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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Wioletty Kazany-Phuszki

pt. ,,Badania nad mechanizmem dzialania kompleksu peptydowego yolkina jako potencjalnego
nutraceutyku w prewencji i leczeniu zaburzen towarzyszacych procesom starzenia”

Praca wykonana w Laboratorium Immunobiologii Mikrobiomu Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN
Promotor rozprawy - dr hab. Agnieszka Zabtocka

Ocena wyboru tematu badan

Przekazana do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Wioletty Kazany-Pluszki jest monografia, w ktorej
scharakteryzowano wiasciwosci yolkiny - kompleksu peptydowego o wielokierunkowej aktywnosci
biologicznej, w celu wykazania jej uzytecznosci jako czynnika neuroprotekcyjnego.

Dysfunkcje o$rodkowego uktadu nerwowego w trakcie starzenia dotycza pogarszania wraz z wiekiem
homeostazy tkanki mozgowej i na ogdt wigzane sa ze zmniejszaniem plastycznosci neuronéw kory
moézgowej i hipokampa. Regiony te sa wazne dla funkcji lokomotorycznych i poznawczych.

W kontroli tych proceséw na poziomie komdrkowym udziat ma czynnik biatkowy BDNF
(neurotroficzny czynnik pochodzenia moézgowego). Jest to gtéwna neurotrofina wytwarzana przez
komorki nerwowe, kluczowa w ich prawidtowym rozwoju, proliferacji i przetrwaniu. Ma znaczenie w
ochronie komorek przed apoptoza, stresem oksydacyjnym, kumulacja ztogoéw amyloidu AB;.4.

BDNF petni wazna rol¢ w kontroli plastyczno$ci synaptycznej, uczenia sig, tworzenie pamieci, a przez
to jest istotnym czynnikiem chronigcym ustrdj przed zaburzeniami poznawczymi nasilonymi w
procesie starzenia.

Regulacje¢ transkryptu BDNF kontrolujg i/lub moduluja rozne czynniki, w tym aktywnosé¢ fizyczna,
leki przeciwdepresyjne, substancje wplywajace na aktywno$¢ neurondw, chroniczny stres oraz
hormony, takie jak estrogeny.



W zmianach poznawczych zwigzanych ze starzeniem sig¢, chorobami neuropsychiatrycznymi i
neurodegeneracyjnymi wskazane jest nasilenie produkcji BDNF. W stymulacji komérek ukladu
nerwowego do wytwarzania BDNF mogg by¢ uzyteczne m.in. substancje pochodzenia naturalnego.

W pracy doktorskiej odkryto nowe funkcje yolkiny - kompleksu peptydowego wydzielonego z z6ttek
Jjaj kurzych. Wykazano jej ochronny i regulacyjny wplyw na komérki nerwowe, co moze wskazywaé
na mozliwos$¢ jej wykorzystywania jako nutraceutyka pomocnego w niwelowaniu skutkéw starzenia
organizmu, a takze fagodzenia choréb neurodegeneracyjnych.

Badania objete tematem pracy doktorskiej zostaly zrealizowane w oparciu o bogaty zestaw
nowoczesnych metod z zakresu biologii molekularnej, maja charakter podstawowy, ale otwieraja
wazne mozliwosci aplikacyjne w praktyce klinicznej.

Podjeta tematyka wywodzi si¢ z dorobku zespolu Laboratorium Immunobiologii Mikrobiomu
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN i jest efektem wieloletnich prac promotora
rozprawy — dr hab. Agnieszki Zablockiej, badajacej procesy neurodegeneracji, neuroprotekeji,
mechanizmy kontrolujace Sciezki sygnatowe w tych procesach, a takze zajmujacej si¢ poszukiwaniami
czynnikow biologicznych atrakcyjnych w terapii choréb neurodegeneracyjnych oraz w lagodzeniu
skutkow starzenia ustroju.

Opis formalny

Rozprawa doktorska mgr inz. Wioletty Kazany-Pluszki ma ukfad typowy dla prac tego
rodzaju. Calo$¢ opracowania obejmuje 127 stron tekstu wraz z 39 rysunkami i 8 tabelami,
podzielonego na 11 rozdziatow, co jest duzym ulatwieniem w przesledzeniu zawartych tresci.

Na poczatku umieszczono wykaz skrétow oraz streszczenie w polskiej i angielskiej wersji jezykowej.
Kolejne rozdzialy zawieraja wstep teoretyczny, cel pracy, wykaz materialow, cze$é metodyczna,
wyniki, dyskusje i wnioski koficowe oraz wykaz pismiennictwa i dorobek naukowy Doktorantki.

Wstep teoretyczny zawarty na 29 stronach zostat podzielony przejrzyscie na 7 podrozdziatéw i jest
obszernym wprowadzeniem w tematyke uzasadniajacym cel podjetych badan, ktéry przedstawiony w
kolejnej czgsci manuskryptu. Opis wykorzystanych materialow i omowienie metodyki ujety w 27
podrozdziatach zajmuje kolejne 21 stron manuskryptu. Wyniki wykonanych badan oméwiono na
dalszych 34 stronach dysertacji. Dla lepszej czytelnosci czg$é ta zostala podzielona na 13
podrozdzialéw. Najwazniejsze problemy naukowe rozprawy Doktorantka omawia w dyskusji
rozwinigtej na kolejnych 14 stronach. Wnioski koficowe podane sg w nastepnej czeéci tekstu.
Rozprawe konczy bibliografia (301 pozycji) oraz wykaz dorobku naukowego Doktorantki.

Warto w tym miejscu podkreslic ze w wyniku dziatalnosci badawczej Doktorantki ukazato si¢ w
latach 2018-2023 dziewig¢ prac naukowych, w tym 8 pozycji w angielskojezycznych czasopismach o
wysokim wspdtczynniku wplywu oraz 1 praca w wydawnictwie polskim. W czterech z tych publikacji
mgr inz. Wioletta Kazana-Pluszka jest pierwszym autorem.

Wyniki objete tematyka pracy doktorskiej zostaly czesciowo opublikowane w 3 wymienionych
pracach.

Ponadto wyniki badan zwigzane z tematyka pracy doktorskiej byly prezentowane na 5 konferencjach
migdzynarodowych. Autorka jest laureatka czterech nagrod 1 wyrdznien za osiagniecia naukowe,
odbyta w 2019 roku staz naukowy w Laboratorium Neurobiologii Eksperymentalnej w Czeskim
Narodowym Instytucie Zdrowia Psychicznego

Mam dwie uwagi dotyczace formalnej budowy ocenianej rozprawy. Pierwsza dotyczy braku na koficu
opracowania petnego wykazu rysunkéw i tabel (numery i tytuly) — to ulatwitoby czytelnikowi
orientacj¢ w zawartosci materiahu ilustrujacego i dokumentujacego wyniki.

Druga uwaga dotyczy zrodet finansowania podjetych badan. Powinna byé podana informacja o
srodkach na realizacje tak obszernych zadaf badawczych. Wprawdzie w dorobku Doktorantki jest



wskazany projekt NCBiR z lat 2020-2022, w ktorym brata udzial jako wykonawca, ale tematyka w
nim realizowana dotyczyta szczepionki przeciwko wirusowi SARS-CoV2.

Charakterystyka i ocena merytoryezna

Tytul pracy doktorskiej jest zgodny z zakresem wykonanych badan i prawidlowo odzwierciedla
zawarto$¢ rozprawy.

We Wstepie Autorka wprowadza do tematyki, a to pozwala dobrze uzasadni¢ cel podjetych badan.

W cze$ci teoretycznej opisuje proces starzenia w aspekcie zmian o$rodkowego ukladu nerwowego,
omawia wplyw stresu oksydacyjnego na starzenie mozgu, wskazuje na rolg amyloidu AP w
zmianach patologicznych tkanki mézgowej, opisuje neurogeneze¢ w organizmie dorostego czlowieka i
udzial réznych czynnikdw w kontroli procesow proliferacji, réznicowania i przezywalnosci nowo
powstajacych komorek.

W grupie czynnikdéw kontrolnych wskazuje na szczegdlng i gldwna role regulacyjng neurotrofiny
BDNF — czynnika neurotroficznego pochodzenia moézgowego, opisuje mechanizmy kontrolujace
ekspresjg tego biatka, jego uwalnianie, funkcje, skutki niedoboréw.

Kolejna czgs¢ Wstepu to obszerna charakterystyka biatek receptorowych pobudzanych specyficznie
przez BDNF oraz szczegélowe omdwienie kaskad sygnatowych aktywujacych czynnik transkrypcyjny
CREB (czynnik transkrypcyjny aktywowany w odpowiedzi na cAMP). Pojawia si¢ w tym fragmencie
tekstu specyficzny dla BDNF receptor blonowy TrkB (str. 24) nalezacy do rodziny receptorowych
kinaz biatkowych tyrozyno-specyficznych. Tu z obowigzku recenzenta nadmieniam, ze w wykazie
uzytych skrotéw podana jest nieprawidlowa nazwa Trk jako receptor kinazy zwigzanej z
tropomiozyng.

Doktorantka stusznie wskazuje na decydujacy wplyw czynnika BDNF na funkcjonowanie modzgu,
poniewaz jest on kluczowym elementem kontrolujacym przezywalno$¢ i réznicowanie neurondw,
procesy synaptogenezy, neurogenezy.

Warto podkreslic w tym miejscu bardzo interesujace omoéwienie szklakéw sygnatowych
aktywujacych czynnik CREB i graficzng ilustracj¢ tych mechanizméw na rys. 4.5 oraz 4.6. Opis
oparty jest o aktualne doniesienia literaturowe i znakomicie uzupelia dostgpna w podrecznikach
klasyczng wiedz¢ na ten temat. Ale musze w tym miejscu wskaza¢ na niezrgczne sformufowanie w
opisie rysunku 4.5 (str. 28 Wstepu):
zdanie
...."Neuroprzekazniki, ligandy, czynniki wzrostu i induktory stresu powoduja wzrost
wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia przez kanaly jonowe lub bramkowane ligandem ....”
jest nieprawidlowo sformulowane, poniewaz chodzi o otwarte kanaly jonowe lub bramkowane
ligandem, a nie same jako takie; ponadto poziom cAMP nie wzrasta w wyniku aktywacji receptoréw
RTK.

Bardziej zrozumialy bylby opis tego rysunku po przeredagowaniu tekstu np. w taki sposob:

Neuroprzekazniki, ligandy, czynniki wzrostu i induktory stresu powoduja aktywacje receptordw
RTK, receptorow sprzezonych z biatkami G, wywolujg otwieranie kanatéw jonowych lub
bramkowanych ligandem. Skutkiem tego jest wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu cAMP, jondw
wapnia.

W ostatniej czgsci Wstepu Doktorantka opisuje krétko nutraceutyki, po czym przedstawia aktualny
stan wiedzy dotyczacy yolkiny.

Wstep teoretyczny napisany jest rzeczowo, przystepnie i stanowi wlasciwie wyselekcjonowany i
zarazem obszerny kompleks wiedzy niezbedny dla uswiadomienia czytelnikowi potrzeby i znaczenia
zaplanowanych badan. Warto podkresli¢, ze Doktorantka wykazata duza umiejetnosc trafnego wyboru



cytowanej literatury. Na aktualno$¢ tych pozycji wskazuje chociazby wskaznik procentowy ilosci
cytowanych prac z ostatnich pigciu lat — stanowig one ok. 40% wszystkich przytoczonych publikacji.

Na uwage zastuguje wlasne opracowanie bardzo dobrze przemyslanych ilustracji zamieszezonych w
tej czgsci rozprawy, co $wiadczy o rzetelnym zapoznaniu si¢ Autorki z tematyka badaf i imponujacym
przyswojeniu wiedzy pochodzacej z aktualnych doniesien literaturowych.

W teortycznej czgsci pracy Autorka przedstawita kluczowe zagadnienia istotne w ocenie i interpretacji
uzyskanych wynikow badan. Ponadto podane we Wstepie informacje pozwalajg czytelnikowi dobrze
zrozumie¢ zatozenia i cel pracy.

Zalozenia i cel pracy zostaly sformulowane prawidlowo, w sposob jasny i jednoznaczny.
Wyznaczenie szesciu zadan szczegoélowych wskazuje na szeroki zakres zaplanowanych badan,
zmierzajgcych do wykazania potencjalnych mozliwosci yolkiny jako nutraceutyka uzytecznego w
poprawie funkcjonowania komorek nerwowych.

Zdaniem recenzenta zbedne jest jednak dtugie wprowadzenie, poniewaz informacje w nim zawarte juz
podano wczesniej w punkcie 4.7 Wstepu na str. 37, pojawig si¢ tez w Dyskusji na str. 96.

Do uzasadnienie zalozen pracy wystarczyloby pozostawi¢ z tego fragmentu tekstu ostatnie zdanie: ...
»Do tej pory nie poznano dokfadnego mechanizmu dzialania yolkiny w regulacji ...... ?

Materialy i metody.

W pierwszej czgsci tego rozdzialu Doktorantka podata czytelny wykaz uzywanych
odczynnikéw z bardzo pomocnymi tabelami przedstawiajacymi zestawy firmowe reagentéw i ich
Zrédfa. W kolejnej obszernej tabeli Autorka opisata przeciwciala potrzebne w immunodetekcji
Jjakosciowej i ilosciowej badanych biatek. Przedstawita klarowny opis 2 typow linii komérkowych
wybranych do badan.

Godna uznania jest réznorodno$¢ metod badawczych i zastosowanych technik laboratoryjnych.

Jest to bogaty zestaw nowoczesnych metod i najnowszych technik uzytecznych w biologii
molekularnej, analizach biochemicznych i immunochemicznych. Jednak opis niektérych metod nie ma
podanych odnosnikow literaturowych. Na podstawie jakich prac zrodtowych ustalano warunki badania
aktywnosci przeciwutleniajacych yolkiny, opisane w punkcie 6.23, 6.24 oraz 6.25?

Warto podkresli¢, ze realizacja wymienionych w celach pracy doktorskiej szeregu ztozonych
zadan jest czasochlonna, wymaga duzych naktadéw pracy nie tylko na wykonanie eksperymentow, ale
takze na przygotowanie procedur. Sadzg, ze byly to dla Doktorantki duze wyzwania, ale uzyskane
rezultaty wskazuja na jej wielka pracowitos¢ i bardzo dobre przygotowanie warsztatowe.

Wyniki. Doktorantka podzielita konsekwentnie tg cz¢$¢ dysertacji na podrozdzialy, w ktérych opisala
rzeczowo i jasno rezultaty doswiadczen oraz przedstawita je na 39 ilustracjach oraz w trzech tabelach
czytelnie skonstruowanych i jasno opisanych.

Ze wzgledu na fakt, ze czg$¢ wynikéw objetych tematem pracy doktorskiej ukazata sie juz w formie
publikacji w czasopismach o znaczacych IF i byly one oceniane przez recenzentéw tych czasopism,
mam w pewnej czesci utatwiong oceng rozprawy mgr inz, Wioletty Kazany-Pluszki.

W tym miejscu postawi¢ jednak kilka pytan dotyczacych dokumentacji wynikow:

1. Na Rys. 7.11 ilustrujagcym wptyw yolkiny na aktywacje kinazy AKT w komérkach PC), wykazano,
ze fosforylacja reszty Sery;; w AKT po 60 minutach inkubacji z yolkinag wzrasta 1,65-krotnie w
porownaniu z efektem zachodzagcym w kontrolnych komérkach nie poddawanych stymulacji. Jednak
na immunoblocie prazek fosfo-AKT w 60 minucie inkubacji nie rozni si¢ intensywnoscia w
poréwnaniu z kontrolnym pasmem w niestymulowanych komorkach, ani w komorkach krécej
inkubowanych z yolkina. Jak Autorka wyjasni tg rozbiezno$é?



2. W komoérkach PCy, oceniano wplyw yolkiny na poziom ROS i okreslono jej zdolnoSci w
pobudzaniu systemu obrony antyoksydacyjnej.
Dlaczego nie badano tych efektow w komérkach Hyg ;2

3. Specyficzno$¢ dziatania yolkiny na okreslone elementy kaskad sygnalizacyjnych mozna
potwierdzi¢ po preinkubacji komoérek z inhibitorami swoistymi dla receptoréw blonowych lub
dziatajagcych na wybrane ogniwa Sciezki sygnalowej. W publikacjach zespotu Laboratorium
Immunobiologii Mikrobiomu byly takie efekty badane. W tym kontekscie mozna znalezé pewne
interesujace dane rowniez w $wiezo opublikowanej w 2023 w Molecular neurobiology pracy Autorki i
wspolpracownikow [ref. 280]. Proszg¢ o komentarz na ten temat, poniewaz poszerzatby on
przedstawione w rozprawie rezultaty.

Godne uwagi jest, ze Doktorantka wydzielifa yolking, ocenita jej stabilno$é, okreslita jej
homologi¢ do witellogeniny I i Il - prekursoréw wigkszosci biatek w zo6ltku jaj kregowcow i
bezkregowcoéw. Wykazata, ze preparat jest wolny od zanieczyszczef mikrobiologicznych i nie
wykazuje aktywnosci cytotoksycznej wobec komoérek PCyy, a w przypadku komoérek Hig; nawet
wywiera korzystny wplyw na ich zywotno$é. Cechy te wskazuja na biozgodno$é uzyskanego
kompleksu peptydowego i gwarantuja, ze obserwowane w badaniach komérkowych efekty nie sg
obcigzone bigdami jakie moglaby generowac yolkina niestarannie wyizolowana.

Istotnym osiagnigciem Autorki jest wykazanie, ze yolkina to bezpieczny czynnik dla komorek
neuronalnych rowniez dlatego, ze sama nie generuje stresu oksydacyjnego, ale jest zdolna do
wzmocnienia tarczy antyoksydacyjnej poprzez nasilenie produkcji dysmutazy ponadtlenkowej. Pelni
wigc rolg ochronna w komoérkach nerwowych niwelujgc stres oksydacyjny.

Warte podkre$lenia jest, ze Doktorantka wykazata zdolnosci yolkiny do hamowanie agregacji
amyloidu A4 w komérkach nerwowych. W obecnosci yolkiny zmniejsza sig efekt cytotoksyczny
amyloidu, poniewaz odzialywuje ona z monomerami AB,.4, utrudniajac agregacje.

Koejnym oryginalnym i istotnym odkryciem Autorki jest wykazanie waznej roli yolkiny w
nasileniu produkcji neurotrofiny BDNF w neuropodobnych komoérkach PCy, i w Hypoy -
uniesSmiertelnionych komorkach prekursorowych hipokampa. Identyfikacja $ciezek sygnatowych
aktywowanych w obecnosci yolkiny oraz wykazanie aktywacji czynnika CREB pobudzajacego
ekspresje genu Bdnf stanowi kluczowe osiagnigcie doktorantki i jest ukoronowaniem jej pracy.

Bardzo interesujace sa rowniez obserwacje zmian morfologicznych komorek Hio.,
traktowanych yolking, tzn. zmiana ich ksztaltu i tworzenie wypustek nerwowych. Doktorantka
sugeruje, ze za to moze odpowiadaé dojrzata forma BDNF produkowana w stymulowanych yolking
komorkach, ktéra po wydzieleniu do przestrzeni pozakomoérkowej moze wigzaé si¢ specyficznie z
receptorem TrkB, w jaki wyposazone sg komorki H,o.;. Efektu takiego nie wykazywaly komérki PC,
prawdopodobnie ze wzgledu na brak receptorow TrkB na ich powierzchni. Ta interesujaca hipoteza
Jjest godna uwagi i warta dalszych badan.

Dyskusja. Nie mam uwag krytycznych do kolejnego rozdziatu — dyskusji wynikéw. Autorka bardzo
trafnie zinterpretowata uzyskane rezultaty. Przeanalizowata je wnikliwie i kompleksowo w oparciu o
125 pozycji dobrze wybranych cytowan aktualnej literatury $wiatowej, w tym réwniez prac wlasnych.
Warto podkreslic duza umiejetno$é krytycznej oceny uzyskanych wynikéw. To potwierdza, ze
Doktorantka jest bardzo dobrze wprowadzona w temat, posiada duza wiedz¢ i umiejetnosei trafnej
oceny i interpretacji uzyskanych rezultatéw.

Whieski. Umieszczone po Dyskusji wnioski koncowe budza pewna obawe. Zostaly wyszczegdlnione
w 7 punktach, ale s3 w gruncie rzeczy wymienieniem osiagnigtych wynikow. Powinny by¢ bardziej
uogolnione. Brakuje w tym miejscu wyraZnego nawiagzania do tytutu pracy i zamierzonego celu badan,
czyli uwypuklenia doniostosci odkrycia nowej roli yolkiny i jej potencjalnego znaczenia jako
nutreceutyka o wlasnosciach neuroprotekcyjnych.



Bibliografia. Z obowigzku recenzenta wskazuj¢ jeszcze na pewne uchybienia w wykazie cytowan.

Wprawdzie warto doceni¢, ze w pismiennictwie cytowanym znajdujg si¢ w wiekszoéci prace wydane

w migdzynarodowych czasopismach o uznanej randze miedzynarodowej, to wykaz bibliograficzny

zredagowany jest niejednorodnie.

1. Podana w wykazie w pozycji 245 publikacja nie jest zawarta w tek$cie opracowania.

2. Styl zapisu poszezegdlnych pozycji literaturowych jest niejednolity. W celu uniknigcia pewnego
nieporzadku Autorka powinna byta przyja¢ jedna konwencje, np. harvardzki system cytowania
literatury.

Te krytyczne uwagi nie umniejszaja wartosci pracy doktorskiej mgr inz. Wioletty Kazany-Phuszki.
Warto podkresli¢, ze rozprawa ma charakter nowatorski i wnosi istotne oryginalne wartosci do wiedzy
o mechanizmach odpowiedzialnych za funkcjonowanie komoérek w osrodkowym uktadzie nerwowym
podczas starzenia organizmu. Poszerza wiedze o czynnikach naturalnych, uzytecznych w niwelowaniu
niekorzystnych zmian systemu nerwowego w starzejacym sie ustroju. Stanowi to dobra podstawe do
dalszych badan nad uzytecznoscia nutraceutykéw w tagodzeniu behawioralnych objawéw starzenia i
w poprawie funkcji poznawczych poprzez stymulacje proceséw uczenia sie i pamieci.

Podsumowujgc, w mojej ocenie praca jest wartoSciowa, badania zostaty prawidlowo
zaplanowane i zrealizowane. Uwazam, ze zalozony cel rozprawy doktorskiej zostat osiggniety, a
rezultaty stanowig wazny wkiad w aktualny stan wiedzy obejmujacy dyscypline nauki biologiczne.
Warto doda¢, ze dodatkowym atutem wykonanej pracy jest to, iz wyniki uzyskane w tych badaniach
podstawowych daja mozliwos¢ wykorzystania zdobytej wiedzy w praktyce kliniczne;.

Uwazam, ze przedtozona mi do oceny dysertacja zawiera oryginalny materiat doswiadczalny i spenia
wszystkie stawiane rozprawom doktorskim kryteria okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, ze zm.).

Przedstawiam wigc Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we
Wroctawiu pozytywna oceng rozprawy oraz wnioskuje o dopuszczenie mgr inz. Wioletty Kazany-
Pluszki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng pracy i jej nowatorski charakter skladam
wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

Dr hab. Jadwiga Pietkiewicz

Katedra Biochemii i Immunochemii
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