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dr hab. Matgorzata Zawadzka
Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN
im, Marcelego Nenckiego

w Warszawie

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Weroniki Krzyzanowskiej pt.: ,,Modulacja transporteréw ukladu

glutaminergicznego przez ceftriakson i N-acetylocysteing a rozwdj tolerancji mézgu na niedokrwienie.”

Udar mozgu jako druga, po chorobie niedokrwiennej serca, przyczyna $mierci na $wiecie stanowi istotny

problem dla wspétczesnej medycyny, i to nie tylko z powodu tak wysokiej $miertelnosci, ale rowniez dlatego, ze
jest jedng z najczestszych przyczyn dlugotrwalej niepetnosprawnosci dorostych. Ponadto, etiologia zawatu
moézgu jest zlozona i wieloczynnikowa, a profilaktyka, podobnie jak w przypadku innych schorzen ukltadu
krazenia, nieefektywna, co poglebia trudnosci leczenia przyczynowego. Niezaleznie jednak od przyczyn udaru,
w wyniku epizodu niedokrwiennego dochodzi do powstawania ogniska uszkodzenia tkanki nerwowej
otoczonego obszarem obj¢tym niedokrwieniem, tzw. polcieniem, w ktérym mozliwe jest przywrécenie
homeostazy i ochrona komérek nerwowych przed zniszczeniem. Jedyng skuteczng strategia leczenia jest wiec
jak najszybsze przywrécenie przeptywu krwi w obszarze polcienia, jednak dtugosé okna terapeutycznego dla
kilku dostgpnych terapii rekanalizacyjnych wcigz pozostaje limitowana. Wydaje sie wiec, ze przedmiotem
intensywnych badan powinny sta¢ sie strategie terapeutyczne ukierunkowane na neuroprotekcje poniewaz,
niezaleznie od czynnika etiologicznego, dawatyby mozliwos¢ poprawy klinicznej.
W ten bardzo aktualny nurt badan podstawowych nakierowanych w perspektywie na opracowanie strategii
neuroprotekcyjnych opartych na rozwoju tolerancji mézgu na uszkodzenie wpisuje si¢ przedstawiona mi do
recenzji dysertacja Pani mgr inz. Weroniki Krzyzanowskiej pod tytutem ,.Modulacja transporteréw ukladu
glutaminergicznego przez ceftriakson i N-acetylocysteing a rozwdj tolerancji mézgu na niedokrwienie”.

Praca skonstruowana jest w sposob typowy dla tego rodzaju opracowan i sklada sie
z nastgpujacych czesci: wstep, cele pracy, metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie i wnioski. Prace zamyka
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz bibliografia. W tekscie nie znalaziam niestety, zwykle cennego
dla czytelnika, wykazu zastosowanych skrétow.

Przedmiotem badan Doktorantki bylo okreslenie roli transporteréw glutaminjanu GLT-1

1 xe- w patofizjologii udaru niedokrwiennego mézgu. Cel ten postanowiono osiggnaé poprzez zbadanie efektow
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modulowania ekspres;ji tych bialek w wyniku przeprowadzenia procedury wywolania ogniskowego udaru mézgu
poprzedzonego podawaniem zwierzetom CEF i NAC, czyli tzw. doswiadczalnego hartowania mézgu. Problem
badawczy zostal poprawnie rozpoznany i podjecie badan jest w pelni uzasadnione. Tytut pracy wprawdzie dobrze
opisuje podjetg problematyke, jednak Autorka nie ustrzegla sie w nim pewnej niescistosci, sformulowanie:
~modulacja transporterdw ukiadu glutaminergicznego™ powinno by¢ wg. mnie zastapione sformulowaniem:
»modulowanie ekspresji transporteréow glutaminianu™,

Wstep jest 25-cio stronicowym rozdziatem, ktory Autorka rozpoczyna od przedstawienia aktualnej
definicji udaru niedokrwiennego, jego epidemiologii, etiologii i omdwienia dostepnych strategii leczenia
przyczynowego udaru. Cenne jest przypomnienie aktualnej definicji udaru, szczegélnie, ze wprowadza ona jako
kryterium rozpoznania obecnos¢ ogniska zawalu, co, jak stusznie podkresla Autorka, pozwala na rozpoznanie
udaru niedokrwiennego u pacjentéw, u ktérych widoczne jest ognisko zawalu mimo, ze objawy neurologiczne
ustgpily przed uptywem 24 godz. W czeici tej nie ustrzegla sie jednak Autorka pewnej niezrecznosci piszac
o udarze mdzgu jako ,.trwatym, nagtym i ogniskowym uszkodzeniu osrodkowego ukladu nerwowego (mézgu,
siatkowki oka albo rdzenia kregowego). Chodzito zapewne o to, ze udar niedokrwienny to trwale, nagle
uszkodzenie dotyczace roznych struktur w obrgbie osrodkowego ukladu nerwowego (moézgu, siatkdwki oka albo
rdzenia kr¢gowego).

Nastepne podrozdzialy dotycza mechanizméw rozwoju tolerancji mézgu na niedokrwienie oraz
mechanizméw patofizjologii udaru, gléwnie ekscytotoksycznosci glutaminianu. Wstep korczy opis roli
poszczegblnych elementéw przekaznictwa glutaminergicznego, a wige samego glutaminianu, jego receptoréw
1 transporteréw w udarze niedokrwiennym mézgu. Wstep stanowi dobry punkt wyjscia do przedstawienia
wynikéw badan wlasnych i ich dalszej analizy i interpretacii.

W rozdziale drugim Autorka sformutowata cel badawczy, ktdrym byla ocena roli wybranych
transporterow glutaminianu w rozwoju tolerancji mézgu na niedokrwienie. Dla osiggniecia celu giéwnego
sformutowano cele szczegolowe, czyli przeprowadzenie oceny wybranych parametréw doswiadczalnych takich
Jak: deficytu neurologicznego, obj¢tosci uszkodzonej tkanki, ekspresji i lokalizacji badanych Iransporterow
glutaminianu w wybranych strukturach mozgu oraz poziomu zewnatrzkomérkowego glutaminianu.

Doktadna charakterystyka grup doswiadczalnych i liczebnos¢ zwierzat w poszczegélnych grupach nie
budzg watpliwosci. Model doswiadczalny jakim jest czasowe, odwracalne zamkniecie tgtnicy srodkowej moézgu
jest ,.ztotym standardem™ doswiadczalnym w badaniach dotyczacych niedokrwienia mézgu, poniewaz najlepiej
odzwierciedla patofizjologie udaru mézgu. Wymaga on jednak od operujacego wyjatkowej precyzji i nalezy
wysoko oceni¢ doskonate umiejetnosci Doktorantki w te] dziedzinie. Zastosowane w pracy metody badaweze

zostaly opisane w sposéb wlasciwy i odpowiadajacy przedmiotowi badan. Jedynie opisujac czynniki
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interwencyjne Doktorantka powotala si¢ na dane literaturowe dotyczace dawek stosowanych w do§wiadczeniach,
nie podajac jednak danych bibliograficznych tych publikacji (strona 28).

Rozdziat Wyniki jest 36-cio stronicowg cz¢Scia  pracy, zilustrowang 37  rycinami
i podzielong na podrozdzialy odpowiadajgce zakresowi wykonanych badan. W opisie uzyskanych wynikow
pojawia si¢ kilka niejasnosci, np.:
1. Autorka pisze na str. 41, w opisie wynikow oznaczania deficytu neurologicznego, ze u zwierzat kontrolnych,
poddanych dzialaniu czynnikéw interwencyjnych, ale u ktérych zamiast udaru wykonano operacje pozorowana
nie stwierdzono deficytu neurologicznego, co przedstawiono na rycinie 2. Nie znajduje¢ na tej rycinie takiego
wyniku. Ta sama uwaga dotyczy rycin 3 i 4, na ktdrych réwniez nie umieszczono wynikdéw uzyskanych w
grupach kontrolnych, co blednie sugeruje odnosny tekst (str.42 i 43).
2. Podezas lektury rozdziatu 4.8 dotyczacego identyfikacji komérek produkujgeych transportery glutaminianu
nasuwa si¢ pytanie: jaka metoda dokonywano analizy uzyskanych obrazéw immunoflurescencyjnych (ryciny 23-
38), pochodzacych, jak zaznaczono w opisie kazdej z rycin, od kilku osobnikéw (n=3). Czy analizowano
rozmieszczenie tych bialek w strukturach i jak oceniano réznice? Innymi stowy, na jakiej podstawie
wnioskowano o prawidlowosci obserwacji dotyczacych poziomu ekspresji biatek w komorkach? Autorka
wspomina, ze dokonano jedynie analizy jakosciowej uzyskanych preparatéw, jednak nastepnie interpretuje
wyniki w $wietle tej analizy np. w rozdziale Dyskusja na str. 87, Autorka pisze: ,,Prawdopodobnie spadki
ekspresji xc- w obszarze CA1l hipokampa, sugerowane przez rezultaty barwienia immunofluorescencyjnego
lepiej odzwierciedlaja zmiany w tej strukturze u zwierzat, ktore otrzymywaly CEF przed wywolaniem
dhugotrwatego niedokrwienia, niz wyniki ELISA”. Uwazam, ze poréwnanie ilosciowych danych uzyskanych
z testu ELISA z jednostkowymi obserwacjami wynikéw immunofluorescencji nie jest uprawnione bez
wykonania analizy ilosciowej sygnatéw immunofluorescencyjnych.
3. Ponadto, ryciny 23-38 ilustrujace wyniki detekcji badanych biatek korze ruchowej i hipokampie sktadajg sie z
szeregu mikrofotografii wykonanych w duzym powigkszeniu, co skutkuje tym, ze czytelnik moze poréwnaé
jedynie morfologi¢ kilku komorek w polu widzenia. Nie jest dla mnie jasne czy zdjgcia obrazujace
wspolwystgpowanie sygnatow pochodzacych od przeciwcial rozpoznajacych biatka specyficzne dla roéznych
typow komorek tj. GFAP, IBA1, MAP2 oraz kazdego biatek bedacych przedmiotem badan (odpowiednio GLT-
1 lub xc-) zostaly wykonane dla tych samych struktur mézgu. Opisy rycin sugerujg, ze tak wlasnie jest, jednak
wzor ekspresji biatka xc- w polu CA1 hipokampa zwierzat poddanych 90-minutowemu MCAO jest znaczgco
rézny na rycinach obrazujacych wspdtbarwienie z GFAP, MAP2 i IBA1 (odpowiednio ryc. 30, 34 i 38).
Zakladam, Ze jest to spowodowane wyborem pola widzenia wlasciwego dla wspétwystepowania odpowiednich

bialek. Jednak na tej postawie nie sposob oceni¢ poziom biatka w calej strukturze (odpowiednio korze ruchowej
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czy hipokampie). W ocenie faktycznego stanu rzeczy bardzo pomogloby umieszezenie w pracy zdjeé
wykonanych z uzyciem obiektywu o mniejszym powigkszeniu (z zaznaczeniem z ktérego obszaru pochodza
wybrane mikrofotografie) oraz uzupetnionych o barwienie jader komérkowych, tak, zeby czytelnik mogt ocenié
lokalizacj¢ sygnaloéw immunofluorescencyjnych w wigkszym obszarze tkanki. Takie obrazy przedstawione dla
kluczowych wynikéw, bo dla wszystkich wariantow barwiefi z uwagi na mnogosé danych byloby to oczywiscie
niemozliwe, pozwolilyby na ocen¢ wystgpowania badanych biatek w odpowiednich strukturach mézgu.

4. Na rycinach dotyczgcych biatka xc- pojawiajg sig rowniez opisy xCT (w opisie rycin) i xc- lub Xc- (w opisie
mikrofotografii). Czy to celowe rozroznienie i z czego wynika?

5. Kilka rycin obrazujgcych poziom biatka xc- blednie opisano jako wspétwystepowanie biatka GLT-1
1 odpowiednich biatek markerowych (ryc. 27, 28, 29, 30).

Dyskusja jest tradycyjnie ostatnim, przed wnioskami, rozdziatem rozprawy doktorskiej. Jest to doéé
obszerne opracowanie i wydaje mi si¢, ze podzielenie wywodu na podrozdzialy dotyczace interpretacji
kluczowych wynikow ulatwiloby podazanie za tokiem rozumowania Autorki.

Whioski sg sformulowane jasno i uzasadnione w kontekscie uzyskanych wynikow. Poza syntetycznymi
opisami uzyskanych wynikéw, za jakie uwazam pierwszych 5 punkéw zaprezentowanych w tym rozdziale,
znajdujemy dwa wnioski dotyczace najwazniejszych odkryé dokonanych przez Doktorantke, a wigc stwierdzenia.
ze: 1. podanie kazdego ze stosowanych modulatorow ekspresji transporteréw glutaminianu poprzedzajace
wlasciwe ogniskowe niedokrwienie mozgu mialo dziatanie ochronne oraz 2. badane transportery glutaminianu
peinig odmienna role w udarze niedokrwiennym — GLT-1 odgrywa role ochronng, za§ obecno$é xc- promuje

dalszy rozwoj uszkodzenia tkanki.

Pod wzgledem formalnym praca jest przygotowana poprawnie. Z obowiazku recenzenta musze zwrocic
uwage na obecnos¢ bledéow redakcyjnych, ktorych szezegolows liste przekazalam bezposrednio Autorce

rozprawy.

Podsumowujgc pragne stwierdzi¢, ze nieliczne uwagi krytyczne zawarte w niniejszej recenzji nie
umniejszaja mojej pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej. Autorka wykazata si¢ dobrym warsztatem
badawczym oraz umiejetnoscia precyzyjnego przeprowadzenia badan i opracowania uzyskanych wynikéw.
Tematyka pracy jest istotna z medycznego punktu widzenia, a przedstawione wyniki uzupetniaja aktualng wiedze

na temat mozliwosci rozwoju tolerancji moézgu na niedokrwienie.
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Stwierdzam zatem, @ ie przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
wsModulacja transporteréow ukladu glutaminergicznego przez ceftriakson i N-acetylocysteing a rozwdj
tolerancji mozgu na niedokrwienie” spelnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nré65. poz. 595 z péin. zm.
i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium
Medicum z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz. Weroniki Krzyzanowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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