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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Adrianny Budzinskiej zatytulowana “Wplyw
bisfosfonianéw stosowanych w terapii osteoporozy na metabolizm tlenowy komoérek

Srodblonka”

Praca doktorska Pani mgr Adrianny Budzinskiej zostala wykonana na Wydziale
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, w Instytucie Biologii
Molekularnej i Biotechnologii. Promotorem pracy byta prof. dr hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz,
uznany ekspert w dziedzinie biochemii mitochondrialnej i bioenergetyki komoérkowe;.

Osteroporoza to choroba prowadzaca do utraty masy kostnej i zwigkszonego ryzyka
ztaman, dotykajaca szczegdlnie osoby starsze. Wraz ze starzeniem si¢ populacji stanowi coraz
wicksze wyzwanie kliniczne. Leczenie osteoporozy opiera si¢ glownie na stosowaniu
bisfosfonianéw, ktére hamuja aktywno$¢ komorek odpowiedzialnych za resorpcj¢ kosci
poprzez blokowanie szlaku mewalonianowego. Cho¢ bisfosfoniany skutecznie chronia tkanke
kostng, mogg rowniez wptywa¢ na inne typy komorek, w tym komorki §rédbtonka, ktére jako
pierwsze maja kontakt z lekami podawanymi dozylnie. Badania nad pozaszkieletowymi
efektami dziatania bisfosfonianéw sg zatem kluczowe z perspektywy bezpieczenstwa terapii i
jej dalszej optymalizacji.

Rozprawa doktorska Adrianny Budzinskiej koncentruje si¢ na analizie wplywu dwaéch
powszechnie stosowanych bisfosfonianéw, alendronianu i zoledronianu, na metabolizm
tlenowy ludzkich komoérek s$rodblonka. Praca sklada si¢ z trzech tematycznie powiazanych
publikacji wieloautorskich, opublikowanych w latach 2023-2025 w renomowanych
czasopismach naukowych o lgcznym wspolczynniku wpltywu wynoszacym 12.5. Dwa z
przedstawionych artykuléw majg charakter eksperymentalny, natomiast trzeci stanowi
opracowanie przegladowe. Praca przegladowa, pierwotnie udostgpniona jako preprint, zostala
niedawno opublikowana w Pharmaceuticals. Publikacje w rozprawie doktorskiej zostaty
uzupelnione sekcja laczaca, zawierajacg streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzenie, cele pracy, omowienie wynikow publikacji oraz podsumowanie wynikéw i
koncowe wnioski. Dotaczono rowniez oswiadczenia doktorantki i wspotautorow dotyczace ich
wkladu w powstanie cyklu publikacji. Na koficu rozprawy Adrianna Budzinska zamiescita liste

swoich pozostalych publikacji, ktére nie zostaly uwzglednione w rozprawie, a ktére stanowia
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dodatkowe osiggni¢cie naukowe doktorantki. Lista obejmuje sze$¢ prac opublikowanych w
latach 2022-2024, a tgcznym wspotczynnik wplywu wynoszgcym 33.5.

Zgodnie ze spisem tresci rozprawa doktorska liczy 95 stron, jednak ostatnia strona
zostala oznaczona jako 93, co wskazuje na drobng niescisto$¢ w numeracji. ,, Wprowadzenie™
Jjest krotkie, tresciwe i dobrze komponuje si¢ z obszerna pracg przegladows wchodzacag w sktad
rozprawy. Zwigzle wyjasnia pojecie osteroporozy, mechanizm dzialania bisfosfonianéw oraz
wprowadza podstawowe informacje dotyczace koenzymu Q, komorek srodbtonka i funkcji
mitochondriow. Identyfikuje rowniez obszary badawcze zwigzane 2z dzialaniem
bisfosfonianéw, ktore nie zostaly jeszcze dostatecznie poznane, ukazujgc perspektywe dalszych
badan. W rezultacie, stanowi solidng podstaw¢ do zrozumienia celow oraz wynikow rozprawy.
W przeciwienstwie do zwigzlego wprowadzenia rozdzial ,,Cele pracy” jest rozbudowany.
Zawiera nie tylko ogolnie sformutowany cel badawczy, ale takze trzy konkretne zadania
zrealizowane przez doktorantke, ktére zaowocowaly trzema publikacjami. Wyniki zawarte w
tych publikacjach oraz wnioski z nich wyciagnigte s3 omawiane w nastepnych rozdziatach.

Istotnym elementem oceny formalnej rozprawy doktorskiej, sktadajagcej sie z kilku
wspotautorskich publikacji, jest ocena indywidualnego wkladu doktoranta w ich powstanie.
Fakt, ze mgr Adrianna Budzinska jest pierwsza autorkg wszystkich publikacji wchodzacych w
sktad rozprawy, Swiadczy o jej znaczacej roli w realizacji badan. Jej wiodacy wklad
potwierdzaja réwniez o$wiadczenia wspolautorow, wskazujace, ze byla glownym
eksperymentatorem w dwoch publikacjach eksperymentalnych, uczestniczyla rowniez w
przygotowaniu koncepcji badan do tych prac, analizie otrzymanych danych oraz przygotowaniu
manuskryptow. Trzecia publikacja, artykul przegladowy, ma tylko dwoch autorow, a
doktorantka byla odpowiedzialna za zebranie danych literaturowych i napisanie pierwszej
wersji manuskryptu. Analizujac wklad doktorantki w powstanie pracy eksperymentalnej z 2023
roku, zauwazytam drobng rozbieznos¢ pomig¢dzy jej oswiadczeniem a informacjami zawartymi
w sekcji ,,Author contributions” publikacji. Zgodnie z ,,Author contributions” doktorantka
uczestniczyla we wszystkich metodach wykorzystanych w tej pracy. Natomiast w swoim
oswiadczeniu nie wspomina o udziale w analizie zywotnosci komorek, a wskazuje na udzial w
izolacji mitochondriow, metodzie, ktora nie byla zastosowana w tej publikacji. Mimo tej
niescistosci, nie budzi watpliwosci fakt, ze mgr Adrianna Budzinska byla glownym
eksperymentatorem tej publikacji.

Omawiana publikacja ukazata si¢ w Scientific Reports i opisuje wielokierunkowe
badania wplywu dwoch powszechnie stosowanych bisfosfonianéw, alendronianu i

zoledronianu, na komoérki srodblonka. Wykazano, ze nawet stosunkowo niskie stezenia tych
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zwigzkoéw, ktore nie wplywa na zywotno$¢ komoérek, prowadzi do istotnych zmian
metabolicznych. Najbardziej nowatorskim wynikiem tej pracy jest wykazanie, ze bisfosfoniany
obnizajg poziom koenzymu Q w komoérkach $rodblonka, zaréwno jego formy utlenionej jak i
zredukowanej. Skutkuje to zaburzeniem rownowagi redoks koenzymu Q, wzrostem produkcji
ROS oraz aktywacjg mechanizméw antyoksydacyjnych. Ten scenariusz zdarzen wywolanych
przez bisfosfoniany opiera si¢ na wynikach uzyskanych przez doktorantke, ktora
przeprowadzita pomiary koenzymu Q, ROS oraz enzymow antyoksydacyjnych. Adrianna
Budzinska wykazata rowniez, ze pomimo wzrostu markeré6w aktywnosci mitochondrialnej po
inkubacji z bisfosfonianami, poziom ATP w komorkach $rédblonka spada, co wskazuje na
nieefektywng fosforylacje oksydacyjng. Jednoczesnie obserwuje si¢ wzrost aktywnosci
enzyméw glikolitycznych i fermentacyjnych, co sugeruje przesunigcie metabolizmu w
kierunku beztlenowego. Oba bisfosfoniany zaburzajgc mitochondrialne wykorzystanie tlenu,
prowadza do wzrostu jego poziomu w komorkach srodblonka. Zoledronian, w przeciwienstwie
do alendronianu, indukuje odpowiedz zapalng komorek $rodbtonka. Ciekawym wynikiem
otrzymanym przez doktorantke jest wykazanie, ze bisofosfoniany zaburzaja dynamike
mitochondriéw, zmniejszajgc ich fragmentacj¢ bez wptywu na fuzje.

Chciatabym zapytaé, czy rozwazano mikroskopowg analiz¢ sieci mitochondrialnej w
celu potwierdzenia wnioskow plynacych z zastosowania markeréw. Poniewaz wigkszos¢
wnioskOw opisanych w tej publikacji, w tym dotyczacych dynamiki mitochondriow, opiera si¢
na analizie odpowiedzi markeréw, prositabym o komentarz dotyczacy ich specyficznosci.
Ktére z zastosowanych markerow charakteryzujg sie najmniejszg specyficznoscig? Efekty
dziatania bisfosfonianéw obserwowane sg po 6 dniowej inkubacji z komdrkami srodblonka.
Czy wiadomo, czy sg one odwracalne czy prowadza do trwatych zmian? Prosz¢ o opinie
doktorantki w tym zakresie. Mam rowniez pytanie dotyczace rys. 3 z publikacji 1. Na wykresie
stupkowym ekspresja ICAM1 po zastosowaniu alendronianu i zoledronianu wydaje si¢ bardzo
zblizona, zaréwno pod wzgledem wartosci $redniej, jak i rozrzutu wynikéw (SD). Dlaczego
zatem tylko dla zoledronianu oznaczono istotnos¢ statystyczna? Czy bardzo subtelne zmiany w
poziomie markerow zapalnych, obserwowane na rys.3, moga wskazywa¢ na wczesng faze
odpowiedzi zapalnej, a nie pelnoobjawowy stan zapalny? Czy mozna tak interpretowac
otrzymane wyniki ?

Druga praca eksperymentalna (Scentific Reports, 2025) wchodzaca w sktad rozprawy

stanowi kontynuacje pierwszej, poglebiajac analize¢ wptywu bisfosfonianow na metabolizm

tlenowy komorek srédbtonka koncentrujgc si¢ na biochemii i bioenergetyce mitochondriow. W




pracy tej za izolacj¢ mitochondriow wykorzystywanych w badaniach byta odpowiedzialna
doktorantka. Wedtug ,,Author contributions” Adrianna Budzinska uczestniczyta we wszystkich
metodach na izolowanych mitochondriach zastosowanych w tej pracy. Z jej oSwiadczenia
wynika natomiast, ze uczestniczyla we wszystkich pracach eksperymentalnych z wyjatkiem
BN-PAGE i pomiaréw aktywnosci enzymoéw w zelu. Mimo tej drobnej niescistosci nie mam
watpliwosci, ze glownym eksperymentatorem tej pracy, podobnie jak poprzedniej, byta
Adrianna Budzinska.

W pracy opublikowanej w 2005 roku Adrianna Budzinska przeprowadzata m.in. takie
pomiary jak: ilosci i poziom redukcji mitochondrialnego koenzymu Q, potencjalu btony
mitochondrialnej, zuzycia tlenu, produkcji H.O:, redukcji cytochromu atas, aktywnosci
systemu rozprzg¢gajacego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze ekspozycja komédrek srodbtonka na
bisfosfoniany prowadzi do znacznego 45-50% spadku poziomu mitochondrialnego koenzymu
Q 1 catkowitego zaniku jego zredukowanej formy, co skutkuje dysfunkcjg bioenergetyczna
mitochondriéw i utratg istotnej puli antyoksydacyjnej w mitochondriach. Towarzyszy temu
wzrost poziomu enzymu SOD2 oraz biatka rozprzegajacego UCP2, co wskazuje na aktywacje
mechanizmow kompensacyjnych w odpowiedzi na nasilony stres oksydacyjny. Zaburzenia w
poziomie mitochondrialnej puli koenzymu Q przekladaja si¢ na istotne dysfunkcje
bioenergetyczne mitochondriow. Zaobserwowano obnizone tempo oddychania, potencjatu
blonowego, efektywnosci fosforylacji oksydacyjnej. Co ciekawe, podczas gdy utlenianie
typowych substratéw bylo ostabione, utlenianie kwasoéw thuszczowych wzrastato, co sugeruje
metaboliczng adaptacje komorek do alternatywnych zZrédet energii. Wyniki z BN-PAGE
elektroforezy wskazujg, ze bisfosfoniany na poziomie strukturalnym doprowadzaja do
reorganizacji kompleksow oddechowych. Podsumowujgc, omawiana publikacja, dostarcza
przekonujacych dowodow na to, ze bisfosfoniany, poprzez hamowanie szlaku
mewalonianowego, prowadza do niedoboru mitochondrialnego koenzymu Q i wtérnych
zaburzen bioenergetycznych w komorkach srodblonka. Autorzy sugerujg, ze suplementacja
koenzymu Q10 moze stanowi¢ obiecujaca strategi¢ terapeutyczng, ktora tagodzi negatywne
efekty leku, a w konsekwencji chroni funkcje srodblonka i ogranicza ryzyka rozwoju chorob
sercowo-naczyniowych. W zwigzku z tg sugestig, czy rozwazano przeprowadzenie
eksperymentow z suplementacja koenzymem Q10 mitochondriéw izolowanych z komorek
srodblonka traktowanych bisfosfonianami ? Taki eksperyment mogiby potwierdzié hipoteze o
przyczynowym zwigzku miedzy niedoborem CoQ a dysfunkcjg bioenergetyczng. Prosze
doktorantke o komentarz dotyczacy potencjalnych trudnosci technicznych zwigzanych z takim

eksperymentem oraz mozliwych sposobow ich przezwyci¢zenia. Kolejne pytanie dotyczy
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spadek poziomu cytochromow a + as. Czy te zaburzenia mogg mie¢ konsekwencje biologiczne
skoro aktywnos$¢ kompleksu IV jest nie zmieniona ?

Trzecia publikacja cyklu, artykut przegladowy, to bardzo obszerny, szczegétowy i
wartosciowy przeglad literatury dotyczacy wptywu bisfosfonianow (szczegdlnie zawierajacych
azot) na komorki i mitochondria. Praca oparta jest na ponad 80 pozycjach literaturowych w tym
wiele z ostatnich lat. Co wigcej, artykul zwiera wyniki dwodch ocenianych prac
eksperymentalnych doktorantki, osadzajac je w szerszym kontekscie biologicznym i
klinicznym. Przeglad rozpoczyna si¢ od omowienia historii zastosowan, budowy i klasyfikacji
bisfosfonianoéw oraz efektow ubocznych ich stosowania jako lekow na osteoporozg. Nastgpnie
autorki przedstawiajg szlak mewalonianowy i jego znaczenie biologiczne, a takze opisuja, jak
jego hamowanie przez bisfosfoniany wplywa na funkcjonowanie komérek i mitochondriéw. W
dalszej czesci analizowane sg negatywne skutki bisfosfonianow, w tym stres oksydacyjny,
zaburzenia energetyczne i apoptoza, a catos$¢ konczy si¢ refleksja nad potencjalnymi strategiami
ochronnymi, takimi jak suplementacja koenzymem Q10.

Opisane powyzej trzy publikacje tworzg spojna narracj¢ naukowa, ktéra nie tylko
ujawnia mechanizmy dziatania bisfosfonianow w komoérkach s$rodblonka, ale sugeruje
mozliwo$¢ minimalizacji skutkow ubocznych tych lekow. Wszystkie publikacje prezentuja
wysoki poziom naukowy. Chciatabym rowniez dodac , ze wyniki badan przedstawione w pracy
doktorskiej zostaly uzyskane w ramach dwoch projektow typu OPUS finansowanych przez
NCN i przyznanych promotorowi ocenianej rozprawy.

Podsumowujagc, rozprawa doktorska mgr Adrianny Budzinskiej pt. ,,Wplyw
bisfosfonianéw stosowanych w terapii osteoporozy na metabolizm tlenowy komorek
$rodblonka” stanowi cykl rzetelnie wykonanych i wnikliwie zinterpretowanych badan, ktore
wnosza istotny, nowatorski wklad zaréwno do biologii komorki jak i farmakologii
bisfosfonianéw. Rozprawa ta poszerza nasza wiedz¢ o potencjalnych skutkach ubocznych tej
grupy lekéw na poziomie komorkowym, a szczegolnie na poziomie mitochondriéw. Rozprawa
spelnia wszystkie wymagania okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 z p6zniejszymi
poprawkami wprowadzonymi Ustawa z dnia 18 marca 2011 r o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz.882).

W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza o dopuszczenie Pani mgr Adrianny Budzinskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysoki poziom merytoryczny rozprawy,
solidno$é oraz znaczenie poznawcze i aplikacyjne uzyskanych wynikow, a takze ich publikacje

w prestizowych czasopismach naukowych, rekomenduj¢ wyréznienie pracy stosowna nagroda.
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