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Recenzja pracy doktorskiej mgr inZ. Piotra Pankiewicza pt.
»Rozwdj innowacyjnych, matoczgsieczkowych agonistéw TrkB w terapii chordb ukladu

nerwowego',

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz Piotra Pankiewicza zostala
wykonana pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Kality-Bykowskiej oraz dr Jerzego Pieczykolana
w Instytucie Biologii Dodwiadczalneg) im. Marcelego Nenckiego w Warszawie oraz w
Laboratoriach Celon Pharma. 5.A. w ramach programu Dokioral WdroZeniowy.

Zrozumienie molekulamego podioza chordb ukladu nerwowego przyczynilo sie do
burzliwego  rozwoju  wspdlczesne) neuropsychofarmakologii 1 poszukiwania
maloczgsteczkowych  agonistdw  lub  antagonistdw  poznanych dciesek  sygnalizacii
komdrkowej. MNewrotroficany czynnik pochodzenia mozgowego (BDNF), jest jednym z
najintensywniej badanych czynnikdw troficznych wydzielanych przez komdrki w mdzgu.
BDNF deiala za posrednictwem receptora o aktvwnodei kinazy tyrozynowej dla BDNF (TrkB)
i odpowiada za prawidlowy rozwd] 1 funkcjonowanie uktadu nerwowcgo. Zaburzenie
wydzielania BDNF moze powadzié miedzy innymi do zaburzen depresyjnych.

Podjgcic badan zmierzajacych do odkrycia nowych czasteczek zdolnych przenikad
barierg krew-mozg i zastapi¢ BDNF w jego protekeyjnym dzialaniu na komdrki nerwowe jest
w pelni uzasadnione.

W swoje] pracy dokiorskiej mgr ink Pioir Pankiewicz podjal probe identyfikacii
matoczasteczkowych agonistow receptora TrkB. W tym celu autor pracy stworzyl tzw.
wplatforme badawczg”, ktora miata pozwolié na identyfikacje czasteczek, potencjalnych
agonistéw receptora TrkB, wybranych z biblioteki zwigzkow o réznych chemotypach.

W pierwszej kolejnosci doktorant poddal ocenie stopien wigzania wybranych
czgsteczek z receptorem TrkB oraz jego aklywacjg, nastgpnie zhadal wplyw na uruchomienie
przez nie wewngirzkomorkowych szlakéw sygnalowych, i wreszcie przeanalizowal
wlasciwoscl  protekcyjne wybranych czgsteczek w  komdrce w  warunkach  stresu
mitochondrialnego.



Niestety, pomimo duego naktadu pracy nie udato sig zidentylikowad czasteczek o pogdanych
cechach agonisty TrkB.

Waina czedc pracy stanowi  charakterystyka zwigzkdw o postulowane) lub
udokumentowanej w literaturze aktywnosci wzgledem receptora TrkB. Autor pracy w dobrze
zaplanowanych eksperymentach dowiddl, ze zwigezki te nie posiadajg wlasciwodcel agonistdw
receplora TrkB 1 5§ zasadniczo nieakiywne zardwno na poziomie interakcyi z receptorem jak i
funkcjonalnym.

Dla najszerze) opisanego Z () grupy zwigzkow 7 B-dihydroksyflawonu (7.8-DHF)
przeprowadzono badania selektywnogci in virro orez farmakologiczne badania in vive, Wyniki
wskazuja na nickorzysiny profil farmakokinetyczny czasteczki 1 na brak akiywnodei 7,8-DHF
zardwno wzgledem TrkB jak i innych sciezek molekularnych w mdzgu u myszy. Ponadto Autor
pracy wykazal, z¢ 7,8-DHF w warunkach in vitre wykazuje zdolnosc do interakeji z wieloma
celami molekularnymi, co Swiadezy o niskiej selektywnosei zwigzku wegledem TrkB.

Praca ma klasyczng budowe i sklada sie ze wstgpu, rozdzialu opisujacego metody,
wyniki oraz z dyskusji. Jako osobne rozdzial zostaly wydzielono Cel pracy oraz Wnioski. Praca
zawiera wymagane streszczemic w jezyku angiclskim i polskim. Dodatkowo w pracy
zamieszczono  zatacznik  zawierajacy  struktury  chemiczne badanych zwigzkdw
maloczasteczkowych, tabele wyrnaczonych wartosci stalej dysocjacji (Kd) z uzyciem
mikroskalowe] termoforezy kapilame] oraz szezegdlowe wyniki selekiywnosci 7.8-DHF
wzgledem rdinych celdw molekularnych. Bibliografia zawiera 247 cytowan. Praca jest
napisana, jasnym, zrozumialym jezykiem dzigki czemu czytelnik nie ma problemu z jej
gledzeniem.

We Wstgpie Autor wprowadza czytelnika w temalyke pracy opisujac potencjalne
korzydci plynace z odkrycia zwigzkdw matoczasteczkowych, jako lekdw modulujacych
aktywnos< receptora TrkB. Opisuje dokladnie biclogiczne funkcje BDNF 1 jego wydzielanie w
rdznych strukturach mizgu oraz regulacje ekspresji genu kodujacego BDNF, kidra jest zlozona
i byla intensywnie badana w kontekscie regulowanej translac)i synaptycznej. Na stronie 21
pojawia sig zdanie , Alternatywne skiadanie egzondw (ang. splicing) konczy transkrypecjg genu
biatka BDNF w dwdch mozlivych miejscach poliadenylacji, dajge poczgtek dwdm populacjom
mRNA BDNF o rdinef diugosci, kidre trafiajg do okreslonych prredrioldw newronalnych.
Kritkie transkrypiy BDNF sq lokalizowane w ciele komdrki gdzie utrzymujg podstawowg
produkeje BDNF. Natomiast dlugie transkryply BDNF kierowane sg do dendrytdw, gdzie
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ulegafjq lokalnef rranslacji w efekcie pobudzenia nearonalnege ™, Jest 1o dosyé niefortunny skrét
myslowy. Czy Autor méghhy wyjasnié jaka rolg w rransporcic mENA i regulacji jego translacii
odgrywajg sekwencje niekodujgee obecne w czgsteczee mRNA BDNF takie jak 5 i 3'UTR?

Po opisaniu powstawania dojrzalej czasteczki biatka BDNF Autor pracy poswigca sporo
miejsca na opis wlasciwosci receptordw TrkB opisujac ich warianty, wyslepowanie |
charakierystyke strukiuralng. Na stronie 27 czytamy: . Nastgpnie, receptor jest pakowany do
pecherzykiw wydzielniczych i kierowany do Mony komdrkowej na kradcach aksondw bad#
dendrytiw. Transport TrkB odbywa sig wadlu2 mikrotubul, a w proces ten zaangatowane sq
biafka motoryczne z rodziny kinezyn. Czy doktorant mégiby wyjasnié czym sg wspomniane
«kravce aksondw bad? dendrytéw ™ oraz czy chodzi tutaj o transport mRNA czy bialka?

Aktywacja sciezek sygnalowych uruchamianych po zwigzaniu receptora TrkB jest
szczegilowo opisana z podzialem na poszczegdine kinazy. | wreszeie autor przechodzi do opisu
zaburzenia interakcji BDNF-TrkB w chorobach neuropsychiatrycznych na przyktadzie
depresji. Szczegdinie we Wsigpie podobal mi sig rozdzial . Proces rozwoju nowego leku™, w
ktdrym autor niezwykle jasno opisal proces zw. ,,drug discovery™.

Sekcja Materialy | Metody jest zwigzlym spisem zastosowanych metod badawczych
oraz uzytych materialéw. Ta czed pracy jest dostatecznie wyczerpujgca, a jednoczesnie
odpowiednio zwigzla i nie mam do niej uwag krytycznych. Autor pracy szczegdlowo opisal
wykorzystane linie komodrkowe, warunki ich hodowli | réénicowania oraz badania prowadzone
in vive, Wykorzystana w pracy metodyka byta bogata | wymagata od doktoranta opanowania
szeregu metod z zakresu chemii, biologii molekularnej, biologii komérki czy analizy

farmakodynamiczne).

Wyniki sg opisane w sposdb niezwykle klarowny, a ryciny przygotowano z nalezyta
starannoscig. W pierwszej czgsci tego rozdziatu autor opisuje bibliotcke matoczgsteczkowych
zwigzkéw chemicznych, na kiorg skiadaty si¢ zsyntetyzowane przez departament Chemii
Medycznej Celon Pharma 5.A oryginalne, wlasne zwiazki chemiczne, komercyjnie dostepna
biblioteka lgcznie 987 zwigzkéw oraz pula zwigzkdw referencyjnych. W wyniku badas
przesicwowych autor wyselekcjonowal 59 zwigrkdw chemicznych (w tym czasteczki
referencyjne). Nastgpnym etapem pracy bylo sprawdzenie ich zdolnosci do aktywacji receptora
TrkB w komdrkach SN56 T48 ze stabilng nadekspresja receptora TrkB. O akiywacji receplora
TrkB dwiadczyta fosforylacja jego domeny wewngtrzkomdrkowe| na tyrozynie 706 (Tyr706),
a efekt ten wykazaly jedynie 4 spodrdd 59 preebadanych zwigzkdw maloczgsteczkowych i byly
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to zwiazki referencyjne, przy czym ich aktywnosc byla zdecydowanie nizsza w pordwnaniu do
BDNF. Uzyskany wynik wskazuje, 22 w wykorzystanej bibliotece nie udato sig zidentyfikowac
#ndnych zwigzkéw maloczasteczkowych zdolnych aktywowac ortosterycznic receptor TrkB.

Pomimo tych niepowodzen Autor pracy nie poddat sie, ale skupit na ciekawym aspekcie
uzyskanych wynikdw, a mianowicie aktywnodci zwigzkdéw referencyjnych i zbadal ich
zdolnosé do nasladowania funkcji BDNF.

Autor uzyl metody inkubacji zewngirzkomirkowej domeny TrkB ze zwigzkami
matoczgsteczkowymi oraz BDNF in vitre | wykazal, 2e Zaden z zbadanych zwigzkdw nie
wykazywal zdolnosci do indukowania dimeryzacji exTrkB, podczas gdy 4 z nich (DMAQ-BI,
CPL503052, CPL303071, CPL503113) powodowaly fosforylacie TrkB w  modelu
komoérkowym. T§ ciekawg obserwacje Autor wyczerpujgeo przedyskutowal na stronie 93,
chcialabym jednak spylad czy jego zdaniem powinno sie w badaniach przesiewowych pomingé
etap sprawdzania oddzialywania zwigzkéw z receptorem in vitro | badac je bezposredmo w
systemach komdrkowych?

W nastepnym kroku Autor uzyl linii komdrkowej SN56 T48 z nadekspresja receplora
TrkB ktérg traktowat 11 zwigzkami referencyjnymi (w odniesieniu do BDNF) i stwierdzil, 2e
zaden z nich nie powoduje akiywacji receptora TrkB oraz fosforylacji bialek efektorowych
takich jak PLCyl, Aktl, ERK1/2, co oczywiscie sugerowato brak aktywnosci tych zwigzkow.
Cztery pozostate zwigzki (DMAQ-BI, CPL503052, CPL503071 oraz CPL303113)
aktywowaly szlak TrkB, a zastosowanie inhibitora K252a zablokowato aktywnodé TrkB i
czedciowo takze fosforylacje bialek sygnalowych. Jednak w przypadkue CPLS03052 silna
fosforylacja kinazy Aktl w obecnodci inhibitora K252a wskazywala na alternatywny
mechanizm dzialania tej czgsieczki w komdrkach SN56 T48, dlatego w dalszych badaniach
Autor postuzy! sig innym modelem komdrkowym, linig ludzkiej neuroblastomy SH-SY3Y w
kidrej podezas rdznicowania indukowany jest TrkB. Analogiczny eksperyment powtdrzono 2
czierema wymienionymi czgsteczkami plus dodatkowe z 7 8-DHF powszechnie u2ywanym w
literaturze naukowej agonistg TrkB. Rdwniez w tych komdrkach autor zauwazyl niezaleina od
receptora TrkB fosforylacje kinaz efekiorowych. Tutaj przeprowadzono take bardzo elegancki
eksperyment kontrolny na niezrénicowanych komdrkach neuroblastomy (w kidrych brak jest
ckspresji TrkB), co pozwolile potwierdzié niezale2ny od receptora TrkB mechanizm dziatania
tych zwigzkdw. Co ciekawe 7,8-DHF nie aktywowal receptora TrkB. ani kinaz efektorowych.

Badane zwigzki nic wykazywaly te? wiasciwodci cytoprotekeyjnych, nie chronily
komdrek przed indukowang siresem mitochondrialnym $miercig komdrkows co czynil BDNF.



Kolejne badania przeprowadzono z wykorzystaniem zwierzgt eksperymentalnych
myszy szczepu BALB/c, ktérym podawano 7,8-DHF drogg doustng lub dozylng w celu analizys
profilu farmakokinetycznego. Uzyskane przez Autora wyniki wskazywaly na niekorzysiny
profil farmakokinetyczny 7,8-DHF u myszy i jego szybka eliminacje z organizmu. Jego podanie
nie prowadzilo lakre do wzrosiu fosforylaci receptora TrkB | zaleinych od niego kinaz z
hipokampie 1 korze czolowej traktowanych myszy.

Ponicwai wszystkie przeprowadzone rzez Autora odwiadczenia wskazywaly na to, e
powszechnie uzywany jako inhibitor TrkB zwigzek 7.8-DHF nic wykazuje aktywnosci
biclogicznej postanowit on zbadaé jego wigzanie z innymi biatkami i zidentyfikowal 12 bialek
- celéw molekulamych 7.8-DHF. Doswiadczenie to ma wartodé poznawcza i wybiega poza
schemat dokloraty wdrozeniowego, stanowi jednak probe odpowiedzi na ciekawe pytanie jakie
g wewngtrzkomdrkowe efektory czgsteczki 7,8-DHE

Dyskusja zaczyna sig od dobrze napisanego podsumowania uzyskanych wynikdw. Jest
dosyc dhuga, liczy 16 stron, ale sprawnie napisana i dwiadczy o dojrzaloci naukowej Autora.
W ogilnej ocenie merytorycznej pracy cheiatabym podkreslic, 22 dokiorant potrafi wlasciwie
zaplanowac eksperymenty i zastosowad odpowiednie techniki do ich wykonania. Ponadto umie
prawidlowo zinterpretowac dane eksperymentalne, pordwnac z wynikami uzyskanymi przez
innych badaczy oraz zaproponowad prawdopodobny mechanizm badanych zjawisk.

Podsumowujge stwierdzam, 2e przediozona mi do oceny praca mgr. inZz Piotra
Pankiewicza spetnia warunki okreslone w arl. 1B7 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwic wyzszym & nauce (Dz U, 2018 poz. 1668 7 pdin. zm.). Dlaego tei z calym
przekonaniem zwracam sig¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM w Warszawie o
dopuszczenie mgr. inz Piolra Pankiewicza do dalszych etapdw przewodu doktorskiego 1
popieram wniosek o nadanie mu stopnia naukowego doktora.

dr hab. Magdalena Dziembowska, prof. ucz.
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