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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Anny Radlickiej
pt: ,Molekularne mechanizmy zwigzane z pozaruchowymi objawami choroby Parkinsona”
wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

pod kierunkiem dr hab. Jana Rodrigueaza Parkitny, prof. Instytutu oraz prof. dr hab. Joanny Pery

Choroba Parkinsona (ChP) jest postepujgcym schorzeniem neurodegeneracyjnym, w ktérym dochodzi do
nieodwracalnego zaniku neuronéw dopaminergicznych w czesci zbitej substancji czarnej srédmédzgowia
(substantia nigra pars compacta, SNpc), a takze w mniejszym stopniu uktadu mezokortykolimbicznego oraz
podwzgdrza. Jest to choroba o ztozonej i niejasnej etiopatogenezie, w ktdrej, poza najbardziej znanymi
zaburzeniami ruchowymi takimi jak spowolnienie ruchowe, sztywno$¢ miesni i drzenie spoczynkowe, obserwuje
sie takze zespdt objawdw pozaruchowych obejmujacych zaburzenia poznawcze, wechu, nastroju, depresje, lek,
dysfunkcje autonomiczne, bdélowe i czuciowe oraz zaburzenia snu i czuwania. Z racji postepujgcego starzenia sie
spoteczenstw przewiduje sie, ze czestos¢ wystepowania ChP dramatycznie sie zwiekszy, podwajajac sie w ciggu
nastepnych dwdch dekad. Czestosc¢ jej wystepowania wzrasta od 5 do 10 razy od szdstej do dziewigtej dekady
zycia. Dlatego niezwykle wazne wydaje sie opracowanie naprawde skutecznych metod leczenia, pozwalajgcych
chorym na dobre funkcjonowanie. Badania, ktdre ztozyty sie na przedtozong mi do oceny rozprawe doktorska sg
w pewnym stopniu prébg odpowiedzi na te palgcy potrzebe, sg innowacyjne i wpisujg sie w nurt najnowszych
poszukiwan czynnikdw diagnostycznych i prognostycznych w ChP prowadzonych w wiodacych os$rodkach
badawczych na $wiecie. Nadrzednym celem ocenianej pracy jest wyjasnienie molekularnych mechanizméw
zwigzanych z pozaruchowymi objawami ChP.

Jest to opracowanie o sprawdzonej tradycyjnej formie, praca liczy 163 strony i zgodnie z przyjetymi
normami zostata podzielona na kilka gtdwnych rozdziatéw: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep,

Cel Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, a takze Bibliografia. Gtdwne czesci pracy zostaty
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nastepnie podzielone na szereg konsekwentnie ponumerowanych podrozdziatéw. Wykaz skrétéow oraz spis tabel
i rycin utatwia analize dzieta. Wstep pracy jest Scisle zwigzany z jej tematem, Autorka charakteryzuje
etiopatogeneze choroby, odnosi sie do epidemiologii, opisuje objawy ruchowe i pozaruchowe. Znaczna czes¢
wstepu poswiecona jest omowieniu proceséw neurozwyrodnieniowych w przebiegu tego dewastacyjnego
schorzenia. Wybrane elementy obrazu klinicznego i zmiany anatomopatologiczne powstajgce w przebiegu
choroby, Doktorantka obrazuje na schemacie, ktdéry niewatpliwie utatwia analize pracy. Skrupulatna
charakterystyka i przeglad zwierzecych modeli ChP jest doskonatym wprowadzeniem do tematu badan. Koriczac
Wstep Doktorantka podkresla innowacyjnosé przeprowadzonych badan z zastosowaniem transkryptomiki
przestrzennej, ktéra do chwili obecnej nie zostata wykorzystana do identyfikacji efektéw molekularnych lekéw
przeciwparkinsonowskich. Reasumujgc, bardzo interesujacy i logicznie poprowadzony Wstep dowodzi, ze
Doktorantka posiada szerokg wiedze zwigzang z przedmiotem rozprawy, a takze swobodnie porusza sie w tym
obszarze i umiejetnie wykorzystuje te wiedze do prowadzenia dyskusji oraz konstrukcji wtasnego podejscia do
zagadnienia. Niestety nie udato sie jej unikng¢ drobnych, ale dos¢ licznych bteddéw edytorskich, ktére sg dosc
liczne w catej rozprawie. Cele pracy zostaty szczegdétowo i obszernie opisane, a celowos¢ badan nie budzi
watpliwosci. Gtéwnym celem byto zbadanie roli wydzielania dopaminy z neurondw srédmadzgowia w rozwoju
wybranych pozaruchowych objawdéw ChP. W badaniach wykorzystano genetycznie modyfikowane myszy TIF-

[APATCreERT2 -y ktdrych obserwuje sie postepujacg utrate neurondw dopaminergicznych $rédmézgowia. Wybdr

APATCreERT2 choroby, ukierunkowanego na uszkodzenie uktadu dopaminergicznego,

genetycznego modelu TIF-I
pozwolit na zbadanie udziatu tego konkretnego uktadu neuroprzekaznikowego w zaburzeniach behawioralnych,
funkcji poznawczych i molekularnych. Przeanalizowano typowe dla ChP zaburzenia behawioralne oraz zbadano
wpltyw L-DOPA na zmiany transkryptomu w réznych strukturach przodomdzgowia myszy TIF-IAPATCreERT2,
Prowadzono réwniez badania z udziatem pacjentéw, ktdrych celem byto zbadanie wptywu odstawienia lekow
dopaminergicznych na nasilenie objawéw pozaruchowych i ruchowych choroby oraz na ekspresje wybranych
gendw we krwi obwodowej pacjentéw ze zdiagnozowang i leczong ChP. W rozdziale ,Cel pracy” Autorka dosé¢
obszernie, w postaci jednolitego tekstu opisuje badania, ktére przeprowadzita. W opinii Recenzenta
wyodrebnienie z jednolitego tekstu, gtéwnego/nadrzednego celu pracy i celéow szczegdtowych oraz
przedstawienie ich w formie punktédw bytoby znacznie korzystniejsze dla tego typu dzieta. Zaréwno w tym
rozdziale, jak i w kolejnych, Autorka wielokrotnie pisze w pierwszej osobie, np. ,,zbadatam”, ,jako gtéwny model
badawczy wybratam”, ,sprawdzitam”, itp. Podczas gdy w jezyku naukowym przyjeto stosowanie form
bezosobowych, strony biernej, czasu przesztego i form przypuszczajgcych. Jak wynika z obszernych podziekowan
zamieszczonych na samym poczatku dysertacji projekt realizowano we wspdtpracy, zatem zdecydowanie
powinna by¢ uzyta forma typu — zbadano, zaobserwowano, sprawdzono, itp. — co nie deprecjonuje udziatu
Doktorantki w projekcie, a nie pomija udziatu zespotu badawczego w realizacji tak ztozonego projektu.

Rozdziat Materiaty i Metody zostat niezwykle skrupulatnie i rzetelnie przygotowany, a eksperymenty zostaty

bardzo starannie zaplanowane i logicznie poprowadzone. Szczegdtowy opis zastosowanych metod badawczych

niewatpliwie wskazuje na dobre ich opanowanie przez Autorke.
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Opis Wynikow zostat podzielony na dwie czesci, pierwsza dotyczy badan przeprowadzonych z wykorzystaniem
myszy, w drugiej przedstawiono wyniki badan z udziatem pacjentéw. Zastosowano odpowiednie testy
behawioralne oceniajace typowe dla ChP zaburzenia ruchowe oraz pozaruchowe. Przeprowadzone testy miaty
na celu ocene sprawnosci ruchowej myszy, ich funkcji poznawczych i wykonawczych, umiejetnosci uczenia sie i
pamieci, zdolnosci wechowych, lekliwosci i preferencji picia stodkiej wody jako oznaki anhedonii. Doktorantka
rozpoczeta prace od oceny stopnia utraty neuronéw dopaminergicznych u myszy TIF-IAPATCeERT2 nrzeprowadzajac
w tym celu barwienia technikg immunofluorescencji z przeciwciatami skierowanymi przeciwko hydroksylazie
tyrozynowej (ang. Tyrosine Hydroxylase, TH), aby jakosciowo potwierdzi¢ efekty fenotypu u mutantéw i
zweryfikowac efekty mutacji. W przodomdzgowiu i sSrddmédzgowiu sygnat fluorescencji Swiadczacy o obecnosci
biatka TH byt nizszy u mutantéw w poréwnaniu do kontroli, co sugeruje mniejszg gestos$¢ zakonczen
dopaminergicznych w tych strukturach (Rycina 9 a-b, c-d). Z kolei w opuszce wechowej nie wykazano réznic we
fluorescencji TH u mutantéw i w grupie kontrolnej, jednak Rycina 9 e-f, g-h wyraznie wskazuje na wieksza
fluorescencje u mutantéw.

Schemat kolorystyczny (Rycina 8) wyjasniajacy sposéb prezentacji wynikow jest bardzo pomocny w analizie
uzyskanych wynikéw badan, niestety opis schematu jest nieco skomplikowany: ,, Wyniki dla poszczegdlnych grup
doswiadczalnych przedstawiono na wykresach osobno, wedtug statego schematu kolorystycznego, w ktérym
zwierzeta o genotypie kontrolnym sq oznaczone kolorem szarym reprezentowane przez barwy szare a myszy TIF-
IAPATCreERT2 707 dwa kolory wiasciwe dla danej kohorty.........
Analiza masy ciata wykazata, ze utrata neurondéw dopaminergicznych prowadzi do istotnego spadku masy ciata
zwierzat, jednak na Ryc. 11 dla pierwszego doswiadczenia nie zaznaczono znamiennosci, chociaz pomiary masy
ciata u samcow z doswiadczenia | wykazaty iz mutacja powodowata istotny spadek masy ciata w czasie, natomiast
na Ryc. 13 przedstawiajgcej wyniki pomiaréw masy ciata samcéw z doswiadczenia Il istotnosc zostata zaznaczona.
Tak przedstawione wyniki badani budzg pewne trudnosci w ich analizie.

Ocena rozwoju zaburzen ruchowych z zastosowaniem systemu CatWalk mierzagcym parametry opisujgce chéd
oraz zastosowaniu testu preta obrotowego pozwalajgcego na ocene koordynacji ruchu myszy w wymuszonych
warunkach zostata przedstawiona bardzo skrupulatnie na rycinach i w formie tabel. Test CatWalk ujawnit
niewielkie réznice w sposobie poruszania sie myszy TIF-IAPATC®ERT2 tect preta obrotowego wykazat natomiast
znaczgce zaburzenia funkcji ruchowych u myszy TIF-IAPATC®ERT2 \y, 13 tygodniu po podaniach tamoksyfenu.
Kolejna seria testéw behawioralnych nie wykazata znaczacych réznic w zachowaniach myszy TIF- |APATCTeERT2
stosunku do kontrolnych. Mutanty nie wykazywaty zachowan moggacych swiadczy¢ o uposledzeniu wechu lub
anhedonii. Nie zaobserwowano takze u nich zaburzen uczenia sie i przeuczania, zapamietywania, odtwarzania
zapamietanych informacji w procedurach polegajacych na pamieci krotkotrwatej ani dtugotrwatej, uposledzenia
funkcji wykonawczych. U zwierzat z uszkodzeniami uktadu dopaminergicznego wykazano natomiast
zintensyfikowanie zachowan zwigzanych z poszukiwaniem wrazen, uzyskaniem napoju stodkiego lub wody, co
moze Swiadczy¢ o nasilonym dziataniu ukierunkowanym na réznego rodzaju nagrode. Ponadto, u mutantow

traktowanych L-DOPA zanotowano zwiekszong lekliwos¢, a takze zwiekszong aktywnos¢ ruchowa. Zamieszczenie
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tabeli podsumowujacej wyniki badan behawioralnych doskonale porzadkuje i uftatwia analize uzyskanych
wynikéw badan.

Opierajac sie na dotychczasowych danych literaturowych, w tym wczesniejszych badaniach witasnych
Doktorantka podjeta sie bardzo waznego badania, a mianowicie okreslenia wptywu L-DOPA na transkryptom
komédrek w poszczegblnych obszarach przodomdzgowia myszy TIF-IAPATCERT2 \Wérdd gendw podlegajgcych
zmianom ekspresji wskutek podan L-DOPA znalazty sie m.in. geny kodujace biatko Arc, ktdre jest kluczowym
biatkiem zaangazowanym w regulacje plastycznosci synaptycznej, geny zaangazowane w regulacje rytmoéw
okotodobowych (Perl, Bhlhe40), czy tez kodujace biatka biorgce udziat w egzocytozie pecherzykéw
synaptycznych (Stxbp6). Jest to badanie bardzo nowatorskie. Profilowanie przestrzenne ekspresji genéw pod
wptywem L-DOPA u myszy transgenicznych z postepujgcy utratg neurondw dopaminergicznych pozwolito na
identyfikacje struktur przodomdzgowia, na ktére ten lek oddziatuje. W efekcie zidentyfikowano 15 klastréw, w
ktérych L-DOPA wptyneta istotnie na ekspresje gendw. Efekty leku zaobserwowano w prazkowiu grzbietowym i
jadrze podtlezacym przegrody, w wybranych obszarach kory mdzgu oraz w przedmurzu i jadrze
wewnatrzgruszkowatym, a takze w komorze bocznej. Wptyw L-DOPA na ekspresje gendw zaangazowanych w
regulacje kluczowych funkcji komérkowych, w tym plastycznosci synaptycznej wskazuje, ze wptyw tego leku
moze by¢ bardzo szeroki i wieloaspektowy.

Doktorantka podjeta rowniez prébe skorelowania nasilenia objawdow ruchowych badZz pozaruchowych w
kontekscie odpowiedzi na leczenie dopaminergiczne ze zmianami w ekspresji wybranych genéw we krwi zylnej
pacjentéw z ChP. Opierajgc sie na wczesniejszych badaniach wtasnych i danych literaturowych, do analizy qPCR
wytypowano 10 gendw (CEBPA, DDIT4, IFNGR1, KLF4, MMPS9, PER1, SGK1, FOS, EGR1 i SNCA). Jednak stosowanie
leczenia dopaminergicznego nie wptyneto na poziom ekspresji wybranych genéw we krwi pacjentéw, pozostajac
takze bez wptywu na ekspresje genu kodujgcego a-synukleine, ktéra jest biomarkerem choroby Parkinsona.
Dyskusja zostata podzielona na podrozdziaty, w ktérych Autorka konfrontuje wyniki badai wtasnych z istniejgca
literatura. Analizuje i wyjasnia rozbieznosci dotyczace aktywnosci lokomotorycznej zwierzat w réznych modelach
zwierzecych choroby Parkinsona dokonujgc jednoczesnie przegladu literatury w tym obszarze badan. Krytycyzm
z jakim Doktorantka odnosi sie do badan wiasnych swiadczy o jej ogromnej dojrzatosci naukowej, Autorka
stusznie zauwaza iz grupy doswiadczalne mutantdw cechowata mata liczebnos$¢ (odpowiednio 3 i 4 osobniki w
grupie mutantow traktowanych solg fizjologiczng i L-DOPA). Podobnie, brak wptywu postepujgcej utraty
neuronéw dopaminergicznych na zachowania moggce Swiadczyé o anhedonii pozostaje w sprzecznosci z
badaniami prowadzonymi z wykorzystaniem innych modeli zwierzecych ChP, w ktdrych obserwuje sie
zachowania $wiadczgce o obnizonym nastroju. Autorka podejmuje prébe wyttumaczenia tych rozbieznosci i
dostrzega koniecznos¢ prowadzenia dalszych badan.

Analizujgc wptyw L-DOPA na wzmocnienie ekspresji gendw zaangazowanych w regulacje kluczowych funkcji
komdrkowych Doktorantka stusznie wnioskuje iz podania L-DOPA poprzez aktywacje ekspresji szeregu gendw
zwigzanych z regulacja transkrypcji, moze dodatkowo modulowac¢ wiele proceséw w komadrce, niezaleznie od

bezposredniej aktywacji gendw zaangazowanych w regulacje egzocytozy, plastycznosci synaptycznej czy zegara
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biologicznego. Z duzg ostroznoscig odnosi sie rdwniez do zaleznych od podania L-DOPA zmian w ekspresji genu
Ubl5, ktére mogg sugerowac jej neuroprotekcyjne dziatanie.

Poréwnujac wyniki dos$wiadczenia profilowania przestrzennego przodomézgowia myszy TIF-|APATCreERT2

po
podaniach L-DOPA z wynikami badania efektow leczenia dopaminergicznego na ekspresje wybranych genéw we
krwi pacjentéw z chorobg Parkinsona Doktorantka stwierdzita, ze przeprowadzone badania prowadzg do
odmiennych wnioskéw. W opinii Recenzenta poszukiwanie jakichkolwiek zaleznosci pomiedzy tymi badaniami
(w mézgu szczura i ludzkiej krwi obwodowej) jest niezwykle trudne i nie oczekiwatabym jednakowych wnioskéw
ptyngcych z obu tych badan, o czym zresztg Doktorantka pisze w dalszej czesci dyskusji. W koricowej, najbardziej
intersujacej czesci dyskusji Doktorantka interpretuje uzyskane wyniki badan w sposéb bardzo dojrzaty, wycigga
whnioski i proponuje mechanizmy, ktére mogg leze¢ u podtoza zmian indukowanych leczeniem L-DOPA w
zwierzecym modelu choroby Parkinsona i u pacjentéw z tg choroba.

Rozdziat Whioski to podsumowanie i bardzo interesujgca interpretacja uzyskanych wynikéw badan. Niemniej
jednak, przedstawienie ich w formie punktéw skorelowanych z celami pracy bytoby korzystniejsze dla odbioru
tego typu dzieta.

Podsumowujgc, wymienione w recenzji uwagi nie wptywajg na pozytywng i bardzo wysokg ocene
merytoryczng przedtozonej mi do recenzji dysertacji. Pani mgr Anna Radlicka przedstawita sie jako doswiadczona
badaczka, ktéra doskonale potrafi zaprojektowaé i przeprowadzi¢ eksperymenty oraz wyciggnaé prawidtowe
whnioski, a przede wszystkim odnies¢ sie do wiasnych badan z duzym krytycyzmem. Prowadzone badania we
wspotpracy z wieloma badaczami swiadczg o wszechstronnosci i nowatorskim podejsciu Doktorantki do
postawionego problemu badawczego. Wobec powyiszego stwierdzam iz przedtozona mi do oceny rozprawa
doktorska wskazuje na bardzo dobre opanowanie wiedzy teoretycznej przez mgr Anne Radlickg ubiegajacy sie o
nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki medyczne, a rozprawa doktorska wykazuje umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Uzyskane wyniki zapewne zainspirujg Kandydatke do dalszych
badan nad udziatem ukfadu dopaminergicznego w powstawaniu objawdw pozaruchowych ChP i przyczynig sie
do wyjasnienia molekularnych mechanizmoéw zaburzen ruchowych i pozaruchowych w tej chorobie.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji praca doktorska mgr Anny Radlickiej spetnia warunki stawiane
pracom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(t.j. Dz.U. 2022, poz. 574 z pdin. Zm.).

Whnosze zatem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk o dopuszczenie mgr Anny Radlickiej do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora

w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne.
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