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Ocena rozprawy doktorskiej
mgr Aliny Zawislak

pt. ,Neuronalne czynniki regulujace glikolize w astrocytach”

Mbzg jest niezwykle kosztownym energetycznie organem. Wiadomo, ze neurony stanowigce
zaledwie 10% wszystkich komérek mézgu zuzywaja okolo 80% catkowitej ilosci dostarczanych
sktadnikéw energetycznych. Mimo ze komérki nerwowe nie majg zdolnos$ci magazynowania zwigzkow
wysokoenergetycznych, to utrzymanie prawidtowego metabolizmu energetycznego jest niezbedne do
regulacji aktywnosci mézgu i plastycznogci synaptycznej towarzyszgcej procesom uczenia sie i
zapamigtywania. Chociaz metabolizm energetyczny od wielu lat jest przedmiotem intensywnych badan,
to nadal nie wyjasniono catkowicie molekularnego podtoza tego procesu. Poznanie mechanizmu
utrzymania homeostazy energetycznej mézgu jest niezwykle istotne w obliczu danych wskazujgcych na
wystgpowanie zaburzefi w metabolizmie energetycznym w przebiegu wielu chordb osrodkowego uktadu
nerwowego. Ostatnio w badaniach nad mechanizmem tego procesu szczegOlnie interesujaca wydaje sie
hipoteza neuronalno-astrocytarnej regulacji krzyzowej ekspresji biatek zaangazowanych w metabolizm
energetyczny.

Mgr Alina Zawislak w swojej pracy doktorskiej postawila sobie za cel wyjasnienie molekularnych
mechanizméw lezacych u podstaw neuronalnej regulacji glikolizy zachodzacej w astrocytach. Fakt, iz
zjawisko takie zachodzi znany byt wezesniej m.in. z badan prowadzonych przez zesp6t Katedry Fizjologii
i Neurobiologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem prof. Dariusza Rakusa —
promotora tej pracy. Jednak dotychczas nie byty znane czynniki wydzielane przez neurony oraz czynniki
stymulujgce ekspresj¢ enzymow glikolitycznych w astrocytach, jak rowniez szlaki sygnalizacji
komérkowej zaangazowane w ten proces.

Pani mgr Alina Zawislak, w przeprowadzonych przez siebie badaniach opisanych w pracy
doktorskiej, zidentyfikowata biatko transtyretyne (TTR), jako jeden z (dwéch postulowanych)
neuronalnych regulatoréw metabolicznych, uzywajac do tego celu spektrometrii mas. Nastepnie

wykorzystujac techniki z zakresu biochemii i obrazowania mikroskopowego, takie jak
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immunofluorescencja czy fluorescencyjna hybrydyzacja in situ wykazalta, ze transtyrektyna indukuje
ekspresj¢ dwoch enzyméw ze szlaku glikolizy tj. izoformy P fosfofruktokinazy (PFK) oraz izoformy
M1/2 kinazy pirogronianowej (PK), a efekt ten poprzedzony jest obserwowanym wzrostem poziomu
kodujgcych je mRNA. Pani mgr Alina Zawislak pokazata, ze efekt transtyrektyny jest specyficzny dla
tkanki nerwowej i niezalezny od znanej dotychczas roli tego biatka w transporcie retinolu i tyroksyny.
Udowodnita réwniez, ze zmianom poziomu ekspresji wspomnianych enzyméw towarzyszy dwukrotny
wzrost syntezy ATP. Nastgpnie pani mgr Zawislak badata szlaki sygnatowe regulujgce zalezng od
transtyrektyny glikolize w astrocytach. Przy uzyciu specyficznych aktywatoréw i inhibitoréw kinaz
biatkowych nalezacych do badanych przez siebie Sciezek sygnatowych wykazata, ze mechanizm
dziatania transtyrektyny wymaga udziatu $ciezki sygnalowej zaleznej od cAMP, kinzay biatkowj A
(PKA) oraz kinazy syntazy glikogenu (GSK3).

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim i liczy 88 stron. Praca zostala
przygotowana starannie, zawiera 21 kolorowych rycin, ktére utatwiajg interpretacje wynikéw. Rozprawa
ma typowy ukiad i sklada si¢ z nastgpujgcych czesci:, Cel pracy(1 str.), Wstep (27 str.), Materialy i
metody (14 str.), Wyniki (14 str.), Dyskusja (4 str.), Publikacje i wystqpienia konferencyjne (1 str.),
Literatura (387 pozycji, 22 str.). Rozprawa poprzedzona jest streszczeniem w j. polskim i angielskim,
spisem tresci oraz listg skrotow.

We wstepie Doktorantka opisuje budowe i rol¢ astrocytéw w biologii uktadu nerwowego,
przedstawia szlaki metabolizmu glukozy, dyskutuje wptyw metabolizmu na aktywnosé i plastycznosé
synaptyczng. Wprowadza takze hipotezg¢ astrocytarno-neuronalnego czétenka mleczanowego oraz
regulacji krzyzowej miedzy neuronami i astrocytami oraz jej roli w metabolizmie energetycznym.
Nastepnie opisuje wybrane bialkowe komponenty $ciezek sygnatowych regulujacych metabolizm
energetyczny tkanki nerwowej. Wstep dobrze wprowadza w tematyke pracy i zawiera odpowiednia ilogé
informacji. Cel pracy jest jasno sformutowany. Ryciny zamieszczone we wstepie dobrze ilustruja
opisywane tresci. Mimo ze wstgp jest dobrze napisany pod wzgledem zaréwno jezykowym jak i
merytorycznym, to mozna w nim znalez¢ niezrgczne sformutowania. Uzywane sg zwroty ,,fosforylacja
reszty serylowej” czy ,.fosforylacja reszty tyrozylowej”. Raczej stosuje si¢ okreslenie fosforylacja reszty
serynowej i reszty tyrozynowej.

Rozdziat ,.Materialy i metody” rozpoczyna si¢ od wykazu uzytych odczynnikéw i roztworéw, a
nastgpnie opisane sg zastosowane metody doswiadczalne. Opis zastosowanych metod jest zrozumiaty.

W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka opisata wptyw kondycjonowanego medium neuronéw (CM)

na ekspresj¢ i aktywnos¢ enzymow glikolitycznych w astrocytach. Na Ryc. 4.1.3 obserwowany jest
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dwukrotny wzrost zaréwno ekspresji PFKP oraz PKM1/2 w astrocytach po 48 godzinach hodowli w
kondycjonowanym medium. Natomiast na rycinie 4.1.4. obserwujemy wzrost aktywnosci
enzymatycznej, ale jedynie jednego z nich, tj. kinazy pirogronianowej (PK). Stad moje pytanie: jakie
znaczenie i interpretacj¢ moze mie¢ ten ciekawy wynik wzrostu ekspresji obu enzyméw przy
jednoczesnym wielokrotnym wzroscie aktywnosci tylko jednego z nich. Jak mozna wyttumaczy¢ jedynie
dwukrotny wzrost syntezy ATP przy tak znaczacym wzroscie aktywnosci PK? Czy moze byé tak, ze
czynnik znajdujgcy si¢ w CM podnosi aktywnos¢ PK, a wzrost ekspresji enzymow glikolitycznych jest
jedynie efektem wtérnym w odpowiedzi na ten masywny wzrost aktywnosci? To z kolei przemawiatoby
za hipotezg istnienia tylko jednego neuronalnego regulatora glikolizy w astrocytach. W dalszej czesci
pracy nie znalaztem Zadnego odniesienia ani dyskusji tego mocnego i ciekawego wyniku. Cheialem
réwniez zapyta€ czy i jak sprawdzana byta czysto$¢ hodowli neuronalnych (tj. procentowy udziat
astrocytow), z ktérych pobierane bylo medium kondycjonowane? W dalszej czesci rezultatéw (rozdzial
4.2.2) Doktorantka powotujac si¢ na Ryc. 4.2.3 pisze ,,Co ciekawe, frakcja CM zawierajaca molekuty
niskoczgsteczkowe (0-10kDa) podwyzszata rowniez ekspresje aldolazy (ALDO), ale nie wptywata na
ekspresje PKM1/2”. Na tej rycinie nie znalaztem jednak istotnie stafystycznych réznic §wiadczacych o
wplywie frakcji zawierajgcej molekuly niskoczasteczkowe na podwyzszenie ekspresji ALDO. Czy
informacja o istotnosci statystycznej nie znalazla si¢ na rycinie omytkowo czy rzeczywiscie ten efekt nie
jest istotny statystycznie, a obserwowany jest jedynie trend? Dla pelniejszego wsparcia hipotezy
wydzielania przez neurony dwoch regulatoréw rézniacych si¢ masg molowg zabrakto mi na Ryc. 4.2.2
wplywu frakcji CM zawierajacej czasteczki o masie powyzej 30kDa na poziom mRNA badz poziom
ekspresji ALDO. Dodatkowo na Ryc. 4.2.2 zabraklo informacji $wiadczgcej o istotnosci statystycznej dla
wsparcia stwierdzenia ,,Frakcja CM zawierajgca molekuty o masie ponizej 100kDa podwyzszala
ekspresje PKM1/2 i poziom ATP w komoérkach, podobnie jak miato to miejsce dla pelnego CM”.
Analizujgc wykresy i umieszczone na nich odchylenia standardowe wnioskuje, ze tylko omytkowo ta
informacja nie zostata podana. Podobnie na rycinie 4.4.5, gdzie badano wplyw wysycenia TTR ligandami
na ekspresj¢ PKM1/2 zabraklo poréwnania i informacji o istotnej statystycznie réznicy miedzy badanymi
grupami. Dla poréwnania istotnosci statystycznych bardziej adekwatna w tym ostatnim przypadku
wydaje si¢ analiza ANOVA. Dalsze pytania nasuwajg si¢ po analizie tabeli 4.3.1 ,,Biatka zidentyfikowane
we frakcji 30-100 kDa mediéw FM i CM™. Jakie jest pochodzenie biatek w prébce FM ($wieze medium
neuronalne) oraz jakie znaczenie ma wystepowanie bialek typu ,,odwrécone”?. Szkoda, ze Doktorantka

nie pokazata rozdziatu elektroforetycznego biatek, co utatwiloby analize tych danych. Zgadzam si¢ z
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Doktorantka, ze zaskakujace jest wystepowanie bialek o masie ponizej 30kDa we frakcji 30-100 kDa.
Pozostate wyniki nie budza moich watpliwosci, a jedynie mam kilka drobnych komentarzy.

Konsekwentnie na wykresach w rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka dla oznaczenia r6znic istotnie
statystycznych uzywa oznaczenia asterysk (*) niezaleznie od poziomu istotnosci tych réznic. Czgsto jest
to mylace i lepiej bytoby uzywac przyjetego w literaturze oznaczenia (*) dla p<0.05, (**) dla p<0.01 i
(***) dla p<0.001. Przyktadowo na Ryc. 4.5.1 gotym okiem wida¢, ze réznice zaznaczone na panelu B i
C oznaczone (*) nie mogg mie¢ tej samej istotnosci statystycznej na poziomie p<0.001 jak napisano w
legendzie. Bardzo czesto pojawia si¢ rowniez w rozdziale ,,Wyniki” mylne okreslenie o wptywie jakiego$
badanego czynnika na ekspresj¢ biatka, gdy badany byt jedynie poziom mRNA kodujgcego to biatko. Tu
przykladem jest znowu rycina 4.5.1 czy 4.5.2, gdzie badany jest poziom mRNA enzymoéow
glikolitycznych, a podpisy obu rycin informuja, ze sa to badania poziomu ekspresji tych enzymow.
Szkoda réwniez, ze Doktorantka nie zilustrowata duzej czgsci swoich wynikow zdjeciami z mikroskopii
fluorescencyjnej czy zdjeciami rozdzialow elektroforetycznych, a jedynie pokazala analiz¢ ilosciowa tych
wynikow.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka dobrze opisala wyniki otrzymane z przeprowadzonych
dos$wiadczen, ktére pozwolily na poznanie mechanizmu regulacji krzyzowej w metabolizmie
energetycznym astrocytow. Nieliczne uwagi do tego rozdziatu rozprawy dotycza jedynie wspomnianego
wczesniej braku dyskusji efektu CM na aktywnos¢ PK oraz uzycia zbyt mocnego (moim zdaniem)
stwierdzenia: ,,Eksperymenty z zastosowaniem filtrowanego medium potwierdzily hipotez¢ zakladajaca
istnienie dwoch typdéw neuronalnych regulatoréw metabolicznych. Wykazano, ze czynniki te r6znig si¢
masg molowa: pierwszy typ (stymulujacy ekspresje ALDOA) ma masg ponizej 10kDa” w sytuacji, gdy
czynnik ten nie zostat jednak zidentyfikowany, a sam efekt filtrowanego medium na ekspresj¢ ALDO nie
jest, jak si¢ wydaje, istotny statystycznie. Szkoda roéwniez, ze w dyskusji nie omdéwiono ograniczen
stosowanych metod.

Podsumowujgc, pomimo powyzszych uwag, rozprawe doktorska Pani mgr Aliny Zawislak
oceniam jako bardzo wazng i wartosciowg. Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan stanowig
znaczacy wklad w zrozumienie roli neuronalno-astrocytarnej regulacji krzyzowej w metabolizmie
energetycznym mozgu. ‘

Biorac pod uwage powyzsze stwierdzenia oraz aspekt poznawczy pracy, przedstawiong mi do
recenzji rozprawe doktorska Pani mgr Aliny Zawislak oceniam wysoko i wnioskuje o jej wyrdznienie.
Rozprawa doktorska spelnia warunki okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 1. poz. 1852 oraz
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z 2015 r. poz. 249 1 1767). Wnosze wigec do Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Aliny Zawislak do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Jakub Wlodarczyk
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