pracy, a wynikaja z obowigzkdéw recenzenta oraz checi doprecyzowania
interpretaciji.

1. Wybodr dawki PaPE-1 (10 uM) jest spdjny z literaturg dotyczacg bardzo niskiego
powinowactwa liganda do ESR1/ESR2, jednakze w kontekscie translacyjnym warto
wyrazniej omowic ryzyko efektéw ubocznych przy stezeniach z zakresu yM oraz
potencjalng aktywacje komponenty jadrowej przy wyzszych dawkach. Jak autorka
ocenia ,,okno terapeutyczne” PaPE-1 i jakie dane (wtasne lub literaturowe)

uzasadniajg bezpieczenstwo dtugotrwatej ekspozycji?



2. Ocena autofagii opiera sie w duzej mierze na markerach statycznych (liczba
pecherzykdéw, poziomy wybranych biatek). Warto podkreslié, ze wzrost liczby
autofagosomoéw moze oznaczac zarowno indukcje, jak i zahamowanie przeptywu
autofagicznego. Ktére elementy przedstawionych danych najsilniej przemawiajg za
przywréceniem przeptywu autofagicznego, i jakie dodatkowe eksperymenty bytyby
najbardziej rozstrzygajace?

3. W badaniach wptywu A i PaPE-1 na mikroglej Pani mgr Bernadeta Pietrzak-
Wawrzynska wykorzystata linie HMC3, ktéra ma ograniczenia w poréwnaniu z
pierwotnym mikroglejem. Jakie réznice w odpowiedzi na PaPE-1i AB autorka
przewidywataby w mikrogleju pierwotnym lub w uktadach ko-kultury neuron-
mikroglej, i ktdre obserwacje uznataby za kluczowe do weryfikacji w modelach in
vivo?

4. Wyniki dotyczace neurozapalenia wskazujg na czesciowg normalizacje wybranych
markerow (np. IL1B), przy mniej jednoznacznym wptywie na inne komponenty (np.
NLRP3 w mikrogleju). Jak autorka interpretuje te selektywnos$é¢ odpowiedzi: czy
sugeruje ona dziatanie na poziomie dojrzewania/uwalniania cytokin, czy raczej

upstream/downstream modulacje inflamasomu?

Rozprawa Pani mgr Bernadety Pietrzak-Wawrzynskiej stanowi dojrzatg, dobrze
zaplanowana i metodologicznie rzetelng prace badawczg, ktéra wnosi istotny wktad do
zrozumienia mechanizméw neuroprotekcji zwiagzanych z preferencyjna aktywacja
pozajgdrowej sygnalizacji receptoréw estrogenowych. Szczegdlnie cenne jest
wykazanie skutecznosci PaPE-1 w paradygmacie leczenia odroczonego, a takze
powigzanie efektéw ochronnych z hamowaniem apoptozy, przywracaniem autofagii,
modulacja statusu epigenetycznego oraz czesciowym ograniczaniem neurozapalenia w

neuronach i mikrogleju.

Na podstawie powyzszej oceny stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia wymagania
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce” (Dz.U. 2024, poz. 1571 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuje o

dopuszczenie Pani mgr Bernadety Pietrzak-Wawrzyniskiej do dalszych etapow



postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk
o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne.

Jednoczesnie zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu z propozycjg nagrodzenia

rozprawy.
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