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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Bernadety Pietrzak-Wawrzynskiej

»Inicjowana pozajadrowo sygnalizacja receptoréow estrogenowych jako nowy punkt
uchwytu terapii neuroprotekcyjnych: identyfikacja molekularnych mechanizméw dziatania
PaPE-1w hodowlach pierwotnych neuronéw oraz komérek mikrogleju linii HMC3
narazonych na AB”

wykonanej w Instytucie farmakologii im. Jerzego Maja
pod kierunkiem prof. dr hab. Malgorzaty Kajty - promotor
i dr hab. Agnieszki Wnuk - promotor pomocniczy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Bernadety Pietrzak-Wawrzynskiej dotyczy
wptywu aktywacji pozajgdrowych receptoréw estrogenowych za pomocg PaPE-1 (Pathway
Preferential Estrogen), na pierwotne hodowle mysich komérek neuronalnych oraz linie
komodrkowa ludzkiego mikrogleju HMC3 eksponowanych na amyloid-f3 (AB).

Tematyka badawcza podjeta przez Autorke to niezwykle istotne zagadnienie, dotyczy bowiem
poszukiwania bezpiecznych i skutecznych strategii neuroprotekcyjnych w kontekscie chordb
neurodegeneracyjnych, w szczegélnosci choroby Alzheimera (Alzheimer disease, AD), ktéra
stanowi jedno z kluczowych wyzwan wspodtczesnej medycyny i zdrowia publicznego. Mimo
intensywnych badan nad rolg sygnalizacji estrogenowej w ochronie uktadu nerwowego, wiedza
dotyczaca tego, w jakim stopniu selektywna aktywacja pozajadrowych szlakéw receptoréw
estrogenowych moze zapewnia¢ efekt ochronny, jednoczesnie ograniczajgc ryzyko dziatan
niepozadanych typowych dla klasycznej terapii hormonalnej, wcigz pozostaje niepetna. Z tego
wzgledu podjecie badan nad zwigzkami preferencyjnie uruchamiajgcymi pozajgdrowe Sciezki
sygnalizacji poprzez receptory estrogenowe, stanowi kierunek uzasadniony i aktualny, mogacy
whnies¢ wazny wktad w zrozumienie komédrkowych podstaw neuroprotekcji w warunkach
ekspozycji na AP.

Badania opisane w dysertacji powstaty w wyniku realizacji projektu badawczego Narodowego
Centrum Nauki OPUS 20 ,Selektywna aktywacja szlakéw sygnatowych niejgdrowych
receptoréw estrogenowych przez PaPE-1 jako nowe podejscie terapeutyczne wobec
sporadycznej postaci choroby Alzheimera”, kierowanego przez prof. dr hab. Matgorzata Kajte,
bedgcag promotorkg pracy doktorskiej Autorki. Sama rozprawa to praca hybrydowa, na ktérg
sktadajg sie wyniki opublikowane w dwdch oryginalnych artykutach naukowych oraz
przedstawione w niezaleznej cze$¢ opisowe;j.
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We Wprowadzeniu Autorka w syntetyczny sposéb przedstawita najwazniejsze zagadnienia
zwigzane z etiologia choroby Alzheimera, wybranymi mechanizmami molekularnymi
towarzyszacymi jej patogenezie, a takze czynnikami ryzyka, diagnostyka oraz stosowanymi
terapiami. Waznym elementem tej czesci dysertacji jest wprowadzenie do zagadnien
zwigzanych z ochronnym potencjatem estrogenéw w choroby Alzheimera oraz sygnalizacji
aktywowanej przez pozajgdrowe receptory estrogenowe. W tym kontekscie warto bytoby
réowniez wspomnieé, ze btonowe receptory estrogenowe mogg modulowac¢ pobudliwo$é
neurondw i transmisje synaptyczng poprzez wptyw na aktywnos¢ kanatéw jonowych,
z pominieciem mechanizmoéw transkrypcyjnych. Autorka wskazuje na istotnie czestsze
wystepowanie choroby Alzheimera u kobiet oraz na wzrost zachorowalnosci po menopauzie,
co silnie sugeruje zwigzek zmian poziomu hormondéw ptciowych, w szczegdlnosci estrogendw,
z rozwojem choroby. Przedstawione w tej czesci rozprawy dane, wraz z wifasciwymi
odnosnikami do literatury tematu, Swiadcza o witasciwym przygotowaniu teoretycznym
Autorki, spetniajgcym wymagania stawiane osobom ubiegajacym sie o nadanie stopnia
doktora w dyscyplinie nauki medyczne.

Hipotezy badawcze, przedstawione w czterech odrebnych punktach, jasno precyzujg zatozenia
pracy, a sformutowane cele badan logicznie je uzupetniaja i umozliwiajg ich weryfikacje.
Przedstawione hipotezy zaktadajg, ze PaPE-1, poprzez selektywng aktywacje niejgdrowych
szlakéw sygnatowych receptorow estrogenowych ESR1/ESR2, wywiera efekt neuroprotekcyjny
wobec toksycznosci AB. Ochrona ta ma obejmowaé hamowanie apoptozy, nasilenie autofagii
powigzane ze zmianami epigenetycznymi, zaleze¢ od udziatu ESR1 i/lub ESR2 oraz obejmowac
modyfikacje odpowiedzi zapalnej w neuronach i/lub w ludzkich komdrkach mikrogleju HMC3.

W kolejnej czesci Autorka w precyzyjny i zwiezty sposéb podsumowuje zastosowane metody
i kluczowe wyniki opisane w pierwszej oryginalnej publikacji wchodzacej w sktad dysertacji
Posttreatment with PaPE-1 Protects from AB-Induced Neurodegeneration Through Inhibiting
the Expression of Alzheimer's Disease-Related Genes and Apoptosis Process That Involves
Enhanced DNA Methylation of Specific Genes, opublikowanej w czasopismie Molecular
neurobiology (2024), ktérej jest pierwszg autorky. Zataczone tabele oraz schematy
eksperymentéw stanowig cenne, uporzagdkowane opracowanie oryginalnego doniesienia
i istotnie utfatwiajg czytelnikowi $ledzenie logiki badan, interpretacje uzyskanych rezultatow
oraz powigzanie ich z celami dysertacji. Autorzy publikacji dowiedli, ze odroczone w stosunku
do czasu ekspozycji na AB, podanie PaPE-1 istotnie ogranicza neurodegeneracje indukowang
AB w modelu hodowli pierwotnych mysich neuronéw korowych. Wykazano, ze PaPE-1
przywraca wzrost neurytéw, hamuje ekspresje wybranych gendéw zwigzanych z chorobg
Alzheimera (m.in. Rbfox, Apoe, Bace2, App, Ngrn; przy jednoczesnej stymulacji Chat) oraz
wywotuje efekt antyapoptotyczny. Jednoczesnie potwierdzono, ze dziatanie to obejmuje
obnizenie ekspresji kluczowych mediatoréw apoptozy oraz zmiane statusu metylacji DNA,
co wskazuje na udziat mechanizmdéw epigenetycznych w hamowaniu apoptozy wywotanej
przez AB.
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W podobny, klarowny i logiczny sposdb przedstawiona zostata druga oryginalna publikacja
Non-nuclear Estrogen Receptor Signaling as a Promising Therapeutic Target to Reverse
Alzheimer's Disease-related Autophagy Deficits and Upregulate the Membrane ESR1 and
ESR2 Which Involves DNA Methylation-dependent Mechanisms, w ktérej Autorka dysertacji
takze jest pierwszg autorka, a ktéra opublikowana zostata w czasopismie Journal of Molecular
Biology (2025). W pracy tej Autorzy wykazali miedzy innymi, ze odroczone podanie PaPE-1
wywiera istotny efekt neuroprotekcyjny w komdrkowym modelu choroby Alzheimera,
odwraca indukowane przez AB uposledzenie autofagii oraz zwieksza poziom btonowych frakcji
receptoréw ESR1 i ESR2. Wykazano takze, ze PaPE-1 nie modyfikuje globalnego poziomu
metylacji DNA, natomiast zmniejsza kondensacje chromatyny.

Opisowa czes¢ dysertacji to logiczna kontynuacja przedstawionych wczesniej prac
oryginalnych, rozszerzona o zbadanie wptywu AP na komoérki mikrogleju (komérkowa linie
ludzkiego mikrogleju HMC3). Autorka wykazata, ze ekspozycja na AB w badanych modelach
komdrkowych wywotuje cechy nasilonej odpowiedzi prozapalnej, natomiast PaPE-1
w istotnym stopniu tagodzi cze$¢ tych zmian. W pierwotnych hodowlach neuronalnych,
ekspozycja na AB zwiekszata aktywnos¢ kaspazy-1 i poziom pozakomodrkowego ATP, a takze
podnosita ekspresje wybranych markerédw zapalnych. Podanie PaPE-1 po ekspozycji na AR
ograniczato wzrost aktywnosci kaspazy-1 i poziomu ATP oraz cze$ciowo normalizowato
nasilong ekspresje markeréw odpowiedzi zapalnej. W badaniach przeprowadzonych na
komérkach mikrogleju Autorka wykazata, ze wptyw AB na badane komérki zalezy od stopnia
jego agregacji: mniej zagregowane formy wigzaty sie z obnizeniem aktywnosci metabolicznej,
natomiast bardziej zagregowane, ze wzrostem tego parametru. W warunkach przedtuzonego
dziatania AB, PaPE-1 obnizat podwyzszong aktywno$é metaboliczng mikrogleju oraz odwracat
zmiany morfologiczne charakterystyczne dla aktywacji. Jednoczesnie PaPE-1 redukowat
indukowany przez AB wzrost poziomu IL1B, natomiast jego wptyw na NLRP3 byt ograniczony
i zalezny od warunkdéw eksperymentalnych. Podsumowujgc uzyskane wyniki Autorka wskazuje,
ze PaPE-1 dziata ochronnie gtéwnie poprzez modulacje wybranych elementéw odpowiedzi
zapalnej indukowanej przez AB w neuronach i mikrogleju, przy czym efekt ten ma charakter
czesciowy i jest zalezny od analizowanego wskaznika oraz typu komaérek, co jest bardzo istotne
z punktu widzenia poszukiwania nowych strategii terapeutycznych choroby Alzheimera.

Rozprawe zamyka napisana dojrzale i konsekwentnie prowadzona Dyskusja, w ktérej Autorka
sprawnie integruje wiasne wyniki z bardzo bogatg literaturg przedmiotu, trafnie osadzajgc
je w kontekscie rdéznic ptciowych w ryzyku choroby Alzheimera, ograniczen klasycznej terapii
estrogenowej oraz potrzeby rozwoju ligandow ukierunkowanych na pozajgdrowg sygnalizacje
ESR1/ESR2. Na podkreslenie zastuguje krytyczne podejscie do wybranych cytowanych
doniesien i unikanie ich nadinterpretacji. Rbwnoczesnie Autorka akcentuje aspekt translacyjny
wiasnych badan poprzez zastosowanie paradygmatu odroczonego podania PaPE-1 wzgledem
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AB oraz rozszerzenie analiz o wptyw ekspozycji na AR na komodrki mikrogleju linii HMC3,
cowzmacnia wage wnioskéw dotyczacych wptywu AB na procesy zwigzane
z neurozapaleniem. Dla petniejszego domkniecia interpretacji warto bytoby zaznaczy¢
ograniczenia wynikajgce z zastosowaniego modelu badawczego opartego na hodowlach
pierwotnych i liniach komdrkowych. Cato$¢ prowadzi do trafnych, dobrze uzasadnionych
Whnioskéw, a syntetyczne podsumowanie wszystkich wynikdw wraz z ich graficzng
reprezentacjg stanowi¢ moze materiat wyjsciowy zaréwno do dalszych, ukierunkowanych
eksperymentéw, jak i do przygotowania artykutu przeglagdowego.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki stanowig oryginalne rozwigzanie konkretnego
problemu naukowego i dostarczajg nowych, istotnych informacji o wptywie zagregowanego A
na mysie pierwotne neurony oraz ludzkie komodrki mikrogleju HMC3, w szczegdlnosci
w odniesieniu do proceséw charakterystycznych dla choroby Alzheimera, takich jak apoptoza,
dysfunkcja autofagii, odpowiedZ zapalna oraz swoiste zmiany epigenetyczne. Co wazne
wykazano, ze odroczone podanie PaPE-1 czesciowo odwraca te zaburzenia, a opisane efekty
ochronne PaPE-1 sg zalezne od ESR1, co wspiera koncepcje terapii choroby Alzheimera opartej
na selektywnej aktywacji pozajgdrowej sygnalizacji estrogenowej.

Ponizej przedstawiam pytania/komentarze zwigzane z lekturg dysertacji;

e Jaki byt przyblizony stosunek komérek glejowych do neuronéw w badanych hodowlach
pierwotnych i czy proporcje te byly podobne pomiedzy badanymi warunkami
eksperymentalnymi? Poniewaz obecno$¢ komodrek glejowych, a w szczegdlnosci
astrocytéw, znaczgco ptywa na dojrzewanie neurondw i sieci neuronalnej w hodowlach
pierwotnych, a tym samym na poziom aktywnosci neuronalnej, czynnik ten moze miec
istotne znaczenie dla interpretacji wynikow.

e (Czy PaPe-1 moze wptywac¢ na aktywnos¢ neuronalng? Wydaje sie to by¢ istotne,
poniewaz aktywnos$é neuronalna moze zmieniaé lokalng agregacje AB; w zwigzku z tym
warto rozwazyé, czy efekty neuroprotekcyjne PaPE-1 nie wynikajg, przynajmniej
czesciowo, wtasnie z modulacji aktywnosci neuronalnej.

e Jak definiowano/wyznaczano obrazowane, a nastepnie poréwnywane obszary (regions
of interest, ROI) w badanych grupach? Czy w eksperymentach, w ktérych
porownywano intensywnos¢ fluorescencji pomiedzy badanymi warunkami,
wystepowaty réwniez réznice w obszarze zajmowanym przez analizowany sygnat (area
fraction)?

e Jakie byty kryteria wyboru komdrek mikrogleju z zaznaczonych na Rycinie 5 ROI, ktdére
poddawane byty nastepnie analizie ksztattu (z zaznaczonych ROl wybrano
i przedstawiono obrysy tylko paru komérek)? Jak Autorka interpretuje przedstawiong
zmiane minimalnej srednicy Ferreta i czy zmianie ulegt stosunek osi (aspect ratio)?

e Autorka wskazuje, ze ,Selektywna aktywacja inicjowanej pozajgdrowo sygnalizacji
receptoréw estrogenowych ESR1 i ESR2 umozliwia neuroprotekcje, a réwnoczesnie
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pozwala unikna¢ niebezpiecznych skutkow ubocznych, ktére zwigzane sg gtownie
z klasyczng (jadrowg, transkrypcyjng) sSciezkg dziatania estrogendéw.” Wobec matej
liczby prac na zwierzetach przeprowadzonych z uzyciem PaPe-1, co wynika po czesci
z faktu niedawnego odkrycia badanej czgsteczki, stwierdzenie takie wydaje sie byé
przedwczesne, pozostawiajgc jednocze$nie szerokie pole do planowania przysztych
eksperymentéw.

Podsumowujac, wysoko oceniam rozprawe doktorskag mgr Bernadety Pietrzak-Wawrzynskiej,
ktéra stanowi oryginalne i merytorycznie wartosciowe rozwigzanie istotnego problemu
naukowego. Praca ma charakter nowatorski; zgromadzone w niej wyniki w sposdb istotny
pogtebiajg zrozumienie mechanizmoéw neuroprotekcyjnego dziatania pozajgdrowej sygnalizacji
estrogenowej w patologii choroby Alzheimera, a jednocze$nie tworzg solidne podstawy do
projektowania kolejnych eksperymentéw, w tym dgzgcych do opracowania nowych strategii
terapeutycznych wobec sporadycznej postaci choroby Alzheimera.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 2024, p0z.1571 z pdin. zm.) i
whnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk,
o dopuszczenie mgr Bernadety Pietrzak-Wawrzyniskiej do dalszych etapdw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,
dyscyplinie nauki medyczne.
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