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Recenzja pracy doktorskiej
Martyny Jastrzebskiej
,Interakcje pomigdzy astrocytami aktywowanymi osoczami pacjentow chorych na
sporadyczng posta¢ stwardnienia zanikowego bocznego a neuronami — badania in vitro”
napisanej pod kierunkiem dr hab. Piotra Pierzchalskiego jako promotora

i dr Pawla Link-Lenczowskiego jako promotora pomocniczego

Stwardnienie zanikowe boczne (ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis - ALS) jest
postepujaca, przewlekla, nieuleczalng choroba neurodegeneracyjng, ktérej istota jest
niepoznane etiologicznie uszkodzenie gornego i dolnego neuronu ruchowego. Obraz
kliniczny charakteryzuje mieszany piramidowo-obwodowy niedowlad i zanik migsni,
wynikajacy z pierwotnego uszkodzenia neurogennego. Typowo, chorym w poczatkowych
stadiach choroby towarzysza problemy z wykonywaniem czynnosci precyzyjnych, wystepuja
zaburzenia polykania, nastgpnie dochodzi do uogblnionego zaniku migsni, w tym miesni
oddechowych. Istnieje kilka postaci klinicznych, z czego najczestsza posta¢ klasyczna
cechujaca sie typowo wspolistnieniem objawow opuszkowych i konczynowych, dotyczy
okolo 70% wszystkich przypadkéw ALS. Rozpoznanie choroby opiera si¢ na kryteriach El
Escorial  uwzgledniajgc  typowe  objawy  Kkliniczne  oraz elektromiograficzne
i elektroneurograficzne; przy dokladnym przeprowadzeniu diagnostyki r6znicujacej. Pomimo,

intensyfikacji badan naukowych nad ta jednostka chorobowa brak jest swoistego,




specyficznego biomarkera charakterystycznego dla ALS. Wiasciwe postawienie rozpoznania
jest o tyle istotne, iz w niektorych schorzeniach obwodowego uktadu nerwowego, ktérych
objawy mogg imitowaé ALS mozliwe jest zastosowanie skuteczne;j terapii.

Stwardnienie zanikowe boczne nalezy do chor6b rzadkich, srednia czgstos¢ - 3/100
tys. 0sob na $wiecie, ale w ostatnich latach notuje si¢ wzrost zachorowan na ALS, co by¢
moze wynika z lepszej dostgpnosci do badan diagnostycznych. Poniewaz objawy choroby
najczesciej pojawiaja sie po raz pierwszy u 0séb pomigdzy 50, a 60 rokiem zycia stanowi to
istotny spotecznie problem diagnostyczno-terapeutyczny.

Wobec powyzszego Doktorantka podjela si¢ bardzo waznego problemu klinicznego.
Celem pracy bylo ustalenie wptywu czynnikoéw zawartych w osoczu chorych na sporadyczny
wariant stwardnienia zanikowego bocznego na aktywacj¢ komorek astrocytarnych oraz
ustalenie, czy ta ewentualna zmiana aktywnosci komoérek astrocytarnych wplywa na
funkcjonowanie poddanych réznicowaniu neuronéw. Podjecie takiego tematu moze whnies¢

istotny wklad w zagadnienia dotyczace etiopatogenezy tego nieuleczalnego schorzenia.

Przedlozona mi do oceny rozprawa liczy 132 strony i ma typowy uklad pracy
doktorskiej zawierajacy: wstep, zatozenia i cele pracy, material i metody, wyniki, dyskusje,
wnioski, streszczenie i pi$miennictwo. Prace poprzedza bogaty wykaz skrétow, utatwiajacy

analize tekstu. W pracy znajdujg sie 2 tabele oraz 25 autorskich czytelnych rycin.

We wstgpie rozprawy zostaly przedstawione wszystkie niezbgdne, zgodne
z najnowszymi doniesieniami, informacje dotyczace istoty ALS poczawszy od objawow
klinicznych i epidemiologii, poprzez etiopatogenez¢ do neuropatogenezy, uwzgledniajac
mechanizmy wewnatrzkomérkowe. Skonstruowany w powyzej opisany sposob wstep
wprowadza czytelnika w zagadnienie i nawigzuje do przedstawionych w dalszej czgsci

rozprawy celéw pracy.

Doktorantka sformutowata nastepujace cele badawcze:

1. Poréwnanie wplywu osocza zdrowego dawcy i osocza pacjentéw chorych na sALS na
aktywno$¢ enzymoOw proteolitycznych wydzielanych przez komorki astrocytarne.

2. Poréwnanie wplywu komérek astrocytarnych hodowanyach uprzednio z osoczami
zdrowego dawcy i pacjentow chorych na sALS na ekspresj¢ receptoréw dla

neurotrofin na blonach komérkowych dwoch linii komérkowych nerwiaka ptodowego.




3. Ustalenie czy dochodzi do ograniczonej proteolizy receptora NGFR w komdrkach
dwoch linii komérkowych nerwiaka plodowego.
4. Zaproponowanie mechanizmu molekularnego mogacego tlumaczy¢ charakter

oddzialywan pomigdzy komoérkami astrocytarnymi i neuronami w przebiegu sALS.

W rozdziale Material i Metody przedstawiono schemat badania oraz niezwykle doktadnie
opisang zastosowang metodyke hodowli komoérkowych i wykorzystanych technik biologii
molekularnej z oceng ekspresji gendw zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka. Na ogromne
uznanie zasluguje plan przeprowadzonego badania na trzech liniach komoérkowych oraz
uwzglednienie tak duzej liczby ocenianych parametrow. Przeprowadzenie eksperymentow
w $cisle kontrolowanych warunkach zewnetrznych in vitro pozwala na zapoznanie si¢
w warunkach uproszczonych zlozonych interakcji panujacych w osrodkowym ukladzie
nerwowym pomigdzy astrocytami i innymi komoérkami oraz umozliwia dokladng analizg
zmian zachodzacych na poziomie molekularnym w kazdej z populacji komodrkowych

z osobna. Dobor zastosowanych metod statystycznych nie budzi watpliwosci.

Wiyniki przedstawiono syntetycznie, w logicznym porzadku, w tym réwniez w postaci
graficznej, utatwiajacej interpretacje imponujacej ilosci danych. Na uwage zastuguje fakt, iz
na podstawie przeprowadzonego badania okreslono zmieniony profil wydzielniczy enzymow
proteolitycznych wyrazony zwigkszong aktywnoscia MMP-9 w nadsgczach hodowlanych
komorek U373 MG, ktére mialy kontakt z osoczem chorych na sALS. Ponadto, analiza
ekspresji biatka metodag mikromacierzy biatkowych wykazata zwigkszong ekspresje dla
GDNF, TNF-alfa, NT-3 oraz GITR, a takze spadek ekspresji dla inhibitora metaloproteinaz
TIMP-4 w tych komoérkach.

Kolejng bardzo istotng informacja wynikajacg z przeprowadzonej analizy jest fakt, ze
komorki linii SH-SYSY oraz SK-N-BE(2)C wykazywaty wzrost ekspresji mRNA dla NGFR
w wyniku posredniego kontaktu z osoczem chorych na sALS. Immunoblotting dla NGFR
wykazal zjawisko ograniczonej proteolizy receptora dla NGF w obydwu liniach oraz
translokacji jego czgsci cytoplazmatycznej do jadra komérkowego. Analiza ekspresji biatka
dla NGFR ujawnila, ze ograniczona proteoliza zachodzi niezaleznie od aktywacji receptora
NTRK1 w obu liniach komoérkowych nerwiaka plodowego. Zebrane wyniki dotyczace
ekspresji mRNA oraz bialka receptorow dla NGF wskazuja, ze obydwie linie zareagowaty

odmiennie na proces réznicowania z zastosowaniem kwasu retinowego.




Dyskusja prowadzona jest bardzo ciekawie, w logiczny uporzgdkowany sposob.
Doktorantka z duza swoboda konfrontuje uzyskane wyniki z pracami innych autorow.
Zaprezentowany sposob prowadzenia dyskusji i interpretacji wilasnych wynikéw $wiadczy

o dojrzatosci naukowej Autorki.

Rozprawa zawiera 176 bardzo dobrze dobranych pozycji piSmiennictwa,

uwzgledniajgcych najnowsze doniesienia.

Wysunigte wnioski odpowiadaja postawionym celom, jednakze nie sg w pelni

sformutowane zgodnie z postawionymi celami:

1. Ekspozycja komérek astrocytarnych na osocza pacjentow chorych na sALS prowadzi
do wzrostu aktywnosci MMP-9 oraz spadku ekspresji TIMP-4, co moze wskazywac
na rearanzacjc w obrebie macierzy zewnatrzkomorkowej, co nastepnie moze mieé

wplyw na zmiang fizjologii pobliskich neuronow.

2. Ograniczona proteoliza receptora NGFR zachodzi w obydwu liniach komoérkowych
nerwiaka ptodowego, co skutkuje translokacja domeny ICD receptora do jadra

komoérkowego.

3. Komorki linii SH-SY5Y, ktore miaty kontakt posredni z astrocytami hodowanymi
z dodatkiem osoczy chorych na sALS wykazuja mniejsze ilosci fragmentu biatka
NGFR we frakcji jadrowej w trakcie blokowania NTRKI1, co swiadczy o istnieniu
mechanizmu proteolizy NGFR zaleznym od aktywacji NTRK1, co w odréznieniu od
komorek linii SK-N-BE(2)C w ktérych w trakcie analogicznego eksperymentu ilos¢
fragmentu biatka NGFR wzrosta.

4. Komorki linii SH-SY5Y oraz SK-N-BE(2)C prawdopodobnie wykazujg odmienne
mechanizmy prowadzace do proteolizy biatka NGFR. Wskazuja na to obserwowane
zmiany ilosci fragmentéw bialek NGFR o masie mniejszej niz 75 kDa we frakcji
jadrowej komérek SK-N-BE(2)C, hodowanych w nadsaczach zbieranych uprzednio
znad astrocytéw hodowanych z dodatkiem osoczy chorych na sALS, w odréznieniu od
komorek linii SH-SYSY, w ktorych po zastosowaniu inhibitora dla NGFR nie

odnotowano zmian ilosci biatka NGFR.




5. Osocza chorych na sALS sg zdolne do reaktywacji komérek U373 MG, co wyraza sig
m.in. zmienionym wydzielaniem enzyméw odpowiedzialnych za przebudowg
macierzy zewnatrzkomoérkowej. Rearanzacja $rodowiska zewnetrznego moze byc¢
niekorzystnym sygnalem troficznym dla komorek nerwowych, prowadzac do
zmienionej ekspresji receptorow blonowych dla neurotrofin (NTRK1 i NGFR) oraz
ich ograniczonej proteolizy (NGFR). Zdarzenia te moga nastgpnie wpltywa¢ na
przekaz sygnatu do jadra komorkowego, a w efekcie zmiang ekspresji genow

— kierujac komorki na drogg $mierci komérkowe;j.

Pragne podkresli¢, ze w wyniku przeprowadzonych eksperymentéw uzyskano bardzo istotne
dla etiopatogenezy ALS wyniki wskazujace, iz czynniki obecne w osoczach chorych na
sporadyczny wariant ALS sa zdolne do aktywacji astrocytow, manifestujace si¢ wydzielaniem
czynnikéw neuroprotekcyjnych oraz powodujacych uszkodzenie komérek nerwowych takich
jak zwiekszona aktywnos$¢ enzyméw proteolitycznych oraz spadek ekspresji inhibitoréw
metaloproteinaz. Co wigcej, warto$¢ pracy podnosi uzyskany wynik wzrostu aktywnosci
komorek astrocytarnych wywotany obecnoscia czynnikow zawartych w osoczach chorych na
SALS, co przyczynia si¢ do zmian ekspresji, proteolizy oraz translokacji jadrowej biatka
NGFR, a w konsekwencji moze prowadzi¢ do zmienionej ekspresji genéw i wywolanej ich

dziataniem $mierci komorki lub jej degeneracji.

Z obowigzku recenzenta zwrécitam uwage na drobne bledy stylistyczne i interpunkcyjne,
ktére w zaden sposob nie umniejszaja rangi pracy, ktora oceniam bardzo wysoko, a maja

postuzy¢ jedynie jako wskazéwka przed przygotowaniem pracy do opublikowania.

Z przyjemnoscia stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji dysertacja jest praca
warto$ciowa naukowo, przeprowadzong bardzo rzetelnie i potwierdza gleboka wiedzg
Doktorantki na temat podjetego zagadnienia. Dotyczy obszaru wiedzy dotychczas nie w petni
poznanego, tematycznie bardzo istotnego dla $wiatowej neurologii. Chciatabym podkresli¢, iz
uzyskane wyniki poza warto$cig naukowg wnosza szereg waznych informacji istotnych dla

praktyki kliniczne;j.




Przedstawiona mi do recenzji rozprawa odpowiada wszelkim wymogom ustawowym
jako podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora. Upowaznia mnie to do
wystgpienia do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellofiskiego w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie Pani Martyny Jastrzebskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z pelnym przekonaniem moge stwierdzié, ze powyzsza praca zastluguje na

wyrdznienie.
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