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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Przemystawa Tomasza Kaczora

pt.. Ocena wptywu metabolizmu komoérkowego na transmisje

GABAergiczng w hodowli neuronéw hipokampalnych szczura.

Procesy synchronizacyjne oraz oscylacyjne lezg u podstaw powstawania
wszystkich wzorcéw elektroencefalograficznych mézgu. Ogromng role w tych
zjawiskach odgrywa uktad GABAergiczny. Odpowiedzialny jest on bowiem za rozwdj
procesébw hamowania aktywnos$ci sieci neuronalnych, umozliwiajgc tym samym
modulowanie ich funkcji. Uktad GABAergiczny zwigzany jest z dwoma odmiennie
dziatajacymi mechanizmami receptorowymi: receptorem GABAa, majgcym charakter
jonotropowy oraz receptorem GABAg majacym profil metabotropowy.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Przemystawa Tomasza
Kaczora poswiecona jest badaniom mechanizméw modulujgcych synaptyczne
przekaznictwo GABAergiczne. Pochodzi z zespotu naukowego Pana prof. dr hab.
Jerzego Mozrzymasa, posiadajgcego mocng i dobrze utrwalong Swiatowg pozycje w
badaniu mechanizméw transmisji synaptycznej. Rozprawa doktorska ma charakter
zbioru dwodch prac eksperymentalnych, opublikowanych w latach 2015-2017 w
renomowanym czasopiémie Frontiers in Cellular Neuroscience (IF 4.609) oraz
polskiego, syntetycznego opracowania. Rozprawa doktorska przeszta zatem
wczesniej wnikliwg ocene recenzentow co znacznie utatwito prace recenzentowi.

Pierwszy czion tytulu w polskim opracowaniu rozprawy zaczynajacy si¢
od stow ,Ocena wplywu metabolizmu komoérkowego na.....” brzmi dos¢
tajemniczo. Mysle, ze lepiej byloby wspomnie¢ od razu o astrocytach. Wtedy
pierwszy czes¢ tytutu brzmiataby ,,Ocena wplywu metabolizmu astrocytéow

na....




Podstawowy problem, ktéry adresowany jest w recenzowanej rozprawie to rola
astrocytow, jako najliczniejszych komorek glejowych, w regulowaniu aktywnosci
transmisji GABAergicznej. Juz sam wybér' problematyki badawczej dotyczacej
wptywu astrocytéw na aktywno$¢ synaptyczng w warunkach kompletnej deaferentacii
(w hodowli komérkowej) uwazam za bardzo istotny dla zrozumienia
skomplikowanych mechanizmoéw regulujacych przekaznictwo synaptyczne. Autor
wybrat sobie za przedmiot swojej rozprawy doktorskiej problem trudny, bowiem
badanie przekaznictwa synaptycznego kulturach komoérkowych in vitro wymagato
doskonatego przygotowania do$wiadczalnego. Jestem peten uznania dla autora; w
czasie studiow doktoranckich opanowat bowiem wyjatkowo trudne techniki
eksperymentalne, w tym miedzy innymi technologie preparowania i utrzymywania w
warunkach pozaustrojowych komorek nerwowych oraz techniki
immunofluorescencyjne. Wszystkie badania zostaty wykonane technikg patch-clamp
w konfiguracji petnej komorki. Opanowanie powyzszych technik doswiadczalnych
wymagato ogromnego zaangazowania, dobrej organizaciji i cigzkiej pracy.

Rozprawa doktorska opatrzona jest interesujgcym, cho¢ momentami zbyt
syntetycznie napisanym wstepem, w ktéorym autor dokonuje przegladu
dotychczasowej wiedzy na temat uktadu GABAergicznego, metabolizmu GABA,
budowy receptorow GABAergicznych oraz roli astrocytow w plastycznosci
synaptycznej. Cel rozprawy doktorskiej naturalnie pojawia sie zazwyczaj w koncu
opracowania teoretycznego. W rozprawie pana mgr Przemystawa Kaczora
umieszczony jest przed wstepem. Jest to wynik do$¢ specyficznej konstrukciji
rozprawy doktorskiej, w ktorej podstawowym elementem pracy jest opublikowany
cykl publikacji. O ile strona merytoryczna polskiego wstepu napisana jest
poprawnie o tyle mam zastrzezenia do strony redakcyjnej: liczne biedy
interpunkcyjne, literéwki, braki spacji wskazuja, ze tej stronie opracowania
autor nie poswiecil dostatecznie duzo uwagi. W jezyku polskim istnieje
okreslenie na LTP oraz LTD, podobnie jak istnieje okreslenie na termin
,neurotransmiter” (neuroprzekaznik). Namawiam autora do unikania w
przysziosci ,naukowego slangu” w rodzaju: ,inhibicja toniczna”, zamiast
hamowanie toniczne (str 18) czy ,,bazalna transmisja GABAergiczna” (zamiast
podstawowe przekaznictwo GABAergiczne, str. 8). W opracowaniu polskim

brakuje na poczatku informacji dotyczacej stosowanych skrétow.



W badaniach zaproponowano dwa modele hodowli komoérkowych. W modelu
pierwszym (NC) w hodowli neuronéw hipokampalnych znacznie obnizono liczbe
astrocytow, natomiast w modelu drugim (ANCC) poziom astrocytow byt znacznie
podwyzszony. W tym miejscu chcialbym spyta¢ autora dlaczego w badaniach
nie wprowadzono trzeciej, kontrolnej grupy doswiadczalnej, w ktorej
zachowano by naturalny poziom astrocytow.

Bardzo ciekawe i cenne sg opublikowane wyniki dotyczace wptywu
metabolizmu astrocytéw na przekaznictwo GABAergiczne. Wptyw ten polega gtéwnie
na podwyzszeniu czestotliwo$ci miniaturowych, hamujacych potencjatow
postsynaptycznych  (mIPSP) co sugeruje zwigkszenie liczby synaps
GABAergicznych. Nalezy odnotowaé, ze zastosowanie gliotoksyny w przypadku
ANCC powoduje znaczne obnizenie czestotliwosci mIPSC. Z innych ciekawych
wynikow uzyskanych przez doktoranta jest obserwacja dotyczaca syntetazy
glutaminy. Otéz okazato sie, ze zablokowanie tego enzymu sulfotlenkiem L-metioniny
(MSO) wywotato obnizenie czestotliwosci mIPSP.

W kolejnym cyklu badan podanie w grupie ANCC glutaminy do roztworu
Ringera, po uprzedniej inkubacji w MSO, nie spowodowato powrotu czestotliwosci
mIPSP do wartosci wyj$ciowych. Jak stusznie sugeruje autor, wynik ten wskazuje, ze
transport glutaminy pomiedzy astrocytami i neuronami hipokampa zalezny jest od
transportu glutaminy.

W osobnych badaniach, przeprowadzonych w innej serii doswiadczalnej, autor
zaadresowat role tzw. czétenka mleczanowego w interakcji atsrocyt-neuron. Jego
wptyw na przekaznictwo GABAergiczne oraz plastyczno$¢ synaptyczng badany byt
poprzez hamowanie fosforylazy glikogenu i transporteréw monokarboksylanowych
(MCT). LTP w synapsach hamujgcych (iLTP) indukowany byt chemicznie nieco
zmodyfikowang metodg Petriniego i wsp., (2014). W przypadku zastosowania
inhibitora MCT, kwasu 4-hydroksy-cynamonowego (4CIN), amplituda rejestrowanych
mIPSC obnizata sie. Podobny wynik uzyskano po podaniu inhibitora fosforylazy (BAY
U 6751). Rola astrocytow w regulowaniu plastycznosci GABAergicznej polegat
gtownie na wzmocnieniu efektow, ktére byty wynikiem wywotywania iLTP:
podwyzszenia amplitudy mIPSC oraz zwigkszenia powierzchni punktow
gefirynowych. Zahamowanie wzrostu punktéw gefirynowych w grupie ANCC, gdy
proces wywotania iLTP poprzedzony byt podaniem BAY U6751 oraz 4CIN wskazuje,




jak stusznie uwaza autor, ze zwigzki monokarboksylanowe w procesie plastycznosci

GABAergicznej moga by¢ wykorzystywane jako czgsteczki sygnatowe.
Przedstawione powyzej wyniki uzyskahe w toku przeprowadzonych badan

wskazuja na znaczacy udziat astrocytbw w powstawaniu podstawowego

przekaznictwa GABAergicznego jak i jego plastycznosci

Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pana mgr Przemystawa
Tomasza Kaczora dowodzi, ze doktorant jest bardzo dobrze przygotowany pod
wzgledem teoretycznym jak rowniez znajomosci wielu trudnych technik
fizjologicznych do dalszej, samodzielnej pracy naukowej. Rozprawa doktorska
zostata przygotowana poprawienie, stanowi przemyslang koncepcyjnie, poprawnie

wykonang i opisang cato$¢, co sktada sie na bardzo dobrg prace naukowa. Fakt

opublikowania w cato$ci wynikbw prezentowanych w rozprawie doktorskiej
upowaznia recenzenta do dokonania oceny parametrycznej. Cykl prezentowanych
prac ma taczny IF ponad 9.2 a punktacja MNiSW wynosi 70. Parametry te nie
wymagajg dalszego komentarza. Wyniki uzyskane przez doktoranta w sposob
znaczacy przyczyniajg sie do poznania roli skomplikowanych mechanizméw
synaptycznych w uktadzie GABAergicznym.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa odpowiada wszystkim wymogom
stawianym rozprawom doktorskim w art. 13 Ustawy z dnia 14. 03. 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym. Na tej podstawie przedktadam Wysokiej Radzie
Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o dopuszczenie
mgr Przemystawa Tomasza Kaczora do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




