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do potencjalnego wykorzystania w badaniach zalezno$ci pomiedzy ukladem noradrenergicznym
i dopaminowym w kontekscie choroby Parkinsona”

mgr Justyny Barut

wykonanej w Zaktadzie Biochemii Mozgu

Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem dr. hab. Grzegorza Kreinera
(promotor pomocniczy: dr Piotr Chmielarz)

Temat rozprawy doktorskiej. Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie modelu mysiego
pozwalajacego na badanie wplywu degeneracji uktadu noradrenergicznego na funkcjonowanie uktadu
dopaminowego i rozwdj choroby Parkinsona. Model taki méglby postuzy¢é do weryfikacji hipotezy Braaka,
zgodnie z ktorag w okresie prodromalnym choroby Parkinsona pojawiaja si¢ zmiany w rdzeniu przedtuzonym i
miejscu sinawym, w szczegélnosci zmiany te obejmuja uktad noradrenergiczny. Zmiany takie miatyby by¢
przyczyng pierwszych, niespecyficznych objawow obserwowanych u pacjentoéw. W weryfikacji tej hipotezy bardzo
pomocny bytby model zwierzecy stopniowej degeneracji uktadu noradrenergicznego. Badanie przeprowadzone we
wstepnej fazie projektu, w juz istniejacym modelu mysim, wykazaty, ze konstytutywna delecja czynnika
transkrypcyjnego TIF-IA, pod kontrolg promotora beta-hydroksylazy dopaminowej, prowadzaca do postepujacej
degeneracji ukladu noradrenergicznego rzeczywiscie negatywnie wplywa na funkcjonowanie uktadu
dopaminowego. Jednak ze wzgledu na towarzyszaca degeneracje obwodowego uktadu sympatycznego model ten
nie byl optymalny do badan nad znaczeniem degeneracji neuronéw noradrenergicznych w mozgu. Dlatego
stworzono i zweryfikowano model mysi, w ktorym delecja czynnika transkrypcyjnego TIF-IA prowadzi do
selektywnej, ograniczonej do miejsca sinawego i progresywnej degeneracji neurondéw noradrenergicznych. Do
stworzenia tego modelu wykorzystano system edycji gendw CRISPR/Cas9, osiagajac specyficznosé¢ co do rejonu w
moézgu poprzez podanie wektora lentiwirusowego do miejsca sinawego podczas operacji stereotaktycznej. W celu

weryfikacji hipotezy o negatywnym wptywie degeneracji uktadu noradrenergicznego, zbadano zachowanie myszy
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oraz funkcjonowanie uktadu dopaminowego. Wpltyw degeneracji uktadu noradrenergicznego na rozwdj choroby
Parkinsona jest stabo opisany, a wazna przyczyng tego stanu rzeczy jest brak odpowiednich modeli zwierzgcych.

Dlatego wybrany temat pracy jest wazny.

Analiza zawartodci rozprawy doktorskiej. Praca doktorska ma typowy uktad. Rozpoczyna si¢ obszernym

wstepem, w ktorym opisane sa objawy i znane przyczyny choroby Parkinsona, w szczegolno$ci nas§wietlony jest
problem zaangazowania innych niz dopaminowy uktadow neuroprzekaznikowych w rozwdj choroby i hipoteza
Braaka. Oméwione sg rowniez rézne modele zwierzgce choroby Parkinsona oraz zasady dziatania Systemu edycji
gené6w CRISPR/Cas9. Wstep stanowi dobre wprowadzenie do problematyki, ktorej dotycza przeprowadzone
badania. W rozdziale Materialy i Metody szczegbtowo i starannie opisane sa wykorzystywane procedury
eksperymentalne. Na opis wynikéw sktadaja sie cztery podrozdzialy. W pierwszym z nich opisano wyniki
otrzymane w pierwszej fazie projektu. Wykazano, ze konstytutywna delecja czynnika transkrypcyjnego TIF-1A w
neuronach noradrenergicznych prowadzi do wzrostu poziomu markerow stanu zapalnego w rejonie istoty czarnej
(SN) i polu brzusznym nakrywki (VTA). Wyniki te zostaly opublikowane (Barut i in. Neurochem. Int. 2022).
Ponadto, wykorzystujac myszy TIF-IAPATCERTZ  charakteryzujace si¢ progresywna degeneracja komorek
dopaminowych, stwierdzono, ze taka degeneracja nie wptywa na liczb¢ neuronéw w miejscu sinawym. Kolejna
cze$¢ wynikow po$wiecona jest opisowi doswiadczen, ktore doprowadzilty do stworzenia modelu selektywne;j
delecji TIF-1A w rejonie miejsca sinawego, opartego o system edycji genéw CRISPR/Cas9 u myszy z ekspresja
rekombinazy Cre pod kontrolag promotora Dbh. Szczegdlowo opisano projektowanie i produkcje wektorow
wirusowych, jak rowniez weryfikacje ich dzialania. Dziatanie wektorow zweryfikowano w hodowlach
neuronalnych, jak i in vivo, u myszy. Zoptymalizowano warunki operacji stereotaktycznych i wybrano
najefektywniej dzialajace gRNA. W trzeciej czgsci wynikéw opisano doswiadczenia, ktore pozwolity na
wykazanie, ze wprowadzona mutacja powoduje selektywna degeneracje neurondw noradrenergicznych w miejscu
sinawym. Stwierdzono zmiany w poziomie noradrenaliny i serotoniny w prazkowiu u samcow z wprowadzong
mutacja. Zmian takich nie stwierdzono natomiast w hipokampie. Stwierdzono rowniez obnizenie poziomu ekspresji
mRNA dla transportera noradrenaliny w miejscu sinawym, ale nie w hipokampie. W ostatniej czesci wynikow
opisano efekty wprowadzonej mutacji na funkcjonowanie uktadu dopaminowego. Stwierdzono, ze myszy Z
wprowadzong mutacjg nie wykazuja zmian masy ciata w stosunku do zwierzat kontrolnych. Natomiast samce
myszy z wprowadzong mutacja wykazuja zaburzenia motoryczne mierzone w tescie RotaRod i tescie statycznych
pretow. Niewielkie zmiany w ruchliwosci zaobserwowano rowniez u samcoéw w tescie otwartego pola. Zaréwno
samce, jak 1 samice wykazywatly wydluzony czas bezruchu w te§cie zawieszenia za ogon, a samice — Wyzszy

poziom leku mierzony w uniesionym labiryncie krzyzowym. Wykazano zatem zmiany fenotypowe w zakresie
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koordynacji ruchowej, poziomu lgku i zachowan depresyjnych, ktore wydaja si¢ by¢ zalezne od pici. Ponadto,
stwierdzono, ze liczba neuronéw dopaminowych w SN i VTA nie ulega zmianie, natomiast zaobserwowano
obnizenie poziomu mRNA dla transportera noradrenaliny i podniesienie poziomu miR223, bedacego wczesnym
markerem choroby Parkinsona. Analiza proteomiczna rejonow SN i VTA wskazuje na zmiany w ekspresji licznych
biatek u zwierzat z wprowadzona mutacja. Co wazne, wykazano rowniez zmiany we wlasciwosciach
elektrofizjologicznych neuronéw dopaminowych w SN i VTA u myszy z degeneracja uktadu noradrenergicznego.
Zatem przeprowadzone badania potwierdzily negatywny wplyw degeneracji ukladu noradrenergicznego na
funkcjonowanie neuronéw dopaminowych. Ponadto, stwierdzono korelacje pomiedzy aktywno$cia miejsca
sinawego u myszy z wprowadzong mutacj¢ a Srednicg zrenicy oka, co moze stanowi¢ marker stopnia degeneracji
uktadu noradrenergicznego. Wyniki opisane s3 w sposob czytelny, sa tez bogato ilustrowane zdjgciami
mikroskopowymi, wykresami i diagramami. Przeprowadzone analizy statystyczne i wyciagnicte wnioski sg w
wigkszo$ci poprawne (zob. rowniez uwagi ponizej). Nastgpujaca po opisie wynikow dyskusja porusza kwestie
przydatnosci opracowanego modelu do badan wplywu degeneracji neuronéw noradrenergicznych na neurony
dopaminowe, poréwnujac go z wczesniej dostgpnym modelem testowanym w pierwszej fazie projektu.
Dyskutowane sg zarowno zalety, jak i ograniczenia zastosowanego podejscia. Doglebnie rozwazane sa aspekty
metodyczne tworzenia modeli chordéb neurodegeneracyjnych z wykorzystaniem systemu edycji gendéw
CRISPR/Cas9. Nastepnie dyskutowane sg wyniki badan nad fenotypem opracowanego modelu i jego przydatnoscia
do badania zmian charakterystycznych dla wczesnej fazy choroby Parkinsona. Dyskutowane sg takze
zaobserwowane roznice ptciowe. Dyskusja jest do$¢ obszerna i wyczerpujaca, autorka wlasciwie cytuje literature
przedmiotu (pewne uwagi krytyczne znajduja si¢ ponizej). Prac¢ konczy rozdziat Podsumowanie i wnioski oraz

obszerna bibliografia.

Uwagi krytyczne. Lektura rozprawy nasuwa kilka problemow, ktore nie sa wystarczajaco dyskutowane:

1. Czy postulowane zmiany w ukladzie noradrenergicznym sa praprzyczyna zaburzen w ukladzie
dopaminowym czy tez jednym z ogniw w lancuchu wydarzen? Czy tez moze uklad noradrenergiczny
odgrywa role kompensacyjna - w pracy pojawia si¢ stwierdzenie, ze noradrenalina moze kompensowac
efekty utraty komorek dopaminowych (str. 31).

2. Czy model mysi jest optymalny do badan nad rolg uktadu noradrenergicznego w chorobie Parkinsona?
Zastosowanie systemu edycji genéw CRISPR/Cas9 daje mozliwo$¢ rozwazenia innych niz mysi
modeli zwierzgcych.

3. Whniosek 2: ‘Wykazano, wykorzystujagc model mysiego parkinsonizmu TIF-IAPATCrERTZ
zaawansowanym stadium, ze degeneracja LC nie jest wtornym efektem wynikajacym z ubytku
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neuronow dopaminowych w SN/VTA.’ nie jest w pelni uprawniony. Cytowane w pracy wyniki
pokazuja, ze zmiany przektadajace sie na funkcj¢ neurondéw niekoniecznie dotycza zmiany ich liczby.
Moga to by¢ zmiany, na przyklad, dotyczace ich aktywnoS$ci. Zatem nie da si¢ wykluczy¢, ze

degeneracja neuronéw dopaminowych ma wptyw na funkcjonowanie neuronéw noradrenergicznych.

Mam réwniez kilka uwag dotyczacych analizy i prezentacji wynikow:

4.
5.

10.

11.

12.

13.

W pracy nie sa podawane zrddta obrazkéw na rycinach, np. rysunki myszy na Ryc. 6.

Zdjecia mikroskopowe na Rycinach 38, 39 i 45 sa nieczytelne; z opisu Ryciny 46 nie wynika skad
pojawia si¢ ekspresja mCherry; na Rycinie 51 brakuje panelu d.

W przypadku analizy wariancji stosowanej do okre$lenia istotnosci wynikow testow behawioralnych
bardziej poprawnym podejsciem statystycznym byloby uwzglednienie pici jako czynnika w analizie
zamiast oddzielnej analizy dla samcow i samic. W przypadku analizy metabolitow bardziej poprawna
bytaby analiza uwzgledniajaca fakt, ze poziomy metabolitoéw nie sg od siebie niezalezne.

W opisie wynikow w tescie otwartego pola pojawia si¢ stwierdzenie, ze dystans eksploracji wzrastat
wraz z dtugoscig przebywania w klatce (str. 166, dane pokazane na Rycinie 65). Jest to stwierdzenie
nieprecyzyjne, bo otrzymane wyniki wskazuja na tendencje do wickszej ruchliwosci myszy z
wprowadzong mutacja w ciggu pierwszych 5 minut pomiaru.

Na Rycinie 61 powinna by¢ masa, a nie waga (W opisie 0si wykresu).

Podtytut 4.4.2 4. jest nieadekwatny do tre$ci podrozdziatu.

Test statycznych pretow jest niekiedy nazywany testem statycznych patykdéw, a nawet statystycznych
pretow.

Stwierdzenie: ,,myszy ucza si¢, ze po pokonaniu preta wrocg do klatki domowej, dlatego test ten ma
rowniez aspekt nagradzajacy” nie jest prawdziwe. Taki tok rozumowania prowadzitby do stwierdzenia,
ze test warunkowania strachu, ktory jest bardzo awersyjny dla zwierzat, ma warto$¢ nagradzajaca, bo
zwierzeta wracaja po nim do klatki domowe;j.

Niektore z opiséw wynikéw analiz statystycznych sa niepoprawne, np. ,,Znamienny wplyw miata
réwniez interakcja obu zmiennych” (str. 125)

W tekscie pojawia si¢ sporo niezrgcznosci jezykowych, ktore jednak nie wplywaja znaczaco na jakosé

odbioru przekazywanych tresci.

Podsumowanie. Kilka uwag krytycznych, ktore nasunety mi si¢ podczas lektury (wymienionych powyzej)

nie wplywaja na moja ogélng pozytywna ocen¢ przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskie;j.

Przedstawiona rozprawa wskazuje na dojrzato$§¢ naukowa kandydatki, stanowi oryginalne rozwigzanie
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problemu naukowego, odzwierciedla duza wiedz¢ kandydatki w dziedzinie neurobiologii i biologii
molekularnej oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a tym samym spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U.
2023, poz. 742) bgdace podstawa ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora. Mam zaszczyt przedstawic
wniosek do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o
dopuszczenie mgr Justyny Barut do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w

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