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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 uktadem noradrenergicznym i dopaminowym
w kontekscie choroby Parkinsona”
wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem dr. hab. Grzegorza Kreinera i dra Piotra Chmielarza

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa opisuje badania, ktérych przedmiotem byt
udziat degeneracji w miejscu sinawym, noradrenergicznej czeSci mozgu, w rozwoju
gtobwnej patologii w chorobie Parkinsona, czyli zwyrodnieniu neuronéw
dopaminergicznych w substancji czarnej, ktére prowadzi do niedoboru dopaminy w
prazkowiu odpowiedzialnym za generowanie celowego ruchu. Jest to kwestia mato
zbadana, a o tyle istotna, ze dotyczy prodromalnej fazy choroby Parkinsona, kiedy
teoretycznie mozliwe by byto zatrzymanie lub spowolnienie choroby. W badaniach
Doktorantka zmierzyta sie z duzym problemem metodycznym — brakiem dobrego
zwierzecego modelu badawczego. Dlatego krytycznym celem pracy, obok zdobycia
wynikéw potwierdzajgcych hipoteze, byto opracowanie takiego modelu $mierci
neurondw w miejscu sinawym, ktory odpowiadatby zaburzeniom mogacym wystapi¢ w

przebiegu choroby Parkinsona.
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Badania zostaty w zdecydowanej wiekszosci przeprowadzita bezposrednio
Doktorantka, ktéra w rozprawie wykazata sie gruntownym zrozumieniem technik
badawczych, ich zalet i ograniczen. O samodzielnosci badaczki Swiadczy tez umiejetnosé
wspotpracy, dzieki ktorej uzyskata ciekawe dodatkowe wyniki.

W pierwszym etapie badan uzyto opracowanego wczesniej modelu myszy z
nokautem genu Rrn3 kodujacego czynnik inicjacji transkrypcji TIF-IA w komdrkach
noradrenergicznych DBH+ lub dopaminergicznych DAT+. Ablacja czynnika TIF-1A
prowadzi do apoptozy, sg to wiec modele ze $miercig odpowiednich populacji
neurondw. W pierwszym przypadku (model TIF-IAP?"¢) gpoptozie ulegaty przede
wszystkim neurony noradrenergiczne mozgu, ale takze inne komorki obwodowe
wyrazajgce DBH. W drugim przypadku (model TIF-IAPOtCreERT2) vty to neurony
dopaminergiczne. Dodatkowo w drugim modelu nokaut byt indukowany tamoksyfenem,
co zapewniato czasowg kontrole wystgpienia neurodegeneracji. W pierwszym modelu
zbadano wptyw degeneracji w uktadzie noradrenergicznym na uktad dopaminowy, a w
drugim ewentualng odwrotng zaleznosé. Uzyskano wyniki weryfikujace brak wptywu
uktadu dopaminowego na rozwdj patologii w uktadzie noradrenergicznym. Jest to wazny
kontrolny wynik, poniewaz wskazuje, ze patologie ukfadu noradrenergicznego
wystepujgce u ludzi prawdopodobnie nie sg efektem wtérnym. Tym samym mozliwy jest
wiec scenariusz z rownolegtymi  lub pierwotnymi zmianami w ukfadzie
noradrenergicznym, przyczyniajagcymi sie do degeneracji uktadu dopaminowego,
zgodnie z postawiong hipotezg. Nie jest to hipoteza nowa, ale, nie doczekata sie jeszcze
przekonujacych dowodow eksperymentalnych. W badaniach opisanych w rozprawie we
wspomnianym modelu z apoptozg neurondw noradrenergicznych stwierdzono
pojawienie sie markerdw stanu zapalnego w uktadzie dopaminowym, co byto zgodne w
powyzszym scenariuszem i uzasadniato kontynuacje badan w obranym kierunku. W
rozprawie w wielu miejscach zwracano uwage na ograniczone mozliwosci wnioskowania

APbhCre 76 wzgledu na nokaut genu w

na podstawie wynikéw uzyskanych w modelu TIF-I
komdrkach poza modzgiem i spowodowane nim efekty obwodowe prowadzace do
Smierci mtodych myszy. Ciekawa jestem, czy objawy stanu zapalnego wystqpity u tych
myszy w innych czesciach mdzgu, poza uktadem dopaminowym, co by faktycznie

wskazywato na efekty niespecyficzne.



Pozostata cze$¢ pracy poswiecona zostata projektowi, walidacji i wykorzystaniu
nowego modelu, w ktérym planowano uzyskanie degeneracji specyficznie neurondéw
noradrenergicznych, specyficznie w miejscu sinawym i w okreslonym czasie. Taki model
mogtby odpowiadac prodromalnej fazie choroby Parkinsona. Strategia nokautu Rrn3
zostata wszechstronnie przemyslana i metodycznie przeprowadzona, z wszelkimi
mozliwymi etapami kontrolnymi. Doktorantka zdecydowata sie stworzy¢ nowy system
oparty na technice CRISPR/Cas9, w ktérym mutujgcy konstrukt DNA wprowadzany bytby
stereotaktycznie do wybranego miejsca w mdzgu myszy linii Cre w wektorze
lentiwirusowym. Opracowany konstrukt zawierat gen Cas9 w uktadzie double-floxed
inverted open reading frame zaleznym od rekombinazy Cre oraz gRNA skierowany na
badany gen, w tym przypadku Rrn3. Jest to oryginalne i narzedzie, w ktorym
wykorzystano szereg ciekawych rozwigzan technicznych, znanych opracowanych juz
wczesniej, ale po raz pierwszy uzytych razem. Zgadzam sie z Doktorantka, ze
zastosowane przez nig podejscie jest efektywniejsze od poprzednio opracowanego w
laboratorium Fenga Zhanga, poniewaz umozliwia skorzystanie z licznych dostepnych
myszy linii Cre bez koniecznosci czasochtonnych krzyzowan. Jestem wiec przekonana, ze
opracowane wektory beda wykorzystywane poza macierzystym laboratorium.
Potencjalnym problemem w tym systemie moze by¢ niska skutecznos¢ wyciszania
ekspresji docelowego genu: uzyskano spadek liczby neurondéw w miejscu sinawym
zaledwie o kilkanascie procent. W przypadku przeprowadzonych badan moze to by¢
zaletg (sytuacja blizsza fizjologicznej), ale w innych badaniach moze stanowi¢ powazna
wada. Zastanawiam sie, czy dobrym kierunkiem zwiekszenia wydajnosci nokautu bytoby
podanie kilku gRNA? Doktorantka podawata w testowych eksperymentach in vivo po
dwa wektory z roznym gRNA, ale nie zamiescita wynikow tych testow. Ciekawa jestem,
czy jest to podejscie obiecujgce i czy nie warto rozwazy¢ podawania kilku gRNA w
tandemie na jednym wektorze.

Doktorantka bardzo skromnie pisze o wynikach analiz w opracowanym modelu i
wyciaga bardzo ostrozne wnioski, oceniajgc te badania jako wstepne. W moim odczuciu
pozostaje nie do konca jasne, co wiasciwie stato sie na poziomie komdrkowym i
molekularnym w miejscu sinawym. Jak zinterpretowac brak spadku poziomu ekspresji
genow kodujgcych markery neuronalne Mapl1b i Th, skoro obserwowata obnizenie liczby

neurondw? Czy moZliwe jest, ze w miejscu sinawym zaszty zmiany plastyczne



kompensujgce ubytek neurondw? Réwniez nie jest jasne, jakie zmiany zaszty w
prazkowiu. Jak zinterpretowac wzrosty poziomu metabolitu dopaminy i (wprawdzie
statystycznie nieistotny) poziomu samej dopaminy? To sg kwestie do dalszych badan,
wykraczajacych poza zakres badan w projekcie doktorskim. Najwazniejsze sg jednak
wyniki uzyskane dla uktadu dopaminowego, bedgce mocng przestanka, ze zaburzenie
noradrenergiczne sg czescig patomechanizmu choroby Parkinsona, a nowy model jest
Swietnym modelem prodromalnej fazy zmian zwyrodnieniowych. Potwierdzity to
zaréwno badania proteomiczne, gdzie pokazano zmiany w poziomie kilkudziesieciu
biatek, w tym biatek powigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi, jak i badania
elektrofizjologiczne, i w koncu liczne testy behawioralne. Warto doceni¢, ze
przeprowadzono je u obu pfci, pokazujgc jak rézne moga by¢ efekty tych samych
pierwotnych zaburzen. U samic zaobserwowano drastyczne wiekszg lekliwo$é w tescie
podniesionego labiryntu krzyzowego. Poniewaz samice nie wykazaty lekliwosci w tescie
jasnego i ciemnego pola, zastanawiam sie, czy problemy w podniesionym labiryncie
krzyzowym nie wynikajag z mniejszej pewnos$ci motorycznej. U samcéw z kolei
zaobserwowano niewatpliwe deficyty motoryczne.

Krotko podsumowujgc, ten ambitny projekt doktorski zakonczyt sie duzym
sukcesem. Po pierwsze opracowano oryginalny system komérkowo i czasowo-
specyficznej edycji genomu w mdzgu. Po drugie opracowano nowy model wczesnej fazy
choroby Parkinsona do badania wptywu degeneracji neuronéw noradrenergicznych,
pod wieloma wzgledami lepszy od wczesniejszych modeli genetycznych lub
farmakologicznych. Po trzecie potwierdzono, ze degeneracja w LC prowadzi do
dysfunkcji w ukfadzie dopaminowym, a wiec moze byc¢ czescig patomechanizmu choroby
Parkinsona.

Sama rozprawa ma forme tradycyjng. Czytatam jg z przyjemnoscig i
zainteresowaniem, bo jest napisana bardzo dobrze zaréwno pod wzgledem jezykowym
i konstrukcyjnym, jak i merytorycznym, logicznym i doboru tresci.

Rozprawe rozpoczyna Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, ktore jest bardzo
dobrym wprowadzeniem w tematyke, ufatwiajagcym czytelnikowi natychmiastowe
umiejscowienie badan w szerszym kontekscie i zrozumienie ich koncepcji. Bardzo
doceniam, ze cel badan jest jasny od samego poczatku. W liczagcym 21 stron Wstepie

tresci zostaty dobrane do tematu badan i przedstawione jasno i ciekawie, co Swiadczy o



swobodzie poruszania sie w obszarze badan. W opisie choroby Parkinsona skupiono sie
na zroznicowaniu objawéw i S$ciezek rozwoju patologii oraz komodrkowych,
molekularnych i genetycznych mechanizmach progresji zwyrodnienia. Zwrécono uwage
na etapy poprzedzajace degeneracje uktadu dopaminowego i teorie rozwoju patologii w
prodromalnej fazie choroby. Jest to ujecie od razu pokazujgce perspektywe
prowadzonych badan. Nastepnie oméwiono zwierzece i komérkowe modele choroby
Parkinsona, ich zalety i stabe strony. Te cze$¢ Wstepu takze ukierunkowano na badania
w projekcie doktorskim, poniewaz szczegdlnie dokfadnie omdwiono system
CRISPR/Cas9 do edycji gendw i jego wykorzystanie w tworzeniu genetycznych modeli
choroby Parkinsona. Na koniec, powracajgc do mechanizméw wczesnych faz rozwoju
choroby Parkinsona, przedstawiono hipotezy udziatu interakcji miedzy systemem
noradrenergicznym i dopaminowym w patogenezie zaburzenia, co bezposrednio
prowadzito do postawienia celdw pracy. Tekst Wstepu uzupetnito 9 czytelnych lustracji i
tabela. Bezposrednio po Wstepie zamieszczono Cele pracy, poprzedzajac je rzeczowym
uzasadnieniem zasadnosci podjecia badan oraz umieszczono graficzne przedstawienie
koncepcji badan. Strona graficzna jest wyrdznikiem rozprawy pani Justyny Barut.
Witasciwie wystarczy zapoznac€ sie z rycinami, zeby zrozumie¢ tto pracy i pomyst na
badania.

Dziat Wyniki poprzedzony jest tradycyjnie rozdziatem Materiaty i Metody liczacym
az 48 stron, w ktorym przedstawiono modele badawcze i zastosowane techniki
badawcze. Precyzyjnie opisano przebieg klonowan i walidacji wektorédw, operacji
stereotaktycznych, testéw behawioralnych i rejestracji elektrofizjologicznych oraz
opisano metody analizy biatek i kwaséw nukleinowych. W tym rozdziale znalazfo sie 21
rycin i 37 tabel.

W Dyskusji (25 stron tekstu i dwie ryciny) na poczatku odniesienie sie do pierwszej
czeéci badan na modelu TIF-IAPPhCe Krytycznie odniesiono sie do modelu i wskazano na
jego ograniczenia. Nastepnie wyjasniono przyczyny wyboru modelu z uzyciem Cre-
zaleznego systemu CRISPR/Cas9 i stereotaktycznym podaniem konstruktu
lentiwirusowego. Wszechstronnie przedyskutowano zalety nowego modelu.
Zastanawiam sie jednak, czy dobrq alternatywq nie bytoby stereotaktyczne podania
neurotoksynyw niskim stezeniu do miejsca sinawego, pominiete w Dyskusji. Pod koncu

oméwiono kwestie wptywu degeneracji w miejscu sinawym na uktad dopaminowy.



Rozprawe skonkludowano konkretnie i jasno w finalnym rozdziale Podsumowanie i
wnioski.

Podsumowujgc, prace Pani Justyny Barut oceniam bardzo wysoko. Jestem
przekonana o szerokiej wiedzy Doktorantki i umiejetnosci samodzielnego i krytycznego
myslenia. Przeprowadzona oryginalna praca badawcza poszerzyta wiedze na temat
choroby Parkinsona i dostarczyta nowych narzedzi do edycji genomu w komodrkach
mozgu i do badani wczesnej fazy neurodegeneracji. Stwierdzam, ze przedstawiona do
recenzji rozprawa spetnia ustawowe warunki stawiane pracom doktorskim (okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce — Dz.U.
2023, poz. 742) i stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego
Maja PAN o dopuszczenie mgr Justyny Barut do dalszych etapdéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,
dyscyplinie nauki medyczne. Wnioskuje rowniez o wyrdznienie rozprawy. Zachwycita
mnie wszechstronnos¢ metodyczna i konsekwentna koncentracja na osiggnieciu

gtéwnego celu oraz przyjazny czytelnikowi opis badan.
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