WARSZAWSKI
UNIWERSYTET
MEDYCZNY

KATEDRA I ZAKEAD FARMAKOTERAPII I OPIEKI FARMACEUTYCZNE)

Prof. dr hab. Mariusz Sacharczuk Warszawa, 6 listopada 2023 r.

Katedra i Zaktad Farmakoterapii i Opieki Farmaceutycznej
Wydziat Farmaceutyczny

Warszawski Uniwersytet Medyczny

ul. Banacha 1

02-097 Warszawa

Ocena osiggniecia naukowego pt.

,Identyfikacja szlakéw molekularnych angazujgcych receptory estrogenowe oraz
receptory dla ksenobiotykéw w neuroprotekcjg i neurotoksyczno$¢”
zgtoszonego do postgpowania habilitacyjnego oraz dorobku naukowego
doktor nauk medycznych Agnieszki Wnuk
adiunkta w Pracowni Neurofarmakologii i Epigenetyki, Zaktadu Farmakologii
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

W zwiazku z Uchwatg Nr 12/1V/2023 Rady Naukowej IF PAN z dnia
3 pazdziernika 2023 r. oraz pismem Dyrektor Instytutu Farmakologii im. Jerzego
Maja Polskiej Akademii Nauk, prof. dr hab. Matgorzaty Filip przedstawiam Ocene
dotyczaca: osiggniecia naukowego (1), catoksztattu dorobku naukowego (II) oraz
osiggnie¢ w dziatalnoéci dydaktycznej i organizacyjnej (l11) dr n. med. Agnieszki
Wnuk, ubiegajacej sie o stopienn doktora habilitowanego w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

Pani dr Agnieszka Wnuk jest absolwentka Zaktadu Genetyki i Ewolucjonizmu,
Instytutu Zoologii, Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, ktory ukonczyta
w 2012 r, uzyskujgc tytul zawodowy magistra biologii (z wyroznieniem),
w specjalizacji genetyka i biologia rozrodu. Prace magisterska pt. WAnaliza ekspresji
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genéw mOvol | mOvo2 u myszy z wodomaciczem i niedroznoscig pochwy’
wykonata pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Danuty Lenartowicz. W 2013 r.
ukofczyta studia podyplomowe (z wyréznieniem) w specjalizacji biologia
molekularna na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie. Od poczatku swej pracy zawodowej jest zwiazana
z Instytutem Farmakologii PAN w Krakowie. Po odbyciu 4-miesi¢cznego stazu
naukowego w 2012 r. zostata zatrudniona na stanowisku inzynieryjno-technicznym
w Zakladzie Neuroendokrynologii Do$wiadczalnej, gdzie pracowata do wrzeSnia
2013 r. W latach 2013-2017 odbyla studia doktoranckie w Zakladzie
Neuroendokrynologii Doswiadczalnej Instytutu Farmakologii PAN, bronigc w 2018
roku rozprawe doktorska pt. , The effects of the chemical UV filter - benzophenone-
3 in the mouse neuronal cells’ i uzyskujac stopien doktora nauk medycznych
w dyscyplinie biologia medyczna. Promotorem doktoratu byta dr hab. Matgorzata
Kajta. W latach 2018-2020 pracowata na stanowisku asystenta w Pracowni
Neuroendokrynologii Molekularnej, Zaktadu Neuroendokrynologii DoSwiadczalnej.
0d roku 2020 jest adiunktem w Pracowni Neurofarmakologii i Epigenetyki, Zaktadu
Farmakologii. W 2019 roku przebywata na krétkoterminowym stazu podoktorskim
w Instytucie Neuroanatomii Universitatsklinikum RWTH w Akwizgranie.

. Ocena osiagniecia naukowego pt. ,Jdentyfikacja szlakéw molekularnych
angazujacych receptory estrogenowe oraz receptory dla ksenobiotykow
w neuroprotekcj¢ i neurotoksycznosc'.

Przedstawione do oceny osiagniecie pt. ,/dentyfikacja szlakéw molekularnych
angazujgcych receptory estrogenowe oraz receptory dla ksenobiotykow
w neuroprotekcje I neurotoksycznosc' stanowi jednotematyczny cykl publikacji
poswieconych analizie mechanizméw oddziatywania receptorow estrogenowych
oraz receptoréw dla ksenobiotykéw w procesie neuroprotekcji, neurodegeneracji
i neurotoksycznoéci w modelach in vitro procesow zwigzanych z chorobg
Alzheimera i niedotlenieniem oraz modelem /n vivo neurotoksycznego
oddzialywaniem ksenobiotykéw na OUN ptodéw mysich. W szczegdlnosci
Habilitantka scharakteryzowata role zmian epigenetycznych w regulacji zmian
ekspresji gen6w wywotanych tymi procesami.

Pie¢ prac oryginalnych zawartych w przedstawionym do oceny cyklu prac
ukazaly sie w bardzo krotkim okresie czasu, w latach 2020-2021 w czasopismach
z listy filadelfijskiej takich jak Science of the Total Environment, Neurotoxicity
Research (2 prace), Biomedicines oraz International Journal of Molecular Sciences.
Cykl obejmuje réwniez prace przegladowg opublikowang w International Journal of
Molecular Sciences, opublikowana jako ostatnig w 2023 roku. L.aczny wspotczynnik
oddzialywania przedstawionych w rozprawie publikacji wynosi 33,025, a tgczna
punktacja MNiSW wynosi 720. We wszystkich publikacjach oryginalnych i pracy
przegladowej Pani dr Agnieszka Wnuk jest pierwszym autorem. Przedstawiona do
oceny dokumentacja sktadajgca sie¢ na dorobek naukowy objety przewodem
habilitacyinym zawiera o$wiadczenia wszystkich wspétautoréw, ktérzy wyrazili
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zgode na uzycie tych publikacji przez dr Agnieszke Wnuk w staraniach o habilitacje.
Oéwiadczenia te nie budzg zastrzezen, gdyz wynika z nich jednoznacznie, ze jej
udzial byt wiodgcy na kazdym etapie ich powstawania (od planowania i realizacji
doswiadczen po koncowe przygotowywanie manuskryptow).

W pierwszej z cyklu prac oryginalnych, opublikowanej w 2020 r.
w prestizowym czasopiémie Science of the Total Environment (IF = 7.963, obecnie
9.8, MNiSW = 200 pkt), dr Agnieszka Wnuk i wsp. przedstawili wyniki doswiadczen,
ktérych celem byto zbadanie mechanizmu neurotoksycznego oddziatywania DDE,
bedgcego gtownym metabolitem DDT. Badania przeprowadzone w warunkach in
vitro hodowli komérek kory nowej moézgu myszy wykazaly, ze oddzialywanie
neurotoksyczne DDE zwigzane jest z nasileniem procesu autofagii komorek kory
nowej o czym $wiadczyto podwyzszanie poziomu ekspresji markerow tego procesu,
w tym Becnl, Map1ic3a/MAPILC3A, Map1lc3bi Nup62/NUP62 przy jednoczesnym
nasileniu powstawania autofagosoméw. Potwierdzeniem otrzymanych wynikow
byto obnizenie poziomu autofagosomoéw i w konsekwencji zahamowanie autofagii
po wyciszeniu kluczowych dla tego procesu czynnikéw, takich jak Becnl i Atg7. Jest
to szczegoélnie interesujgce z uwagi na istotng role autofagii w usuwaniu
zmienionych konformacyjnie biatek, w tym 3-amyloidu. Kluczowym w wyjasnieniu
tego interesujgcego wyniku byto udokumentowanie jednoczesnej indukcji procesu
apoptozy, zdaniem Autoréw, niezbednej do ostatecznego oddziatywania
neurotoksycznego tego ksenobiotyku, co potwierdzono dokumentujac zmniejszenie
aktywnosci kaspazy-3 indukowanej przez p,p’-DDE i 0,p’-DDE poprzez wyciszenie
czynnikow zwigzanych z autofagig. Oprocz udokumentowania udziatu apoptozy
i autofagii w neurotoksycznym dziataniu DDE, wykazano rowniez kluczowg role
receptorow AHR i CAR w tych procesach, o czym §wiadczy wzrost ekspresji genow
w odpowiedzi na zastosowane izoformy p,p'-DDE i o,p'-DDE. Jednoczes$nie
selektywni antagoni$ci badanych receptoréw, w tym alfa-naftoflawon, CH223191
i CINPA 1, hamowali efekty indukowane przez p,p'-DDE i o,p'-DDE tj. uwalnianie
LDH i aktywnos$¢ kaspazy-3. Ciekawym wynikiem bylo réwniez wykazanie, ze
wptyw DDE na ekspresje genow Ahr, Arnti Car byt izomerozalezny na poziomie
mRNA, tj. 0,p’-DDE zmieniato wytgcznie poziom mRNA dla Carnatomiast p,p’-DDE
zmieniato ekspresje wszystkich badanych genow, przy braku takiej specyficznoSci
na poziomie biatka. Powyzsze wyniki sa o tyle interesujace, ze oprocz
niewgtpliwego wktadu w poznanie mechanizmu neurotoksycznego oddziatywania
DDE, moga pozwoli¢ na lepsze zrozumienie proceséw prowadzacych do rozwoju
choréb neurodegeneracyjnych  zwigzanych z odktadaniem depozytow
nierozpuszczalnych, zmienionych konformacyjnie biatek.

W kolejnej wspétautorskiej pracy, opublikowanej w 2021 r. w International
Journal of Molecular Sciences (IF = 6,208; MNiSW = 140 pkt) Habilitantka
wykorzystata model in vitro moézgu 1-miesiecznych myszy, ktérych matki
poddawane byly oddziatywaniu triklokarbanu. W pracy zbadano zatem
oddziatywanie tego zwigzku na procesy rozwojowe OUN w okresie prenatalnym.
Szczegolnie interesujgcym i godnym uwagi byto potwierdzenie hamowania przez
triklokarban ekspresji receptoréw ESR1, zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka
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w korze moézgowej, ktéry to mechanizm oddziatywania stwierdzono wczesniej
w modelu in vitro hodowli pierwotnej neuronéw. Hamowanie ekspresji zwigzane
byto z hipermetylacja Esrl zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo oraz byto
niezalezne od ptci. Szczegdlnie waznym podkreslenia jest fakt, ze wyniki z badan in
vivo nie potwierdzity zmian w ekspresji genébw w odpowiedzi na triklokarban
zwigzanych z procesami autofagii i apoptozy, ktére stwierdzono wczesniej
w badaniach in vitro (Kajta i wsp. 2019,2020), co jest kolejnym dowodem na czesty
brak uniwersalizmu wptywu substancji na komérki w obu tych, jakze odmiennych
warunkach (in vitro vs. in vivo). Kandydatka zwrocita natomiast uwage, ze jednym
z najistotniejszych wynikoéw opublikowanych w omawianej pracy dotyczy zaleznej
od ptci zmian ekspresji gendw zwigzanych =z procesami neurogenezy
i neuroprzekaznictwa jak rowniez globalnego wzoru metylacji. Jest to moim
zdaniem o tyle istotne, iz moze by¢ zwigzane z rézng czestoscig wystepowania
zaburzen neurorozwojowych, zaleznie od pici u czlowieka a bedacych
konsekwencjg odmiennej wrazliwo$ci na substancje neurotoksyczne, w tym
triklokarban, ktéry jak potwierdzita Habilitantka ma bardzo dobrg przenikalnos¢
przez bariere krew-mozg.

Kolejne trzy prace objete cyklem dotyczyly badan in vitro potencjatu
neuroprotekcyjnego dwéch zwigzkoéow tj. PaPE-1 i amorfrutyny B w odniesieniu do
modelu in vitro choroby Alzheimera (PaPE-1) oraz ischemii (PaPE-1 i amorfrutyna
B). Wszystkie doswiadczenia zostaty wykonane z uzyciem hodowli komoérek kory
nowej mozgu myszy.

Pierwsza z tych prac, opublikowana w Neurotoxicity Research (IF = 3,911;
MNiSW = 70 pkt) dotyczy badan zwigzanych z oceng mozliwo$ci obnizenia
wrazliwos$ci na neurotoksyczne oddziatywanie B-amyloidu komérek kory nowej
przez selektywnego agoniste blonowych receptoréw estrogenowych mERa i mER,
tj. PaPE-1. Agonista ten poprzez marginalne oddziatywanie z receptorami
estrogenowymi zwigzanymi z biatkami G i catkowity brak agonizmu estrogenowych
receptoréw jadrowych a takze poprzez charakterystyczny profil farmakokinetyczny
pozbawiony jest szeregu dziatan niepozadanych. Ponadto, PaPE-1 charakteryzuje
sie korzystnym profilem oddziatywania réwniez w innych aspektach, tj. nie
oddziatuje w sposob typowy dla estradiolu na macicg, gruczot mleczny i grasiceg, ale
§cidle nadladuje dziatanie estradiolu w tkankach metabolicznych i naczyniowych
redukujac tkanke tluszczowa, obnizajgc stezenie trojglicerydéow we krwi oraz
odbudowujac $rédbtonek naczyniowy, zmniejsza poziom sttuszczenia watroby
w mysich modelach otylosci, a takze co jest bardzo istotne z punktu widzenia
neuroprotekcyjnego dziata ochronnie na bariere krew-maézg obnizajac
przedostawanie sie limfocytow do moézgu w modelu udaru niedokrwiennego MCAO
zmniejszajac tym samym odczyn zapalny w obrebie mézgu. W badaniach wtasnych
objetych omawiang praca, Habilitantka wykazata, ze w wyniku 24-godzinnej
ekspozycji, PaPE-1 (5 pM) hamowat efekty wywotane przez B-amyloid, o czym
Swiadczg zmniejszone parametry neurotoksycznosci 1 apoptozy szlaku
wewnetrznego obejmujgce obnizenie aktywno$ci kaspazy-3, LDH i stezenia ROS,
normalizacje potencjatu btony mitochondrialnej, poprawe zywotnosci komaérek
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oraz normalizacje ekspresji biatek proapoptotycznych do antyapoptotycznych
(BAX/BCL2). Habilitantka wnioskuje, ze neuroprotekcyjne wiasciwoéci PaPE-1
wynikajg gléwnie z hamowania mitochondrialnego szlaku apoptotycznego. Nalezy
jednak zwrdci¢ uwage, ze w modelu in vitro kory nowej stosowanej przez Autoréw
zbadanie szlaku zewnetrznego (receptorowego) oraz pseudoreceptorowego jest
wrecz niemozliwe. Ponadto definiowanie hodowli komérek w $rodowisku
B-amyloidu jako modelu choroby Alzheimera jest co najmniej kontrowersyjne.
Aktualnie Habilitantka, w ramach zespotu Pani prof. Matgorzaty Kajty, kontynuuje
badania nad neuroprotekcyjnym oddziatywaniem PaPE-1, ktére tym razem
obejmujg mysie modele choroby Alzheimera, w wiekszym stopniu odwzorowujgce
tak ztozony patomechanizm tej choroby. Niewatpliwie, wnioskowanie oparte na
wynikach z badan in vitro jak i in vivo moga mie¢ duzy potencjat poznawczy jak
i aplikacyjny w kontekscie mozliwej terapii AD z wykorzystaniem PaPE-1.

Kolejna praca, réwniez opublikowana w Neurotoxicity Research (2021 r;
IF = 3,978; MNiSW = 70 pkt) dotyczyta oddziatywania neuroprotekcyjnego
PaPE-1, ale tym razem w odniesieniu do modelu hipoksji, tj. bardzo waznego
aspektu kliniczno-spotecznego. Udary mézgu, szczegOlnie niedokrwienne, sg
bowiem najczestszg przyczyna niepelnosprawnoéci na $wiecie, co spowodowane
jest brakiem skutecznej farmakoterapii o szerokim, czasowym oknie
terapeutycznym i wysokim potencjale bezpieczenstwa. W  badaniach
przeprowadzonych in vitro ponownie wykorzystano pierwotne hodowle komérek
kory nowej mézgu myszy, ktére w 7 dniu hodowli poddano warunkom hipoksjii/lub
ischemii. Stosujac testy LDH, Fluoro-Jade C oraz czerwieni obojetnej Habilitantka
i wsp. stwierdzili, ze PaPE-1 hamuje neurotoksyczno$¢ i neurodegeneracje
indukowang hipoksja i ischemia. Na neuroprotekcyjne wtaéciwosci PaPE-1 sktadato
si¢ rowniez zmniejszenie syntezy ROS i przywrécenie komoérkowej aktywnosci
metabolicznej oraz hamowanie procesu apoptozy przejawiajace sie normalizacjg
zaréwno potencjatu blony mitochondrialnej, jak i poziomu ekspresji genéw i biatek
zwigzanych z apoptoza. Waznym podkre$lenia byto 6-godzinne opoOznienie we
wprowadzeniu do hodowli PaPE-1, co przynajmniej teoretycznie imituje do$¢
szerokie czasowo okno terapeutyczne. Jeszcze raz nalezy jednak podkresli¢ ze efekt
tak p6znego wigczenia badanego zwigzku nalezy zweryfikowaé w badaniach in vive,
poniewaz efekty czasu moga znacznie rézni¢ sie pomiedzy tymi tak odmiennymi
warunkami zycia komoérek i warunkéw srodowiska pozakomoérkowego. Pani
dr Agnieszka Wnuk prowadzi aktualnie tego typu badania w ramach kierowanego
przez nig projektu NCN SONATA-17, co $wiadczy o jej konsekwentnej pracy
naukowej majgcej na celu kompleksowe zbadanie mechanizméw oddziatywan
neuroprotekcyjnych czy neurodegeneracyjnych badanych zwigzkow.

Ostatnia z prac majgca na celu wytonié¢ i zbada¢ mechanizmy oddziatywania
neuroprotekcyjnego réznych zwigzkéw zostala opublikowana w 2021 r
w czasopismie Biomedicines (IF = 4,757; MNiSW = 100 pkt). W pracy,
wykorzystujgc analogiczny model in vitro hipoksji komérek kory nowej
przeprowadzono ocene mozliwosci wykorzystania selektywnej modulacji
receptorow PPARy w neuroprotekcji i hamowaniu zmian wywotanych
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niedotlenieniem komorek. Podjeta problematyka jest niezmiernie istotna
i interesujgca z punktu widzenia klinicznego, bowiem dotychczasowe proby
modyfikacji tych receptoréw przy wykorzystaniu petnych ich agonistow, m.in.
lekéw z grupy TZD nie przyniosta oczekiwanych rezultatéw, m.in. z powodu ich
licznych dziatan niepozadanych. Habilitantka w swoich badaniach przeprowadzita
ocene amorfrutyny B, nalezgcej do grupy zwigzkéw o charakterze SPPARYM, jako
potencjalnego leku mogacego mie¢ zastosowanie w klinicystyce leczenia udarow,
a dotychczas poznanego jako oddziatowujgcego korzystnie na gospodarke lipidowo-
weglowodanowg  oraz  posiadajacego  wiasSciwo$ci  przeciwbakteryjne
i przeciwzapalne, a jednocze$nie niewykazujgcego dziatan niepozadanych
charakterystycznych dla TZD. Stosujgc ten sam punkt czasowy wprowadzenia do
srodowiska komorek, co w przypadku PaPE-1, tj. 6 godzin od wywotlania hipoksji
wykazata istotne oddziatywanie neuroprotekcyjne, ktére zostato potwierdzone
poprzez zniesienie tego efektu po zastosowaniu antagonisty receptorow PPARYy.
Réwniez w tym przypadku badania nad neuroprotekcyjnymi wiasSciwoSciami
amorfrutyny B sg kontynuowane przez Habilitantke w ramach grantu NCN OPUS 16,
kierowanego przez prof. Matgorzate Kajta,

W sktad publikacji stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego wchodzi
rowniez praca przegladowa pt. ,Emerging evidence on membrane estrogen
receptors as novel therapeutic targets for central nervous system pathologies’
wydana jako ostatnia prac z cyklu w 2023 r. w czasopi$mie International Journal of
Molecular Sciences (1IF = 6,208; MNiSW = 140 pkt), ktéra podsumowuje zasadnos$¢
naukowg i mozliwoSci terapeutyczne zastosowania selektywnej stymulacji
btonowych receptoréw estrogenowych w terapii choréb OUN. Praca jest bardzo
warto$ciowg pozycja w obszarze nie tylko tematyki, ktérg zajmuje sie Habilitantka,
ale réwniez szeroko rozumianej neurobiologii. Publikacja ta jest jednoczesSnie
dowodem doglebnej znajomosci tematyki podjetej we wniosku o nadanie stopnia
doktora habilitowanego.

Przedstawiony cykl publikacji, stanowigcy osiggniecie naukowe zostat
uzupeiniony autoreferatem zawierajagcym wprowadzenie do problematyki szlakow
molekularnych angazujacych receptory estrogenowe oraz receptory dla

ksenobiotykéw w neuroprotekcje i neurotoksycznos¢ a takze etiologii
i potencjalnych szlakéw terapeutycznych w leczeniu niedokrwiennego udaru
moézgu, niedotlenienia okotoporodowego i choroby Alzheimera. Nastepnie

Habilitantka omoéwita w sposéb syntetyczny cele podjetych badan, zastosowang
metodyke oraz opis uzyskanych wynikéw wraz z wnioskami. Cato$¢ zamyka
bibliografia liczaca 101 dobrze dobranych pozycji literatury. W strukturze
Autoreferatu brakuje mi natomiast wyraznie zdefiniowanej hipotezy badawczej,
ktéra Habilitantka weryfikowata w toku prowadzonych doswiadczen.

Znaczenie podjetej problematyki: Postepujgce zmiany demograficzne w Polsce i na
Swiecie zwigzane ze starzeniem sie spoteczenstwa jednoznacznie wskazujg ze
badania dotyczace proceséw patologicznych zwigzanych z wiekiem wydaja sie
wrecz priorytetowe, tym bardziej ze s3 to jednostki chorobowe o niepoznanej
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dotychczas etiologii i mechanizmach przebiegu a w zwigzku z tym ograniczong
mozliwoscig leczenia przyczynowego, szczegélnie w odniesieniu do choroby
Alzheimera.  Skuteczno$§¢  postepowania terapeutycznego ~w  udarach
niedokrwiennych czy niedotlenieniu okotoporodowym jest réwniez bardzo
ograniczona nie tylko pod wzgledem skuteczno$ci i dziatan niepozadanych
dostepnych lekéw czy innych metod terapeutycznych, ale réwniez czasowym.
Bardzo waznym aspektem jest rowniez obnizanie si¢ wieku wystepowania udarow
niedokrwiennych ale takze wzrost czestosci przypadkow niedotlenienia
okotoporodowego, co moze by¢ w tym przypadku zwiazane z podwyzszaniem si¢
wieku kobiet planujgcych cigze. Wzrost zachorowan w odniesieniu do
wspomnianych jednostek chorobowych to nie tylko problem dotyczacy samego
pacjenta, ale réwniez problem ekonomiczny i socjalny spoteczenstwa. Podjeta przez
dr Agnieszke Wnuk badania dotyczace poznania nowych mechanizméw badanych
choréb oraz ocena mozliwosci wdrozenia nowych metod terapeutycznych, gléwnie
z wykorzystaniem agonistow btonowych receptoréow estrogenowych wpisuje sie¢
zatem w obszar badan o szczegblnym znaczeniu zaréwno dla medycyny jak
i spoteczenstwa.

Dobér modelu badawczego i metodyki: Prawidtowosc¢ zaplanowania odpowiednich
procedur badawczych jest warunkiem niezbednym do otrzymania wynikéow
pozwalajgcych zweryfikowaé postawione hipotezy. Badania zaplanowane przez
Habilitantke wymagaty szerokiej wiedzy i umiejetnosci zaréwno z zakresu
neurobiologii, farmakologii jak i genetyki molekularnej. Przeprowadzone
do$wiadczenia byly réwniez niezwykle ztoZone i czasochtonne, zatem niezbgdna
byta réwniez ponadprzecietna zdolno$¢ organizacji pracy i poSwigcenia, w czym
zapewne pomogta §wietna organizacja w Pracowni Neurofarmakologii i Epigenetyki
pod kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Kajta.

Prawidtowo$¢ zastosowanych zwigzkéw poddanych ocenie ich dziatania, tj.
PaPE-1 czy amorfrutyny B zastosowanych przeciwcial, ich stezen etc. nie budzg
moich watpliwosci.

Otrzymane przez Habilitantke i wsp. wyniki uzyskano giownie w modelu
in vitro komadrek kory nowej mozgu myszy. Obecnie duza czgsS¢ badan
toksykologicznych, w szczegélnosci ze wzgledow etycznych i proceduralncyh,
prowadzona jest in vitrona komérkach i mozna przypuszczac, ze otrzymane wyniki
bylyby zbiezne z otrzymanymi w drodze in vivo. Ostrozniejsze wnioskowanie
dotyczy natomiast badan potencjalnego efektu terapeutycznego badanych
zwigzkéw w warunkach in vitro, bowiem znane sg bardzo liczne przykfady braku
potwierdzenia wynikéw (zaréwno fatszywie pozytywnych jak i fatszywie
negatywnych) do tych wykonanych ~w warunkach /n vivo z wykorzystaniem
zwierzat modelowych, a juz tym bardziej ich skutecznosci terapeutycznej w
klinicystyce cztowieka, dlatego wnioskowanie o potencjalnej translacyjnosci
otrzymanych wynikéw powinno by¢ co najmniej bardzo ostrozne.

ZYozono$¢ OUN, interakcji pomiedzy poszczegdlnymi typami komorek i udziatu
bariery krew-mozg nie tylko w kontekscie jej przepuszczalnoSci ale rowniez
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mozliwosci aktywnego usuwania roznych zwigzkow powinna tym bardziej
zwiekszy¢ czujnos¢ we wnioskowaniu otrzymanych wynikow z badan in vitre.
Komérki w warunkach in vitro wykazuja znacznie mniejszg wrazliwo$¢ na
neurotoksyny czy substancje neuroprotekcyjne niz komdrki badane in wvive
w tkankach zwierzat. Co wiecej, w hodowli in vitro komorki nie s3
zsynchronizowane i nie wszystkie majg markery charakterystyczne dla dojrzatych
neurondow. Czynniki te sprawiaja, ze mimo iz komoérki kory nowej czy innych
struktur mozgu sa powszechnie wykorzystywana jako model in vwvitro
w badaniach schorzen uktadu nerwowego, mogg sie pojawi¢ pewne watpliwosci
przy interpretacji otrzymanych wynikéw Ponadto dwuwymiarowe (2D) hodowle
komoarek in vitro nie odzwierciedlajg mikrosrodowiska tkanki i sg coraz czesciej
zastepowane przez hodowle tréjwymiarowe (3D).

Obecnie Habilitantka kontynuuje swoje badania w ramach projektéw OPUS
i SONATA m.in. z wykorzystaniem modeli zwierzecych, co niewatpliwie moze
wptyna¢ nie tylko na dalsze poznanie badanych mechanizméw, ale zwigkszy ich
potencjat aplikacyjny. Moje uwagi nie majg zatem charakteru krytyki, lecz dyskusji
z Kandydatkg odnosnie mozliwosci jednoznacznego wnioskowania z uzyskanych
wynikow dotyczacych badan z wykorzystaniem wytgcznie modeli in vitro czy tez
nawet definiowania ich jako modeli choroby Alzheimera, udaru niedokrwiennego
jak rowniez niedotlenienia okotoporodowego. Wszystkie te procesy patologiczne s
tak ztozone, ze modele in vitro jedynie w niewielkim stopniu obrazujg ich
rzeczywisty przebieg.

W odniesieniu do modelu 7n vivo oddziatywania triklokarbanu na ptody myszy
doSwiadczenie przeprowadzono podajac ten ksenobiotyk samicom od 15 do 18 dnia
cigzy a wiec w ostatnich dniach przed porodem. Moim zdaniem chcgc zbada¢ wpltyw
tego i innych ksenobiotykéw na procesy neurorozwojowe OUN ptodow (co byto
celem przeprowadzonych badan) nalezatoby zastosowa¢ dodatkowg lub
dodatkowe grupy badawcze na wczesniejszym etapie rozwoju ptodu, kiedy procesy
ksztattowania OUN s3 szczegodlnie intensywne, co przypuszczam jest zaplanowane
lub realizowane w ramach prowadzonego przez Kandydatke grantu SONATA.

Podsumowujgc, za najwazniejsze wyniki uzyskane w cyklu publikacyjnym uwazam:

1. Wykazanie, ze modulacja btonowych receptoréw estrogenowych jest
efektywniejsza 1 korzystniejsza terapeutycznie oraz pozbawiona efektow
niepozadanych ktore zwigzane sg z innymi typami receptorow estrogenowych,
w tym jadrowych i zwigzanych z biatkiem G

2. Wykazanie neuroprotekcyjnego oddziatywania selektywnego aktywatora
btonowych receptoréw estrogenowych (mERa, mERB)-PaPE-1 w modelu in vitro
niedotlenienia okotoporodowego, udaru niedokrwiennego mozgu
i neurotoksycznego oddziatywania B-amyloidu oraz wyjasnienie mechanizmu
takiego oddzialtywania poprzez hamowanie stresu oksydacyjnego, nekrozy
i apoptozy, zwlaszcza zwigzanej ze szlakiem mitochondrialnym.
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3. Wykazanie potencjatu neuroprotekcyjnego amorfrutyny B modulujgce;
selektywnie receptory PPARy w korzystnym czasowo oknie terapeutycznym w
modelu niedotlenia in vitro komdrek kory nowej myszy oraz mechanizmu takiego
oddziatywania poprzez wybiércza modyfikacje poziomu metylacji promotora tego
genu

4. Wykazanie mechanizmu neurotoksycznego oddziatywania triklokarbanu
i DDE na komorki OUN ptodu myszy poprzez rozregulowanie procesu autofagii
i udzial w tym procesie szlakow zwigzanych z receptorami estrogenowymi
i receptorami dla ksenobiotykéw oraz zmianami epigenetycznymi komorek
nerwowych mozgu

5. Wykazanie, iz prenatalny efekt triklokarbanu na zmiany poziomu i wzoru
globalnej metylacji DNA zalezny jest od pici

W podsumowaniu oceny stwierdzam, ze osiggnigcie naukowe dr Agnieszki Wnuk
stanowi znaczny wklad w rozwdéj dyscypliny nauki medyczne, w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu

1. Ocena dorobku naukowego

Catkowity dorobek publikacyjny dr Agnieszki Wnuk (po wytaczeniu zgodnie
z obowigzujgcymi przepisami prac wchodzacych w sktad ocenianego wyzej
osiagniecia naukowego) w chwili sktadania ocenianego wniosku obejmowat 23
prace oryginalne i 2 prace pogladowe, w istotnej czgSci przygotowane z kluczowym
udziatem Kandydatki (w 8 byta pierwszym autorem). Wprawdzie Kandydatka
w zadnej z prac nie jest autorem ostatnim, co $wiadczyloby o kierowaniu zespotem
badawczym, ale jest to niewatpliwie kwestia niedtugiej perspektywy z uwagi na
pelnione obecnie kierownictwo projektu NCN SONATA. Sumaryczny IF tych prac byt
bliski 106 a taczna punktacja MNiSW wyniosta 1590. Prace cytowane byty tgcznie
499 razy (bez autocytowan), co przetozyto sie na wysoki (jak na ten etap rozwoju
naukowego) wspotczynnik Hirscha wynoszacy 18.

Do innych publikacyjnych osiagnie¢ naukowych Kandydatki naleza
3 prezentacje ustne na konferencjach krajowych i migdzynarodowych;
65 komunikatow i referatéow konferencyjnych prezentowanych w kraju i za granicg
oraz 6 wyktadéw na seminariach krajowych. Kandydatka brata tez czynny udziat
w wydarzeniach popularyzujgcych nauke wygtaszajac 5 prezentacji o charakterze
popularnonaukowym.

Dr Agnieszka Wnuk byta kierownikiem jednego projektu badawczego NCN
PRELUDIUM 7 i jest obecnie kierownikiem kolejnego, uzyskanego w ramach NCN
SONATA. Ponadto Kandydatka jest wykonawcg realizowanych 4 projektow
badawczych, w tym trzech finansowanych przez NCN i jednego finansowanego
przez Uniwersytet w Haifie (Izrael). Ponadto byta wykonawcg w 9 zakonczonych
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projektach badawczych. Duza aktywnos¢ projektowa Kandydatki swiadczy o jej
umiejetnosci w pozyskiwaniu funduszy na badania oraz rozpoznawalnodci
w srodowisku naukowym.

Pani dr Agnieszka Wnuk jest réwniez od 2019 r. czlonkiem Polskiego
Towarzystwa Badan Uktadu Nerwowego; petnita tez taka funkcje (2016-2021)
w European Society of Toxicology In Vitro - ESTIV.

Bardzo waznym w rozwoju naukowym Kandydatki, $wiadczagcym o jej
mobilnosci i mozliwosci nawigzywania wspoétpracy, byty réwniez odbyte, gtéwnie
1-miesieczne, staze zagraniczne, m.in. na Uniwersytecie w Perpignan (Francja, 2021
r.), Instytucie Neuroanatomii Universitatsklinikum RWTH w Akwizgranie (2019)
w ramach stypendium wyjazdowego Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej,
Uniwersytecie w Zurychu (2017 r.) w ramach funduszy KNOW jak rowniez krajowy
staz w Katedrze Biotechnologii Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie
(pazdziernik/listopad 2015).

Habilitantka jest rowniez cztonkiem Rad Recenzentéw uznanych czasopism
takich jak: International Journal of Molecular Sciences, Antioxidants, Symmetry,
Proteomes, wykonujac dotychczas ponad 140 recenzji dla wymienionych i innych
prestizowych czasopism.

Osiggniecia naukowe Kandydatki zostaly réowniez docenione w obszarze
praktycznym poprzez wykorzystanie jej prac w raportach m.in. miedzynarodowe;j
agencji Human Biomonitoring For Europe (HBM4EU) i Komisji Europejskiej (Wnuk
i wsp. 2019, Mol. Neurobiol. 56(7):4820-4837), raporcie Panelu Ekspertow
ds. Bezpieczenstwa Skltadnikow Kosmetycznych powstalym przy wsparciu FDA
(Wnuk i wsp. 2018, Mol Neurobiol. 55(3):2362-2383), raporcie miedzynarodowej
organizacji OECD - Organizacji Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju, majacej wplyw
na polityke Srodowiskowg Swiata (Wnuk i wsp. 2016, Neurotox Res. 29(1):155-72),
we wspolnym Raporcie Komisji Europejskiej - European Chemical Agency (ECHA)
oraz Francuskiej Agencji ds. Zywnoéci, Srodowiska oraz Bezpieczenstwa i Higieny
Pracy (ANSES) (Kajta i wsp. 2019, Mol Neurobiol. 56(5):3113-3131 oraz Kajta i wsp.
2010, Sci Total Environ. 701:134818).

W uznaniu osiggnie¢ naukowych Kandydatka uzyskata 6 nagrod Dyrektora
Instytutu Farmakologii za publikacje naukowe w latach 2018, 2020, 2021 oraz
Zespotowg Nagrode Naukowg Wydziatu Nauk Medycznych Polskiej Akademii Nauk
za cykl publikacji pt. Identyfikacja nowych mechanizméw molekularnych
angazujacych receptory estrogenowe i receptory dla ksenobiotykow
w neuroprotekcje i neurotoksycznosc. (listopad 2018).

Waznym podkreslenia jest prowadzenie przez Kandydatke licznych wspaétprac
naukowych ze znanymi oSrodkami zagranicznymi jak i krajowymi, m.in. z prof.
Cordian Beyer z Instytutu Neuroanatomii, RWTH Aachen University, prof. Inna
Gaisler-Salomon z Uniwersytetu w Haifie, prof. dr hab. Joanna Sliwowska z Pracowni
Neurobiologii, Instytutu Zoologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, dr hab.
Matgorzatg Lenartowicz z Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu
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Jagiellonskiego w Krakowie, prof. dr hab. Elzbietg Salinskg z Zaktadu Neurochemii
Instytutu Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej im M. Mossakowskiego PAN
w Warszawie, prof. dr hab. Anng K. Wojtowicz oraz dr hab. Konradem Szychowskim
z Katedry Biotechnologii Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego im. H. Kottataja
w Krakowie. Wspolpraca dotyczy réwniez wspoélnych badan z innymi zespotami
macierzystej jednostki IF PAN w Krakowie, w tym z prof. dr hab. Krystyng
Gotembiowska oraz dr Karoling Noworyta z Zespotu Il Zaktadu Farmakologii czy
dr hab. Elzbietg Lorenc-Koci z Zaktadu Neuropsychofarmakologii.

Podsumowujac te cze$¢ oceny moge stwierdzic:

Habilitantka posiada istotny dorobek naukowy, przekraczajgcy wymagania
ustawowe, niezbedne dla uzyskania stopnia doktora habilitowanego.

III. Ocena dziatalnosci dydaktyczne;j

W kwestii dziatalnosci dydaktycznej dorobek Kandydatki rowniez nie budzi
zadnych moich zastrzezen. Pani Dr Agnieszka Wnuk jest pracownikiem naukowym
w instytucie PAN, co z zalozenia i powotania takiej jednostki zwigzane jest gtownie
z prowadzeniem badan naukowych. Pomimo ogromnego zaangazowania w prace
naukowgq Habilitantka réwniez na tym polu ma szereg osiggniec, gtbwnie w postaci
promotorstwa w przewodach doktorskich ale rowniez magisterskich i licencjackich,
a wiec zwigzanych takze z ksztatceniem akademickim. Do chwili ztozenia wniosku
o nadanie stopnia dra habilitowanego Kandydatka byta promotorem obronionej
jednej pracy magisterskiej oraz dwu prac licencjackich. Jest rowniez promotorem
pomocniczym w dwu otwartych przewodach doktorskich. Byla roéwniez
organizatorem 2 stazy doktorantéw z RWTH Aachen, Niemcy w ramach
,Miedzynarodowej wymiany stypendialnej kadry akademickiej i doktorantdw
PROM”, Do dziatalno$ci dydaktycznej Kandydatki mozna réwniez zaliczy¢
prowadzenie od 2017 r. spotkan naukowych organizowanych przez Dyrekcje
IF PAN w Krakowie, przeznaczonych dla doktorantéw i mlodych naukowcéw
(Koordynator Journal Club) a takze liczne wyktady m.in. na organizowanych
w Krakowie Festiwalach Nauki i Sztuki. Udzielita réwniez wywiadu dla Forum
Akademickiego.

Whnioski konicowe

Doktor nauk medycznych Agnieszka Wnuk jest do§wiadczonym pracownikiem
naukowym. Zainteresowania naukowe Habilitantki sg szerokie, lecz obecnie
koncentrujag sie na neurobiologii, w tym szczegélnie na procesach
neurodegeneracyjnych i mozliwosciach oddziatywania neuroprotekcyjnego
poprzez blonowe receptory estrogenowe w réznych modelach choréb zwigzanych
z uszkodzeniem OUN. Prace naukowe nad tymi zagadnieniami prowadzone s3 przez
Habilitantke od 10 lat i zwigzane sg z dzialalnosciag naukowg w Pracowni
Neurofarmakologii i Epigenetyki, Zaktadu Farmakologii IF PAN w Krakowie.
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Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe, ktére stanowi cykl pieciu prac
oryginalnych i jednej przegladowej, powigzanych tematycznie uwazam za bardzo
interesujgce i warto$ciowe. Publikacje te stanowig istotny wkitad w poznanie
mechanizmoéw rozwoju neurodegeneracji zwiagzanej z niedotlenieniem, chorobami
zwyrodnieniowymi czy oddziatywaniem ksenobiotykow, co jest warunkiem
mozliwo$ci wprowadzenia nowych skuteczniejszych form terapii. Nalezy
podkreslic, ze wskaznik dokonan naukowych Habilitantki w odniesieniu do
przedstawionego do oceny cyklu prac jak i catoksztattu dorobku naukowego jest
bardzo wysoki o czym $wiadczy ranga czasopism w ktorych publikowane sg prace,
liczba cytowan i wynikajgcy z nich wysoki wspotczynnik Hirscha.

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze dorobek naukowy, dydaktyczny
i organizatorski Kandydatki speilnia wszystkie wymogi stawiane osobom
ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego.

Wnosze zatem do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie
o dalsze procedowanie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki
medyczne dr Agnieszki Wnuk.

PROFESOR
iatedry | Za'ladu Farmakoterapil
iOpieki Farmaceutycznej

-of dr hab. Marigsz Sacharczux

Josks.

Z wyrazami szacunku
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