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pracy doktorskiej mgr inz. Weroniki Krzyzanowskiej pt. ,Modulacja transporteréw uktadu
glutaminergicznego przez ceftriakson i N-acetylocysteing a rozwdj tolerancji mézgu na
niedokrwienie”.

Przediozona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Zakfadzie Biochemii
Toksykologicznej Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego pod opieka promotora
prof. dr hab. med. Joanny Pery. Rozprawa dotyczy neurochemicznego podtoza uszkodzen
mozgu w przebiegu udardéw niedokrwiennych i weryfikuje w modelu doswiadczainym
skutecznoéé nowych czynnikéw interwencyjnych w zmniejszaniu poudarowych deficytéw
neurologicznych oraz obszaru zawatéw mdzgu. Kluczowe znaczenie w niedokrwiennych
uszkodzeniach tkanki nerwowej przypisuje sie nadmiernej aktywacji jonotropowych
receptorow pobudzajacych aminokwasoéw i zwigzanemu z tym zjawisku ekscytotoksycznosci.
Dotychczasowe proby kliniczne zastosowania antagonistow receptorow pobudzajacych
aminokwaséw w leczeniu udardow nie przyniosly jednak oczekiwanych rezultatow, co
wskazuje na konieczno$é poszukiwania innych mozliwosci obnizenia aktywnosci ukfadu
glutaminianergicznego. Biorac pod uwagg, ze udar mézgu jest trzecia, co do czestosci,
przyczyna $mierci i gtéwna przyczyna trwatej niepetnosprawnosci oraz brak skutecznego
postepowania neuroprotekcyjnego, wybor tematu pracy doktorskiej mgr Krzyzanowskiej
mozna uznac za w petni uzasadniony.

Konstrukgja pracy, uktad i objetos¢ kolejnych rozdziatow odpowiadajg zwyczajowym
wymogom dla rozpraw doktorskich. Dzieto liczy ogotem 126 stron wydruku komputerowego,
zawiera 38 rycin, w tym 15 kolorowych zdjeé mikroskopowych, jedng tabele i wykaz 233
pozycji utozonego w porzadku alfabetycznym, nienumerowanego pi$miennictwa. Materiaty
srodtowe, w wiekszosci z ostatnich kilkunastu lat, zostaty adekwatnie wybrane i poprawnie
cytowane w tekscie. Praca jest nienaganna pod wzgledem stylistycznym i wyréénia ja
estetyczna szata graficzna. Z uwag krytycznych wymienié¢ musze brak wykazu skrétow, co
niestety, stanowi utrudnienie przy czytaniu pracy opartej w duzej mierze na technikach
biochemicznych. Ponadto doktorantka nie przestrzega zasady, Ze po wprowadzeniu skrétu
po raz pierwszy, nalezy go konsekwentnie uzywaé we wszystkich kolejnych rozdziatach.

Wstep zajmujacy 25 stron i podzielony na 8 gléwnych podrozdziatéw stanowi dobrze
przemyélane wprowadzenie do tematyki rozprawy. W pierwszej jego czesci doktorantka
poprawnie definiuje udar moézgu, przedstawia aktualne dane na temat epidemiologii,
etiologii oraz leczenia przyczynowego udaru mézgu. Nastepnie opisuje zjawisko rozwoju
tolerancji mézgu na niedokrwienie i podstawowe mechanizmy patofizjologii udaru. Zgodnie z
tematem druga cze$¢ Wstepu przeznaczono na zwigzle omowienie znaczenia uktadu
glutaminianergicznego w fizjologii i patologii osrodkowego uktadu nerwowego, ze
szczegblnym uwzglednieniem roli transporterdw glutaminianu w udarze niedokrwiennym
mézgu. Zawarte we Wstepie fakty odpowiadaja obecnemu stanowi wiedzy, a caly rozdziat
ma logiczna i przejrzysta konstrukcje. Mam drobng uwage odnoszacq sig do stosowania
przez doktorantke nazwy receptory glutaminergiczne. Obecnie wigkszo$¢ badaczy okresla te



receptory jak glutaminianergiczne. Pewien niedosyt budzi takze brak chociaz krétkiej
informacji na str. 13 na temat roli poszczegélnych rodzajoéw receptoréw
glutaminianergicznych w patofizjologii udaru niedokrwiennego mézgu, zwtaszcza, ze
antagonisci receptoréw NMDA i AMPA byly intensywnie badane jako potencjalne leki
neuroprotekcyjne.

Cel ogodiny i cele szczegbtowe zostaly jasno sformutowane, zgodnie z tematem pracy
doktorskiej. Doktorantka postanowita okresli¢ role transportera glutaminianu GLT-1
antyportera cystyna/glutaminian xc- w zwierzecym modelu niedokrwiennego udaru mézgu,
mierzac zmiany poziomu mRNA i biatka oraz stosujac odpowiednie modulatory ekspresiji
tych transporteréw w tkance mézgowej. W ramach rozprawy poréwnano skutecznoéé
czterech strategii interwencyjnych obejmujgcych hartowanie mézgu na uszkadzajacy czynnik
fizyczny (krétkotrwate niedokrwienie) i chemiczny (kwas 3-nitropropionowy) oraz
wielokrotne podawanie modulatorow ekspresji transporterdow kwasu glutaminowego tj.
ceftriaksonu i N-acetylocysteiny. Wybdr kwasu 3-nitropropionowego jest prawidiowy, ale
wymagatby krétkiego teoretycznego uzasadnienia poniewaz ta toksyna mitochondrialna,
powodujaca uszkodzenie neurondw prazkowia, jest wykorzystywana gtéwnie w modelach
choroby Huntingtona.

Metody i materiaty zostaly zadowalajgco opisane na 13 stronach rozprawy i
wzbogacone przejrzystg rycing ilustrujgcg technike wywotania udaru niedokrwiennego u
szczuréw. Liczebnoscé zwierzat w grupach doswiadczalnych zostata poprawnie oceniona, a
warunki prowadzenia doswiadczen na zwierzetach spetniaja obowiazujace standardy,
potwierdzone zgodq wlasciwej komisji etycznej. Eksperymenty zostaty prawidiowo
zaplanowane w celu weryfikacji zatozonych hipotez badawczych. Doktorantka zastosowata
model ogniskowego niedokrwienia mozgu, czasowo blokujgc przeptyw krwi w tetnicy
srodkowej mozgu szczura. Model ten uwazany jest powszechnie za najbardziej wlasciwy do badar
patofizjologicznych aspektdow udaru mozgu u ludzi. Na uznanie zastuguje niezwykle
rozbudowana i nowoczesna metodyka obejmujaca testy behawioralne do oceny deficytow
neurologicznych, zaawansowane mikroskopowe techniki histologiczne i
immunofluorescencyjne oraz mikrodialize mézgu, umotzliwiajgca pomiar zmian stezen
glutaminianu in vivo metoda chromatografii cieczowej sprzezong ze spektrometrig mas.
Ponadto, zastosowano technike immunoenzymatyczng ELISA i RT-PCR do oceny zmian
poziomu biatka i ekspresji gendw transporterow kwasu glutaminowego. Wybrano i
Prawidtowo wybrano do opracowania statystycznego wynikéw analiz behawioralnych i
biochemicznych testy, korzystajac z pakietu GraphPad Prism 6. Tak réinorodna metodyka
niewgtpliwie wymagata umiejetnoséci pracy zespotowej oraz odpowiednio wysokiego
finansowania, co zapewnit Grant NCN.

Proporcjonalnie do rozbudowanej metodyki obszernym, bo liczacym 36 stron jest
opis wynikow wraz czytelnie opracowanymi rycinami i obrazami mikroskopowymi. Autorka
dowiodta, ze uprzednie podanie ceftriaksonu i N-acetylocysteiny, znamiennie zmniejszato
deficyt neurologiczny i objetos¢ zawatu mdzgu spowodowanego diugotrwatym ogniskowym
niedokrwieniem mézgu, a efekty te byly poréwnywalne z ochronnym wplywem fizycznego i
chemicznego hartowania moézgu. Powyiszym efektom towarzyszyly zmiany ekspresji



transporterow glutaminianu GLT-11i x¢c- na poziomie biatka i mMRNA w hipokampie, korze
czotowej i prazkowiu szczurdw. Co ciekawe, kierunek zmian ekspresji GLT-1 byt podobny jak
indukowany fizycznym i chemicznym hartowaniem mézgu. Wszystkie procedury hartowania
obnizaly stezenia kwasu glutaminowego w mdzgu w trakcie niedokrwienia. Z kolei wyniki
barwier immunofluorescencyjnych ujawnity wzrost ekspresji GLT-1 na astrocytach pod
wplywem hartowania, co moze ttumaczy¢ wspomniane powyzej obnizenie stezenia
glutaminianu. Z drugiej strony, diugotrwate ogniskowe niedokrwienie obnizato ekspresje
GLT-1 na astrocytach kory czotowej i hipokampa, a efekt ten byt odwracany przez uprzednie
podanie ceftriaksonu. Ponadto zaréwno ceftriakson jak i N-acetylocysteina obnizaty
ekspresje antyportera xc- na astrocytach kory czotowej. Moina przychyli¢ sie do wniosku
autorki, iz obserwowane zmiany ekspresji transporterédw glutaminianu majg charakter
adaptacyijny, regulujac stezenie potencjalnie neurotoksycznego czynnika — glutaminianu w
niedokrwionym mazgu. Uzyskane wyniki sg oryginalne i posiadajg niezaprzeczalng wartosé
merytoryczng. Oprocz znaczenia poznawczego, wyniki rozprawy doktorskiej mgr
Krzyzanowskiej wskazujg na nowe, potencjalne strategie zapobiegania skutkom udaréw
niedokrwiennych mozgu.

Dyskusja wynikéw zostata przeprowadzona wysoce kompetentnie na 18 stronach
rozprawy. Wprowadzeniem do dyskusji jest przypomnienie najwazniejszych faktow
uzasadniajacych wybor tematu pracy i hipotez badawczych. Nastepnie doktorantka
szczegotowo interpretuje wyniki przeprowadzonych eksperymentéw powolujac sie przy tym
na trafnie wybrane dane literaturowe. Uwage zwraca obszerna i dogtebna analiza
przypuszczalnych mechanizméw molekularnych zaobserwowanych zmian w ekspres;ji
transporteréw glutaminianu i wydzielaniu tego neuroprzekaZnika. Sporo miejsca
przeznaczono na omoéwienie mozliwego udziatu licznych czynnikéw transkrypcyjnych oraz
wewnatrzkomérkowych szlakéw sygnalizacyjnych w indukowanych udarem zmianach. Ta
czesé dyskusji $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci przez doktorantke arkandw biologii
molekularnej, a co wiecej, pomimo fachowego nazewnictwa napisana jest przystepnie. Mniej
miejsca przeznaczono natomiast na omodwienie wptywu zastosowanych procedur na
zmniejszenie wywotanych udarem zaburzen ruchowych. Godnym pochwaly jest fakt, iz mgr.
inz. Krzyzanowska zachowuje umiar i odpowiedni krytycyzm przy interpretowaniu wtasnych
wynikow, podkreslajac ograniczenia zastosowanych metod np. brak moiliwosci ilosciowej
analizy wynikow barwien immunoflucrescencyjnych. Jedna kwestia wymagataby jednak
petniejszego wyjasnienia. Badania histologiczne z uzyciem TTC dowiodly, ze znaczne obszary
moézgowia po 24 godz. od dtugotrwatego ogniskowego niedokrwienia objete byty martwica
(Ryc. 3., str. 42), a pomiary poziomu biatek i ekspresji mRNA prowadzono po tym samym
czasie i w tkance mézgowej po stronie niedokrwienia (str. 34). Rodzi sig zatem pytanie czy w
tym przypadku obnizenie ekspresji transporteréw nie odzwierciedlato utraty komorek
astrocytarnych w objetej zawatem czesci mézgu. Innymi stowy, warto byltoby sprecyzowad w
jakim stopniu wykryte zmiany ekspresji genéw i poziomow biatek transporteréw dotyczyly
jadra zawalu, penumbry lub otaczajacej penumbre zdrowej tkanki mézgowej?

Podsumowanie i wnioski, rzetelnie odpowiadajace otrzymanym wynikom ujeto w 7
jednoznacznie sformutowanych punktach. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim zostato



poprawnie skonstruowane i zawiera najwazniejsze informacje dotyczace zatozen
badawczych, metodyki, rezultatéw i wnioskéw rozprawy.

Rozprawe doktorska mgr inz. Weroniki Krzyzanowskiej pt. ,Modulacja transporterow
uktadu glutaminergicznego przez ceftriakson i N-acetylocysteing a rozwdj tolerancji mézgu
na niedokrwienie” oceniam wysoko. Praca zostata starannie zaplanowana i napisana, a
wymienione z obowiazku recenzenta krytyczne uwagi nie obnizajg znaczaco jej wartosci.
Interesujgce i wazne dla nauk medycznych problemy badawcze, nowoczesna i pracochionna
metodyka oraz merytoryczna wartosé i oryginalnos¢ uzyskanych wynikéw sktaniajg mnie do
przediozenia wniosku o wyroznienie rozprawy. O$wiadczam, Ze rozprawa spetnia
wymagania okreslone w Ustawie nr 595 o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz
Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14.03.2003 r. (wraz z poZniejszymi zmianami).
Whioskuje o dopuszczenie mgr inz. Weroniki Krzyzanowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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Krakow, 07.11.2018 prof. dr hab. n. med. Wiadystaw Lason



