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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Agaty Barzowskiej
pt. ,,Novel approaches for diabetes management by inhibition of DYRK1A kinase”

wykonanej w Matopolskim Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego pod kierunkiem
prof. dr hab. Grzegorza Dubina, oraz promotora pomocniczego dr Anny Czarnej

Cukrzyca jest jedng z najpowazniejszych chordb cywilizacyjnych wspotczesnych czaséw. Dotyka
miliony ludzi na catym $wiecie, a niepokojace statystyki pokazuja, ze w przysztosci liczba chorych
bedzie stale rosngé. Praktycznie kazdy z nas zna kogos, kto zmaga sig z cukrzyca, a wigkszos¢ z nas
w starszym wieku moze osobiscie doswiadczy¢ tego problemu. Ten alarmujgcy wzrost zachorowan
wynika ze wspotczesnego stylu zycia, ktéry charakteryzuje sie brakiem aktywnosci fizycznej,
hiezdrowg dietg i stresem. Cukrzyca nie tylko wptywa na jakos¢ zycia chorych, ale rowniez stanowi
ogromne obcigzenie dla systemdw opieki zdrowotnej na catym Swiecie. Leczenie cukrzycy i jej
powiktan, takich jak choroby serca, nerek czy uszkodzenia nerwéw, generuje ogromne koszty, ktére
rosng wraz z liczbg pacjentéw. Tak powazny problem spoteczny prowadzi do wzmozonych badan
naukowych poswieconych znalezieniu leku lub terapii, ktére mogg odwrdcic ten zatrwazajacy trend.
Dzi$¢ mozemy znajdowaé sig¢ w podobnej sytuacji, jak 40 lat temu, kiedy swiat zmagat sig z
rozprzestrzeniajgcym sie wirusem HIV. Dzis istniejg doskonate leki hamujace rozwdj tego wirusa.
Podobnie, w przypadku cukrzycy, mozliwe jest, ze dzieki wysitkom naukowcow, takich jak mgr Agata
Barzowska, uda sie znaleZé skuteczne rozwigzanie tego problemu. Nalezy jednak pamiegtac, ze
leczenie farmakologiczne to rozwigzanie ostateczne. Jako naukowcy powinnismy promowac zdrowy
tryb Zycia, zdrowa diete, bezstresowy tryb zycia oraz regularne badania profilaktyczne.

Recenzowana rozprawa doktorska posiada uktad typowy dla prac eksperymentalnych z
zakresu nauk $cistych i przyrodniczych. Cato$¢ rozprawy obejmuje 174. strony maszynopisu i
podzielona jest na 7 gtéwnych rozdziatéw (tj. Streszczenie, Przeglad literatury, Cele i zatozenia
badawcze, Materiaty i metody, Wyniki i dyskusja, Wnioski i perspektywy na przysztosé, Literatura).
Rozdziaty te poprzedza wykaz skrétéw i oznaczeri stosowanych w pracy. Na poczatku pracy znajduje
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sie réwniez lista publikacji Doktorantki oraz lista grantéw w ramach ktérych praca doktorska byta
realizowana. W pracy umieszczono kilkanascie tabel, kolorowych rysunkdw, schematow, wykresow
oraz $wietnej jakosci zdje¢é komodrek i organoiddow, ktére znacznie utatwity zrozumienie
przedstawionych wynikéw. Spis pismiennictwa obejmuje az 348 pozycji literaturowych a
zdecydowana wiekszosc z nich to odniesienia do najnowszych publikacji, co Swiadczy o tym, ze
podjety przez Doktorantke temat pracy doktorskiej jest nowatorski oraz cieszy si¢ bardzo duzym
zainteresowaniem. Praca doktorska napisana jest w jezyku angielskim, w sposéb poprawny i
przystepny a pod wzgledem edycyjnym zostata przygotowana bardzo starannie. W pracy znalaztam
jedynie drobne niedociggniecia edycyjne, ale nie miaty one wptywu na petne zrozumienie tresci
rozprawy.

Szczegblng uwage nalezy zwrdci¢é na podziekowania skierowane do wspétpracownikow i
rodzicow. Wyrdznia sie bardzo dobrze wybrane motto, bedace cytatem Disneya, ktore sugeruje, ze
osiggniecie nawet najbardziej ambitnych celéw jest mozliwe, jesli tylko jeste$my gotowi podjgé
wyzwanie i pracowac nad ich realizacjg. W kontekscie pracy doktorskiej odczytatam je jako wyraz
determinacji i pracowitosci Kandydatki, ktéra mimo trudnosci i przeszkéd zdotata wykonac
zaplanowane prace laboratoryjne i napisac rozprawe.

Rozdziat pierwszy, zatytutowany ,Streszczenie” to kilkustronicowy, zwiezty opis uzyskanych
wynikéw. W rozdziale drugim pt. ,Przeglad literaturowy”, mgr Barzowska wprowadzita czytelnika w
problem cukrzycy. Uwazam, ze jest to doskonaty przeglad literaturowy pokazujacy podstawy
molekularne prowadzace do powstawania tej choroby. Kandydatka opisata réwniez terapie
farmakologiczne stosowane obecnie u chorych na cukrzyce. Szkoda Ze zabrakio informacji o
terapiach komérkowych jakie istnieja w zakresie nowoczesnych terapii. Tym bardziej, ze w
opracowaniu tego typu terapii duze zastugi ma zesp6t z Polski. Rozdziat przegladu literatury zawiera
réwniez opis aktualnego stanu wiedzy na temat roli kinazy DYRK1A w regulacji komoérek B.
Omdwiono réwniez wezesniejsze badania nad réznymi inhibitorami DYRK1A, w tym inhibitora o
nazwie harmine, oraz jego potencjalne zastosowanie terapeutyczne. Przeglad literaturowy
pokazuje, ze biatko DYRK1A (dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase A) odgrywa
kluczowa role w utrzymaniu homeostazy insuliny i przezywalnosci komérek B, co czyni go
atrakcyjnym celem dla nowych terapii przeciwcukrzycowych. Nalezy podkredli¢, ze materiat zawarty
w czesci literaturowej jest poparty bogatg literaturg naukowa. Pokazuje rowniez doskonate
przygotowanie teoretyczne Doktorantki w zakresie molekularnych podstaw cukrzycy.

Celem badawczym recenzowanej pracy bylo przeprowadzenie badan prowadzacych do
odkrycia nowych, bardziej efektywnych metod leczenia cukrzycy poprzez poprawe funkcji i
zwiekszenie ilosci komérek B w trzustce. W tym celu Doktorantka postanowita zbada¢ wptyw
nowych inhibitoréw DYRK1A oraz ich formulacje na proliferacje i funkcjonowanie komérek B trzustki
w réznych modelach badawczych, w tym w komdrkach INS-1E i MING, izolowanych wysepkach
mysich oraz organoidach trzustkowych pochodzacych z indukowanych pluripotencjalnych komérek
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macierzystych (hiPSC). Badania miaty réwniez na celu ocene bioaktywnosci i potencjalnych
zastosowan terapeutycznych tych zwigzkéw w leczeniu cukrzycy. Dodatkowym celem pracy byto
okreslenie roli biatka SPOP w degradacji PDX1 oraz na mozliwosci zastosowania inhibitoréw SPOP w
celu poprawy kondycji komérek B i homeostazy glukozy.

Nastepny rozdziat pracy doktorskiej, zatytutowany ,Materiaty i metody”, zostat podzielony
przez Doktorantke na kilkanascie podrozdziatdw dotyczacych metod i technik badawczych
stosowanych w szeroko pojetej biologii molekularnej. Mam jedno pytanie dotyczace tego rozdziatu:
Doktorantka otrzymata inhibitory od prof. Nathanaela Grey z Dana-Farber Cancer Institute w
Bostonie, MA, USA. Kto zaprojektowat te zwigzki? Czy prof. Grey je zsyntezowat, czy réwniez
zaprojektowat? Nie byto to dla mnie jasne. Zastosowane przez Kandydatke metody i techniki,
opisane w tym rozdziale, zostaty $wietnie dobrane do przeprowadzenia zaplanowanych badan nad
inhibitorami kinazy DYRK1A oraz modelami organoidéw trzustkowych w kontekscie leczenia
cukrzycy. lloéé zastosowanych technik badawczych, a tym samym doswiadczenie zdobyte przez
Doktorantke, jest imponujace. Z pewnoscig wigzato sie to z nowymi wyzwaniami oraz duzg iloscig
czasu poswieconego na nauke tych technik.

Kolejny podrozdziat zatytutowany ,Wyniki i dyskusja” Doktorantka podzielita na cztery
gtéwne podrozdziaty. W pierwszym z nich (4.1) opisata badania nad inhibitorami kinazy DYRK1A iich
wplywem na przezycie komorek B oraz homeostaze insuliny. Badania te koncentrujg sig na ocenie
efektywnosci réznych inhibitoréw w promowaniu proliferacji komérek B i poprawne wydzielania
insuliny. W wyniku realizacji tej czesci badan okazato sie, ze o nowe inhibitory wykazuja lepsze efekty
niz harmine. Inhibitory te mogg réwniez rekrutowa¢ inne czynniki, ktére promujg proliferacje
komorek B, co podkresla znaczenie kinomu diabetologicznego jako potencjalnego celu
terapeutycznego. Inhibitory DYRK1A wykazujg réwniez wptyw na inne kinazy, takie jak GSK3, ktore
sg kluczowe dla sygnalizacji insuliny i replikacji komérek B. W tej czg$ci pracy zauwazyfam jedynie,
ze mgr Barzowska piszac o inhibitorach TGF-B ma prawdopodobnie na mysli inhibitory sciezki
sygnatowej TGF-B a nie ligandy wigzgce sie do TGF-B. Czy Kandydatka mogtaby sie pokusi¢ o
ograniczong analize SAR dla przebadanych zwigzkéw (korelacja budowy chemicznej inhibitora
wzgledem aktywnosci biologicznej). Czy znana jest struktura 3D komplekséw DYRK1A-inhibitor?

Nastepny podrozdziat (4.2) rozprawy doktorskiej p. Agaty Barzowskiej opisuje badania nad
leucetynami, inhibitorami kinazy DYRK1A, oraz inhibitorami sygnalizacji TGF-B, ktore wspdlnie
stymulujg produkcje insuliny w komérkach B, organoidach i izolowanych wysepkach trzustkowych
myszy. Badania te miaty na celu ocene skutecznosci tych zwigzkéw w poprawie funkcji komérek B
oraz ich potencjatu w leczeniu cukrzycy. Uzyskane wyniki sugeruja, ze leucetyny, szczegdlnie w
potaczeniu z inhibitorami sygnalizacji TGF-B, moga mie¢ znaczacy potencjat terapeutyczny w
leczeniu cukrzycy poprzez stymulowanie proliferacji komérek B i poprawe ich funkcji. Badania te
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dostarczyly waznych dowoddéw na to, ze inhibicja DYRK1A moze by¢ skuteczng strategia w terapii
regeneracyjnej komorek p.

Nastepny podrozdziat (4.3) opisuje, w jaki sposéb enkapsulacja inhibitorow DYRK1A moze
poprawic ich skutecznoéé w przywracaniu funkcji komérek B. Doktorantka prowadzita badania ktore
koncentrujg sie na wykorzystaniu polimeréw do ulepszania wtasciwosci farmakokinetycznych i
farmakodynamicznych tych inhibitoréw. Doktorantka zastosowata kopolimery pluronowe, ktére sa
czasteczkami surfaktantéw sktadajgcymi sie z dwoch segmentdw hydrofilowych poli(tlenek etylenu)
(PEO) oraz jednego segmentu hydrofobowego poli(tlenek propylenu) (PPO), zorganizowanych w
strukture tréjcztonowg PEO-PPO-PEO. S3 one czesto stosowane jako nosnik i prowadza do
zwiekszone] biodostepnosci, przedtuzonego czasu dziatania leku oraz jego celowanego dostarczania
do pozadanych komdrek lub tkanek. Najwazniejszym wynikiem tez czesci pracy byt fakt, ze
enkapsulacja inhibitorow DYRK1A w polimerowych nanoczagstkach, znaczaco poprawita ich
wiasciwosci farmakokinetyczne i farmakodynamiczne. Co zdecydowato, ze do badan wybrata Pani
wtasnie ten a nie inny no$nik? W tej formulacji, inhibitor AC27 wykazat zdolno$¢ do znacznej
poprawy wydzielania insuliny indukowanego glukozg w organoidach komoérek B pochodzacych z
iPSC oraz izolowanych wysepkach trzustkowych myszy. Czy, oprécz badan komorkowych
przeprowadzone byly badania kinetyki uwalniania inhibitora z nosnika polimerowego oraz
stabilnosci takiego uktadu w surowicy? Wyniki te s3 zgodne z wczesniejszymi wynikami Doktorantki,
ze inhibicja DYRK1A indukuje proliferacje ludzkich komaérek . Podsumowujgc, badania te wskazujg
na obiecujgce mozliwosci zastosowania enkapsulacji inhibitoréw DYRK1A w nanoczastkach jako
strategii zwiekszajacej ich skutecznos¢ w przywracaniu funkcji komoérek B i poprawie homeostazy
glukozy, co moze mieé istotne znaczenie dla terapii cukrzycy. Czy istnieje mozliwosé modyfikacji
sktadu nanoczgstki w taki sposéb, aby byta bardziej selektywna wobec komdrek 3, co pozwolitoby
inhibitorom bardziej precyzyjnie celowac w biatko DYRK1A znajdujace sie w trzustce? Czy badano
potencjat zwigzku AC27 w kontekscie proceséw regeneracyjnych komoérek nerwowych, ktére
uczestniczg w rozwoju tzw. cukrzycy typu 3? Czy byloby to zasadne? Moze zwigzek AC27 mogtby
pomdc osobom cierpigcym na demencje? Nawiazujac do cukrzycy typu 3 i informacji zawartych we
wstepie literaturowym, czy mozna jednoznacznie okreslic, czy peptydy A wywotuja cukrzyce, czy
tez cukrzyca prowadzi do odkfadania sie fibryli AR w chorobie Alzheimera? To przypomina klasyczne
pytanie ,co bylo pierwsze: jajko czy kura?”, ale by¢é moze istnieja jakies badania na ten temat?

Ostatni podrozdziat (4.4) dotyczyt badania petli homeostazy SPOP-PDX1 jako nowego celu
terapeutycznego w leczeniu cukrzycy. PDX1 (Pancreatic and Duodenal Homeobox 1) jest kluczowym
czynnikiem transkrypcyjnym niezbednym do przetrwania komdrek B i produkcji insuliny. Badania
Doktorantki skupiaty sie na roli biatka SPOP (Speckled POZ Protein} w degradacji PDX1 oraz na
mozliwosci zastosowania inhibitoréw SPOP w celu poprawy kondycji komoérek B i homeostazy
glukozy. Pani Barzowska pokazata, ze PDX1 jest niezbedny do réznicowania komdrek B i kontroli
transkrypcji proinsuliny oraz innych gendw zwigzanych z detekcja glukozy i metabolizmem. Myszy
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heterozygotyczne dla PDX1+/- wykazaly zwiekszong apoptoze komoérek B, postepujacy
nietolerancje glukozy i defekty w wydzielaniu insuliny stymulowanej glukoza. Ten wynik dowodzi,
ze inhibitory SPOP maja potencjat terapeutyczny do poprawy funkcjonowania komorek B poprzez
zapobieganie degradacji PDX1. Wstepne wyniki wskazujg na silne i korzystne efekty dotyczace
wydzielania insuliny przy uzyciu inhibitoréw SPOP, ktdre co najwazniejsze nie s3 toksyczne dla
komérek B. Wyniki tych badah moga w przysztosci doprowadzi¢ do opracowania nowych,
bezpiecznych i efektywnych terapii przeciwcukrzycowych.

Lektura catego rozdziatu ,Wyniki i dyskusja” pokazuje bardzo duig dojrzatos¢ naukowgq
Doktorantki, gdyz wszystkie uzyskane wyniki zostaty gruntownie przedyskutowane w Swietle
dostepnych informacji. Szczegdlnie podobajg mi sie  badania praktycznego wykorzystania
enkapsulowanych inhibitorow DYRK1A w kontroli glikemii i regeneracji komérek B a tym samym w
leczeniu cukrzycy. Wazne jest réwniez to, ze Kandydatka patrzy krytycznie na wyniki swoich badan i
wie jaka ich cze$¢ wymaga dalszej pracy oraz optymalizacji. Pani Agaty Barzowska opisata wyzwania
i ograniczenia napotkane podczas realizacji badan i problemdw poki co nierozwigzywalnych jak np.
pomiar masy komoérek B w ludzkim organizmie itd.

Ostatni rozdziat pracy doktorskiej, zatytutowany ,Podsumownaie i plany na przysztosc”
zawiera krétkie zestawienie uzyskanych wynikéw pracy doktorskiej oraz plany na przyszie badania,
ktére powinny koncentrowac sie na dalszej optymalizacji struktury inhibitorow (czy prowadzone sa
takie badania?) oraz ich ocenie w bardziej zaawansowanych modelach przedklinicznych i
klinicznych. Doktorantka podkreélita, ze dalsze zrozumienie mechanizméw molekularnych
zwigzanych z dziataniem inhibitoréw DYRK1A moze przyczyni¢ sie do odkrycia nowych celow
terapeutycznych w leczeniu cukrzycy.

Na zakoriczenie recenzji warto podkreélic, ze p. Agata Barzowska jest wspétautorem
czterech publikacji naukowych w czasopismach z listy JCR wchodzacych w tematyke jej rozprawy
doktorskiej oraz pieciu publikacji spoza cyklu.

Uwazam, ze tematyka recenzowanej pracy doktorskiej jest bardzo interesujgca i niezwykle
potrzebna w Swietle pogarszajacych sie statystyk zachorowalnosci na cukrzyce oraz braku
skutecznych lekéw. Czes$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana a wyniki
doskonale przedyskutowane i zinterpretowane. Rozprawa doktorska magister Agaty Barzowskiej
zawiera bogaty, solidny i wartosciowy materiat doswiadczalny. Praca doktorska zawiera waine
wnioski dotyczgce roli biatek DYRK1A oraz SPOP w regulacji procesow regeneracyjnych komarek b.
oraz, ze inhibitory (w szczegdlnosci AC27 i leucetyna) tych biatek posiadaja bardzo duzy potencjat
terapeutyczny. Doktorantka wskazuje takze na potencjalne perspektywy dalszych badan, co jest
istotne w kontekscie przysztych kierunkéw rozwoju terapii przeciwcukrzycowych. Biorgc pod uwage
powyisze fakty, stwierdzam, ze przedfozona do oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe
kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20
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lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574 z pdin. zm.}. W tym
odniesieniu wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego
o dopuszczenie magister Agaty Barzowskiej do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Ponadto, majac
na wzgledzie wkiad pracy Doktorantki w uzyskanie nowych w skali swiatowej wynikéw badan,
pokazujacych nowe kierunki terapii przeciwcukrzycowych, zwracam sie do Wysokiej Rady z
wnioskiem o wyrdznienie tej rozprawy.
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