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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra inz. Marka Pawlika pod tytutem
Methionine sulfoximine as a modulator of initial seizures in the lithium-pilocarpine model
in juvenile rats.
(Metionino-sulfoksymina jako modulator inicjacji napadéw padaczkowych u miodych szczurow
w modelu litowo-pilokarpinowym)

Rozprawa zostata przygotowana po opieka naukowa prof. dra hab. Jana Albrechta, promotora,
oraz dr Marty Obara-Michlewskiej, promotora pomocniczego, w Zaktadzie Neurotoksykologii
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma 112 stron i zawiera cze$¢ wprowadzajaca oraz trzy
tematycznie spojne artykuty naukowe. Dwa z nich przedstawiaja wyniki badan doswiadczalnych, a
jeden ma charakter przegladowy, ale dodatkowo prezentuje rezultaty badan wczesniej nie
publikowane. Artykuly te, ukazaly si¢ drukiem w roku 2021, w czasopismach z listy filadelfijskiej.
Ich taczny Impact Factor wynosi 15,846, a wigc jest bardzo wysoki. Poniewaz sa to prace
wieloautorskie, do rozprawy zostaly dotaczone pisemne o$wiadczenia wspotautorow. Wynika z
nich, ze Pan Marek Pawlik uczestniczyl aktywnie w planowaniu badan, wykonywat zabiegi na
zwierzgtach, badania ex vivo, badania biochemiczne oraz statystyczng analize wynikow. Brat tez
czynny udzial w przygotowaniu manuskryptow i korespondowal z redakcjami czasopism. Jest
pierwszym autorem kazdej z tych prac, a w przypadku dwoch — autorem korespondujacym.
Swiadezy to o wysokim poziomie zaangazowania w prace naukowa, nie tylko w zakresie jej
wykonania, ale réwniez interpretacji otrzymanych wynikéw i zdolnosci do obrony wiasnych
argumentow. Udzial dwoch wspétautorow, pracownikéw zagranicznych placowek badawczych,
zostal sprecyzowany i podpisany przez samego Doktoranta. Rozumiem, ze zajmowali sie oni
zastosowaniem jednej z wielu wyspecjalizowanych technik pomiarowych na materiale uzyskanym

przez Doktoranta.



Czes¢ wprowadzajgca rozprawy, napisana w jezyku angielskim, obejmuje 35 stron wraz ze
szczegOtowymi _gpisami tresci i uzytych skrotow oraz streszczeniami w jezyku angielskim i
polskim.

Poniewaz aktywnos¢ epileptyczna mozgu wiaze si¢ ze wzrostem poziomu glutaminianu,
nalezalo sprobowa¢ zmniejszy¢ efektywno$¢ dziatania mechanizmu, ktéry ten neurotransmiter
produkuje. Koncepcja ta moze mie¢ znaczenie dla rozwoju metod leczenia epilepsji, a wiec
inspirowata badania, w ktérych Doktorant uczestniczyl. W tym celu, za pomoca metionino-
sulfoksyminy (MSO), blokowano aktywno$¢ syntetazy glutaminy i badano jak zmienia sie
podatnos¢ mozgu na drgawki w modelu litowo-pilokarpinowym. W czesci wstepnej rozprawy
znajduje si¢ precyzyjne wyszczegolnienie najwazniejszych wynikéw tych badan, ktére sa nowoscia
dla biezacego stanu wiedzy o mechanizmach genezy epilepsjii. Wydaje sie, ze wyniki te mozna
podsumowa¢ tak: Zahamowanie aktywnosci syntetazy glutaminy, a wiec cyklu przemian
glutamina-glutaminian (GGC), prowadzi do opoOznienia wystapienia pierwszych uogélnionych
drgawek w modelu litowo-pilokarpinowym, jednak nie poprzez wplyw na prekursory w cyklu
produkeji glutaminy, ale raczej na nieznane procesy uwalniania glutaminianu. Dodatkowo wykryto,
ze im wigksze jest opOznienie wystapienia pierwszych uogoélnionych drgawek, tym nizsza jest
ekspresja c-Fos mRNA.

Wstepna czg$¢ rozprawy zawiera krotka charakterystyke padaczki skroniowej i jej litowo-
pilokarpinowego modelu oraz roli glutaminianu i cyklu jego produkcji w napadowej pobudliwosci
mozgu. Opisane jest potencjalne znaczenie MSO jako inhibitora syntetazy glutaminy. Dalej, wérod
biomarkeréw epileptogenezy, jest wymieniony protoonkogen c-Fos, jako marker wczesnej
aktywnosci drgawkowej. Po skroconym opisie technik badawczych nastepuje rozszerzone
streszczenie 1 zarazem skondensowana dyskusja wynikow. Pie¢ konkluzji poprzedza prezentacje

trzech opublikowanych artykutow.

Artykut 1. Pawlik M, Obara-Michlewska M, Popek M, Czarnecka AM, Czuczwar SJ, Luszczki J,
Kolodziej M, Acewicz A, Wierzba-Bobrowicz T, Albrecht J. 2021. Pretreatment with a glutamine
synthetase inhibitor MSO delays the onset of initial seizures induced by pilocarpine in juvenile rats.
Brain Research, 1753:147253. doi: 10.1016/j brainres.2020.14725.

Ten artykut przedstawia wyniki badan ptywu MSO, na przebieg napadow drgawkowych
wywolanych pilokarping skojarzona z litem. MSO jest specyficznym inhibitorem syntetazy
glutaminy, hamuje cykl przemiany glutaminy w glutaminian, dlatego badane byly zmiany poziomu
ekspresji GS, jej aktywnosci oraz pozakomorkowej koncentracji glutaminianu. Wyniki tych badan
stanowia tto dla wynikow przedstawionych w artykutach nastepnych. Zalozono, ze podanie MSO

obnizy natgzenie symptomow drgawkowych behawioralnych i w obrazie EMG oraz zmniejszy moc
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sygnatu EEG. Zjawiska te rejestrowano w ciggu godziny po wywotaniu drgawek pilokarpina, ktére
poprzedzato pod_gnie MSO.

Okazalo si¢, ze nastapito statystycznie istotne opoznienie pierwszych uogolnionych drgawek.
Gdy osiagnely maksymalne natezenie, pojawilo sie 45-minutowe plateau, na catym przebiegu
nizsze u zwierzat traktowanych MSO i ze statystyczna istotnoscia réznic w trzech punktach.
Wydaje si¢, ze gdyby zsumowano wszystkie oceny tylko z tego okresu, to efekt obnizenia bylby
wyrazniejszy. W konsekwencji podania MSO, znacznie zmalata liczba zwierzat wykazujacych
wezesne, uogolnione drgawki na korzy$¢ pozniejszych lub ich braku. Nie bylo przypadku
Smiertelnego, gdyz w tym modelu $miertelnoé¢ u zwierzat mtodych jest znacznie obnizona, a
wiasnie one stanowity uzyty tutaj model mtodocianych przypadkow padaczki skroniowe;.

Wbrew oczekiwaniom, w nastepstwie uzycia MSO, moc sygnatu EEG z kory moézgowej,
wykazala jedynie statycznie nieistotng tendencje do obnizenia, ale istotne opdznienie jej wzrostu
bylo zbiezne z pojawieniem sie, takze opdznionego, pierwszego uogodlnionego zachowania
drgawkowego. Oba te zjawiska byly ze soba istotnie skorelowane.

Zmiang catkowitej mocy sygnatu EEG i jego poszczegolnych pasm, po wywolaniu drgawek,
wyrazano _ wzgledem poziomu sprzed podania MSO i pilokarpiny. Moc kazdego pasma zmieniala
sig, tak jak caly sygnal wigc wykrycie ewentualnych réznic pomiedzy bylto trudniejsze. Gdyby
jednak wzgledna moc kazdego z pasm wyrazono jako jego udzial w catkowite] mocy sygnatu,
zmiany profilu rozktadu mocy w catosciowym spektrum EEG moglyby by¢ bardziej subtelna
charakterystyka funkcjonalng mozgu. Na przyklad zmiana tak zdefiniowanej wzglednej mocy
pasma theta, chociaz rejestrowana z powierzchni kory mozgowej, mogtaby posrednio informowaé o
aktywnosci formacji hipokampa. Warto takze zastanowi¢ si¢ nad czestotliwosciami przypisanymi
poszczegdlnym pasmom EEG, gdyz u gryzoni nie musza sie¢ one pokrywaé ze standardami
klinicznymi.

Elektrody do rejestracji EEG implantowano zwierzetom w wieku 19 dni. Wywotaly one
niewielkie uszkodzenia kory mozgowej. Znaczenie mogt tu mieé wzrost czaszki i mozgu w ciagu
nastepnych pieciu dni przed wykonaniem EEG. Potrzeba unikniecia tych zmian wydaje sie
usprawiedliwia¢ znaczne skrocenie okresu rekonwalescencji, ktory standardowo trwa okoto dwéch
tygodni.

W zwiazku z zaobserwowanymi relacjami, skupiono sie na mechanizmach ich powstawania.
Wykryto, ze podanie MSO obnizyto aktywno$¢ GS, ale nie obnizylo jej ekspresji w formacji
hipokampa. W okresie 150 minut od podania MSO nie bylo istotnych zmian, ale w ciggu
nastepnych 15 minut aktywnos¢ GS ulegta obnizeniu o okoto 50%, a po 60 minutach o prawie 84%.
Zrozumienie tych zaleznosci czasowych nie bylo latwe. Brakowato mi graficznego schematu

eksperymentu, ktéry naszkicowatem na wlasny uzytek i mam nadzieje, ze bez istotnych bledow. W
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dodatku w tekscie rozprawy okresy czasu sa podane w minutach po podaniu MSO, a na rycinie 1
oznaczone s3 sygbolami uptywu czasu po podaniu pilokarpiny. Nie wiadomo doktadnie ktorych
grup dotyczg zamieszczone tu symbole istotnosci statystycznej. Zwraca uwage znaczne
zréznicowanie liczebnosci grup — od 3 do 23 zwierzat, ktére musiato mie¢ wplyw na wyniki analizy
statystycznej.

W tym artykule przyjmuje si¢, ze wywolanie opoznienia napadow i tendencja do ich
ztagodzenia majg znaczenie neuroprotekcyjne. Nie jest to pewne, gdyz drgawki moglyby zwiekszy¢
swoje natgzenie po uplywie jednej godziny, a wtedy nastepcza neurodegeneracja moglaby byé
nawet wigksza. Badania histologiczne zmian reaktywnych bylyby tu pomocne. Tak wiec samo
opoznienie drgawek nie musi oznacza¢ ztagodzenia sumarycznych efektow dziatania pilokarpiny w
tym poziomu nastepczej neurodegeneracii.

Badania pozakomorkowego stezenia glutaminianu, w okresie od 30 minut przed do 60 minut
po podaniu pilokarpiny, nie wykazaly istotnego wplywu MSO, ale latencjia jego wzrostu byla

zbiezna z zachowaniem drgawkowym i danymi z EEG i EMG.

Artykul 2. Pawlik M, Aldana BI, Belfiori-Carrasco LF, Obara-Michlewska M, Popek M,
Czarnecka AM, Albrecht J. 2021. 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. International Journal of Molecular Sciences.
22(20):11127. doi: 10.3390/ijms222011127.

Tutaj znajduja si¢ wyniki badan iz vivo wptywu MSO na proces konwersji glutaminy w
glutaminian podczas napadow drgawkowych, w tym samym modelu litowo-pilokarpinowym.
Uzywajac chromatografii gazowej i spektrometrii masowej nie wykryto istotnego wptywu MSO.

Wykonano dodatkowe badania ex vivo, na skrawkach z mozgéw zwierzat, ktorym podano
MSO. ,Napady” wywolywano przez podniesienie poziomu potasu i rejestrowano zmiany
wychwytu i wyrzutu znakowanego trytem D-asparaginianu, niemetabolizowanego odpowiednika
glutaminianu. Wykryto statystycznie istotne ostabienie wyrzutu asparaginianu bez istotnej zmiany
jego wychwytu.

Lacznie, wyniki te byly podstawa konkluzji, ze nieznany mechanizm opéznienia i ostabienia
napadow drgawkowych po podaniu MSO w eksperymencie opisanym w Artykule 1, nie jest

zwigzany ze zmniejszeniem syntezy glutaminy, a raczej z uwalnianiem glutaminianu z synaps.

Artykul 3. Pawlik M, Miziak B, Walczak A, Konarzewska A, Chroscinska-Krawczyk M, Albrecht
J, Czuczwar SJ. 2021. Selected molecular targets for anti-epileptogenesis. International Journal of
Molecular Sciences. 22:9737. doi: 10.3390/ijms22189737.



Autorzy tego artykutu zwracaja uwage na zjawisko krotkotrwatego wzrostu zawartosci c-
Fos mRNA i baialka c-Fos w stymulowanych komorkach nerwowych, a takze po napadach
drgawkowych. Donosza, ze wykryli silng negatywna korelacje pomiedzy czasem wystapienia
pierwszych behawioralnych, uogolnionych oznak drgawek po podaniu pilokarpiny a ekspresja c-
Fos mRNA. Brak bylo istotnej korelacji ze zmianami natezenia drgawek. Ten fragment przegladu
sprawia wrazenie, ze s3 to wyniki opisane w cytowanym Artykule 1, jednak pojawia sie tam
odsylacz do ryciny 1. W opisie tej ryciny znajduje si¢ jedyna skrocona informacja o stosowanej
metodyce, bo w publikacji przegladowej nie ma rozdzialu o metodach. Informacje o zezwoleniu
komisji etycznej na te badania zawiera Institutional Review Board Statement. To dosé
niestandardowy opis badan. Szczegdtowej informacji o tej metodyce, whasciwej publikacjom
naukowo-badawczym, nie ma tez w czesci wstepnej Rozprawy. Czytelnik Artykutu 3 moze mieé
wrazenie, Ze rycina 1 pochodzi z cytowanego Artykutu 1, ktéry jednak nie wspomina o c-Fos.

Artykut 3 jest rozwinigtym, szczegotowym przegladem mechanizmow molekularnych, ktére
moglyby by¢ uwzglednione w farmakologicznej strategii zapobiegania epileptogenezie, a
rozwazania na temat c-Fos stanowia tylko jego ostatni, dwustronicowy fragment. Jest tam
konkluzja: ,,im dluzej zwierz¢ pozostaje odporne na dzialanie bodzca wywolujgeego drgawki, tym
mniejsza bedzie reakcja c-Fos. Innymi stowy, im dhuzej zwierze doswiadcza drgawek, tym wyzsza
Jest ekspresja c-Fos.” (Artykut 3, strona 9, koniec paragr. 2). Zdania te nie s3 jednak rownowazne,
gdyz wykryto tylko istotng ujemna korelacje z latencja pierwszych uogolnionych objawéw
drgawkowych.

Uzywane sg tutaj zamiennie symbole c-Fos mRNA i c-Fos, bez wskazania relacji pomiedzy
procesami. Dlatego nie jest catkowicie pewne co zostalo uznane za marker epileptogenezy. Badajac
te zaleznosc¢, trzeba pamietac o tym, ze chodzi tu o dtugotrwate efekty bardzo krétkiego (okoto 15-
30 minut) reaktywnego podwyzszenia ekspresji c-Fos mRNA, a moze znacznie dluzszego wzrostu
(kilka godzin) ekspresji biatka c-Fos, ale ta ostatnia nie byla badana, na przykiad
immunohistochemicznie lub technika Western Blot, mozliwa do wykonania na tym samym
materiale.

Zostal wyrazony wniosek, ze uzyskane wyniki mocno przemawiaja za statusem c-Fos, jako
markera czasu trwania wczesnych drgawek ,.early seizure duration-related marker”, podczas gdy
rzeczywifcie ustalono, ze byl on ujemnie skorelowany z opoznieniem pojawienia sie pierwszych
uogélnionych drgawek, bo petny czas trwania drgawek, w ogéle nie mogt byé badany, jako zalezny
od ich opoznienia. Opdznienie pierwszych drgawek powodowato bowiem skrocenie czasu, w
ktorym te drgawki mogly by¢ obserwowane przed zakoficzeniem eksperymentu, a wiec
automatyczne obnizenie ich oceny sumarycznej. Mozna wigc byto spodziewaé sie odwrotnej, a

wiec dodatniej korelacji sumarycznej oceny z poziomem ekspresji c-Fos mRNA, ktéra nie byla
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efektem dziatania MSO. Taka tendencja wystgpita, jednak byla nieistotna, by¢ moze z braku
uwzglednienia dggawek w ich pelnym wymiarze.

Tu zaznacza si¢ nastgpny problem. Jak wiadomo, wzrost ekspresji c-Fos mRNA zachodzi
niezaleznie od natury zrédta aktywacji, ktéra moze byé catkiem fizjologiczna, bez jakiejkolwiek
dezintegracji zaangazowanego systemu neuronalnego. Czy zatem w takich normalnych warunkach
mozna réwniez rozwaza¢ c-Fos jako marker epileptogenezy?

W czesci wstepnej Rozprawy znajduje si¢ sformufowanie (strona 28): | powyzsze obserwacje
pozostawiajgq otwarlg kwestig czy c-I'os powinien byc rozwazany tylko jako wezesny, biochemiczny
marker epileptogenezy, czy takze odgrywa on przyczynowg role w ochronie przed napadami” .
Abstrakt Artykulu 3 nazywa c-Fos .marker wczesnej epileptogenezy”, a na stronie 9 jest to
~wezesny, odnoszqcey si¢ do czasu trwania napadow, marker epileptogenezy”, a po nim jest
stwierdzenie, ze ,,jego aktywacja w poczqtkowych stadiach epileptogenezy moze by¢ rozwazana,
Jako reakcja neuroprotekcyjna”. Symbole c-Fos mRNA i c-Fos stosowane s3 zamiennie. Nie
wiadomo co znacza okreslenia drgawki , poczatkowe”,  wczesne” lub wczesna epileptogeneza” w
odniesieniu do pierwszych drgawek uogoélnionych (4-5 w skali Racine’a), ktorych czas wystapienia
byl mierzony, a ktore nie zawsze byly pierwszymi efektami dziatania pilokarpiny.

Koniecznie trzeba wspomnie¢ o konkluzji IV umieszczonej na koncu czesci wprowadzajacej
(str. 31). MOwi ona, ze poziom ekspresji ¢c-Fos mRNA jest mocno negatywnie skorelowany z
latencja uogdlnionych drgawek oraz ze MSO wykazuje tendencje do zmniejszania reakcji c-Fos na
aktywno$¢ drgawkowa. Jesli jednak MSO wywotalo wzrost latencji drgawek, to pozZniejsze,
sumaryczne pobudzenie mozgu w zakresie godziny musiato by¢ mniejsze. Nic wigc dziwnego, ze
takze c-Fos mRNA byto mniej. Wydaje sie, ze jest tutaj daleko do zwiazku przyczynowego miedzy
obecnoscig MSO a zmniejszeniem ekspresji c-Fos mRNA.

W calej rozprawie, a wigc takze w Artykule 3, brak wyraznej informacji o relacji czasowej
pomiedzy przebiegiem drgawek czy ich natezeniem a analiza PCR. Jest tylko minimalna, niejasna
wzmianka w opisie ryciny 1. Ma to podstawowe znaczenie dla interpretacji wynikow.

Jesli badano skorelowanie wzrostu ekspresji ¢-Fos mRNA z zachowaniem drgawkowym, to
pewnie mozna je bylo takze odnies¢ do pozostatych, uprzednio zbadanych zjawisk istotnie
skorelowanych z zachowaniem. Analiza statystyczna mozna wykry¢ lub zaprzeczy¢ istnieniu
innych istotnych zaleznosci, zwlaszcza pomiedzy stopniem ekspresji c-Fos a wzgledna moca
sygnatu EEG czy jego poszczegolnych pasm. Oczywiscie warunkiem, ze dane pochodzity od tych
samych zwierzat. Czy zrobiono cos takiego? Bylaby to podstawa osobnej, waznej publikacii.
Zamiast tego, wyniki badan reaktywnej ekspresji c-Fos mRNA, staty sie tylko dodatkiem do duzego
przegladu, umieszczonym na samym jego koncu, w ktérym, w konkluzji poswiecono mu tylko

ostatnie zdanie.



Histologiczna ocena poziomu neurodegeneracji, a zarazem ewentualnej neuroprotekcji
bytaby cenna, ale*bardzo ograniczona po jednogodzinnym czasie trwania eksperymentu. Nalezy tez
zapyta¢ czy termin ,hipokamp” oznacza w tej rozprawie calg formacje hipokampa, czy tylko
hipokamp wiasciwy, inaczej rog Amona. Cze$ci formacji hipokampa maja rézny udziat w

aktywnosci drgawkowej mozgu i roznie na nig reaguja.

Rozprawa doktorska mgr inz. Marka Pawlika dotyczy problematyki ogromnie waznej dla
rozwoju metod leczenia epilepsji. Zostala przygotowana starannie, bez powazniejszych uchybien
edytorskich, a recenzowany cykl trzech artykutow zostal wielokrotnie poddany ocenie i przyjety
przez kompetentnych recenzentow wydawniczych. Wstepna cze$¢ pracy jest napisana w sposob
zwigzly, ze znajomoscia przedstawianego tematu. Rowniez uzyta w pracy literatura jest obszerna i
zacytowana w sposob poprawny. Dyskusja obejmujaca zaréwno wnioski z literatury przedmiotu,
jak i wyniki badan wiasnych Doktoranta, jest napisana w sposob zajmujacy.

Wartos¢ pracy naukowo-badawczej nie zalezy jednak wylacznie od uzyskania
jednoznacznych wynikow, mozliwa jest takze rozna ich interpretacja, nawet kontrowersyjna. Wie o
tym kazdy, kto wiele lat poswiecit pracy badawczej. Znaczenie krytyczne dla rozwoju nauki ma
czgsto samo podjecie dziatan poznawczych w nowych kierunkach i dokltadniejsze poznanie
dotychczas nieznanych problemow praktycznych i teoretycznych. Teza ta jest o tyle wazniejsza i o
tyle bardziej przekonywajaca, o ile badania prowadzone w zakresie rozprawy doktorskiej sa czesto
poczatkiem dziatalnosci, ktora w przysztosci wypelni zycie mtodego naukowca.

Przedstawiona do oceny rozprawa $wiadczy jednoznacznie o tym, ze wyniki stanowigce jej
podstawe zostaly uzyskane bardzo duzym nakladem pracy. Doktorant dolozyt starafn, aby w
zakresie stosowanych technik stworzy¢ wieloczynnikowy model przyczynowo-skutkowy. Wykazat
samodzielnos¢ w rozwigzywaniu problemow badawczych i potrzebna do tego wiedze, jak i
przygotowanie praktyczne. Tym samym uczynil zado$¢ kryteriom 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 65/2003, poz. 595, z pdzn. zm.). Dlatego z przyjemnoscia przedktadam Radzie
Naukowej Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, im. Profesora Mirostawa
Mossakowskiego wniosek o dopuszczenie Pana mgra inz. Marka Pawlika do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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