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» Rozwdj innowacyjnych, maloczasteczkowych agonistéw TrkB w terapii choréb
ukiadu nerwowego”

wykonanej
w Pracowni Neurobiologii Instytutu Biologii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Marcelego
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oraz
Laboratoriach Celon Pharma. S.A.

pod kierunkiem:
Promotor: prof. dr hab. Katarzyny Kality-Bykowskiej
i Promotora pomocniczego: dr Jerzego Pieczykolana

Rozprawa doktorska mgr inz. Piotra Pankiewicza stanowi obszermne opracowanie dotyczace
zaprojektowania, a nastgpnie praktycznego zweryfikowania tzw. ,platformy badawcze)”,
polegajacej na wykorzystaniu szerokiego panelu technik badawczych, zarowno przesiewowych jak
i szczegélowych testéw funkcjonalnych, do identyfikacji czasteczek o profilu agonisty receptora
TrkB, dedykowanych do potencjalnego terapeutycznego zastosowania w schorzeniach
osrodkowego uktadu nerwowego. Biorgc pod uwage merytoryczne przestanki wskazujgce na
potencjal terapeutyczny agonistow receptora TrkB w szerokim spektrum zaburzen osrodkowego
ukfadu nerwowego, ze szczegdélnym uwzglednieniem depresji, ktora stanowi narastajacy problem
medyczny 1 spoleczny, z niewystarczajacg i czg¢sto nieskuteczng terapig farmakologiczng,
poszukiwanie nowych mozliwosci terapii, opartych o zastosowanie zwigzkéw aktywujacych
receptor TrkB jest w mojej opinii w pelni zasadne. Uwazam réwniez, Ze zastosowanie
nowoczesnych technik z zakresu szeroko poj¢tnej biologii molekularnej i biotechnologii, w celu
opracowania platformy do poszukiwania leku w oparciu o konkretny cel molekularny bytlo w tym
przypadku jedyna stuszna droga. Droga ta byla realizowana bardzo konsekwentnie i chociaz nie
doprowadzita do identyfikacji czasteczki o pozadanych wdasciwosciach, dostarczyta szeregu

informacji pozwalajacych na weryfikacje dotychczasowej wiedzy na temat aktywnosci zwigzkow o
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znanym profilu dziatania, zwigzanym z aktywacja receptora TrkB oraz pozwolita na opracowanie i
weryfikacje¢ sciezki przesiewowej czgsteczek o tym profilu receptorowym.

Rozprawa doktorska Pana mgr Piotra Pankiewicza jest napisana w jezyku polskim, liczy 141
stron i ma uklad typowy dla tego typu opracowan. Obejmuje Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Dyskusje, Wnioski i Bibliografie, a takze spis
tresci, spis tabel i rycin, wykaz skr6tow oraz kopi¢ uchwaty Lokalnej Komisji Etycznej dotyczacej
doswiadczenn na zwierzgtach. Nie zabrakfo rowniez wskazania zrédel finansowania projektu,
dorobku publikacyjnego oraz licznych podzigkowan.

Liczacy 24 strony Wstgp profesjonalnie i szczegélowo wprowadza w badane zagadnienie,
poswigcajac poszczegdlnym jego aspektom kolejne podrozdzialy. Dowiadujemy si¢ nie tylko o
biologii BDNF, receptorze TrkB, jego budowie, mechanizmach aktywacji i transdukcji sygnatu, ale
rowniez o zaburzeniach interakcji BDNF-TrkB w chorobach neuropsychiatrycznych, wskazujgc
podstawg merytoryczng do podjetych badan. Poswigcono réwniez sporo miejsca opisowi procesu
rozwoju nowego leku, z uwzglednieniem filozofii tzw. drug discovery i ograniczen zwigzanych z
tym procesem. Bardzo logiczny pod wzgledem kompozycji wstep zostat uzupetniony czytelnymi i
dokfadnie opisanymi rycinami. W mojej ocenie, ta czg$¢ rozprawy mogtaby stanowi¢ osobna,
polskojezyczng monografi¢ dotyczacy biologii BDNF i jego receptora. Aczkolwiek, musialaby by¢
uzupeiniona o nierzadkie przeciez doniesienia naukowe, sceptycznie traktujgce rolg BDNF w
chorobach neuropsychiatrycznych i ich terapii.

Cel pracy zostat postawiony jasno. Obejmowat on probe identyfikacji innowacyjnych,
matoczgsteczkowych agonistow TrkB, o potwierdzonej aktywnosci in vitro 1 in vivo, gotowych do
dalszego rozwoju przedklinicznego i majacych potencjalne zastosowanie w terapii chorob
osrodkowego ukladu nerwowego. Wyznaczono réwniez zadania badawczo-rozwojowe podzielone
na kolejne etapy.

Kolejny rozdzial, zawierajacy opisy uzytych materialéw i metod badawczych, zostat
uzupelniony o tabele zawierajgce szczegotowe informacje na temat sktadéow buforéw, pozywek
hodowlanych, czy przeciwcial, zastosowanych w poszczegolnych fazach badan. Ta forma
prezentacji bardzo utatwia poruszanie si¢ w wieloetapowej i skomplikowanej metodyce
zastosowanej w badaniach. Metody sa dobrane odpowiednio do zatozonych celéw, a ich
szczegolowy opis umozliwia ewentualng weryfikacjg.

Wyniki zostaty zaprezentowane w formie |1 rycin i 6 tabel, uzupelnionych o petne opisy
uzyskanych rezultatdw na kolejnych etapach badan, poczawszy od okreslcnia biblioteki 987
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uzytych zwigzkéw chemicznych, poprzez kolejne etapy ich selekcji, a nastepnie oceny ich
zdolnosct do wigzania i aktywacji receptora TrkB w ukiadzie ortosterycznym, a takze, dla
zwigzkéw referencyjnych, okreslenia ich aktywnosci w ukfadzie ortosterycznej aktywacji, a
nastgpnie allosterycznej modulacji, zdolnosci do indukowania dimeryzacji oraz aktywowania
kolejnych sciezek sygnalowych w modelu in vitro z zastosowaniem odpowiednich linii
komérkowych, az po oceng wiasciwosci cytoprotekcyjnych oraz parametrow farmakokinetycznych
1 farmakodynamicznych. Uzyskane w pracy wyniki wskazuja, iz sposréd biblioteki 987 zwigzkéw
chemicznych, na drodze badan przesiewowych ostatecznie nie zidentyfikowano innowacyjnej
czasteczki, ktora wigzataby si¢ zreceptorem TrkB i powodowata jego aktywacje in vitro.
Wykazano natomiast, Ze znaczgca wigkszo$¢ zwigzkéw maloczasteczkowych opisanych w
literaturze jako agonisci receptora TrkB nie wykazuje wlasciwosci ortosterycznych ligandéw tego
receptora oraz ze zaden sposréd tych zwiazkéw nie spehnia kryteriow allosterycznego modulatora.
Ponadto wykazano, ze 7,8-dihydroksyflawon (7,8-DHF), traktowany powszechnie jako wiodgcy
zwigzek referencyjny w grupie matoczasteczkowych agonistdw receptora TrkB, nie aktywuje tego
receptora, ani w trybie ortosterycznym, ani allosterycznym oraz nie wykazuje dziatania
cytoprotekcyjnego, a ponadto jest zwigzkiem o bardzo niskiej selektywnosci i, jak wykazano,
oddziatuje z co najmniej dwunastoma celami molekularnymi.

Prezentacja wynikéw jest w mojej ocenie znakomita. Ryciny sg przejrzyste, czytelne, dobrze
i szczegélowo opisane (z wyjatkiem Ryc. 8, na ktdrej nie naniesiono jednostek na o§ X w zadnym z
wykresow) oraz pozwalajg na precyzyjna, poréwnawczg ocen¢ wiclu danych. Wyniki poddane
analizom statystycznym sg przedstawione bardzo syntetycznie, ale nie brakuje wynikéw
zaprezentowanej w formie bezwzglednej, w postaci np. reprezentatywnych analiz uzyskanych za
pomocg metody Western blot dla wszystkich biatek. Dodatkowo, niektére wykresy sa poprzedzone
schematem przedstawiajgcym badane w danym eksperymencie zjawisko (Ryc. 9, 10, 11), co
dodatkowo utatwia interpretacj¢ wynikow. Na uznanie zastuguje zaprezentowanie pelnego panelu
wynikdw, z ktorych wigkszos¢ to tzw. ,wyniki negatywne”, ktore sg przeciez wynikami
réwnocennymi z tymi, ktére pokazujg tzw. ,,zmiang” i ktorych unikanie staje si¢ czgsto zrédiem
tworzenia niepetnego lub nawet falszywego obrazu badanych mechanizméw. Cennym zabiegiem
zastosowanym przez Doktoranta bylo zebranie w jednej tabeli (Tabela nr 8) podsumowania
wynikow badan dia analizowanych zwigzkéw referencyjnych oraz BDNF. Niepotrzebne wydajg si¢
natomiast liczne powtdrzenia opiséw wynikéw umieszczone w tresci podrozdziatow, a nastgpnie w

podpisach rycin. Nie znajduj¢ rowniez jednoznacznego wyjasnienia kwestii analizy statystycznej w
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przypadku wynikéw zaprezentowanych na Ryc. 11 i Ryc. 12, gdzie zgodnie z opisem zastosowano
jednoczynnikowa analizg wariancji, wlasciwg do analiz np. dzialania jednego zwigzku w kilku
dawkach, podczas gdy z wykresu wynika, ze analizie zostato poddanych kilka zwigzkow, kazdy w
trzech dawkach i dodatkowo jedna z tych dawek dla kazdego agonisty byta badana w obecnosci
antagonisty TrkB. Czy te wszystkie przedstawione ,Srednie” (SEM) zostaly poddane jednej
analizie, a nastepnie pordwnane metodg ,kazdy z kazdym”? Zastanawiam si¢ dlaczego nie
zastosowano tutaj wieloczynnikowej analizy wariancji, ktora, uwzgledniajgc interakcje pomigdzy
czynnikami, wskazalaby (badz nie) istotne statystycznie znaczenie badanego antagonisty dla efektu
agonisty?

Rozdziat Dyskusja zawiera omoéwienie wynikoéw w odniesieniu do aktualnych danych
literaturowych, obejmujacych az 247 pozycji. Jest merytoryczna, aczkolwiek w duzej czesci
stanowi opis wynikéw i wynikajacych z nich wnioskéw, ktére wczesniej zawarto w rozdziale
Wyniki. Zawiera natomiast sporo elementéw $wiadczgcych o dojrzatosci naukowej, przede
wszystkim wskazanie ograniczen metodycznych wiasnych badan, potencjalnych przyczyn wyniku
fatszywie pozytywnego i falszywie negatywnego, czy krytyczna ocena przydatnosci konkretnych
technik badawczych oraz jasna ocena szans na znalezienie funkcjonalnego agonisty ortosterycznego
lub allosterycznego modulatora receptora TrkB w przysztosci. Ta czg$¢ rozprawy dowodzi rowniez,
ze Doktorant nie boi si¢ wyzwafi w postaci konfrontacji swoich wynikéw z przyjetg wiedzg i potrafi
analizowaé przyczyny licznych rozbieznosci w tym zakresie. Z zainteresowaniem wystuchatabym
jednak planéw na dalsze eksperymenty, zapewne zawarte w projekcie, w przypadku, gdyby
czasteczke o pozadanych whasnosciach udalo si¢ wyodrgbnic. Jakie badania in vivo byty planowane
w celu okreslenia potencjalnych terapeutycznych efektow poszukiwanej czgsteczki w fazie badan
przedklinicznych?

Po Dyskusji wynikéw Doktorant umiescit jednostronicowy rozdzial Wnioski, zawierajacy
zawarte w o$miu punktach najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan.

Bardzo wysoko oceniam styl w jakim napisana jest rozprawa. Kompozycja pracy pozwala
podazaé za eksperymentatorem przez kolejne etapy badan i zrozumie¢ motywacj¢ do
przeprowadzania kolejnych faz z uzyciem konkretnych technik. Doktorant posiadt umiejgtnos¢
przekazywania wiedzy o skomplikowanych mechanizmach stylem prostym, poprawnym j¢zykowo i
pozbawionym zbednych zapozyczen, a jednoczes$nie merytorycznym i fachowym. Z obowigzku
wskazuje kilka drobnych niescistosci lub bledow, jak np. uzycie pojecia ,.frontalna” w odniesieniu

do kory czolowej; wskazanie Ryc. 7B, zamiast 7C w odniesieniu do ,pozostatych zwigzkow
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referencyjnych” (str. 65) oraz nieliczne bigdy stylistyczne i interpunkcyjne, ktére nie majg wptywu
na oceng rozprawy.

Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam doktorat Pana mgr inz. Piotra Pankiewicza. Stangto
przed nim trudne zadanie, wymagajagce zmudnej pracy i szerokiej wiedzy merytorycznej i
praktycznej z zakresu chemii, biochemii, biologii molekularnej i biotechnologii. Realizacja
doktoratu nie sprowadzata sig¢ do weryfikacji przewidywalnej hipotezy, przy uzyciu standardowych
metod. Cel, polegajacy na znalezieniu matoczasteczkowego, funkcjonalnego agonisty receptora
TrkB nie zostal wprawdzie osiagnigty, ale osiggnigto inne, niemniej wazne cele, takie jak
stworzenie profesjonalnej platformy do badan tego typu zwigzkéw oraz krytycznej weryfikacji
aktywnosci substancji referencyjnych o tym profilu, ktére otwieraja mozliwosci dalszych badan w
tym zakresie. Drug discovery to dziedzina wymagajaca zaawansowanych technologii, a
Jednoczesnie cierpliwosci, sumiennosci i pracowitosci. Cel nie zawsze udaje sig osiagna¢. Tak
wyglada rzeczywistos¢ tej dziedziny badani. Jesli w ramach realizacji tego projektu udato si¢
wdrozy¢ specjalist¢, ktéry w tej rzeczywistosci si¢ odnalazt i bedzie potrafit profesjonalnie
realizowa¢ kolejne tego typu projekty, to nalezy to potraktowaé jako sukces.

Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, iz opracowana w ramach projektu platforma
badawcza stanowi istotng, aplikacyjng wartos¢ projektu, ktéra, jak zapewnia Autor, potencjalnie
moze zosta¢ skomercjalizowana. Ponadto, wyniki badan zostaty w duzym stopniu opublikowane.

Biorgc pod uwagg powyzsze przestanki stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Piotra
Pankiewicza spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych WUM o dopuszczenie Pana mgr inz. Piotra Pankiewicza do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Dodatkowo, bioragc pod uwagg wysoki poziom naukowy przeprowadzonych badan, ich
szeroki zakres, interdyscyplinarnosé projektu, jego innowacyjnosé¢, metodyczng wszechstronnosé i
oryginalnos¢ oraz niewatpliwy wpltyw na rozwdj badanej dziedziny, a takze mozliwe zastosowanie
uzytkowe, wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o wyrbznienic rozprawy

doktorskiej Pana mgr inz. Piotra Pankiewicza.
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