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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Joanny Rzemieniec
pt.: ”Neuroprotekcyjny potencjal raloksyfenu i 3,3’-diindolometanu w modelu
hipoksji: badania na komérkach nerwowych myszy w hodowlach pierwotnych in vitro”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Joanny Rzemieniec zostata wykonana
w Zakladzie Neuroendokrynologii Doswiadczalnej Instytutu Farmakologii Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie, pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Kajty. Na rozprawe
doktorska sktadaja si¢ trzy — nizej wyszczegdlnione — prace oryginalne, opublikowane
w jezyku angielskim w czasopismach z listy JCR, ktorych laczny wspolczynnik
oddziatywania IF wynosi 13,929 (za 5-letni okres 1F=13,331), a punktacja wg MNiSW —
105.

1. Rzemieniec J, Litwa E, Wnuk A, Gotas A, Krzeptowski W, Kajta M, Neuroprotective
action of raloxifene against hypoxia-induced damage in mouse hippocampal cells
depends on Erabut not Erp or GPR30 signalling. J Steroid Biochem Mol Biol. 2015;
146:26-37. IF5= 3,985; 5-letni IF=4,136; MNiSW=30.

2. Rzemieniec J, Litwa E, Wnuk A, Lason W, Krzeptowski W, Kajta M. Selective Aryl
Hydrocarbon Receptor Modulator 3,3-Diindolylmethane Impairs AhR and ARNT
Signaling and Protects Mouse Neuronal Cells Against Hypoxia. Mol Neurobiol. 2016;
53: 5591-606. 1F6=6,190; 5-letni IF=5,392; MNiSW=40.

3. Rzemieniec J, Litwa E, Wnuk A, Lason W, Kajta M. Bazedoxifene and raloxifene
protect neocortical neurons undergoing hypoxia via targeting Ero. and PPAR-y. Mol
Cell Endocrinol. 2017 Aug 30. Pii: S0303-7207(17)30450-1. Doi: 10.1016/j.mce.
2017.08.014. 1F,0,6=3,754; 5-letni IF=3,803; MNiSW=35.

We wszystkich wymienionych publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, za$ Pani
Promotor petnila role autora korespondujacego. Dotaczono takze oS$wiadczenia
Wspotautorow, wskazujace na wysoki udziat Doktorantki w przeprowadzeniu badan
przedstawionych w zalaczonych publikacjach. Prezentowane badania byty finansowane
w ramach grantu przyznanego przez NCN (Nr 2012/01N/NZ3/04786) oraz ze Srodkoéw
MNiSW w formie Stypendium Doktoranckiego KNOW, a takze specjalnego stypendium
L’Oreal-UNESCO dla Kobiet w Nauce. Rozprawa doktorska mgr J. Rzemieniec, oprocz
kopii ww. publikacji, zawiera Autoreferat, obejmujacy: wykaz publikacji stanowigcych
Jej osiagniecie badawcze, merytoryczne wprowadzenie do podjetego problemu badawczego



pt. Wstep, prezentacj¢ Hipotezy badawczej i Celu badan, a nast¢pnie — Metodyki i wynikéw
badan opisanych w opublikowanych pracach oraz Dyskusji im poswigcone;.
W Autoreferacie zamieszczono réwniez Podsumowanie, Wnioski i Wniosek koncowy oraz
Bibliografie, zawierajaca 161 pozycji cytowanego pismiennictwa, a takze — Wykaz
stosowanych skrotow oraz Streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim.

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Oceniana rozprawa doktorska jest poswiecona opracowaniu modelu badania niedotlenienia
moézgu in vitro oraz okresleniu efektow dziatania raloksifenu i 3,3’-diindolometanu (DIM)
w komorkach nerwowych myszy poddanych hipoksji, ze szczegdlnym uwzglednieniem
interakcji wybranych substancji z receptorami estrogenowymi (Era, Erf i GPR30),
receptorem weglowodorow aromatycznych (AhR) 1 receptorem aktywowanym przez
proliferatory peroksysomow typu gamma (PPAR-y). Niedotlenienie moézgu towarzyszy
réoznym jednostkom chorobowym, a jego wystapienie i konsekwencje stanowig bardzo
powazny problem medyczny. Estrogeny, oprocz udzialu w regulacji funkcji fizjologicznych
roznych narzadow obwodowych, uczestnicza rowniez w regulacji wielu procesoOw
w ofrodkowym uktadzie nerwowym; m.in. stymulujg proliferacj¢ i1 rdznicowanie
macierzystych komorek nerwowych, modulujg plastyczno$¢ synaptyczng i neurogeneze,
a takze wplywaja na aktywno$¢ roznych systeméw neuronalnych. Ponadto, dziatajac przez
roézne typy receptoréw estrogenowych, wykazujg dziatanie neuroprotekcyjne m.in. poprzez
hamowanie apoptozy i stresu oksydacyjnego, a takze stymulacj¢ ekspresji czynnikow
neurotroficznych. Jednakze, pomimo wilasciwosci neuroprotekcyjnych, zastosowanie
estrogenow w leczeniu udaru moézgu jest niemozliwe ze wzglgdu na ich niekorzystne
dzialanie uboczne. Z kolei, AhR w potaczeniu z biatkiem ARNT, pelnigcym funkcje
translokatora jadrowego, m.in. uczestniczy w aktywacji ekspresji genow cytochromu P450
1 jest regulatorem metabolizmu ksenobiotykow. Pozniejsze badania wykazaty, iz receptor
ten moze odgrywa¢ wazng role w kontroli neurogenezy oraz procesOw zapalnych
1 hematopoezy. Jego aktywacja moze prowadzi¢ do apoptozy komorek nerwowych,
a blokowanie wywotuje efekt neuroprotekcyjny. Niestety, udarowi moézgu towarzyszy
wzrost ekspresji AhR i ARNT. Innym receptorem bardzo powigzanym z procesami
zachodzacymi w ukladzie nerwowym jest PPAR-y, ktory wykazuje wlasciwosci
neuroprotekcyjne. Funkcja tego receptora gtéwnie polega na kontroli metabolizmu glukozy i
kwasow ttuszczowych, wrazliwosci komorek na insuling, a takze procesow zapalnych. Peni
on ponadto wazng rol¢ w regulacji proliferacji, réznicowania i apoptozy macierzystych
komorek nerwowych, a jego stymulacja chroni komorki nerwowe przed uszkodzeniami
wywotanymi niedokrwieniem. Biorgc pod uwage wiasciwosci receptorow: estrogenowych,
AhR i PPAR-y, podj¢cie badan nad opracowaniem modelu badawczego in vitro, ktory
pozwali na testowanie ich ligandow w warunkach hipoksji i rOwnoczesne zastosowanie tego
modelu do okreslenia neuroprotekcyjnego potencjatu  wybranych selektywnych
modulatorow powyzszych receptorow bylo bardzo trafnym i w pelni uzasadnionym
przedsiewzigciem do realizacji w ramach pracy doktorskiej.



We Wstepie, Doktorantka przedstawia patofizjologi¢ niedotlenienia modzgu
1 powigzanie z nim receptorow: estrogenowych, AhR i PPAR-y. Dokladnie opisuje
neuroprotekcyjny potencjat estrogenéw 1 receptorow estrogenowych, podkresla ryzyko
stosowania ich w klinice i wskazuje mozliwo$¢ wykorzystania selektywnych modulatorow
receptorow estrogenowych (SERMS) jako alternatywe dla estrogenéw. Rozpatruje takze
mozliwos¢ terapeutycznego oddziatywania poprzez receptor weglowodorow aromatycznych
w stanach niedotlenienia mozgu oraz receptor aktywowany przez aktywatory peroksysomow
typu gamma jako potencjalny punkt uchwytu dla nowych lekow neuroprotekcyjnych.
Zamieszcza rowniez charakterystyke raloksyfenu i 3,3’-diindolometanu (DIM) jako
przedstawicieli selektywnych modulatorow — odpowiednio receptoréw estrogenowych
(SERMs) oraz receptora weglowodoréw aromatycznych (SAhRMSs). W oparciu o
informacje wprowadzajace, opracowane na podstawie najnowszego piSmiennictwa,
formutuje hipoteze badawcza, ktora zaktada, ze: 1/ raloksyfen i DIM chronig komorki
nerwowe przed uszkodzeniem wywolanym hipoksja; 2/ w neuroprotekcyjne dziatanie
raloksyfenu zaangazowane sa receptory estrogenowe i PPAR-y oraz 3/ neuroprotekcyjne
dziatanie DIM wigze si¢ z hamowaniem szlaku angazujacego AhR i rownoczesng aktywacja
szlaku Erf. Szczegotowe cele podjetych przez Doktorantke badan obejmuja:

1) opracowanie i charakterystyke modelu niedotlenienia komoérek nerwowych
hipokampa oraz kory mézgu w hodowli in vitro;

2) okreslenie efektow dziatania raloksyfenu i 3,3’-diindolometanu w komorkach
nerwowych myszy poddanych hipoksji w warunkach in vitro;

3) badanie mechanizmoéw neuroprotekcyjnego dziatania raloksyfenu w hipoksiji, tj. jego
wplywu na indukowane hipoksjg procesy apoptotyczne i1 ekspresje Era, Erf, GPR30
oraz PPAR-y;

4) zbadanie mechanizmow neuroprotekcyjnego dziatania DIM w hipoksji: tj. jego
wplywu na indukowane hipoksja procesy apoptotyczne i ekspresje receptorow AhR i
Erp oraz ARNT.

Przedstawione cele rozprawy doktorskiej jasno okreslaja kierunki weryfikacji przyjete;
hipotezy badawczej i sg zapowiedzig interesujgcych badan. Nasuwa si¢ jednak pytanie o to,
dlaczego drugoplanowo potraktowano badania z wykorzystaniem innego selektywnego
modulatora receptorow estrogenowych (trzeciej generacji) — bazedoksyfenu, ktore opisano
w trzeciej publikacji, ale nie uwzglgdniono w celach pracy.

Zaplanowane badania przeprowadzono z wykorzystaniem opracowanego modelu
niedotlenienia komorek nerwowych hipokampa oraz kory mézgu w warunkach in vitro.
Na szczegdlne podkreslenie zastuguje réznorodnos¢ metod, ktore odpowiednio dobrano do
przeprowadzenia zaplanowanych doswiadczen. Ws$rod nich sg m.in. nastepujace techniki
badawcze: oznaczane poziomu uwalniania dehydrogenazy mleczanowej, pomiar aktywnosci
kaspazy 3, oznaczanie blonowego potencjalu mitochondrialnego, barwienia z uzyciem
Hoechst 33342 1 kalceiny AM, oznaczanie reaktywnych form tlenu, ilo§ciowa analiza qPCR
ekspresji genow (Esrl i 2, Gpr30, Ahr, Arnt, Pparg, Cypl9al, Hifla), wyciszanie ekspresji
genow przy uzyciu specyficznych siRNA (Esrl i 2, Gpr30, Ahr, Arnt, Pparg), oznaczanie



bialek przy pomocy analizy Western-blot (AhR, ARNT, ERa i B, GPR30, PPAR-y,
CYPI1A1) i testow immunoenzymatycznych ELISA (AhR, ARNT, ERa i 3, GPR30, PPAR-
y) oraz barwienie immunofluoroscencyjne i mikroskopia konfokalna. Powyzsze metody
wyszczegldlniono w  stresZzczeniach  poszczegdlnych — publikacji  zamieszczonych
w Autoreferacie oraz dosy¢ szczegoétowo opisano w zatgczonych publikacjach.

Badania przeprowadzone przez mgr Joanng Rzemieniec w ramach pracy doktorskiej
zostaly zaprezentowane w trzech pracach opublikowanych w wysoko punktowanych
czasopismach, takich jak: Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology,
Molecular Neurobiology oraz Molecular and Cellular Endocrinology. Oznacza to, ze
spelnily wysokie wymagania redakcji tych czasopism i uzyskaly pozytywne opinie
recenzentdéw wydawniczych. Dostarczyly one wiele interesujacych i1 warto$ciowych
wynikow. Do najwazniejszych sposrod nich zaliczytbym kilka wymienionych ponize;.

1. Wykazanie, ze raloksyfen wywiera silny, ochronny wplyw na komorki nerwowe
hipokampa poddane niedotlenieniu, ktory okazat si¢ by¢ niezalezny od kaspazy 3,
a Sciste powigzany z receptorem estrogenowym typu a. Kluczowa rola tego receptora
w dzialaniu raloksyfenu zostata potwierdzona poprzez odnotowanie znacznego
wzrostu biatka receptorowego po zastosowaniu raloksyfenu oraz zniesienie efektu
jego dziatania po wyciszeniu ekspresji genu Esrl przy pomocy specyficznego siRNA.

2. Wykazanie silnego dziatania neuroprotekcyjnego selektywnego modulatora receptora
weglowodoréw aromatycznych — 3,3’diindolometanu (DIM) w komorkach hipokampa
poddanych hipoksji, ktore bylo powigzane z hamowaniem wzrostu aktywnosci
kaspazy 3 oraz udokumentowanie znaczenia szlaku $ciezki sygnatowej receptora
weglowodoréw aromatycznych AhR/ARNT/CYP1Al w dziataniu DIM, ktory
blokowat aktywnos¢ tej sciezki.

3. Wykazanie neuroprotekcyjnego dziatania raloksyfenu (i bazedoksyfenu) na komorki
nerwowe kory mozgowej myszy poddane hipoksji, w ktore zaangazowane sa — na
zasadzie wspoéldziatania — receptory aktywowane przez proliferatory peroksysoméow
typu y oraz receptor estrogenowy o. W badaniach nie stwierdzono wpltywu
pojedynczego uzycia SIRNA specyficznego dla Esrl lub Pparg na neuroprotekcyjne
dziatanie raloksyfenu, jednakze réwnoczesne wyciszenie obydwu gendéw znacznie
ostabito jego ochronny potencjat.

4. Wykazanie réznicy w neuroprotekcyjnym oddziatywaniu raloksyfenu na komorki
nerwowe hipokampa i kory moézgowej myszy. Mianowicie, stwierdzono, ze
wyciszenie ekspresji Esrl przy pomocy specyficznego siRNA znosi neuroprotekcyjny
potencjat raloksifenu w hipokampie, natomiast nie zmienia go w korze mozgowej,
a jest dopiero skuteczne przy réwnoczesnym wyciszeniu Pparg. Stwierdzono ponadto,
ze w komorkach hipokompa poziom Era jest 7-krotnie nizszy, za§ poziom receptora
PPAR-y jest 1,5-krotnie wyzszy w porownaniu z komoérkami kory moézgowej myszy.

Zastanawiajacy jest brak spodziewanych efektow dziatania ligandow (agonistow
1 antagonistow) badanych receptoréow (estrogenowych, AhR i PPAR-y), uzywanych w celu
potwierdzenia udziatu tych receptorow w mechanizmie dzialania raloksyfenu lub DIM.



Doktorantka sugeruje, ze przyczynag tego mogly by¢ zmiany pH pozywki, ktore mogly
spowodowa¢ zmiany struktury biatek receptorowych. Nasuwa si¢ pytanie, czy pH pozywki
byto sprawdzane podczas prowadzonej hodowli komoérek. Czy Doktorantka bierze takze pod
uwage jakie§ inne przyczyny tej sytuacji? Przedstawione wyniki nasuwajg takze
uzasadnienie do podjecia w przysztosci badan, ktore pozwola wyjasni¢ stopien
zaangazowania w procesy neuroprotekcyjne AhR — w korze moézgowej oraz PPAR-y —
w hipokampie.

Podsumowujgc wyniki badan przeprowadzonych przez Doktorantke, nalezy wysoko
oceni¢ ich duzg warto$¢ poznawczg, poniewaz pozwolity one wyjasni¢ mechanizm dziatania
raloksyfenu i DIM na komoérki nerwowe hipokampa oraz okresli¢ potencjal neuropotekcyjny
raloksyfenu w odniesieni do komoérek nerwowych kory mézgowej myszy. Na podkreslenie
zastuguje bardzo wnikliwe przeanalizowanie uzyskanych wynikow w dyskusjach
zamieszczonych w poszczegolnych pracach i Autoreferacie oraz ich zbiorcze podsumowanie
dokonane w Autoreferacie. Efekty badan przeprowadzonych przez Doktorantke dodatkowo
zostaly w sposob bardzo przejrzysty zilustrowane na schemacie zatagczonym do Wniosku
koncowego. Na uznanie zastuguje przygotowanie trzech bardzo dobrze napisanych prac
oryginalnych i opublikowanie ich w wysoko notowanych czasopismach, o czym §wiadcza
wczesniej przytoczone wskazniki naukometryczne. Wobec bardzo wysokiej oceny jako$ci
tych publikacji, nie maja znaczenia drobne usterki, ktore prawdopodobnie wkradly sie
podczas koncowego ectapu sktadania tekstu publikacji 1, takie jak: zgubienie koncowki
nagtowka przy Tabeli 2 oraz drobna zmiana numeru grantu NCN.

Ze wzgledu na fakt, ze znaczna czg$¢ badan przeprowadzonych w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej dotyczyta roli receptorow estrogenowych w procesach zwigzanych
z neuroprotekcja, pragne z nieco szerszej perspektywy skierowa¢ do Doktorantki pytanie.
Mianowicie, czy na podstawie znanego Pani pismiennictwa naukowego mozna
poréwnawczo scharakteryzowa¢ wplyw innych hormonéw steroidowych na komorki
nerwowe.

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu pragng stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr Joanny Rzemieniec
zawiera liczne 1 warto$§ciowe wyniki badan, ktore opisujg mechanizm neuropotekcyjnego
oddziatania raloksyfenu zaréwno na komoérki nerwowe hipokampa jak i kory mozgowej oraz
3,3’diindolometanu na komoérki nerwowe hipokampa myszy. Badania przeprowadzone
z wykorzystaniem réznorodnych procedur i zawansowanych metod badawczych pozwolity
okresli¢ stopien zaangazowania receptorow estrogenowych, AhR i PPAR-y w tych
mechanizmach oraz wykaza¢ réznice w dziataniu raloksyfenu — zalezne od badanej
struktury osrodkowego uktadu nerwowego. Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki, oprocz
warto$ci poznawczej, mogg mie¢ znaczenie aplikacyjne jako podstawa do opracowania
nowych lekéw, dziatajacych za posrednictwem receptorow ERa, AhR i/lub PPAR-y, ktore
beda mogly mie¢ zastosowanie w farmakoterapii niedotlenienia moézgu. Z pelnym
przekonaniem moge stwierdzi¢, ze W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej w petni
zostal osiagniety zamierzony cel naukowy, a Doktorantka wykazata si¢ w niej bardzo



dobrym opanowaniem warsztatu badawczego 1 dobrg znajomos$cig piSmiennictwa z zakresu
tematyki prowadzonych badan. Nalezy doda¢, ze Doktorantka — poza trzema publikacjami
stanowigcymi rozprawe doktorskg — ma w dorobku publikacyjnym 8 prac oryginalnych,
ktore zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR.

WNIOSEK KONCOWY

W zakonczeniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa zatytulowana
”Neuroprotekcyjny potencjal raloksyfenu i 3,3’-diindolometanu w modelu hipoksji:
badania na komorkach nerwowych myszy w hodowlach pierwotnych in vitro” speinia
wszystkie wymagania — okreslone w Ustawie nr 595 o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym oraz Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14.03.2003 r. (wraz
z pdzniejszymi zmianami) — stawiane rozprawom doktorskim i w zwiazku z powyzszym
zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie z wnioskiem
0 dopuszczenie mgr Joanny Rzemieniec do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, ze wzgledu na szeroki zakres przeprowadzonych badan i wysoki
poziom naukowy ocenianej rozprawy oraz opublikowanie wynikéw badan w formie trzech
prac oryginalnych w bardzo dobrych czasopismach, przedktadam Wysokiej Radzie wniosek
dotyczacy wyroznienia rozprawy doktorskiej mgr Joanny Rzemieniec.

Olsztyn 20.12.2017 r.
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