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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Piotra Pankiewicza pt.
»»Rozwdj innowacyjnych, maloczasteczkowych agonistow TrkB w terapii choréb uktadu
nerwowego”,

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Piotra Pankiewicza zostata
wykonana pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Kality-Bykowskiej oraz dr Jerzego Pieczykolana
w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego w Warszawie oraz w
Laboratoriach Celon Pharma. S.A. w ramach programu Doktorat Wdrozeniowy.

Zrozumienie molekularnego podloza choréb ukladu nerwowego przyczynito sie do
burzliwego  rozwoju  wspdlczesne]  neuropsychofarmakologii 1 poszukiwania
matoczgsteczkowych agonistow lub antagonistow poznanych sciezek sygnalizacji
komorkowej. Neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego (BDNF), jest jednym z
najintensywniej badanych czynnikéw troficznych wydzielanych przez komérki w moézgu.
BDNF dziala za posrednictwem receptora o aktywnosci kinazy tyrozynowej dla BDNF (TrkB)
i odpowiada za prawidlowy rozwdj i funkcjonowanie ukladu nerwowego. Zaburzenie
wydzielania BDNF moze powadzié migdzy innymi do zaburzen depresyjnych.

Podjecie badan zmierzajacych do odkrycia nowych czasteczek zdolnych przenikad
barierg¢ krew-mdzg i zastapi¢ BDNF w jego protekcyjnym dziataniu na komorki nerwowe jest
w pelni uzasadnione.

W swojej pracy doktorskiej mgr inz. Piotr Pankiewicz podjal probe identyfikacji
matoczasteczkowych agonistow receptora TrkB. W tym celu autor pracy stworzyl tzw.
wplatform¢ badawcza”, ktéra miata pozwoli¢ na identyfikacje czasteczek, potencjalnych
agonistow receptora TrkB, wybranych z biblioteki zwigzkéw o réznych chemotypach.

W pierwszej kolejnosci doktorant poddal ocenie stopienn wigzania wybranych
czasteczek z receptorem TrkB oraz jego aktywacje, nastepnie zbadat wplyw na uruchomienie
przez nie wewnatrzkomorkowych szlakéw sygnalowych, i wreszcie przeanalizowat
wlasciwosci  protekcyjne wybranych czasteczek w  komodrce w warunkach stresu

mitochondrialnego.



Niestety, pomimo duzego naktadu pracy nie udalo si¢ zidentyfikowac czasteczek o pozgdanych
cechach agonisty TrkB.

Wazng czes¢ pracy stanowi charakterystyka zwiazkéw o postulowanej lub
udokumentowanej w literaturze aktywnosci wzgledem receptora TrkB. Autor pracy w dobrze
zaplanowanych eksperymentach dowiodl, ze zwigzki te nie posiadaja wiasciwosci agonistéw
receptora TrkB i s3 zasadniczo nieaktywne zaréwno na poziomie interakcji z receptorem jak i
funkcjonalnym.

Dla najszerzej opisanego z tej grupy zwiazkéw 7,8-dihydroksyflawonu (7,8-DHF)
przeprowadzono badania selektywnosci in vitro oraz farmakologiczne badania in vivo. Wyniki
wskazujg na niekorzystny profil farmakokinetyczny czasteczki i na brak aktywnosci 7,8-DHF
zaréwno wzgledem TrkB jak i innych sciezek molekularnych w mézgu u myszy. Ponadto Autor
pracy wykazal, ze 7,8-DHF w warunkach in vitro wykazuje zdolnos¢ do interakcji z wieloma

celami molekularnymi, co $wiadczy o niskiej selektywnosci zwigzku wzgledem TrkB.

Praca ma klasyczng budowe i sklada si¢ ze wstg¢pu, rozdzialu opisujgcego metody,
wyniki oraz z dyskusji. Jako osobne rozdzial zostaty wydzielono Cel pracy oraz Wnioski. Praca
zawiera wymagane streszczenie w jezyku angielskim i polskim. Dodatkowo w pracy
zamieszczono  zalacznik  zawierajacy  struktury chemiczne badanych zwiazkow
matoczasteczkowych, tabele¢ wyznaczonych wartosci stalej dysocjacji (Kd) z uzyciem
mikroskalowej termoforezy kapilarnej oraz szczegdlowe wyniki selektywnosci 7,8-DHF
wzgledem réznych celé6w molekularnych. Bibliografia zawiera 247 cytowan. Praca jest
napisana, jasnym, zrozumialym je¢zykiem dzigki czemu czytelnik nie ma problemu z jej

$ledzeniem.

We Wstepie Autor wprowadza czytelnika w tematyke pracy opisujgc potencjalne
korzysci plynace z odkrycia zwigzkéw matoczasteczkowych, jako lekéw modulujacych
aktywnos¢ receptora TrkB. Opisuje dokladnie biologiczne funkcje BDNF i jego wydzielanie w
réznych strukturach mézgu oraz regulacj¢ ekspresji genu kodujgcego BDNF, ktéra jest ztozona
i byla intensywnie badana w kontekscie regulowanej translacji synaptycznej. Na stronie 21
pojawia si¢ zdanie , Alfernatywne sktadanie egzondw (ang. splicing) konczy transkrypcje geniut
biatka BDNF w dwdch mozliwych miejscach poliadenylacji, dajgc poczqtek dwdm populacjom
mRNA BDNF o rdznej dlugosci, ktdre trafiajg do okreslonych przedziatlow neuronalnych.
Krétkie transkrypty BDNF sq lokalizowane w ciele komadrki gdzie utrzymujg podstawowg

produkcje BDNF. Natomiast diugie transkrypty BDNF kierowane sq do dendrytow, gdzie
2



ulegajq lokalnej translacji w efekcie pobudzenia neuronalnego”. Jest to dosyé niefortunny skrét
myslowy. Czy Autor mégiby wyjasni¢ jaka rolg w transporcie mRNA i regulacji jego translacji
odgrywaja sekwencje niekodujace obecne w czasteczce mRNA BDNF takie jak 5”1 3°UTR?
Po opisaniu powstawania dojrzalej czasteczki biatka BDNF Autor pracy pos$wigca sporo
migjsca na opis wlasciwosci receptoréw TrkB opisujac ich warianty, wystepowanie i
charakterystyke strukturalng. Na stronie 27 czytamy: ,,Nastgpnie, receptor jest pakowany do
pecherzykow wydzielniczych i kierowany do blony komdrkowej na kraricach aksonéw bgds?
dendrytow. Transport TrkB odbywa sig wzdtuz mikrotubul, a w proces ten zaangazowane sq
biatka motoryczne z rodziny kinezyn. Czy doktorant mégtby wyjasnié¢ czym sg wspomniane
wkrance aksonéw bgdz dendrytéw” oraz czy chodzi tutaj o transport mRNA czy biatka?
Aktywacja Sciezek sygnalowych uruchamianych po zwiazaniu receptora TrkB jest
szczegbtowo opisana z podzialern na poszczeg6lne kinazy. [ wreszcie autor przechodzi do opisu
zaburzenia interakcji BDNF-TrkB w chorobach neuropsychiatrycznych na przyktadzie

depresji. Szczegbinie we Wstgpie podobal mi si¢ rozdzial ,,Proces rozwoju nowego leku”, w

ktérym autor niezwykle jasno opisat proces tzw. ,,drug discovery”.

Sekcja Materialy i Metody jest zwigzlym spisem zastosowanych metod badawczych
oraz uzytych materialéw. Ta cz¢$é pracy jest dostatecznie wyczerpujaca, a jednoczesnie
odpowiednio zwigzia i nie mam do niej uwag krytycznych. Autor pracy szczegétowo opisat
wykorzystane linie komérkowe, warunki ich hodowli i réznicowania oraz badania prowadzone
in vivo. Wykorzystana w pracy metodyka byla bogata i wymagata od doktoranta opanowania
szeregy metod z zakresu chemii, biologii molekularnej, biologii komérki czy analizy

farmakodynamicznej.

Wyniki sg opisane w sposéb niezwykle klarowny, a ryciny przygotowano z nalezyta
starannoscig. W pierwszej czg¢sci tego rozdziatu autor opisuje biblioteke matoczgsteczkowych
zwigzkéw chemicznych, na ktéra skladaly si¢ zsyntetyzowane przez departament Chemii
Medycznej Celon Pharma S.A oryginalne, wlasne zwiazki chemiczne, komercyjnie dostepna
biblioteka Iacznie 987 zwiazkéw oraz pula zwigzkéw referencyjnych. W wyniku badan
przesiewowych autor wyselekcjonowal 59 zwigzkéw chemicznych (w tym czasteczki
referencyjne). Nastgpnym etapem pracy bylo sprawdzenie ich zdolnosci do aktywacji receptora
TrkB w komérkach SN56 T48 ze stabilng nadekspresja receptora TrkB. O aktywacji receptora
TrkB $wiadczyta fosforylacja jego domeny wewnatrzkomdrkowej na tyrozynie 706 (Tyr706),

a efekt ten wykazaly jedynie 4 sposréd 59 przebadanych zwigzkéw matoczasteczkowych i byty
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to zwiazki referencyjne, przy czym ich aktywnos¢ byla zdecydowanie nizsza w poréwnaniu do
BDNF. Uzyskany wynik wskazuje, ze w wykorzystanej bibliotece nie udalo si¢ zidentyfikowac
zadnych zwigzkéw maloczgsteczkowych zdolnych aktywowac ortosterycznie receptor TrkB.

Pomimo tych niepowodzen Autor pracy nie poddat sig, ale skupit na cieckawym aspekcie
uzyskanych wynikéw, a mianowicie aktywnosci zwigzkéw referencyjnych i zbadal ich
zdolnos¢ do nasladowania funkcji BDNE.

Autor uzyl metody inkubacji zewngtrzkomérkowej domeny TrkB ze zwigzkami
maloczasteczkowymi oraz BDNF in vitro i wykazal, ze zaden z zbadanych zwiazkéw nie
wykazywat zdolnosci do indukowania dimeryzacji exTrkB, podczas gdy 4 z nich (DMAQ-BI,
CPL503052, CPL503071, CPL503113) powodowaly fosforylacie TrkB w modelu
komérkowym. Ta ciekawg obserwacje Autor wyczerpujgco przedyskutowal na stronie 93,
chcialabym jednak spyta¢ czy jego zdaniem powinno si¢ w badaniach przesiewowych pomingé
etap sprawdzania oddziatywania zwiazkéw z receptorem in vitro i badac je bezposrednio w
systemach komérkowych?

W nastepnym kroku Autor uzyl linii komérkowej SN56 T48 z nadekspresjg receptora
TrkB ktdrg traktowat 11 zwigzkami referencyjnymi (w odniesieniu do BDNF) i stwierdzil, ze
zaden z nich nie powoduje aktywacji receptora TrkB oraz fosforylacji bialek efektorowych
takich jak PLCyl, Aktl, ERK1/2, co oczywiscie sugerowalo brak aktywnosci tych zwigzkow.
Cztery pozostale zwigzki (DMAQ-BI, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113)
aktywowaly szlak TrkB, a zastosowanie inhibitora K252a zablokowalo aktywnos¢ TrkB i
czeSciowo takze fosforylacje bialek sygnatowych. Jednak w przypadku CPL503052 silna
fosforylacja kinazy Aktl w obecnosdci inhibitora K252a wskazywala na alternatywny
mechanizm dzialania tej czasteczki w komorkach SNS6 T48, dlatego w dalszych badaniach
Autor postuzyl si¢ innym modelem komérkowym, linig ludzkiej neuroblastomy SH-SY5Y w
ktérej podczas ré6znicowania indukowany jest TrkB. Analogiczny eksperyment powtérzono z
czterema wymienionymi czgsteczkami plus dodatkowo z 7,8-DHF powszechnie uzywanym w
literaturze naukowej agonista TrkB. Réwniez w tych komérkach autor zauwazyl niezalezng od
receptora TrkB fosforylacje kinaz efektorowych. Tutaj przeprowadzono takze bardzo elegancki
eksperyment kontrolny na niezré6znicowanych komdrkach neuroblastomy (w ktérych brak jest
ekspresji TrkB), co pozwolilo potwierdzi¢ niezalezny od receptora TrkB mechanizm dziatania
tych zwiazkéw. Co ciekawe 7,8-DHF nie aktywowat receptora TrkB, ani kinaz efektorowych.

Badane zwigzki nie wykazywaly tez wilasciwosci cytoprotekcyjnych, nie chronily

komoérek przed indukowang stresem mitochondrialnym $miercig komérkowa co czynit BDNE.



Kolejne badania przeprowadzono z wykorzystaniem zwierzat eksperymentalnych
myszy szczepu BALB/c, ktérym podawano 7,8-DHF droga doustng lub dozylng w celu analizy«
profilu farmakokinetycznego. Uzyskane przez Autora wyniki wskazywaly na niekorzystny
profil farmakokinetyczny 7,8-DHF u myszy i jego szybka eliminacj¢ z organizmu. Jego podanie
nie prowadzilo takze do wzrostu fosforylacji receptora TrkB i zaleznych od niego kinaz z
hipokampie i korze czotowej traktowanych myszy.

Poniewaz wszystkie przeprowadzone rzez Autora oswiadczenia wskazywaly na to, ze
powszechnie uzywany jako inhibitor TrkB zwigzek 7.8-DHF nie wykazuje aktywnosci
biologicznej postanowit on zbada¢ jego wigzanie z innymi biatkami i zidentyfikowat 12 biatek
- celéw molekularnych 7,8-DHF. Doswiadczenie to ma wartosé¢ poznawczg i wybiega poza
schemat doktoratu wdrozeniowego, stanowi jednak prébe odpowiedzi na cickawe pytanie jakie

s3 wewnatrzkomodrkowe efektory czgsteczki 7,8-DHF.

Dyskusja zaczyna si¢ od dobrze napisanego podsumowania uzyskanych wynikéw. Jest
dosyc¢ dluga, liczy 16 stron, ale sprawnie napisana i $wiadczy o dojrzalosci naukowej Autora.
W ogdlnej ocenie merytorycznej pracy chciatabym podkresli¢, ze doktorant potrafi wlasciwie
zaplanowac eksperymenty i zastosowa¢ odpowiednie techniki do ich wykonania. Ponadto umie
prawidlowo zinterpretowac dane eksperymentalne, poréwna¢ z wynikami uzyskanymi przez

innych badaczy oraz zaproponowa¢ prawdopodobny mechanizm badanych zjawisk.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny praca mgr. inz. Piotra
Pankiewicza spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 1. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pézn. zm.). Dlatego tez z calym
przekonaniem zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM w Warszawie o
dopuszczenie mgr. inz. Piotra Pankiewicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i

popieram wniosek o nadanie mu stopnia naukowego doktora.

dr hab. Magdalena Dziembowska, prof. ucz.
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