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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Michata Pasierskiego

»Modulacja farmakologiczna aktywnosci epileptycznych, badania na
modelach zwierzgcych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lek. Michata Pasierskiego, to zbidr
cztarech opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutdw naukowych. Tematem
rozprawy jest aktywnodci epileptyczna w korze przedezotowe) oraz ocena dristania
istniejgcych i potencjalnie nowych lekow. Szczegolng uwage poswiecono krotkotrwatym
epizodom epileptycznym (wytadowaniom miedzynapadowym), wystgpujgcym zardwno
w padaczce, jak i innych zaburzeniach, takich jak ADHD czy choroba afektywna
dwubiegunowa.

Rozprawe rozpoczyna spis najczedcie) stosowanych skrotdw (tu wkradto sie pare bteddw;
np. 4-AP, powinno byé amino-, nie amniopirydyna, EPSP, ang. wersja w liczbie
pojedyncze), polska w liczbie mnogiej, NMDA, powinno byé asparaginowy,
nie aspartanowy, niepeine polskie tumaczenia TRPY}, po ktdrym nastepuje streszczanie
w jezyku polskim i angielskim.

Mapisane klarownie Stresrczenie, pozwala poznad cel pracy | podsumowania
najwazniejszych wynikdw opisanych w artykutach skiadajgcych sie na rozprawe.
W nastepujgcym po streszczeniach Wstepie, Autor przedstawia najwainiejsze statystyki
dotyczgce wystepowania padaczki i wybrane nauronalne mechanizmy lezgce u podioZa
tej choroby. Autor stusznie wskazuje, e najwiekszy odsetek pacjentdw cierpigcych
nalekoopommg postac padaczki to dzieci. Wydaje sie@ to byé szczegolnie istotne
w przypadkdw przedstawionych w ramach rozprawy badar, ktdre przeprowadzone byty
szczurach w wieku trzech tygodni. W przypadku szczurow, trzytygodniowe osobniki
to owierzeta, ktére okresla sie jako miodociane (juvenile), a ten etap rozwoju
pordwnywany jest z atapam rozwoju dziecl wwieku 3-8 lat (Ball, Endocrinology, 2018, doi:
10.1210/en.2018-00220). W rozprawie zabrakto podkreslenia tego czynnika, i mimo
prawdopodobiedstwa, e zwierzeta w tym wieku zostaly wybrane do badan takie
2 wzgledu na powszechnie znane utatwienia wynikajgce z utycia mtodaj tkanki nerwowe|
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w eksperymentach przeprowadzanych techniky patch clamp, wskazania moiliwego
rwigzku uzyskanych wynikow z wiekiem zwierzqt ufytych do badah, a tym samym
mozliwym mechanizmem wystgpujgcym u dzieci, wydaje sig byc zasadne.

Model epilepsji wywotane] niskim stgZeniem jondw magnezu zostal cpracowany kilka
dekad termu i od tego czasu jest szeroko stosowany jako model do testowania lekdw.
Maodel tan ma istotne znaczenia kliniczne, poniewat niedobory magnezu mogg Iwigkszac
podsatnosé na napady padaczkows wywolane bodicami proepileptycznymi, & nawet
powodowad napady u ludzi, Ponadto, stgtenie magnezu w surowicy i phynie mdzgowo-
rdzeniowym jest nisze u pacjentdw z uogolnionymi napadami toniczno-klonicznymi,
a magnez podawany dotylnie ma dziatanie przeciwdrgawkowe | jest stosowany zardwno
u ludzi jak | w zwierzgcych modelach epilepsji. Diatego te2, zastosowany w badaniach
sztuczny ptyn médzgowo-rdzeniowy (artificial cerebrospinal fluid, ACSF) pozbawiony
jonéw magneazu, to trafne podejscie metodologiczne do wywolania zmian o charakterze
epileptycznym.

W kolejnych czedciach Wstgpu rozprawy., Autor w Rrzystgpny spostb streszcza
najwaiZnigjsze wyniki poszczegdlnych artykubtow wehodzgeyc hw jej sktad. W odniesieniu
do Artykutu 1 Valproic acid potently inhibits interictal-like epilaptiform activity
in prefrontal cortex pyramidal neurons” Doktorant wskazuje, e Kwas walproinowy
to dobrze znany lek przeciwpadaczkowy, Kktdrego mechanizm drisftania obefmuyje
nasilenia transmisji GABA-ergicznej oraz blokowanie kanattw sodowych zaleinych
od napiecia. " Warto bytoby w tym miajscu wspomniec, ze leken powszechnie stosowany
jestudzieci, ale takie o szeregu jego dziatar nispozgdanych, wtym o wyszczegdlnionym
(znajdujgcym sig w czamej ramce) w ulotce leku ostrzeleniu o zagrazajgoych Zyciu
dziataniach niepozadanych, w tym hepatotoksycznosci, teratogennodci czy mozliwosci
wystgpienia zapalenia trzustki.

Opisujagc we Wstepie pracy Artykut 2 JCapsaicin inhibits sodium currents and
epilaptiform activity in prefrontal cortex pyramidal neurons®, Doktorant pisze "W tym
przypedku rbadalismy potencje! terapeutyczny kapsaicyny”. Wydaje sig, Ze badania
przedkliniczne, jakie przedstawit Doktorant nie upowainiajg do stwierdzenia, 2e potenc)al
terapeutyczny kapsaicyny zostat zbadany, przeprowadzono waine eksperymenty ax vivo,
jednak do zbadania potencjatu terapeutyCznego w kontekscie padaczki potrzebny jest
szereg kolejnych badar (badania kliniczne, ocena regulacyjng ip.).

W koncowych akapitach Wstgpu mozemy przeczyta ,Podsumowujgc, prace wehodzgce
w skiad przediozone rozprawy dokiorskie] wykorzystywaty technike patch-clamp
do modelowania aktywnodci epileptyczne] in vitro.” Jednak technika nie modelowata
aktywnosc neurcnalne|, a wykorzystano | do badania tej aktywnosci.
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Lektura rozprawy doktorskie], w lktdrej przedstawiono wyniki  badan
elektrofizjologicznych, byta dla mnie bardzo satysfakcjonujgca. W pracy zastosowano
wymeagajgcyg, ale jednoczesnie niezwykle precyzyina | wiarygodng technike whole-cell
patch-clamp. To metoda wymagajaca wielkiej sterannosci, a takie odpornosci
aksperymentatora na niepowodzenia, ktore s3 statym elementem krajobrazu pracy
elektrofizjologa. Badania elektrofizjologiczne, takie jak te prredstawione W rozprawia,
w literaturze naukowej nalety do mniej licznych w pordwnaniu z innymi badaniami,
np. Z wykorzystaniem metod biochemicznych, co czyni t¢ prace szczegolnie cennag.
Jednoczesnie warto zauwalyd, e uzyskane wyniki mogtyby ryskad na wartofei, gdyby
rostaty uzupetnione o dane uzyskane za pomocg innych technik, ktdre oferuje
nowoczesna neurobiologia. Niemniej jadnak, praca ta stanowi istotny wiktad w literaturg
naukows, 8 wykorzystanie techniki patch-clamp zastuguje na uznanie.

W opisie Zatoken i celu pracy, Doktorant jasno | zasadnie wskazat wspomniane zatozenia
i wyrdznit cele szczeagitows. Zastanawia jedynie, co Doktorant mist na mysli piszac,
ie badania przeprowadzono na wyizolowanych z kory neuronach piramidowych w
skrawkach mozgu? Warto takze wskazac, te stwierdzenie, e . Poznanie mechanizmow
dziatania lekdw przeciwpadaczkowych na neurony kory przedczotowej moie przyczynic
sie do ograniczenia zaburzeh poznawczych, kitdre stanowig znaczace powilktanie
napaddw padaczkowych”, jest chyba zbyt duiym uproszczeniem/skrotem myslowym.
Samo poznanie mechanizmdw nie przyczyni sie do ograniczenia zaburzen poznawczych,
moie natomiast prayczynic sie to opracowania skutecznychicelowanych terapl, ktdre
mogg skutkowac ograniczeniem tych zaburzen.

Trzy z crterech przedstawionych artylkutdw sktadajgcych sie na rozprawe doktorsks
o prace eksperymentalne, w dwich z nich Doktorant jest pierwszym autorem. Zbidr
ramyka praca przeglgdowa, w ktorej piernwszym autorem jest Doktorant. Artykuly przeszty
jui etap recenzi, ponite), wraz z krdtkim podsumowaniem ich zawartodcl, przedstawiam
pytania, na ktdre nie znalaztam odpowiedzi w ich tresci:

Artykut1

Valproic acid potently inhibits interictal-like epileptiform activity in prefrontal
cortex pyramidal neurons - w artykule tym, Autorzy opisali wyniki eksparymeantaw,
w ktdrych badali wplyw kwasu walproinowego (VPA) na wytadowania epileptyczne
w neuronach piramidowych kary przedczotowe]. W warunkach ex vivo wywotano
aktywnosc epileptyczng zale¢ngy od receptordw NMDA, ktérg VPA skutecznie
hamowat w terapeutycznych stedeniach (20 M i 200 pM). Wyniki przedstawione
W pracy wskazujg, Ze kora przedczotowa stanowi odpowiadni model do badania
dzialania lekdw na wyladowania migdzynapadowe.
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« Jaka byta pted i szczep szczurdw uzytychw eksperymencie? Informacje te majg
szczegolne znaczenie w przypadiku badan nad epilepsig, wykazano bowiem
znaczace rotnice migdzy szczepami SZCZUGW W wywohywaniu - status
epilepticus oraz poiniejszym rozwoju neurodegenaracyl, epilepsji | zmian
behawioralnych (np. Langer et al, Epilepsy Ragearch, 2011,
hitps: fdelerg/ 181076/ eplepsyras 2001 Bs BED).

e Jaka byla liczhe uzytych zwierzgt? Nie jest ona jednoznacznie wskazana,
wiresci artykutu mozemy przeczytad: In all figures, one recording was
performed from one slice. Consegquently, n is the number of slices that we used
in sach series of experiments. Slices for each serfes of experiments were
obtained from 2 or 3 animals. Trudno jednak tg liczbg ustalic.

« Jednoczesnie, w opisie dotyczgoym liczby potencjatow czynnosciowych,
wskazano n = 104, czego tutaj dotyczyla liczba .n"? Czy byta to liczba
skrawkdw czy potencjatow czynnosciowych?

s Jaki byt potencjet zlgcza (junction potential) | czy przedstawione dane byly
skorygowane uwzgledniajgc jego wartosc?

« Czy wywotanie pulsami prostokgtnymi potencjatéw czynnosciowych
poprzedzone bylo sprowadzeniam potencjatu blonowego do zdefiniowane)
wartosci?

« Cry Dektorant spodziewa sig, 28 prIy rdepolaryzowaniu badanego neuranu
przy pomocy uktadu rejestracyjnego, efekt w postaci wywotania wyladowan
miedzynapadowych bylby podobny do tego, jaki obserwowat przy uiyciu
zwigkszonego zewnatrzkomdrkowego stezenia potasu (przy brak magnezu
w ACSF w obu przypadkach)?

+ Jak mierzona byta amplituda potencjatu czynnoSciowego i EPSP? Czy dane
zliczano recznie? laki czas rejestrac)i analizowano?

» Dlaczego wphyw kwasu walproinowego na pobudliwo$é badanych neuronow
werylikowano w standardowym ACSF. nie w ACSF o zmienlonym skiadzie
(jak w poprzadnich eksperymentach)?

* W dyskusji Artykutu 1, Autorzy wskazujg, "As the epileptiform burst evants
recorded in this study were of short duration (less than 2-3 s), they may
be regarded as interictal-like epileptiform discharges [18]", jednoczesnie
jednak, w cytowanej pracy (18) mozemy przeczytad: The criterion of duration
to discriminate between an interictal and ictal discharge is quite subjective
and could be misleading when applied to focal epilepsies. Since a consensus
on this issue is still missing, mare stringent criteria to define a seizure are
required and should be identified. Czy isniejg inne kryteria pozwalajace
na charakterystyke badanej aktywnosci?

Publikacja 2
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Capsaicin inhibits sodium currents and epileptiform activity in prefrontal cortex
pyramidal neurons - w artykula tym Autorzy wykazali, 2e kapsaicyna mode mied
potencjat przeciwpadaczkowy. W stgieniu 60 uM kapsalcyna hamowsata pobudliwosdé
neurondw piramidowych kory przedczolowe|, zmniejszajgc amplitude poz niejszych
potencjatdw czynnosciowych | wemacniajgc zalezny od uiycia blok kanatdw sodowych.
Obserwowano takre przasuniecie krzywe| inaktywac)i kanatdw sodowych w  kierunku
hiperpolaryzac]i. Kapsaicyna skutecznie hamowata zardwno krotkie wytadowania
miedzynapadows, jak | diuzsze wyladowania wywolywane w rainych rozrworach
proepileptycznych. Wyniki sugerujg, 22 dziatanie przeciwpadaczkowe kapsaicyny jest
rwigzane 2 jej zdolnoscig do cddziatywania z napigciowozaleznymi kanatami so dowymi.

Jak w przypadku Publikacji 1:

o Jaka byta ptec i szczep zwierzgt uiytych do eksperymentu?

o Czy przed zadaniem pulsow depolaryzujacych, potencjat Bonowy sprowadzany
byt do ustalone] wartosci?

= Jaki byt powdd do zmiany podejécia eksperymentalnego w przypadku badania
wptywu kapsaicyny na krétkie | dtugie wytadowania epileptyczne [osobne grupy
kontrolne | badane oraz ekspozycja na kapsaicyne przed zastosowaniem
proepileptycznego ACSF)?

* Autorzy opisuja wplyw kapsaicyny na pobudliwosé neuronalng (wyra2ong lczba
potencjatéw crynnodciowyeh w odpowiedzi na depolaryzujacy puls prostokgtny),
|ako zmniejszajgcy pobudliwogé, poprzez silne zwigkszenie zaleine] od ulycia
blokady szybkich pradiw sodowych regulowanych napieciem. Wydaje sia, 2o na
przedstawionych zapisach aktywnosci neuronalngj (Fig. 2, érodkowy panal),
potenciat bionowy w odpowiedzi na stymulacje pulsem prostokatnym
w obacnosci kapsaicyny ma bardzie} zdepolaryzowang wartosé niz w warunkach
kontrolnych, co mode prowadzi¢ do bloku depolaryzacyjnego, a w konsekwencji
do zmniejszenia amplitudy i liczby potencjatdw czynnodciowych. lestem ciekawa,
jak Doktorant cdniesie sig do takle] interpretacii.

* W Publikacji 1, Autorzy wskazujg, #e terapeutycznym stedeniem kwasu
walproinowego jest steienie do 200 pM w krwi | mnig| niz 100 UM w plynie
zewngtrzkomorkowym. W przedstawionym w Publikacji 2 eksperymencie, ulyto
jednak 400 pM, dlaczego?

= Jaki moze byé mechanizm stojgcy za innym efektem ekspozycji badanych
skrawkiw zawierajgcych korg przedczotows na ptyn 0 Mg/5 mM KCL | na ptyn
0 Mg/4-AP. Czy moiliwy, inny mechanizm stojgcy za wywolaniem réznych zmian
w aktywnosci neuronalnej, moie lezec u podioza innej wrazliwodcl wytadowan
migdzynapadowych i epileptycznych na kwas walproinowy?

Publikacja 3
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Guanfacine inhibits interictal epileptiform events and sodium currents in prefrontal
cortex pyramidal neurons - w artykula tym Autorzy wykazali, e guanfacyna (agonista
receptoréw 02A, stosowany w leczeniu ADHD) hamuje krétkotrwate wytadowania
apileptyczne w neurcnach piramidowych kory przedczotowej. Guanfacyna (10§ 100 pM)
hamowata czestodc tych wytadowan, a efekt utrzymywat sig takbe w obecnosci
antagonisty receptorow a2 — idazoksanu. Driatanie guanfacyny polegato na zmniejszeniu
pobudliwoéci neurondw i hamowaniu zardwno walno, jak i szybko inaktywujgcyeh sig
pradéw sodowych, nie wplywajac przy tym na toniczne prgdy NMDA. Mechanizm
hamowania okazat sie niezalezny od receptorow a2A i, jak wskazujg Autorzy, moke mied
snaczenie kliniczne, poniewaz wyladowania migdzynepadows mogg wystepowad
u pacjentdw z ADHD, prawdopodobnie przyczyniajgc sie do objawdw choraby.

« Jaki byt powdd zastosowania chlorku choliny w piynie zewngtrzkomorkowym,
w eksperymentach, w ktdrych badano szybkie prady sodowe?
s Czyzweryfikowano dziatanie zastosowanego ntagonisty receptorow alfa-27

Publikacja 4

Ostatnig pracq wehodzgcg w skiad przedstawiane] rozprawy doktorskiej stanowi praca
przeglgdowa, w ktdrej Doktorant jest pierwszym autorem. Praca zatytutowana Beneficial
Effects of Capsaicin in Disorders of the Central Nervous System, podsumowuje
korzystne dziatanie kapsaicyny, w przypadku rétnych chorob oférodkowego ukbadu
nerwowego. Giownym opisywanym mechanizmem dziatania kapsaicyny jest wplyw
na kanaty TRPYV1 w obwodowych neuronach czuciowych. W pracy zwrocono uwagg takie
na nowe dane wskazujg na je| liczne korzyéci w chorobach neurodegeneracyjnych
{m.In. w chorobia Alzheimera i Parkinsona), zaburzeniach nastroju czy udarze mozgu.
lednoczesnie wskazano, e efekty kapsaicyny w padaczce pozostajg nisjednoznaczne —
moze ona wywieraé zardwno dziatanie pro- jak | przeciwpadaczkowe, co moze wynikac
2 jej wplywu nie tylko na TRPV1, ale takie na kanaty scdowe zaledne od napigcia. AUtoTzy
zwracajg uwage, 2e wyniki badan na rwierzgtach oraz dane kliniczne sugerujg znaczgcy
potencjat kapsaicyny w terapil roznych zaburzef neurologicznych.

Pragne podkreslic, 2e publikacje, ukazujace sig W kolejnych latach, cechujg sig coraz
wyZszym poziomem naukowym, wigkszg ztotonodcig oraz dojrzelszg dyskusjg.

Podsumowujac, stwierdzam, 2e lek. Michat Pasierski przedstawit wartosciows rozprawe
doktorskg, a wyniki badanh slektrofizjologicznych zawarte w artykutach wchodzgcych Wi e8|
skiad przyczyniaja sig do zrozumienia mechanizmdw neuronalnych letgeych u podioa
dzigtania kwasu walproinowego, kapsaicyny i guanfacydyny. Dostrzezone drobne uwag),
watpliwosci | postawione pytania z nich wynikajgce, nie zmieniajg pozytywnaj oceny
precy.
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Stwierdzam, e recenzowana rozprawa doktorska lek. Michala Pasierskiego spelnia
warunki okreslone wart. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie Wy2szym
i nauce (Dz. U. 2018 por. 1668) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie lek. Michata Pasierskiego
do dalszych etapdw postepowania we. nadania stopnia doktora nauk medycznych | nauk

o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.
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