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Krakow, 28.05. 2018

Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Martyny Jastrzebskiej pt. “Interakcje pomigdzy astrocytami
aktywowanymi osoczami pacjentéw chorych na sporadyczng postaé stwardnienia
zanikowego bocznego a neuronami — badania in vitro”.

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS) to choroba rzadka, ktorej pierwsze objawy
obserwuje sie najczesciej u pacjentow pomigdzy 50 a 60 rokiem zycia, a o jej rozpoznaniu
decyduje postepujacg dysfunkcja oraz degeneracja dolnego oraz gérnego neuronu
motorycznego, co prowadzi do odnerwienia migsni efektorowych i w konsekwencji do paralizu.
Choroba ta u okofo 5-10% przypadkéw ma charakter dziedziczny, natomiast pozostata
wigkszos¢ zachorowarn ma postaé spontaniczng. Jej przebieg jest dramatyczny i prowadzi do
smierci, $rednio od 3 do 5 lat od momentu wystgpienia pierwszych objawéw. Niejednorodny
obraz kliniczny oraz brak dostatecznej znajomosci etiologii oraz patogenezy stwardnienia
zanikowego bocznego powodujg, ze farmakoterapia tego schorzenia jest znikoma i pozwala
jedynie przedtuzyé okres przezycia pacjentéw o kilka miesiecy. Dlatego biorgc pod uwage
powyzsze fakty, moim zdaniem wybér tematyki rozprawy doktorskiej mgr Martyny Jastrzebskie;
jest w pemni uzasadniony i stanowié moze niezwykle cenny wkitad w poznanie
patomechanizmow sporadycznej postaci ALS poprzez ocene roli astrocytéw i ich interakcji z
komérkami neuronalnymi w patogenezie tego schorzenia. Jednoczesnie ograniczona jak
dotychczas literatura traktujgca o tych zagadnieniach wskazuje na nowatorski charakter badan
podjetych w rozprawie.

Praca doktorska napisana zostata zgodnie z ogdlnie przyjetymi zasadami, sktada sie na
nig 106 stron maszynopisu - podzielonego na rozdziaty i podrozdziaty, 25 rycin oraz 2 tabele.
Na korcu rozprawy dotgczono zgode Komisji Bioetycznej UJ na przeprowadzenie opisanych w
rozprawie badan, natomiast na jej poczatku spis skrétéw z ich dwujezycznym wyjasnieniem, co
zdaniem recenzenta utatwia znaczaco lekture pracy.

Wstep pracy liczy 21 stron. Autorka przedstawita w nim krotka historie badar, obraz
kliniczny oraz kryteriach rozpoznawania ALS by nastepnie przej$é¢ do epidemiologii tego
schorzenia. W tej czesci mgr Jastrzebska mocno akcentuje, ze jak dotychczas nie ma zadnej



skutecznej farmakoterapii ALS, a stosowany obecnie Riluzol przedtuza jedynie nieznacznie
przezycie pacjentéw. Na kolejnych stronach rozprawy Autorka w oparciu o dobrze dobrane
piSmiennictwo, przedstawita dotychczasowe hipotezy dotyczace podioza rozwoju ALS. Tym
niemniej opisana w pracy rola zmian genetycznych, jest moim zdaniem zbyt obszerna,
zwtaszcza, ze odbiega od gtéwnego nurtu rozprawy. Cenne sg natomiast dane wskazujgce na
potencjalng role aktywowanych astrocytéw w mechanizmach indukcji ALS. Oprécz udziatu tych
komorek w zjawiskach ekscytotoksycznosci Autorka duzo uwagi podwigca uwalnianym przez
astrocyty czynnikom neurotroficznych, ktére odgrywajg wazng role w prawidiowym
réznicowaniu, przezyciu neurondw oraz zjawiskach zwigzanych z plastycznoscig. Pewien mgj
niedosyt budzi brak w tej czesci rozprawy informacji dotyczgcych insulino-podobnych-czynnikéw
wzrostu (w tym IGF-1), ktéry nie tylko balansuje indukowane przez cytokiny pro-zapalne
procesy zapalne w moézgu, ale takze kontroluje aktywnosé mikrogleju oraz jego interakcje
zaréwno z neuronami jak i astrocytami (w tym aktywowanymi). We Wstepie Autorka sSwWojg
uwage skupita natomiast prawie wytgcznie na czynniku NGF i jego receptorach (NGFR,
NTRK1), a takze zjawiskach proteolizy zachodzacej pod wptywem zmian strukturalnych
wewnatrz czasteczki tych receptorow. Zapoznajgc sie z opisem budowy receptoréw NTRK1
znalaztam pewne niedociggnigcia np. nie wspomniano o czesci transblonowej tego receptora.
W tej czesci rozprawy Autorka pisze: ,ze w miare dojrzewania ukfadu nerwowego ekspresja
NGFR i NTRK1 jest stopniowo coraz nizsza az do catkowitego zaniku po osiggnieciu przez
neurony catkowitej dojrzatosci funkcjonalnej” czy i jak zatem wyglada ekspresja NTRK1 w
dorostym mézgu zaréwno w warunkach podstawowych jak i w stanach patologicznych — prosze
0 wyjasnienie?

W drugiej czesci Wstepu przeprowadzono analize¢ modeli in vitro jako nowego narzedzia
do badar patomechanizméw ALS, ktére stanowi¢ moze alternatywe dla do$wiadczen
prowadzonych na materiale biopsyjnym lub z wykorzystaniem modeli transgenicznych (tylko
wariant rodzinny ALS). Autorka pisze o potencjalnym zastosowaniu modeli in vitro do badan
sALS wymieniajgc wéréd nich miedzy innymi hodowle komérek macierzystych oraz hodowle
organotypowe rdzenia kreggowego. Ostatnie strony rozdziatu Wstep wprowadzajg czytelnika w
model badawczy, ktéry Pani Jastrzebska postanowita wybra¢ do realizacji celow rozprawy,
przedstawiajgc jego zalety, ale takze i ograniczenia w poréwnaniu z innymi modelami opisanymi
na wczesniejszych stronach rozprawy. Model ten oparto o wykorzystanie trzech linii
komorkowych: nerwiaka ptodowego (neuroblastomy) SH-SY-5Y i SK-N-BE(2)C réznicowanych
kwasem retinowym oraz gwiazdziaka (astrocytomy) U373 MG.

Cel pracy i jej zatozenia sg prawidiowe, a skupiajg si¢ na porownawczej analizie
wptywu osocza zdrowego dawcy oraz osocza pacjentow chorych na sporadyczng postaé
ALS na aktywacjg komérek astrocytarnych, a nastgpnie na ocenie czy proces ten moze



modulowa¢ funkcjonowanie komaérek neuroblastomy poddanych réznicowaniu. Obrany cel
mgr Jastrzgbska realizowata w kilku dobrze przemyslanych i spojnych etapach badawczych.

Przedstawiony przez Autorke w rozdziale Material i metody opis procedur
badawczych jest prawidtowy, uzupetniajg go przejrzyste schematy: doséwiadczen (ryc. 1) oraz
oznaczania i analizy biatek metodg mikromacierzy komérkowych (ryc. 2). W rozdziale tym
podobnie jak w cafej rozprawie nie znalaztam jednak informacji dotyczacych zastosowanych
przez mgr Jastrzebskg metod statystycznych stuzacych do analizy uzyskanych wynikow, a
stosowane przez Autorke okreslenia ,ekspresja nieco wzrastata czy wyraznie wzrastata” nie
sg moim zdaniem kanonem w rozprawach doktorskich. W catej pracy brak jest takze
informacji czy i z ilu niezaleznych hodowli uzyskano prezentowane wyniki, jaka jest
liczebnos¢ wynikéw w poszczegélnych grupach badawczych (n). Dlaczego w
doswiadczeniach wykorzystano tylko jedno osocze od dawcy kontrolnego, przy
wykorzystaniu wigkszej ich liczby od pacjentéw z sALS i czy dziatanie takie zdaniem Autorki
uprawnia do analiz poréwnawczych i statystycznych uzyskanych wynikéw?

Generalnie opisane w pracy przez Panig mgr Jastrzebskg wyniki sg ciekawe, spéjne
oraz wzbogacone ilustracjami graficznymi. Przedstawiony schemat przeprowadzonych
doswiadczen $wiadczy o wytrwatosci badawczej Autorki w testowaniu modeli komérkowych
odzwierciedlajgcych interakcje pomiedzy astrocytami oraz neuronami na poziomie
molekularnym w odpowiedzi na osocza pacjentéw chorych na sALS, a z drugiej strony o jej
obiektywnej ocenie napotykanych trudnosci i ograniczeniach, co niewatpliwie warto
podkreslic. Po analizie tej czesci rozprawy mam kilka pytan oraz uwag:

- jaki byt schemat stymulacji komérek U373 MG cytokinami, czy byly to osobne
do$wiadczenia dla kazdej z wymienionych cytokin, czy stosowano je w kombinacjach (w
badaniach niezamieszczonych w pracy); jaki byt cel wykorzystania w tych badaniach
cytokiny przeciw-zapalnej IL-10,

- jakie przestanki zadecydowaty o zastosowaniu tacznym (IL-1B + IL-6) do stymulagii
ekspresji metaloproteinaz oraz oceny aktywnosci ich inhibitoréw tkankowych w komorkach
U373 MG, a nie jak raczej sugerujg dane literaturowe zaprezentowane w dyskusji (IL-1p i/lub
TNF-a,; str.86),

- Jak interpretowa¢ mozna brak wplywu osocza pacjentéw chorych na sALS, na
tkankowy poziom MMP-9 (ryc. 8) w poréwnaniu z zastosowaniem cytokin (IL-18 + IL-6),
biorgc pod uwage fakt, iz profil ekspresyjny biatek w komérkach U373 MG pod wptywem
osocza pacjentow sALS wykazat istotny wzrost ekspresji TNF- (ryc. 24),

- na ryc. 10 pod wykresami w czesci C brak jest peinej nazwy zastosowanej linii
komérkowej SK-N-BE(2)C,



- ryc. 12 brak danych dotyczacych analizy ekspresji NGFR i GAPDH w komérkach
SK-N-BE(2)C czyli zgodnie z podpisem pod rycing, czesci B wykresu,

- jaka byta przestanka zastosowania do oznaczern NGFR wycofanego przez firme
poliklonalnego przeciwciata przeciwko N-koricowemu fragmentowi tego biatka,

- naryc. 15 oraz na ryc. 16 nie znalaztam immunoblotéw przedstawiajgcych analize
ekspresji NGFR odpowiednio we frakcji cytozolowej oraz jadrowej komérek SK-N-BE(2)C
przed podaniem inhibitora, chociaz informacije takie zamieszczono w podpisie pod rycinami (
np. BK, B+UK). | jeszcze moja sugestia, uwazam ze wyniki zamieszczone w podrozdziale
4.9 powinny sig znalez¢é w bezposrednim sgsiedztwie podrozdziatu 4.3 gdyz przedstawione
w nich dane dostarczajg informacji dotyczgcych wptywu osocza pacjentdéw kontrolnych oraz
chorych na sALS na komoérki astrocytarne U373 MG.

Interpretacje uzyskanych wynikéw mgr Jastrzebska przeprowadzita w oparciu o
dostgpne pismiennictwo w liczacej 18 stron wydruku komputerowego Dyskusji i chociaz
niektore z jej partii przypominajg opis uzyskanych wynikéw zamieszczonych w rozdziale
wczesniejszym sposéb jej napisania $wiadczy o dobrej znajomoéci tematu przez Autorke. Na
podkreslenie zastuguje fakt, iz ta czes¢ rozprawy, podobnie zreszty jak jej calo$é, napisana
zostata bardzo starannie, a btedy stylistyczne czy jezykowe sa nieliczne. Jej konstrukcja jest
przemys$lana i prowadzona poprawnie, co swiadczy o dojrzatosci naukowej Autorki. Atutem
Dyskusji jest zamieszczony w jej koncowym fragmencie szczegotowy opis wraz z ilustracjg
(ryc. 25) w ktérym podjeto prébe wyjasnienia molekularnych mechanizméw interakgji
zachodzgcych pomigdzy aktywowanymi osoczami pacjentéw cierpigcych na sALS, a
komoérkami neuroblastomy poddanej procesowi réznicowania z uzyciem kwasu retinowego.
Propozycja ta chociaz na pewno wymaga dalszych badar i weryfikacji stanowi interesujgce
podsumowanie rozprawy.

W koncowej czeéci rozprawy zamieszczono Whioski ktére, s stuszne i catkowicie
poparte uzyskanymi w pracy wynikami. Prace doktorskg konczy streszczenie w jezyku
polskim i angielskim oraz wykaz 176 pozycji piSmiennictwa.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
mgr Martyny Jastrzgbskiej jest pionierska pod wzgledem metodycznym i daje mozliwosé
nowego spojrzenia na zastosowanie modeli in vitro do badan patomechanizméw
sporadycznej postaci ALS. Uzyskane wyniki sg interesujace i wskazuja, ze obecne w
osoczach pacjentdw chorych na sALS czynniki zachowujg zdolno$¢ aktywacji komérek
astrocytarnych, a proces ten jest zlozony i prowadzi do wydzielania czynnikéw zaréwno o
potencjale neuroprotekcyjnym jak i neurotoksycznym. Aktywacja astrocytow moze zatem
stanowi¢ interesujgcy target do dalszych badan patomechanizméw sALS oraz potencjalnej
farmakoterapii tego schorzenia. Jednoczesnie pragne stwierdzi¢, ze wszystkie poczynione z

obowigzku recenzenta uwagi nie podwazajg wartosci merytorycznej rozprawy.



Dlatego uwazam, ze oceniana praca pt." Interakcje pomiedzy astrocytami
aktywowanymi osoczami pacjentéw chorych na sporadyczng posta¢ stwardnienia
zanikowego bocznego a neuronami — badania in vitro” spetnia 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 i wnioskuje z petnym przekonaniem o dopuszczenie mgr Martyny

Jastrzebskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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