Pani Iga Wieczorek w 2018 roku ukonczyla jednolite studia magisterskie w Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
na podstawie przedstawionej pracy dyplomowej pt.: ,,Badanie polimorfizmoéw genu
HCRTRI1 i oznaczanie stezenia hipokretyny-1 u chorych z migreng". Praca wykonana w
Pracowni Neurobiologii Katedry i Kliniki Neurologii pod kierunkiem prof. dr hab.
Jolanty Dorszewskiej, zostala wyrozniona podczas 53. Wydziatowego Konkursu Prac
Magisterskich. Doktorantka zostata rowniez wyrézniona Medalem Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu za prace spoleczna i osiagniecia w nauce. W trakcie studiow
Pani Iga Wieczorek uczestniczyta w programie Erasmus+ w Wydziale
Farmaceutycznym, Uniwersytetu w Walencji (Hiszpania) (2015/2016). W roku 2018
odbyla staz w Instytucie Farmakologii Ogolnej i Toksykologii (Institut fiir Allgemeine
Pharmakologie und Toxikologie, Pharmazentrum, Frankfurt nad Menem, Niemcy)
uczestniczac w projekcie dotyczgcym mechanizmow regulacji kinaz sfingozyny oraz
zespotu niedoboru liazy sfingozyno-1-fosforanu. Nastepnie w 2021 odbyla staz w
Instytucie Neurobiologii Stowackiej Akademii Nauk w Koszycach wchodzac w skiad
grupy badawczej prof. Nadezdy Lukacovej zajmujacej si¢ urazami rdzenia kregowego.
W 2022 roku ukonczyla studia podyplomowe w zakresie organizacji i zarzadzania
badaniami klinicznymi (Centrum Ksztalcenia Podyplomowego, Uczelnia Lazarskiego,
w Warszawie, praca dyplomowa: ,,Wybrane aspekty badan klinicznych w chorobie

Alzheimera — amyloid B jako punkt uchwytu dla nowych terapii™).

168

wuredupl

Lwim.edi




W 2018 mgr farm. Iga Wieczorek rozpoczela interdyscyplinarne studia doktoranckie w
ramach programu POWER Och!Dok w Pracowni Badan Przedklinicznych Zwigzkoéw
Neuroprotekeyjnych i Czynnikow Srodowiskowych,  Instytutu ~ Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskie] Akademii Nauk
w Warszawie.

Mgr farm. Iga Wieczorek kieruje projektem badawczym finansowanym przez
Narodowe  Centrum  Nauki W ramach  konkursu  Preludium 20 (nr
NCN/2021/41/N/NZ5/02036, tytut projektu: Potencjalne wlasciwosci neuroprotekeyjne
modulatoréw receptoréw dla sfingozyno-1-fosforanu (S1P) (fingolimodu i siponimodu)
w toksycznosci oligomeréw peptydu amyloidu beta. Znaczenie receptorow dla SIP w
chorobie Alzheimera).

Jest czlonkiem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego oraz autorka czterech
publikacji naukowych i 9 doniesien naukowych.

Doktorantka nie ubiegala si¢ wczesniej o nadanie stopnia doktora.
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Sfingolipidy to zréznicowana grupa lipidow, ktére ze wzgledu na wyjatkowa strukture
oraz role w sygnalizacji komérkowej i kontroli losow neurondéw sg istotne dla
prawidlowego funkcjonowania tkanki nerwowej. Poczatkowo uznawano je jedynie za
budulec bton komérkowych, jednak dzisiaj wiadomo, ze ich znaczenie fizjologiczne jest
duzo szersze. Uczestniczac w zlozonych szlakach sygnatowych, sfingolipidy
przyczyniaja sie do regulacji takich aktywnosci komorek nerwowych jak; wzrost,
migracja, réznicowanie oraz zaprogramowana smier¢, co czyni je intrygujacym
obszarem badan i otwiera mozliwosci potencjalnych interwencji terapeutycznych.
Unikalne wlasciwosci sfingolipidow odkryte na przestrzeni ostatnich lat zmuszaja
naukowcow do zrewidowania pogladéw na temat metabolicznych funkcji lipidow oraz
roli zaburzen metabolizmu sfingolipidéw w rozwoju stanéw patologicznych, w tym
choréb neurodegeneracyjnych, do ktérych nalezy choroba Alzheimera. Obecnie uznaje
sie, ze zmiany poziomu sfingolipidow oraz zaburzenia ich metabolizmu mogg znaczaco
oddziatywa¢ na funkcjonowanie neurondw i regulowa¢ ich przezycie.

Jednoczesénie w odniesieniu do choroby Alzheimera coraz cze$ciej wskazuje sig, ze
wystepowanie zaréwno patologii beta-amyloidu (AB), jak i biatka tau jest

niewystarczajace, aby w sposob pewny przewidzie¢ rozwoj objawow (fagodnych




zaburzen poznawczych lub otegpienia) u 0s6b bez zaburzen klinicznych stad tez rosnie
zainteresowanie sfingolipidami i ich rolg w patomechanizmie tej choroby. Szczeg6lnie
zaburzenia sygnalizacji zaleznej od sfingozyno-1-fosforanu (S1P) postrzegane sg przez
Swiat naukowy jako czynnik majacy zwigzek ze zmianami neurodegeneracyjnymi.
Uwaza si¢, ze niski poziom SI1P w strukturach mézgu kluczowych dla procesow
kognitywnych, moze wigza¢ si¢ z uposledzonym usuwaniem Af i koreluje z postepem
zmian neurodegeneracyjnych. Jest wysoce prawdopodobne, ze dokladne poznanie
mechanizmu wzrostu i apoptozy komodrek w kontekscie dziatania sfingolipidéw
umozliwi rozwdj nowych metod leczenia opartych na punktach uchwytu w przestrzeni
sfingolipidowych szlakow transmisji sygnatu.

Kontynuacja badan nad sfingolipidowymi szlakami transmisji sygnalu i mozliwosci ich
modulacji sa wiec potrzebne zaréwno ze wzgledow poznawczych jak i aplikacyjnych.
Badan tych podjeta si¢ mgr farm. Iga Wieczorek weryfikujac dziatanie modulatorow
receptoréw  dla  sfingozyno-1-fosforanu  jako  potencjalnych  czynnikéw
neuroprotekcyjnych w modelach in vivo 1 in vitro choroby Alzheimera.

Obiecujacymi zwigzkami w tym zakresie sg leki z grupy selektywnych modulatorow
receptora S1P: ponesimod, ozanimod (oba leki zarejestrowane do leczenia rzutowo-
remisyjnej postaci stwardnienia rozsianego - ang. multiple sclerosis, SM) i siponimod
(wskazany w leczeniu dorostych pacjentéw z wtornie postepujacg postacia SM) oraz
fingolimod (FTY720) - syntetyczny analog sfingozyny, ktory ze wzgledu na dziatanie
immunomodulujgce i interakcje z receptorem S1PR1 na powierzchni limfocytow T
znalazt juz zastosowanie terapeutyczne i zostal dopuszczony do leczenia rzutowo-
remisyjnej postaci SM. Wysoka lipofilnos¢ fingolimodu sprawia, ze lek dobrze
przechodzi przez bariere krew-mozg ulegajac w tkankach osrodkowego uktadu
nerwowego fosforylacji i wigzaniu z receptorami S1P znajdujacymi si¢ na neuronach i
komorkach gleju, co moze promowaé¢ wzrost i funkcje neuronéw. Stusznos¢ tego
zalozenia potwierdzajg badania na materiale klinicznym z ktérych wynika, ze poziom
S1P w rejonie CA1 hipokampa oraz dolnym zakrecie skroniowym istoty szarej i biale;
jest nizszy u 0s6b z chorobg Alzheimera i negatywnie koreluje z nasileniem objawow
oraz postepem zmian neuropatologicznych. Te wiasciwosci staty sie podstawag do
poszukiwania  nowych  zastosowan  modulatorow  SIPR ~ w  chorobach

neurodegeneracyjnych innych niz SM.



Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest merytorycznie, faktograficznie oraz
objetoéciowo obszerna i obejmuje badania zrealizowane w ramach projektu
badawczego OPUS 8  (NCN/2014/ 15/B/NZ3/01049  oraz  Preludium 20
(NCN/2021/41/N/NZ5/02036).

Uktad i sekwencja poszezegolnych podrozdziatow stanowia spojna i logiczng calosc,
przy czym na podkreslenie zastuguje zachowanie prawidlowych proporcji pomiedzy
czedcia teoretyczng (36 stron), obszerna, bardzo ladnie i przejrzyscie zilustrowana
czeécia doswiadczalng (57 stron) i dyskusja wynikow (22 strony). Graficzne
opracowanie pracy jest staranne i obejmuje 25 rycin oraz 6 tabel, ktére ulatwiaja
zrozumienie prezentowanych zagadnien. Uwage zwraca bogata literatura (doktadnie
466 pozycji pismiennictwa) taczaca sig bezposrednio z tematem badan, ktéra wnosi
istotne elementy poznawcze i stanowi podstawe do dyskusji oraz nowych ustalen.
Wstep pracy jest przemyslany i zawiera duzy tadunek informacji naukowych, podanych
w sposob interesujacy i przyjazny czytelnikowi. We wstepie autorka przedstawia w
zwiezly sposob informacje na temat; epidemiologii choroby Alzheimera, w tym
najnowszych odkry¢ odnoszacych sig¢ do jej patomechanizmu, fizjologicznej roli
bioaktywnych sfingolipidow w dojrzewaniu i funkcjonowaniu ukladu nerwowego, a
takze ich powigzanie z rozwojem chorob neurodegeneracyjnych. Charakteryzuje
réwniez zwiazki modulujace dziatanie receptorow dla sfingozyno-1-fosforanu (SIP).
Cel ogdlny i cele szczegolowe pracy doktorskiej zostaly jasno nakreslone.
Koncentrowaly sie one na ocenie wptywu modulatorow receptora dla sfingozyno-1-
fosforanu (S1P) na zmiany transkrypcyjne i translacyjne biatek zaangazowanych w
przekaznictwo synaptyczne, apoptozg, procesy zapalne a takze Sciezke prozyciowa
zalezna od kinazy AKT w do$wiadczalnych modelach rodzinnej postaci choroby
Alzheimera. Doktorantka zaprojektowata szereg doswiadczen dokonujac oceny wpltywu
mutacji w genie dla APP w dwoch grupach wiekowych transgenicznych myszy szczepu
FVB-Tg transfekowanych ludzkim zmutowanym genem dla biatka prekursorowego
peptydu amyloidu p (APP) (zwierzgey model rodzinnej postaci choroby Alzheimera) i
na tym tle oceniala dzialanie fingolimodu. Przeanalizowata wplyw tego
nieselektywnego modulatora SIPR na poziom mRNA i immunoreaktywno$¢ biatek
presynaptycznych, poziom mRNA i stopief ufosforylowania biatka Tau oraz kinazy

AKT i jej biatek efektorowych, w dwoch strukturach mézgu: hipokampie oraz korze.




Autorka przeprowadzila réwniez badania in vitro, ktore polegaly na ocenie wpltywu
modulatoréw receptora S1P (ufosforylowanego fingolimodu, ponesimodu, siponimodu
oraz zwigzkow: CYMS5541, CYM50308, A971432) na zywotno$¢ komorek, poziom
wolnych rodnikéw, potencjal blony mitochondrialnej, a takze ekspresj¢ genow
kodujacych receptory dla S1P, biata pro- i antyapoptotyczne oraz cytokiny prozapalne,
w dwoch liniach komérkowych HT22 i BV2 traktowanych oligomerami amyloidu B
(APo).

Metodyka badan zostata staranie dobrana i do$¢ szczegdlowo opisana. Zastosowane
metody naleza do ogromnie czasochlonnych oraz pracochtonnych procedur i wymagaty
opanowania szeregu technik badawczych z dziedziny analizy biochemicznej.

7 obowiazku recenzenta chciatabym zwrdci¢ uwage na koniecznos¢ uzupelnienia
metodyki o informacje na temat liczebnosci grup doswiadczalnych oraz skladu paszy.
Podczas lektury nasuwaja sie rowniez pewne uwagi do ewentualnego rozwazenia i
rozwiniecia a mianowicie: w czesci dotyczacej badan in vivo Doktorantka nie
sprecyzowala czym kierowata sie wybierajac do doswiadczenia samice, jaka byta
poczatkowa i koficowa masa ciata myszy, czy oceniano stan zdrowia zwierzat podczas
prowadzonych procedur.

W obszernym rozdziale poswieconym wynikom Doktorantka zaprezentowata w sposob
czytelny otrzymane dane poddajac je precyzyjnemu opracowaniu statystycznemu.
Warto podkresli¢, ze wyniki czesciowo opublikowano w Frontiers in Molecular
Neuroscience w 2021 roku, gdzie Doktorantka jest drugim, rownorz¢dnym autorem
pracy. Wyniki badan przeprowadzonych u zwierzat transgenicznych w duzej mierze
byly negatywne, co moze wynika¢ zaréwno z zastosowanego modelu badawczego,
niewielkiej liczebnosci grup jak i zréznicowanej liczebnosci prob wiaczonych do
analizy statystycznej (jakie byly kryteria wlaczenia do analizy?). W zastosowanym
modelu doswiadczalnym nadekspresja ludzkiego zmutowanego genu dla APP
wywierata istotny, zalezny od wieku wptyw na sygnalizacj¢ zalezng od kinazy AKT
jedynie w hipokampie myszy. Doktorantka na podstawie otrzymanych wynikow
wysuneta wniosek, ze fingolimod moze czesciowo przywracaé zaburzong ekspresje
genéw kodujacych biatka presynaptyczne u myszy z mutacjg londynskg w genie dla
APP, co moze mie¢ bezposrednie przetozenie na poprawe przekaznictwa synaptycznego

i nasilenie zmian patologicznych. Zatuje, ze Doktorantka nie pokusita si¢ o wykonanie




badafh behawioralnych oceniajacych procesy uczenia si¢ 1 pamieci, ktore ulatwityby
interpretacje zmian zaobserwowanych w strukturach OUN.

W odniesieniu do badan in vitro wykazano, ze zastosowanie modulatorow receptoréw
dla S1P zmniejsza parametry stanu zapalnego w linii komoérkowej HT22, natomiast w
linii komorek BV2 te same zwiazki poglebiaty niekorzystne zmiany wywotane przez
APo. Dodatkowo wykazano, ze fingolimod zmniejszal wywolany ABo wzrost ekspresji
genu dla prozaplanej IL-6 w komorkach linii HT22. Wplyw modulatorow S1PR na
bialka kompleksu SNARE widoczne byly jedynie u zwierzat starszych - 12
miesiecznych, co jest zgodne z przewidywaniami i wskazuje na istotng role sygnalizacji
zaleznej od S1P w zaawansowanych stadiach choroby Alzheimera. Wazna obserwacja
jest rowniez wykazanie, ze w linii komérkowej HT22 agonisty receptoréw S1PR4 oraz
S1PR5 przywracaja do wartosci kontrolnych poziom mRNA antyapoptycznego biatka
Bcl-2 obnizony podaniem Afo. Graficzne opracowanie wynikow nie budzi zastrzezen,
jednak opis rycin wymaga sprecyzowania do jakich testow statystycznych odnosza sig
poszczegoblne znaczniki.

Dyskusja uzyskanych wynikéw zostata przeprowadzona interesujaco i wnikliwie,
szczegdlnie w aspekcie najnowszych odkry¢. Doktorantka we wlasciwy sposob
przedstawila swoje wyniki w kontekscie badan zaprezentowanych przez innych autoréw
zachowujac krytyczny stosunek do wiasnych osiagnieé, co jest dowodem dojrzatosci
naukowej. Ponadto sposob cytowania jest bezblgdny i profesjonalny.

Reasumujac, rozprawe doktorska Pani mgr Igi Wieczorek oceniam bardzo wysoko, a
przytoczone drobne uwagi w niczym nie umniejszaja jej duzej wartosci poznawczej i
aplikacyjnej. Praca wnosi szereg elementow nowosci naukowej, rozszerza wiedze o
nowe kierunki dziatania modulatoréw S1PR oraz ich mechanizm molekularny a takze
otwiera perspektywy dalszych ciekawych i potrzebnych badan. Warte podkreslenia jest

rowniez staranne przygotowanie redakcyjne i edytorskie pracy.

W mojej ocenie, przedstawioha praca spelnia wszystkie wymagania stawiane
rozprawom na stopien doktora zawarte w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742). Ponadto ze wzgledu na wagg

zagadnienia i staranne przeprowadzenie badan wnioskuje o wyrdznienie pracy.

Mam zaszezyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Medycyny

Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk



w Warszawie wniosek o dopuszczenie Pani Igi Wieczorek do dalszych etapow

przewodu doktorskiego i jednoczeénie wnosze o wyrdznienie pracy.

Dr hab. n. med. Kamilla Blecharz-Klin

M.08 2023
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