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Opinia w sprawie dorobku naukowego i pracy habilitacyjnej dr Grzegorza

Sulkowskiego

Dr Grzegorz Sulkowski jest absolwentem Wydzialu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego. Tytul magistra uzyskal w roku 1992 na podstawie pracy pt. Wptyw
ksantotoksyny na morfogenez¢ korzeni zarodkowych oraz na inicjacj¢ korzeni przybyszowych
wybranych gatunkoéw roslin, wykonanej w Zakladzie Anatomii i Cytologii Roslin. Nast¢pnie
podjat prace jako asystent w Zakladzie Serologii, Pracownia Immunologii Leukocytow i Plytek
Krwi, Instytut Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie. Od roku 1997 jest zatrudniony w
Zaktadzie Neurochemii, Pracownii Patobiochemii Osrodkowego Ukladu Nerwowego, Instytutu
Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN w Warszawie. Obecnie pracuje na
stanowisku adiunkta specjalisty. Stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii
medycznej uzyskal w Instytucie Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN w
Warszawie w roku 2002. Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Wrazliwos$¢ zakonczen nerwowych

modzgu szczura na catkowite niedokrwienie 1 przywrocenie krazenia.”
Praca naukowa poza praca habilitacyjna.
Prace naukowa dr Sulkowski rozpoczat juz w czasie studidow na Wydziale Biologii

Uniwersytetu Warszawskiego. Dotyczyta ona cytotoksycznego wplywu ksantotoksyny na

komorki merystematyczne korzeni przybyszowych wybranych gatunkéw roslin. Wykazat rozna



wrazliwos$¢ gatunkowa roslin na toksyczne dziatanie ksantotoksyny oraz obserwowat mutagenne
dziatanie ksantotoksyny. Ksantotoksyna powodowata réwniez uszkodzenia
wewnatrzkomorkowych blon: fragmentacje siateczki $rod plazmatycznej, zmniejszenie liczby

dyktiosoméw w aparacie Golgiego oraz uszkodzenia mitochondriow komorkowych.

Nastepnie w czasie pracy w Zaktadzie Serologii, Pracownia Immunologii Leukocytow i
Piytek Krwi, Instytut Hematologii i Transfuzjologii zajmowat si¢ ustugowo typowanie komorek
antygenami HLA, i byt wspotautorem publikacji na temat leczenia przewleklej matoptytkowosci u
dzieci za pomoca dozylnie podawanej immunoglobuliny anty-D oraz klinicznej skutecznosci
przetaczania koncentratow ptytek krwi (KPK) u chorych z roéznymi chorobami uktadu

krwiotworczego.

Po rozpoczeciu pracy w Instytucie Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
dr Sulkowski zajat si¢ tematyka dotyczaca toksycznego wptywu olowiu na osrodkowy uktad
nerwowy. Badania dotyczace toksycznego oddziatywania otowiu na OUN i byty prowadzone na
dwoch modelach zwierzecych: ostrym i chronicznym W obu tych modelach zaobserwowano
podwyzszony poziom otowiu we krwi i w mozgach narazonych szczuréw. Badania nad
neurotoksyczno$cia otowiu doprowadzity do kilku publikacji ze wspotautorstwem dr
Sulkowskiego, ktore dotyczyly zaburzen w transporcie (wychwycie i uwalnianiu) dopaminy w
zakonczeniach nerwowych, zmian w kinetyce wiazania ligandu do receptoréw dopaminowych D2
i podwyzszonego poziomu glutationu GSH. Opisano tez podwyzszenie aktywnos$ci enzymow
powigzanych z metabolizmem glutationu (y-GCS - syntetazy y-glutamylocysteiny i GST — S-
transferazy glutationu). Interesujace byly tez obserwacje dotyczace zmiany w aktywnosci
jednego z enzymow mielinowych, CNP-azy i dalsze obserwacje na temat patologii mieliny i
oligodendrocytow w wyniku ekspozycji na dziatanie otowiu. Dr Sulkowski opisat dezintegracje¢ i

przerwanie ciggtosci otoczki mielinowej i wykazal zmiany morfologiczne w oligodendrocytach.

Kolejnym zagadnieniem naukowym, ktorym dr Sulkowski zajmowatl si¢ w Instytucie
Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN byly badania nad mechanizmami
niedokrwienia mozgu i reperfuzji, ktére zaowocowaty praca doktorska. Badania te dotyczyly
oceny zmian morfologicznych, metabolicznych i funkcjonalnych w zakonczeniach nerwowych
mozgu i mitochondriach synaptycznych wywotanych catkowitym niedokrwieniem mozgu oraz w
warunkach reperfuzji. Poza zmianami morfologicznymi dr Sulkowski opisat rowniez zaburzenia
metaboliczne w synaptosomach, przede wszystkim spadek ATP i CrP oraz wzrost poziomow

ADP i Cr oraz obnizenie zawartosci glutationu catkowitego w moézgu podczas ischemii i



reperfuzji. W badaniach nad niedokrwieniem mozgu stwierdzono zaburzenia neurotransmiterow,
w szczegdlnosci obnizenie uwalniania dopaminy z zakonczen nerwowych. Obserwowano
rowniez zaburzenia kinetyczne wigzania ligandow do receptora dopaminowego D2 Uzyskane
wyniki pozwolily na postawienie hipotezy o wigkszej wrazliwo$¢ neuronéw dopaminergicznych
na warunki ischemii/reperfuzji niz neuronow GABA-ergicznych. Dr Sulkowski opisal rowniez
szereg zaburzen biochemicznych i molekularnych w warunkach niedokrwienia i reperfuzji mozgu.
Takich jak wzrost poziomu kalpainy oraz obnizenie poziomu biatek cytoszkieletu komorki:

MAP-2 i fodryny.

Ostatecznie dr Sulkowski zainteresowat si¢ patologia autoimmunologicznej demielinizacji
i rozpoczat badania z wykorzystaniem modelu szczurzego autoimmunologicznego zapalenia
mozgu 1 rdzenia. W szczegdlnosci prowadzil badania nad znaczeniem toksycznego dziatania
glutaminianu w mechanizmach tej choroby. Badania te sg przedmiotem postgpowania
habilitacyjnego i beda omowione ponizej. Poza badaniami nad rolg glutaminianu dr Sulkowski
bral udziat w pracach oceniajacych aktywnos$¢ uktadu purinergicznego w autoimmunologicznym

zapaleniu mozgu i rdzenia.

Lacznie dr Sulkowski jest wspotautorem 17 prac indeksowanych w ktorych opisano
wyniki badan nie bedgcych przedmiotem postgpowania habilitacyjnego. Calkowity impact factor
tych prac wynosi 31.481. Dr Sulkowski jest pierwszym autorem tylko w 5 z tych prac. Z tego

powodu moja ocena osiaggni¢¢ naukowych habilitanta jest dos¢ umiarkowana.

Ocena pracy habilitacyjnej

Postgpowanie habilitacyjne dotyczy czterech publikacji indeksowanych, z ktorych dr
Sulkowski jest pierwszym autorem w trzech. taczny impact factor tych prac wynosi 10,612.
Caly cykl =zostala nazwany ,Rola ekscytotoksycznosci glutaminianu w patogenezie
autoimmunologicznego zapalenia moézgu i1 rdzenia kregowego (EAE) szczura — badanie

potencjatu neuroprotekcyjnego antagonistow receptorow glutaminianergicznych.”

Zagadnienie roli glutaminianu w patogenezie autoimmunologicznej demielinizacji zostato
podniesione kilkanascie lat temu. W pismiennictwie jest bardzo wiele publikacji dotyczacych
tego tematu. Nowym elementem, ktory pojawia si¢ w pracy habilitacyjnej dr Sulkowskiego jest
wykorzystanie inhibitoréw receptoréw glutaminergicznych w ocenie ich wplywu na rozwoj

autoimmunologicznego zapalenia moézgu i rdzenia u szczuréw (experimental autoimmne



encephalomyelitis — EAE). W cyklu prac, ktore stanowig postepowanie habilitacyjne, dr
Sulkowski opisat wptyw inhibitorow receptorow NMDA, amantadyny i mematyny, i inhibitorow
receptorow mGIluR, na ekspresje cytokin prozapalnych w moézgu zwierzat chorujacych na EAE
(Journal of Neuroimmunology, 2013, 261: 67-76). Stwierdzit hamujacy wplyw na poziomie
transkrypcji i brak takiego wptywu na poziomie ekspresji biatka. W drugiej publikacji (BioMed
Research International) oceniono wplyw amantadyny i mementyny oraz anatgoinistow mGIuR na
przebieg kliniczny EAE. Amantadyna i memantyna wywieraty neuroprotekcyjny efekt na rozwoj
choroby i hamowaty pojawianie si¢ deficytow neurologicznych oraz poprawialy ogdlny stan
leczonych zwierzat. Antagonisci receptorow mGIluR G I (LY 367385 i MPEP) nie wykazywali
dziatania protekcyjnego na rozwoj deficytow neurologicznych w przebiegu EAE. Nalezy jednak
stwierdzi¢, ze wplyw hamowania receptoréw NMDA wykazal bardzo umiarkowany efekt na
rozw0j EAE. Wyniki eksperymentéow wykazaly, ze podanie zarowno amantadyny jak i
memantyny powodowalo jedynie 1-2 dniowe opdznienie pojawiania si¢ deficytow
neurologicznych oraz skrocenie czasu trwania ostrej fazy choroby tez o 1-2 dni. Nie
zaobserwowano natomiast pozytywnego efektu terapeutycznego po podaniu zwierzgtom EAE
antagonistow receptorow metabotropowych mGIluR G I (MPEP i LY 367385) W pracy tej
potwierdzono tez istotny wzrost ekspresji receptoréw glutaminergicznych, zarowno jonowych jak
i metabotropowych w trakcie rozwoju EAE. W trzeciej publikacji (Folia Neuropathologica,
2009; 47(4): 327-337) wykazano u zwierzat z EAE zwigkszony wychwyt glutaminianu z
przestrzeni zewnetrznej, zarowno w przypadku frakcji synaptosomalnej, jak i frakcji btonowej
pecherzykéw pochodzenia astrocytarnego. Zanotowano roéwniez zwigkszone uwalnianie
glutaminianu z obu frakcji o okoto 20% po depolaryzacji blon. Obserwowane zmiany w
transporcie glutaminianu zinterpretowano jako dowdd na zwigkszenie poziomu glutaminianu w
przestrzeniach synaptycznych. W ostrej fazie EAE zaobserwowano zwigkszony poziom ekspresji
bialek: transporterow glutaminianu (GLT-1, EAACL), metabotropowych glutaminianergicznych
receptorow grupy I (mGluR 1 i mGluRS). W czwartej publikacji cyklu habilitacyjnego
(Neuroscience, 2008, 155: 45-52) oceniono ekspresje¢ bialek transporterowych w astrocytach
(GLT-1) i w neuronach (EAAC1) w szczycie choroby EAE. Poziom ekspresji mRNA dla
transporterow GLT-1 1 GLAST oznaczany w roznych strukturach moézgowia wzrastal o 90-150%
powyzej wartosci kontrolnych i byl skorelowany z nasileniem deficytow neurologicznych u
zwierzat EAE. Ekspresja bialka transportera GLAST byla niezmieniona. Poziom mRNA dla
transporterow GLT-1 i GLAST oznaczany w roznych strukturach mézgowia wzrastal powyzej
warto$ci kontrolnych 1 byl skorelowany w z nasileniem si¢ deficytow neurologicznych u zwierzat
EAE. Nie zaobserwowano korelacji czasowej pomiedzy ekspresja mRNA i1 poziomem biatek

badanych transporteréw. Odnotowano obnizenie ekspresji biatka transportera GLAST oraz



transportera GLT-1 . Obserwowane zmiany w ekspresji mRNA i biatek badanych transporteréw
swiadczg wedtug autorowo ich zaangazowaniu w regulacje poziomu glutaminianu w przebiegu

patologii EAE.

Pewnym niedostatkiem cyklu prac postepowania habilitacyjnego jest brak analizy
patologicznej OUN zwierzat chorujacych na EAE i poddanych ekspozycji inhibitorow receptoréw
glutaminergicznych. Wnioskowanie odnos$nie korzystnego blokowania receptorow NMDA na
przebieg EAE opiera si¢ na obserwacjach klinicznych. Dodatkowo wptyw inhibitorow NMDA na
ekspresje objawow neurologicznych byl bardzo umiarkowany, jedynie 1-2 dniowe przesunigcie
poczatku i zakonczenia choroby. Dlatego bardzo Kkorzystne, jezeli nie konieczne, byloby
ocenienie wptywu tych inhibitor6w na zakres zmian patologicznych w mdzgu i rdzeniu szczuréw,
stopien reakcji zapalnej, wielko$¢ i rodzaj naciekow komodrkowych, zakres uszkodzenia mieliny,
stopien aktywacji komorek mikrogleju i astrocytow. Dodatkowo taka analiza umozliwitaby
poréwnanie sily dzialania hamujacego EAE, zaleznego od inhibitorow glutaminoergicznych, z
innymi mechanizmami hamowania EAE. Choroba ta moze by¢ hamowana na r6znych drogach 1
istotne jest odniesienie uzyskanych wynikow do znanych mechanizméw kontrolujacych EAE. W
celu potwierdzenia wptywu inhibitorow NMDA na hamowanie EAE dr Sulkowski wykazat ich
hamujacy wpltyw na ekspresje kilku cytokin prozapalnych i chemokin. Ale jest to analiza
posrednia i do$¢ wybiorcza, poniewaz rola tych mediatoréw zapalenia w EAE moze by¢
wielokierunkowa, a wptyw na EAE nie koniecznie wspierajacy np. TNF. Ponadto tak
skonstruowane doswiadczenia sugeruja, iz zahamowanie receptorow NMDA ma dzialanie
immunomodulujace, a w pozostatych pracach cyklu glownie badano ekspresje i zachowanie si¢
receptorow glutaminoergicznych w komorkach glejowych i neuronach. W jaki wigc sposob
zablokowanie receptorow NMDA na komoérkach endogennych OUN ogranicza objawy kliniczne
EAE ? W celu rozréznienia tych dwoch mechanizméw dziatania celowe byloby wyizolowanie
komorek zapalnych z OUN zwierzat chorych na EAE i ocena ich funkcji w warunkach
zablokowania receptorow NMDA. Istnieja doniesienie o ekspresji receptoréow NMDA na
komorkach uktadu immunologicznego i o bezposrednim udziale NMDA w reakcjach

immunologicznych.
Ocena catosciowa
W sumie uwazam, iz cykl prac postgpowania habilitacyjnego dotyczy interesujacego i

waznego zagadnienia naukowego rozwijanego w badaniach naukowych ostatnich lat. Uzyskane

wyniki dostarczaja nowych informacji, aczkolwiek sita wnioskowania bylaby wicksza z



wykorzystaniem szerszego i bardziej kompletnego modelu do$wiadczalnego. Cztery prace cyklu
habilitacyjnego zostaty opublikowane w czasopismach o $redniej sile oddziatywania (tfaczny IF
10,612). Z umiarkowanym entuzjazmem wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Medycyny

Doswiadczalnej i Klinicznej PAN o kontynuowanie dalszych etapow procesu habilitacyjnego.
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