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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej
Pana lek. tukasza Adriana Poniatowskiego

p.L Wphyw domézgowych podar Atstirin na procesy neurodegeneracyjne | rozwdj reakeiji zapainej
w dodwiadczalnym modelu choroby Parkinsona

wywolanym 1-metylo-4-fenylo-1.2, 3 6-tetrahydropingdyng (MPTF) u myszy”

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

Praca doktorska Pana lek. kukasza Adriana Poniatowskiego, bedaca przedmictem niniejszej
recenzji, opiera sig na badaniu skutecznodci potencjalne], nowe] terapil w chorobie Parkinsona,
opartej na celowaniu w mechanizrmy neurctroficzne, przeciwzapalne oraz immunomodulujace
powigzane z progranuling (PGRM). Biafko to wykazuje ekspresie na powierzchni neurondw oraz
nieaktywnego mikrogleju, nie obserwuje sig natomiast ekspresji PGRN na powierzchni astrocytdw
oraz na ependymocytach. Co wigce|, PGRN stanowi istotny czynnik immunamodulujacy reakcje
neurozapalne, wykazujgc dzisdanie przeciwzapalne oraz hamuje aktywnodéd mikrogleju. Mutacja w
genie kodujacym biatke PGRN jest zwigzana z predyspozyciy do wysigpienia otepienia czolowo-
skroniowego (FTD), ale takie - jak Autor stusznie sugeruje - potencjalnie innych chordb o podioiu
neurcdegeneracyjnym, w tym choroby Alzheimera i Parkinsona.

Przedmictern badad zawartych w niniejsze| pracy byla zmodyfikowana crgsteczka PGRN o
nazwie Aftstrin, ktdra cechuje sig odpomodciy przy ekspozycil na enzymy proteclitycane
rozszczepiajace PGRN, co pozwala zachowaé powinowactwo do inicjujgcych rézne dcieiki
przekainictwa receptordw TNFR1 oraz TNFR2, a takie uniknad efektdw biologicanych
charakterystycznych dla dzialania cytokin i czynnikdw warostu.
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Przestanky dla zwrdcenia uwagi na Amstin w kontekicie badania wiadciwoici
neuroprotekcyjnych, byly opisane badania postulujgce potencjal te] czasteczki jako innowacyjnego
leku o wlasciwodciach przeciwzapalnych, do stosowania w leczeniu reumatoidalnego zapalenia
stawdw (RZS) czy choroby zwyrodnieniowej stawdw, wiadnie poprzez bezpodrednie wigzanie sig z
receptorami TNFR1 | TNFR2, réwnolegle z dziataniem antagonistycanym wegledem czynnika THF-
alfa.

Celem pracy doktorskie] byla ocena wplywu bezpoéredniego, bilateralnego domdzgowego
podania Atsttrin, w doswiadczalnym modelu choroby Parkinsona, opartym o podanie neurctoksyny
MPTP u myszy. W ramach tak postawionego celu Autor zaloyl:

« zgiebienie farmakologicznych mechanizméw dzialania Atsttrin;

+ zoptymalizowanie altematywnej metody podania zwiazku, obejmujace) bezposrednia
stereotaktyczng iniekcje do mdzgu;

+ zwenyfikowanie czy stosowanie Aftstrin moze byc potencjalnie skuteczne w terapii
choroby Parkinsona poprzez zakladane dziatanie neuroprotekeyjne zwigzku w modelu
DN TTECYM;

« wykazanie, na bazie skutecznoici dzistania Antstrin, czy rokuje on dla rozwoju w
preysziodei nowych, celowanych terapii neuroprotekeyinych w praktyce klinicznej;

Powyisze cebe zostal ujete przez Autora w nieco innej kolejnosci, jednak zdaniem recenzenta,
wiaéciwa kolejnodé jest racrej od zagadnien metodycznych i badania mechanizmu do implikacii
skutecznodei dziatania Attstrin i jego potencjalu translacyjnego, co zreszty zostalo odzwierciedlone w
pracy eksperymentalnej.

Uktad rozprawy doktorskie jest klasyczny, praca zostala napisana w jezyku polskim. Zawartoéd
pracy zostala podzielona na Watep (str. 54 — 143, podrielony na dwa gléwne rozdzialy, poswigcone
chorobie Parkinsona oraz progranulinie), Zatozenla | cele pracy (str. 144 - 145), Material | metody (str.
144 = 170), Wymniki (str. 171 - 323) oraz Dyskusjg (str. 324 - 357) | Whioski (str. 360). Calosci pracy
dopelnia imponujacy wykaz 1140 pozycji piSmiennictwa (str. 361 - 422), wykazy stosowanych
skrétéw, ryein, tabel oraz cbowigdkowe streszczenia w jgzyku polskim i angielskim.

Jak wida¢ : powyzszego restawienia, praca doktorska charakteryzuje sie ponadprzecigtng
objetoscia i liczy lgcznie 422 strony {nie uwzgledniajac zalgczonych na koricu skandw opinii komisji
etycznej czy raportu z procedury antyplagiatowej). Musze przyznad, i bedac zwolennikiem bardzie|
syntetycmnego prezentowania wynikdw w pracach doktorskich, poczatkowo podchodzitem do
zgromadzonego w ten sposdb materiaty z nieufnoscia. Lektura pracy rozwiala jednak te watpliwosci.
Tekst czyta sig dobrze, chot oczywiscie przy tak duiej objgtoici nie sposdb ustrzec sig drobnych
bleddw edytorskich czy pewnych uproszczed,
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Przykladem jest chocby réina forma rodzajnike w preypadky odnoszenia sig do Attastrin w
zdaniach dozonych lub nastgpujacych po sobie, okredlenie SEM (Standard Error of Mean) jako bledu
standardowego (poprawnie: blad standardowy drednie]), niekiedy pewne kolokwializmy, jak na str.
55, 111 czy 3446 - _avtor odwoluje sig do opisdw przedstawionych przez takie postacie jak...”
«prrewaina imieré neurondw” _podania na modelu choroby Parkinsona”.

Bynajmniej nie przywolujg tych przykladdw z chgci udowodnienia brakéw edytorskich w
niniejsze| pracy doktorskiej. Wrecz przeciwnie - tak nieliczne potknigcia jezykows na ponad 400
stronach tekstu (sicl) dwiadcza bardzo dobrze o jakodcl rozprawy doktorskie) | starannym
przygotowaniu jej przez Autora. Jedyna sugestia z moje] strony dotyczy opisu wynikdw, gdzie
niepotrzebnie = w moje] opinii = Autor za kazdym razem opisowo odnosi sig do negatywnych
wynikdw [, nie stwierdzono istotnych statystycznie rdénic w poziomie ekspresfi / poziomie stezen., "
itp.). O ile taki zhiorczy zapis jest uzasadniony w przypadku analiz, w ktdrych nie wykazano tadnych
zmian, to wydaje sie zbedny w przypadku wynikdw, gdzie zaobserwowane statystycznie znamienne
roznice, ktdre stanowig o pozniejszych wnioskach (w takim przypadku zbedne jest opisywanie
pozostalych, negatywnych zmian, ktdre nie s3 przeslanks konkluzji). Podobnie, na wielu rycinach
pozostawiono w opisie cale spektrum wzajemnych relac)i pomiedzy grupami w konteksicie ich
poziomu znamiennosci statystycanych, podczas gdy czgsto jedynie nieliczne grupy wykazywaly
wzgledem siebie réznice mamienne statystycznie. Nie jest to oczywidcie bledem, ale pwyczajowo nie
praktykuje sig takiej formy opisu rycin,

Wstep pracy jest bardzo obszermy. W pierwsze| czedci Autor wyczerpujgco omawia historig
odkryé dotyczacych charakterystyki choroby Parkinsona, kolejno wprowadzanych prob je| leczenia
oraz teorii etiopatogenezy, wraz z najnowszymi, wspdlczesnymi odkryciami detyczacymi propagacii
alfa-synukleiny przez nerw bledny, swigzane] z tew. aktywacjg osi mdzgowo-jelitowe]. Sporo miejsca
= i slusznie — podwiecono kwestii neurozapalnej w tym opisie | charakterystyce cytokin prozapalnych,
a takze roli mikro- i astrogleju. Podobnie doglgbnie opracowana jest czgéc dotyczaca progranuliny
oraz zwigzanych z nig receptordw | szlakdw sygnalowych, zakoficzona kompendium aktualne] wiedzy,
dotyczgcej roli PGRN w chorobach neurodegeneracyjnych. Przy tak doglgbnym podejéciu do tematu
{wstep liczy blisko 90 stron) zaskakuje cafkowite pomigcie odniesienia do modeli transgenicznych
choroby Parkinsona. Wspominajge inne modele zwierzgce choroby Parkinsona, Autor poswieca tylko
jeden podrozdzial krotkie] charakterystyce modeli farmakologicznych (6-OHDA, rotenon, parakwat,
rezerpina), podczas gdy wiele modeli genetycznych dostarcnylo cennej wiedzy o mechanizmach
choroby Parkinsona, jak chocby myszy z delecjy mitochendrialnego czynnika transkrypoyjnego Tiam
(tow. myszy MitoPark).

Autor nieco arbitralnie przekonuje tez, ke ,modele z uzyciern MPTP-HCL stanowig swoisty
zloty standard dia eksperymentéw i badard nad patofizjologiy émierci neuronéw dopaminergicznych
w przebiegu choroby Parkinsona, najpefnie] odwzorowujac zarowno symptomy choroby, jak réwnied
powstajgcy ubytek funkcji szlaku nigrostriatalnego”.
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Malezy zamaczyé, Ze o ilke faktycznie modele oparte o podania MFTP doskonale
odzwierciedlajg pdine etapy rozwoju choroby Parkinsona, to jednak nie oddajg - poza dosc trudnymi
eksperymentalnie do przeprowadzenia — powolnej degeneracji neurondw dopaminowych, a przede
wszystkim, innej kinetyki degeneracji w rejonie SN i VTA, cbserwowanej u ludzi. Ponadto, model ten
nie ma wiele wspélnego 2 eticlogia choroby, jest po prostu najbardziej powszechnie stosowanym
modelem opartym o podania neurotoksyn. Oczywicie, nie umniejsza to wartosci pracy Autora, po
prostu jest faktem, ktory warto podkredlad, poniewaz poszukiwanie doskonalego modelu choroby
Parkinsona, charakteryzujgcego sie 2godnodcig przyczyn, objawdw | odpowiedzi na farmakoterapie
pozostaje woiqd sprawg otwarty.

Metcdyka rostala opisana niezwykle szczegdlowo, lgcznie z slusznymi uwagami o
bezpieczerstwie pracy z MPTP, ktdry to zwiazek charakteryzuje sig znacznie wigksza toksycznodeia w
przypadku ekspozyci na niego naczelnych w pordwnaniu do gryzoni. Do czeici metodyczne) moja
jedyna uwaga odnosi sig do wyboru genu reporterowego (Gapdh), ktéry nie zawsze jest uwazany za
zlaty standard. Co wigcej, wiele doniesien sugeruje raczej o koniecznosci normalizacji wynikow w
technice Real-Time PCR w stosunku do gendw B2m czy Rplp0, w zamian do klasycznie uzywanych
Gapdh czy Hprt1. Poniewai normalizacja wynikdw na tzw. gen reporterowy jest istotnym czynnikiem
determinujgcym wnioski z cznaczen techniky RealTime-PCR, warto temu zagadnieniu podwigcic
nieco wigcej migjsca w opisie | dyskusji. Dobrym zwyczajem jest tez pokazanie wynikow z samej
analizy ekspresji genu reporterowego, ktdra co do zasady nie powinna wykazal znamiennie
statystycznych rdznic migdzy grupami.

Wyniki zostaly zebrane na 63 rycinach obejmujacych podsumowanie analiz wykonanych
metads HPLC, oznaczen poziomu aminokwaséw oraz analiz ekspresji gendw wykonanych metoda
Real Time-PCR. Wyniki przedstawiono w sposdb bardzo czytelny, zachowujgc konsekwentnie szate
graficzng i dobér koloréw dla grup eksperymentalnych, co bardzo ulatwia odbiorcy interpretacie.
Wyjasnienia wymaga kwestia braku osiggnigcia jednoznacznego, wyjiciowego poziomu bazowego
dla grup kontrolnych foczekiwana wartosc fold = 1) w przypadku niektérych wynikdw dotyczacych
badania ekspresji gendw techniks RealTime-PCR (przykladowo - ryc. 450, 50, 550

Dobrym zwyczajem, zalecanym przez wiekszosd czasopism naukowych, jest takie
pokazywanie na wykresach rozkladu wynikdw w formie punktowej, nie tylko jako graficznego obrazu
$redniej wraz z odchyleniami,

Dyskusja zawiera sluszne konkluzje | dowodzi, te Autor zrealizowal zamierzone cele pracy. W
ramach przeprowadzonych badan dobrano jsko optymalng dawke 0.5 pg (0.125 pg/ul) dia Atstirin,
jak réwniei wykazano efekt podania Atstirin w tej dawce, powiazany z zahamowaniem reakc)i zapalne|
w obrebie prazkowia, hipokampa, kory oraz méidiku w doswizdczalnym modelu choroby Parkinsona
u myszy szczepu C57BL/S poddanych dootrzewnowe| intoksykacji MPTP-HCL
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Przy braku zaobserwowanych drziatadi niepozgdanych w obrebie mikrodrodowwiska thanki,
dowodzi to potencjalu terapeutycznego dla tego zwigzku, z pewnodcia w  kontekicie
neuroprotekcyjnym. Oczywidcie, konieczne sq dalsze badania, ktére udowodnig potencjat
translacyjny tego typu terapii.

W tym kontekicie srkoda, ze Autor nie pokusil sig o wykonanie doéé prostych cmnaczed
immunchistochemicznych i zliczenia densytometrii po barwieniach 2 uzyciem przeciwciata anty-TH.
Byloby to wartodciowe w kontekicie stwierdzonego z jednej strony braku zmian w poziomie ekapresi
mRNA dla TH po zastosowaniu Atsttrin w dawce 0.5 pg, a jednoczesnie efektem proywrécenia w
obrebie 5T funkcji syntezy dopaminy. Tym bardziej, ie w interpretacji sugerowane jest stusmie
osiggnigcie czgiciowej regeneracjy komdrek dopaminergicznych lub aktywacjs w pienwotnie
nieuszkodzonych neurcnach, mechanizméw kompensacyjnych uzupelniajgcych nieclobory TH.
Barwienie immunochistochemiczne i zliczenia stereclogicane komérek lub prosta densytomatria,
bedace juz analizg ilodciowg na poziomie biaka, byé maze datoby bardziej precyzyjng odpowied: w
tej kwestii. Oczywiscie, zrozumiale jest, i przy tak dutym nakladzie pracy nie moina eksplorowat
wszystkich mozliwych podejéc metodycznych. Zapewne maze to byd pomyshem na kolejny projekt,
podwiecony weryfikacjy uzyskanych wynikéw w oparciu o techniki proteomiczne i byé moze réwniez
badania behawioralne na modelu zwierzgeym.

Podsumowujgc, stwierdzam, ie praca spelnia wszystkie wymogi ustawowe stawiane
rozprawom  doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje
wymagang wiedze tecretycing Kandydata w dyscyplinie naukowe] oraz potwierdza umiejetnodé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowsj. Stwierdzam, e wyniki uzyskane przez Pana lek. bukasza
Adriana Poniatowskiego s3 wartoéciowe maerytoryeznie, zawierajy duy element nowatorstwa i sq
dowodem bieglej znajomoici skomplikowanych zagadnien detyczacych teorii udzialu biatka PGRN w
mechanizmach choroby Parkinsona. Recenzowana rozprawa doktorska spefnia warunki okredlone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).

Majgc na uwadze konsekwentnie | doglgbnie wykonane badania, dostarczajgce nowej wiedzy
do mechanizmu | efektow dzialania Attstrin w kontekscie mozliwe] terapii choroby Parkinsona, wnosze
o wyraznienie przediozone] do oceny pracy doktorskiej Pana lek. kukasza Adriana Poniatowskiego,

dr hab. n med. Grzegorz Kreiner
Kigrowmik Zakdadu Biochemi Mézgu
Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN
31-343 Kraldw, Smetna 12
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