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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. ”Indukcja autofagii jako mechanizm dziatania genisteiny w eksperymentalnej terapii
chor6b neurodegeneracyjnych”

Dla: Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego

Doktorantka: Pani mgr Karolina Pierzynowska

Choi‘oby neurodegeneracyjne prowadzgce do stopniowej utraty komérek nerwowych sg
niezwykle czeste i bardzo zréznicowane pod wzgledem typéw oraz etiologii. Problem ten
poglebia sie w zwigzku ze starzeniem sie spoteczenstw. Przyczyna wigkszoSci tych choréb
jest gromadzenie sie wieloczasteczkowych agregatéw w komérkach nerwowych, co
skutkuje powaznymi konsekwencjami neurologicznymi u pacjenta. Z tych powodow
prace nad wynalezieniem skutecznych terapii trudno przeceni¢, szczeg6lnie wobec braku
sukceséw w tej dziedzinie. Skuteczny lek to taki ktéry pokonywatby barierg krew-mozg a
oprécz efektéw leczniczych, polegajacych na usuwaniu szkodliwych agregatow, nie
powodowatby efektéw ubocznych. Jednym z podej$¢ nad ktérymi pracuja obecnie
wyspecjalizowane laboratoria jest stymulowanie autofagii, ktéra likwidowataby lub
znacznie zmniejszata patologiczne agregaty. PrzedtoZona doktorska rozprawa Pani mgr
Karoliny Pierzynowskiej reprezentuje ten nurt badan i skupia si¢ na skutecznosci oraz

mechanizmie dziatania flawonoidu o nazwie genisteina, w usuwaniu agregatow



biatkowych w wybranych chorobach neurodegeneracyjnych. Praca nad tym zwigzkiem
stanowi kontynuacje bardzo cennych badan laboratorium prof. Grzegorza Wegrzyna,
ktére dotyczyty wykorzystania genisteiny w leczeniu mukopolisacharydozy. Juz wéwczas
ustalono, zZe genisteina przekracza bariere krew-mézg oraz nie generuje efektow
ubocznych. Ustalono réwniez, ze zwigzek ten powoduje aktywacje czynnika biogenezy
lizosoméw stanowigcych kluczowe ogniwo autofagii. Rozprawa rozpoczyna sie
kilkustronicowym streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim zaopatrzonym w
odpowiednig bibliografie. Po nim nastgpuja cztery artykuty, przy czym Doktorantka jest
pierwszym autorem kazdego z nich. Rozprawa rozpoczyna sig¢ bardzo logicznie od
artykutu przeglagdowego, ktory znakomicie wprowadza w zagadnienie autofagii oraz
znaczenie badan nad nig, w kontek$cie prob opracowania terapii chorob
neurodegeneracyjnych. Po niej nastepujg trzy artykuty oryginalne utozone w bardzo

logicznym porzadku.

W pierwszym z nich Pani Pierzynowska analizowata wptyw genisteiny na
zmniejszenie nierozpuszczalnych agregatéw zmutowanej huntingtyny. Praprzyczyng
powstawania agregatow jest ekspansja kodonéw glutaminowych w kodujacym jg genie,
w komoérkach nerwowych pacjentéw cierpigcych na chorobe Huntingtona. Doktorantka
6w wptyw analizowata z zastosowaniem sztucznego modelu opartego o komérki HEK293
z ektopowg ekspresjg allelu typu zmutowanego, wobec allelu dzikiego, ktéry umozliwia
odrebng analize biatka dzikiego i zmutowanego. Zastosowanie tego modelu w petni
uzasadnita. Pokazata bezpos$redni wptyw genisteiny na zwiekszenie procesu autofagii w
tych komérkach. Nasuwa sie pytanie dlaczego genisteina powoduje nie tylko obnizenie
agregatébw zmutowanej huntingtyny lecz réwniez zmutowanego biatka w formie
rozpuszczalnej, bowiem Autorka nie dyskutuje tej kwestii. Czyzby nieco wigksza dtugo$¢
zmutowanego biatka wobec dzikiego byta ku temu wystarczajagcym sygnatem?

Chciatabym ustyszeé poglad Autorki na ten temat w trakcie obrony rozprawy.

Bardzo interesujacg kontynuacje rozprawy stanowity badania przeprowadzone w
komoérkach fibroblastéw pacjentéw obarczonych choroba Huntingtona, w poréwnaniu z
fibroblastami oséb zdrowych. Autorka opisata je w drugim artykule oryginalnym.
Godnym pogratulowania jest uzyskanie efektu catkowitego zaniku agregatéw pod
wplywem genisteiny. Jednak pewna staboscig tych badan, ktérg podnosi sama

doktorantka, jest niemozno$¢ immunologicznego rozréznienia huntingtyny prawidtowe;



od zmutowanej na skutek niewystarczajgcej réznicy masy. Stad nie wiadomo, czy i w tych
komérkach dochodzi do obnizenia poziomu rozpuszczalnej formy nieprawidtowego
biatka. Jako osoba spoza grona naukowcéw zajmujgcych sie tym zagadnieniem,
zastanawiam sie dlaczego zaburzenie homeostazy na skutek gromadzacych sie agregatéw
nastepuje w komorkach nerwowych, skoro agregaty sa obecne réwniez w innych
tkankach, czego przyktadem sg fibroblasty pacjentéw? Ponadto, do objawow
patologicznych pacjentéw z pewno$cig przyczyniajg sie réwniez opisane przez innych
autoréw nieprawidtowo$ci spowodowane obecno$cig samego patologicznego mRNA

huntingtyny, ktéry zawiera powtdrzenia tripletéw glutaminowych.

W trzecim artykule oryginalnym opisujagcym badania nad wplywem genisteiny na
zmniejszenie patologicznych agregatéw, Pani mgr Pierzynowska skoncentrowata sie na
modelu zwierzecym, jednak tym razem dotyczacym choroby Alzheimera. Wprawdzie to
zaburzenie nalezy do choréb neurodegeneracyjnych, jednak ma inng nature na poziomie
molekularnym niz choroba Huntingtona. Polega mianowicie na gromadzeniu sie ptytek
tzw. B-amyloidu oraz silnie fosforylowanej formy biatka tau, jednak przyczyny ich
pojawiania sie nie sg wystarczajgco poznane. Potencjalny efekt terapeutyczny genisteiny
na te chorobe w kontekécie wptywu na autofagie nie byt dotad opisany. Autorka
zastosowata bardzo ciekawy model szczura choroby Alzheimera z indukowanym
chemicznie gromadzeniem B-amyloidu oraz silnie fosforylowanej formy biatka tau.
Przeprowadzone badania zostaty uwieniczone sukcesem poniewaZz pokazaty obnizenie
poziomu obu tych nieprawidtowych struktur pod wptywem genisteiny, dziatajacej
poprzez stymulacje autofagii. Bardzo istotnym osiggnieciem w tej cze$ci badan byto
doprowadzenie do zmniejszenia objawéw choroby u szczuréw, jak polepszenie pamieci,
ktéra byta poréwnywalna do szczuréw kontrolnych. W artykule zwracajg uwage bardzo
liczne analizy statystyczne ktére zostaty szczegétowo przedstawione w bogatym

materiale dodatkowym.

Whniosek koncowy

Rozprawe przeczytatam z duzym zainteresowaniem. Uwazam jg za bardzo warto$ciowy i
wnoszgcg wazne dane do dziedziny ktdérej dotyczy. Na uwage zastuguje dtuga lista

oryginalnych artykutéw, poza stanowigcymi przedmiot rozprawy, ktérych Pani mgr



Pierzynowska jest wspétautorky jak réwniez lista doniesiert prezentowanych w formie
ustnej na licznych konferencjach, w tym o zasiegu miedzynarodowym. Do osiggniec
nalezy réwniez kilka nagréd ktorych Pani mgr Pierzynowska jest laureatka, kierowanie
grantem Preludium oraz wykonawstwo w innych projektach badawczych. Rozprawa z
pewnoscig spetnia formalne warunki stawiane rozprawom doktorskim. Z tych powodow
z pelnym przekonaniem wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Pierzynowskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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