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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej
Pana lek. tukasza Adriana Poniatowskiego

p-t. ,Wplyw domézgowych podart Atsttrin na procesy neurodegeneracyjne i rozwdj reakgji zapalnej
w doéwiadczalnym modelu choroby Parkinsona
wywolanym 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna (MPTP) u myszy*”

Promotor: dr hab. n. med. llona Joniec_Maciejak
Promotor pomocniczy: dr n. med. Adriana Wawer

Praca doktorska Pana lek. kukasza Adriana Poniatowskiego, bedaca przedmiotem niniejszej
recenzji, opiera si¢ na badaniu skutecznosci potencjalnej, nowej terapii w chorobie Parkinsona,
opartej na celowaniu w mechanizmy neurotroficzne, przeciwzapalne oraz immunomodulujace
powigzane z progranuling (PGRN). Biatko to wykazuje ekspresje na powierzchni neuronéw oraz
nieaktywnego mikrogleju, nie obserwuje si¢ natomiast ekspresji PGRN na powierzchni astrocytéw
oraz na ependymocytach. Co wigcej, PGRN stanowi istotny czynnik immunomodulujacy reakcje
neurozapalne, wykazujac dziatanie przeciwzapalne oraz hamuje aktywno$¢ mikrogleju. Mutacja w
genie kodujgcym biatko PGRN jest zwigzana z predyspozycja do wystapienia otepienia czolowo-
skroniowego (FTD), ale takze — jak Autor stusznie sugeruje - potencjalnie innych choréb o podiozu
neurodegeneracyjnym, w tym choroby Alzheimera i Parkinsona.

Przedmiotem badar zawartych w niniejszej pracy byla zmodyfikowana czasteczka PGRN o
nazwie Attstrin, ktéra cechuje sie odpornoscia przy ekspozycji na enzymy proteolityczne
rozszczepiajgce PGRN, co pozwala zachowaé powinowactwo do inicjujgcych rézne $ciezki
przekaznictwa receptorow TNFR1 oraz TNFR2, a takze uniknaé¢ efektdw biologicznych
charakterystycznych dla dziatania cytokin i czynnikéw wzrostu.
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Przestanka dla zwrécenia uwagi na Attstrin w kontekécie badania wiadciwosci
neuroprotekeyjnych, byly opisane badania postulujgce potenciat tej czasteczki jako innowacyjnego
leku o whasciwosciach przeciwzapalnych, do stosowania w leczeniu reumatoidalnego zapalenia
stawdw (RZS) czy choroby zwyrodnieniowej stawdw, wlasnie poprzez bezposrednie wigzanie sie z
receptorami TNFR1 i TNFR2, réwnolegle z dziataniem antagonistycznym wzgledem czynnika TNF-
alfa.

Celem pracy doktorskiej byta ocena wplywu bezpoéredniego, bilateralnego domdzgowego
podania Atsttrin, w doéwiadczalnym modelu choroby Parkinsona, opartym o podanie neurotoksyny
MPTP u myszy. W ramach tak postawionego celu Autor zalozyt:

zgtebienie farmakologicznych mechanizméw dziatania Atsttrin;

zoptymalizowanie alternatywnej metody podania zwigzku, obejmujacej bezpodrednia

stereotaktyczng iniekcje do mdzgu;

o zweryfikowanie czy stosowanie Attstrin moze by¢ potencjalnie skuteczne w terapii
choroby Parkinsona poprzez zaktadane dziatanie neuroprotekcyjne zwiagzku w modelu
zwierzecym,

o wykazanie, na bazie skutecznoéci dzialania Attstrin, czy rokuje on dla rozwoju w

przyszioéci nowych, celowanych terapii neuroprotekcyjnych w praktyce klinicznej;

Powyzsze cele zostat ujete przez Autora w nieco innej kolejnosci, jednak zdaniem recenzenta,
wlaéciwa kolejnosé jest raczej od zagadnieri metodycznych i badania mechanizmu do implikacji
skutecznoéci dziatania Attstrin i jego potencjalu translacyjnego, co zreszt zostato odzwierciedlone w
pracy eksperymentalnej,

Uktad rozprawy doktorskiej jest klasyczny, praca zostata napisana w jezyku polskim. Zawartosé
pracy zostala podzielona na Wstep (str. 54 — 143, podzielony na dwa gtéwne rozdzialy, poswigcone
chorobie Parkinsona oraz progranulinie), Zatozenia i cele pracy (str. 144 — 145), Materiat i metody (str.
146 - 170), Wyniki (str. 171 - 323) oraz Dyskusje (str. 324 — 359) i Whioski (str. 360). Calosci pracy
dopetnia imponujacy wykaz 1140 pozycji piémiennictwa {str. 361 - 422), wykazy stosowanych
skrétéw, rycin, tabel oraz obowigzkowe streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Jak widaé¢ z powyzszego zestawienia, praca doktorska charakteryzuje si¢ ponadprzecigtng
objetoscia i liczy tacznie 422 strony (nie uwzgledniajac zataczonych na koricu skanéw opinii komisji
etycznej czy raportu z procedury antyplagiatowej). Musze przyznad, iz bedac zwolennikiem bardziej
syntetycznego prezentowania wynikéw w pracach doktorskich, poczatkowo podchodzitem do
zgromadzonego w ten sposéb materialu z nieufnoscia. Lektura pracy rozwiata jednak te watpliwosci.
Tekst czyta sie dobrze, cho¢ oczywiscie przy tak duzej objetoéci nie sposéb ustrzec si¢ drobnych
btedéw edytorskich czy pewnych uproszczen.
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Przykladem jest chocby rézna forma rodzajnika w przypadku odnoszenia sie do Attastrin w
zdaniach ztozonych lub nastepujacych po sobie, okreslenie SEM (Standard Error of Mean) jako biedu
standardowego (poprawnie: blad standardowy éredniej), niekiedy pewne kolokwializmy, jak na str.
55, 111 czy 346 - ,autor odwoluje sie do opisow przedstawionych przez takie postacie jak..."
«przewazna smierc neurondw” , podania na modelu choroby Parkinsona”.

Bynajmniej nie przywotuje tych przyktadéw z checi udowodnienia brakéw edytorskich w
niniejszej pracy doktorskiej. Wrecz przeciwnie - tak nieliczne potknigcia jezykowe na ponad 400
stronach tekstu (sicl) $wiadcza bardzo dobrze o jakosci rozprawy doktorskiej i starannym
przygotowaniu jej przez Autora. Jedyna sugestia z mojej strony dotyczy opisu wynikéw, gdzie
niepotrzebnie — w mojej opinii = Autor za kazdym razem opisowo odnosi si¢ do negatywnych
wynikéw {,nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w poziomie ekspresji / poziomie stezer...”
itp.). O ile taki zbiorczy zapis jest uzasadniony w przypadku analiz, w ktérych nie wykazano zadnych
zmian, to wydaje sie zbedny w przypadku wynikéw, gdzie zaobserwowane statystycznie znamienne
réznice, ktére stanowig o pozniejszych wnioskach (w takim przypadku zbedne jest opisywanie
pozostatych, negatywnych zmian, ktére nie sy przestanka konkluzji). Podobnie, na wielu rycinach
pozostawiono w opisie cate spektrum wzajemnych relacji pomiedzy grupami w kontekscie ich
poziomu znamiennosci statystycznych, podczas gdy czesto jedynie nieliczne grupy wykazywaly
wzgledem siebie réznice znamienne statystycznie. Nie jest to oczywiscie bledem, ale zwyczajowo nie
praktykuje sig takiej formy opisu rycin.

Wstep pracy jest bardzo obszerny. W pierwszej czesci Autor wyczerpujaco omawia historie
odkry¢ dotyczacych charakterystyki choroby Parkinsona, kolejno wprowadzanych préb jej leczenia
oraz teorii etiopatogenezy, wraz z najnowszymi, wspétczesnymi odkryciami dotyczacymi propagaciji
alfa-synukleiny przez nerw btedny, zwigzanej z tzw. aktywacja osi mézgowo-jelitowej. Sporo miejsca
- i stusznie — poswiecono kwestii neurozapalnej w tym opisie i charakterystyce cytokin prozapalnych,
a takze roli mikro- i astrogleju. Podobnie doglebnie opracowana jest cze$é dotyczaca progranuliny
oraz zwigzanych z nig receptoréw i szlakow sygnatowych, zakoriczona kompendium aktualnej wiedzy,
dotyczacej roli PGRN w chorobach neurodegeneracyjnych. Przy tak dogtebnym podejsciu do tematu
(wstep liczy blisko 90 stron} zaskakuje catkowite pomiecie odniesienia do modeli transgenicznych
choroby Parkinsona. Wspominajgc inne modele zwierzece choroby Parkinsona, Autor poswieca tylko
jeden podrozdziat krétkiej charakterystyce modeli farmakologicznych (6-OHDA, rotenon, parakwat,
rezerpina), podczas gdy wiele modeli genetycznych dostarczyto cennej wiedzy o mechanizmach
choroby Parkinsona, jak chocby myszy z delecjg mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego Tfam
{tzw. myszy MitoPark).

Autor nieco arbitralnie przekonuje tez, ze ,modele z uzyciem MPTP-HCL stanowig swoisty
zloty standard dia eksperymentéw i badari nad patofizjologig $mierci neuronéw dopaminergicznych
w przebiegu choroby Parkinsona, najpetniej odwzorowujac zaréwno symptomy choroby, jak réwniez
powstajgcy ubytek funkcji szlaku nigrostriatalnego”.
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Nalezy zaznaczyé, ze o ile faktycznie modele oparte o podania MPTP doskonale
odzwierciedlajg pdzne etapy rozwoju choroby Parkinsona, to jednak nie oddaja — poza do$¢ trudnymi
eksperymentalnie do przeprowadzenia — powolnej degeneracji neuronéw dopaminowych, a przede
wszystkim, innej kinetyki degeneracji w rejonie SN i VTA, obserwowanej u ludzi. Ponadto, model ten
nie ma wiele wspélnego z etiologia choroby, jest po prostu najbardziej powszechnie stosowanym
modelem opartym o podania neurotoksyn. Oczywiscie, nie umniejsza to wartosci pracy Autora, po
prostu jest faktem, ktéry warto podkresla¢, poniewaz poszukiwanie doskonatego modelu choroby
Parkinsona, charakteryzujacego sie zgodnodcia przyczyn, objawéw i odpowiedzi na farmakoterapie
pozostaje wcigz sprawg otwartg.

Metodyka zostata opisana niezwykle szczegdtowo, lacznie z stusznymi uwagami o
bezpieczeAstwie pracy z MPTP, ktéry to zwigzek charakteryzuje sig znacznie wigksza toksycznoscia w
przypadku ekspozycji na niego naczelnych w poréwnaniu do gryzoni. Do czeéci metodycznej moja
jedyna uwaga odnosi sie do wyboru genu reporterowego (Gapdh), ktéry nie zawsze jest uwazany za
zioty standard. Co wiecej, wiele doniesier sugeruje raczej o koniecznosci normalizacji wynikéw w
technice Real-Time PCR w stosunku do genéw B2m czy Rplp0, w zamian do klasycznie uzywanych
Gapdh czy Hprt1. Poniewaz normalizacja wynikéw na tzw. gen reporterowy jest istotnym czynnikiem
determinujacym wnioski z oznaczeri technika RealTime-PCR, warto temu zagadnieniu poswigci¢
nieco wigcej miejsca w opisie i dyskusji. Dobrym zwyczajem jest tez pokazanie wynikéw z same;j
analizy ekspresji genu reporterowego, ktéra co do zasady nie powinna wykazaé znamiennie
statystycznych réznic miedzy grupami.

Wyniki zostaly zebrane na 63 rycinach obejmujacych podsumowanie analiz wykonanych
metoda HPLC, oznaczeri poziomu aminokwasdw oraz analiz ekspresji genéw wykonanych metoda
RealTime-PCR. Wyniki przedstawiono w sposéb bardzo czytelny, zachowujac konsekwentnie szate
graficzng i dobér koloréw dla grup eksperymentalnych, co bardzo ulatwia odbiorcy interpretacie.
Wyjasnienia wymaga kwestia braku osiagnigcia jednoznacznego, wyjéciowego poziomu bazowego
dia grup kontrolnych (oczekiwana warto$é fold = 1) w przypadku niektérych wynikéw dotyczacych
badania ekspresji gendw technikg RealTime-PCR {przykfadowo - ryc. 45D, 50, 55D).

Dobrym zwyczajem, zalecanym przez wigkszo$¢ czasopism naukowych, jest takie
pokazywanie na wykresach rozkladu wynikow w formie punktowej, nie tylko jako graficznego obrazu
éredniej wraz z odchyleniami.

Dyskusja zawiera stuszne konkluzje i dowodzi, ze Autor zrealizowat zamierzone cele pracy. W
ramach przeprowadzonych badar dobrano jako optymalng dawke 0.5 pg (0.125 pg/pl) dla Atsttrin,
jak réwniez wykazano efekt podania Atsttrin w tej dawce, powiazany z zahamowaniem reakcji zapalne;
w obrebie prazkowia, hipokampa, kory oraz mézdzku w doswiadczalnym modelu choroby Parkinsona
u myszy szczepu C57BL/6 poddanych dootrzewnowej intoksykacji MPTP-HCL.
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Przy braku zaobserwowanych dziatari niepozadanych w obrebie mikrosrodowviska tkanki,
dowodzi to potencjalu terapeutycznego dla tego zwigzku, z pewnodcia w kontekscie
neuroprotekcyjnym. Oczywiécie, konieczne sa dalsze badania, ktére udowodnia potencjat
translacyjny tego typu terapii.

W tym kontekscie szkoda, ze Autor nie pokusit sie o wykonanie dos¢ prostych oznaczer
immunohistochemicznych i zliczenia densytometrii po barwieniach z uzyciem przeciwciata anty-TH.
Byloby to wartosciowe w kontekscie stwierdzonego z jednej strony braku zmian w poziomie ekspres;ji
mMRNA dla TH po zastosowaniu Atsttrin w dawce 0.5 pg, a jednoczesnie efektem przywrécenia w
obrebie ST funkeji syntezy dopaminy. Tym bardziej, ze w interpretacji sugerowane jest stusznie
osiggnigcie czesciowej regeneracjia komdrek dopaminergicznych (ub aktywacja w pierwotnie
nieuszkodzonych neuronach, mechanizméw kompensacyjnych uzupelniajacych niedobory TH.
Barwienie immunohistochemiczne i zliczenia stereologiczne komérek lub prosta densytometria,
bedace juz analizg ilosciowa na poziomie biatka, by¢ moze datoby bardziej precyzyjna odpowiedz w
tej kwestii. Oczywiscie, zrozumiale jest, iz przy tak duzym nakladzie pracy nie mozna eksplorowac
wszystkich mozliwych podejé¢ metodycznych. Zapewne moze to by¢ pomystem na kolejny projekt,
poswigcony weryfikacjg uzyskanych wynikéw w oparciu o techniki proteomiczne i by¢ moze réwniez
badania behawioralne na modelu zwierzecym.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze praca spelnia wszystkie wymogi ustawowe stawiane
rozprawom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje
wymagang wiedze teoretyczng Kandydata w dyscyplinie naukowej oraz potwierdza umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam, ze wyniki uzyskane przez Pana lek. tukasza
Adriana Poniatowskiego sy wartoiciowe merytorycznie, zawierajg duzy element nowatorstwa i sg
dowodem biegtej znajomosci skomplikowanych zagadnieri dotyczacych teorii udziatu biatka PGRN w
mechanizmach choroby Parkinsona. Recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).

Majac na uwadze konsekwentnie i dogtebnie wykonane badania, dostarczajace nowej wiedzy
do mechanizmu i efektéw dziatania Attstrin w kontekscie mozliwej terapii choroby Parkinsona, wnosze
o wyrdznienie przediozonej do oceny pracy doktorskiej Pana lek. kukasza Adriana Poniatowskiego.
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