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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Kingi Tylek pt.” Ocena roli ligandéw receptora ALX/FPR2 w wyciszaniu
proceséw zapalnych w osrodkowym ukladzie nerwowym: badania w do$wiadczalnych modelach
immunoaktywacji” wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki Basty-Kaim i dr Ewy Trojan

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Kingi Tylek ma forme hybrydowa, ktérej
podstawa s3 cztery oryginalne artykuly, opublikowane w latach 2021-2023, w renomowanych
czasopismach o lacznym wskazniku oddziatywania impact factor 23,626 oraz dodatkowo zawiera
uzupehiajace nieopublikowane jeszcze badania wlasne. Stanowi wigc ona kompletne dzielo,
spehiajace warunki formalne stawiane rozprawom doktorskim. Nalezy podkreslic, ze w
opublikowanych artykutach mgr Kinga Tylek jest pierwszym autorem, co niewatpliwie §wiadczy o Jej
duzym wkladzie w powstawaniu prac, potwierdzonym o$wiadczeniami wspotautoréw. Badania, bedace
podstawg rozprawy doktorskiej, byly prowadzone z udzialem znakomitych Badaczy z zagranicznych
osrodkéw i realizowane w ramach funduszy pochodzacych gtéwnie z 3 projektow: Harmonii 9 ($rodki
NCN), ze s$rodkéw Fundacji Alzheimer's Association NIH oraz Canaletto 2021, a ktérych
kierownikiem ze strony polskiej byla prof. dr hab. Agnieszka Basta-Kaim, promotor Doktorantki.

Obserwacje ostatnich lat dotyczace znaczenia toczacego si¢ procesu zapalnego w OUN, jako jednego
z gtéwnych czynnikéw patogennych w wielu postepujacych chorobach neurodegeneracyjnych, takich
jak: choroba Alzheimera , choroba Parkinsona, stwardnienie rozsiane czy zaburzenia psychiczne, sa
niezwykle wazne ze wzgledu na ciagle malg skutecznosé terapeutyczng tych schorzef. Poszukiwanie
nowych lekéw jest mozliwe w przypadku udokumentowanej wiedzy na temat toczacego si¢ procesu
patologicznego oraz poznania jego mechanizmu. Rozprawa doktorska mgr Kingi Tylek doskonale
wpisuje si¢ w t¢ tematyke.

Rozprawa doktorska mgr Kingi Tylek, napisana w jezyku polskim, liczaca 108 stron
jednostronicowego wydruku komputerowego, zostala bardzo starannie przygotowana. Po
zaprezentowaniu strony tytulowej, finansowania badat, podzigkowan oraz dedykacji, spisu artykutow
bedacych postawa rozprawy, bardzo przejrzyscie przedstawionego spisu tresci oraz wykazu skrotow,
Doktorantka zamiescila streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim. Kolejna czes¢ to
wprowadzenie do tematyki badan, ktére powstalo na podstawie pierwszego artykulu - pracy
przegladowej oraz przegladu najnowszego pismiennictwa, cel pracy, metody i techniki badawcze,
wyniki, dyskusja, podsumowanie i wnioski oraz bardzo bogata bibliografia. Do rozprawy doktorskiej
zostaty dolaczone oswiadczenia wspdtautordw oraz oryginalne prace w calosci stanowigce podstawe
rozprawy doktorskiej.



Wprowadzenie do rozprawy doktorskiej jest podzielone na podrozdzialy, gdzie mgr Kinga Tylek
wykazala si¢ ogromna wiedzg a jednocze$nie umiejetnoscia doboru przydatnych informacji z
pi$miennictwa §wiatowego ostatnich lat dla udokumentowania celowosci realizowanego tematu.
Poniewaz praca przegladowa jak i trzy nastepne artykuly oryginalne byly juz przedmiotem wnikliwych
recenzji w publikacjach renomowanych czasopism, a zarazem zawierajg ogromna ilos¢ informacji i
wynikéw pozwole sobie zwrdci¢ uwage, w mojej opinii, na te najwazniejsze jako Recenzenta rozprawy
doktorskie;j.

Na wstepie Autorka wskazala, ze dla prawidtowej homeostazy krétkotrwaly proces zapalny jest

korzystny, gdyz umozliwia eliminacje czynnikéw go indukujacych, ale rozwijajacy si¢ przewlekly stan
zapalny moze by¢ przyczyna patologii wielu choréb. Mgr Tylek zwrécita tu uwage na pojawiajace sig
coraz czesciej poglady , Ze istotg skutecznego wyciszania niekorzystnego, przewleklego stanu zapalnego
w OUN nie powinno byé stosowanie substancji o dzialaniu immusupresyjnym thumigcych ukiad
odpornoéciowy, ale poszukiwanie nowych zwigzk6w wspierajagcych endogenne mechanizmy
wyciszajace Rol (z ang. resolution of inflammation). A zatem, istotne jest poszukiwanie ligandéw i ich
receptoréw, aby mogly modulowa¢ odpowiedz prozapalng w kierunku pro-wyciszeniowej wspierajac
jednoczesnie deficyty endogenne w ograniczaniu reakcji zapalnych. W wyciszaniu reakcji zapalnych
duze znaczenie maja endogenne molekuly (ang. specialized pro-resolving mediators, SPM), ktére
poprzez interakcje ze specyficznymi receptorami formylowymi, gtéwnie ALX/FPR2, reguluja procesy
Rol. Jednakze ich niekorzystna farmakokinetyka i biodostepno$é sprawiaja, ze bardzo szybko ulegaja
inaktywacji przez aktywnos$¢ enzymatyczng komodrek w moézgu.
W zwiazku z powyzszym, we wspolpracy z grupg badawcza prof. Lacivita z Katedry Farmacji
Uniwersytetu im. Aldo Moro w Bari (Wlochy) oraz w oparciu o projekty naukowe realizowane wspélnie
z innymi zespolami w Niemczech oraz Stanach Zjednoczonych, zaprojektowano i przeprowadzono
synteze chemiczng nowej grupy mocznikopochodnych zwigzk6w II generacji m.in. AMS21 czy CMC23
o zadawalajgcych parametrach fizykochemicznych oraz potencjale agonistycznym wzgledem receptora
ALX/FPR2, ktéry poréwnywano z wezesniej zsyntetyzowanym i opracowanym zwigzkiem MR-39 oraz
ligandami endogennymi w do§wiadczalnych modelach immunoaktywacji.

W dalszej czesci wprowadzenia, Autorka opisuje proces zapalny oraz wplyw réznych elementoéw

uktadu odpornosciowego na homeostaze w OUN, role komérek glejowych w procesie zapalnym, ico
godne pochwaly i dla wygody czytajacego, pokazang dodatkowo, na przejrzyscie i kolorowo
wykonanym rysunku. Waznym aspektem jest omowienie wyciszania procesu zapalnego, gdzie mgr
Kinga Tylec koncentruje si¢ na podkresleniu roli réznych mediatoréw a szczegdlnie wspomnianych —
SPM, tj. lipoksyn, ktérym w tych badaniach poswiecono wigcej uwagi. W kolejnych czgsciach
wprowadzenia Doktorantka przybliza: rodzing receptoréw formylowych (FPR), a w szczegdlnosci
lokalizacje i funkcje receptora ALX/FPR2, zmiany konformacyjne oraz stronniczy agonizm pokazany
na kolejnym rysunku, a nastepnie omawia ligandy syntetyczne receptora ALX/FPR2.
Ponadto, mgr Kinga Tylec opisuje do$wiadczalne modele immunoaktywacji, korzysci wypracowanych
modeli przydatnych do dalszych badafi, gdzie glowna role substancji narzedziowej odgrywa
lipopolisacharyd (LPS). Obwodowe podawanie LPS jest najpowszechniej stosowanym modelem
doswiadczalnym wywotujacym uogélniony stan zapalny i zachowania chorobowe (ang. sickness
behaviour).

Cel pracy zostat jasno sformutowany i przedstawiony szczegbtowo w punktach. Nadrzgdnym celem
przedstawionych w niniejszej rozprawie badan byla weryfikacja hipotezy, ze wzmocnienie Rol, poprzez
zastosowanie nowych egzogennych ligandéw receptora ALX/FPR2 o lepszych parametrach
fizykochemicznych oraz efektywnej biodostepnosci i zadawalajgcej biodystrybucji moze stanowic nowg
interesujaca strategie ograniczajgca proces zapalny, przydatna w modulacji deficytow ukladu
odpornosciowego w przebiegu wielu choréb OUN.



Bardzo ciekawie zaprezentowany, shusznie skrécony (bo mozna w szczegélach odnies¢ si¢ do
zalgczonych w calosci artykulow), zarys metodyki prac bedacych podstawa rozprawy doktorskiej, w
postaci schematéw i tabel, pozwala szybko i w przejrzysty sposob zapoznaé czytajacego, jakie
procedury, badania analityczne, immunohistochemiczne oraz genetyczne byly wykorzystane dla
oznaczania przeciwzapalnego i pro-wyciszeniowego potencjalu nowych zsyntetyzowanych
mocznikopochodnych agonistow receptora ALX/FPR2. Badania te byly przeprowadzone w warunkach
in vitro hodowli pierwotnych mikrogleju, ex vivo hodowli organotypowych hipokampa, a nastgpnie
weryfikowane w warunkach immunoaktywacji in vivo w wybranych strukturach mézgu.

Moim obowigzkiem jako Recenzenta byla ocena wszystkich aspektéw merytorycznych i
interpretacyjnych dysertacji mgr Kingi Tylek. Nie mniej jednak, poniewaz wyniki czterech prac,
bedacych podstawa rozprawy byly juz wczeéniej przedmiotem zapewne wnikliwych recenzji w
publikacjach renomowanych czasopism a prace powstawaly w znakomitym Zespole Badaczy, pozwole
sobie zwrdci¢ uwage na niektdre osiagniecia, ktore dla przysziych badan sa wysoce aplikacyjne.

Nalezy podkresli¢, ze zgromadzono imponujacg ilosé wynikéw , ktérych warto$é jest szczegdlnie

cenna. Niezmiernie ciekawe jest nowe podejscie dla zrozumienia roli aktywacji receptora peptydu
formylowego 2 (FPR2), ktory rozpoznaje szeroka game chemicznie zréznicowanych ligandow
endogennych, co stwarza wyjatkowg okazje do zmiany profilu aktywacji tego receptora z prozapalnego
na przeciwzapalny w mozgu.
W tym aspekcie, badania w organotypowych hodowlach hipokampa (OHC) stymulowanych
lipopolisacharydem (LPS) z nowym zwigzkiem, silnym agonista receptora formylowego, AMS21,
sugeruja jego korzystne wlasciwosci ochronne i przeciwzapalne w dawkach nanomolarnych, a receptor
FPR2 stanowi obiecujgcy cel dla modulowania niekorzystnych stanéw zapalnych. Co wigcej, innym
interesujacym nowo zidentyfikowanym FPR2 agonistg jest CMC23, ktory wykazat silny ochronny i pro-
regenerujacy efekt w mechanizmie przeciwzapalnym. Co istotne, w tych badaniach wykazano po raz
pierwszy kluczowg role szlaku regulowanego przez STAT3- w molekularnym mechanizmie
przeciwzapalnym CMC23, co pozwala wnioskowaé, ze zwiazek ten moze by¢ cennym narzedziem
wspierajagcym endogenne deficyty w thumieniu reakcji zapalnych.

Dodatkowo, nieopublikowane wyniki badan mgr Kingi Tylek, dotyczyly oceny efektow
behawioralnych (test wymuszonego plywania - FST, test Porsolta) oraz immunoenzymatycznych
(poziomy bialek interleukiny 1B oraz TNF-a) w strukturach mozgu tj. w hipokampie i korze czotowe;j,
zwigzkéw : LXA4, MR-39 lub CMC23 podawanych jednostronnie dokomorowo. Plan ukladu
eksperymentalnego in vivo przedstawiono na rysunku 4. Wszystkie badania in vivo prowadzono na
samcach szczurzych z wykorzystaniem zwierzecego modelu immunoaktywacji z uzyciem LPS.
Zastosowany w niniejszej pracy test wymuszonego plywania (test Porsolta), modyfikowany we
wczesniejszych badaniach Zespolu, wykorzystywany jest powszechnie do badan behawioralnych oraz
weryfikacji efektywnosci badanych zwiazkéw. W tym miejscu pragne zwrocié uwage, ze jakkolwiek
cennym warsztatem badawczym jest tkanka izolowana dla zbadania pojedynczego efektu, badania
behawioralne uzupelione procedurami molekularnymi sg niezwykle pozadane i wnoszg ogromng
wiedze w patomechanizm badanego zaburzenia. W ten sposéb, tak zaplanowane badania tworza kolejng
interesujgca nowa prace.

Wyniki badan tej czeSci rozprawy, zostaly wnikliwie opracowane statystycznie, opisane i
przedstawione graficznie na 3 rycinach.

Dyskusja zostata poprowadzona logicznie i wnikliwie a wyniki zostaly wlasciwie zinterpretowane i
skonfrontowane z danymi bibliograficznymi. Zawiera ona réwniez osobiste spostrzezenia i uwagi
dotyczace badan wiasnych i innych badaczy, co $wiadczy o duzej wiedzy i rozwadze mgr Kingi Tylek
w wyprowadzaniu prawidtowych wnioskéw. Pewnemu ciekawemu, osobistemu spostrzezeniu nie
moge sie oprzeé i chee je przytoczyé a ktére nasunelo sie podczas prowadzenia dyskusji przez mgr
Kingg Tylec. Ilekroé podczas czytania nasuwalo si¢ konkretne zapytanie Recenzenta o interpretacje
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danego efektu w badaniu, natychmiast w kolejnym zdaniu zawarta byla odpowiedz Autorki, zar6wno w
oparciu o swoje obserwacje i przemyslenia jak i w oparciu o aktualng wiedzg z piSmiennictwa. Takie
doswiadczenie Recenzenta $wiadczy jednoznacznie o wlasciwym przygotowaniu mgr Kingi Tylec do
pracy naukowe;j.

W $wietle uzyskanych wynikéw, Doktorantka prawidlowo sformufowata wnioski. Niektore
osiggniecia zostaly juz podkreslone podczas omawiania rozprawy doktorskiej. Nie mniej , bardzo
waznymi, nowatorskimi osiggnieciami Zespotu, w pracach ktorego brata udziat mgr Kinga Tylek bylo
zsyntetyzowanie nowych, mocznikopodobnych ligandéw receptora ALX/FPR2 : zwigzkéw CMC23 i
AMS21, ktére wykazywaly neuroprotekcyjne i pro-wyciszeniowe dziatanie, a AMS21 réwniez
dodatkowo dzialanie antyoksydacyjne.

Ponadto, wykazano protekcyjne, antyoksydacyjne oraz pro-wyciszeniowe dzialanie endogennych
agonistow receptora ALX/FPR2 zwigzkéw: LXA4 oraz AT-LXA4, a takze egzogennego
mocznikopochodnego liganda tego receptora — MR-39, ktérego dziatanie byto dluzsze a mechanizm
tego dziatania zwigzany z hamowaniem tych samych szlakéw przekazu sygnatu (ERK1/2 oraz NF-«xB),
co w przypadku ligandéw endogennych (hodowle pierwotne mikrogleju stymulowane lipopolisachary

dem-LPS).

Bardzo waznym efektem bylo wykazanie najwickszej ekspresji receptora ALX/FPR2 na komoérkach
mikrogleju, a w mniejszym stopniu takze na neuronach i astrocytach (badania ex vivo prowadzone w
hodowlach organotypowych hipokampastymulowanych LPS).

Dodatkowo, badania uzupetniajace ujawnity deficyty behawioralne (tzw. ,sickness behaviour”) w
modelu uogélnionej reakeji zapalnej wywolanej jednorazowym dootrzewnowym podaniem
lipopolisacharydu u dorostych szczuréw ktore w tescie wymuszonego plywania (test Porsolta)
obserwowano jako: wydtuzenie czasu bezruchu, skrocenie czasu plywania oraz wspinania. Jednocze$nie
w hipokampie i korze czolowej zwierzat w modelu immunoaktywacji wykazano wzrost poziomu
cytokin prozapalnych IL-1B oraz TNF-a.

U szczuréw po dokomorowym podaniu agonistoéw receptora ALX/FPR2 (LXA4, CMC23) wykazano
normalizacje deficytéw behawioralnych wywolanych podaniem endotoksyny bakteryjnej, w tym
skrocenie czasu bezruchu oraz wydluzenie czasu plywania. Dzialanie LXA4 bylo krétkotrwate w
poréwnaniu do korzystnego efektu zwiazku CMC23, ktéry wydhuzat takze czas wspinania u szczuréw
oceniany w tescie Porsolta.

Ponadto, w hipokampie oraz korze czolowej dorostych szczuréw wykazano przeciwzapalne dziatanie
agonistéw receptora ALX/FPR2. Podwyzszony poziom cytokiny prozapalnej TNF-a w hipokampie
obnizany byl przez wszystkie ligandy (LXA4, MR-39 oraz CMC23), natomiast w korze czolowej
zmiany dotyczyly LXA4 oraz CMC23. Jednoczesnie wykazano, ze podwyzszony poziom cytokiny IL-
1B normalizowany byl przez mocznikopochodne ligandy 1 i I generacji receptora ALX/FPR2, natomiast
LXA4 miata dziatanie krotkotrwale.

Podsumowanie zostalo bardzo zgrabnie sformulowane przez mgr Kinge Tylec wyrgczajac tym

samym Recenzenta, ale to ponownie §wiadczy o Jej dojrzatosci naukowej i prawidtowym formutowaniu
wnioskéw. W oparciu o przedstawione w rozprawie wyniki badan uzyskane w modelach immunoakty-
wacji mozna wnioskowaé, ze receptor ALX/FPR2 poprzez mozliwosé przylaczania ligandow o roznej
budowie chemicznej stanowi niezwykle wazny punkt uchwytu dla nowych zwigzkéw, ktére moga
wielokierunkowo modulowaé odpowiedz zapalng wspomagajac proces jej wyciszenia.
Poszukiwanie nowych ligandéw receptora ALX/FPR2 o wigkszej aktywnosci oraz korzystnych
parametrach metabolicznych i farmakokinetycznych wydaje si¢ stanowi¢ istot¢ nowej strategii
modulacji proceséw zapalnych w osrodkowym uktadzie nerwowym, ktérych niekontrolowany oraz
przedtuzony przebieg stanowi podloze rozwoju choréb cywilizacyjnych w tym psychicznych i
neurodegeneracyjnych.



W $wietle tych osiggnieé, bardzo ciekawym i waznym jest aspekt korzysci dla pacjenta. Moje pytanie
dotyczy dalszych badaf, m.in. o droge podania nowych substancji: czy sg juz badania dotyczace
przechodzenia tych substancji przez bariere krew-mdzg?- ma to bowiem istotne znaczenie dla
stosowania tych substancji w terapii. Zastanawigjace jest rOwniez czy ingerencja substancji o tak
wielokierunkowym efekcie dzialania w uklad odpornosciowy nie bedzie obcigzona duzym ryzykiem
dziatan niepozadanych.

Reasumujac, pragne podkreslié, ze badania przeprowadzone przez mgr Kinge Tylec sa nowatorskie
i bardzo cenne poznawczo. Zaplanowane i przeprowadzone przez Doktorantke badania w oparciu o
nowoczesny warsztat badawczy, s3 logiczna konsekwencja wytyczonego celu rozprawy i $wiadczg o
Jej whasciwym przygotowaniu do pracy naukowe;.

Niewielkie bledy edytorskie, literowki oraz watpliwos¢ czy powinno si¢ uzywaé wyrazenia ,,zachowar
behawioralnych” (str.46 .”do oceny zachowan behawioralnych”) jako ze z ang. behaviour to
zachowanie, nie majg zadnego wplywu na koncowg oceng rozprawy.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Kingi Tylek pt.” Ocena roli ligandéw

receptora ALX/FPR2 w wyciszaniu proceséw zapalnych w o$rodkowym ukladzie nerwowym: badania
w doswiadczalnych modelach immunoaktywacji” spelnia wszystkie kryteria ustawowe stawiane
dysertacjom naukowym zgodnie z art.187 ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
inauce (t.j. Dz. U. 2023, poz 742). W zwigzku z tym wnosz¢ do Wysokiej Rady Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk wniosek 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.
Jednoczesnie ze wzgledu na fakt, iz przedstawione w pracy badania s nowatorskie i wnosza ogromny
wkiad w poznanie podtoza patologii choréb neurodegeneracyjnych oraz zostaly juz opublikowane w
bardzo dobrych czasopismach o wysokiej renomie, a takze, zeich synteza jest przedmiotem
przygotowywanego miedzynarodowego wniosku patentowego, wnosze¢ o wyrdznienie ninigjszej
rozprawy doktorskie;j.
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