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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Mielnickiej
pt. ,,Mechanizmy regulacji egzocytozy w astrocytach”

wykonanej w Pracowni Neurobiologii Centrum Badan Plastycznos$ci Neuronalnej i
Chorob Mozgu BRAINCITY Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego

pod kierunkiem naukowym promotora prof. dr hab. Leszka Kaczmarka oraz
promotora pomocniczego dr Piotra Michaluka.

Postrzeganie roli komodrek glejowych w mozgu ulega dynamicznym zmianom.
Wykazanie wzajemnej komunikacji neuronalno-glejowej, a w kontek$cie niniejszej rozprawy
pomig¢dzy neuronami, a astrocytami stato si¢ bowiem podstawg do weryfikacji naszej wiedzy
dotyczacej udziatu tych ostatnich komorek w morfogenezie mozgu, procesach metabolicznych,
utrzymaniu prawidtowej homeostazy oraz modulacji transmisji synaptycznej. Wprowadzone
pod koniec XX wieku pojecie ,,synapsy trojdzielnej” odzwierciedla udzial w potaczeniu
nerwowym trzech kompartmentow: czeSci pre- 1 post-synaptycznej oraz wypustek
astrocytarnych. Zdolnos¢ do odbierania informacji z pobudliwych komorek nerwowych za
posrednictwem neuroprzekaznikéw oraz odpowiedniego oddziatywania na neurony poprzez
uwalnianie gliotransmiteréw z astrocytow na drodze egzocytozy wskazaly na aktywny udziat
komorek neurogleju w pracy moézgu. W dalszym ciagu pozostaje jednak wiele pytan
dotyczacych dynamiki interakcji pomigdzy tymi komodrkami, przetwarzania informacji w
obrebie uktadéw nerwowych, a takze mechanizméw regulacji aktywnos$ci procesu egzocytozy
astrocytow. W nurt badawczych  poszukiwan w tym obszarze wpisuja si¢ badania
przedstawione w rozprawie doktorskiej przez Panig mgr Aleksandre Mielnicka.

Formalna i merytoryczna ocena rozprawy

Oceniana dysertacja napisana zostata w jezyku polskim w sposob tradycyjny. Zawarto
W niej wstep, cel badan, opis zastosowanych modeli badawczych oraz metodyki
wykonywanych oznaczen. Przedstawiono takze wyniki uzyskane przez Doktorantk¢ wraz z ich
dyskusja. Na koncowych stronach maszynopisu zawarto podsumowanie i wnioski oraz spis
pismiennictwa. Zgodnie z wymaganiami w rozprawie znalazty si¢ takze streszczenia w jezyku



polskim 1 angielskim oraz dodatkowo wykaz programéw 1 zasobow internetowych
wykorzystanych w trakcie przygotowywania pracy. Catos¢é rozprawy napisana zostata bardzo
starannie, wzbogacono ja dobrze dobranymi i utatwiajagcymi odbior tekstu rycinami, a zawarto
na 91 stronach maszynopisu.

Jako wprowadzenie do tematyki badan w rozprawie postuzyt rozdzial Wstep w ktoérym
uwagg po$wiecono gtdéwnie komorkom glejowym - astrocytom, przedstawiajac krotki opis ich
budowy morfologicznej oraz roli tych komoérek w mozgu, zeby wspomnieé procesy
metaboliczne, formowania bariery krew-mozg, utrzymywania homeostazy jonéw czy usuwania
nadmiaru neuroprzekaznikow z przestrzeni miedzykomorkowej. Szczegotowo opisano
mechanizmy zaangazowane w uwalnianie glioprzekaznikéw, ktore odzwierciedlaja
komunikacje astrocytow z neuronami, w tym proces egzocytozy zaleznej od jonéw wapnia
(Ca?"). Autorka przedstawia w tej czeéci dysertacji takze informacje o typach pecherzykow
sekrecyjnych uwalnianych w procesie egzocytozy, rodzajach tego procesu oraz jego etapach.
Wsrdd szezegdtowych opisow fuzji pecherzykow sekrecyjnych i uwalniania niesionego przez
nie tadunku Doktorantka wspomina o biatkach transblonowych SNARE. Generalnie analiza
funkcjonalna ro6znicuje te biatka na dwie grupy: v-SNARE zwigzane z pecherzykiem ale takze
i innymi formami transportu posredniego oraz t-SNARE, ktére obejmuja powierzchnie
docelowe np. integralne biatka blonowe. Biatka te klasyfikuje si¢ takze w oparciu o ich budowe
na R-SNARE oraz Q-SNARE w zaleznoséci od reszty aminokwasowej w centrum motywu
SNARE. Ta ciekawa i roznorodna grupa biatek nie wykazuje zmienno$ci ewolucyjnej, czy w
zwigzku z tym mozna je nazywac konserwowanymi, jak napisano na str. 22, czy moze raczej
biatkami konserwatywnymi we wspomnianym powyzej kontek$cie?

Intrygujace opracowanie stanowi podrozdziat Wstepu w ktérym mgr Mielnicka podejmuje
$mialg probe analizy rozbieznosci wynikow otrzymywanych w obszarze badan dotyczacych
mechanizmow regulacyjnych aktywnosci oraz funkcjonalnosci komorek astrocytarnych,
identyfikujac jako kluczowa ich przyczyng - réznorodnos¢ i wybor modelu badawczego. Nie
sposob nie zgodzi¢ si¢ w tym miejscu z wnioskami Doktorantki popartymi zreszta dobrze
dobranymi pozycjami piSmiennictwa, a takze obserwacjami wlasnymi poczynionymi na
kolejnych stronach rozprawy. Prositabym jednak o nieco szersze przedstawienie uzasadnienia,
(nie tylko w oparciu 0 cytowang pozycje pismiennictwa odnoszaca si¢ raczej do protokotu
metodologicznego), dlaczego zdaniem Autorki ,,istotno$¢ komponentu neuronalnego” jest
szczegolnie wazna W badaniach reaktywnosci astrocytow w chorobach neurodegeneracyjnych.
Mozna takze polemizowac czy uzyte w tej czesci manuskryptu (str. 25) okreslenie ,,czasteczki
zapalne prowadza do uwalniania glioprzekaznikow przez astrocyty” nie warto zastapic
terminem ,,mediatory”, gdyz niektore ze wspomnianych przez Autorke chemokin majg takze
potencjat protekcyjny. Koncowe strony tego rozdziatu poswiecono réznorodnosci astrocytow,
ich podtypow oraz ekspresji w obszarach mézgu. Ostatnie lata i rozw6j nowych nowoczesnych
metod badawczych w tym mozliwos¢ prowadzenia badan pojedynczych komorek zmieniajg
naszg wiedz¢ w tym obszarze, podobnie jak w przypadku mikrogleju odchodzac od
klasycznego podziatu tych komorek na podtypy z wielu wzgledow. Prositabym 0 komentarz w
czasie publicznej obrony w tej kwestii. W tym miejscu z obowigzku recenzenta wspomne
jeszcze o powtorzeniu tego samego fragmentu tekstu w tej czesci dysertacji (str. 27), ktore
traktuje jako pomytke edytorska. Po zapoznaniu si¢ z tg cze$cig rozprawy nie mam watpliwosci,



ze odzwierciedla dobre przygotowanie merytoryczne Doktorantki do realizacji celu rozprawy i
jednoczes$nie dokumentuje, iz rozprawa prezentuje wiedze teoretyczng mgr Mielnickiej, w
dyscyplinie w ktorej ubiega si¢ o nadanie stopnia doktora.

Gléwnym Celem przedtozonej do oceny rozprawy bylo zbadanie mechanizméow
uczestniczgcych w regulacji procesu egzocytozy w astrocytach. Jego realizacje oparto o siedem
szczegdtowych zadan badawczych obejmujgcych miedzy innymi ocene potencjalnych roznic
w poziomie egzocytozy w hodowlach astrocytarnych i neuronalno-astrocytarnych, okreslenie
wplywu aktywnos$ci neuronalnej na wydajno$¢ tego procesu w astrocytach, okreslenie zrodia i
roli jonéw wapnia (Ca®**) w modulacji i wydajnoéci egzocytozy uwzgledniajac dwa obszary
mozgu stuzace jako zrodto komoérek do badan in vitro. W badaniach zaplanowano takze pomiar
poziomu ekspresji genu Uncl3 w hodowlach uzyskanych z kory nowej i hipokampa w celu
potencjalnej korelacji jego poziom mRNA jako markera do oceny efektywnosci i specyfiki
procesu egzocytozy w warunkach in vitro.

Dobor i realizacja celi rozprawy w oparciu o metodyke zaprezentowang przez Autorke w
rozdziale Material i metody nie budzi zastrzezen merytorycznych. Podkresli¢ nalezy
staranno$¢ 1 szczegdtowos¢ opisu zastosowanej metodyki oraz procedur badawczych. Tym
niemniej nie moge poming¢ moich watpliwosci, ktore pojawity si¢ po lekturze podrozdziatu
5.2.2. Wydaje mi si¢ ze chociaz zgodnie z regulaminem wtasciwej Lokalnej Komisji Etycznej
procedura izolacji struktur mozgowych ,,na tzw. tkanki” nie wymaga zgody, to zamieszczone
przez Doktorantke w dysertacji informacje zZe ,, oseski umieszczano na lodzie aby staly si¢
mniej ruchliwe i ospale” oraz uzywanie (na stronie 40) okreslen ,,odcigta glowa” oraz ,,czaszke
oderwano od mozgu pe¢setg” aczkolwiek zgodne z metodologig i procedura w mojej ocenie
mogly zosta¢ pomini¢te. Przeciwnie okreslenie ,,kawatki” kory nowej w podrozdziale 5.2.3 ze
wzgledu na opisywang w rozdziale Wstep zalezng od struktury i warstwy kory ré6znorodnos$¢
fenotypowa 1 funkcjonalng astrocytow (opisywang takze w najnowszym piSmiennictwie)
nalezatoby nieco uscislic. Moze nasung¢ si¢ pytanie czy czynnik ten nie modulowat i
determinowal wynikow opisanych w rozdziale kolejnym, prosz¢ o stosowny komentarz.
Chcialabym takze prosi¢ o przyblizenie sposobu weryfikacji procentowego udzialu
poszczegolnych komorek w hodowli mieszanej przed i po transfekcji z uzyciem Lipofekaminy?

Kluczowe znaczenie dla oceny rozprawy ma niewatpliwie warto§¢ merytoryczna
uzyskanych Wynikéw przez mgr Mielnickg. Zostaly one zaprezentowane w formie opisowej
oraz o$miu rycin. Wsréd najwazniejszych znalezisk wymieni¢ nalezy wykazanie:

- zroznicowanej morfologii oraz czgstotliwosci spontanicznej egzocytozy astrocytarnej
w zaleznosci od typu hodowli komorkowej;

- wplywu aktywnosci komorek nerwowych wywotanej stymulacja elektryczna na
wzrost wydajnosci egzocytozy astrocytow, a jednoczesénie istotnej roli jej hamowania (w
hodowlach hipokampalnych);

- kluczowego znaczenia zewnatrzkomoérkowego zrédta jonéw wapnia (Ca®*) w
regulacji czestotliwosci egzocytozy w hodowlach korowych i hipokampalnych, a w przypadku
tych ostatnich takze roli aktywacji receptorow AMPA w przebiegu egzocytozy;



- wzrostu czestotliwosci egzocytozy w warunkach stymulacji elektrycznej w
astrocytach hodowli korowej, takze w warunkach hamowania potencjatu czynnosciowego w
neuronach;

- zaleznych od struktury moézgu (bedacej zrodtem komorek do hodowli) zmian w
poziomie ekspresji genu markerowego Unc13c w astrocytach.

Uzyskane wyniki wskazujg na ztozonony obraz przebiegu i modulacji procesu egzocytozy,
ktérg determinujg zaréwno interakcje miedzykomodrkowe, status aktywacji komorek je
tworzacych, jak i warunki hodowlane/srodowiskowe. Pojawia si¢ pytanie, czy zatem zmiany w
profilu gliotransmisji obserwowane w warunkach patologicznych np. podczas stanu zapalnego
moga wynikac¢ ze zmian i modulacji czgstotliwosci egzocytozy? Czy eliminacja mikrogleju i
oligodendrocytow z hodowli przeprowadzona przez Doktorantke mogta wptyna¢ na uzyskane
przez Nig wyniki? Czy wreszcie prowadzono podobny profil badah w modelu hodowli
organotypowych, w ktérych wspomniane populacje komorek sa obecne? Wiadomo bowiem, ze
nie tylko interakcje neuron-glej, ale takze astrocyt-mikroglej istotnie moduluja
neuroprzekaznictwo, a wzrost zaleznej od wapnia egzocytozy glutaminianu z astrocytow,
istotnie wptywa na reaktywno$¢ komorek mikrogeju i w konsekwencji na panel uwalnianych
mediatorow.

W zamieszczonej w koncowej czegsci rozprawy Dyskusji mgr Mielnicka w sposob
merytoryczny 1 obiektywny analizuje uzyskane wyniki, starajac si¢ odnies¢ je do obecnego
stanu wiedzy. Autorka dostrzega, ze niektore z wynikow zaprezentowanych w dysertacji ( 1/lub
cze$ciowo opublikowanych w wieloautorskich pracach z Jej udziatem) s nieco odmienne od
uzyskanych przez innych badaczy. Obserwacja ta implikuje konkluzjg, iz uzyskane prze
Doktorantke wyniki stanowia warto$ciowe podltoze do dalszego studiowania modulowanego
wielotorowego obrazu zaleznych od struktury mézgu interakcji neuronalno-astrocytarnych
uczestniczacych w regulacji transmisji synaptycznej. Jednoczesnie ich wartos¢ jest istotna dla
przysztych analiz dynamiki uwalniania glioprzekaznikow w odpowiedzi na roézne rodzaje
stymulacji jak i do oceny sprzg¢zenia lokalnych wzrostow wewnatrzkomoérkowego stezenia
jonow wapnia (Ca®*) z przebiegiem wzmozonej egzocytozy, 0 czym wspomina Doktorantka
w podrozdziale 7.8. Rozprawe konczy podsumowanie i wnioski koncowe oraz zestawienie
pieciu prac w ktorych mgr Mielnicka jest wspotautorem.

Podsumowanie i wnioski

Przedlozong mi do recenzji rozprawe doktorska oceniam wysoko 1 stwierdzam, Ze
odpowiada ona wymogom ustawowym. Jest ona oryginalnym i ciekawym opracowaniem
zagadnienia naukowego dotyczacego poznania regulacji I mechanizméw egzocytozy w
astrocytach w modelach do$wiadczalnych in vitro. Jak wspomnialam juz powyzej W swojej
recenzji, rozprawa prezentuje ogélng wiedze teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie w ktorej
ubiega si¢ o nadanie stopnia doktora. Przedstawione w niej wyniki §wiadczg o umiejetnosci
samodzielnego logicznego planowania 1 prowadzenia pracy naukowej przez Autorke, a
umiejetnos¢ korzystania z dostgpnego piSmiennictwa do dyskusji swoich wynikéw i
formutowania trafnych podsumowan, dajg podstawy do wnioskowania o dojrzatosci naukowe;j



Autorki tej dysertacji, potwierdzajagc predyspozycje oraz gotowos$¢ do uzyskania stopnia
doktora.

Biorac pod uwage powyzsze stwierdzam, ze oceniana przeze mnie dysertacja pt. ,,Mechanizmy
regulacji egzocytozy w astrocytach” spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2023r.p0z.742 z pOzniejszymi zmianami) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu
Biologii Dos$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego o dopuszczenie mgr Aleksandry
Mielnickiej do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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Recenzja pracy doktorskiej zatytulowanej ,,Mechanizmy regulacji egzocytozy w astrocytach”
autorstwa Pani mgr Aleksandry Mieklickiej

Praca doktorska Pani Aleksandry Mielnickiej powstala w Pracowni Neurobiologii Centrum
Badan Plastycznosci Neuronalnej i Choréb Mézgu BRAINCITY Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN. Promotorem by} prof. dr hab. Leszek Kaczmarek, a promotorem
pomocniczym dr Piotr Michaluk. Praca powstata w ramach realizacji grantu SONATA NCN.

Celem pracy bylo zbadanie mechanizméw regulujacych egzocytoze w astrocytach. Astrocyty
to typ komorek glejowych wystepujacych w osrodkowym uktadzie nerwowym. Do ich funkcji
nalezy m.in. formowanie bariery krew-moézg, utrzymanie homeostazy jonowej oraz zapewnienie
wsparcia metabolicznego neuronom. Dodatkowo, mogg one uczestniczy¢ w reakcji zapalne;j.
W kontekscie recenzowanej pracy, istotng rolg astrocytow jest ich udziat w formowaniu tzw. synapsy
trojdzielnej, a wige ukltadu, w ktérym uczestniczg presynaptyczna i postsynaptyczna czes$¢ neuronu
oraz wypustki astrocytu, uczestniczace w regulacji przekaznictwa. W reakcji na neuroprzekazniki,
astrocyty moga usuwac je z przestrzeni synaptycznej, ale takze uwalnia¢ tzw. glioprzekazniki. Proces
uwalniania glioprzekaZznikéw na drodze egzocytozy regulowanej nie jest dobrze poznany i stat si¢
tematem badan prowadzonych przez doktorantke. Dodatkowo, doktorantka skupita sie na zbadaniu
potencjalnych réznic w tym procesie pomiedzy astrocytami izolowanymi z r6znych struktur mozgu,
bazujac na dostgpnych danych literaturowych wskazujgcych na takg mozliwosé.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to praca pisemna w jezyku polskim liczaca 108
stron, z czego Wstep stanowi 13 stron, Materialy i metody 25 stron, Wyniki 22 strony, a Dyskusja
wynikow 12 stron. Praca zawiera tez Spis tresci, Wykaz skrotow, Streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, Cel pracy, Podsumowanie i wnioski koficowe, Wykaz wykorzystanych programow
i zasobow internetowych, Spis literatury (197 pozycji) i Zestawienie wiasnych publikacji (5, w tym
jeden ,,preprint”).

Ocena merytoryczna
Wstep w sposob zadowalajacy nakre$la tlo dla prowadzonych badan i wskazuje zasadno$é

analizy mechanizmé6w regulowanej egzocytozy w astrocytach, cho¢ jest dosé skrotowy. Doktorantka
omawia w nim funkcje astrocytow, skupiajac si¢ m.in. na roli wypustek astrocytéw

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 554 10 19
e-mail: ar.malik@uw.edu.pl



w funkcjonowaniu synapsy tréjdzielnej. Nastepnie omoéwione sa dane literaturowe na temat
uwalniania glioprzekaznikow przez astrocyty w procesie regulowanej egzocytozy. W ostatniej czesci
wstepu omowiono wystepowanie podtypéw astrocytow w réznych obszarach mézgu. W moim
odczuciu zabrakto odniesienia do funkcji astrocytow w sytuacji ich aktywacji prozapalnej. Chociaz
nie jest to tematyka bezposrednio badana przez doktorantke, aktywowane astrocyty takze wydzielajg
szereg czasteczek sygnatowych i wydaje sie zasadne chociaz pobiezne omoéwienie tej funkcji
w rozdziale ,,Podstawowe funkcje astrocytow w mézgu”. Zabraklo mi takze szerszego oméwienia
samych glioprzekaznikow. Sg one jedynie wymienione w Tabeli 1, a wydaje si¢, ze bardzo ciekawe
byloby przyblizenie ich funkcji biologicznych w  kontekscie udzialu astrocytow
w neuroprzekaznictwie.

Cele rozprawy. Za gtéwny cel mgr Mielnicka postawila sobie zbadanie mechanizmoéw
regulujgcych egzocytoze w astrocytach. W ramach realizacji tego celu, doktorantka zaplanowata 7
zadaf, ktdre obejmowaly badanie przebiegu egzocytozy w hodowlach pierwotnych astrocytow
w roznych ukladach doswiadczalnych oraz ocene poziomu ekspresji genu Uncl3c (potencjalnie
istotnego dla przebiegu tego procesu) w hodowlach astrocytow pozyskanych z réznych struktur
mézgu.

Materialy i Metody zostaly opisane w sposob rzetelny i do$¢ detaliczny, umozliwiajacy
odtworzenie opisanych procedur. Gtéwna technika stosowana przez doktorantke bylo przyzyciowe
obrazowanie hodowanych in vitro komorek przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej catkowitego
wewnetrznego odbicia (TIRF, ang. total internal reflection fluorescence). Technika ta byla
stosowana w celu oceny intensywnosci egzocytozy w astrocytach. Doktorantka wykorzystala
w swoich badaniach hodowle pierwotne astrocytow oraz hodowle neuronalno-glejowe, ktore
pozyskiwala ze szczurzych oseskow. Zastosowata szereg manipulacji, badajgc ich wplyw na proces
egzocytozy. Do manipulacji tych nalezalo m.in. zastosowanie $rodkéw farmakologicznych
wplywajacych na aktywno$¢ receptorow dla glutaminianu, usunigcie jonéw wapnia ze Srodowiska
zewnatrzkomdrkowego, buforowanie wewnatrzkomorkowych jonéw wapnia oraz stymulacja
elektryczna. Ponadto, w pracy zastosowano techniki klonowania, transfekcje hodowli
komorkowych, barwienia immunofluorescencyjne, RT-qPCR oraz fluorescencyjng hybrydyzacje
in situ. Sa to zaawansowane techniki badawcze, sposrod ktorych zwlaszcza zastosowanie TIRF
wymaga specjalistycznych umiejetnosci oraz doswiadczenia.

Pewnym mankamentem sekcji Materialy i Metody jest w moim odczuciu brak spisu
najwazniejszych materialéw. Sa one wymienione w opisie konkretnych procedur, jednak latwiej
byloby je odszukaé, gdyby zostaty dodatkowo wypisane w formie list/tabel. Powigzanym problemem
jest brak informacji o niektorych materiatach, w szczego6lnosci plazmidach. Z opiséw wynik6w oraz
rycin mozna wywnioskowaé, ze stosowano przynajmniej kilka plazmidow poza opisanym
w Materiatach i Metodach pZac2.1gfaABC1D_Lck-GFP, na przyktad pp-Actin_eGFP (opis ryciny
9), pZac gfa Lck-GFP (strona 76), czy 317 _pGEM-7Zf+ (strona 46). Ich Zrédlo oraz
charakterystyka sg niejasne. Podobnie, przydatby si¢ osobny spis stosowanych srodkow
farmakologicznych.

Mam takze nastepujgce watpliwosci dotyczace opisu analiz i przedstawiania wynikow:

- Analiza wynikéw qPCR (str. 46). Doktorantka pisze: ,,W tym celu postuzono si¢ wzgledng
analiza poréwnawcza, okre$lang mianem AACt. Najpierw obliczono ACt dla kazdej probki (Srednia
arytmetyczna wartosci Ct probka - $rednia arytmetyczna Ct kontrola)”. Wkradl si¢ tu chyba blad,
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ACt to roznica miedzy Ct dla genu badanego a Ct dla genu kontrolnego zmierzonymi dla tej same;j
probki.

- Opis analiz statystycznych (str. 53). Mowa o prezentacji danych jako ,.$rednia arytmetyczna
+ standardowy blad pomiaru, SEM - ang. standard error of measurements”. Mam tu watpliwosc,
czy faktycznie chodzi o tak rozumiany SEM, czy jednak o standard error of the mean, czyli blad
standardowy $redniej. Jest to duzo czgsciej stosowana miara biedu. Na przyklad popularny program
GraphPad Prism standardowo przypisuje skrot SEM do standard error of the mean.

Wyniki rozpoczyna opis poréwnania poziomu egzocytozy w hodowlach astrocytarnych oraz
neuronalno-astrocytarnych hipokampa. Doktorantka stwierdza, ze astrocyty hodowane w obecnosci
neuronéw wykazujg bardziej ztozong morfologi¢ oraz nizszy wspodtczynnik egzocytozy. Kolejno
wykazuje, ze czestotliwo$é egzocytozy w astrocytach hodowanych wraz z neuronami wzrasta pod
wplywem stymulacji elektrycznej, a efekt ten jest zablokowany w obecnosci TTX, hamujacego
rozprzestrzenianie si¢ potencjaléw czynnosciowych. Jest to doswiadczenie bardzo elegancko
pokazujace, ze aktywno$¢ neuronalna wzmaga egzocytoze w astrocytach pozostajgcych
w bezposrednim kontakcie.

Nastepnie doktorantka opisuje wyniki badan skupiajacych si¢ na roli jonéw wapnia w regulacji
egzocytozy w astrocytach. Poczatkowo stosuje (S)-3,5-DHPG — agoniste receptora mGIuRS5, ktérego
aktywacja powinna powodowa¢ uwolnienie wapnia zmagazynowanego w ER. Zastosowanie DHPG
powodowalo wzrost egzocytozy w hodowli astrocytarnej, ale efekt ten nie byt widoczny w hodowli
»hipokampalnej”. Z kolei blokowanie uwalniania Ca2+ z siateczki $rodplazmatycznej
z zastosowaniem 2-APB 1 rianodyny nie niwelowato wywotanego stymulacjg elektryczng wzrostu
czestotliwosci  egzocytozy. Wyciggnieto wniosek, ze jony Ca2+ pochodzace z siateczki
srédplazmatycznej nie reguluja egzocytozy w hodowli hipokampalnej. Ostatecznie zastosowano
BAPTA, ktory buforuje wewnagtrzkomoérkowe jony Ca2+, co catkowicie blokowato egzocytoze —
zarowno w warunkach podstawowych, jak i po stymulacji elektrycznej. Kolejno stwierdzono, ze brak
jondéw wapnia w Srodowisku zewnatrzkomérkowym hamuje nieco egzocytoze, ale nie blokuje jej
nasilenia pod wplywem elektrostymulacji. W dalszych doswiadczeniach stosowano bloker
receptorow AMPA - NBQX, ktory znosit wplyw elektrostymulacji na egzocytoze w astrocytach.

W ostatniej czesci badan doktorantka skupila si¢ na zréznicowaniu astrocytow hipokampa
i kory nowej ze wzgledu na czestotliwosé egzocytozy. Stwierdza, ze czestotliwos$¢ egzocytozy nie
rézni si¢ istotnie pomigdzy astrocytami z hodowli hipokampalnej a astrocytami z hodowli korowej
— réwniez jesli chodzi o wplyw elektrostymulacji. Usuniecie jonéw wapnia ze Srodowiska
zewnatrzkomorkowego nie skutkowalo catkowitym zablokowaniem egzocytozy, natomiast
chelatacja Ca2+ catkowicie blokowala egzocytoze. W przeciwienstwie do hodowli hipokampalne;j,
w hodowlach korowych TTX nie blokowal wplywu elektrostymulacji na egzocytoze w astrocytach,
co jest bardzo frapujaca obserwacja. Jako uzupelnienie poréwnan hodowli hipokampalnych
i1 korowych, zbadano takze poziom transkryptu genu Uncl3c wybranego na podstawie danych
literaturowych. Wykazano, ze jego poziom w astrocytach w hodowlach korowych jest istotnie nizszy
niz hipokampalnych, co jest sprzeczne z postawiong hipoteza.

Opisane doswiadczenia zostaly starannie zaplanowane (np. uwzgledniono przeprowadzenie
eksperymentéw kontrolnych sprawdzajacych, czy dtugotrwala obserwacja mikroskopowa ma istotny
wplyw na proces egzocytozy). Zostaly takze skrupulatnie przeanalizowane i opisane. Byltoby jednak
lepiej stosowac jednolitg terminologie okreslajaca rodzaj hodowli. W tekscie pojawiaja sie hodowle
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astrocytarne, hodowle hipokampalne (rozumiane jako neuronalno-glejowe?), hodowle neuronalno-
astrocytarne hipokampa, hodowle neuronalno-astrocytarne.

Dyskusja przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej odnosi uzyskane wyniki do
istniejgcego stanu wiedzy i1 porusza wickszo$¢ zagadnien nasuwajacych sie podczas lektury
rozprawy. Doktorantka posiada szeroka wiedz¢ w zakresie badanej tematyki, w tym dotyczacg zalet
i ograniczen stosowanych metod. Mgr Mielnicka nie ustrzegta si¢ w Dyskusji skrotéw myslowych
i stwierdzen, ktore nie sg dla mnie zrozumiale. Przykltadowo, piszac o coraz czgstszej krytyce
koncepcji regulowanej egzocytozy jako gléwnego mechanizmu glioprzekaZnictwa pisze ,,Wydaje
si¢ wiec, ze obnizony poziom spontanicznej egzocytozy w astrocytach, ktory tutaj opisano wpisuje
sie w trend krytyki tego zjawiska jako mechanizmu glioprzekaznictwa”. Jakie jest wlasciwie zdanie
doktorantki na ten temat? Niektore z poruszonych watkow nie odnosza si¢ do zawarto$ci pracy lub
wydaja sie niedokonczone. Przykltadowo, autorka pisze o mechanizmie dzialania tapsygarginy oraz
o stosowaniu myszy pozbawionych receptora IP3R2 — nie odnosi jednak tych informacji do swoich
eksperymentow i uzyskanych wynikow.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest przygotowana starannie. W pracy pojawiaja sie
pojedyncze bledy jezykowe lub niezbyt fortunne sformutowania. Pewnym mankamentem jest brak
odwotlan do rycin w tekscie w sekcji Wstep. Ryciny w tej sekeji pozbawione sa graficznych legend,
co utrudnia nieco ich odbior ze wzgledu na koniecznos¢ doczytania w opisie, czym sa np. ,,czerwone
trojkaty”. Zdarza sie, ze w opisie rycin nie podano liczby z dla niektorych wykreséw (np. Rycina 11
C i D). Niestety w wersji papierowej rozprawy, ktorg otrzymatam, czg$¢ stron (11-26) jest ‘do gory
nogami’. Niektore niefortunne sformutowania skutkujg niejasnym lub blednym przekazem, na
przyktad:

- Opis ryciny 1: mowa o uwolnieniu glioprzekaznikéw, ,ktére uczestnicza w regulacji
pobudliwosci pobliskich neuronéw poprzez aktywacje ich receptoréow NMDARS” — czy wszystkie
glioprzekazniki dziatajg poprzez aktywacje NMDARs?

- Tabela 1: czy enzymy proteolityczne mozna uzna¢ za glioprzekazniki?

- Strona 23: ,,calkowity zanik egzocytozy po odwrotnej delecji Munc18-17. Co oznacza termin
,;odwrotna delecja”?

- strona 27: ,,geny utrzymujace porzadek (ang. housekeeping genes)” — nie jestem przekonana,
czy ten termin jest uzywany w polskim pi$miennictwie.

- fraza ,analiza transkryptomu” (opis metod) wywotuje skojarzenie z technikami
wysokoprzepustowymi typu RNAseq; jesli chodzi o analize¢ poziomu ekspresji jednego genu (i genu
kontrolnego), uzycie tego okreslenia jest w moim odczuciu mylace.

W odniesieniu do opisu wynikow i dyskusji nasuwaja mi si¢ nast¢gpujace pytania:

1. Ktéry typ pecherzykéw opisanych we wstepie obserwowano w badaniach? Czy na podstawie
ich wielkosci lub innych wlasciwosci mozna wnioskowaé na ten temat? Czy podjeto probe oceny
wielkosci pecherzykow uwalnianych w réznych warunkach?

2. W hodowlach mieszanych §rodki farmakologiczne dziataja i na neurony i na astrocyty — jakie
bylyby mozliwe lepsze alternatywy? W zwiazku z powyzszym:
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a) Czy chelatacja Ca2+ nie bedzie wplywaé na neuroprzekaznictwo i w efekcie na skutki
elektrostymulacji hodowli?

b) Doktorantka pisze, ze NBQX zastosowano w celu ,,zablokowania AMPA na powierzchni
astrocytow” — nie nalezy jednak zapominaé, ze te receptory na powierzchni neuronéw takze beda
blokowane.

) Jak DHPG bedzie dziata¢ na neurony? Czy mogloby to (posrednio) thumaczy¢ brak wptywu
DHPG na egzocytozg astrocytarng w hodowli mieszanej?

3. Dot. przedstawionych na rycinie 9 réznic w morfologii astrocytow w ,,hodowli astrocytarnej”
oraz ,hodowli hipokampalnej”. Doktorantka zaklada, ze wynikajg one z obecnosci neurondw.
Astrocyty hodowane w obecnosci surowicy majg ‘poligonalng’ morfologie, a hodowane bez surowicy
(a np. w obecnosci czynnika HB-EGF) majg morfologie bardziej ‘gwiazdzista’. Czy obecno$é/brak
surowicy w pozywce moze thumaczy¢ obserwowane réznice w morfologii?

4. Dot. doswiadczen poréwnujacych hodowle hipokampalne i korowe. Czy proporcje neuronow
iastrocytéw w tych dwoch typach hodowli sa podobne? Jakie? Z moich do$wiadczen (choé z uzyciem
innego protokotu hodowli) wynika, ze w hodowlach korowych udziat astrocytéw jest wigkszy. Jak
mogloby to wpltywac na wyniki doswiadczen i obserwowane roznice?

5. Batiuk i wsp. opisali 4 typy astrocytow wystepujacych w mézgu, badajgc doroste mozgi.
W jaki sposéb te dane mozna odnie$¢ do hodowli stosowanych w pracy, pozyskiwanych z oseskow?
Na ile wlasno$ci wynikajace z lokalizacji w mézgu zachowane sa w hodowli in vitro?

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, pomimo powyzszych uwag oraz nasuwajacych sic pytan, stwierdzam,
ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.).
W zwigzku z powyzszym, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
o0 dopuszczenie mgr Aleksandry Mielnickiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora.

(X\M\Q/ NI

dr hab. Anna Malik
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Aleksandry Mielnickiej

pt. ,,Mechanizmy regulacji egzocytozy w astrocytach.”

OCENA FORMALNA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Mielnickiej zostata wykonana w Pracowni Neurobiologii
Centrum Badan Plastyczno$ci Neuronalnej 1 Choréb Mozgu Instytutu Biologii Do$wiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Funkcje promotora rozprawy
powierzono Panu prof. dr hab. Leszkowi Kaczmarkowi, za$ funkcj¢ promotora pomocniczego
petit Pan dr Piotr Michaluk.

Rozprawa doktorska posiada klasyczny uktad, typowy dla prac sktadanych w postaci tradycyjne;j
monografii; poszczegodlne czesci tj.: strona tytutowa, spis tresci, informacja o zrodle finansowania
badan, wykaz stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy,
opis stosowanych metod, omowienie wynikow, dyskusja, podsumowanie i wnioski koncowe,
wykaz wykorzystanych programéw 1 zasobow literackich, spis literatury oraz zestawienie
publikacji autorki publikacji, tworzg 108 stronicowg calo$¢. Tytut pracy odnosi si¢ do
prezentowanej tresci, za$ poszczegllne czgsci rozprawy zostaly przygotowane poprawnie.
Pismiennictwo oparto na 197 pozycjach, i bioragc pod uwage kilkudziesigcioletnig eksploracje
tematu, zasadniczo opiera si¢ na istotnych i1 przelomowych dla tego obszaru neurobiologii
pracach, rowniez z uwzglednieniem aktualnych pozycji literaturowych.

Wyniki badan bedacych podstawag recenzowanej pracy doktorskiej mgr Mielnickiej zostaty
sfinansowane ze Srodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach realizacji projektu nr
2017/26/D/NZ3/01017 pozyskanego przez promotora pomocniczego w konkursie SONATA 13.

PROBLEM NAUKOWY ROZPRAWY

Astrocyty umiejetnie 1 precyzyjnie dostrajaja transmisje¢ synaptyczng poprzez swoj udzial w
neuronalnej gospodarce energetycznej, metabolicznej, antyoksydacyjnej, neurotransmisyjnej, jak
rowniez w procesach synaptogenezy. Regulowana egzocytoza stanowi ewolucyjnie zachowany
proces o zasadniczym znaczeniu dla wielu form komunikacji migdzykomoérkowej, szczegdlnie
wykorzystywany w transmisji synaptycznej. Dowodzenie procesu egzocytozy w astrocytach
opierato si¢ na danych wskazujacych, Ze astrocyty uwalniaja glioprzekazniki poprzez mechanizm
pecherzykowy, zalezny od ewolucyjnie konserwatywnej rodziny biatek SNARE, zwigzanych z
procesem egzocytozy. Wyniki innych badan przedstawialy dane dokumentujace, ze astrocyty
uwalniajg przekazniki w sposob nieregulowany, angazujacy mi¢dzy innymi lizosomy, transportery
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lub zlokalizowane w btonie plazmatycznej kanaty (Hamilton 1 Attwell, 2010; Savtchouk 1 Volterra,
2018). Zarowno potwierdzenie obecnosci pecherzykow wydzielniczych w astrocytach na
poziomie ultrastruktury przy uzyciu mikroskopii elektronowej, jak i dowody oparte na
wykorzystaniu sygnalizacji wapniowej jako wskaznika zastepczego do badania dynamiki
uwalniania pecherzykéw w hodowli, czy dowody wskazujace na brak wplywu astrocytarnej
sygnalizacji wapniowej na aktywno$¢ synaptyczng, nie dokonaly przetomu w poznaniu, i w
zrozumieniu szczegdlow procesu, dlatego tez pelne wyjasnienie procesu angazujacego pgcherzyki
wydzielnicze w astrocytach, to trwajacy przedmiot badan. Problem mozna traktowaé niemal jako
kwesti¢ religijna, gdzie wierzacy nie potrzebuja dalszych dowodow, i odwrotnie, zadne dodatkowe
dowody nie beda wystarczajace dla przekonania nieprzekonanych.

Pani mgr Aleksandra Mielnicka prowadzita badania dotyczace procesu egzocytozy w astrocytach.
W tym miejscu mozna uznaé¢ podjecie tematu za réwnie odwazne, co ryzykowne. Kandydatka
zdefiniowata cel nadrzedny swojej pracy jako cyt. ,zbadanie mechanizmow regulujgcych
egzocytoze w astrocytach”, ktory zapewne z zamiarem uszczegdlowienia, niestety w efekcie -
nadmiernie uproszczonego - rozwingta w formie siedmiu zadan badawczych. Tutaj pozostang przy
wskazaniu, ze zakres czynnos$ci kolejnych 2-6 punktéw zawiera si¢ w punkcie pierwszym;
jednoczesnie, usterkami natury semantycznej sa w tej czesci: cyt. ,,zbadanie koniecznosci udziatu
jonéw Ca’*...” w punkcie 3 oraz cyt. ,,ewaluacja wplywu aktywnosci neuronalnej i lokalizacji
sygnatéow Ca’’,, w punkcie 6, co jest jednocze$nie powtdrzeniem tresci punktu 2. Dobrym i
oczekiwanym uzupetnieniem byltoby sformutowanie hipotezy badawczej, ktorej niestety zabrakto
w przedstawionej do recenzji pracy.

Proces egzocytozy mgr Mielnicka obrazowata wykorzystujac mikroskopi¢ fluorescencyjna
catkowitego wewngtrznego odbicia, za§ kwantyfikacji procesu dokonywata poslugujac sie
warto$cig okreslong jako wzgledny wspoétczynnik egzocytozy, definiujacy liczbg uwolnionych w
ciggu 1 minuty pecherzykéw przypadajacych na 1um? powierzchni komorki; warto$é byta w
dalszym etapie normalizowana wzgledem poziomu bazowego dla danych warunkow
doswiadczalnych.

Badania Doktorantki prowadzone byly z wykorzystaniem materialu biologicznego, ktory
stanowity pierwotne hodowle jednorodne astrocytow 1 hodowle mieszane astrocytow i neuronéw
pozyskane z hipokampow oraz kory nowej szczurzych oseskéw PO Wistar. Wariant biatka zielonej
fluorescencji podatny na zmiany pH (pHlouryna) tworzacy biatko fuzyjne z synaptobrewing 2
(VAMP2) wykorzystano jako fluorecencyjny znacznik procesu egzocytozy. Autorka
wykorzystujac ilosciowa tancuchowg reakcj¢ polimerazy (RT-qPCR) okreslita poziom ekspresji
genu Uncl3c, jednoczes$nie identyfikujac sekwencje RNA metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska jest opatrzona teoretycznym wstepem, ktorego zalozeniem jest prezentacja
ogolnej wiedzy teoretycznej Kandydatki z danego obszaru nauki. Tekst nie jest pozbawiony
usterek, jednak zasadniczo przybliza, 1 w uproszczonej formie wprowadza czytajacego w dany
obszar neurobiologii. W tej czgsci dysertacji odnajdujemy istotny dla kontekstu pracy opis
zidentyfikowanych dotychczas mechanizméw gliotransmisjii, a w dalszej czes$ci, dos¢
szczegdtowo scharakteryzowany mechanizm regulowanej egzocytozy. Tekst zostal wzbogacony
czterema zapozyczonymi ilustracjami; typy pecherzykéw uwalnianych przez astrocyty, z ich
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charakterystyka, przedstawiono w formie tabelarycznej. Tytul rozdzialu 3.3 niefortunnie zaweza
opisywany proces do egzocytozy regulowanej, podczas gdy zawiera informacje roéwniez o
egzocytozie konstytutywnej.

W kolejnym podrozdziale wstepu zatytulowanym ,,Egzocytoza w astrocytach: identyfikacja
niejasnosci w obszarze badan” Doktorantka podjeta karkotomng w realizacji probg przedstawienia
czytajacemu ,,czarnych dziur” eksplorowanego w doktoracie obszaru neurobiologii. Pani mgr
Mielnicka trafnie podkresla, ze cyt. ,,komorki nerwowe sq odpowiedzialne za indukcje wielu genow
specyficznych dla astrocytow obecnych in vivo” (praca Hasel 1 wsp. 2017; Cahoy 1 wsp. 2008; i in.
porownujaca profile ekspresji genow wyizolowanych astrocytow mozgu z mieszanymi hodowlami
komoérkowymi astrocytarno-nauronalnymi), jakkolwiek znaczenia powyzszych spostrzezen dla
wilasnych badan, poza zdawkowym potwierdzeniem ich wagi, nie wyjasnia. W tym miejscu
nasuwa si¢ pytanie konkretnie odnoszace si¢ do badanego w dysertacji genu Uncl3c kodujacego
biatko Munc 13-3. Czy w cytowanych pracach, porownujacych profile ekspresji genow w réznych
uktadach, Doktorantka znalazta informacje o warunkach determinujacych ekspresje genu Uncl3c?

W ostatnim akapicie tego zdawatoby sie kluczowego dla zrozumienia celu wykonywanych w
dysertacji badan rozdzialu, Kandydatka wzmiankuje o znaczeniu dla regulacji przekaznictwa
synaptycznego metabotropowych receptoréw dla glutaminianu, zlokalizowanych w blonie
komorkowej astrocytoéw, ktorych aktywacja prowadzi do uwolnienia glioprzekaznikéw, jednak
ponownie, znaczenie tej informacji dla wiasnych badan pozostaje niesprecyzowane. W mojej
ocenie, odbiegajac od napotkanych usterek, rozdzial ten powinien zamykaé calty wstep, i
znajdowac si¢ bezposrednio przed celami pracy.

Ostatni podrozdziat wstepu podkres§la zidentyfikowang réznorodno$¢ astrocytow, zalezng i
charakterystyczng dla danego obszaru mézgu. W tej czeSci Kandydatka przytacza informacje
dotyczace identyfikacji w moézgu myszy kilku typdéw astrocytow, charakteryzujacych sie
specyficznym profilem ekspresji gendw (m.in. Ag¢ 1 Uncl3c) 1 ich okreslong lokalizacja w mozgu.
Dosy¢ ogoélne znaczenie tego tekstu nabierze znaczenia po lekturze kolejno prezentowanych celow
rozprawy. Analizujac catosciowo, jednoznaczne wskazanie istoty prowadzonych badan powinno
zosta¢ precyzyjnie wyrazone, za$ ptynnos$¢ przekazu niektorych watkow podjetych we wstepie
wymagalyby rozwinigcia 1 ,,wygtadzenia”.

Konkretyzujac zalozenia rozprawy przedstawione na kolejnej stronie, Doktorantka postanowita
scharakteryzowac proces egzocytozy w astrocytach, skupiajac si¢ na ocenie procesu w zaleznosci
od typu hodowli (monokultura vs. hodowla mieszana), pochodzenia tkanki (kora nowa vs.
hipokamp), z uwzglednieniem stymulacji elektrycznej komorek (egzocytoza stymulowana), czy
jej zaleznosci od zdefiniowanego pochodzenia jonéw wapnia [Ca®], poza tym, Doktorantka
okreslita poziom ekspresji mRNA genu kodujacego Uncl3c w astrocytach w danych warunkach
doswiadczalnych.

Sekcja Materiaty 1 Metody zawiera konkretne informacje, ktére umozliwiajg zapoznanie si¢ z
zastosowanymi technikami, oraz powtorzenie doswiadczen. W tej czesci rozprawy tekst, ktory
zamie$cita Doktorantka, jest niezwykle dostowny w przekazie i wybrzmiewa nazbyt czgsto
kolokwialny jezyk, ktérego stosowanie w tego typu pracach nie jest rekomendowane (cyt.
pstryvkajgc w stozkowe dno palcem; sprokurowane ze szczurzych hipokampow; przedsiewziety
okres hodowli; szczqtki komorkowe; itd.). Niektore informacje wydaja si¢ zbedne (np. montaz
szkietka nakrywkowego w komorze), niektore za§ powinny zosta¢ opisane doktadniej. Dotyczy to
m. in. ustalenia i stosowania w dos$wiadczeniach danych warunkow stymulacji elektrycznej
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komorek, o sprecyzowanie czego prosze Doktorantke w trakcie obrony; nie zamieszczono
informacji o liczbie uzytych oseskéw, ani danych na podstawie ktoérych oszacowano 1 przyjeto
dang liczbe analizowanych komorek. Prosze¢ o odniesienie si¢ catlosciowo do liczby analizowanych
astrocytow odnoszac si¢ do wykonanych doswiadczen w calej pracy. W formie tabelarycznej
Doktorantka przedstawita bufory 1 ich sktad, stosowane odczynniki, itp.

Rozdzial wyniki Kandydatka podzielita na osiem podrozdzialéw. Jest to dokumentacja badan,
oparta na o$miu zlozonych rycinach. Zamieszczone ryciny i zdje¢cia sg odpowiedniej jakosci 1
rozdzielczo$ci niebudzacej zastrzezen. Autorka stosuje w tej sekcji jezyk opisowy, wyjasniajac
zatozenia przeprowadzonego eksperymentu, wprowadza ponownie dtugie fragmenty teoretyczne,
powtarzajac informacje z innych rozdziatow pracy. Uwaga nadrzedna do rozdziatu: nomenklatura
uzywanych w analizach hodowli komorkowych w zaleznos$ci od przyjetych wariantow powinna
zosta¢ zdefiniowana i zamieszczona na poczatku rozdziatu, a potem konsekwentnie stosowana.
Duzym uproszczeniem jest nazywanie mieszanej hodowli astrocytarno-neuronalnej - ,,hodowla
hipokampalng” a ,,hodowli astrocytow” — zardwno astrocytami hipokampa jak i kory nowe;.
Wybrana przez Doktorantke forma i styl prezentowania wynikdéw nie ulatwia ich zrozumienia,
dlatego calosciowo efekt badan przedstawie na koncu, za§ komentarze do poszczegdlnych
podrozdzialéw zamieszczam zgodnie z planem przyjetym przez mgr Mielnicka.

Rozdziat 6.1 odnosi si¢ do doswiadczen wykonanych na hodowli astrocytéw hipokampa i hodowli
astrocytarno-neuronalnej hipokampa; Doktorantka potwierdzita zalezno$¢ miedzy bardziej
ztozong morfologia astrocytow, a obecnoscia neurondéw w hodowli, co korelowalo z poziomem
intensywnosci fluorescencji, odniesionym do warto$ci wzglednego wspotczynnika egzocytozy; tu
rozumianym jako spontaniczna egzocytoza.

W rozdziale 6.2 Doktorantka potwierdzila zaleznos$¢ czestotliwosci egzocytozy od pobudzenia w
hodowli astrocytarno-neuronalnej hipokampa; w pracy zastosowano stymulacje elektryczng
opierajac si¢ na zdefiniowanych parametrach z cytowanej pracy Tagliatti 1 wsp., 2020, w ktorej
badano hodowle mysich neuronéw korowych. Czy 1 w jaki sposdb Doktorantka optymalizowata
warunki stymulacji?

W kolejnym podrozdziale Doktorantka potwierdzita 1) zwiazek egzocytozy w hodowli astrocytow
hipokampa z aktywacja metabotropowych receptorow dla glutaminianu grupy I; ii) brak
powyzszej zalezno$ci w hipokampalnej hodowli mieszanej; ii1) wplyw modulowania uwalniania
jonow Ca®" z siateczki $rodplazmatycznej na mierzony wspotczynnik egzocytozy po stymulacji
elektrycznej w hodowli mieszanej hipokampa; iv) zalezno$¢ stymulowanej egzocytozy astrocytow
od zewnatrzkomoérkowego poziomu jonéw Ca’" w hodowli mieszanej hipokampa. Prosze o
komentarz, czy rycina 11D oparta jest na pomiarze wykonanym w jednej komorce? W dalsze;j
czesci wykazano brak wptywu blokowania receptorow AMPA na proces stymulowanej egzocytozy
w astrocytach w hodowli mieszanej hipokampa. Prosz¢ o wyjasnienie rozbiezno$ci mig¢dzy
wynikami przedstawionymi na Rycinie 11D 1 12C.

W rozdziale 6.5 Doktorantka wykazata, ze rodzaj hodowli uwzgledniajacy réznice regionalne
mozgu szczura (hipokamp vs. kora nowa) nie miat wplywu na wartos¢ wzglednego wspotczynnika
egzocytozy w astrocytach. Dobrze bytoby skonfrontowaé wartosci przedstawione na rycinach 10
1 14; czy 10E 1 14C (hodowla mieszana z hipokampa) prezentuja te same dane? Wydaje mi si¢, ze
Doktorantka nie zamiescila ryciny 14B; prosz¢ o wyjasnienie. Pani mgr Mielnicka w tej cze¢$ci
pracy pisze cyt. "o potwierdzeniu hipotezy, ze zastosowanie elektrycznej stymulacji wpbywa na
aktywnos¢ neuronalng, regulujgc czestotliwos¢ egzocytozy w  astrocytach hipokampa™; nie
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znalaztam w odpowiedniej sekcji tak postawionej hipotezy. Wyniki badania zaleznos$ci od jonow
Ca’" stymulowanej egzocytozy w astrocytach w hodowli mieszanej pochodzacej tym razem z kory
nowej, Doktorantka przedstawita w kolejnym rozdziale 6.7. Uwazam, ze z powodzeniem mozna
bylo wkomponowaé¢ wykresy 15A 1 15B do wczesniejszych rozdziatow, chociaz rozumiem
zamierzenie, w istocie, nie wszystkie mierzone parametry w kazdym z badanych wariantow
hodowli sg identyczne. Prosz¢ o wyjasnienie informacji umieszczonej w rozdziale 6.8. cyt.
”Najpierw przeprowadzono serie eksperymentow majgcych na celu porownanie poziomu mRNA
Uncli3c zarowno w hodowlach astrocytarnych jak i w hodowli hipokampalnej i korowej ... (rycina
164).” Zakladajac, ze rycina 16.A przedstawia wynik dokumentujacy brak zmian mig¢dzy
astrocytami hipokampa i kory nowej w poziomie ekspresji mRNA genu Unc3c, podpis pod rycing
implikujacy wynik odmienny - wyzszy poziom ekspresji w hodowli pochodzacej z hipokampa
(cyt. ,,Dysocjowane pierwotne hodowle hipokampalne charakteryzujq sie wyzszym poziomem
ekspresji genu niz w przypadku neuronalno-astrocytarnych hodowli pozyskanych z kory nowej”)
jest co najmniej nieprecyzyjny. Czy wykres16A uwzglednia roznice regionu mézgu jednorodnych
hodowli astrocytarnych, za§ 16C astrocytarno-neuronalnych? Jak wobec cytowanej tresci
zinterpretowac rycing 14C dokumentujacej roznice - wyzszy wzgledny wspodtczynnik egzocytozy
po stymulacji hodowli mieszanej kory nowej?

Dla przejrzystosci przekazu i1 klarownego podsumowania wynikow pracy, pomocna bylaby
tabelaryczna prezentacja wynikow, ewentualnie inna forma stosowana w rozprawach.

Podsumowujac, wykonane przez Kandydatke badania pozwolity jednoczesnie scharakteryzowaé
1 oceni¢ na podstawie zdefiniowanej wartosci, proces egzocytozy w astrocytach, w zalezno$ci od
typu hodowli (monokultura vs. hodowla mieszana), pochodzenia tkanki (kora nowa vs.
hipokamp), z uwzglednieniem stymulacji elektrycznej komorek (egzocytoza stymulowana), 1
zaleznosci od zdefiniowanego pochodzenia jondw wapnia; identyfikacja astrocytarnej egzocytozy
zostala poszerzona o analiz¢ poziomu ekspresji genu Uncl3c kodujacego biatko nalezace do
rodziny biatek Munc13 zaangazowanych w etap cumowania pgcherzykéw w procesie egzocytozy,
co stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

W dyskusji, objetosciowo skromniejszej, Autorka na dwodch pierwszych stronach prezentuje
teoretyczne wprowadzenie, po ktérym wymienia w punktach obserwacje, bedace rezultatem
wykonanych doswiadczen. W mojej ocenie zabieg nie jest potrzebny, zwlaszcza, ze w dalszej
czesci dysertacji jest temu dedykowany rozdziat ,,Podsumowanie 1 wnioski”. Mam pytanie do
informacji zamieszczonej na str. 79 cyt. ,,Wyniki przedstawione w tej pracy odnoszq sie do
najnowszych doniesien o molekularnej roznorodnosci astrocytow, determinowanej przez region
mozgu, w ktorym wystepujq. Ukazujq one roznice w przebiegu egzocytozy pomiedzy astrocytami z
hodowli neuronalno-astrocytarnych pozyskanych odpowiednio z hipokampow i kory nowej.”
Prositabym o wskazanie wyniku wtasnego, ktdrego dotyczy to stwierdzenie. Dalej, prositabym o
sprecyzowanie w jaki sposob cyt. “wyniki te zwracajq uwage na transkryptom hodowli
neuronalno-astrocytarnych hipokampa oraz kory nowej w kontekscie przebiegu procesu
egzocytozy i okreslajq roznice w poziomie mRNA Uncl3c.” Wydaje mi sig, Ze uproszczenie i
komplikacja tych stwierdzen jest zbyt duza.

Dyskusja jest nierowna merytorycznie, chociaz Autorka stara si¢ odnosi¢ 1 konfrontowa¢ wyniki
swoich badan z wiedzg literaturowa, w niektoérych miejscach tres¢ jest z wynikami dos¢ luzno
powigzana, czasem stanowigc powtdrzenia tresci innych rozdziatéw; niektore przyktady: str. 83,
str. 84, str. 87. W dyskusji (str. 85) Doktorantka taczy brak procesu egzocytozy astrocytarnej po
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stymulacji elektrycznej w $rodowisku pozbawionym jonéw Ca?* z brakiem uszkodzen blon
astrocytarnych. Na podstawie jakich analiz (mikroskopia TEM? Inne?) wysunigto to twierdzenie?
Czy jest to niewyrazona wprost implikacja, Ze egzocytoza jest wynikiem uszkodzen blony
komorkowe;j astrocytow?

Dobrg praktyka jest konkretne wskazanie wynikéw stanowigcych oryginalne, autorskie
osiggnigcie, i wynikow, ktore sa czg§ciowym odtworzeniem i/lub potwierdzeniem obecnego stanu
wiedzy. Poprawnego metodycznie przeprowadzenia skomplikowanych analiz i zastosowania
mikroskopii TIRF do wlasnych badan réwniez nie mozna uzna¢ za nowatorskie, o ile nie sg jasno
zdefiniowane zastosowane nowe rozwigzania. Jak shusznie zauwaza Autorka, tego typu badania
byly, i s3 prowadzone w innych osrodkach naukowych, przytocze prace grupy prof. Zoreca (Zorec
1 wsp. 2012; Pangrsic i wsp. 2007) czy Malarkey i Parpura, 2011; Bezzi i wsp. 2004. Prosze o
komentarz i probg wyjasnienia dyskrepancji migdzy wynikami poziomu ekspresji genu Uncl3c, a
pracg Batiuk 1 wsp. 2020. Prosz¢ rowniez o uzasadnienie i odniesienie si¢ do wyboru jednego genu
do analizy.

Mam komentarz do rozdzialu 7.8 (Przyszle kierunki badan), ktory pod obiecujgcym tytutem nie
zawiera konkretnych wskazan. Chetnie ustysz¢ w trakcie obrony jakie przyszie kierunki i cele
stawia przed sobg, lub widzi w tym obszarze badan Kandydatka.

W rozdziale 8 (Podsumowanie i wnioski koncowe) po raz kolejny zostaly przedstawione
poszczegdlne jednostkowe wyniki; Doktorantka nie przedstawia rowniez, chociaz zapowiada,
koncowych wnioskow plynacych z wilasnych badan, dlatego prosz¢ o uwzglednienie tego
elementu w trakcie obrony.

WNIOSEK KONCOWY

Rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Mielnickiej dowodzi realizacji zatozonych celow pracy,
a uzyskane wyniki wpisuja si¢ w znany, rownocze$nie w dalszym ciagu eksplorowany obszar
neurobiologii o duzym znaczeniu poznawczym.

Rozprawa doktorska prezentuje ogélna wiedz¢ teoretyczng mgr Aleksandry Mielnickiej w
dyscyplinie nauki biologiczne i wskazuje na umieje¢tno§¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych z zastosowaniem wybranego warsztatu metodycznego.

Doktorantka sprawnie postuguje si¢ technikami optycznymi, ktore wykorzystata do rozwigzania
postawionych pytan badawczych z obszaru neurobiologii. Potrafi przedstawi¢ wyniki badan i
podejmuje si¢ interpretacji ich znaczenia w odniesieniu do istniejace;j literatury.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). W zwiazku z powyzszym
wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Do§wiadczalnej o dopuszczenie mgr Aleksandry
Mielnickiej do dalszych etapoéw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Aeunisty

Prof. Magdalena Zielinska
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