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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Aliny Zawislak ,,Neuronalne czynniki regulujace

glikolize w astrocytach”.

Rozprawa doktorska mgr inz. Aliny Zawislak ,,Neuronalne czynniki regulujace
glikolize w astrocytach” jest monografia przedstawiajgcg niezwykle interesujace
badania enzyméw glikolitycznych w komérkach nerwowowych i astrocytch. Okazuje
sie, ze neurony majg duzy wplyw na regulacje¢ tego szlaku w astrocytach. W pracy
pokazano, ze w odpowiednich mediach hodowlanych, znaczaco zwigksza si¢ ekspresja
wybranych enzyméw w astrocytach. Wyniki sugerujg, ze neurony wydzielaja do
srodowiska zewnatrzkomorkowego substancje, ktdre sg potrzebne astrocytom w
regulacji proceséw metabolicznych. Praca przygotowana w pod kierunkiem prof. dr
hab. Dariusza Rakusa, jest napisana zwi¢zle (88 stron), ale przejrzyscie i niezwykle
starannie, co $wiadczy o znawstwie badanych obiektow, probleméw metodycznych,
profesjonalnej realizacji eksperymentow, a takze krytycznej analizie wynikoéw i tekstu
pracy.

Rozprawa sktada sie z czterech gléwnych rozdziatow (Wstep, Materialy i
Metody, Wyniki, Dyskusja). Znaczng cz¢$¢ wynikéw opublikowano, w prestizowym
Oncotarget (IF 5.168), w publikacji, w ktorej Doktorantka jest pierwsza autorka. W
notce o udziale poszczeg6lnych autoréw (lacznie czterech) mozna przeczytaé, ze p.
Zawislak przeprowadzila prawie wszystkie eksperymenty (wyjatek stanowia pomiary
MS) i wspotuczestniczyla w przygotowaniu manuskryptu. W zwiazku z powyzszym,
zwalnia mnie z bardzo szczegélowej oceny wynikéw w odniesieniu roli transtyretyny
w regulacji glikolizy w astrocytach.

Cel pracy zostal jasno sformutowany i skupia si¢ na poznaniu mechanizméw
neuronalnej regulacji glikolizy w astrocytach, w tym identyfikacj¢ czasteczek lub
jonéw wydzielanych przez neurony podczas transmisji bazalnej oraz ich wptywu na

ekspresje enzymow glikolizy w astrocytach.
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W do$é¢ dhugim, jak na objeto$¢ pracy, Wstepie na 26-ciu stronach Autorka

jasno, w zakresie nawigzujacym do dalszej tresci, przedstawila podstawowe
informacje dotyczace budowy, funkcjonowania uktadu nerwowego i przekazywania
sygnahu nerwowego. W szczegodlnosci opisata morfologie i fizjologie astrogleju, rolg
astrocytéw w biologii uktadu nerwowego, kontrolg przeptywu krwi przez astroglej,
utrzymania réwnowagi wodno-elektrolitowej tkanki nerwowej. Na kolejnych stronach
opisala metabolizm energetyczny mozgu, skupiajac si¢ na szlakach metabolizmu
glukozy. W tym kontekscie doktorantka zwrdcita uwage na zwigzek migdzy
aktywnoscia synaptyczna, przeplywem krwi i metabolizmem osrodkowego uktadu
nerwowego, w tym na czolenko astrocytarno-neuronalne bedace bezposrednim
przedmiotem eksperymentow i rol¢ glutaminianu stymulacji glikolizy w astrocytach.
Co interesujace, Autorka zwrocila uwagg na roéznice pogladéow dotyczacych
molekularnych podstaw regulacji krzyzowej migdzy astrocytami i neuronami w
odniesieniu do metabolizmu energetycznego. Proba rozstrzygnigcia czy dochodzi do
kontaktu komorka-komoérka w $ciezce sygnatowej Notch i w konsekwencji ekspresji
odpowiednich genéw w astrocytach czy raczej stymulacja ekspresji genow kodujgcych
enzymy glikolizy poprzez niezidentyfikowane czynniki regulatorowe byla
przedmiotem recenzowanej pracy. W zwigzku z powyzszym Doktorantka opisata
wybrane czynniki sygnatowe regulujace metabolizm energetyczny tkanki nerwowej tj.
insuline i insulinopodobne czynniki wzrostu, a w kolejnych podrozdziatach, logicznie,
odpowiednie $ciezki sygnalowe. Bardzo dobrym pomystem bylo zamykanie
poszczegdlnych fragmentéw odniesieniami do whasnych wynikéw jak np. w opisie roli
kinaz AKT, PI3K, MAPK, FAK czy GSK-3, m.in. Autorka zwraca uwagg¢ na
kontrowersje literaturowe odnoszace si¢ do udzialu kinaz mTOR i p38 MAPK w
regulacji metabolizmu energetycznego tkanki nerwowej na etapie glikolizy,
sygnalizujac, ze wyniki pracy nie potwierdzaja dotychczas przyjetych pogladéw. Z
kolei w odniesieniu do kinazy FAK pisze o jej stabo poznanej roli w funkcjonowaniu
astrogleju, w szczegdlnosci w metabolizmie tkanki nerwowej. Watpliwosci dotycza
funkcji FAK w tkance nerwowej. Dotychczas uwazano, Ze nieaktywna kinaza lub jej
brak podwyzszaja wchtanianie glukozy, w odréznieniu do migsni, w ktorych dochodzi

do stymulacji poboru glukozy wobec aktywacji FAK. Doktorantka podkresla, ze nie
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zgadza sie z ostatnim stwierdzeniem i sygnalizuje swoje wyniki pokazujace

stymulujgcy wptyw FAK na metabolizm glukozy w tkance nerwowej. W ostatnich
podrozdziatach Wstepu opisano interakcje migdzy réznymi szlakami sygnalizacji
komoérkowej, role cAMP i biatka CREB w regulacji metabolizmu i wreszcie
transtyretyne i jej nietypowa role w aktywacji czynnika transkrypcji NF-kB i receptora
IGF-1R. Ponownie Doktorantka przeczy dotychczas przyjetym pogladom o
synergistycznym dziataniu IGF-1 i TTR w odniesieniu do metabolizmu
energetycznego tkanki nerwowe;.

Jako recenzent niezwykle ceni¢ zawarto$¢ merytoryczng Wstgpu i bardzo
staranng korekte jezykows, a pare drobnych uwag przekazuje¢ z obowiazku. Znalaztem
raptem kilka ,,literowek™ i dyskusyjnych niezrgcznosci jezykowych, jednak przyznaje,
czesto uzywanych jak ,kompartmentacja metabolizmu” czy ,konserwatywny
ewolucyjnie” (raczej zachowany w ewolucji, konserwowany). Aktywacja PKA
zachodzi po przylaczeniu 4 czasteczek cCAMP, a nie 2 (str. 33).

Na kolejnych 13 stronach (5 - Materialty + 8 - Metody) zostaty opisane
uzywane materiaty i techniki badawcze wykorzystane w pracy. Nie mam zastrzezen,
do dobrze merytorycznie napisanych rozdzialéw, a jedynie kilka uwag ,natury
technicznej”. Jednoczesnie doceniam ogrom pracy wlozonej w opanowanie technik i
prowadzenie eksperymentéw z zakresu biochemii i biologii molekularnej od izolacji
hodowli komérkowych, przez prace z komoérkami i biatkami, az po statystyczna
ocene wynikéw. Wsrod drobnych uwag wymienitbym ponizsze. Na str. 46 pojawia
sie informacja o ,,ultrawirowaniu” w kolumienkach filtracyjnych — powinno by¢
,,wirowanie”, ,,suplementowanie” (kilka razy), ,,worteksowanie” (str. 49) , ,,medium
sprecypitowane” (str. 50) i kilka literowek (do wgladu w egzemplarzu recenzenta).
Na str. 47 pojawia si¢ informacja o pomiarach stezenia ATP ,,..w RT”. Okazuje si¢,
7e chodzi o temperature pokojowa. Naduzywanie skrétow utrudnia czytanie.
Stosowany bufor opisano w rozdziale 3.1.7, a nie 3.1.6 (str. 47). ,,WySwietlanie” (str.
52) to nie to samo co ,wy$wiecanie” ew. ,fotozanik” czy ,.fotoblaknigcie” w
odniesieniu do zaniku fluorescencji znacznika. Przy opisie oznaczania enzymow

glikolitycznych wypadatoby poda¢ uzywane wspotczynniki ekstynkcji.
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Wyniki badan przedstawiono 13 stronach. Autorka w pierwszej kolejnosci

informuje o  eksperymentach  kontrolnych  (powtorzenie  eksperymentow
opublikowanych przez uczonych z macierzystej katedry) zwigzanych m.in. ekspresja
i lokalizacja komérkowa w astrocytach wybranych enzymow glikolitycznych. W
wyniku kolejnych eksperymentéw okazalo si¢, ze w medium neuronalnym
ekspresjonowane sg enzymy regulatorowe (PFK, PK i w najmniejszym stopniu HK),

jak réwniez, na pierwszy rzut oka, mato interesujgca — aldolaza. Nie zgadzam si¢ ze

zdaniem (str. 55), z ktérego wynika, ze poniewaz kinaza pirogronianowa (?) jest

najwazniejszym enzymem glikolizy, to mozna byto oczekiwaé, ze kondycjonowane

medium, oprécz stymulacji ekspresji i aktywnosci enzymu bedzie pobudzaé synteze
ATP. A co z kinaza fosfoglicerynianows, fosfofruktokinazg i innymi enzymami
szlaku. Jak mozna wyjasni¢ (Rys. 4.1.4) bardzo duzy skok aktywnosci tylko PK.
Doktorantka wywodzi, ze w kondycjonowanym medium niezidentyfikowane
czynniki stymulujg ekspresje enzymoéw glikolitycznych i w konsekwencji syntezg
ATP. Chciatbym w zwigzku z tym dowiedzie¢ si¢ co Doktorantka sadzi o zmianach
zachodzacych w cyklu Krebsa i fosforylacji oksydacyjnej. Prosze wyjasni¢ jaki byt
cel badan wplywu temperatury (45/65°C) na potencjalne czynniki regulatorowe.
Logiczng kontynuacja poszukiwan tych czynnikéw bylo ich frakcjonowanie i analiza
MS. Dobrze zaplanowana kolejno$¢ eksperymentéw doprowadzita do transtyretyny
jako kluczowego biatka regulujacego metabolizm astrocytéw. Wyjasnienie o braku
trafier” wéréd czynnikéw matoczasteczkowych z powodéw aparaturowych brzmi
mato powaznie.
TTR jest biatkiem o wielu funkcjach, nie tylko jako transporter retinolu i tyroksyny,
wiec moze nie dziwi kolejna funkcja, ale odkrycie wptywu TTR na glikolize w tkance
nerwowej uwazam za bardzo wazny wynik naukowy i najwigksze osiagnigcie pracy.
Ostatnie eksperymenty miaty wpasowaé hormon w odpowiednie szlaki sygnatowe i
ewentualnie wskaza¢ kolejng czasteczke regulujgca ekspresje aldolazy w astrocytach,
co nie do konca sie udato, chociaz Doktorantka udowodnita, ze mamy do czynienia
ze $ciezka indukowang przez insulinopodobny czynnik wzrostu.

Ostatnim rozdziatem jest czterostronicowa Dyskusja. Do pewnego stopnia jest

podsumowaniem pracy, ale zwraca uwage na najistotniejsze wnioski z pracy. By¢
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moze ciagle wiedza dotyczaca poszczegdlnych elementéw uktadanki jest zbyt mata,

zeby precyzyjnie wlgczy¢ transtyretyng w poszczegdlne Sciezki sygnatowe, to bez
watpienia Doktorantka wykazata powigzania TTR z aktywacjg biatka CREB, synteza
cAMP, zmianami aktywnosci kinazy PKA, fosfofruktokinazy i zmianami w poziomie
kinazy pirogronianowej w astrocytach, ale takze sensownie sprobowata wyjasni¢ brak
podobnego wplywu na heksokinazg. Przedyskutowata réwniez problem braku
synergii dziatania TTR i IGF-1. Jako recenzent niezwykle ceni¢ odwagg miode;
uczonej w podwazaniu dotychczas gloszonych pogladéw jak w tym przypadku, wiarg
w swoje wyniki, jak réwniez przyznanie si¢ do porazki w odniesieniu do
matoczasteczkowego czynnika stymulujacego ekspresje aldolazy. O profesjonalnym
podejsciu do badan $wiadczy koncowy podrozdziat dotyczacy kierunkow dalszych
badan w niezwykle interesujgcej tematyce metabolizmu energetycznego mozgu, w
szczegblnosci poszukiwania kolejnych czynnikéw regulatorowych, koniecznosci
zajecia sie enzymami zwigzanymi z rozkladem glikogenu i w koficu wpisanie ich w
odpowiednie $ciezki sygnatowe.

Podsumowujac, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska
mgr inz. Aliny Zawilak spelnia wymagania stawiane w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku z pdzniejszymi poprawkami, o stopniach naukowych i tytule
naukowym, stanowi oryginalne rozwiazanie naukowe, wykazuje wiedzg teoretyczng
Autorki i umiejetno$é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej tym samym
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych. W zwigzku z
powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr inz. Aling Zawislak do dalszych
etapow postepowania doktorskiego.
Biorac pod uwage ogrom materiatu eksperymentalnego, dorobek naukowy,

oryginalnos¢ tematyki i niezwykle interesujace wyniki zwracam si¢ do Wysokiej Rady

prof. dr hab. inz. Pi tr%obryszycki

0 wyrdznienie rozprawy.




