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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Barut
pt.: ,Opracowanie i walidacja nowego modelu
transgenicznego opartego o system edycji genéw CRISPR/Cas9 do
potencjalnego wykorzystania w badaniach zaleznosci pomiedzy ukladem
noradrenergicznym i dopaminowym w kontekscie choroby Parkinsona”
wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem Dr hab. Grzegorza Kreinera i Dr Piotra Chmielarza

Rozprawa doktorska mgr Justyny Barut dotyczy proby stworzenia nowego zwierzecego
modelu badawczego opartego na selektywnej, mozgowo-specyficznej, progresywnej
degeneracji neurondéw noradrenergicznych Locus coeruleus (LC) wywolanej poprzez delecje
czynnika transkrypcyjnego TIF-IA. Doktorantka zalozyla, opierajac si¢ na wczesniejszych
wynikach zespolu wskazujacych na pozytywny, neuroprotekcyjny wplyw stymulaciji
przekaznictwa noradrenergicznego w transgenicznym, mysim modelu parkinsonizmu
z selektywna delecjg TIF-IA w neuronach dopaminowych (linia TIF-IAPATC™ERT2) ora7 bazujac
na teorii Braaka méwigcej o sekwencyjnym rozwoju poszczegdlnych faz neurodegeneracji
w chorobie Parkinsona (ChP), ze efektem ubytku neuronéw noradrenergicznych LC bedzie
uruchomienie kaskady zmian neurodegeneracyjnych zblizonych do tych obserwowanych
wChP. W tym kontekscie Doktorantka chciala okresli¢ wplyw postgpujgcej degeneracji
neuronéw noradrenergicznych w LC na funkcjonowanie ukiadu dopaminowego.

Cele szczegolowe pracy obejmowaly:

1. Zbadanie wplywu konstytutywnej mutacji w dostepnym modelu TIF-IAPYC® prowadzacej
do degeneracji ukladu noradrenergicznego, na funkcjonowanie ukladu dopaminowego
w rejonie SN/VTA;

2. Wykorzystanie systemu edycji genéw CRISPR/Cas9 in vivo dla stworzenia od podstaw
nowego modelu myszy transgenicznych opartego o delecj¢ TIF-IA ograniczong do



osrodkowego ukiadu nerwowego (charakteryzujgcego si¢ selektywns, mézgowo-specyficzna

degeneracja ukladu noradrenergicznego w rejonie LC) i jego ogo6lna charakterystyka;

3. Wykorzystanie modelu dla badania wzajemnych zaleznosci pomiedzy ukladem
noradrenergicznym a dopaminowym, w kontekscie wczesnej, przedklinicznej fazy PD,
w szczegllnosci potwierdzenie hipotezy c¢zy neurodegeneracja LC moze prowadzié

do spontanicznych, negatywnych zmian w ukladzie dopaminowym.

Praca ma uklad klasyczny, zawiera nast¢pujace czesci: Streszczenie, Wstep, Cele pracy,
Materialy i metody, Wpyniki, Dyskusje, Podsumowanie i wnioski oraz przywolane
Pismiennictwo. Praca liczy 190 stron, zawiera 85 rycin, 41 tabel oraz 357 pozycji aktualnego
pismiennictwa.

Doktorantka poshuguje si¢ w pracy bardzo precyzyjnym jezykiem naukowym, przy
pomocy ktorego sprawnie porusza si¢ pomi¢dzy zlozonymi zagadnieniami z zakresu
neurobiologii, patofizjologii, biologii molekularnej. Powoduje to, ze pomimo obszernosci
tematu, prac¢ czyta si¢ dobrze, podazajac za poszczegélnymi watkami, ktore szczegétowo
przedstawiajg kolejne etapy pracy badawczej.

We  Wstgpie Doktorantka przedstawila wybrane zagadnienia dotyczace
patomechanizméw choroby Parkinsona, ze szczeg6lnym uwzglednieniem molekularnego
podloza choroby. Zaprezentowata i oméwita komérkowe, farmakologiczne, genetyczne oraz
oparte na podaniach a-Syn modele doswiadczalne ChP. Przedstawila i scharakteryzowala
system edycji genow CRISPR/Cas9 oraz oméwila zastosowanie tego systemu w modelach
genetycznych ChP. Oméwila takze znaczenie uszkodzenia systemu noradrenergicznego we
wczesnej fazie choroby Parkinsona.

Lektura czesci Materialy i metody pozwala z uznaniem skonstatowaé, ze Doktorantka
sprawnie operuje bardzo szerokim zakresem metod badawczych, poczynajgc od bardzo
zaawansowanych technik biologii molekularnej (m. in. projektowanie i wytwarzanie wektorow
wirusowych, klonowanie molekularne, badanie ekspresji wybranych mRNA i miRNA (metoda
Real-Time PCR), immunodetekcje bialek metoda Western Blot oraz przy uZyciu macierzy
bialkowej, ilosciowa ocene bialek metoda ELISA a takze badania z zastosowaniem analiz
proteomicznych), posiada umiejetnos¢ prowadzenia hodowli komérkowych, wykonywania
podaf stereotaktycznych do wybranych struktur OUN, szerokiego spektrum badan
behawioralnych (m.in. test spontanicznej aktywnosci, koordynacji ruchowej rotarod, test
statycznych pretow, testy w kierunku wykazania ew. fenotypu depresyjnego i lgkliwosci



zwierzgt), poprzez techniki immunocytochemiczne, badania HPLC (oznaczanie stgzen
neuroprzekaznikow) oraz badania elektrofizjologiczne (m.in. badanie spontanicznej
aktywnosci neuronéw dopaminowych). Wszystkie z tych metod sa bardzo szczegétowo
opisane a zamieszczone opisy wzbogacone sg licznymi grafikami i tabelami dopelniajacymi
tekst. Doktorantka przedstawila bardzo dokladnie kolejne etapy badan, przebieg i zakres
wykonywanych eksperymentow w sposob umozliwiajacy ich powtdrzenie przez innych
badaczy.
Bieglos¢ w poruszaniu si¢ pomigdzy tak licznymi technikami badawczymi pozwala bardzo
wysoko oceni¢ warsztat badawczy Doktorantki i jest duzym atutem rozprawy doktorskiej.
Cze$é Wyniki prezentuje si¢ imponujgco. Otrzymane przez Doktorantke wyniki sg
bardzo szczegbtowo omdéwione, jak réwniez przedstawione w formie grafik, wykreséw, tabel
i zdjeé, ktore ulatwiaja Sledzenie uzyskanych wynikow - dzigki temu s3 bardzo czytelne
i komunikatywne.

W czesci Dyskusja Doktorantka podsumowata otrzymane przez siebie wyniki w wietle
wynikéw uzyskanych przez innych autoréw wysuwajac na tej podstawie logiczne wnioski.
Ta czes¢ pracy jest bardzo dobrze opracowana, jest waznym uzupelnieniem i uwieficzeniem
pozostalych rozdzialow pracy. Doktorantka nie uciekala od trudnych kwestii- przedstawila
rowniez napotkane w trakcie badan problemy i starata si¢ do nich ustosunkowac.

Otrzymane wyniki oraz ich dyskusja pozwolily Doktorantce na wysunigcie trafnych
wnioskow (rozdzial Podsumowanie i wnioski). W ocenie Doktorantki uzyskane wyniki
wskazuja, ze:

1. Degeneracja ukladu noradrenergicznego u myszy TIF-IAPYC™ powoduje dysfunkcje
w rejonie SN/VTA, powodujac wzrost markeréw stanu zapalnego, stresu jaderkowego oraz —
by¢é moze - wezesne oznaki proceséw neurodegeneracyjnych.

2. Degeneracja LC nie jest wtornym efektem wynikajacym z ubytku neuronéw
dopaminowych w SN/VTA (autorka wyciagnela ten wniosek analizujgc model mysiego
parkinsonizmu TIF-IAPATCCERT2 g 7aawansowanym stadium).

3. Nowy zaprojektowany i zwalidowany wektor LV-CRISPR-DIO pozwala na
modyfikacje neuronéw, ktére nie posiadajg specyficznego promotora komérkowego i sg trudne
do innego typu separacji genetycznej.

4, Wektor LV-CRISPR-DIO transdukuje komérki in vitro i in vivo, a usunigcie czynnika
transkrypcyjnego TIF-IA powoduje $mieré zainfekowanych komoérek.



5. Nawet niewielka, selektywna degeneracja neuronéw w rejonie LC powoduje wyrazne
zmiany behawioralne u zwierzat, obserwowane po diuzszym okresie od wywolania
neurodegeneracji.

6. Ple¢ ma istotne znaczenie w badaniach nad neurodegeneracja.

7. Degeneracja LC ma negatywne oddzialywanie na funkcjonowanie neuronéw
dopaminowych co wykazata na podstawie zmian na poziomie parametrow biochemicznych,
molekularnych i elektrofizjologicznych.

8. Neurodegeneracja ukfadu noradrenergicznego moze przyczyni¢ si¢ do zmian
w funkcjonowaniu neuronéw dopaminowych i zmiany te moga byé¢ charakterystyczne
w poczatkowej fazie ChP.

9. Opisany nowy model moze postuzy¢ badaniom innych efektéw dysfunkcji ukladu
noradrenergicznego zwiazanych z zaburzeniami pamigci, snu i czuwania co otwiera nowe

mozliwosci dla realizacji kolejnych projektow.

Pod rozwage nalezy wziaé mozliwosé ujednolicenia wnioskéw nr 7 i 8 co moze
zapewni¢ bardziej spojny i zwigzly przekaz. Np. ,,Wykazano, ze degeneracja LC ma negatywne
oddziatywanie na funkcjonowanie neuronéw dopaminowych, co objawia si¢ poprzez znaczjce
zmiany na poziomie parametréw biochemicznych, molekularnych i elektrofizjologicznych.
Te obserwacje sugeruja, ze neurodegeneracja uktadu noradrenergicznego moze przyczynic si¢
do specyficznych zmian w funkcjonowaniu neuronéw dopaminowych, ktére mogg by¢

charakterystyczne dla poczatkowej fazy ChP.”

Mam kilka bardzo drobnych uwag technicznych dotyczacych formatowania tekstu
pracy s.105, literéwek, nielicznych blgdow stylistycznych (np. ,jednym z mozliwosci” s15,
,laczny czasu trwania” s 70, ,,byl stworzonyuzywany” s 91, ,,pokonania tej utrudnienia” s125,
_,wywolywat na neurozapalenie” s.148, ,,skutecznos¢ do operacji” s. 160) i interpunkcyjnych.
Dodatkowo sugerowatabym stosowanie terminu stezenie” neuroprzekaznika np. dopaminy
czy ,ekspresja” mRNA lub ,.ekspresja” biatka w miejsce ,poziom”, a takze ,,wysokosprawna/
wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa” w miejsce ,,wysokoprzepustowa chromatografia
cieczowa” (s.78). Ponadto Doktorantka blgdnie zakwalifikowala IL-10 do cytokin
prozapalnych (s.84), ale juz na str. 148 podaje prawidlowa informacjg: ,,JL-10 jest bardzo silng
cytoking przeciwzapalng”

Te drobne uwagi nie zmieniajg mojej wysokiej oceny caloksztaltu pracy. W tym miejscu nalezy
dodaé, ze praca dotyczy bardzo skomplikowanego obszaru badan naukowych, a jednak Pani
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mgr Justyna Barut, zardwno w zakresie wiedzy teoretycznej jak i technik badawczych porusza

si¢ w tym obszarze w sposéb bardzo swobodny.

Podsumowanie

Uwazam, ze Doktorantka podjela si¢ bardzo ambitnego 1 nielatwego zadania
polegajacego na zbadaniu i ocenie dlugotrwalego wplywu degeneracji noradrenergicznej na
funkcjonowanie ukladu dopaminowego. Realizacja tego zalozenia byla trudna przede
wszystkim z powodu braku odpowiednich modeli zwierzecych. W pierwszej fazie realizacji
swojego projektu Doktorantka, wykorzystujac model zwierzgcy (myszy transgeniczne
stworzone w oparciu o system Cre/loxP, z delecja czynnika transkrypcyjnego TIF-IA
odpowiedzialnego za sterowanie aktywnoscig polimerazy I, pod kontrolg promotora DBH),
wykazala, ze postepujaca neurodegeneracja ukiadu noradrenergicznego moze u dorostych
myszy wywola¢ negatywne zmiany w funkcjonowaniu ukladu dopaminowego (wzrost
ekspresji markerow mikro- i astrogleju, cytokin prozapalnych, markeréw stresu oksydacyjnego
w rejonie SN/VTA). Zastosowany model doswiadczalny nie byt jednak w pelni adekwatny, z
uwagi na jednoczesng degeneracje obwodowego ukladu sympatycznego. W zwigzku z tym,
celem Doktorantki stato si¢ stworzenie modelu, w ktérym mutacja wywolywana przez delecje
TIF-IA zachowalaby progresywny charakter, byla wywolywana u dorostych osobnikow, a
jednocze$nie byla selektywnie ukierunkowana jedynie na komérki LC. Do tego celu
Doktorantka zastosowala po raz pierwszy system edycji genow CRISPR/Cas9, co stanowi o
nowatorstwie projektu. Konstrukt ten, po raz pierwszy zastosowany w ramach jej pracy,
umozliwit selektywna delecje TIF-IA w rejonie LC, otwierajac nowe mozliwosci badawcze.

Przeprowadzone badanie dostarcza istotnych informacji na temat potencjalnych
mechanizméw neurodegeneracji powigzanych z choroba Parkinsona, skupiajac si¢ na roli
degeneracji ukladu noradrenergicznego i jej wplywie na rejon SN/VTA. W szczegblnosci
zwraca uwage na niezalezng degeneracj¢ Locus coeruleus i wynikajace z niej kompleksowe
zmiany w mézgu, sugerujace ztozone interakcje migdzysystemowe. Jednakze, cho¢ te odkrycia
rzucaja $wiatlo na potencjalng role LC we wczesnej patogenezie choroby Parkinsona, istotne
jest podkreslenie, ze badanie to nie ujawnilo bezposrednich dysfunkcji przekaznictwa
dopaminowego w postaci biochemicznych zmian zwigzanych z typowym spadkiem stezenia
dopaminy.



Ta obserwacja podkresla konieczno$¢ dalszych badan w celu dokladniejszego
srozumienia  zalezmosci miedzy obserwowanymi procesami neurodegeneracyjnymi
a klasycznymi markerami choroby Parkinsona. W tym kontekscie, istotne bgdzie zastosowanie
zintegrowanych  strategii  badawczych, taczacych réznorodne modele choroby
z zaawansowanymi technikami genetycznymi, biochemicznymi i behawioralnymi. Takie
podejscie umozliwi nie tylko gigbsza analiz¢ wplywu degeneracji LC na uklad
dopaminergiczny, ale takze pozwoli na oceng, w jaki sposéb te zmiany przyczyniaja si¢ do
rozwijajacych si¢ dysfunkcji przekaznictwa dopaminowego oraz jakie maja one konsekwencje
dla progresji choroby Parkinsona.

Podsumowujac, badanie to otwiera nowe perspektywy dla zrozumienia mechanizméw
lezacych u podstaw choroby Parkinsona, jednoczesnie podkreslajac potrzebg dalszych,
szczegblowych badan, ktére zintegruja réznorodne metody i modele. Takie zintegrowane
badania sa niezbedne do pelnego zrozumienia roli dysfunkcji przekaznictwa
noradrenergicznego w chorobie Parkinsona oraz, by¢ moze w przysziodci, do opracowania

skutecznych strategii terapeutycznych.

Wszystkie przedstawione w niniejszej recenzji argumenty w sposob bezsprzeczny
wskazuja, ze Pani magister Justyna Barut wykazata si¢ ponadprzecigtng wiedza teoretyczng
w dyscyplinie, posiada umiej¢tnosci samodzielnego planowania i prowadzenia badan
naukowych oraz postuguje si¢ szeroka gamg technik badawczych a wykonana praca stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego - tym samym rozprawa doktorska speinia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo szkolnictwie wyzszym
inauce (tj. Dz. U. 2023 poz. 742) i spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom
promocyjnym na stopiefi doktora.

W zwigzku z tym, zwracam si¢ z wnioskiem do wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie magister Justyny
Barut do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne. Jednoczesnie proszg
o wyrbznienie pracy z powodu praktycznej istotnosci otrzymanych wynikéw. Doktorantka
stworzyla nowy model do$wiadczalny, ktéry zapewne bgdzie waznym narzedziem badawczym
w kolejnych projektach.



