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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Olgi Wéjcickiej

pt. ,, Regulacja metabolizmu mézgu poprzez komunikacj¢ pomiedzy astrocytami a
neuronami”

Rozprawa doktorska mgr Olgi Wojcickiej pod tytutem ,,Regulacja metabolizmu modzgu poprzez
komunikacj¢ pomiedzy astrocytami a neuronami” zostala przygotowana pod kierunkiem
promotora Pana prof. dr. hab. Dariusza Rakusa w Zakladzie Fizjologii i Neurobiologii

Molekularnej na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania nawiazuja do bardzo waznego tematu
wspotezesnej neurobiologii, dotycza bowiem komunikacji pomiedzy komérkami glejowymi
astrocytami a neuronami. Badania prowadzone w ostatnich latach jednoznacznie wskazuja, ze
astrocyty pelnig aktywna role w czynno$ci neuronalnych potaczen synaptycznych. Mimo
intensywnych badan, doktadne mechanizmy molekularne lezace u podstaw komunikacji
astrocyt-neuron w osrodkowym ukladzie nerwowym nie zostaly jak dotad poznane. W petni
uzasadnione wydaje si¢ zatem podjecie tej tematyki przez Doktorantke. Mgr Olga Wojcicka
postawila sobie za cel opisanie wywolanych przez astrocyty zmian w metabolizmie
weglowodanéw w neuronach i podjeta probe identyfikacji pochodzacych od astrocytow
czynnikow, ktore moglyby by¢ za te zmiany odpowiedzialne. W szczegdlnosei doktorantka
zbadala ekspresj¢ wybranych kluczowych enzyméw metabolizmu weglowodanow
(heksokinazy, fosfofruktokinazy oraz fruktozo-1,6-bisfosfatazy), a takze biatek
zaangazowanych w  regulacje metabolizmu weglowodanéw w neuronach (czynnika
indukowanego hipoksjg la, czynnika jadrowego B, kinazy syntazy glikogenu 3).
Doktorantka poréwnywata poziomy bialka i mRNA wybranych enzyméw oraz czynnikow
transkrypcyjnych w neuronach hodowanych in vifro bez obecnosci astrocytow (tzw.
monohodowle) oraz w neuronach hodowanych razem z astrocytami (tzw. kohodowle). Poziom

biatka oceniany byt na podstawie barwien immunofluorescencyjnych z uzyciem specyficznych



przeciwcial. Detekcji mRNA dokonano metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.
Doktorantka przeprowadzila réwniez analiz¢ ilosciowg oraz statystyczng otrzymanych
wynikéw. Badania wykazaty, ze obecno$¢ astrocytoéw w hodowli neuronalnej wptywa znaczaco
na ekspresj¢ niektorych badanych biatek i kodujgcych je mRNA w neuronach. Co ciekawe,
zmiany w poziomie mRNA w wigkszosci przypadkow nie odzwierciedlaja tych
obserwowanych na poziomie biatka. Najbardziej znaczgce zmiany w poziomie ekspresji
Doktorantka zaobserwowata dla Hk2, Fbp2 oraz NF«b, dla ktérych poziom biatka w kohodowli
wzrastal, a poziom mRNA malatl. Kolejny etap badan mial na celu sprawdzenie czy za
zaobserwowane zmiany w ekspresji odpowiadaja mikropecherzyki wydzielane przez astrocyty.
W tym celu monohodowle neuronalne inkubowano z wyizolowanymi poprzez ultrawirowanie
mikropecherzykami astrocytarnymi i sprawdzano jaki to miato wpltyw na ekspresje enzymow
metabolicznych Pkm1/2 oraz Fbp2 w neuronach. Badania wykazaly, ze poziom
immunofluorescencji dla PKMI1/2 spadal, a dla Fbp2 rost po dodaniu frakcji z
mikropecherzykami. Co ciekawe, w przypadku Fbp2 poziom bialka w neuronach wzrastat
zar6wno po dodaniu zwirowanych mikropecherzykow, pozywki zebranej znad hodowanych
astrocytow, jak rowniez tzw. supernatantu, czyli pozywki pozostalej po ultrawirowaniu
mikropecherzykéw, co sugeruje, ze czynnik odpowiedzialny za stymulacje ekspresji Fbp2 w
neuronach znajduje si¢ we wszystkich trzech testowanych frakcjach. W kolejnym kroku
Doktorantka sprawdzita czy mleczan, ktory jest wydzielany przez astrocyty do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, a nastgpnie jest pobierany przez neurony, mogtby by¢ takim czynnikiem
regulujacym poziom Fbp2 w neuronach. Hodowle neuronalne inkubowano w obecnosci
mleczanu i/lub inhibitora jego transportu do neuronéw. Poziom biatka Fbp2 w neuronach,
badany zaréwno technika immunofluorescencji, jak i Western Blot, wzrastal po podaniu
mleczanu do monohodowli neuronalnych. Wzrost ten byt blokowany przez podanie inhibitora.
Wyniki otrzymane przez Doktorantk¢ dla kohodowli neuronalno-astrocytarnej nie sa juz tak
Jednoznaczne. Zastosowanie inhibitora nie zahamowalo wzrostu poziomu biatka Fbp2
wywolanego obecnoscig astrocytow w hodowli. Doktorantka zaobserwowata nieznaczny efekt
inhibitora na poziom Fbp2, ale nie byt on istotny statystycznie. Kolejne wyniki otrzymane przez
Doktorantk¢ sugerujg, iz obserwowane zmiany poziomu Fbp2 wywolane obecnoscia
astrocytow nie sa spowodowane zmiang ilosci transportera Mct2 na powierzchni blony
neurondéw. Na koniec Doktorantka potwierdzila, iz obserwowany efekt wzrostu ilosci biatka

Fbp2 w neuronach w kohodowli nie zalezy od typu astrocytow.



Rozprawa doktorska mgr Olgi Wojcickiej napisana jest starannie. Nieliczne bledy
literowe majg charakter marginalny i nie zakldcajg ogolnego odbioru pracy. Recenzowana
praca ma uklad klasyczny, typowy dla tego rodzaju rozpraw. Praca liczy 112 stron i sktada sie
z nastgpujacych rozdziatéw: Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Wykaz skrotow,
Cel pracy, Wstep, Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja, Spis rysunkéw i rycin, Publikacje i
wystapienia konferencyjne Doktorantki oraz Bibliografia (155 pozycji). W przedstawionej
pracy zabrakto mi koncowego rozdziatu zawierajacego podsumowanie wynikoéw i wyciagniete
wnioski. Cho¢ elementy te zostaly zawarte w rozdziale Dyskusja, to wyodrebnienie ich w

oddzielnym paragrafie byloby cenne dla zwigkszenia przejrzystosci pracy.

Cel pracy jest sformulowany jasno i logicznie. We Wstepie rozprawy mgr Olga
Wojcicka wprowadza nas w przedmiot swoich zainteresowan. Ten rozdziat obejmuje 31 stron
1 stanowi kompetentny przeglad zagadnien wigzacych si¢ z tematem rozprawy w oparciu o
aktualny stan wiedzy. Poszczegdlne podrozdzialy zawieraja podstawowe wiadomosci
niezbedne dla zrozumienia zatozen pracy. Doktorantka podaje 0golng charakterystyke komorek
wystepujacych w mozgu, w szczegotowy i klarowny sposob przedstawia procesy metabolizmu
weglowodandéw oraz opisuje badane w swojej pracy biatka zwigzane z tym metabolizmem.
Dalej Doktorantka opisuje dziatanie czoélenka mleczanowego i jego rolg w procesach
formowania pamigci. Wstep rozprawy koficzy charakterystyka mikropecherzykéow z

uwzglednieniem ich roli w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Rozdzial Materialy i Metody skiada si¢ z 12 stron i zawiera 8 tabel, w ktérych
umieszczono informacje o uzywanych odczynnikach. Ponadto zawiera takze wyczerpujace
opisy stosowanych technik: przygotowywania i prowadzenia neuronalnych i astrocytarnych
hodowli pierwotnych, immunofluorescencyjnej detekcji bialek, fluorescencyjnej hybrydyzacji

in situ, metody Western Blot oraz izolacji mikropecherzykdow.

Wyniki przedstawione na 23 rycinach zostaly opisane w sposob jasny i klarowny. Do

tego rozdziatu mam kilka uwag:

Na rycinach przedstawiono zdjgcia komorek obserwowanych w mikroskopie
konfokalnym. Zastosowano marker neuronalny MAP-2 dla uwidocznienia neuronéw. Zabrakto
barwien z uzyciem przeciwciat specyficznych dla bialek astrocytarnych, co uwiarygodnitoby
tezg, iz monohodowle neuronalne rzeczywiscie pozbawione sg astrocytdw. Z mojego
doswiadczenia wynika, ze pomimo dodawania inhibitora proliferacji komérek AraC, czesto

astrocyty nadal rosng w hodowli neuronalnej. Dlatego tez w przypadku poréwnywania przez



doktorantke dwéch rodzajow hodowli zawierajacych badz nie astrocyty, istotne wydaje sie

wykazanie, ze monohodowle sg jednorodng hodowla neuronalna.

Uwage zwraca takze rézna morfologia komorek przedstawionych na kolejnych
rycinach. Np. neurony na rycinach 2B i 10A wygladaja zupelnie inaczej niz komérki na
pozostalych zdjeciach. Takie zmiany morfologiczne moga $wiadczy¢ o stabszej kondycji
hodowli neuronalnej, ktéra jest trudna do prowadzenia i wrazliwa na wiele czynnikéw. Mogto

to mie¢ wplyw na otrzymane przez Doktorantke wyniki poziomu ekspresji biatka i mRNA.
Na wszystkich rycinach przedstawiajacych zdjecia z mikroskopu zabrakto skali.

W doswiadczeniach opisanych w podrozdziale 4.3, w ktorych stosowano
mikropecherzyki izolowane z pozywki zebranej znad astrocytow, autorka nie wykazala, ze
neurony w przeprowadzonych przez Nig eksperymentach rzeczywiscie pobieraly
mikropecherzyki. Podparta si¢ jedynie zdjeciem z publikacji macierzystego laboratorium (Ryc.
15). W przeprowadzonych wiasnorgcznie eksperymentach Doktorantka powinna réwniez

skontrolowa¢ pobieranie mikropecherzykow przez neurony.

Takze w rozdziale 4.3 doktorantka pisze : ,, W nastgpnym etapie badan sprawdzono, czy
za niektore z obserwowanych zmian odpowiadajg mikropgcherzyki wydzielane przez astrocyty.
Do tego etapu badan wybrano dwa z wczesniej badanych bialek: Pkm1/2 (...) oraz Fbp2 (...)".
Zastanawiam si¢ dlaczego wybrano biatko Pkm1/2 skoro wczesniejsze badania nie wykazaty

zmian w poziomie biatka i mRNA dla PKM1/2 (Ryc. 7 i 8)?

Na stronie 72 autorka stwierdza : ,, (...) obecnos¢ astrocytéow prowadzi do nasilenia
procesow zwigzanych z plastycznosciq synaptyczng w neuronach. W konsekwencji moze to
prowadzi¢ do powstawania dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego i tworzenia nowych
polgczen synaptycznych. ” Takie stwierdzenie mogloby sugerowaé, ze hodowanie neuronéw w
obecnosci astrocytow, co jest naturalnym Srodowiskiem dla neuronéw in vivo i in vitro,
skutkowatoby wywotaniem dtugotrwalego wzmocnienia synaptycznego. Chyba nie do konca
to autorka miata na mysli, zwlaszcza ze w Dyskusji na str. 92 przedstawita ten sam wniosek w
bardziej odpowiedni sposob piszac o zwigkszonym potencjale neuronéw w kohodowli do

zachodzenia zjawisk plastycznosci synaptycznej w poréwnaniu do neuronéw z monohodowli.

Rycina 17D przedstawia zdjgcie Western Blot, na ktorym prazki odpowiadajace biatku
Fbp2 sa prawie niewidoczne. Brakuje tez analizy statystycznej na panelu E tej ryciny. Podobnie,

brak takiej analizy na panelu B Ryc. 20.



Podsumowujgc moje wrazenia z lektury opisu wynikéw, chciatabym podkreglié, ze
pomimo przedstawionych uwag uwazam, ze ten rozdzial zawiera oryginalne osiaggniecia

badawcze o istotnym znaczeniu poznawczym.

Dyskusja rozprawy jest ciekawa, Doktorantka dobrze orientuje sie w literaturze
naukowej dotyczacej przedmiotu badan, dobrze przedstawita swoje wyniki na tle badan innych
autorow i odpowiednio zacytowala adekwatne pozycje literatury. W Dyskusji zabraklo mi
jednak uzasadnienia przez Doktorantke wyboru modelu badawczego. W wielokrotnie
cytowanej przez Doktorantke pracy Mamczur i wsp. z 2015 r stosowano podobny model tylko
komorek szczurzych z krotszym czasem kohodowli z astrocytami. Dlaczego autorka

zdecydowata si¢ na wydtuzenie czasu kohodowli z 24 do 48 godzin?

Powyzsze uwagi nie wptywaja na dobra ogdlna ocene pracy, a wyniki osiagniete przez
Doktorantke przyczyniajg si¢ do zrozumienia procesu komunikacji pomigdzy neuronami a
astrocytami, a co wigcej zachecajg do kontynuowania badan, zweryfikowania wynikow i ich

uzupetnienia.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Olgi Wéjcickiej spetnia
warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852, z p6zn. zm.). Wnosze wiec
do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o

dopuszczenie Pani mgr Olgi Wojcickiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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