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Rozprawa ma uktad typowy. W jej sktad wchodzi dtugi wstgp, w ktorym doktorantka opisuje
bardzo szeroko rézne patomechanizmy choroby Alzheimera (ChA). Duza czg$¢ zajmuja
informacje ogolne, czgsto odbiegajace od zasadniczego tematu i celu pracy. Niezaleznie od
tego zastrzezenia, wstgp ma charakter wielokierunkowej pracy pogladowej. Jest napisany
dobrym polskim jezykiem naukowym pozwalajagcym na tatwg lektur¢ i1 zrozumienie
poszczegbdlnych zagadnien.

Niemniej w podrozdziale 1.1.2.1. amyloid B blednie opisano diagnostyke¢ ChA za pomoca
oznaczania izoform APi42 1 APi4o. Poziom Ai42 w PMR ulega znacznemu obnizeniu,
poziom Api-40 nie zmienia si¢ lub nieznacznie wzrasta. Czuto$¢ diagnostyczna oznaczen
samego Afi42 jak 1 APi42 /APi4o  jest podobna (ok. 80%). Sa to wyniki dobrze
udokumentowane przez setki badan klinicznych (tych ktére spelity warunki GLP) i
dziesigtki metaanaliz. Zwigkszona akumulacja obu peptydow dotyczy w szczegodlnosci kory
mozgowej/hipokampa 1 moze by¢ wykryta za pomocg nieradioaktywnych ligandow badaniem
PET jeszcze przed wystgpieniem objawow klinicznych zarowno u ludzi jak i myszy
transgenicznych.

Opis amyloidogenezy jest zbyt uproszczony jak na pracg dotyczacg mechanizmow ChA.
Wiadomo, ze APi-42 jest generowany przez BACEl gléwnie w endosomach i reticulum
endoplazmatycznym, gdzie panuje pH 5.5-6.0 optymalne dla tego enzymu.

Nie cytozol a cytosol (od solutio) str.26, 105 i inne.

str. 37 Nie ma wzrostu nieznamiennego statystycznie nalezaloby mowi¢ o braku
znamiennego wzrostu, braku roznicy.

Zgodnie z tytulem pracy autorka dokladnie opisata kompartmentacj¢ oraz strukturalne i
funkcjonalne wtasciwosci roéznych klas receptorow S1PR 1-5. Jednakze brakuje tutaj
syntetycznej ryciny dotyczacej zagadnienia, podczas gdy ryciny zamieszczono przy
omawianiu zagadnien pobocznych. Str. 27 -36. Natomiast rycina 9 zamieszczona na koncu
rozdzialu dobrze prezentuje dzialania ksenobiotycznych ligandow S1PR, ktére sa aktualnie
stosowane lub majg potencjalne wlasciwosci terapeutyczne u pacjentoéw z ChA. Dzigki temu
wstep stanowi dobre uzasadnienie dla wymienionych celéw pracy. Sa one przedstawione jako
cele same w sobie ze stosunkowo mato widocznym celem ogélnym integrujacym si¢ z
patomechanizmami ChA.

Material i metody zawiera do$¢ doktadne opisy stosowanych metod analitycznych, a w
szczegOlnosci stosowanych specyficznych sond 1 przeciwcial.  Brak jest wynikow
wewnetrznej kontroli jakosci dokumentujacej trwato$¢ wigzania biatlek z membranami przy
ich wielokrotnym ptukaniu (str. 56-57). Zgodnie z obecnym stanem wiedzy autorka dokonatla
trafnego wyboru biatek strukturalnych i regulacyjnych kompleksu SNARE.



Jednakze, myszy FVB APP+ i APP-zostaly niewystarczajaco scharakteryzowane. Nalezato
podac¢ ich parametry testow poznawczych, poziom biatka amyloidu —beta 1-42 1 1-40 w korze
1 hipokampie. Rowniez uktad doswiadczalny powinien uwzglednia¢ zmiany ekspresji genow i
poziomow bialek w czasiepomigdzy 3 i 12 miesigcem zycia..

Wiyniki zostaly przedstawione na 16 ztozonych lecz przejrzystych rycinach. Legendy do
rycin przedstawiajg doktadng analize statystyczng r6éznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami
zwierzat. Jednakze sam tekst rozdziatu zawiera sporo niedokladnosci w opisach rycin..
Mozna tu przytoczy¢ niedoktadnosci w rycinach 101 11.

W ryc. 10A,C pomini¢to obecnos¢ wyzszych poziomoéw SNAP25 1 Stxla mRNA w korze
mozgowej 12 miesigcznych APP+ traktowanych FTY720 niz u APP+ kontrolnych. Taki
wzrost opisano jedynie dla Vamp (Ryc. 10E). Pominigto rowniez fakt, ze mRNA dla Vampl
w 3 1 12 miesigcznych korach moézgowych APP+, byl nizszy niz w odpowiednich probkach
APP-. Nalezy wyjasni¢ przyczyny pomijania odpowiednich opisoéw.

W hipokampie 12 miesiecznych myszy APP+ Fingolimod zapobiegat spadkowi nie tylko
mRNA SNAP25 i Stxla (Ryc. 11A,C) lecz réwniez podwyzszal poziom mRNA VAmp w
stosunku do kontroli APP+ (Ryc. 11E) czego autorka nie opisata. Nalezatoby to wyjasnic.
Pominigto rowniez fakt, ze Fingolimod podwyzszal mRNA Vamp w hipokampie 12
miesi¢cznych myszy APP-. Przy uwzglednieniu tych danych mozna bytoby postawi¢ teze o
jednolitym ochronnym dzialaniu tego zwigzku na ekspresj¢ genow bialek strukturalnych
kompleksu SNARE. Wyjasnienie mechanizmu tego zjawiska to oczywiscie osobna sprawa.
Przy opisie zmian przydatyby si¢ ich wartosci liczbowe, ktore pozwalatyby na oceng, czy
moga by¢ one patofizjologicznie istotne.

W ryc. 13BD uwage zwracajg istotne wzrosty poziomu biatek synaptofizyny 1
synaptotagminy odpowiednio w hipokampie 3 i 12-miesi¢cznych kontrolnych APP+ w
stosunku do APP-. Zanotowano spadek poziomu neureksyny w korze 12 mc. APP+, lecz
pomini¢to wzrost biatka neureksyny pod wptywem fingolimodu w tej grupie (Ryc. 13E).To
samo dotyczy minimalnego wzrostu mRNA kompleksyny w 12 miesi¢gcznej korze APP-i
APP+ pod wpltywem tego zwigzku oraz jej obnizenia w 12 miesigcznym kontrolnym APP+ w
stosunku do APP-(Ryc. 13G).

Ciekawymi, lecz wymagajacymi uzupehlienia badaniami aktywno$ci i zywotnosci jest
wykazanie braku zmian pozioméw mRNA, biatka pAKT w korze i1 fosforylacji jego reszt
serynowych w pozycji 473 w korze moézgowej myszy 3 i 12-miesigcznych APP- 1 APP+
(Ryc. 14). Bytoby to niezgodne z postulowang rolg AKT w neurodegeneracji. To samo
dotyczyloby mRNA 1 biatka BAD, pBAD 1 GSK3p (Ryc. 15,16).

Natomiast w hipokampie APP+, 100% wzrost poziomu biatka pAKT od 3 do 12 miesigca w
stosunku do APP- wskazywalby na aktywacje proceséw apoptozy, przy braku wplywu
aktywacji receptoréw S1P przez FTY720 (ryc. 17D). Podobnie wysoki poziom pGSK-3 w 12
miesi¢cznym hipokampie APP+ w stosunku do 12-m-c. APP- pozostaje w zgodzie z profilem
pAKT. Jednakze te dos$¢ istotne wyniki, jak rowniez brak wplywu FTY720 nie zostaty
omowione (Ryc. 19D). W tych do§wiadczeniach brak jest porownania poziomow w stosunku



do jednej 3-miesiecznej kontroli APP-, co uniemozliwia przesledzenie wptywu starzenia na
te parametry.

Szczegotowe obserwacje dotyczace ekspresji genu Mapt oraz poziomu biatka tau catkowitego
i fosforylowanego (poz. 199/202, 396, 416 w korze moézgowej i hipokampie 3 i1 12
miesigcznych APP+ i APP- zdaja si¢ przeczy¢ udzialowi tego biatka w patomechanizmie
neurodegeneracji w tym modelu AD (Ryc. 20). W tym kontekscie ok. 20% wzrost fosforylacji
w seryny 416 wydaje si¢ nie mie¢ istotnego znaczenia (Ryc. 21G). W mozgach z ChA
poziomy tau/ptau wskutek akumulacji w postaci splotéw neurofibrylarnych sg duzo wyzsze
niz u ludzi 1 zwierzat zdrowych.

Istotnym zastrzezeniem jest rowniez to, ze wyniki nie pozwalaja na poréwnanie tych samych
parametrow pomiarowych w moézgach myszy 12 wzgledem 3 miesi¢gcznych. Krytycznym
punktem jest brak oceny czy poziom biatka tau i ufosforylowanego biatka tau ulega zmianom
podczas starzenia. Narastanie poziomoéw A oraz pTau, w rdéznych regionach jest typowym
zjawiskiem w starzejacych si¢ mézgach osob z dziedzicznymi postaciami ChA. Wyprzedzaja
one o dekade wystapienie objawdéw zaburzen poznawczych. Uklad doswiadczen w
przedstawianej pracy nie pozwolit na takg obserwacje. Myszy 3 1 12 miesigczne musiatyby
by¢ badane porownawczo w jednym eksperymencie, czego nie wykonano. Co wiecej, wydaje
si¢ poziomy biatek tau nie ulegajg zmianie, a poziomy AP w moézgach myszy APP- powinny
by¢ bliskie 0, wzgledem narastajacych w czasie pozioméw AP u APP+. Dostepne sa dane
literaturowe na ten temat w wielu modelach ChA-Tg wiaczajac FVB.

Badania in vivo zostaly uzupelione do$wiadczeniami in vitro na neuronach mysiego
hipokampa HT22, i mikrogleju BV2. Interesujacym chociaz nie nowatorskim faktem, jest
wykazanie podobnej wrazliwosci komérek HT22 1 BV2 na stezenie AP wystepujace w
ludzkich 1 mysich moézgach z genetycznie uwarunkowang ChA. Nowa obserwacja jest
natomiast wykazanie 50% spadku Siprl pod wplywem AP przy niezmienionym jego
poziomie w HT22 (Ryc. 22AB). Obnizenie ekspresji genu Bcl2 przy niezmienionym
poziomie Bax mogtoby tlumaczy¢ wystepujace spadki potencjatu btonowego i zywotnosci
pod wptywem AP.(Ryc. 23CDEF, Takie badania moglyby stanowi¢ cenne uzupelnienie
badan in vivo, poprzez mozliwo§¢ wykazania komoérkowej kompartmentacji tych zmian. W
przedstawianej pracy profil badan in vitro jest mato kompatybilny z profilem badan na catej
tkance mozgowej. Dotyczy on bowiem ekspresji poszczegdlnych gendéw receptorow
sfingozynowych, w obecnosci ich specyficznych agonistow i zywotnosci komorek. Natomiast
badania catej tkanki dotycza wplywu nieselektywnego fingolimodu na ekspresje genow i
poziomow komplekséw biatek pecherzykowych i tau/taup u zwierzat WT 1 Tg, w ktérych
trudno doszukac si¢ receptorow sfingozyno-1-P .Wystepuje tutaj wyrazna rozbiezno$¢ migdzy
tytulem pracy a jej zawartoscig. To wiasnie receptory sfingozynowe bedace tematem pracy
doktorskiej i powinny by¢ wyeksponowane na pierwszym planie rozdzialu

Tymczasem obserwacje genow Spr stanowig mata cze§¢ wszystkich wynikow i1 dotycza tylko
linii komérkowych. Brak jest danych dot. poziomu biatek Spr, ktore decyduja o metabolizmie
S-1-P Generalnie, wykazujg brak zwigzku miedzy ekspresjg genow Spr3-5 w obecnosci AP, a
zywotnos$cig komoérek mikrogleju BV2. Natomiast obserwacja, ze znaczne obnizenie ekspres;ji
SIprl, 1 by¢ moze mniejsze SiprS5, pod wptywem APo wystepuje rownolegle ze spadkiem



potencjatu btonowego 1 zywotnosci BV2 oraz wzrostem ekspresji /L1, IL6, TNF i nie jest
modyfikowane przez specyficznych agonistow roéznych Slpr, stanowi oryginalne osiagnigcie
kandydatki. Jednakze i tutaj brak jest analizy poréwnawczej ekspresji badanych genéw w
HT22 i BV2, co mialoby znaczenie w ocenie kompartmentacji mi¢dzykomodrkowej tych
zjawisk w mozgach myszy Tg. Wydaje si¢ rdwniez niezbedne przeprowadzenie
pordwnawczego badania ekspresji, przynajmniej Siprl w korze 1 hipokampie dla
przeprowadzenia analizy regionalnej kompartmentacji receptora w mozgu. Efekt
niespecyficznego aktywatora receptorOw Slpr nie jest rownoznaczny z oznaczeniem ich
poziomu w badanych regionach mozgu.

Dyskusja. Dyskusja jako calo$¢ jest dobrze zorganizowana. Jednakze zawiera sporo
powtorzen ze wstepu. Dotyczy to np. str. 102 gdzie dyskusja na temat AP i leczenia nie wigze
si¢ z tematyka pracy i1 nie wnosi nic do interpretacji wynikdw. Przeciez nie oznaczono A ani
w hipokampie ani w korze APP- czy APP+. Przy omawianiu modelu myszy FVB nie podano
literaturowego stezenia AP w modzgach Tg-ChA, ktore uzasadnialoby ewentualnie uzycie
0.001 mM peptydu w drugiej czesci eksperymentow na liniach komorkowych.

Obnizenie ekspresji kompleksu gendéw biatek strukturalnych SNARE u myszy APP+ jest z
zgodne z odpowiednimi danymi literaturowym. Co wigcej wykazano, ze agonista FTY720
powoduje istotne statystycznie cho¢ ilosciowo nieznaczne zwigkszenie ekspresji. kilku tych
gendw w hipokampie i korze APP+. Wskazywaloby to na istotne znaczenie Sltrl w procesie
fuzji pecherzykow synaptycznych z blong plazmatyczng. Nie mozna jednak méwi¢ o
tendencji do zmian przy P>>0.05 (str. 104). Watpliwosci co do istotno$ci zmian na poziomie
transkrypcji wzbudza fakt, ze poziomy biatek kompleksu SNARE nie ulegaly istotnym
zaburzeniom u zwierzat APP+. Wynikatoby stad, ze receptory te nie sg zaangazowane w
proces egzocytozy .pecherzykow synaptycznych. W tej sytuacji wniosek, ze: ,,4 to, ktore z
bialek przyczynia sie do uposledzenia funkcji kompleksu SNARE, zalezy od badanej struktury
mozgu i grupy wiekowej,,, jest zbyt spekulatywne.

Cze$¢ dyskusji dotyczacej roli Ca2+ w regulacji funkcji SNARE(str. 105) jest w $wietle
profilu badawczego pracy nieuzasadniona. Nie ttumaczy mechanizmu Zzadnej przedstawione;j
zmiany poziomow jego biatek regulacyjnych. Dyskusja dotyczaca biatek regulacyjnych
SNARE synaptotagminy, synaptofizyny, kompleksyny, neureksyny jest poprowadzona
dobrze poprzez analiz¢ porownawczg z danymi literaturowymi dotyczacymi zmian w mozgu
ludzkim. Stanowi pozytywny, chociaz slaby dowod na ich role w zaburzeniach
neuroprzekaznictwa w ChA. Niemniej oryginalng obserwacja autorki byto wykazanie, ze
aktywacja receptorow S1Pr fingolimodem moze przywraca¢ obnizong ekspresje genow wyzej
wymienionych biatek regulatorowych w hipokampie myszy APP+. Stabg strong tej hipotezy
byt brak zmian pozioméw odpowiednich bialek. Przez to nie tlumaczy ona mechanizmu
ewidentnego uszkodzenia fenotypu neuroprzekazniczego w modelu FVB-Tg ChA i w ChA u
ludzi. Mimo tych zastrzezen wyniki i ich interpretacja nosza cechy oryginalnosci i moga
otwiera¢ nowe kierunki badawcze.

W wielu miejscach dyskusji sg przytaczane statystycznie nieistotne zmiany badanych
parametrow w pracy wilasnej jak 1 w licznych danych literaturowych, jako argumenty
wspierajace lub wykluczajace jaka$ teze. Nie majg one znaczenia merytorycznego w



tlumaczeniu mechanizmu fosforylacji AKT. Dotyczy to min. 7-mio krotnego uzycia
sformutowan o nieznamiennych zmianach w ekspresji genow 1 fosforylacji biatek BAD,AKT,
GSK3pB jako argumentow na stronach 108-114, dotyczacych mechanizméw zachowania
zywotnosci komorek w starzejacym si¢ mézgu. Moze to $§wiadczy¢ o wysokim stopniu
trudnosci w uzyskaniu przez wielu badaczy powtarzalnych wynikéw dotyczacych wplywu na
receptory sfingozyno-1-P.

Stabg strong wynikow badan tau na mozgach jest wykazanie podobnego stopnia akumulacji i
roznych fosforylacji tau u myszy APP- i APP+. Jedynym wynikiem, réznicujagcym oba
genotypy jest izolowany wzrost fosforylacji p416Tau u 12-miesiecznych APP+. Do pelne;j
interpretacji wynikow potrzebne bylyby poréwnawcze oznaczenia poziomoéw tau/tau-p w
moézgach 3 i 12 miesigcznych.

Na stronach 107-8 autorka zawarla do$¢ szczegdlowy opis danych literaturowych
dotyczacych wptywu fingolimodu na proteomike mozgu. Ulatwilo to interpretacje wiasnych
dot. granicznie dodatniego wplywu fingolimodu na szereg gendéw 1 ich biatek
postsynaptycznych u myszy APP+. Podkreslita tez, brak wplywu tego zwigzku na niektore
parametry zgodne z danymi literaturowymi. Jednak, brak odno$nikow do odpowiednich rycin
(zgodnie z obecng ,,modg”) znacznie utrudnia rozroznienie wynikéw wilasnych od
literaturowych.

Wiarygodno$¢ przedstawianych w pracy danych dotyczacych negatywnego wpltywu Ao
powodujacego, spadki potencjatu blonowego mitochondriéw oraz zywotnosci pod wptywem
tego peptydu. Nie wiemy jednak, jakie sg roznice wzgledne w wielko$ci tych parametrow w
obu grupach komoérek. Wiadomo réwniez, ze ekspresja genow w roznych typach komorek
mozgu moze si¢ znacznie rozni¢. Tutaj znowu uwidacznia si¢ brak odpowiednich
eksperymentéw porownawczych migdzy HT22 1 BV2, ktore mozna bylo wykonaé przez
odpowiednie zestawienie probek. Nie zbadano rowniez wpltywu samych agonistOow na te
komorki w nieobecnosci Apo. Autorka potwierdzita réwniez dobrze udokumentowane dane
dotyczace aktywacji mikrogleju BV2 przez APo w postaci wzrostu ekspresji w mikrogleju
prozapalnych genow IL1b,IL6 i inhibicji prozapalnego /L-18. Kompatybilne z literaturg sa
rowniez wyniki wykazujace wzglednie mate odpowiedzi komorek neuronalnych HT22.
Oryginalng obserwacja jest natomiast nasilenie przez agonistow gendw wszystkich
receptorow S1PR prozapalnego dzialania Apo -wzrostu ekspresji genu IL-1b Z drugiej strony
brak jest bezposredniego dowodu w postaci oznaczen samych interleukin. Tym Pautorka
potwierdzita, ze receptory SIPR partycypuja w nasilaniu reakcji zapalnej mikrogleju poprzez
zwigkszenie transkrypcji odpowiednich gendéw IL.Interpretacja badan ekspresji genow BAD,
BAX i Bcl2 pod katem ich wptywu pro lub antyapoptotycznego stwarza autorce sporo
trudnosci gléwnie ze wzgledu na wzglednie male wahania tych parametrow pozostajace
ciggle w granicach btedu metody. Swiadczy o tym réwniez brak korelacji miedzy
parametrami zywotnosci , a wzglednymi zmianami Bcl2, BAD i BAX. Wobec tych
watpliwosci, koncowe stwierdzenie autorki, ze koniecznym warunkiem do ujawnienia
antyzapalnego pobudzenie S1PR-6w jest jednoczesna aktywacja kilku z nich.

W sumie autorka przedstawita kilka oryginalnych wynikow dotyczacych grup biatek:
zwigzanych z proteomikg 1 genomikg sygnalizacji pecherzykowej, akumulacjg biatek tau, w



moézgach myszy TGg i bialek, wewnatrzkomérkowego przekaznictwa sygnahu. Przedstawila
préb¢ umieszczenia ich w modelu zmian neurodegeneracyjnych zwigzanych z AB, pomimo
braku pewnych dowodéw, zwiazanych z zaleznoscia od wieku. Praca napisana jest dobrym
j¢zykiem naukowymi, ma logiczny ukiad ktéry umozliwia latwe $ledzenie jej kolejnych
etapéw. Dlatego uwazam, ze pomimo zastrzezen, rozprawa doktorska Pani mgr Igi
Wieczorek pt. ,,Analiza dzialania modulatoréw receptoréw dla sfingozyno-1-fosforanu w
eksperymentalnych modelach choroby Alzheimera” spelnia wymagania stawiane pracom na
stopieri doktora. W zwigzku z tym skladam do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego wniosek o
dopuszczenie Pani Igi Wieczorek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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