OCENA
rozprawy doktorskiej magister Kingi Tylek pt. Ocena roli ligand6éw receptora
ALX/FPR2 w wyciszaniu proceséw zapalnych w osrodkowym uktadzie
nerwowym: badania w doéwiadczalnych modelach immunoaktywacji
wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki Basty-Kaim i dr Ewy Trojan.

Stan zapalny jest naturalnym zjawiskiem towarzyszacym wtargnigciu do
organizmu patogendw takich jak bakterie, pierwotniaki czy wirusy. Uczestniczace
w tym procesie cytokiny prozapalne takie jak IL-1beta, IL-6 lub TNF-alfa, enzymy
lityczne (granzymy i perforyny) oraz reaktywne rodniki tlenowe i azotowe
warunkuja neutralizacje patogendw i sg z catg pewnosciag zjawiskiem dla
organizmu pozytywnym. Przeciwnie, przediuzajgcy sie lub dtugotrwaty stan
zapalny jeh.st niekorzystny dla organizmu. Podwyzszone lub wysokie poziomy
wczesniej wymienionych sktadowych zaktywowanego uktadu odpornosciowego
moga prowadzi¢ do destrukcji komérek i tkanek w miejscu badz bliskosci ogniska
zapalnego. Wiele dowodow wskazuje na wyjatkowo niekorzystne dziatanie
dtugotrwatego stanu zapalnego wobec komérek o$rodkowego uktadu nerwowego,
a szczegOlnie wobec neuronéw. Dotyczy to nie tylko chorob
neurodegeneracyjnych ale w rownym stopniu choréb psychicznych. Wérod
choréb dotykajacych wspétczesnego cztowieka depresja wydaje sie zajmowac
poczesne miejsce. Szybko nastepujgce zmiany w srodowisku w wyniku rozwoju
cywilizacyjnego sa niewatpliwie czynnikami stresu i przyczyniajg sie do
wyzwolenie u ludzi z predyspozycjg do wystgpienia objawéw depresiji.
Udowodniono, Zze sktadowe pobudzonego ukfadu odpornosciowego, miedzy

innymi czynnikami, uczestniczg w patogenezie choroby Parkinsona badz chorobie



Azheimera. Podobnie specyficzne fluktuacje w stezeniach cytokin prozapalnych w
zaostrzeniu i remisji w schizofrenii sugerujg uczestnictwo tych cytokin w
patomechanizmie wspomnianej choroby. Dotychczasowe metody zmniejszania
stopnia nasilenia stanu zapalnego sg prowadzone na drodze farmakoterapii z
wykorzystaniem niesteroidowych lekow przeciwzapalnych, steroidowych lekow
przeciwzapalnych lub lekéw immunosupresyjnych. Liczne i grozne dziatania
niepozadane (szczegolnie steroidowych i immunosupresyjnych lekow) skitaniajg do
poszukiwania innych mniej toksycznych a réwnie skutecznych drég ochrony tkanki
mobzgowej przed nasilonym i dtugotrwatym stanem zapalnym. Takg alternatywna
droga jest aktywacja endogennych mechanizmdw tonizujacych przebieg
zapalenia. Wpierw odkryto silnie przeciwzapalng IL-10 wydzielang w trzecim dniu
zapalenia, a obecnie badane s3 receptory formylowe jako potencjalne miejsca
uchwytu dziatania lekow majgcych na celu wygaszenie zapalenia. Taka wiadnie
tematyka zajeta sie pani mgr. Kinga Tylek, co jest wyborem w petni
uzasadnionym.

We wstepie Pani mgr. Tylek przedstawita w sposéb zwiezty wspdifczesna
wiedze dotyczacg procesu zapalnego, roli mikrogleju w zapaleniu w obszarze
OUN, proceséw wyciszania zapalenia, receptoréw formylowych, a na koniec
rozdziatu omowita planowane do zbadania ligandy receptora formylowego
ALX/FPR2.

Wstep ma konstrukcje przejrzysta, napisany jest starannym i dobrze
zrozumiatym jezykiem i wskazuje, ze doktorantka posiada szeroka wiedze
teoretyczng wymagang do ubiegania sie o nadanie stopnia doktora w

dyscyplinie nauki medyczne.



Celem pracy byto sprawdzenie czy nowe ligandy receptora ALX/FMR2 mogag
efektywnie zmniejszaé nasilenie stanu zapalnego na poziomie wskazujgcym na
przydatnoéé terapeutyczng u czlowieka. Azeby taka wiedze osiggna¢ doktorantka
postanowita poréwnaé wptyw nowego zwigzku MR39 z znanymi agonistami
endogennymi w badaniach na hodowlach mikrogleju oceniajgc ekspresje genow i
poziomy biatek cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych. W nastepnym badaniu
doktorantka postanowita zbadaé¢ wptyw nowych zwigzkéw pro-wyciszeniowych
AMS21 i CMC23 na parametry zapalenia w hodowlach organotypowych
hipokampa. W kolejnym badaniu doktorantka postanowita oceni¢ wptyw nowych
agonistéw receptora formylowego na zaburzenia behawioralne typu depresji. W
celu zbadania mechanizméw molekularmych obserwowanych zmian mgr K. Tylek
zaplanowata zbadanie dziatania badanych agonistéw na poziom biatka ERK1/2,
p38, NFkB, STAT oraz NLRP3. Wielkie bogactwo planowanych badan daje
szanse na poznanie rzeczywistej sity dziatania przeciwzapalnego badanych
ligandéw.

Metody badawcze zostaty dobrane prawidtowo. Na pochwate zastuguje
zastosowanie szerokiego wachlarza metod: nowoczesnych metod
behawioralnych, hodowli organotypowych, podania do komér bocznych mézgu
szczurdw liganddw, postugiwanie sie przeciwciatami w technice barwienia biatek
komorkowych w hodowlach, trudnych metod molekularnych tj. QRT-PCR i
Western Blot oraz immunoenzymatycznych ELISA.

Doktorantka badata wiele parametrow w celu weryfikacji zatozonych celow.
Nalezaty do nich: test behawioralny Porsolta, uwalnianie LDH, poziom ekspresiji
genéw Cd40,CD68,igf1, IL-6, iI-10, IL-12, I1L-23, Jak1, Jak2 Stat3 TGF-beta,

poziomy biatek:IL-1beta, IL-6, IL-10, IL-12/23p40, IL-17A, TGFbeta, SOCS3,



STAT3, ERK1/2, NFkB, p38 poziom kaspazy 3, poziom reaktywnych form
tlenowych, wydzielanie tlenku azotu. Wielo$¢ oznaczen wnosi o duzej
pracowitosci mgr. Tylek, a mnogos$¢ zastosowanych metodyk uznanie. Wyniki
zostaty zobrazowane w postaci stupkéw lub tabel, sa bezproblemowe do oceny.
Whyniki istotne statystycznie réznig sie od grupy odniesienia co najmniej o 20%, co
wnosi o ich potencjalnym znaczeniu biologicznym.

Duza liczba zaprezentowanych wynikéw stanowi znakomitg podstawe do
przeprowadzenia wnikliwej dyskusiji.

Postawione cele badawcze, wykorzystane metodyki badawcze oraz
uzyskane wyniki wnoszg o umiejetnosci samodzielnego myslenia
naukowego i ogolniej samodzielnego prowadzenia pracy naukowej
wiasciwej dla osoby ubiegajacej sie o nadanie stopnia naukowego doktora.

Dyskusja obejmuje 12 stron maszynopisu. Jest zwiezta i nie wychodzi poza nurt
opracowywanego tematu. Pani mgr. Kinga Tylek omawia w niej potencjaine
dziatanie terapeutyczne ligandow receptora formylowego w leczeniu stanéw
zapalnych OUN. Doktorantka w spos6b poprawny zinterpretowata wyniki swoich
badan na tle wynikow badan opublikowanych z innych o$rodkéw zajmujgcych sie
rolg zapalenia w OUN. Wyniki uzyskane przez doktorantke wspierajg wyniki
otrzymane przez innych autoréw, ktérzy podobnie jak Pani Mgr Tylek
zaobserwowali zmniejszenie poziomdw sktadowych stanu zapalnego pod
dziataniem ligandoéw receptora formylowego, a ponadto wprowadzity do literatury
Swiatowej wiele nowych danych poszerzajacych wiedze we wspomnianej
tematyce. W sposéb akceptowalny tumaczy trudne wyniki jak np. wzrost ekspresji
genu IL-1beta nie poparty wzrostem poziomu biatka tej cytokiny. Rozprawa jest

zakonczona podsumowaniem wyrazonym w o$miu punktach oraz umiejetnie



sformutowanym ogélnymi dwoma wnioskami przedstawionym wyttuszczonym
drukiem, z ktérego wynika Zze cel pracy zostat zrealizowany. Do pracy dotgczone
sq o$wiadczenia wspdtuczestnikow publikacji na podstawie ktérych doktorantka
napisata prace doktorska z ktorych wynika, ze autorka byta giéwnym wykonawcg
we wspomnianych wyzej pracach. W poczatkowej czesci pracy autorka zamiescita
streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Zdaniem recenzenta najbardziej warto$ciowe wyniki przedstawionej do recenzji
pracy to:

1. Wykazanie, ze zaréwno endogenne ligandy receptora ALX/FPR2 jak
rowniez nowy egzogenny ligand MR39 dziataty pro-
wyciszeniowo/przeciwzapalnie wobec stymulowanego LPS-em mikrogleju,
przy czym farmakokinetyka egzogennego ligandu byta lepsza. Ponadto
istotne jest ich dziatanie przez prozapalne molekuly takie jak ERK1/2 oraz
NFkB.

2. Wykrycie receptorow wyciszeniowych ALX/FPR2 na mikrogleju, a w
mniejszym stopniu na astrocytach i neuronach sugeruje, ze stanowi on
wspdlng i wazna droge redukcji zapalenia na obszarze OUN.

3. Znalezienie dwdch nowych ligandow receptora ALX/FPR2 zaangazowanym
w dziatanie przeciwzapalne/pro-wyciszeniowe tj. CMC23 dziatajacy w
bardzo niskich stezeniach oraz AMS21. Wydaje sig¢ rowniez wazne
znalezienie $ciezek sygnatowych poprzez ktére one dziataja.

4. Deficyty behawioralne uzyskane w wyniku immunoaktywacji u szczurow
korygowane poprzez ligandy receptora ALX/FPR2 sg kolejnym
potwierdzeniem roli podwyzszonego stezenia cytokin prozapalnych w korze

czotowej i hipokampie w wywotywaniu zaburzeri na podobienstwo



psychicznych. Cennym wynikiem jest obserwacja lepszych wlasnosciach
farmakokinetycznych zwigzku CMC23 w poréwnaniu ze ligandem
endogennym LXA4,

. Przedstawione badania stanowig cenna wskazéwke dla chemikéw do
syntezy kolejnych ligandéw receptora ALX/FPR2 o przedtuzonym dziataniu,
tatwosci przechodzenia przez bariere krew/mozg i nizszej toksycznosci w
porownaniu z aktualnie stosowanym lekami przeciwzapalnymi.

Przedstawiona do recenzji 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. 2023, poz. 742).

Whnosze do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Kingi Tylek do dalszych
etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne.

Prace doktorska Pani mgr Kingi Tylek oceniam bardzo wysoko i
ponadto prosze o wyréznienie jej pracy.
Wyniki uzyskane w ramach przedstawionej do oceny pracy sa
nowatorskie bowiem stanowia opracowanie nowych ligandéw
receptora formylowego i poszerzenia wiedzy na temat juz znanych, a
ponadto ukierunkowuja nauke na nowy kierunek zwalczania zapalenia
w OUN. Doktorantka wykazata sie ogromng pracowitoscig, znacznymi
umiejetnosciami laboratoryjnymi, a réwniez umiejetnoécia prostego i

zrozumiatego opisu uzyskanych rezultatéw.
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