AVAV); g WPLYNELO
"’wnsz#""o UZ. Ug. 2022

Prof. dr hab. Jacek Kuznicki
Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie
ul. Ksiecia Trojdena 4

02-109 Warszawa

e-mail: jacek.kuznicki@iimcb.gov.pl
tel. (0)22 597 07 06

Warszawa, dn. 31 sierpnia 2022 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. ini. Piotra Pankiewicza
pt. ,Rozwdj innowacyjnych, matoczgsteczkowych agonistéw TrkB
w terapii choréb uktadu nerwowego”
pod kierunkiem promotora Pani prof. dr hab. Katarzyny Kality-Bykowskiej
oraz promotora pomocniczego Pana dr. Jerzego Pieczykolana

Ogodlny opis pracy

Tematem ocenianej pracy doktorskiej bylo poszukiwanie matoczasteczkowych
agonistéw receptora TrkB jako potencjalnych lekow w terapii choréb uktadu nerwowego.
Rozprawa ma typowa3 strukture prac doktorskich, chociaz jest ,doktoratem wdrozeniowym”.
Szczegotowy spis tresci pozwala fatwo dotrzeé do poszukiwanych czesci we Wstepie,
Metodach i Wynikach. Praca napisana jest poprawnie, aczkolwiek nie udafo sie Autorowi
unikng¢ btedow redakcyjnych i niespotykanych w jezyku polskim sformutowan zaczerpnietych
z jezyka angielskiego {pefna ich liste przekazatem Autorowi do ew. korekty egzemplarza
bibliotecznego).

W pracy podjeto probe identyfikacji matoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych,
ktére miatyby aktywnos$¢ neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (BDNF), ktéry
jest fizjologicznym aktywatorem receptora o aktywnosci kinazy tyrozynowej (TrkB). Gdyby
uzyskano wyniki pozytywne, datoby to szanse na stworzenie lekéw dla wybranych choréb
osrodkowego ukiadu nerwowego, w tym depresji. Uwaza sie bowiem, ze modulowanie
szlakow sygnatowych BDNF-TrkB moze przyniesé efekty terapeutyczne. Do identyfikacji
potencjalnych agonistéw TrkB sposrdd roznych zwigzkéw chemicznych wykorzystano zestaw
technik przesiewowych oraz testéw funkcjonalnych okreslonych jako ,platforma badawcza”.
Przy ich pomocy dokonanc takze szczegdtowej charakterystyki zwigzkdw, ktore wczedniej
opisano w literaturze jako aktywne wzgledem receptora TrkB. Chociaz nie udato sie
zidentyfikowaé czasteczek o poigdanych cechach agonisty TrkB, recenzowana praca ma
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bardzo duie walory poznawcze i metodyczne. Wykazano w tej pracy na przykiad,
ie informacje literaturowe bedace punktem wyjscia do poszukiwania lekow dziatajgcych
za posrednictwem TrkB nie potwierdzajg sie, a to wstrzymuje kontynuowanie badan
w nieobiecujagcym kierunku i umotzliwia podjecie prac w oparciu o inne przestanki. Z kolei
wypracowana ,platforma badawcza” i szczegbétowe opisanie metod oraz interpretacja
wynikéw moga by¢é wykorzystane w przysztych badaniach do poszukiwania zwigzkow
chemicznych dziatajacych na inne receptory i $cieiki sygnatowe. Ponizej opisuje doktadnie
tre$é rozprawy, jej wyniki i dyskusje.

Wstep zawiera szczegotowe informacje o BDNF, przedstawia przestanki podjecia tej
pracy oraz procesy rozwoju howego leku. Rozpoczyna sie uzasadnieniem klinicznym pod
hastem ,ldentyfikacja potrzeby medycznej”. Nastepnie, Autor opisuje biologie BDNF,
regulacje jego ekspresji i gidwne mechanizmy regulatorowe. Podaje tez, w jaki sposéb
powstajg réine formy tego czynnika, co jest istotne dla zrozumienia niektérych
z zastosowanych metod. W kolejnej czesci Autor opisuje biatka z rodziny receptoréw Trk,
ze szczegblnym uwzglednieniem mechanizmu aktywacji receptora TrkB, zmian jego
konformacji i transdukcji sygnatu. Wskazanie, ktore sciezki sygnatowe s3 aktywowane przez
TrkB, a ktére przez inne receptory, okaie sie istotne przy wyjasnieniu niespecyficznego
dziatania niektorych badanych zwigzkéow. Kolejng waing czescia Wstepu jest opis zaburzen
interakcji BDNF-TrkB w depresji, a nastepnie historia odkrywania matoczasteczkowych
agonistow TrkB jako potencjalnych lekéw. Jedyng krytyczng uwaga jaka mozna podniesé
wobec Wstepu jest to, ze z logicznego punktu widzenia dopiero w tej czesci powinno sie
znalei¢ to, co na jego poczatku, czyli uzasadnienie kliniczne. Biorac jednak pod uwage to,
iz jest to doktorat wdrozeniowy taka struktura Wstepu moze by¢ uzasadniona.

Jako gtowny cel pracy Autor wskazat prébe identyfikacji innowacyjnych,
matoczgsteczkowych agonistéw TrkB o potwierdzonej aktywnosci in vitro i in vivo, gotowych
do dalszego rozwoju przedklinicznego | majacych potencjalne zastosowanie w terapii choréb
osrodkowego uktadu nerwowego. Realizacje tego celu Autor podzielit na trzy zadania:

— Badania przesiewowe zwigzkéw w celu identyfikacji innowacyjnych zwigzkéw
oddziatujacych z zewnatrzkomérkowa domeng TrkB oraz aktywujgcych receptor TrkB
w warunkach in vitro.

— Kompleksowa charakterystyka opisanych w literaturze matoczasteczkowych zwigzkéw
referencyjnych o wtasciwosciach nasladujgcych dziatanie BDNF.

— Badania farmakologiczne jednego z nich, tj. 7,8-dihydroksyflawonu w celu ustalenia
mechanizmu jego dziatania.

Prace doswiadczalne przeprowadzano realizujac program Doktoratu Wdrozeniowego. Miaty

one zatem charakter badawczo-rozwojowy, tj. ich nadrzednym celem byla mozliwos¢

komercjalizacji otrzymanych rezultatéw.

Nie kwestionujgc gtdwnego celu tej pracy, nie moina z pozycji recenzenta nie wskazad,
iz drugie i trzecie zadanie wynika z braku wynikéw pozytywnych etapu pierwszego.



Jedli tak jest, to nie moga to by¢ zadania, ktdre zaplanowano przed podjeciem prac
doswiadczalnych. Co wiece], jesli celem ma by¢ komercjalizacja, to wykorzystanie zwigzkéw
o opisanych wtasciwosciach przez innych autordow nie mogtoby mie¢ miejsca ze wzgledu
na niemoznos$¢ patentowania. Drugg uwaga krytyczng jest uzycie w opisie celu pracy stowa
Jinnowacyjne”. Wykorzystanie tego stowa w tytule obiecuje, iz badania bedq prowadzone
w oparciu o rozwdj innowacyjnych zwigzkéw, co w istocie nie ma miejsca, poniewaz
wykorzystywane s3g gtéwnie zwigzki z istniejacej biblioteki, a dodatkowe sg syntetyzowane
na ich bazie. Co wiecej, te ktére zsyntetyzowano i selekcjonowano byly stworzone
na podobienstwo struktur chemicznych dla opisanych w pismiennictwie agonistéw TrkB.
Niejasna jest wiec wskazywana ,innowacyjnos¢” i nieuzasadnione wydaje sie uzywanie tego
stowa w tym kontekscie. Jest ono w moim odczuciu naduzywane nie tylko w tej czesci,
ale i w catej pracy - pojawia sie bowiem 15 razy. Jest ono niepotrzebne réwniez dlatego,
ze i bez podkreslania tej cechy praca stanowi nowy i wainy wktad do nauki o aktywacji TrkB
i kluczowy etap w poszukiwaniu sposobu specyficznej jego aktywacji dla celéw klinicznych.

Rozdziat Materialy i metody zastuguje na bardzo pozytywng ocene mimo, ie Autor
wybrat nieoczywisty porzadek opisywanych metod, a mianowicie kolejnos¢ ich
wykorzystywania w czesci doswiadczalnej. W rozdziale tym Autor bardzo szczegétowo opisat
zastosowane metody, umoiliwiajagc innym autorom fatwe ich wykorzystanie. Tym samym
rozwinieta przez niego ,platforma badawcza” bedzie mogta by¢ zastosowana w przysztosci.
Gtéwne metody to badania przesiewowe z uzyciem mikroskalowej termoforezy kapilarnej,
hodowla linii komérkowych, w tym komorek SH-SYSY roznicowanych do neurondw, pomiar
aktywnosci receptora TrkB metodga ELFI i analiza sciezek sygnatowych, natywna elektroforeza
biatek i w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS, Western blotting i ocena wiasciwosci
cytoprotekcyjnych zwigzkéw. Autor opisat tez przebieg eksperymentu in vivo
z wykorzystaniem myszy, w tym oznaczanie stezenia zwigzkdow w pobranym materiale i ich
analize farmakokinetyczng, wyjasnit jak oceniat selektywnos$¢ dziatania zwigzkow oraz
przedstawit metody zastosowanej analizy statystycznej. Opis metod przekonuje czytelnika,
iz uzyskane przez Autora tymi metodami wyniki sg nie tylko przekonujjce, ale i rzetelne.

Kluczowe Wyniki ocenianej pracy pokazuja, ze zaden z prawie 1000 przebadanych
zwigzkéw nie wykazywal wiasciwosci agonistow TrkB zardwno na poziomie interakcji
z receptorem, jak i na poziomie funkcjonalnym. Juz pierwsza metoda przesiewowa,
tj. mikroskalowa termoforeza kapilarna w ukfadzie single-point radykalnie ograniczyta liczbe
potencjalnych agonistow do 181. Kolejny etap selekcji, czyli okreslenie statej dysocjacji (Kq) dla
wyselekcjonowanych zwigzkéw ograniczyto liczbe czgsteczek do 59, gdyz czesé wykazywata
zbyt niska rozpuszczalnosd¢, dla czesci nie udato sie wyznaczy¢ statej dysocjacji, albo nie
miescita sie ona w przedziale 0,1-450 pM. Wsrod badanych czasteczek znalazty sie zwigzki
referencyjne oraz BDNF. Czeé¢ zwigzkow, ktdra okazata sie w tych badaniach nierozpuszczalna
prawdopodobnie mogta byt juz wczesniej wyeliminowana, jesli trzeba je bylo rozpuszczaé
w DMSO. Natomiast to, Ze dla niektérych tzw. zwigzkdw referencyjnych nie udato sie zmierzy¢



Ka wskazuje na problem z jakoscig prac, ktére byly punktem wyjscia ocenianej pracy
doktorskiej.

Oceniajac zdoinos¢ zwigzkdw do aktywacji receptora TrkB w uktadzie ortosterycznego
agonisty, identyfikowanga jego ufosforylowaniem, okazato sie, ze tylke 4 zwigzki s3 w stanie
aktywowac TrkB i niestety zaden z nich nie byt z puli ,,innowacyjnych”. Byly to bowiem zwigzki
referencyjne. W tej sytuacji Autor stusznie uznat, ze gtéwny cel pracy nie moie zostac
zrealizowany i przystapit do drugiego zadania, czyli scharakteryzowania aktywnosci zwigzkéw
referencyjnych.

Stosujac model allosterycznej modulacji TrkB okazato sie, ze zadna z testowanych
czgsteczek referencyjnych nie moduluje aktywnosci receptora TrkB, czyli nie moze byé uznana
za ortosterycznego agoniste. Nastepnie Autor zbadat zdolnosé¢ BDNF i tych zwigzkow
do indukowania dimeryzacji domeny exTrkB. Zauwaiyl, ze chociaz niektére z nich wywolywaty
fosforylacje TrkB w modelu komdérkowym linii SN56 T48, to jednak nie wykazywaty zdolnosci
do indukowania dimeryzacji exTrkB. Otrzymane wyniki wskazywaty na niespecyficzny efekt
dziatania czasteczek, powodujacy niezaleing od receptora TrkB aktywacje biatek
efektorowych w komérkach tej linii. Swiadczy to o tym, ze postulowane przez innych autoréw
pozytywne witasciwosci tych zwigzkéw nie 20staly potwierdzone. Moina uzna¢, iz wynika
to z innej metodyki zastosowanej przez Autora, a nawet jego btedéw. Jednak przy uzyciu BDNF
zostat uzyskany pozytywny wynik co pokazuje, ze doswiadczenia byly wykonane metodycznie
poprawnie. Natomiast bioragc pod uwage, iz zaden z tych zwigzkéw nie wszedt nawet
do pierwszej fazy badan klinicznych trzeba przyjaé do wiadomosci, ze to Autor ocenianej pracy
doktorskiej ma racje — opisane w literaturze zwigzki referencyjne nie dziataja. Tak waine jest
zatem, aby wszystkie wyniki tej pracy doktorskiej zostaty opublikowane, co uchroni innych
autoréw przed niepotrzebnymi pracami i wydatkami. Duza cze$¢ wynikdw tej pracy juz sie
ukazata: Piotr Pankiewicz, Marcin Szybinski, Katarzyna Kisielewska, Filip Gotebiowski, Patryk
Krzeminski, lzabela Rutkowska-Wtodarczyk, Rafat Moszczyniski-Petkowski, Lidia Gurba-
Bryskiewicz, Monika Delis, Krzysztof Mulewski, Damian Smuga, Jakub Dominowski, Artur
Janusz, Michat Godrka, Krzysztof Abramski, Agnieszka Napidrkowska, Marcin Nowotny,
Krzysztof Dubiel, Katarzyna Kalita, Maciej Wieczorek, Jerzy Pieczykolan, Mikotaj Mattoka
(2021). Do small molecules activate the TrkB receptor in the same manner as BDNF?
Limitations of published TrkB low molecular agonists and screening for novel TrkB orthosteric
agonists. Pharmaceuticals, 14(8), 704.

Trzecim zadaniem omawianej pracy doktorskiej byta szczegétowa charakterystyka
zwigzku 7,8-dihydroksyflawonu (7,8-DHF), ktéry byt opisywany jako agonista TrkB
przez rézne grupy badaczy. Prace tych autoréw byly wykonywane z wykorzystaniem myszy,
szczuréw lub hodowli komérkowych. Autor przeprowadzit badania selektywnosci tego
zwiazku in vitro oraz farmakologiczne badania in vivo. Uzyskane wyniki ujawnity niekorzystny
profil farmakokinetyczny tego zwigzku i brak jego aktywnosci zaréwno wobec TrkB, jak i innych
scieiek molekularnych w mézgu u myszy. Ponadto, okazato sie, ze in vitro 7,8-DHF wchodzi
w interakcje z wieloma biatkami, co swiadczy o niskiej selektywnosci tego zwigzku wzgledem
TrkB.



Ostateczng probg znalezienia pozytywnych cech zwigzkéw referencyjnych byto
sprawdzenie, czy maja one, podobnie jak TrkB, aktywnos¢ neuroprotekcyjng. Niestety, Autor
nie zaobserwowat efektu cytoprotekcyjnego dla zadnego z testowanych zwigzkéw w hodowli
zréinicowanych do neurondw komdrek SH-SY5Y.

W rozdziale Dyskusja Autor szczegdtowo i przekonywujgco zinterpretowat uzyskane
wyniki, omawiajac prace doswiadczalne w kolejnych zadaniach. Moina jedynie dyskutowaé,
czy koniecznie musiat to robi¢ az na ponad 15 stronach, gdyi niektdre fragmenty sg w istocie
pohownym opisem wynikow.

W pierwszym akapicie krétko wyjasnit cele i sposéb ich realizacji. Stwierdzit tez m.in.,
ze ,Powyisze zatozenia badawcze zrealizowano poprzez zastosowanie innowacyjnej platformy
badawczej ..., oraz, e ,Opracowana platforma badawcza stanowi dodatkowq, aplikacyjng
wartos¢ projektu”. Gdyby kto$ zaczat czytaé ta rozprawe od tego miejsca, mégtby odniesé
btedne wraienie, ze praca zakonczyta sie wynikami pozytywnymi. Kolejne pigé akapitéw
to opis wynikow i ich interpretacja z bardzo matym odniesieniem do literatury. Dopiero
w akapicie szostym Autor przyznaje, ie ta praca jest kolejng prébg identyfikacji
niskoczgsteczkowych zwigzkow, ktore miatyby aktywowad receptor TrkB i w tym miejscu
ponownie przywotuje prace Todd i wsp. (2014) oraz Boltaev i wsp. (2017), ktérzy podejmowali
takie préby i ktore zakoriczyly sie poraika. Co wiecej, w obu z nich kwestionowano aktywnosé
agonisty 7,8-DHF i jego potencjat kliniczny. W tej sytuacji nie do korica zrozumiate staje sie
podjecie przez Autora kolejnej proby i to z uiyciem zwigzkéw z dostepnej biblioteki lub
zsyntetyzowanych jako niektére ich modyfikacje. Trudno te chemiczne zmiany uznaé
za innowacyjne podejscie do tematu. Tym bardziej trudno zrozumie¢ motywacje, e nalezy
te zwigzki, o ktérych wiadomo, ze nie dziataja, zbadac ,holistycznie”. Jesli wyniki takiego
badania majg mie¢ wartos¢ poznawcza i ewentuainie skierowac przyszfe badania na bardziej
obiecujace $ciezki, to warto je byto w dyskusji podaé. Dalsza jej cze$¢ to taka wtasnie préba
wyjasniania i interpretacji wynikéw negatywnych. Interesujaca jest w dyskusji sugestia, Ze by¢
motze niektore zwigzki referencyjne moga aktywowac TrkB inaczej niz okresla to kanoniczny
mechanizm jego aktywacji i ze kluczem do wyjasnienia tej kwestii jest ich wptyw na monomer,
a nie dimeryzacja receptora. Jednak wyniki Autora pokazaly, ze nawet jesli ma miejsce
aktywacja TrkB, to nie jest ona specyficzna i dotyczy innych wewnatrzkomérkowych éciezek
sygnatowych. Autor wskazuje teiz, iz najnowsze odkrycia w literaturze sugeruja,
ze allosteryczna modulacja TrkB oferuje nowe mozliwosci rozwoju potencjalnych lekéw.
Dyskusje rozprawy czyta sie z zaciekawieniem, mimo jej dtugosci i powtdrzenia opisu wynikéw.

Podsumowujac, pod wzgledem metodycznym, opisow metod i wynikéw prace uznaje
za wzorowg. Dobra jest tez dyskusja, ale nie jest to rozprawa idealna. Nie chodzi tu jednak
o uzyskanie negatywnych wynikéw badan, ale o to, ze w zatozeniach pracy nie wzieto pod
uwage wynikdw innych autoréw, w tym, zignorowano watpliwosci z dwéch prac co do zwigzku
7,8-DHF. By¢ moie wplyneloby to na zastosowanie innego podejécia, np. zostatyby
sprawdzone réine peptydy bedace fragmentami BDNF albo przeciwciata. Zastosowanie



standardowego zestawu zwigzkéw do poszukiwania ,,innowacyjnej czasteczki” nie wydaje sie
podejsciem wiasciwym.

Powyisze uwagl krytyczne nie wplywaja na mojg pozytywng ocene tej pracy. Uwazam
j za bardzo dobra i stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana
mgr. inZ. Piotra Pankiewicza speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).

Tym samym sktadam do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego wniosek o nadanie Panu mgr. in2. Piotrowi Pankiewiczowi stopnia
doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne,
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