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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Budzinskiej

p.t.: "Wplyw bisfosfonianow stosowanych w terapii osteoporozy na metabolizm tlenowy
komorek Srodblonka"

Rozprawa doktorska Pani Adrianny Budzinskiej zostala przygotowana pod opieka
naukowa prof. dr hab. Wiestawy Jarmuszkiewicz, na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu, Wydziat Biologii, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii.

Celem pracy doktorskiej mgr Adrianny Brudzinskiej byto okres$lenie wptywu dwoch
lekow nalezacych do grupy zwiazkow zawierajacych azot i zmniejszajacych tempo resorpcji
kosci (N-BPs): zoledronianu (Zol) i alendronianu (Ale), na metabolizm tlenowy komorek
$rédbtonka. Modelem badawczym wykorzystanym przez Doktorantk¢ byly komorki
ludzkiego $rodbtonka EA.hy926 oraz izolowane z nich mitochondria. W swojej pracy
Doktorantka postawita sobie trzy gtéwne cele badawcze:

1. Opis zmian w metabolizmie tlenowym komorek §rodbtonka hodowanych w obecnosci N-
BPs w odniesieniu do zawartosci CoQ, produkcji RFT, oraz dynamiki mitochondriow —
badania na poziomie komérkowym

2. Opis zmian w aktywnoS$ci bioenergetycznej mitochondriow izolowanych z komorek
$rédbtonka hodowanych w obecnos$ci N-BPs w odniesieniu do zawarto$ci/stopnia redukcji
mtCoQ, produkcji mtRFT oraz molekularnej organizacji tancucha oddechowego — badania na

poziomie izolowanych mitochondriow; oraz



4. Podsumowanie i opisanie wptywu lekdw zmniejszajacych tempo resorpcji kosci z grupy
zwigzkow zawierajacych azot na szlak mewalonowy. W pracy opisano ich dziatanie na

poziomie komoérkowym i na poziomie mitochondriéw.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji praca Pani mgr Adrianny Budzinskiej stanowi zbidr 3
artykutéw naukowych opublikowanych w latach 2023-2025. We wszystkich trzech
publikacjach (dwie prace eksperymentalne i jedna praca przegladowa), Pani mgr Adrianna

Budzinska jest pierwszym autorem.

1. Budzinska A, Galganski L, Jarmuszkiewicz W. The bisphosphonates alendronate and zoledronate
induce adaptations of aerobic metabolism in permanent human endothelial cells. Sci Rep. 2023
Sep 27;13(1):16205. doi: 10.1038/s41598-023-43377-3. PMID: 37758809 (IF5y 4,3),

2. Budzinska A, Galganski L, Wojcicki K, Jarmuszkiewicz W. Adaptation of mitochondrial
bioenergetics to coenzyme Q deficiency in human endothelial cells after chronic exposure to
bisphosphonates. Sci Rep. 2025 May 22;15(1):17734. doi: 10.1038/s41598-025-02710-8. PMID:
40404831; (IF5y 4,3),

3. Budzinska A, Jarmuszkiewicz W. The Cellular and Mitochondrial Consequences of Mevalonate
Pathway Inhibition by Nitrogen-Containing Bisphosphonates: A  Narrative Review.
Pharmaceuticals (Basel). 2025 Jul 11;18(7):1029. doi: 10.3390/ph18071029. PMID: 40732317,

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie trzy prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej sg $cisle
powiazane tematycznie. Zostaty one opublikowane w czasopismach naukowych znajdujacych
si¢ na listach MNiSW (indeksowanych w bazie PubMed), oraz znajdujacych si¢ na liscie
filadelfijskiej (JCR). Laczna warto$¢ wskaznika oddziatywania (5-year IF) tych prac wynosi
13,5, za$ faczna punktacja MNiSW to 380 pkt.

Zgodnie z o$wiadczeniem doktoranta jego udziat w powstaniu wyzej wymienionych prac byt
istotny i obejmowat:

- w publikacji 1 1 2 — udziat w opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzenie wigkszo$ci
doswiadczen, analize¢ danych, wspotudzial w pisaniu, przygotowaniu figur, i edycji
manuskryptu.

- w publikacji 3 przygotowanie przegladu literatury oraz napisanie pierwszej wersji

manuskryptu,



Pani mgr Adrianna Budzifiska jest rowniez wspolautorem sze$ciu innych publikacji
naukowych nie wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej co pokazuje duze jej

zaangazowanie w prowadzenie badan naukowych.

Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej Pani mgr Adrianny Budzinskiej
zrealizowano w ramach projektow finansowanych przez:
1) Narodowe Centrum Nauki (grant OPUS11 2016/21/B/NZ3/00333; kierownik prof. dr
hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz, promotor Doktoranta)
2) Narodowe Centrum Nauki (grant OPUS19 NCN (2020/37/B/NZ1/01188; kierownik

prof. dr hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz, promotor Doktoranta)

Cato$¢ badan zostata wykonana przez Doktorantk¢ na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu, na Wydziat Biologii, w Instytucie Biologii Molekularnej i Biotechnologii.

Ocena poszczegolnych rozdzialow pracy:

Struktura pracy jest typowa dla tego typu opracowan. Rozprawe¢ doktorska uzupetniaja
o$wiadczenia Doktorantki i wspotautorow publikacji skladajacych si¢ na rozprawe
doktorska, kopie artykulow skladajacych si¢ na zbiodr publikacji, oraz lista 6 publikacji
niewchodzacych w sktad rozprawy Doktorskiej, w ktérych Doktorantka jest wspotautorem.
Przedstawiona do recenzji praca obejmuje 93 strony. Rozprawa doktorska zawiera
streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim. Cato$¢ podzielona jest na rozdziaty:
Wprowadzenie wraz ze Spisem Literatury (4 strony), Cele Pracy (1 strona), Omdwienie
Wynikéw (13 stron), Podsumowanie Wynikow 1 Wnioski (3 strony). W pracy cytowanych
jest 9 pozycji literaturowych (poza jedna publikacja), z ostatnich dziesigciu lat.

W zwiazku z tym, ze prace wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej zostaty juz
poddane doglebnej analizie na etapie recenzji przed ich publikacja w czasopismach
naukowych, pozwole sobie przedstawi¢ nastepujace uwagi, ktore cheialbym przedyskutowac

z Doktorantka podczas obrony.

Wstep rozprawy doktorskiej jest napisany w sposob rzeczowy i syntetyczny. Wedlug mnie
moglby by¢ trochg¢ bardziej rozbudowany, chociazby o bardziej szczegdtowy opis szlaku
mewalonowego 1 jego regulacji. Recenzent zdaje sobie sprawe z faktu, iz czg$¢ tych
informacji moze by¢ odnaleziona w pracy przegladowej wchodzacej w sklad rozprawy

doktorskiej. We wspomnianej pracy, autorzy skupili si¢ jednakze na wptywie N-BP na rdzne



aspekty fizjologii komorki. Dodatkowo, wstep moglby zawiera¢ wigcej informacji, chociazby
na temat roli mitochondriow w sygnalizacji komorkowej w komodrkach $rodblonka. Mam
takze prosbe o doprecyzowanie, co Doktorantka miata na mysli piszac, ze jak dotad nie
badano dysfunkcji mitochondriow wywotanej przez N-BPs, w kontek$cie mechanizméw

kontroli jako$ci mitochondriow. Jakie mechanizmy Doktorantka miata na mysli.

Trzy szczegélowe cele pracy doktorskiej mgr Adrianny Budzinskiej zostaly okre§lone bardzo

precyzyjnie 1w peitni zostaly zrealizowane.

Wprowadzenie
Do tej czg$ci rozprawy mam nastg¢pujace uwagi:

Doktorantka w ostatnim zdaniu czwartego akapitu pisze: ,,Nadmiar RFT prowadzi do
stresu oksydacyjnego, ktory moze przyczynia¢ si¢ do starzenia komorek czy powstawania
r6znych choréb”. Wydaje mi si¢, ze zadanie to powinno by¢ bardziej precyzyjne, sama,
bowiem, nadmierna produkcja RFT nie zawsze prowadzi do zaistnienia stresu oksydacyjnego.
Dopiero zaburzenie rownowagi pomiedzy szybko$cia powstawania RFT, a tempem ich
usuwania (zmniejszona ochrona antyoksydacyjna), moze doprowadzi¢ do powstania w

komorce stanu opisywanego jako stres oksydacyjny.

Omowienie wynikow Badan:

Do tej czg$ci rozprawy mam nastgpujace uwagi:

Publikacja 1

e Strona 11. Akapit drugi:; Doktorantka pisze: ,,ze wyzsze st¢zenia (od 7,5 uM dla Ale 1 2,5
uM dla Zol), obnizaty zywotno$¢ komorek s$rodbtonka.” Mam pytanie czy w analizie
uwzgledniono tylko komorki przylegajace, bowiem opis metody w zalaczonej publikacji
jest niepelny. Czy brano pod uwage martwe komorki obecne w medium hodowlanym?

e Strona 11. Akapit trzeci:. Doktorantka pisze: ,,W komorkach traktowanych N-BPs,
odnotowano rowniez 15-20% wzrost poziomu bialek antyoksydacyjnych, tj. dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD1) czy reduktazy glutationowej (GR), co wskazuje na
niewystarczajacg pule antyoksydantoéw w komorkach traktowanych N-BPs i konieczno$¢
uruchomienia dodatkowych mechanizméw w celu niwelowania powstatego przez N-BPs
stresu oksydacyjnego.” Jakie antyoksydanty (poza zredukowanym CoQ), Doktorantka ma

na mysli? Prosze o uszczegdlowienie.



e Strona 12. Akapit drugi: Doktorantka pisze: ,,Przeprowadzona analiza enzymow syntazy
cytrynianowej (CS) oraz kompleksu IV (COX), wykazata wzrost zar6wno aktywnosci jak i
poziomu obu enzyméw (~12-17%), $wiadczacy o zwigkszonej pojemnosci oddechowej
cyklu Krebsa i fancucha oddechowego komorek traktowanych N-BPs.” Czy mogg prosi¢ o
wyjasnienie, co ma na mysli poprzez okreslenia takie jak: ,, pojemno$¢ oddechowa cyklu
Krebsa”, oraz ,,pojemno$¢ oddechowa tancucha oddechowego” (bardziej elegancko:
mitochondrialnego tancucha transportu elektronow)?

e Na tej samej stronie, akapit trzeci: Doktorantka rdéwniez pisze, ze ,.Zwigkszenie
aktywnos$ci bialek CS oraz COX o ~17% oraz ich poziomu w komodrkach poddanych
dziataniu N-BPs sugeruje, iz zawarto$¢ mitochondriow w tych komorkach jest wigksza.”
Natomiast pozniej: informacja dotyczaca traktowania Zol: ,Jednoczes$nie, przy
zastosowaniu substratow oddechowych takich jak glutamina, pirogronian czy mieszaniny
wszystkich uzytych w doswiadczeniu substratow oddechowych (tj. glukoza, palmitynian,
glutamina 1 pirogronian), zauwazono ~20-35% spadek maksymalnej pojemnosci
oddechowej mitochondriow (maksymalna OCR), oraz ~15-20% spadek OCR zwigzanej z
produkcja ATP.”

Jak Doktorantka skomentuje spadek maksymalnej OCR przy jednoczesnym wzroscie
zawartosci mitochondriow? Co jest przyczyng takiej zalezno$ci? Opisowa czg§¢
uzyskanych wynikéw mogta by by¢ bardziej rozbudowana i1 zawiera¢ wigcej szczegotow
przedstawionych przeciez w dyskusji publikacji ,,Budzinska A, Galganski L, Jarmuszkiewicz

W. The bisphosphonates alendronate and zoledronate induce adaptations of aerobic metabolism in

permanent human endothelial cells. Sci Rep. 2023 Sep 27;13(1):16205”

e Strona 13. Akapit drugi: Drobna uwaga jezykowa, wydaje mi si¢, ze bardziej poprawne
jest uzycie okreslenia ,,uprzepuszczalnienie” komorek, niz ,,permeabilizacja”.

e Mam pytanie dotyczace pomiaru  szybkosci  oddychania w  komorkach
uprzepuszczalnionych digitoning. Na jakiej podstawie zostata dobrana ilo$¢ digitoniny?
Czy doktorantka nie obawiata si¢, ze moze doj$¢ do ,,uszkodzenia” zewngtrznej btony

mitochondrialnej i utraty cytochromu c?

Najczgsciej w tego typu badaniach wykonuje si¢ pomiar kontrolny w obecno$ci
rozprzggacza, gdzie dodaje si¢ digitoning. Nastgpnie po dodaniu ,,optymalnego” stezenia
digitoniny dodaje si¢ 1 —5 mM cyt. ¢ i sprawdza czy po dodaniu cytochromu c szybko$¢
oddychania przypadkiem nie wzro$nie. Jesli tak jest, $wiadczy to o uszkodzeniu

mitochondriow i tak naprawde niby maksymalna szybko$¢ zuzycia tlenu jest wtedy



ograniczana przez ,niedostatek endogennego cyt. c. Reasumujac. Czy Doktorantka
wykonata pomiar zuzycia tlenu w obecnosci rozprzegacza i 0,02% digitoniny po dodaniu
cytochromu c¢? Jesli tak, to jaki byl wynik takiej kontroli jakosci uprzepuszczalniania

komorek? W publikacji ani w rozprawie nie znalaztem takiej informacji.

Publikacja 2

e W opisie wynikdw zaintrygowala mnie obserwacja poczyniona przez Doktorantke
dotyczaca szybkosci zuzycia tlenu w obecnosci FCCP. Doktorantka zauwazyta zwigkszong
szybkos$¢ zuzycia tlenu podczas utleniania kwasu palmitynowego przez mitochondria
wyizolowane z komorek traktowanych Ale lub Zol. Doktorantka tlumaczy to
zwigkszeniem poziomu enzymu: dehydrogenazy acetylo-CoA (ACADS), bioracego udziat
w poczatkowych etapach B-oksydacji. W przypadku utleniania bursztynianu warto$¢ ta
spada, co ttumaczone jest przez spadek poziomu kompleksu II. Dlaczego tak si¢ dzieje?
Acetylo CoA z p-oksydacji ,,wprowadzany,, jest do cyklu Krebsa wczes$niej niz
bursztynian. Wiec, jezeli jest problem z wykorzystaniem bursztynianu na etapie cyklu
Krebsa, to czy nie powinien on by¢ widoczny z takze z acetylo-CoA pochodzacym z f3-
oksydacji palmitynianu? Dodatkowo pdzniej czytamy (strona 21), ze aktywno$¢
kompleksu III byta nizsza w mitochondriach komoérek traktowanych N-BPs, podczas gdy
aktywno$¢ kompleksu IV pozostata taka sama. Zauwazono réwniez spadek redukcji
cytochroméw a+a3 (wchodzacych w sktad kompleksu 1V), co wskazuje na obnizenie
poziomu hemoéw a, bedacych obok CoQ produktami szlaku mewalonowego hamowanego
przez N-BPs. Jezeli wigc widzimy zaburzenia na poziomie tancucha oddechowego, to
dlaczego widzimy wzrost szybkosci oddychania mitochondriow izolowanych z komorek
traktowanych Ale lub Zol gdy substratem jest palmitilokarnityna? W podsumowaniu tej
czesci Doktorantka pisze:” Podsumowujac, w komorkach §rodbtonka poddanych dziataniu
Ale lub Zol, dochodzi do uposledzenia funkcjonowania mitochondrialnego tancucha
oddechowego oraz zmniejszenia wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej. ....... N-BPs
wywotuja istotng reorganizacj¢ systemu fosforylacji oksydacyjnej oraz zwigkszenie
udzialu utleniania kwaséw thuszczowych w mitochondriach.” Czy przeprowadzone
doswiadczenie z palmitoilokarnityng upowaznia do stwierdzenia, ze zwigkszyl si¢ udzial
utleniania kwasow tluszczowych w mitochondriach komorek §rodbtonka traktowanych Ale
lub Zol?
Chcialbym pozna¢ opini¢ Doktorantki na ten temat - czy takie zatozZenie jest stuszne. W

przedstawionej do recenzji rozprawie brakuje mi bardziej rozbudowanej dyskusji



dotyczacej wytlumaczenia zawilo$ci wykorzystania przez tancuch oddechowy réznych
substratow przez mitochondria izolowane z komorek nabtonka traktowanych Ale i Zol.

e Dodatkowo, czy udato si¢ zidentyfikowa¢ poziom ktorej klasy dehydrogenazy acetylo-
CoA (ACADS) ulegt zwigkszeniu - SCAD, MCAD, LCAD, VLCAD, and VLCAD2?
Wszystkich, czy tylko tej odpowiedzialnej za utlenianie kwasoéw ttuszczowych o dtugosci

zblizonej do kwasu palmitynowego?
Publikacja 3 - Do pracy przegladowej nie mam uwag ani pytan.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest napisana dobrze
1 przedstawia oryginalne odkrycia badawcze. Co prawda mozna by oczekiwaé bardziej
rozbudowanego wstepu, czy dyskusji nad uzyskanymi wynikami, oraz mechanistycznego
podejscia do badanej hipotezy, jednakze przedstawione przeze mnie komentarze oraz uwagi
dotyczace rozprawy mgr Adrianny Budzinskiej w wiekszo$ci majg charakter drugorzedny i w
zadnym stopniu nie obnizaja warto$ci merytorycznej przedstawionej mi do oceny rozprawy
doktorskiej. Sa one jedynie zaproszeniem do dyskusji. Stwierdzam zatem, ze powierzona mi
do oceny rozprawa na stopien doktora nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne mgr Adrianny Budzinskiej spetnia warunki stawiane rozprawom na stopien
doktora nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne okreslone w art.
1187 ust. 1-2 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571.
Zwracam si¢ wobec tego do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie bioragc pod uwage wysokie walory
merytoryczne przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej zglaszam wniosek do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

o wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Budzinskie;.
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