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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Olgi Katarzyny Wojcickiej pt. ,,Regulacja metabolizmu modzgu
poprzez komunikacje pomiedzy astrocytami a neuronami” zrealizowanej w Zaktadzie Fizjologii i

Neurobiologii Molekularnej pod kierunkiem prof. dr hab. Dariusza Rakusa.
1. Ocena formalna:

Podstawg wykonania niniejszej recenzji jest uchwata nr 109/2021 Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego we Wroctawiu z dnia 24 czerwca 2021 roku.
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska sktada sie z 112 stron maszynopisu w formie wydruku
komputerowego w oprawie migkkiej podzielonego na nastepujgce czesci: spis tresei (s.4-6), streszczenie
w jezyku polskim i angielskim (5.7-8) wykaz stosowanych skrétéow (s.9-11), cel pracy (s.12) wstep
(s.13-44), materialy i metody (s.45-56), wyniki (5.57-86), dyskusje (5.87-96), spis rysunkdw i rycin
(5.97-98), publikacje i wystapienia konferencyjne (s. 99), bibliografia (s.101-112). Ukiad rozprawy,
proporcje pomiedzy rozdzialami oraz ich kolejnosé sg typowe dla monografii doktorskich. Praca
napisana jest dobra polszczyzng. Autorka swobodnie postuguje sie specjalistycznym slownictwem
naukowym, nie zauwazylem Eardzo powszechnych w tego typu opracowaniach kalek z jezyka
angielskiego. Tekst pracy jest starannie edytowany, dostrzeglem jedynie nieliczne literéwki (s. 50, 1.12
is.51, 1.23 powinno by¢ ,,soli Hanksa”, a jest soli Hanka”). Ukiad graficzny pieciu rysunkéw, 23 rycin
i jednej tabeli jest czytelny i pomocny w $ledzeniu wywodu. Opisy rysunkéw i rycin sa klarowne,
Autorka kazdorazowo zamieszcza odnoéniki do Zrédet internetowych lub prac oryginalnych z ktorych
pochodzi wykorzystana grafika. Przypisy bibliograficzne w systemie harvardzkim do 155 pozycji
literaturowych, w wiekszosci wydanych po roku 2000 sq uzywane prawidfowo. Podsumowujac, strona
formalna ocenianej pracy $§wiadczy o opanowaniu przez Autorke sztuki prezentacji wynikéw badan

naukowych w formie monografii oraz spetnia kryteria zwyczajowo przyjete dla rozprawy doktorskiej.
2. Ocena merytoryczna:

Koncepcja astrocytarno-neuronalnego czoétenka mleczanowego, zaproponowana w latach 90.
przez Pellerin’a 1 Magistretti’ego wywolala wéréd neurobiologdw zmiane w postrzeganiu roli
astrocytdw w regulacji metabolizmu energetycznego neurondéw. Wytwarzany przez astrocyty mleczan
peini, wedtug tej koncepcji, istotng role w utrzymaniu homeostazy energetycznej prawidtowej tkanki
nerwowej, a takze, jak sie wydaje, role neuroprotekcyjng w przebiegu niektérych schorzen

neurodegeneracyjnych (np. choroby Huntingtona, choroby Alzheimera) i urazowych uszkodzen mozgu.




Z kolei wytwarzany przez neurony glutaminian pobudza glikolize w astrocytach, ktérej nasilenie
znacznie przewyzsza zapotrzebowanie energetyczne samych astrocytow stajac sie zrédfem mleczanu
wydzielanego pozakomoérkowo i dostgpnego dla neuronéw. Postuluje sie, Zze oprécz powyzej opisanych
istnieje znacznie szersza sie¢ obecnie mato poznanych sygnaléw o charakterze parakrynnym, ktére
regulujg wzajemny metabolizm energetyczny neurondw i komoérek glejowych. Przedmiotem ocenianej
rozprawy doktorskiej byto zbadanie zmian poziomu ekspresji enzymdw metabolizmu weglowodandw
oraz ekspresji biatek majacych zwiazek z plastycznoseig neuronalng w kohodowlach mysich neuronéw
z astrocytami. Celem poglebionych badan stala si¢ préba lepszego zdefiniowania natury czynnikdw
majacych wplyw na podwyzszenie ekspresji fruktozo-1,6-bisfosfatazy (kluczowego enzymu
glukoneogenezy) obserwowanego w kohodowlach neuronalno-astrocytarnych. Prezentowane badania
stanowig rozwinigcie wezesniejszej pracy zespotu kierowanego przez prof. Dariusza Rakusa z 2014
roku, wykonanej na modelu hodowli neurondw szczurzych, w ktérej autorzy wykazali po raz pierwszy,
ze wzajemne interakcje miedzy astrocytami a neuronami istotnie wplywajg na ekspresje i lokalizacje
subkomoérkowa podstawowych enzyméw metabolizmu weglowodanéw w obu typach komérek.
Uwazam, ze lepsze poznanie roli enzyméw podstawowego metabolizmu komoérkowego w utrzymaniu
homeostazy uktadu nerwowego, a takze w procesach tworzenia §ladéw pamieciowych w neuronach
hipokampa stanowi istotng i zasadng przestanke dla wyboru zaproponowanej tematyki rozprawy

doktorskiej wpisujacej sie w aktualny nurt badawczy neurobiologii eksperymentalnej.

We wstepie dokonano syntetycznego przegladu aktualnej literatury dotyczgcej budowy uktadu
nerwowego, roli oddziatywan neuronéw z komoérkami glejowymi, metabolizmu weglowodandw i
wielofunkecyjnosci zakonserwowanych ewolucyjnie enzymdéw metabolizmu glukozy takich jak
heksokinaza czy fruktozo-1,6-bisfosfataza. Sporo miejsca po$wigcono na opis biatek takich jak Hif-1a,
NFkB, kinazy syntazy glikogenu, w kontekscie ich roli w regulacji komunikacji miedzykomérkowych
i koordynacji proceséw plastycznosei synaptycznej. Omoéwiono takze koncepcje astrocytarno-
neuronalnego czétenka mleczanowego oraz jego roli w procesach formowania pamieci. Tekst tego
rozdziatu bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zrozumienie prezentowanych w czesci wynikowe]j
oznaczen. Zauwazyltem tu jedynie kilka btedéw formalnych. W opisie glikolizy nas. 17, 1.24 wkradia
sie niescistos¢ zwigzana z rozkladem fruktozo-1,6-bisfosforanu, z ktérego powstaje fosforan
dihydroksyacetonu, a nie jak podano, dihydroksyaceton. W opisie glukoneogenezy na s. 20 1.19
pominieto swoisty dla glukoneogenezy enzym karboksykinazg fosfoenolopirogronianowsy
przeksztatcajgcg szczawiooctan do fosfoenolopirogronianu. Uzyto takze (s.20, 1.18) blednej nazwy
enzymu ,karboksylazy fosfoenolopirogronianu”, ktéra powinna brzmieé: |, karboksylaza
pirogronianowa”. W opisie fosfofruktokinazy (s.22 1. 30) biednie podano produkt reakcji 6-

fosfofruktozo-2-kinazy, ktérym jest fruktozo-2,6-bisfosforan, a nie ,,fruktozo-2,6-bisfosfataza”.

Cel pracy jest w mojej ocenie sformutowany jasno. Wyszczegdlniono dwa obszary obszary

badan, tj. identyfikacje zmian wywotanych przez astrocyty na poziom metabolizmu weglowodanéw w



hodowlach neuronéw myszy, a takze prébe znalezienia czynnikéw pochodzenia astrocytarnego, w

domysle czynnikéw wydzielniczych, ktére bytyby za te zmiany odpowiedzialne.

W rozdziale ,,Materiaty i metody” opisano w sposdb szczegdtowy odczynniki wykorzystywane
w badaniach oraz procedury i metody statystyczne do interpretacji istotnosei uzyskanych wynikéw. Na
podkreslenie zastuguje bogaty wachlarz technik laboratoryjnych uzytych w pracy. Poczgwszy od
hodowli in vitro neuronéw i astrocytow oraz kohodowli neuronalno-astrocytarnych, poprzez
immunofluorescencyjng detekcje poziomu ekspresji biatek, detekcje mRNA metodg FISH, izolacje
mikropecherzykéw z podtozy hodowlanych, detekcje biatek metoda Western blotting. Zaplanowane
eksperymenty oraz przeprowadzone procedury badawcze spetniaja kryteria dobrej praktyki

laboratoryjnej i pozwalajg na wyciaganie istotnych wnioskdw,

Rozdziat ,,wyniki” zostal podzielony na pig¢ logicznie wyrdznionych czesci. Spdjna szata
graficzna zachowana pomiedzy poszczegélnymi czeéciami, bardzo ufatwia ocene i interpretacje
uzyskanych wynikéw. W pierwszej czesci zbadano wplyw astrocytéw na poziom biatka i mRNA dla
heksokinazy 1 i 2 (Hkl i Hk2), fosfofruktokinazy 1 (Pfkp), kinazy pirogronianowej (Pkm) i I'bp2 w
neuronach z kohodowli. Wykazano statystycznie istotne zmniejszenie poziomu ekspresji biatka
heksokinazy 1 oraz podwyzszenie ekspresji biatka Hk2 i Fbp2. Na strenie 60 biednie podano, ze
»zaobserwowano ponad 30% wzrost fluorescencji zwigzanej z obecnoscig mRNA kodujacego Hk2 w
kohodowli” chociaz rycina 4 wskazuje na spadek tej fluorescencji. W kolejnej czesci oszacowano
wplyw astrocytow na poziom ekspresji czynnikéw Hif-1a, NF-kB i Gsk3b na poziomie biafka.
Obserwowano obnizenie ekspresji Hif-1a, podwyzszenie ekspresji NF-kB i podwyzszenie
ufosforylowanej, nieaktywnej formy pGsk3b. Uzyskany wzorzec ekspresji sugerowal wplyw
astrocytow na nasilenie procesow plastycznoscei synaptycznej w neuronach. W kolejnych rozdziatach
uzywano mikropgcherzykdw, podiozy kondycjonowanych znad hodowli astrocytow, a takze mleczanu
w celu ustalenia ich wptywu na poziom ekspresji Pkm i Fbp2 w neuronach na poziomie biatka.
Mikropecherzyki, ktérych pobieranie przez neurony potwierdzono metoda immunodetekcji barwnika
PKH67 powodowaly istotne statystycznie obnizenie poziomu Pkm oraz znczace, 60-70% podwyzszenie
poziomu Fbp2 w neuronach -~ podobny wynik obserwowano w kohodowlach neuronalno-
astrocytarnych, co moze $wiadczy¢ o ich dominujacej roli w tym procesie. W tym kontekscie ciekawy
bylby eksperyment w ktérym zastosowano by inhibitor wydzielania mikropecherzykéw (np. inhibitor
biatka RAB27), aby dodatkowo oceni¢ udziat czynnikdw rozpuszczalnych w tym procesie. W kolejnych
rozdziatach jednak, czesciowo odpowiedziano na to pytanie poprzez eliminacje pecherzykdéw z pozywki
znad hodowli astrocytéw (przez ultrawirowanie) i traktowanie neurondw supernatantem. Wykazano, ze
pozywka zawiera czynniki rozpuszczalne, wydajnie wplywajace na obnizenie ekspresji Fbp2. Mleczan
na pewno gra tu role, jednak Ryc. 19b sugeruje, ze podwyzszenie poziomu Fbp2 w neuronach
traktowanych roztworem mleczanu jest nizsze niz w przypadku traktowania komorek podiozem

kondycjonowanym lub supernatantem znad hodowli astrocytarne;.




W dyskusji Autorka konfrontuje uzyskane wyniki miedzy innymi z doniesieniami o
niemetabolicznych funkcjach enzyméw metabolizmu weglowodandw. Bardzo ciekawy jest akapit
dotyczacy heksokinazy 2 (s. 87-88), w ktérym zwraca uwage na to, ze podwyzszenie poziomu Hk2 w
neuronach na skutek obecnosci astrocytéw moze mie¢ zwigzek z wigzaniem tego enzymu do
zewnetrznej btony mitochondrialnej i przeciwdziataé apoptozie zaleznej od uwolnienia cytochromu c.
Czy zatem mozna uzna¢, ze warunki kohodowli neuronalno-astrocytarnej wigza sie ze stresem
neurondw wywolanych np. przez zaburzenie stosunku pirogronian/mleczan w stosowanej pozywce
Neurobasal-A lub do$¢ niskiego (2,5mM) stezenia glukozy? Autorka réwniez odnosi sie do obserwacii
podwyzszenia poziomu biatka Fbp2 w neuronach z jednoczesnym obnizeniem poziomu mRNA dla tego
enzymu (s. 89). Takze w tym przypadku dane literaturowe sugeruja zwigzanie/stabilizacje formy
dimerycznej Fbp2 przez kontakt z zewngtrzna bfona mitochondrialna, co z jednej strony mogloby
przeciwdziata¢ apoptozie, z drugiej promowaé plastycznos¢ sieci neuronalnej i sprzyjaé wytworzeniu
dtugotrwalego wzmocnienia synaptycznego. Zebrane wyniki bezsprzecznie wskazuja, ze obecnogé
astrocytow lub produktéw uwalnianych przez nie do pozywki (np. mikropecherzykéw, mleczanu)
zmienia ilo§¢ badz stabilnos¢ enzyméw metabolizmu weglowodanéw w badanym ukladzie

eksperymentalnym, co moze mie¢ znaczenie dla homeostazy ukladu nerwowego.
3. Podsumowanie:

Podsumowujgc, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, stanowi oryginalne
rozwigzanie istotnego problemu naukowego, wykazuje ogdlna wiedze Doktorantki oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia przez Nig badan naukowych. Warto$¢ naukowa prezentowanych badan jest
znaczgca biorgc pod uwage, ze zostaly one opublikowane w pieciu czasopismach specjalistycznych o
zasiggu miedzynarodowym, w ktérych Pani mgr Olga Katarzyna Wéjcicka jest wiodgcg wspotautorka.
W mojej opinii wyniki tych badan przyczyniaja si¢ do postepu w dyscyplinie naukowej reprezentowane;

przez Doktorantke.
4. Wniosek koncowy:

W mojej ocenie przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.). Dlatego przedktadam wysokiej Radzie
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego we Wroctawiu wniosek o

dopuszezenie Pani mgr Olgi Katarzyny Wéjcickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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