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Ogébiny opis pracy

Tematem ocenianej pracy doktorskiej bylo poszukiwanie matoczasteczkowych
agonistdw receptora TrkB jako potencjalnych lekdw w terapii chordb ukfadu nerwowego.
Rozprawa ma typowy strukture prac doktorskich, chociai jest .doktoratem wdroZeniowym”.
Srczegolowy spis tredci porwala fatwo dotrzed do poszukiwanych cresci we Wstepie,
Metodach | Wynikach, Praca napisana jest poprawnie, aczkolwiek nie udalo sig Autorowi
unikngt bleddw redakcyjnych i niespotykanych w jezyku polskim sformufowan zaczerpnigtych
7 jeryka angielskiego {peing ich liste prrzekazatem Autorowi do ew. korekty egzemplarza
bibliotecznego).

W pracy podjeto probe identyfikac)l maloczasteczkowych wigzkdw chemicznych,
ktdre miatyby aktywnodd neurotroficznego czynnlka pochodzenla mézgowego (BDNF), ktdry
jest fizjologicznym aktywatorem receptora o aktywnodcl kinazy tyrozynowej (TrkB). Gdyby
uryskano wyniki pozytywne, daloby to sranse na stworzenie lekdw dla wybranych chordb
osrodkowego ukfadu nerwowego, w tym depresji. Uwaia sie bowiem, e modulowanie
szlakdw sygnalowych BDNF-TrkB moze przyniesc efekty terapeutyczne. Do identyfikacii
potencialnych agonistdw TrkB spodrdd rdinych zwigzkdw chemicznych wykorzystano zestaw
technik przesiewowych oraz testdw funkcjonalnych okredlonych jako ,platforma badawcza”.
Przy ich pomocy dokonano takie szczegdtowe] charakterystyki zwiazkdw, ktdre wezeinie]
opisano w literaturze jako aktywne wzgledem receptora TrkB. Chociai nie uwdalo sie
ridentyfikowac czastecrek o poigdanych cechach agonisty TrkB, recenzowana praca ma
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bardzo duie walory poznawcze | metodyczne. Wykazano w tej pracy na przykiad,
ie informacje literaturowe bedjce punktem wyjicia do poszukiwania lekow dziatajgoych
za posrednictwem TrkB nie potwierdzalg sle, a to wstrzymuje kontynuowanie badar
w nieobiecujgeym kierunku | umoiliwia podjecie prac w oparciu o inne przestanki. 2 kolei
wypracowana . platforma badawcza” | szcregdtowe opisanie metod oraz interpretacja
wynikdw mogg byé wykorzystane w przysztych badaniach do poszukiwania zwigzkow
chemicznych driatajgcych na inne receptory i fciezki sygnalowe. Poniiej opisuje doktadnie
tres rozprawy, je] wyniki i dyskusje.

Wstep rawiera szczegdlowe informacje o BDNF, przedstawia prrestanki podjecia tej
pracy orax procesy rorwoju nowego leku. Rozpoczyna sig uzasadnieniem klinicznym pod
hastem ,ldentyfikacja potrzeby medyczne]”. Nastepnie, Autor opisuje bioclogia BDMF,
regulacje jego ekspresji i gldwne mechanizmy regulatorowe. Podaje tez, w jaki sposob
powstajg rdine formy tego czynnika, co jest istotne dla zrozumienia niektdrych
© rastosowanych metod. W kolejnej czedci Autor opisuje biatka z rodziny receptorow Trk,
ze srczegbinym uwrglednieniem mechanizmu aktywac)i receptora TrkB, zmian jego
konformacji | transdukcji sygnatu. Wskazanie, ktdre Sciedki sygnalowe 53 aktywowane przez
TrkB, a ktdre przez inne receptory, okaie sie istotne przy wyjasnieniu niespecyficznego
dziafania niektdrych badanych rwigzhkdw. Kolejng waina czescla Wstepu jest opls zaburzen
interakcji BDOMNF-TrkB w depresji, a nastepnie historia odkrywania maltoczgsteczkowych
agonistdw TrkB jako potencjalnych lekdw. Jedyng krytyczng uwaga jaky moina podniedé
wobec Wstepu jest to, e 2 logicznego punktu widzenia dopiero w tej czedci powinno sie
znalefé to, co na jego poczatku, czyli uzasadnienie kliniczne. Biorac jednak pod uwage to,
i jest to doktorat wdroZeniowy taka struktura Wstepu moze byc uzasadniona.

lako gléwny cel pracy Autor wskazat probe identyfikacji innowacyjnych,
matoczgsteczkowych agonistow TrkB o potwierdzonej aktywnosci in witro i in vive, gotowych
do dalszego rozwoju przedklinicznego | majacych potencjalne zastosowanie w terapii chordb
odrodkowego ukladu nerwowego. Realizacje tego celu Autor podzielit na trzy zadania:
— PBadanla przesiewowe zIwigzkdow w celu identyfikacji innowacyjnych zwigzkdw
oddzialujacych z zewngtrzkomérkowsy domeng TrkB oraz aktywujgcych receptor TrkB
w warunkach in vitro,
— Kompleksowa charakterystyka opisanych w literaturze matoczasteczkowych zwigzkéw
referencyjnych o wiasciwoiciach nadladujgcych dziatanie BDNF.
= Badania farmakologiczne jednego z nich, tj. 7.8-dihydroksyflawonu w celu ustalenia
mechanizmu jego dziatania.
Prace dofwiadczalne przeprowadzano realizujgc program Doktoraty Wdroieniowego. Mialy
one zatem charakter badawczo-rozwojowy, tj. ich nadrzednym celem byla moiliwodé
komercjalizacji otrzymanych rezultatow.
Nie kwestionujgc gidwnego celu tej pracy, nie moina z pozycji recenzenta nie wskazac,
it drugie i trzecie zadanie wynika z braku wynikdw pozytywnych etapu plerwszego.



Jedli tak jest, to nie moga to byé radania, ktdre zaplanowano przed podjeciem prac
dodwiadczalnych. Co wiecej, jesli celem ma byc komercjalizacja, to wykorzystanie zwigzkow
o opisanych whasciwosciach przez innych autordw nie mogioby mied miejsca ze wzgledu
na niemoinosc patentowania. Druga uwagg krytycing jest ulycie w opisie celu pracy stowa
LAnnowacyjne”. Wykorzystanie tego stowa w tytule obiecuje, ii badania bedy prowadzone
w oparciu o rozwdj innowacyjnych rwigzkdw, co w istocie nie ma miejsca, poniewaz
wykorzystywane 53 glownie zwigzki z istniejgce} biblioteki, a dodatkowe s3 syntetyzowane
na ich bazie. Co wiece], te ktore zsyntetyzowano i selekcjonowano byly stworzone
na podobienstwo struktur chemicznych dla opisanych w plémiennictwie agonistéw TrkB.
Niejasna jest wiec wskarywana ,innowacyjnost” | nieuzasadnione wydaje sie uiywanie tego
stowa w tym kontekécie. Jest ono w moim odczuciu naduiywane nie tylko w te] czedci,
ale i w calej pracy - pojawia sie bowiem 15 razy. Jest ono niepotrzebne réwniei dlatego,
e | bez podkredlania tej cechy praca stanowi nowy | wainy wktad do nauki o aktywacji TrkB
| Kluczowy etap w poszukiwaniu sposobu specyficzne| jego aktywacji dla celdw klinicznych.,

Rozdzial Materialy | metody zastuguje na bardzo pozytywn3 ocene mimo, e Autor
wybrat nieoczywisty porzgdek opisywanych metod, a mianowicie kolejnosc ich
wykorzystywania w czesci dodwiadczalnej. W rozdziale tym Autor bardzo szczegdlowo opisat
rastosowane metody, umokliwiajgc innym autorom fatwe ich wykorzystanie. Tym samiym
rozwinieta przez niego ,platforma badawcza” bedzie mogla byé zastosowana w prrzysziosci.
Gldwne metody to badania przesiewowe 1z uiyciern mikroskalowe] termoforezy kapilarnej,
hodowla linii komdérkowych, w tym komdrek SH-5YSY roinicowanych do neurondw, pomiar
aktywnosci receptora TrkB metoda ELFI | analiza scieiek sygnatowych, natywna elektroforeza
biatek i w 2elu poliakryloamidowym w obecnodci 505, Western blotting | ocena wiasciwosci
cytoprotekcyjnych rwigzkdw. Autor opisat tet przebieg eksperymentu in vive
2 wykorzystaniem myszy, w tym oznaczanie steienia rwiazkéw w pobranym materiale i ich
analize farmakokinetyczna, wyjainit jak oceniat selektywnosé dziatania rwigzkdw oraz
przedstawit metody zastosowanej analizy statystycznej. Opis metod przekonuje czytelnika,
it uzyskane przez Autora tymi metodami wyniki 53 nie tylko przekonujace, ale | rzetelne.

Kluczowe Wyniki oceniane] pracy pokazujq, te zaden z prawie 1000 przebadanych
rwigzkdw nie wykazywal wilasciwosci agonistdw TrkB zardwno na poziomie interakcji
¢ receptorem, jak i na poziomie funkcjonalnym. Jui plerwsza metoda przesiewowa,
tj. mikroskalowa termoforeza kapilarna w ukiadzie single-point radykalnie ograniczyvta liczbe
potencjalnych agonistéw do 181. Kolejny etap selekcji, czyli okredlenie statej dysocjacji (Ks) dla
wyselekcjonowanych rwigzkdw ograniczyto liczbe czasteczek do 59, gdyi czedt wykarywata
zbyt niskg rozpuszczalnoid, dla czesci nie udato sie wyznaczyc statej dysocjacji, albo nie
miedcita sig ona w przedziale 0,1-450 uM. Wirdd badanych czasteczek znalazhy sig zwigzki
referencyjne oraz BDNF, Czesc rwigzkdw, ktdra okazata sig w tych badaniach nierozpuszczalna
prawdopodobnie mogta byé jui wczesnie] wyeliminowana, jedli trzeba je bylo rozpuszczad
w DMS0. Natomiast to, e dla niektdrych tzw. rwigzkow referencyjnych nie udalo sie zmierzyc



Ks wskazuje na problem z jakodcia prac, ktdre byly punktem wyjscia oceniane] pracy
doktorskiej.

Ocenlajgc zdolnodd zwigzkdw do aktywac]i receptora TrkB w uktadzle ortosteryeznego
agonisty, identyfikowang jego ufosforylowaniemn, okazato sie, ie tylko 4 rwigzki s3 w stanie
aktywowaé TrkB i niestety 2aden 2 nich nie byt z puli Jinnowacyijnych®. Byty to bowiem zwigzki
referencyjne. W tej sytuacii Autor sfusznie uznal, ie glowny cel pracy nie moie zostac
zrealizowany | przystaplt do drugiego zadania, czyli scharakteryzowanla aktywnoscl zwigzkdw
referencyjnych.

Stosujgc model allosterycznej modulacji TrkB okazato sie, #e fadna 2 testowanych
czasteczek referencyjnych nie moduluje aktywnosici receptora TrkB, czyli nie moie by€ uznana
Ia ortosterycznego agoniste. Nastepnie Autor zbadat zdolnodé BDNF i tych rwigzkdw
do indukowania dimeryzacji domeny exTrkB. Zauwaiyl, 7e choclaZ niektdre z nich wywotywaty
fosforylacje TrkB w modelu komdrkowym linii SN56 T48, to jednak nie wykazywaly zdolnosci
do indukowania dimeryzacji exTrkB. Otrzymane wyniki wskarywaty na niespecyficzny efekt
dziatania czasteczek, powodujacy niezaleing od receptora TrkB aktywacje Dbiatek
afektorowych w komdrkach tej linli. Swiadczy to o tym, e postulowane przez innych autordw
pozytywne whasciwoici tych rwiazkdw nie zostaly potwierdzone. Moina uznad, ii wynika
to z innej metodyki zastosowane] przez Autora, a nawet jego bleddw. Jednak przy uiyciu BDNF
rostal uzyskany porytywny wynik co pokazuje, e doswiadczenia byly wykonane metodycznie
poprawnie. Natomiast biorac pod uwage, ii faden z tych zwigzkow nie wszedi nawet
do pierwszej fazy badan klinicznych trzeba przyjac do wiadomeosdi, ie to Autor oceniane) pracy
doktorskiej ma racje — opisane w literaturze zwigzki referencyjne nie dziatajg. Tak waine jest
ratem, aby wszystkle wyniki te] pracy doktorskiej zostaty opublikowane, eo uchronl innych
autordw przed niepotrzebnymi pracami i wydatkami. Duia czesd wynikow tej pracy jui sie
ukazata: Plotr Pankiewicz, Marcin Szybifiskl, Katarzyna Kisielewska, Filip Goteblowskl, Patryk
Krzeminski, lzabela Rutkowska-Wiodarczyk, Rafal Moszczyniski-Petkowski, Lidia Gurba-
Bryskiewicz, Monika Delis, Krzysztof Mulewski, Damian Smuga, Jakub Dominowski, Artur
lanusz, Michat Gdrka, Krzysztof Abramski, Agnieszka Napidrkowska, Marcin Nowotny,
Krzysrtof Dublel, Katarzyna Kalita, Macie] Wieczorek, Jerzy Pieczykolan, Mikotaj Mattoka
(2021). Do small molecules octivate the TrkB receptor in the some manner as BONF?
Limitations of published TrkB low molecular agonists and screening for novel TrkB orthosteric
ogonists. Phormaceuticals, 14(8), 704.

Trzecim zadaniem omawiane] pracy doktorskiej byta szcregolowa charakterystyka
rwiqzku 7.8-dibhydroksyflawonu (7,8-DHF), ktdory byt opisywany jako agonista TrkB
przez réine grupy badaczy. Prace tych autordw byty wykonywane z wykorzystaniem myszy,
srczurdw lub hodowli komdrkowych. Autor przeprowadzit badania selektywnosci tego
rwigzku in vitro oraz farmakologiczne badania in vive. Uzyskane wyniki ujawnily niekorzystny
profil farmakokinetyczny tego rwigzku | brak jego aktywnodd zardwno wobec TrkB, jak i innych
icieiek molekularnych w mdzgu u myszy. Ponadto, okazato sie, ie in vitro 7,8-DHF wchadzi
w interakcje z wieloma biatkami, co Swiadczy o niskie] selektywnoscl tego zwigzku wzgledem
TrkB.



Ostateczng prdbg znalezienia porytywnych cech rwigzkdw referencyjnych bylo
sprawdzenie, czy majg one, podobnie jak Trk8, aktywnoit neuroprotekcyjng. Niestety, Autor
nle zacbserwowat efektu cytoprotekeyjnego dla 2adnego 2 testowanych zwigzkdw w hodowli
roznicowanych do neurondw komdrek SH-5Y5Y.

W rozdziale Dyskusja Autor szczegdlowo i przekonywujgco zinterpretowat uzryskane
wynikl, omawiajgc prace doswiadczalne w kolejnych zadaniach. MoiZna jedynie dyskutowac,
czy konlecznie musiaf to robit a na ponad 15 stronach, gdyi niektdre fragmenty s3 w istocle
ponownym opisem wynikow,

W plerwszym akapicie krétko wyjasnit cele i sposdb ich realizacji. Stwierdzif tei m.in.,
e ,Powyisze zoloienia bodawcze zrealizowano poprzez zastosowanie innowacyjnel piatformy
bodawczej ..., oraz, te ,Oprocowano platforma badewcza stanowl dodatkowq, aplikacying
wartosc projektu”. Gdyby ktos zaczat czytac tq rozprawe od tego miejsca, mogiby odniesd
btedne wratenie, e praca zakonczyla sie wynikami pozytywnymi. Kolejne piec akapitdw
to opis wynikdw [ ich interpretacja z bardzo malym odniesieniem do literatury. Dopiero
w akapicie széstym Autor przyznaje, e ta praca jJest kolejng prdbg identyfikacji
niskoczasteczkowych zwigzkdw, ktdre miatyby aktywowal receptor TrkB | w tym miejscu
ponownie przywotuje prace Todd i wsp. (2014) oraz Boltaev i wsp. (2017), ktdrzy podejmowali
takie proby i ktdre zakonczyly sie poraiky. Co wiecej, w obu z nich kwestionowano aktywnosd
agonisty 7,8-DHF i jego potencjat kliniczny. W tej sytuacji nie do konca zrozumiate staje sie
podjecie przez Autora kolejnej praby | to z uiyciem zwigzkdw z dostepne] biblioteki lub
zsyntetyzowanych jako niektdre ich modyfikacje. Trudno te chemiczne zmiany uznaé
za innowacyjne podejécie do tematu. Tym bardzie| trudno zrozumied motywacje, e nalety
te zwigzki, o ktdrych wiadomo, ie nie dziataja, zbadal ,holistycznie”. ledli wyniki takiego
badania majg mief wartos¢ poznawczg | ewentualnie skierowad przyszie badania na bardziej
ohiecujgce scietki, to warto je bylo w dyskusji podaé. Dalsza jej czedé to taka wtagnie préba
wyjasniania i interpretacji wynikdw negatywnych. Interesujgca jest w dyskusji sugestia, e byé
mode niektore rwigzki referencyjne moga aktywowac TrkB inacze]j nii okresla to kanoniczny
mechanizm jego aktywacji | te kluczem do wyjasnienia tej kwestii jest ich wplyw na monomer,
a2 nie dimeryzacja receptora. lednak wyniki Autora pokazaty, e nawet jedli ma miejsce
aktywacja TrkB, to nie jest ona specyficzna | dotyczy innych wewngtrzkomdrkowych $cieiek
sygnatowych. Autor wskazuje tei, I najnowsze odkrycia w literaturze sugeruja,
te allosteryczna modulacja TrkB oferuje nowe moiliwosc rorzwoju potencjalnych lekdw.
Dryskusje rozprawy czyta sie z zaciekawieniem, mimo jej dtugosci i powtdrzenia opisu wynikdw.

Podsumowujac, pod wigledem metodycznym, opiséw metod | wynikéw prace uznaje
za wrorowg. Dobra jest tei dyskusja, ale nie jest to rozprawa idealna. Nie chodzi tu jednak
o uzyskanie negatywnych wynikdw badan, ale o to, te w zafoleniach pracy nie wzieto pod
uwage wynikdw innych autordw, w tym, zignorowano watpliwoscl z dwdch prac co do zwigzku
7,8-DHF. By moie wplyngloby to na zastosowanie Innego podejicia, np. zostalyby
sprawdzone rdine peptydy bedace fragmentami BDNF albo przeciwciata. Zastosowanie



