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Warszawa, 9 lutego 2023 r.
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 Rodrigueza Parkitny, prof. Instytutu oraz prof. dr hab. Joanny Pery.

Choroba Parkinsona jest drugim co do czestosci (po chorobie Alzheimera) schorzenieniem
zwyrodnieniowym osrodkowego uktadu nerwowego. Charakterystyczng cechg choroby
Parkinsona jest $mier¢ neurondéw dopaminergicznych, ktérych ciata zlokalizowane sg w istocie
czarnej srédmdzgowia, a aksony tworza nigrostriatalny szlak dopaminergiczny do prazkowia. W
efekcie, dochodzi do obnizenie stezenia dopaminy w prazkowiu, co powoduje nierébwnowage
pomiedzy transmisjg dopaminergiczng a cholinergiczna, prowadzacg do objawéw choroby.
Dziatajgce na uktad dopaminergiczny leki stosowane w chorobie Parkinsona to przede wszystkim
stosowany obwodowo prekursor dopaminy L-3,4-dihydroksyfenyloalanina (L-DOPA), inhibitory
rozktadajacych L-DOPA enzyméw, takie jak benserazyd, oraz agonisci receptoréw
dopaminergicznych.

W obrazie choroby Parkinsona dominujg objawy ruchowe: spowolnienie ruchowe, sztywnos¢
mies$niowg i drzenie spoczynkowe. U znacznego odsetka pacjentéw dodatkowo wystepujg objawy
pozaruchowe, w tym zaburzenia poznawcze i psychiatryczne, przy czym moga by¢ one takze
nieporzadanymi skutkami leczenia, dlatego bardzo istotne jest lepsze poznanie molekularnych
mechanizmdéw dziatania lekéw stosowanych w chorobie Parkinsona oraz ich wptywu na objawy
pozaruchowe.

U wiekszosci ludzi z chorobg Parkinsona przyczyna $mierci neuronéw dopaminergicznych istoty
czarnej pozostaje nieznana. Dlatego w badaniach nad tg chorobg stosuje sie modele zwierzece,
w ktérych bada sie konsekwencje mechanicznego, chemicznego, lub genetycznego uszkodzenia
neurondéw dopaminergicznych istoty czarne;j.

W ten nurt badan wpisuje sie rozprawa doktorska mgr Anny Radlickiej. Doktorantka jako swdj
gtébwny model badawczy wybrata genetycznie zmodyfikowane myszy szczepu TIF-IAPATCreERT2)
u ktérych po osiggnieciu dorostoéci indukcja mutacji powoduje degeneracje neurondéw
dopaminergicznych. Celem pracy byto zbadanie roli wydzielania dopaminy z neuronéw
$rédmébzgowia w rozwoju wybranych pozaruchowych objawéw choroby Parkinsona, a takze
wptywu podania L-DOPA na objawy choroby i ekspresje genéw w przodomoézgowiu badang
metodg transkryptomiki przestrzennej. Wyniki uzyskane w modelu mysim zostaty zestawione z
wynikami uzyskanymi u pacjentéw z chorobg Parkinsona w trakcie leczenia dopaminergicznego
oraz po przerwaniu podawania lekéw.

Przedstawiona do oceny rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim i ma klasyczny uktad.
Ogétem liczy 163 strony, w tym: 13-stronicowy Wstep, przedstawiony 1 stronie Cel pracy, 29-
stronicowe Materiaty i metody, liczgce 60 stron Wyniki, liczgca 22 strony Dyskusja, zawarte na 1
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stronie Wnioski. Praca zawiera obowigzkowe streszczenie w jezyku polskim i angielskim, 30
rycin, 16 tabel oraz 20 stron (ok. 380 pozycji) nienumerowanej Bibliografii.

Praca jest niezwykle starannie przygotowana pod wzgledem jezykowym. Doktorantka postuguje
sie pieknym a jednoczesnie precyzyjnym jezykiem naukowym, w ktérym znalaztem tylko
nieliczne, drobne btedy: na stronie 18 “komérki eozynofilowe” zamiast “eozynofilne”;
kilkakrotnie uzyta mata litera “i” zamiast rzymskiej liczby “I” w numerze doswiadczenia; “na
grup”, zamiast “na kilka grup” na stronie 20. Znalaztem jeden btad redaktorski: Na stronach 32,
34 i na gérze strony 35, czas przeprowadzenia oceny sposobu poruszania sie w doswiadczeniu Il
opisano jako: “godzine po otrzymaniu drugiego zastrzyku.” To, o jaki drugi zastrzyk chodzi, staje
sie jasne dopiero na dole strony 35: “po godzinie od wykonywania drugiego zastrzyku (L-DOPA
lub sél fizjologiczna)”.

We Wstepie Doktorantka przedstawia epidemiologie, objawy i przebieg oraz procesy
zwyrodnieniowe i réznorodnos¢ fenotypowa choroby Parkinsona u ludzi. Stanowi to dobre
wprowadzenie do wykonanych w projekcie badan z udziatem ludzi, jednak oméwienie
réznorodnosci fenotypowej mogtoby trafi¢ do Dyskusji. Nastepnie, w sposéb niezwykle jasny,
Doktorantka przedstawia modele zwierzece choroby Parkinsona z ich podziatem grupy: modele
oparte o stosowanie neurotoksyn, takie jak 6-hydroksydopamina (6-OHDA); modele genetyczne,
ktérych fenotyp czesto odbiega jednak od choroby Parkinsona; oraz modele transgeniczne
oparte o system Cre/loxP, w ktérych dochodzi do $mierci komérek dopaminergicznych
wyrazajacych transporter dopaminy DAT. Wstep konczy krétkie wprowadzenie do metod
transkryptomicznych.

Rozdziat “Materiaty i metody” zawiera szczegdtowy opis bogatego zestawu wykorzystanych w
projekcie metod doswiadczalnych, a takze, co nie mniej wazne, specjalny podrozdziat dotyczacy
analiz statystycznych. Niezbedny pomocniczy udziat innych wykonawcéw w realizacji opisanych
w rozprawie badan zostat precyzyjnie opisany.

W rozdziale “Wyniki” Doktorantka przedstawita kolejno: wyniki badan behawioralnych i
transkryptomicznych w modelu mysim, a nastepnie wyniki badan z udziatem pacjentéw. W
odbiorze wynikéw behawioralnych uzyskanych w modelu zwierzecym bardzo pomaga przejrzyste
kodowanie grup (poziomdéw badanych czynnikéw, czyli genotypu i leku) za pomoca koloréw i
symboli, zilustrowane na Rycinie 8. Bardzo cenne jest réwniez podsumowanie wynikow badanh
behawioralnych przedstawione w Tabeli 11 na stronie 91. Wsréd 10 wykonanych procedur trzy
dotyczgce aktywnosci ruchowej powierdzajg fenotyp parkinsonowski u myszy, natomiast
pozostate umozliwity scharakteryzowanie pozaruchowych objawdéw choroby Parkinsona.

W badaniach transkryptomiki przestrzennej uzyskano klastry punktéw na skrawkach (Visium
spots), ktérych rozmieszczenie jest zgodne z anatomia przodomdzgowia myszy, co pozwolito na
wykonanie poréwnah w obrebie tych samych klastréw/struktur anatomicznych, pomiedzy
mutantami traktowanymi L-DOPA i benserazydem a traktowanymi solg fizjologiczna.
Zidentyfikowano w ten sposéb 20 gendw, ktérych ekspresja ulegata zmianie w obrebie danego
klastra/struktury po podaniu L-DOPA, co zilustrowano na Rycinie 27.

W badaniach kwestionariuszowych pacjentéw z chorobg Parkinsona stwierdzono wystepowanie
korelacji pomiedzy pozaruchowymi objawami choroby mierzonymi na skalach apatii, leku i
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zaburzefi zachowania. Natomiast - co ciekawe - wyniki w testach mierzgcych objawy
pozaruchowe i ruchowe nie byty ze sobg istotnie skorelowane. W zgodzie z powyzszym, leki
zwiekszajgce przewodnictwo dopaminergiczne u pacjentéw wptynetu u nich na poprawe funkgji
ruchowych, a w mniejszym zakresie na zaburzenia pozaruchowe, poprawiajgc zdolnosci
poznawcze i obnizajagc odczuwanie leku. We krwi obwodowej pacjentéw nie wykryto zmian
ekspresji badanych genéw pod wptywem lekéw dopaminergicznych.

W Dyskusji Doktorantka dokonata szczegétowego omowienia przedstawionych w rozprawie
wynikéw i ich poréwnania z danymi literaturowymi, w tym wynikami publikacji z 2020 roku z
eNeuron, ktérej Doktorantka jest pierwszym autorem. W Dyskusji Doktorantka wykazata sie
gruntowng znajomoscia badanej tematyki, a takze dojrzatym i krytycznym podejsciem do
uzyskanych przez siebie wynikéw, umiejetnie wskazujac zaréwno ich nowatorskie elementy, jak i
aspekty wymagajgce dalszych badan.

Mam do rozprawy nastepujgce uwagi:

1. We Wstepnie zabrakto mi krétkiego omoéwienia i ilustracji szlakéw dopaminergicznych mézgu,
ktére stanowig anatomiczny substrat dla powigzan pomiedzy uszkodzeniem neuronéw
dopaminergicznych a objawami w chorobie Parkinsona, a takze dia dziatahh nieporzgdanych
stosowanych w tej chorobie lekéw.

2. W rozdziale “Materiaty i metody” na stronie 43 podano, ze metodg transkryptomiki
przestrzennej zbadano 12 skrawkéw z 3 grup doswiadczalnych z uzyciem 3 szkietek Visium.
Celowe bytoby pokazanie, jaki byt udziat kazdej z grup na kazdym ze szkietek Visium.

3. W podrozdziale “Dopasowanie odczytéw do nowej anotacji genomu” na stronie 46 podano, ze
wspoétrzedne genomowe pikéw uzyskanych metoda transkryptomiki przestrzennej zostaty
poréwnane do danych z sekwencjonowania RNA wyizolowanego z prazkowia myszy (samca i
samicy) na platformie Oxford Nanopore generujacej diugie odczyty, dzieki czemu mozliwa jest
doktadniejsza identyfikacja izoform RNA. Dalej napisano, ze w ten sposéb “wyeliminowano z
dalszych analiz fragmenty o niepewnym dopasowaniu do genomu”, jednak sposéb
przeprowadzenia tej eliminacji nie zostat opisany.

4. Tej samej kwestii dotyczy przypis na dole strony 95, w ktérym napisano: “Szczegétowy opis
metodyki zwigzanej z wykorzystaniem techniki Nanopore do poprawy referencyjnego genomu
znajduje sie w pracy magisterskiej mgr Magdaleny Chrészcz (Chrészcz, 2022).” Cytowana praca
magisterska okazata sie niezwykle ciekawa, jest ona jednak poswiecona analizie ekspresji w
mézgu izoform RNA jednego genu (Oprm1, kodujgcego receptor opioidowy ) i, cho¢ - by¢ moze
- stanowita motywacje do poprawy referencyjnego genomu, nie zawiera jednoznacznego opisu
zwigzanej z tym metodyki.

5. Jako uzupetnienie wykresu na Rycinie 26a, na ktérym za pomoca koloru zaznaczono
przynalezno$é¢ punktéw do klastrow, celowe bytoby zaznaczenie kolorem, na tym samym
(powtdrzonym) wykresie UMAP, przypisania punktéw do poszczegdinych prébek.
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Mam do Doktorantki dwa pytania:

1) Na stronie 29, wérdd genotypdw kontrolnych w doswiadczeniu | wymieniony jest genotyp [Cre
Tg/0; flox/wt]. Czy dobrze rozumiem, ze oznacza to zwierzeta, w ktérych ekspresji ulega
rekombinaza CreERT2 a jednoczes$nie w jedym z dwéch alleli genu TIF1A fragment tego genu jest
oflankowany przez sekwencje loxP? Czy zatem, u zwierzat o tym genotypie w neuronach
dopaminergicznych dochodzi do rekombinacji w obrebie tego allelu, a w konsekwencji
wylaczenia jednej z dwdch kopii tego genu? Jezeli tak, to czy wiadomo jaki ma to wptyw na
zywotnos$¢ neurondw, i czy nie bytoby celowe wylaczenie zwierzat o tym genotypie z grupy
kontrolnej?

2) Czy filtracja wynikéw transkryptomiki przestrzennej w oparciu o dane Nanopore z prgzkowia
byta zatozeniem przyjetym a priori - w takim razie jaka byta jego motywacja, czy tez byta to
decyzja podjeta w trakcie analiz, motywowana wczesniej uzyskanymi wynikami uzyskanymi w
oparciu o domysiny referencyjny genom myszy?

Powyzsze uwagi i pytania wynikajg z obowigzku oraz ciekawosci recenzenta i nie wptywajg na
wysokg ocene przedstawione] rozprawy doktorskiej. Ponizej przechodze do kwestii formalnych.

Wstep i Dyskusja, napisane w oparciu o obszerng (liczaca ok. 380 pozycji) i biegle cytowang
bibliografie, uzasadniajg ocene, ze rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng
osoby ubiegajacej sie o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki medyczne.

W toku realizacji projektu, Doktorantka zaprojektowata i wykonata szereg doswiadczen,
postugujgc sie szerokim zestawem nowoczesnych narzedzi badawczych. Uzasadnia to ocene, ze
rozprawa doktorska wykazuje umiejetnosc samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez
osobe ubiegajaca sie o nadanie stopnia doktora.

W rozprawie doktorskiej po raz pierwszy przeprowadzono analize objawéw pozaruchowych w
badanym mysim modelu choroby Parkinsona, a takze wptywu podawania lekéw na te
zaburzenia. W tym samym modelu po raz pierwszy zastosowano metode transkryptomiki
przestrzennej, co pozwolito zidentyfikowad specyficzne dla okreslonych rejonéw moézgu efekty
podawania L-DOPA na ekspresje genéw. Ponadto, w rozprawie przeanalizowano wptyw lekéw na
objawy ruchowe i pozaruchowe oraz ekspresje genéw we krwi obwodowej pacjentéw z choroba
Parkinsona. Uzasadnia to ocene, ze rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego.

W konkluzji, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okredlone w Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j.
Dz. U. 2022, poz. 574 z pozn. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Anny Radlickiej do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne.

TN p
dr hab. Michat Dgbrowski (st_)ﬁ\—/
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