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Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr Joanny Rzemieniec
pt. ,,Neuroprotekcyjny potencjat raloksifenu i 3, 3’-diindolometanu w modelu hipoksji:

badania na komoérkach nerwowych myszy w hodowlach pierwotnych in vitro”.

Niedotlenienie mézgu towarzyszy wielu chorobom, w tym chorobom takim jak udary, ktérych
czestotliwosé wystepowania zwigzana jest z rozwojem cywilizacji, czy chorobom, z ktérymi mimo
rozwoju tej cywilizacji nie potrafimy sobie poradzi¢, takimi jak niedotlenienie okotoporodowe.
Stosowane obecnie metody leczenia, majace zapobiegac uszkodzeniom mdézgu spowodowanym przez
niedotlenienie, sg nieliczne, a przy tym mato skuteczne. Dlatego liczna rzesza naukowcdw poszukuje
nowych terapii i lekdw, dajgcych nadzieje na zmniejszenie skutkéw niedotlenienia i poprawe stanu
chorych. Niezbednym elementem takich poszukiwan jest lepsze zrozumienie molekularnych
mechanizméw prowadzacych do uszkodzenia neurondw, co umozliwia wytypowanie punktéw
uchwytu dla nowej terapii.

Wsrdd wielu proponowanych przez badaczy potencjalnych celéw, duzym potencjatem
terapeutycznym wyrdzniajg sie receptory estrogendw. Aktywacja tych receptoréw w warunkach
niedokrwienia/niedotlenienia skutkuje neuroprotekcjg tkanki nerwowej. Jednakze pomimo
udokumentowanego dziatania anty-apoptotycznego, przeciwzapalnego oraz przeciwutleniajgcego,
dtuzsze stosowania estrogendw nie jest zalecane ze wzgledu na niepozgdane skutki uboczne.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska witgcza sie w nurt poszukiwan skutecznych terapii
niedotlenienia madzgu, nie rezygnujgc z dotychczasowych osiggnie¢ nauki. Pomyst zastgpienia
klasycznych agonistéw receptoréw estrogenowych selektywnymi modulatorami tych receptoréw oraz
wiaczenie do badan selektywnego modulatora receptoréow weglowodoréw aromatycznych,
wchodzacych w interakcje z receptorami estrogendw, jest interesujacy i - jak widac z przedstawionej
rozprawy — przyniést ciekawe wyniki. Przeprowadzone przez doktorantke badania molekularnych
mechanizmdéw neuroprotekcyjnego dziatania tych zwigzkéw zdecydowanie poszerzajg wiedze na ten
temat i mogg utatwi¢ przyszte decyzje odnosnie ich klinicznego zastosowania w terapii chordb

niedokrwienno-niedotlenieniowych mézgu.



Przedstawiona rozprawa doktorska jest skonstruowana w formie spinki opublikowanych prac,
z dotagczonym obszernym wstepem, skondensowanym opisem metod i wynikdw oraz rozwinietg
dyskusjg. Mgr Rzemieniec do spinki wybrata trzy z jedenastu prac, w ktorych jest jednym z autoréw. W
pracach wchodzacych w sktad rozprawy, opublikowanych w czasopismach z wysokim Impact Factor,
doktorantka jest pierwszym autorem, a oswiadczenia wspétautorédw tych prac oraz samej doktorantki,
wskazujg na duzy wktad merytoryczny oraz wykonawczy mgr Rzemieniec w ich powstanie.

Wstep wprowadza czytelnika w temat rozprawy, podajac informacje dotyczace obecnej wiedzy
w zakresie patofizjologii niedotlenienia mdézgu, a takze wiedzy o receptorach estrogendéw (ER) i
receptorach weglowodoréw aromatycznych (AhR) oraz potencjale neuroprotekcyjnym ich modulacji.
Doktorantka wskazuje réwniez na koniecznos$é zastosowania selektywnych modulatoréw tych
receptorow w prowadzeniu badan nad neuroprotekcjg, uzasadniajgc ich przewage nad endogennymi
agonistami. Do badan wybrano raloksifen — modulator receptoréw estrogenu oraz 3,3’-diindolometan
(DIM) — modulator receptoréw weglowodorédw aromatycznych. Ze wstepu dowiadujemy sie takze o
neuroprotekcyjnym dziataniu pobudzonych receptoréw aktywowanych przez proliferatory
peroksysomow typu gamma (PPAR-y) i ich interakcji z receptorami estrogenu, co optuje za wigczeniem
do tego badania okreslenia ich udziatu w neuroprotekcyjnej odpowiedzi na wybrany selektywny
modulator receptordow estrogenowych po niedotlenieniu. Ta czes$¢ pracy doktorskiej generalnie mi sie
podoba i jest Swiadectwem bardzo dobrej orientacji doktorantki w zagadnieniach bedacych
przedmiotem rozprawy, jednak mam do niej kilka uwag.

Selektywne modulatory receptoréw estrogenowych i weglowodoréw aromatycznych dziatajg
roznie w zaleznosci od tkanki, zachowujgc sie jak agonista lub antagonista. Autorka zamiescita w tekscie
informacje jak opisywane zwigzki dziatajg w tkance kostnej, gruczole piersiowym czy przydatkach. Nie
ma jednak informacji jak zachowujg sie w tkance nerwowej i dopiero lektura dotgczonych odbitek
wyjasnia sprawe. Zabrakio réwniez informacji, ze DIM, oprécz receptoréw weglowodoréw
aromatycznych, dziata tez bezposrednio na receptory estrogenu oraz NF-kB.

Trudno mi sie rdwniez zgodzi¢ z fragmentem tekstu ze strony nr 13, w ktdrym autorka pisze:
,-.. aktywacja receptoréw estrogenowych przywraca uposledzong wskutek ischemii przepuszczalnos¢
bariery krew-modzg...”. Ischemia zwykle uszkadza integralnos¢ bariery krew-modzg i zwieksza jej
przepuszczalnos$¢, pozadane jest wiec jej ponowne uszczelnienie.

W dalszej czesci tekstu Doktorantka formutuje jasng hipoteze roboczg oraz konkretne cele
badawcze, majgce tg hipoteze zweryfikowac. Celem badan jest wykazanie neuroprotekcyjnego
dziatania raloksifenu oraz DIM w hodowlach komérek kory pierwotnej i hipokampa poddanych 18
godzinnej hipoksji oraz wykazanie, ze w neuroprotekcyjne dziatanie raloksifenu zaangazowane s3
receptory estrogenu i PPAR-y, natomiast dziatanie DIM wigze sie z hamowaniem szlaku angazujgcego

receptory weglowodoréw aromatycznych z rownoczesnym aktywowaniem receptorow estrogenu.



Doktorantka przeprowadzita swoje badania na hodowli pierwotnej rozproszonych komérek
hipokampa oraz kory mézgu myszy poddanych 18 godzinnej hipoksji i 6 godzinnej reoksygenacji. W
prowadzonych badaniach doktorantka korzystata z szerokiego wachlarza metod, od oznaczen
biochemicznych, poprzez cytochemie i immunochemie po nowoczesne metody oznaczania ekspres;ji
mRNA i wyciszania genéw. Wiedza i bogaty warsztat badawczy doktorantki swiadczy o jej dobrym
przygotowaniu do prowadzenia badan w przysztosci, juz na samodzielnej Sciezce naukowej.

Metody stosowane w badaniach zawartych w pracy doktorskiej mgr Rzeminiec sg dobrze
dobrane, z jednym tylko zastrzezeniem. Chodzi o metody barwienia przezyciowego komérek, ktore
Doktorantka zastosowata w celu badania czy tez wykazania zachodzenia proceséw apoptozy i nekrozy.
Zastosowanymi barwnikami sg Hoechst 33342 i kalceina AM. Chociaz Hoechst 33342 moze by¢
uzywany do oznaczen apoptozy, jest on raczej uzywany do barwienia jgdrowego DNA w komérkach
zywych, jako mniej toksyczny niz DAPI, a wiasciwos¢ jasniejszego Swiecenia przy skondensowanym
DNA wykorzystywana jest przy wizualizacji komdrek w prometafazie. Bardziej wtasciwg metoda byto
by wybarwienie pofragmentowanego DNA lub uzycie cytometrii przeotywowej. Z kolei kalceina AM
wybarwia zywe komérki i Smiertelno$¢ komdrek moze byé oceniana jedynie posrednio, poprzez ocene
ich ubytku. Nie mozna wiec méwi¢ o bezposrednim wykazaniu nekrozy. Moze lepsze byto by
zastosowanie barwnikow specyficznych dla martwych komérek (jodek propidyny albo homodimer
etydyny) lub barwnika stosowanego jako wyznacznika neurodegeneracji (np. z grupy Fluoro-Jade) ? Te
uwagi, dotyczgce stosowanych barwnikdw, nie majg na celu poddania w watpliwos¢ uzyskanych
wynikow, a sg jedynie sugestig na przysztosc.

Wyniki zawarte w publikacjach wybranych do przedstawionej rozprawy doktorskiej w logiczny
i interesujacy sposdb prowadzg nas przez kolejne etapy pracy zmierzajgcej do realizacji postawionych
celéw badawczych i potwierdzenia zatozen hipotezy badawczej. Pierwsze wyniki potwierdzajg, ze 18
godzinna hipoksja wybranych do badan hodowli neuronéw wywotuje wiekszo$¢ spodziewanych
efektow, jak spadek btonowego potencjatu mitochondrialnego, zahamowanie aktywnosci ATP-azy,
uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej i zainicjowanie proceséw apoptotycznych. Jedyne co nie
pasuje do obrazu tych zmian jest brak réznicy w poziome reaktywnych form tlenu (RFT) pomiedzy
hodowlami kontrolnymi a poddanymi hipoksji. Wiadomo, ze wzrost poziomu reaktywnych form tlenu
jest jednym z waznych elementéw indukowanych hipoksja proceséw prowadzacych do degeneracji i
$mierci neurondw. Jak wiec wyttumaczyc¢ taki stan rzeczy? Czy prébowano sprawdzi¢ obecnos$¢ RFT w
jakis inny, posredni sposdb, na przyktad mierzac poziom aldehydu malonowego? Niestety Doktorantka
nie podnosi tego tematu w swojej rozprawie doktorskiej, a informacja o poziomach RFT jest jedynie
suplementem do drugiej pracy, w dodatku dostepnym jedynie w Internecie. Tu uwaga na marginesie
— uwazam, ze te 4 rysunki bedgce uzupetnieniem do drugiego z artykutow wchodzacych w sktad

rozprawy powinny by¢ jednak do niej dotgczone.



Wyniki badan skupiajacych sie na neuroprotekcyjnym dziataniu raloksifenu i DIM
zapobiegajacym efektom hipoksji oraz wyjasnieniu udziatu receptoréw estrogenu, weglowodordéw
aromatycznych, PPAR-y oraz zachodzacych miedzy nimi powigzan, dajg mocne podstawy do
postawionych przez Doktorantke wnioskéw korfcowych. Obszerna dyskusja wskazuje kolejny raz na
dobrg znajomos$é tematu oraz doskonate obeznanie z dokonaniami innych badaczy w omawianym
temacie. Doktorantka jednak wyraznie podkresla nowe elementy, jakie jej badania wniosty do ogdlnej
wiedzy. Badania te po raz pierwszy wykazaty kluczowa role receptora estrogenu a w
neuroprotekcyjnym dziataniu raloksifenu na komérki hipokampa poddane hipoksji, po raz pierwszy
wykazano tez powigzanie pomiedzy podaniem raloksifenu a stymulacjg ekspresji ERa i PPAR-y
obserwowang w poddanych hipoksji komérkach kory mézgowej myszy. Badania Doktorantki dowiodty
tez po raz pierwszy kluczowa role zahamowania sciezki AhR/ARNY/CYP1A1l w neuroprotekcyjnym
dziataniu DIM. Mgr Rzemieniec wykazata réwniez, ze cho¢ dziatanie raloksifenu i DIM moze sie zazebiac
w niektérych punktach, to efekty ich dziatania na procesy apoptotyczne s3 rézne: raloksifen hamuje
apoptoze niezalezng od kaspaz, podczas gdy DIM wptywa na procesy kaspazo-zalezne. Uwazam, ze ten
aspekt dziatania dwéch zwigzkéw powinien by¢ tez zaznaczony na diagramie umieszczonym na koncu
rozprawy.

Catosc rozprawy doktorskiej wskazuje na dojrzatos¢ mgr Rzemieniec jako naukowca i pozwala
whnioskowac, ze jej przyszta kariera jako samodzielnego badacza bedzie godna uwagi. Wszelkie uwagi
zawarte w tej recenzji nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy. Wyniki badan w niej zawarte
sg niewatpliwie waznym przyczynkiem do badan prowadzonych nad poszukiwaniem nowych punktéw
uchwytu dla bardziej skutecznych farmakologicznych terapii niedotlenienia mdzgu. Duze nadzieje
budzi zwtaszcza 3,3’diindolometan, gdyz raloksifen nie jest niestety pozbawiony niekorzystnych
efektdw ubocznych, powielajacych efekty estradiolu.

Reasumujac, przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Joanny Rzemieniec w petni spetnia
wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim zawarte w stosownych ustawach. Dlatego tez, z
petnym przekonaniem przedstawiam Radzie Naukowej Instytutu Farmakologii wniosek o dopuszczenie
mgr Joanny Rzemieniec do dalszych etapédw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie doceniajgc naukowe osiggniecia Doktorantki, wysoka wartos¢ merytoryczng i

oryginalnos¢ uzyskanych wynikéw, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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