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Recenzja rozprawy doktorskiej p. mgr Kingi Tyiek
pt. ,Ocena roli ligandéw receptora ALX/FPR2 w wyciszaniu proceséw zapalnych w
oSrodkowym ukladzie nerwowym: badania w do$wiadczalmych modelach
immunoaktywacji ”
przygotowanej pod opieks prof. dr hab. Agnieszki Basta-Kaim i dr Ewy Trojan
w Zakladzie Neuroendokrynologii Doéwiadczalnej
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN

Tematyka pracy miesci si¢ w nurcie badan dotyczgcych mechanizméw zwigzanych z
wygaszaniem Stanu zapalnego moézgu droga wspomagania endogennych procesow
przeciwzapalnych, a w szczegblnosci roli egzogennych ligandéw receptora ALX/FPR2 z
rodziny receptoréw formylowych, w przebiegu procesu zapalnego.  Wcigz nie w pelni
poznane s3 mechanizmy odpowiedzialne za wygaszanie dlugotrwalego procesu zapalnego
osrodkowego ukiadu nerwowego (OUN), ktory stanowi podloze rozwoju wieln chorob
neurodegeneracyjnych. Wspomaganie endogennych proceséw przeciwzapalnych w celu
wyciszenia stanu zapalnego mdzgu przy zachowaniu aktywnosci pro-zapalpej ukladu
odpomosciowego moze stanowié¢ obiecujgcg strategie przydatmg w modulowaniu proceséw
zapalnych w przebiegu wiclu chordb OUN, charskteryzujgcych si¢ procesem zapalnym,
Dlatego tez praca p. mgr Kingi Tylek dobrze wpisuje sic w nurt tych badah a wybér tematu
uwazam za wlasciwy, réwniez z uwagi na szersze implikacje, zwlaszcza w zakresie
opracowania skutecznych farmakoterapii chronicznego procesu zapalnego. Badania podigte
przez p. mgr Tylek uwazam wiec za niezwykle istotne.

Oceniana przeze mnie hybrydowa wersja rozprawy doktorskiej, wykonana przez p.
mgr Kinge Tylek, sklada si¢ z 4 artykuléw namkowych, w tym jedne) pracy przegladowej
oraz wynikdow nieopublikowanych badani in vive wykonanych na zwierzecym modelu
uogdlnione} immunoaktywacji. Rozprawa dokiorska zawiera takze o§wiadczenia
wspdlautoréw publikacji i artykuly naukowe w oryginale, stanowiace podstawe tej rozprawy.
Zasadnicze jej czgsci zostaly zawarte w streszczeniu w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzeniu, celu badan, zarysic metod zastosowanych w opublikowanych artykuiach,
bedgcych podstawa rozprawy doktorskiej oraz w nieopublikowanych wynikach badan
wigczonych do rozprawy, wynikach badaf nieopublikowanych, stanowigeych czeéé rozprawy



doktorskiej oraz dyskusji. Tre$é pracy vzupeliono rozdzatem ,Podsumowanie i wnioski™
oraz bibliografig (nienumerowang). Praca zostala przygotowana bardzo starannie i zgodnie z
obowigzujacymi zaleceniami. Znalazlam jedynie nieliczne potkniecia edytorskie (na przyklad
strona 7 wykaz skrétdow: ,,CX — kora czolowa (ang. prefrontal cortex” omacza korg
przedczolowg a nie czolows; strona 41,42,49: ,s6l fizjologiczna”, zamiast fizjologiczny
roztwdr soli, strona 44 . Tabela 2, 5 grupa podano NaCl” zamiast 0,9% NaCl; stosowanie
kropki zamiast przecinka przy podawaniu danych liczbowych).

We wprowadzenin, opartym na pracy przegladowej [1], wchodzacej w sklad artykulow
stanowigcych podstawe rozprawy dokiorskiej, Autorka w sposOb jasny 1 interesujacy
przedstawita rolg komérek glejowych i rodzing receptoréw formylowych w procesach
zapalnych i wyciszania zapalenia oraz scharakteryzowala funkcj¢ receptora ALX/FPR2 i jego
endogenne i egzogenne ligandy, w tym nowych mocznikopochodnych agonistow receptora
ALX/FPR2 11 generacji, powstalych w wyniku migdzynarodowej wspolpracy z grupami
badawczymi z Wloch, Niemiec i Stanéw Zjednoczonych.

W oddzielnym rozdziale Autorka sformulowala 4 szczegélowe cele, ktérych zadaniem
byla ocena przeciwzapalnego i pro-wyciszeniowego potencjaln nowych zsyntetyzowanych
przez osrodek wloski mocznikopochodnych agonistéw receptora ALX/FPR2 w warunkach in
vitro hodowli pierwotnych mikrogleju, ex vive hodowli organotypowych hipokampa i
zweryfikowaniv uzyskanych wynikéw w modeln immunoaktywacji in vivo (,sickness
behaviour”) w wybranych strukturach mézgu (w Korze czolowej i hipokampie) a takze
wyjasnienie molekularnych mechanizméw dzialania badanych agonistow receptora
ALX/FPR2.

Cele pracy zostaly zrealizowane w bardzo dobrze zaplanowanych doswiadczentach przy
zastosowaniu bogatego i zréimicowanego warsztatu badawczego, obejmujacego zaréwno
metody hodowli pierwotnych komérek mikrogiejowych (praca [2]) hodowle organotypowe
hipokampa (praca [3]), hodowle organotypowe hipokampa z procedura eliminowania
komorek mikroglejowych (praca [4]), operacje stereotaktyczne, inieckcje dokomorowe oraz
metody behawioralne (test Porsoka) (mieopublikowane wyniki badaf wlaczonych do
rozprawy doktorskiej). Chcialabym zaznaczyé, ze zastosowana w pracy wieloetapowa
metodyka badaf jest imponujaca.

W pracy [2] Autorka przeanalizowala antyoksydacyjne i pro-wyciszeniowe dzialanie
endogennych agonistéw receptora ALX/FPR2: LXA4 i AT-LXA4 oraz egzogennego
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mocznikopochodnego ligandu tego receptora MR-39 w warunkach in vitro modelu zapalenia
mdézgu. Doktorantka stwierdzila, ze MR-39 wykazuje podobne neuroprotekcyjne (zdolnos$é do
redukcji wydzielania LDH i hamowania kaspazy-3), antyoksydacyjne (obnizenic poziomu
ROS i wydzielania NO) 1 przeciwzapalne (hamowanie syntezy cytokin pro-zapalnych [L-18,
TNF-a i IL-6) dzialanie jak ligandy endogenne, jednak dhuzej obserwowane (nawet po 24 h
od stymulacji komarek mikroglejowych lipopolisacharydem) i poprzez te same mechanizmy
Jak ligandy endogenne (ERK1/2 i hamowanie NF-xB),

W pracy [3] Doktorantka przedstawila wyniki badan dotyczacych neuroprotekeyjnego i
pro-wyciszeniowego wplywu syntetycznego agonisty receptora formylowego 2 CMC23 w
hodowlach organotypowych hipokampa stymulowanych lipopolisacharydem. Pani mgr Tylek
wykazala, ze zwigzek CMC23 zmnigjsza Smiertelnosé¢ komodrek hipokampa, hamuje
wydziclanie LDH, zmniejsza wysiew cytokin pro-zapainych IL-1B, IL-6, IL-17 i IL-23 w
stezeniach nanomolamych poprzez aktywacje Sciezki STAT3/SOCS3, ¢o zdaniem Autorki
wskazuje na jego istotng role w stymulacji procesu wygaszania zapalenia.

W kolejnej pracy [4] Autorka wykazala, ze zwigzek AMS21 w stgzeniu nanomolarnym
wywiera neuroprotekcyjny, antyoksydacyjny oraz pro-wyciszeniowy wplyw poprzez
wystgpujacy na komoérkach mikrogleju receptor formylowy ALX/FPR2 w hodowlach
organotypowych hipokampa. Doktorantka przeanalizowala mechanizmy przeciwzapalnego
dzialania tego ligandu i stwierdzila, ze istotng role w tym mechanizmie odgrywa hamowanie
sciezki kanonicznej inflammasommu NLRP3,

Nastepnie Doktorantka pordwnala wplyw podania dokomorowego agonistow receptora
ALX/FPR2 (endogenny ligand LXA4 oraz zsymtetyzowanych CMC23 i MR-39) na
aktywnos¢ behawioralng szezurdéw, mierzona w teécie Porsolta w warunkach kontrolnych i po
podaniu LPS (zwierzecy model immunoaktywacji) oraz na poziom biatka TNF-a i IL-1p w
korze czolowej i hipokampie tych zwierzat (badania in vive). Po wnikliwej analizie wynikow
p. mgr Tylek stwierdzila, ze zastosowane ligandy normalizujg zaburzenia behawioralne w
tedcie Porsolta (skrécenie czasu bezruchu i wydhuzenie czasu plywania szczurdw), przy ¢Zym
majkorzystniejszy efekt obserwowala w przypadku zwigzku CMC23. Ponadto Doktorantka
wykazala efekt przeciwzapalny badanych ligandéw, mierzony obnizeniem st¢zenia bialek
cytokin pro-zapalnych TNF-a i IL-1 w hipokampie w przypadku wszystkich badanych
ligandéw oraz w korze czolowej po padaniu LXA4 i CMC23.



Wyniki opisane w 4 artykulach oraz nieopublikowane, stanowigce czgs¢ rozprawy
doktorskiej to zdecydowanie robigca najwigksze wrazenie cze$é pracy z uwagi na ogromng
Zlozono$¢é i zakres przeprowadzonych badaf, jak réwniez na szczegdlows i ostrozng analize.
Na podkre§lenie zasluguje fakt, ze wyniki zostaly opublikowane w wysokopunktowanych
czasopismach (140 pkt. MNiSW), a w kazdym artykule jest po kilkanascie zlozonych z kilku
paneli rycin, mikrofotografii oraz tabele. Opis czeSci nieopublikowanych wynikéw,
wzbogacono 3 klarownymi, zlozonymi z 6 paneli rycinami.

Dyskusje wynikéw, podziclona na 3 czeéei, analogicznie do metodologii prowadzonych
badan (in vitro, ex vivo, in vive), Autorka przeprowadzila w spos6b interesujacy, ostroznie
interpretujac uzyskane wyniki, co §wiadczy o bardzo dobrym zorientowaniu w literaturze i
dojrzaloéci naukowe;.

Zakres podjetych badan prezentuje ogélng wiedz¢ w dyscyplinie nauki medyczne a
przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki uwazam za istotne i warto$ciowe. Wykazanie
potencjalu neuroprotekeyjnego, antyoksydacyjnego, przeciwzapalnego i pro-wyciszeniowego
zsyntetyzowanych mocznikopochodnych ligandéw receptora formylowego ALX/FPR2 w
warunkach in vitro, ex vivo a takze przedstawienic po raz pierwszy wlasciwosel
normalizujacych zwigzku CMC23 na deficyty behawioralne w tescic Porsolta w modelu
uogélnionej aktywacji zapalnej stanowi nowos$é naukows i moze mieé istotne znaczenie dia
regulacji zaburzonej przez czynniki zapalne homeostazy. Praca p. mgr Tylek stanowi
rowniez dobra podstawe do dalszych badari tego zagadnienia, m.in. w zakresie poszukiwan
nowych strategii farmakoterapii wyciszania proceséw zapalnych w OUN.

W podsumowaniu chcialabym stwierdzié, ze przedstawione w hybrydowej wersji
rozprawy doktorskiej wyniki stanowig znaczacy wklad w badania nad moduiowaniem
procesow zapalnych w OUN i stanowig oryginalne rozwigzanic problemu naukowego.
Doktorantka jest bardzo dobrze przygotowana pod wzgledem teoretycznym, jak réwniez
zmajomoséci wielu trudnych technik metodycznych, do pracy naukowej. Autorka wykazala si¢
umiejetnoscig rozwigzywania zlozonego i ciekawego problemu badawczego, precyzyjnego
przeprowadzenia badan oraz dojrzaloscig do odpowiedniego opracowania uzyskanych
oryginalnych wynikéw.

W odpowiedzi na recenzje prosz¢ o przedyskutowante nastepujacych kwestii:
1. W opisie wynikéw nicopublikowanych zabraklo mi informacji o sposobic analizy
statystycznej wynikow.



2. Na jakiej podstawie ustalono dawke¢ dla podawanych dokomorowo agonistow
receptora ALX/FPR2: LXA4, MR-39 i CMC23?

3. Nie znalazlam réwniez informacji czy w badaniach in vivo uwzgledniono grupe
szczuréw z antagonista receptora ALX/FPR2 (tak jak w badaniach in virre)?

Uwazam, Ze recenzowana praca w pelni spelnia warunki okre§lone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r, poz. 742)
Na tej podstawie przedkladam Radzie Naukowe) Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polkskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszezenie pani mgr Kingi Tylek do dalszych etapow
post¢powania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowin, dyscyplinie nauki medyczne.

Ponadto, z uwagi na nowatorstwo badafi poparte opublikowaniem wynikéw w
wysokopunktowanych czasopismach oraz zakres wynikéw znacznic przckraczajgcy ramy
pracy doktorskiej skfadam réwniez wniosek do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.

Gdanisk, 3.01.2024 1.



