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pt. ..Wplyw domézgowych podan Atsttrin na procesy neurodegeneracyjne i rozwoj
reakcji zapalnej w doswiadczalnym modelu choroby Parkinsona wywotanym 1-

LIS

metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyng (MPTP) u myszy”.

Choroba Parkinsona to przewlekia, postepujaca choroba neurodegeneracyjna
o czesciowo tylko poznanym podiozu, ktdrej czestosé wystepowania wzrasta w
zaawansowanym wieku. Ze wzgledu na starzenie sie spofeczenstwa, stanowi ona
coraz wigksze wyzwanie dla systemu ochrony zdrowia, tymczasem, mimo postepu
medycyny, nie jest nadal dostepne leczenie przyczynowe, a farmakoterapia
ograniczona jest w praktyce do tagodzenia i opdzniania w czasie objawdw choroby.
Chociaz patogeneza choroby Parkinsona jest zlozona i niejednorodna, badania
ostatnich lat dostarczyty wiele dowodéw na udziat w rozwoju procesdw
neurodegeneracyjnych reakcji zapalnej, a zmiany aktywno$ci poszczegéinych
elementéw ukitadu immunologicznego, zaréwno systemowe jak i w obrebie
osrodkowego uktadu nerwowego sg dos¢ dobrze scharakteryzowane. W zwigzku z
powyzszym, czynniki o selektywnym dziataniu przeciwzapalnym stanowig obecnie
atrakcyjny cel badan zwigzanych 2z poszukiwaniem nowych rozwigzan
terapeutycznych choroby Parkinsona, w ktory wpisuje sie rozprawa doktorska lek.
tukasza Poniatowskiego. Progranulina (PGRN) jest biatkiem uktadu odpornosciowego
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wytwarzanym takze przez niektére neurony, ktore reguluje m.in. funkcje lizosomow,
przezycie neurondw i stan zapalny. Mutacje w obrebie genu PGRN zostaly powigzane
z podwyzszonym ryzykiem choréb neurodegeneracyjnych, w tym choroby Parkinsona.
Z kolei Atsttrin to zmodyfikowane, rekombinowane biatko bedace analogiem PGRN,
ktorego dziatanie przeciwzapalne wynika prawdopodobnie w czesci z bezposredniego
antagonizmu wobec receptoréw dla TNF-a. Dotychczasowe dane eksperymentalne
wskazuja na potencjalne dziatanie terapeutyczne Atsttrin w chorobach, w ktorych
patogenezie kluczowa jest rola TNF-a (np. chorobie zwyrodnieniowej stawdw, RZS,
chorobach zapalnych jelit). Badania lek. Ltukasza Poniatowskiego sa, wg mojej wiedzy,
pierwszg préba ocenyoceny przeciwparkinsonowskiego dziatania Atsttrin, ktorej
dokonano na podstawie analizy ekspresji wybranych genéw oraz stezen
neuroprzekaznikéw i ich metabolitbw w mysim modelu choroby Parkinsona po
domédzgowym podaniu badanego biatka.

Praca przedstawiona do recenzji ma typowy dla rozprawy doktorskiej uktad,
jednak niewatpliwie wyréznia sie objetoscia — wraz zatacznikami liczy 427 stron,
zawiera 75 rycin {glownie wykresow) oraz 4 tabele. Liczba wykorzystanych pozyciji
literaturowych jest imponujgca (1040), zostaly one merytorycznie dobrane i
adekwatnie wykorzystane w pracy, w wiekszosci sg to aktualne prace anglojezyczne
z ostatniej dekady opublikowane w czasopismach indeksowanych. Pod wzgledem
edytorskim praca jest przygotowana czytelnie, klarownie, spisy tresci, tabel i wykresow
utatwiajg nawigacje po tekécie, pomocny jest tez zatgczony wykaz zastosowanych
skrotow wraz z ich z objasnieniami.

Dobrze napisany wstep stanowi merytoryczne i aktuaine wprowadzenie do
tematyki podejmowanych badan. Jest to obszerne opracowanie (ok. 90 stron),
napisane klarownym i precyzyjnym jezykiem, stanowigce kompendium wiedzy na
temat choroby Parkinsona, obejmujace jej historig, patogeneze, aktualny stan wiedzy
na temat mozliwych mechanizméw lezacych u jej podstaw, szczegolowy opis
poszczegdlnych elementéw teorii neurozapalnego podioza choroby, zmian funkcii
neuroprzekaznikéw, informacje na temat objawéw choroby oraz dostgpnych opcji
terapeutycznych. Doktorant przedstawit takze doktadng charakterystyke progranuliny,
jej funkcje biologiczne oraz mozliwe zastosowanie w leczeniu, a takze opisat rézne
zwierzece modele choroby Parkinsona, wykorzystywane do badan patogenezy,
przebiegu choroby oraz testowania potencjalnych nowych farmaceutykoéw. W mojej

Strona2z8



opinii ta czes¢ rozprawy moglaby by¢ z powodzeniem opublikowana w formie
monografii lub (po skréceniu) pracy pogladowej. Bytoby to cenne, poniewaz w
ostatnich latach postepy w badaniach nad chorobg Parkinsona sg znaczace, brak
aktualnych opracowan w jezyku polskim, szczegdlnie siegajacych tak gteboko w
szczegoly mozliwych mechanizmoéw patogenezy choroby, a przedstawiony do recenzji
tekst napisany jest w sposob zrozumiaty, nawet dla osoby nie bedacej specjalista z

zakresu neurologii czy immunologii.

Zatozenia i cele pracy zostaty sformutowane w sposéb klarowny, precyzyjny i
jednoznaczny. Doktorant postawit sobie siedem celéw szczegdtowych, ktdrych analiza
wymagata od recenzenta szczegodlnej uwagi: pierwsze 5 celow dotyczy bezposrednio
spodziewanych wynikéw badan, natomiast pozostate dwa (dotyczgce potencjalnych
mozliwosci zastosowania Atsttrin w terapii choroby Parkinsona oraz aplikacyjnosci
bezposredniej stereotaktycznej iniekcji domézgowej Atstirin) wydajg sie z natury

rzeczy zaleze¢ nieco od subiektywnej oceny uzyskanych rezultatow.

W rozdziale ,Materiat i metody” autor pracy opisat szczegéiowo plan badan
(podzielonych na dwa etapy), procedury wykonane z wykorzystaniem zwierzat
laboratoryjnych, metody analizy uzyskanych préb (w odniesieniu do amin
katecholowych - wysokosprawng chromatografie cieczowa - HPLC, w odniesieniu do
ekspresji genéw — PCR w czasie rzeczywistym) oraz metody analizy statystycznej
uzyskanych wynikéw. Badania na zwierzetach zostaly przeprowadzone z
zachowaniem zasady 3R (ang. replacement, reduction and refinement). Nalezy
podkresli¢, ze zastosowana w badaniach bezposrednia stereotaktyczna iniekcja
domoézgowa stanowi procedure niezwykle zaawansowang i precyzyjng, wymagajgcg
unikalnej bazy naukowej i umiejetnosci, ktorej zastosowanie mozliwe jest jedynie w
nielicznych osrodkach badawczych. Juz samo przeprowadzenie podania badanego
biatka do wybranych struktur mézgu myszy zastuguje na szczegdine uznanie. Panel
badanych genow, ktorych ekspresje oceniano na poziomie mMRNA oraz
neuromediatoréw, mierzonych metodg HPLC, a w konsekwencji liczba
przeprowadzonych pracochionnych analiz, sa rowniez niezwykle imponujace.

Uzyskane wyniki przedstawiono w sposéb czyteiny, w postaci opisu oraz
wykresow, podzielone sg one na dwa etapy badania (1- analiza wptywu wzrastajacych
dawek Atsttrin po podaniu do prazkowia u myszy traktowanych MPTP, 2 - analiza
wplywu zoptymalizowanej wczesnie] dawki Atstirin do prazkowia oraz istoty czarnej);
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w drugim etapie do badania dotgczono dodatkowe grupy kontrolne, ktére umozliwity
analize wplywu Atsttrin na badane parametry u myszy nie poddanych intoksykacii
MPTP. W kazdym z etapéw analizowano kolejno: ekspresje wybranych cytokin,
enzymdw i czynnikdw wzrostu w wybranych strukturach mézgu myszy; stezenia
wybranych neurotransmiterow (monoamin, ich metabolitéw oraz wybranych
aminokwasow). Jak juz wspomniano, liczba przeprowadzonych analiz oraz
uzyskanych wynikow jest niezwykle duza, co wyr6znia pozytywnie rozprawe
doktorska. W badaniu zachserwowano istotne zmiany, zardwno w ekspresji genow
zwigzanych ze stanem zapalnym (oraz innych, potencjalnie zwigzanych z patogenezag
choroby Parkinsona), jak i stezer neuromediatoréw oraz ich metabolizmu, ocenianego
poprzez analize stosunku stezen neuromediatoréw i ich metabolitow. Pozwolilo to
niewatpliwie wnioskowac o aktywnosci biologicznej biatka Atsttrin, chociaz kierunek
obserwowanych zmian nie zawsze byt jednoznaczny i zgodny z hipotezag postawiong
w pracy, czego najbardziej bezposrednim przykiadem bylo niespodziewanie mniejsze
stezenie dopaminy w prazkowiu myszy poddanych dootrzewnowe;j intoksykacji MPTP-
HCL po podaniu Atsttrin w porownaniu do myszy, ktérym nie podano analogu
progranuliny.

W rozdziale ,Dyskusja” uzyskane wyniki zostaly przez Doktoranta szerzej
omoéwione na tle dostepnej literatury. Dyskusja przeprowadzona jest precyzyjnie,
rzeczowo i w prawidiowy sposdb przedstawia najwazniejsze osiggniecia pracy w
kontekécie wczesniejszych badan, takze tych dotyczacych dziatania progranuliny
(ktérego pochodna jest rekombinowane biatko Atsttrin) w modelu choroby Parkinsona.
Doktorant przeanalizowat takze wyniki niezgodne z pierwotng hipotezg pracy i podjat
prébe wytlumaczenia podioza obserwowanych niezgodnosci.

Na podstawie uzyskanych wynikéw lek. tukasz Poniatowski sformutowat
siedem wnioskéw, odpowiadajgcych wczesniej postawionym szczegbdtowym celom
rozprawy. Whioski w petni wynikajg z przeprowadzonych badan. Jedynie wniosek nr 7
(,...stereotaktyczna iniekcja domozgowa Atsttrin w doswiadczalnym modelu choroby
Parkinsona u myszy szczepu C57BL/6 stanowi optymalng metode podania
zwiazku...”) wydaje sie nie do korica uprawniony, poniewaz w pracy nie analizowano
innych/alternatywnych drég podania badanego biatka.
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Najwazniejsze uwagi, wymagajace ustosunkowania sie do nich Doktoranta podczas
obrony pracy, sg nastepujace:

e W celu przygotowania recenzowanej rozprawy przeprowadzono niezwykle duza,
imponujgcg wrecz liczbe badan i analiz, co nalezy jeszcze raz podkreslic,
zastuguje na specjalne wyréznienie. Kazde badanie charakteryzuje sie jednak
pewnymi ograniczeniami, wynikajacymi choéby z przyjetej metodyki, dostepnosci
aparatury czy srodkéow finansowych. W dyskusji pracy brak jest wskazania
ograniczeni badania, ktére niewatpliwie mogly mie¢ wplyw na uzyskane wyniki i
p6zniejsze wnioskowanie. Dotyczy to np. zastosowania metody PCR w czasie
rzeczywistym do oceny ekspresji genéw, podczas gdy zawartos¢ mRNA nie
zawsze $cisle koreluje z zawartoscig kodowanych biatek, ktérych analiza (stezenia
i lokalizacja) wymagatyby zastosowania innych metod. Mozna by takze wspomniec
o braku oceny histopatologicznej czy badan behawioralnych. Jedyne, do czego
doktorant jednoznacznie odnosi sie w tekscie pracy, to ograniczenia wynikajgce z
przeprowadzenia oceny skutkéw dziatania badanego biatka w jednym punkcie
czasowym. Inng kwestig jest charakterystyka modelu uzytego w pracy
(intoksykacja MPTP), zaréwno jego nie do konca jasny wplywu na reakcje zapalng,
jak i brak wystepowania tzw. cialek Lewy'ego. Sposéb podania badanego biatka
(najpierw Atsttrin, potem MPTP) moze tez przekierowywac interpretacje wynikow
z wnioskowania na temat leczenia w strone potencjalnego dziatania
profilaktycznego/protekcyjnego. Analiza ograniczen jest w mojej opinii cenna i
czesto pokazuje, 0 co mozna w przysziosci rozszerzy¢ badania w celu uzyskania
dodatkowych danych.

s Druga uwaga dotyczy analizy ekspresji genéw, a w szczegolnosci wyboru genu
referencyjnego (ang. house-keeping gene), ktbrym w recenzowanej pracy byt
bardzo czesto stosowany gen GAPDH. Obecnie wiadomo, ze geny referencyjne,
chociaz podlegaja ekspresji we wszystkich tkankach, nie zawsze wykazujg statg i
niezmienng ekspresje w komérkach réznego typu. Moze to wpltywaé na uzyskane
wyniki ekspresji innych genéw, szczegolnie, jesli obserwowane roéznice dotyczace
genu badanego sg niewielkie. Ta obserwacja dotyczy takze tkanek réznych
struktur mézgu i choréb neurodegeneracyjnych (np. Rydbirk R et al. Assessment
of brain reference genes for RT-qPCR studies in neurodegenerative diseases. Sci
Rep. 2016;6:37116). Przy dostepnosci wysokoprzepustowych technik analizy
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ekspresji gendéw, najczesciej przyjmowang strategig jest obecnie wigczenie do
wstepnej analizy kilku genéw referencyjnych, a nastgpnie selekcja podlegajgcych
najbardziej stabilnej ekspresji do dalszej analizy. Stad pytanie, dlaczego Doktorant
nie zdecydowat sie na rozszerzenie panelu genéw referencyjnych oraz, czy w jego
opinii mogto to wplyna¢ na uzyskane wyniki oraz wnioski z pracy.

Ponadto, mam nastepujace pomniejsze uwagi, ktore w wiekszosci nie majg charakteru

merytorycznego, ale z obowiazku recenzenta powinny byé przytoczone, choéby w celu

potwierdzenia, ze recenzent uwaznie przeczytat tekst rozprawy:

Niektére uzyte w pracy terminy w jezyku polskim (gtéwnie #umaczenia z jezyka
angielskiego) nie sa powszechnie stosowane, byé moze stanowia element
akceptowalnego jezyka wéréd specjalistow lub stanowig element zargonu, co cigzko
mi ocenié¢. Uzywany przez doktoranta termin  kinetyka wplywu” w odniesieniu do
badan efektu réznych stezen biatka Atsttrin na analizowane parametry w tym samym
punkcie czasowym moze stanowi¢ taki przykiad. W farmakologii zazwyczaj
przyjmujemy, ze termin kinetyka” donosi sie do zmian badanego parametru w czasie,
a nie w konsekwencji podania wzrastajacych dawek substancji — moze warto zastgpi¢
ten termin sformutowaniem ,dawka-efekt” lub ,analiza efektu wzrastajgcych dawek
Atsttrin® ?

Innym przykiadem nie do konca jasnego dla mnie uzycia termindéw z zakresu
farmakologii/biochemii mézgu jest ,poziom obrotow” w odniesieniu do poréwnania
stezenia neuromediatora i jego metabolitu. Proponowatbym pozostawienie terminu
Jdurnover” bez tumaczenia lub zastosowanie innej terminologii (np. szybkosc
metabolizmu neuromediatora / stosunek stezenia neuromediatora do jego metabolitu).
Innym przyktadem zastosowania ttumaczenia z jezyka angielskiego, ktére budzi
watpliwosci jest termin receptor czionek TNFRSF 25 (str. 135); proponuje uzycie
terminu: receptor TNFRSF25"

W rozdziale 4.1.2.1.1. Ewaluacja i ocena poziomu stezenia DA. podano nieprawidtowy
opis wplywu Alsttrin na stezenie dopaminy: ,\Wykonanie domdzgowego
stereotaktycznego podania Atstirin do ST w dawce 0.125 pg/pl (P2) u zwierzat
poddanych intoksykacji MPTP-HCL bylo zwiazane z istotnym statystycznie
(p=0.0481) wzrostem poziomu stezenia DA w obrebie ST w pordwnaniu do grupy
kontrolnej (K2)” Wedtug danych dostepnych na wykresie zatgczonym do pracy (ryc.
24), stezenie dopaminy byto nizsze (a nie wyisze). Blad ten nie wplynat na
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interpretacje wynikéw (nizsze stezenia dopaminy byly prawidiowo dyskutowane w
pracy), ale zostat powielony w artykule naukowym opublikowanym w czasopi$mie
Molecular Neurobiology.

Kwestia ta ma jedynie nomenklaturowe znaczenie, w niczym nie umniejsza wynikow
recenzowanej pracy, ale autor czesto stosuje terminy ,wzrost” i ,spadek” w odniesieniu
do wynikéw badari. Najbardziej prawidtowe byloby zastosowanie terminéw ,wieksze
stezenie”, lub ,mniejsze stezenie”, poniewaz wzrost i spadek dotyczy zwyczajowo
parametréw analizowanych u tych samych osobnikéw w osi czasu, a nie réznych
osobnikéw, poddanych odmiennym procedurom eksperymentalnym.

Przy projektowanych de novo metodach analizy ekspresji genéw przy uzyciu PCR w
czasie rzeczywistym i barwnikow interkalarnych {(np. SYBR Green), czesto dokonuje
sie nie tylko analizy wydajnosci procesu amplifikacji DNA, ale takze swoistosci
uzyskanego produktu PCR (np. przez analize rozdziatu na zelu agarozowym, rozdziat
kapilarny lub analize profilu topnienia). Czy taka analiza zostata wykonana w
przypadku badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej?

Dlaczego niektore analizy ekspresji genéw wykonano jedynie w tkance prazkowia
(ST)? Nie stanowi to zarzutu, jednak wybér genéw badanych tylko w ST wymaga
uzasadnienia.

W przestanym do recenzji pliku pdf sa bledy w wykresach - brak stupkéw
obrazujgcych poszczegolne wartosci (np. ryc. 25, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 58, 59). Opis
stowny jest wystarczajacy do napisania recenzji rozprawy, jednak konieczne jest
upewnienie sie, ze w/w wykresy sg czytelne w ostatecznej/podlegajacej archiwizacji
wersji pracy.

Stwierdzenia uzyte czesto w opisie wynikbw pracy, np. Zze intoksykacja
dootrzewnowa MPTP-HCL u myszy szczepu C57BL/6 byla zwigzana z
obserwowanym ogéinym $rednim spadkiem/wzrostem poziomu ekspresji mMRNA w
obrebie wszystkich ocenianych struktur neuroanatomicznych” nie zawsze jest
prawdziwa. Brak jest na wykresach i/lub w tekscie pracy wartosci p dotyczacych
poréwnania kontroli nie traktowanej MPTP z wartosciami obserwowanymi w
przypadku myszy po dootrzewnowym podaniu MPTP.

Zmiany genetyczne (polimorfizm w populacji} w genie BDNF opisywane przez
doktoranta: Val66 Met i rs6265 to w istocie ta sama zmiana genetyczna, jedynie
nomenklatura uzyta w pracach jest inna (str. 99)

Uzycie terminu ,rasa” w odniesieniu do populacji ludzkiej jest kontrowersyjna, lepiej
postuzyé sie terminem: populacja, grupa etniczna (np. str. 63)
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e Streszczenie: ,Wykonanie bezposredniego domézgowego podania Atsttrin wywiera
efekt neuroprotekcyjny na uszkodzone neurony wchodzace w skiad sziaku
nigrostriatalnego” — czy o nie za daleko idaca interpretacja przeprowadzonych badan,
biorac pod uwage metodyke uzyta w pracy ?

+ Sformulowanie: ,Wykonanie bilateralnego domézgowego podania Atsttrin w dawce
0.5 ug (0.125 pg/pl) do struktur ST lub SN za pomocg metod stereotaktycznych u
myszy szczepu C57BL/6 niepoddanych jakiejkolwiek innej procedurze
eksperymentainej bylo zwigzane ze wzrostem wartosci poziomu stezenia 5-HT” (str.
355) w dyskusiji jest bledne, nie odpowiada danym przedstawionym na ryc. 66.

Przytoczone uwagi nie majg wplywu na ostateczna pozytywna oceng pracy i dotycza
gtownie drobnych niedoskonatosci, ktérych trudno sig ustrzec, szczegéine w
przypadku tak obszernej rozprawy. Badania przeprowadzone przez Doktoranta
stanowig, w moim przekonaniu, istotny i cenny wkiad we wspdiczesny stan wiedzy na
temat choroby Parkinsona.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okredlone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyiZszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668), tj. prezentuje ogéing wiedze teoretyczng
kandydata w dyscyplinie, potwierdza umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej oraz stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. W zwigzku z
powyzszym, zwracam sie¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pana lek. tukasza Poniatowskiego do
dalszych etapbéw postepowania.

Ponadto, ze wzgledu na ogrom eksperymentéw i analiz wykonanych nowoczesnymi
metodami, nowatorski charakter badar, a takze fakt, ze najwazniejsze wyniki pracy
zostaty opublikowane jako artykut w czasopi$mie Molecular Neurobiology (IF=4.6, 100
pkt MNiSW), zwracam sig z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy, jesli tylko spetnia ona
kryteria dot. wyréznien obowigzujace w dyscyplinie nauk medycznych Warszawskiego

Ul Yode
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