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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Mgr inz. Marka Pawlika pod tytulem: ,,Metionino-sulfoksymina
jako modulator inicjacji napadéw padaczkowych u mlodych szezuréw w modelu litowo-
pilokarpinowym”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Marka Pawlika zostala
wykonana w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN
w Warszawie. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Jan Albrecht, promotorem

pomocniczym jest dr Marta Obara-Michlewska.

Padaczka i napady drgawkowe sg bardzo powaznym problemem spolecznym,
obarczonym istotnymi konsckwencjami zdrowotnymi dla osoby chorej, w skrajnych
postaciach prowadzacych nawet do jej $mierci. Wséréd wielu objawow charakteryzujgcych
padaczke poza samymi napadami padaczkowymi, mozna dodatkowo wyréznié zaburzenia
emocjonalne, w tym stany depresyjne i lekowe a takze zaburzenia funkcji poznawezych.

W chwili obecnej w praktyce klinicznej stosuje si¢ liczne leki przeciwpadaczkowe,
jednakze w dalszym ciggu znaczny odsetek pacjentéw nie odpowiada wlasciwie na leczenie.
Pomimo faktu, iz podioze biochemiczne napadow padaczkowych jest przedmiotem badan od
wielu lat, w dalszym ciggu nie jest wyczerpujgco scharakteryzowane i nadal budzi
zainteresowanie naukowcéw na calym $wiecie. Wsréd rozmaitych zaburzen neurotransmisji
stwierdzanych w przebiegu padaczki, obserwuje si¢ nadmierng aktywno$¢ szlakow kwasu
glutaminowego, bedacego glownym neuroprzekaznikiem o charakterze pobudzajgcym w
uktadzie nerwowym. Niemniej, mechanizm dzialania niemal wszystkich, stosowanych w
chwili obecnej w praktyce klinicznej lekow przeciwpadaczkowych, nie polega na modulacji
aktywnosci ukladu glutaminianergicznego. W tym kontekscie poszukiwanie nowych
substancji, ktérych mechanizm opieralby si¢ na wplywie na uklad glutaminianergiczny

zasluguje na uznanie.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska analizuje mechanizm dzialania

przeciwdrgawkowego L-metionylo-D,S-sulfoksyminy (MSO), bgdace; swoistym inhibitorem
syntetazy glutaminy. Do$wiadczenia przeprowadzono z uzyciem zwierzgcego modelu
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padaczki, w ktérym napady padaczkowe wywolywane sa podaniem pilokarpiny, alkaloidu o
silnym dziataniu pobudzajgcym receptory muskarynowe, o dzialaniu obwodowym i
érodkowym. Badania objgty zaréwno efekty behawioralne, elektrofizjologiczne jak i
biochemiczne po podaniu MSO. Dodatkowo oceniono mozliwo$¢ zastosowania pomiaru
ekspresji. mRNA c-FOS jako biomarkera proceséw zwigzanych z drgawkami i
epileptogeneza. Procedury eksperymentalne przeprowadzane na zwierzgtach uzyskaty
akceptacje Lokalnej Komisji ds. Badan na Zwierzetach (numer: 405/2017). Zdaniem
recenzenta wskazane jest dolaczenie kopii zgody Komisji Bioetycznej do rozprawy.

Praca doktorska liczy 112 stron. Skiada si¢ z czgsci wstepnej omawiajgcej w ogdlnym
zarysie podstawowe zagadnienia zwigzane z przeprowadzonym projektem oraz z czgscl, w
ktérej zaprezentowane s trzy opublikowane prace stanowigce rozprawg doktorska, dwie
eksperymentalne i jedna przegladowa, w ktérych Doktorant jest pierwszym autorem. 'Y
pracach  eksperymentalnych Doktorant jest takze, (obok Promotora) autorem
korespondujacym:

1) Pawlik MJ, Obara-Michlewska M, Popek MP, Czarnecka AM, Czuczwar S, Luszcezki J,
Kolodziej M, Acewicz A, Wierzba-Bobrowicz T, Albrecht J. Pretreatment with a
glutamine synthetase inhibitor MSO delays the onset of initial seizures induced by
pilocarpine in juvenile rats. Brain Res. 2021 Feb 15:1753:147253. doi:
10.1016/j.brainres.2020.147253. Epub 2021 Jan 7. PMID: 33422530.

2) Pawlik MIJ, Aldana BI, Belfiori-Carrasco LF, Obara-Michlewska M, Popek MP,
Czarmnecka AM, Albrecht J. Inhibition of Glutamate Release, but Not of Glutamine
Recycling to Glutamate, Is Involved in Delaying the Onset of Initial Lithium-Pilocarpine-
Induced Seizures in Young Rats by a Non-Convulsive MSO Dose. Int J Mol Sci. 2021
Oct 15;22(20):11127. doi: 10.3390/jms222011127. PMID: 34681786; PMCID:
PMC8536987.

3) Pawlik MJ, Miziak B, Walczak A, Konarzewska A, Chroscinska-Krawczyk M, Albrecht
J, Czuczwar SJ. Selected Molecular Targets for Antiepileptogenesis. Int J Mol Sci. 2021
Sep 8;22(18):9737. doi: 10.3390/1jms22189737. PMID: 34575901; PMCID:
PMC8466306.

Nalezy zauwazy¢, Z2e prace stanowigce rozprawe doktorska s3 pracami
wieloautorskimi. Doktorant zalgczyt oéwiadczenia wspdlautoréw o stopniu zaangazowania W
prowadzonych doséwiadczeniach. Niemniej cze$¢ oswiadczen ma formg o$wiadczenia jedynie
Doktoranta. Moim zdaniem nalezy dolgezyé brakujace o$wiadczenia poszezeg6lnych autorow
w formie indywidualnej. Kwestia roli wszystkich czlonkéw zespotu badawczego W
przeprowadzonych badaniach 1 powstawaniu prac, nie moze budzi¢ jakichkolwiek
watpliwosci.

Jak juz wspomniano uklad pracy doktorskiej nie jest klasyczny. Rozprawa sktada si¢ z
nastepujacych czesci: wykaz skrotow, streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), wstep,
cele badaf (celu glownego i celow szczegétowych), materialy i metody, podsumowanie
najwazniejszych wynikéw i dyskusja, konkluzje, bibliografia (liczaca 96 pozycji), kopie
artykutéw wchodzacych w sklad rozprawy oraz kopie o$wiadczen wspoélautoréw publikacii.
Wstep zostat podzielony na 5 podrozdzialéw, w ktérych Doktorant oméwil podstawowe
zagadnienia dotyczace padaczki skroniowej, model zwierzecy wykorzystywany w badaniach,

2|Strona

Katedra i Zaklad Farmakologii Do$wiadczalnej i Klinicznej
ul. Banacha 1b; 02-097 Warszawa
tel, (+48) 22 116 6116, faks: (+48) 22 116 6202 /(

Zesaknowane w CamScanner



role kwasu glutaminowego w mechanizmie drgawek, budowe i mechanizm dziatania MSO a
takze mozliwoéci wykorzystania niektérych molekut jako biomarkeréw procesow zwigzanych
z epileptogenezg. Wstep jest napisany odpowiednio z odniesieniami do aktualnego
piémiennictwa. Niemniej, zdaniem recenzenta, Doktorant nie ustrzegl si¢ pewnych uchybien.
Fragment wstgpu dotyczacy padaczki skroniowej jest w niektorych aspektach
kontrowersyjny. Po pierwsze padaczka skroniowa nie jest specyficzng postacia padaczki
dotykajaca wylacznie dzieci i mlodziez. Konsensus kliniczny wskazuje raczej na brak jasnego
zwigzku z wiekiem czy plcia. Stwierdzenie, ze podlozem padaczki skroniowej sa drgawki w
dziecinstwie, ktére pozniej zanikajg jest réwniez kontrowersyjne. Faktycznie wykazano, ze
wystapienie stanu padaczkowego u dzieci w przebiegu drgawek gorgezkowych sprzyja
pojawieniu si¢ padaczki skroniowej jednak same drgawki gorgczkowe tzw. proste, czyli nie
przebiegajace z dodatkowymi objawami klinicznymi nie sg zwigzane z tym ryzykiem. Dalej
wskazanie, ze po wstepnych napadach drgawek (gorgczkowych?) nastgpuje faza ciszy ale z
postepujgcymi zmianami typu utrata neuronéw réwniez nie jest w petni zgodny z aktualng
wiedza. Nawet w publikacji, na ktorg si¢ powoluje Doktorant, autorka wskazuje, ze zmiany
neuropatologiczne takie jak rozplem gleju typu astroglioza i zanik neuronow wystgpuje u
okolo polowy 0séb z napadami skroniowymi. Ponadto nalezy tez dodac, ze wiekszos¢ oséb, u
ktorych wystepowaty drgawki gorgczkowe w dziecinstwie, nie ma napadéw w wieku
dorostym. Ryzyko rozwoju padaczki u oséb, ktére w dziecifistwie mialy pojedynczy napad
drgawek goraczkowych wynosi okoto 2-3%.

Ten fragment rozprawy z pewnoscig warto skorygowaé opierajac si¢ w wigkszym
stopniu na aktualnych danych klinicznych a moze nieco mniej na koncepcyjnych pracach
dotyczacych epileptogenezy lub analizie pacjentow, ktérzy sa kandydatami do leczenia
operacyjnego padaczki w wieku dorostym, poniewaz stanowig oni bardzo specyficzng
podgrupe pacjentow.

Nastepnie w czesci opisujacej model padaczki Li-Pilo, Doktorant omawia ogélnie jego
cechy (nieco zbyt lapidarnie). Wskazujgc rownoczesnie, ze wykorzystanie mlodych zwierzat
odzwierciedla najczestszy, miodzienczy wariant TLE. Wydaje si¢ jednak, ze aktualne dane
nie w pelni wspierajg to stwierdzenie. Tak jak wspomniano powyzej, padaczka skroniowa jest
podtypem padaczki wystgpujgcej u 0séb w réznym wieku, bez istotnej preferencji zakresu
wiekowego.

Podsumowujgc pomimo wspomnianych powyzej, niescislosci, wstep jest napisany
kompetentnie, z odwolywaniem si¢ do odpowicdnich pozycji piSmiennictwa. Zagadnienia
poruszone we wstepie uzasadniaja wybor tematu rozprawy a takze pozwalaja na nadanie
odpowiedniego kontekstu literaturowego prowadzonym eksperymentom.

Cel pracy jest ambitny, przedstawiony zrozumiale, nawiazujacy do aktualnych badan
w podejmowanym zakresie. Niemniej cele sformulowane w sekcji ,.cele” nie w pelni
korespondujg z celem badan opisanym w streszczeniach. Konieczne jest ujednolicenie
sformutowan w obu wskazanych czgéciach rozprawy.

Metodyka badan jest bardzo nowoczesna, a Doktorant porusza si¢ po niej sprawnie co
ma znaczenie zaréwno dla odpowiedniej realizacji celu pracy jak réwniez dla uzyskania

wiarygodnych wynikow. Wybor metod badawczych jest wlasciwy i nie budzi wigkszych
zastrzezen,

3|Strona
Katedra i Zaklad Farmakologii Do$wiadczalnej i Kliniczncj
ul. Banacha 1b; 02-097 Warszawa
tel. (+48) 22 116 6116, faks: (+48) 22 116 6202

Zesaknowane w CamScanner



Wyniki badan, opublikowane w pierwszej publikacji, wykazaly, ze zastosowanie MSO
powoduje zmniejszenie nasilenia drgawek wywolanych podawaniem pilokarpiny. Efekt ten
byt glownie widoczny na poziomie behawioralnym z towarzyszacym wplywem na latencjg
pojawienia si¢ zmian w zapisie EEG. Réwnoczesnie stwierdzono, ze efekty behawioralne nie
sa powigzane ze zmianami zewnatrzkomdrkowego poziomu kwasu glutaminowego.

Praca zwraca uwage swoim metodologicznym zawansowaniem, co nalezy
potraktowaé z duzym uznaniem. Wickszo$¢ technik uzytych w pracy jest trudna a ich
opanowanie bardzo dobrze $wiadczy o warsztacie naukowym Doktoranta. Lektura publikacji
nasunela mi jednak kilka watpliwosci. Po pierwsze zwraca uwage, ze zwierzgta poddane
dzialaniu pilokarpiny zaprezentowaly drgawki o $rednim nasileniu w skali Racine’a z
mediang okolo 3 co wskazuje, ze wigkszo$é zwierzgt nie miala napadéw toniczno —
klonicznych. Czy nalezy rozumieé, ze inne analizy np. biochemiczna byly wykonane igcznie
dla calej grupy zwierzat otrzymujgcych pilokarping, niezaleznie od nasilenia napadéw?
Populacja zwierzat z napadami 4-5 stopnia jest jakosciowo rézna od zwierzat z napadami w
stopniu 2 czy 3. Wydaje sig istotne zaprezentowaé wyniki dla poszczegélnych niezaleznie dla
zwierzat z réznym nasileniem drgawek. Kolejna kwestia dotyczy wybranej dawki MSO.
Wyniki badania wskazujg, ze MSO nie obnizalo poziomu kwasu glutaminowego a co wigcej
jego poziom, cho¢ nieistotnie, byl podwyzszony w relacji do kontroli. Co bylo podstawa
wyboru tej specyficznej dawki? Czy podjeto proby dokonania analizy dawkozaleznosci efektu
MSO? By¢ moze wyzsza dawka mialaby bardziej klarowny wplyw na nasilenie drgawek?
Zwraca réwniez uwage wplyw samego MSO na zapis EMG. Czy wobec tej obserwacji, ocena
behawioralna drgawek nie byla zaburzana przez miorelaksacyjny efekt MSO? Doktorant
dokonal réwniez analizy szybko$ci pojawiania si¢ objawoéw behawioralnych drgawek na
zwierz¢ta 0 wezesnym, posrednim i péZnym pojawieniu sig drgawek. Nie jest jednak jasne w
jaki sposab ustalono poszczegélne przedzialy czasowe.

Druga publikacja poddaje analizie mechanizm dzialania MSO w modelu
pilokarpinowym. Przeprowadzone przez Doktoranta eksperymenty wykazaly, ze w przypadku
MSO stosowanym w niskiej dawce, jego mechanizm dzialania opiera si¢ gléwnie na
hamowaniu synaptycznego uwalniania kwasu glutaminowego. Réwniez w przypadku drugiej
publikacji zwracajg uwage zastosowane metody badawcze, bardzo dobrze $wiadczace o
warsztacie naukowym Doktoranta. Pewne watpliwosci budzg natomiast, wyniki behawioralne
zaprezentowane w pracy. Na rysunku numer 1 w publikacji zaprezentowano dane wskazujgce
na przeciwdrgawkowy wplyw MSO. Wykazano, ze $rednie nasilenie drgawek jest mniejsze w
grupie otrzymujgcej MSO. Jednak dokladniejsza analiza obu podgrup zwierzat (ocenianych
do 15 1 60 minut od podania pilokarpiny, rysunek 1 G) wskazuje, ze efekt jest bardzo slaby.
Poréwnanie obu podgrup MSO-Pilo (long i short period) w 15 minucie wskazuje, ze maja one
zdecydowanie odmienny obraz, chociaz powinny byé zblizone. Co wigcej analiza grup Pilo vs
MSO-Pilo w 60 minucie wskazuje na wigkszg liczbg zwierzat z uogdélnionymi drgawkami,
odpowiednio 3 i 5, a nasilenie drgawek w podgrupie otrzymujacej MSO wydaje si¢ byé
wigksze. Co moglo, zdaniem Doktoranta przyczyng takiego obrazu?

Ostatnia praca przedstawiona w ramach rozprawy jest to publikacja przegladowa
dotyczacego potencjalnych punktéw uchwytu dla interwencji hamujgcych epileptogeneze,
ktéra w szeroki spos6b omawia znaczenie wielu molekularnych punktéw uchwytu dla
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interwencji blokujgcych postgp epileptogenezy. Pracg Doktorant uzupelnit o wyniki wtasne
dotyczace analizy mRNA genu natychmiastowej odpowiedzi c-Fos. Wykazano, ze drgawki sa
zwigzane z silng ekspresjg c-Fos jednak nie wykazano korelacji pomigdzy ekspresjg c-Fos
mRNA a nasileniem drgawek. Autor wskazuje na c-Fos mRNA jako potencjalny punkt
uchwytu dla dziatan hamujacych epileptogeneze. Postawiona teza jest zdaniem recenzenta
zbyt daleko idaca. Czy mozna oczekiwac, ze ekspresja c-Fos bgdzie markerem epileptogenezy
w kontekscie bardzo szerokiej grupy bodzcow aktywujacych c-Fos? W jaki sposéb mozna
odréznié¢ aktywacje wynikajgcg z toczacych si¢ procesow epileptogenezy od wywolanej
bélem lub stresem. Co wigcej pomiar moglby byé uzyteczny w przypadku pomiaru c-fos we
krwi, czy w takim przypadku moglibysmy mie¢ pewno$é ze obwodowo oceniany c-Fos jest
pochodzenia o$rodkowego?

W podsumowaniu cyklu prac Doktorant stawia tez¢ ze MSO moze stanowi¢ nowy lek
przeciwpadaczkowy w szczeg6lnosci w polgczeniu z aktualnie stosowanymi srodkami. Czy
istnieja jakie$ dane wskazujace na takg mozliwo$¢? Zdaniem recenzenta potencjat MSO w
tym zakresie jest raczej skromny biorgc pod uwage jego stosunkowo niewielki wplyw na
ekspresj¢ drgawek i zapis EEG. Podobnie postulowane zastosowanie c-Fos jako markera
biochemicznego epileptogenezy jest watpliwe. Zabrakto takze nakreslenia planu dalszych
badan dotyczacych MSO o ile Doktorant planuje kontynuowanie tego tematu w przysztosci.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze uchybienia w pracy nie umniejszajg jej wartosci.
Szczegolng uwage zwraca bardzo bogaty warsztat metodologiczny Doktoranta co wskazuje
na duze umiej¢tnosci i doswiadczenie w prowadzeniu pracy badawczej co bardzo dobrze
rokuje na przyszlos¢. Stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Marka Pawlika prezentuje
wysoki poziom naukowy i odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pézniejszymi zmianami). W zwiazku z tym wnosze
do Wysokiej Rady Instytutu Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej im. M. Mossakowskiego
PAN w Warszawie wniosek o dopuszczenic mgr inz. Marka Pawlika do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. med. Janusz Szyndler
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