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Podstawa do wykonania przedmiotowej recenzji jest uchwata Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie oraz pismo Dyrektor Instytutu prof. dr hab.
Agnieszki Dobrzyn, datowane na dzien 29 stycznia 2025 r.

Praca doktorska zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. Joanny Dzwonek, profesor Instytutu
Nenckiego PAN w toku realizacji projektu badawczego nr 2015/17/B/NZ4/02540 pozyskanego
z Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu OPUS.

Epilepsja nalezy do grupy przewleklych schorzen neurologicznych, ktére charakteryzuje
wystepowanie niekontrolowanych napadow drgawkowych o ré6znym nasileniu i czasie trwania,
majacych swoje zréodlo w przejSciowych zaburzeniach czynno$ci bioelektrycznej moézgu.
Padaczka jest choroba o zrdéznicowanej etiologii, a jej wystgpowanie moze wigzaé si¢
z czynnikami genetycznymi, strukturalnymi, zaburzeniami metabolicznymi lub pozostawaé
nieokreslone. Szacunkowe dane epidemiologiczne WHO wskazuja, Ze choroba ta dotyka ok. 1%
$wiatowe]j populacji, przy czym wigkszos¢ przypadkow notuje si¢ w krajach rozwijajacych sie.
Niepojacym faktem jest, ze u ok. 30% pacjentdw rozwija si¢ padaczka lekooporna (opracowanie
The Lancet Neurology, 2023), co stanowi powazne wyzwanie dla wspolczesnej medycyny
i wymusza poszukiwanie nowych terapeutykdw oraz opracowanie skutecznych schematow
postepowania leczniczego.

Liczne doniesienia naukowe wskazuja, ze astrocyty odgrywaja kluczowa role w patogenezie
padaczki ze wzgledu na ich istotng rol¢ w regulacji pobudliwo$ci neuronalnej oraz wptyw na
rownowage neurochemiczng moézgu. Wiele z tych badan sugeruje, ze dysfunkcja astrocytow
przyczynia si¢ m.in. do zaburzen metabolizmu glutaminianu, homeostazy jonowej, procesow
neurozapalnych oraz zmian strukturalnych w tkance nerwowej, co znaczaco zwigksza podatnos¢
na napady padaczkowe i przyspiesza postep choroby. Z medycznego punktu widzenia istotne jest
poznanie przyczyn nieprawidtowego funkcjonowania astrocytow w epilepsji, w szczegolnosci
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dysfunkcyjnych szlakow gliotransmisji, co moze stanowi¢ podstawg dla opracowania
obiecujacych terapii przeciwpadaczkowych.

W swojej pracy doktorskiej mgr inz. Patrycja Kruk podjeta si¢ ambitnego zadania wyjasnienia roli
astrocytarnej glikoproteiny Cd44 w powstawaniu napadéw padaczkowych, przebudowie
hipokampa oraz zmianach w strukturze synaps w zwierzecym modelu drgawek indukowanych
kwasem kainowym. Iniekcje tego kwasu bezposrednio do hipokampa pozwalaja na odwzorowanie
wielu kluczowych zmian patologicznych i behawioralnych charakterystycznych dla ludzkiej
padaczki skroniowe;.

Rozprawa ma forme klasycznej dysertacji podzielonej na dziesig¢ gtownych rozdziatéw, z ktorych
ostatni poswigcono na przedstawienie dorobku publikacyjnego autorki. Wprowadzenie do
omawianego zagadnienia oraz zasadno$¢ podjetej problematyki zostaty zawarte w rozdziale
wstepnym, ktory rozpoczyna si¢ od krotkiego opisu padaczki, a nastgpnie przedstawia szczegdlng
role hipokampa w generowaniu napadéw padaczkowych, a takze udziatu astrocytow i biatka Cd44
w epilepsji. Rozdziat konczy si¢ omdwieniem systemu Cre-loxP, za pomocg ktérego podjeto probe
uzyskania transgenicznej myszy z nokautem genu Cd44. Tekst wyrdznia si¢ staranno$cig
w doborze literatury oraz dobrze wywazonymi proporcjami pomiedzy objetoscig poszczegdlnych
podrozdziatéw. Cato$¢ uzupelniajg czytelne ryciny, ktére znaczaco utatwiaja zrozumienie
ztozonos$ci podjetej tematyki oraz zastosowanych nowoczesnych technik eksperymentalnych.
Szczego6lng uwage poswiecono systemom rekombinacji umozliwiajagcym warunkowy nokaut genu
oraz wykorzystaniu wirusow AAV, ktore zyskuja coraz wigksze znaczenie jako niepatogenne
nos$niki wektordéw terapii genowej. Mozliwosci oferowane przez te wirusy, zwlaszcza ich zdolnos¢
do wprowadzania modyfikacji w obrebie danej struktury badz tkanki, np. zastosowanie AAV2 do
ekspresji transgenu w neuronach drogi wzrokowej, postrzegatbym jako ich ogromng zaletg, cho¢
zdaj¢ sobie sprawe, ze ich wykorzystanie moze by¢ w wielu przypadkach ograniczone (str. 35,
,one of the main disadvantages may be the fact that the recombination is limited only to targeted
cells in the area where the vector was injected”).

Z rozwazan teoretycznych ptynnie wylania si¢ kolejny rozdziat, w ktoérym zostaty przedstawione
poprawnie sformutowane cele pracy. Rozdziat po§wigcony materiatom i metodom zostat napisany
W sposOb przejrzysty, z zachowaniem odpowiedniego poziomu szczegdétowosci w opisie
stosowanych procedur doswiadczalnych. W odniesieniu do iniekcji AAVS (str. 44) - jaka
objeto$¢ roztworu o mianie wirusa podanym w tabeli nr 3.4 zostala wstrzyknieta do zakretu
zebatego hipokampa?

Czg$¢ doswiadczalna pracy jest niezwykle interesujaca, z wywazonym opisem uzyskanych
wynikéw oraz starannie wykonanymi rycinami. Rzetelno$¢ doktorantki zastuguje w mojej ocenie
na szczegolne podkreslenie. W przeciwienstwie do przewazajacej wigkszosci prac naukowych,
ktore prezentujg zazwyczaj wyniki eksperymentow zakonczonych sukcesem, w swojej dysertacji
mgr inz. Kruk dokumentuje préby uzyskania myszy z delecja Cd44 w astrocytach, wykorzystujac
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system oparty na indukowanej tamoksyfenem ekspresji rekombinazy Cre. Pomimo zastosowanych
modyfikacji w zakresie m.in. ilosci dawek tamoksyfenu czy czasu potrzebnego na aktywacje
systemu Cre-loxP, nie zaobserwowano zmian w poziomie biatka Cd44 w zakrecie zebatym
hipokampa, co wskazuje na nieskuteczno$¢ zastosowanego systemu rekombinacji, o czym
wspomina takze autorka (str. 60 ,,the conditional TAM-inducible Cre-loxP system is not reliable
for generating a total astrocyte-specific CD44 knockout mouse’). Chcialbym nadmieni¢, ze proces
uzyskiwania zwierzat transgenicznych (w tym przypadku podwdjnie transgenicznych) jest
zmudny, wymagajacy wielokrotnego krzyzowania osobnikdéw oraz systematycznego
genotypowania potomstwa. Domniemam, ze ten etap prac eksperymentalnych byl dla doktorantki
szczegblnie pracochtonny i czasochtonny. Tym bardziej cenne dla innych badawczy sa wnioski
ptynace z przeprowadzonego eksperymentu.

Pomimo przeprowadzonej dyskusji dotyczacej mozliwych powodéow braku zmian w poziomie
biatka CD44 u myszy GFAP-Cre*®2xCD44" chciatbym w tym miejscu zapytaé czy:

1. zbadano skutecznos¢ systemu Cre-loxP w uzyskanych zwierze¢tach podwojnie
transgenicznych? Nie wiadomo nic o wyjsciowej aktywnosci rekombinazy Cre w linii
uzytej do krzyzowania, a w przypadku jej potwierdzenia, czy cecha ta utrzymala si¢
takze w krzyzéwce podwadjnie transgenicznej?

2. wykonano prébe kontrolng indukcji ekspresji rekombinazy Cre w odpowiedzi na
tamoksyfen?

3. doktorantka rozwazala zastosowanie systemu Cre-loxP, w ktorym ekspresja
rekombinazy Cre nie jest zalezna od tamoksyfenu? Zastosowanie tego systemu
pozwolilo np. na uzyskanie stabilnej delecji genu Cd44 w keratynocytach [odno$nik
literaturowy nr 175].

W tej sytuacji alternatywnym (i zasadnym) rozwigzaniem byto wykorzystanie AAVS, za pomoca
ktorych dostarczano rekombinaze gfaABC1D:eGFP-Cre bezposrednio do zakretu zgbatego myszy
CD44"%, co pozwolito na obnizenie poziomu biatka Cd44 o ok. 60-70%. Tak uzyskane zwierzeta
wykorzystano w dalszych badaniach. Chcialbym zwrdci¢ uwage, ze zastosowanie takiego
podejscia pozwolito na uzyskanie zwierzat typu knock-down (na co wskazuja wyniki na rycinie
4.5), a nie knock-out. Doktorantka kilkukrotnie uzywa sformutowan, ktore zarowno w jezyku
polskim, jak 1 angielskim, sugeruja, ze uzyskano delecj¢ genu Cd44 np. (str. 65) ,,Those results
show that the AAV5-mediated expression (...) leads to the deletion of CD44 in the hippocampal
astrocytes”; (ta sama strona) “The CD44™" mouse line (...) provided sufficient deletion of
astrocytic CD44 in the hippocampal formation”. Uzycie zwotéw typu knock-out czy deletion
w odniesieniu do uzyskanego modelu zwierzgcego z obnizeniem ekspresji Cd44 powtarza si¢
kilkukrotnie w pozostatych rozdziatach dysertac;ji.

Wykorzystanie AAV do wprowadzenia transgenu wylgcznie do okreslonego typu komoérek (w tym
przypadku astrocytow) wigze si¢ zpewnymi kontrowersjami, zwlaszcza w kontekscie
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ograniczonej swoistosci tych wirusow oraz mozliwosci ekspresji w innych typach komoérek, w tym
w neuronach oraz — w niewielkim stopniu — w komorkach §rodbtonka. W konteks$cie tropizmu
wirusow AAYV oraz stwierdzen autorki zawartych w dyskusji na str. 89 (np. ,.following later KA
treatment, GFP expression was also detected in the DG granule neurons, suggesting that AAVS
may also infect these cells” nasuwajg si¢ nast¢pujace pytania:

1. Dlaczego Doktorantka zdecydowala si¢ na wybor akurat serotypu 5 AAV?

2. Czy mozliwe jest oszacowanie jaki odsetek neurondow hipokampa wykazuje ekspresje
GFP a zatem i rekombinazy Cre?

3. Czy ekspresja GFP w komérkach innych niz astrocyty obserwowana jest takze w
nieobecnosci kwasu kainowego?

4. Jaki moze by¢ wplyw tzw. zjawiska off-target na wyniki badan EEG, ktore wskazuja
na zmniejszong czestotliwos¢ napadéw behawioralnych u myszy z obnizonym
poziomem bialka Cd44?

Bardzo interesujaca obserwacja u myszy AsKO jest wspominana powyzej obnizona czgstos$¢
napadow drgawkowych, ktorym towarzysza zmiany behawioralne, przy jednoczesnym wzroscie
czestosci wystepowania napadéw niekonwulsyjnych, klasyfikowanych do grupy 0 w skali 0-6.
U myszy transgenicznych zaobserwowano réwniez mniejszy przerost astrogleju oraz zmniejszong
w stosunku do grupy kontrolnej dyspersje komoérek warstwy ziarnistej zakretu zebatego. Jak
stusznie zauwaza doktorantka, jest to zjawisko korzystne, ograniczajace zmiany strukturalne
w obrebie hipokampa, ktore zachodza w wyniku napadéw padaczkowych.

Potencjalne mechanizmy prowadzace do zmniejszenia czestosci wystepowania drgawek
behawioralnych zostaty dobrze przedstawione i1 przedyskutowane na str. 91. Wsérod nich
doktorantka wskazuje na mozliwe zaleznosci pomiedzy funkcja biatka Cd44 w astrocytach a
zdolnoscig do wychwytu glutaminianu oraz syntezy 1 wydzielania GABA. Na poparcie tej hipotezy
przytoczone zostaty badania wskazujace na obnizenie ekspresji transportera glutaminianu GLT-1
w odpowiedzi na wzrost ekspresji Cd44 [odnos$nik literaturowy nr 211]. Nie jest jednak
wiadomym, czy zachodzi zalezno$¢ odwrotna, tj. czy obnizenie poziomu biatka Cd44 pociaga za
soba zmiany w wychwycie glutaminianu przez astrocytarny transporter GLT-1.

Doktorantka stusznie sugeruje, ze zmniejszone synaptyczne wydzielanie glutaminianu w modelu
AsKO moze by¢ prawdopodobng przyczyng obnizonej czgstosci drgawek behawioralnych, na co
zwraca uwage w dyskusji na str. 95. Wskazuja na to takze wyniki przedstawiajace zmiany
w ultrastrukturze synaps (ryciny 4.25-4.27) oraz doniesienia literaturowe dotyczace funkcji biatka
ezryny, ktora oddziatuje z glikoproteing Cd44 [odno$nik literaturowy nr 215]. Podobnie jak
w niniejszej dysertacji, w badaniach nad ezryng wykazano, ze jej obnizony poziom w astrocytach
zwigkszal odlegtos¢ astrocytu od synapsy oraz zmniejszat ilo$¢ kontaktow na linii synapsa-
astrocyt, co skutkowato nizszym poziomem glutaminianu w szczelinie synaptycznej. Co istotne,
nie bylo to wynikiem zmienionego presynaptycznego wydzielania tego neurotransmitera.
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W zwiazku z tym sformulowanie: ,,Similarly, the absence of Ezrin decreases the proximity
between astrocytes and neurons, as well as the number of astrocyte-synapse contacts, leading to
increased glutamate overflow and activation of NMDA receptors [215]” moze sugerowaé
zwigkszone wydzielanie glutaminianu 1 aktywacje synaptycznych receptoréw N-metylo-D-
asparaginianowych (NMDA), cho¢ autorzy tego badania wskazuja raczej na zjawisko
zwiekszonego stezenia glutaminianu w przestrzeni pozasynaptycznej oraz aktywacje receptoroéw
NMDA zlokalizowanych poza synapsg. Przypuszczam, ze jest to pewien skrot myslowy, gdyz
dalsza dyskusja wynikow prowadzona jest w sposob klarowny.

W tym miejscu chcialbym zapytaé, jakie mechanizmy moga leze¢ u podstaw zwiekszonej
czestosci napadow drgawkowych u myszy AsKO przebiegajacych bez manifestacji
behawioralnych (grupa 0)?

W ogoélnej ocenie doktorantka przeprowadzita poprawna, a zarazem interesujaca analize
uzyskanych wynikéw oraz prawidlowo je przedyskutowata w konteks$cie dostgpnych danych
literaturowych. Rozprawe¢ dopetnia klarowne podsumowanie i prawidtowo wyciagnigte wnioski.
Calos¢ zostata napisana poprawnym jezykiem angielskim, w sposob staranny i przemyslany,
a liczba btedow edytorskich jest minimalna.

Niewatpliwie godne szczegdlnego podkre§lenia sg zardwno ogrom pracy wlozonej przez
doktorantke, jak i szeroki wachlarz nowoczesnych metod badawczych z zakresu biologii
molekularnej, inzynierii genetycznej, technik immunologicznych oraz analiz mikroskopowych.
Ich wykorzystanie wymagato nie tylko zaawansowanej wiedzy, ale rowniez umiejetnosci
praktycznego ich zastosowania.

Doktorantka podje¢ta si¢ realizacji bardzo ciekawego, waznego i potrzebnego tematu, osiggne¢ta
postawione cele oraz wykazata si¢ solidnym warsztatem naukowym i szeroka znajomoscia badane;j
problematyki. Przedstawiona mi do oceny dysertacja stanowi niewatpliwie oryginalne rozwigzanie
istotnego zagadnienia badawczego, a uzyskane wyniki moga mie¢ potencjalne zastosowanie
w opracowaniu nowych lekow przeciwpadaczkowych.

Podsumowujac, nalezy stwierdzic¢, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
inz. Patrycji Kruk spelnia 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 po0zn. zm.). W zwiazku
zpowyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
o dopuszczenie mgr inz. Patrycji Kruk do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora.
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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Patrycji Kruk zatytutowanej

sThe role of astrocytic CD44 protein in epileptogenesis”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska dotyczy roli biatka CD44 w
mechanizmach epileptogenezy. Tematyka ta ma istotne znaczenie nie tylko dla badan
podstawowych nad biologia mézgu, ale réwniez dla potencjalnych strategii
terapeutycznych w leczeniu padaczki skroniowe;j.

W pracy podjeto interdyscyplinarne podejscie obejmujace analize molekularng, badania
na modelach zwierzgcych oraz hodowlach komérkowych. Szezegélnie wartosciowe jest
zastosowanie technik genetycznych do selektywnej delecji CD44 w astrocytach, co
pozwala na oceneg jego roli w kontekscie funkeji komérek glejowych oraz jegoiich
wptywu na pobudliwo$é neuronalna.

Temat pracy jest aktualny i wpisuje sie w nurt badan nad neurobiologia epilepsji oraz nad
potencjalnymi celami terapeutycznymi w tymze schorzeniu. Znaczenie naukowe
wynikow jest istotne, a uzyskane dane MOoga sig przyczynic do lepszego zrozumienia
mechanizmow plastycznosci neuronalnej i regulacji mikrosrodowiska synaptycznego.
Rozprawa jest logicznie napisana, a styl narracji jest klarowny, cho¢ miejscami mogtaby
byc¢ bardziej zwiezta.

Wprowadzenie zawiera dobrze przedstawione tto naukowe, opisujgce role CD44 w
Osrodkowym Uktadzie Nerwowym (OUN). Doktorantka oméwita réwniez mechanizmy
glejowo-neuronalne w padaczce, co stanowi solidng podstawe dla przeprowadzonych
eksperymentow. Troche brakuje mi - szczegdlnie w kontekscie Dyskusji wynikéw —
opisania potencjalnego wptywu CD44 na molekularne szlaki zZwigzane z powstaniem
epizodow epileptycznych; np. na aktywacje szlaku PI3K/Akt/mTOR, albo poziom GLT-1.
Metody badawcze zastosowane przez Doktorantke zostaty dobrze dobrane i pozwolity na

szczegotowa analize roli CD44 w OUN. Na szczegolng uwage zastuguja:



- badania immunohistochemiczne oraz analiza obrazu, ktére pozwolity na ocene wptywu
delecji CD44 na struktury neuronalne i glejowe,

- wymagajaca wytrwatosci praca nad modelami genetycznymi delecji CD44,
umozliwiajgcymi badanie funkcji astrocytarnego CD44 w epileptogenezie,

- analizy ultrastrukturalne — dostarczajgce cennych informacji o potencjalnych
mechanizmach dziatania CD44 w hipokampie.

Z punktu widzenia Dyskusiji, brakuje troche analizy ekspresji biatek szlaku
PISK/Akt/mTOR praz GLT-1 (IF, WB?) - do utatwitoby dyskusje wynikow.

Nie jest to jednak uwaga bardzo kluczowa dla oceny rozprawy - realizacja doktoratu jest
ograniczona czasowo, a Doktorantka i tak wykazata sie ogromna pracowitoscia; brak
tych wynikow (jak i niespojnosci w danych literaturowych dotyczacych tego zagadnienia)
wskazujg na potrzebe dalszych badan w tym kierunku, a wiec i istotnos¢ zagadnienia.
Uzyskane wyniki Doktorantka przedstawita w sposdb bardzo czytelny.

W rozdziale Dyskusja, Pani Patrycja Kruk dogtebnie - i zasadniczo bardzo klarownie —
przedstawita interpretacje wynikow w kontekscie literatury.

Dyskusja rozpoczyna sig intensywna dyskusja wynikow uzyskanych podczas tworzenia
mysich modeli pozbawionych biatka CD44 w astrocytach. Ten fragment dla czytelnika
oczekujgcego na odpowiedz ,dlaczego zmiany poziomu CD44 w astrocytach majg
wptyw na ilos¢ i wielkoSc epizodow epileptycznych” jest najmniej intersujacy, ale jest
bezcenna metodologicznie, a réwniez podkresla ogrom pracy wtozonej przez
Doktorantke w wykonanie zaplanowanych badan.

Pewne kwestie poruszone w Dyskusji wydaja sie jednak nie do korica klarowne dla
czytelnika, ktory nie jest ekspertem w biochemii/biologii molekularnej biatka CD44, jak i
zjawiska epilepsji.

Otoz opis roli mTOR w epileptogenezie sugeruje sig, ze CD44 moze wptywaé na stezenie
glutaminianu poprzez zmiang ekspresji GLT-1 - ta hipoteza jest jasno przedstawiona:
»---increased CD44 expression in astrocytes has been associated with a reduction in the
glutamate transporter-1 (GLT-1) on the cell membrane and a decrease in glutamate
transporter current [211]. This suggests that astrocytes with elevated CD44 expression
following KA-induced status epilepticus may be less efficient at buffering glutamate
compared to non-reactive astrocytes.”. Doktorantka zaktada wiec, ze CD44 moze

wptywac na poziom GLT-1 poprzez modulacje aktywnosci mTOR indukowanej przez



aktywacje szlaku PI3K/Akt (i tutaj wtasnie przydatyby sie ,barwienia” IF owych biatek i
ich fosfoform, jako i GLT-1).

| wtasnie owa czesc¢ hipotezy jest nigjasna. W skrocie: CD44 obniza poziom GLT-1
poprzez aktywacje PI3K/AKT/mTOR (bardzo przydatby sie schemat pokazujacy takowa
zaleznosc). Kanoniczny model transdukeji sygnatu zaktada jednakze, ze zwiekszona
aktywnosc¢ PI3K zwigksza aktywnosé mTOR, a wiec i poziom GLT-1.

Drugg niejasnoscig jest eksponowanie roli poliamin jako Zrédta GABA. Czy to jednak nie
glutaminian jest podstawowym zZrédtem GABA w mozgu? Czy istniejg doniesienia
wigzgce pobudzenie/ilos¢ CD44 z aktywnoscia/poziomem ekspresji dekarboksylazy

glutaminianu?

Rozprawa doktorska Pani Patrycji Kruk stanowi rzetelng i wartosciowa prace naukowa,
ktora wnosi istotny wktad w badania nad rolg CD44 w epileptogenezie. W szczegélnosci
podkresli¢ nalezy dogtgbne, wymagajace wiedzy eksperckiej i bardzo czasochtonne
doswiadczenia majgce na celu stworzenie modelu organizmu pozbawionego biatka
CD44.

Mimo kilku niejasnosci w interpretacji wynikéw, praca ma wysokg wartosé merytoryczng

i spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim.

Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U.
2023 poz. 742 z p6zn. zmianami). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowe;j
Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie Pani Patrycji Kruk do dalszych etapéw

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny z propozycja

nagrodzenia rozprawy.

Wroctaw, 12.03.2025
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Prof. dr hab. Dariusz Rakus
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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Patrycji Kruk pt.

“The role of astrocytic CD44 protein in epileptogenesis”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Patrycji Kruk zostata wykonana
pod kierunkiem dr hab. Joanny Dzwonek w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego w Warszawie.

W ostatnich latach w neurobiologii nastapity przetomy technologiczne, takie jak rozwdj
technologii CRISPR/Cas9 ktéra pozwala na precyzyjna edycje genoméw tak w calym
organizmie jak i w specyficznej populacji komorek (wykorzystujac nowoczesne wektory
wirusowe). Dostepnos¢ tych technologii pozwolila na zadawanie pytan o udziat konkretnych
biatek ulegajacych ekspresji w konkretnym typie komérek w mdzgu na procesy patologiczne
takie jak rozwoj epilepsji. Tego rodzaju badania funkcjonalne s3 wazne dla poszukiwania
nowych celow terapeutycznych.

W swojej pracy doktorskiej mgr inz. Patrycja Kruk opracowata, a nastepnie
wykorzystala model myszy z delecja biatka CD44 w astrocytach, aby odpowiedzie¢ na pytanie
o jego udziat w epileptogenezie. Autorka pracy przeprowadzita szereg doswiadczen, ktore
ostatecznie doprowadzity do udowodnienia kluczowej roli astrocytarnego biatka CD44 w
epileptogenezie. Delecja biatka CD44 w astrocytach zmniejszata charakterystyczne zmiany
strukturalne hipokampu takie jak reaktywna astroglejoza, bocznicowanie wtokien kiciastych i
towarzyszace mu rozproszenie komorek ziarnistych. Zmiany strukturalne byly takze
obserwowane na poziomie synaps. Opisane przez Autorke pracy wyniki wskazuja na
potencjalng mozliwo§¢ wykorzystania receptora CD44 jako celu terapeutycznego w leczeniu

lekoopornej postaci padaczki skroniowej.
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Praca ma klasyczng budowe i sklada si¢ ze wstepu, rozdziatu opisujacego metody,
wyniki oraz z dyskusji. Bibliografia zawiera 243 cytowania. Praca jest napisana w jezyku
angielskim w sposob bardzo sprawny i na ile mogg to oceni¢, w sposob poprawny i jasny.

We wstepie Autorka wprowadza czytelnika w tematyke pracy opisujac epilepsje i jej
mozliwe przyczyny, budowe anatomiczng formacji hipokampu oraz wplyw atakow
padaczkowych na jej zmiang. Kolejna czg$¢ dotyczy struktury i funkcji astrocytow, ich roli w
epiletogenezie oraz omawia koncepcje synapsy trojdzielnej, w ktérej waznym elementem
strukturalnym jest wlasnie wypustka astrocytarna. W koncu dowiadujemy si¢ o strukturze
receptora CD44 1 jego funkcji w réznych komorkach. W tej czesci wstepu zabrakto mi
systematycznie uporzadkowanych informacji o tym co wiadomo na temat ekspresji CD44 w
komorkach uktadu nerwowego. Autorka pisze o tym ze CD44 powszechnie uzywane jako
marker astrocytow 1 jest obecne w komorkach ziarnistych moézdzku oraz jego braku w
neuronach korowych dorostej myszy, nie wspomina natomiast o hipokampie, ktéra to struktura
jest przedmiotem jej badan.

Bardzo kroétki rozdzial poswigcono CD44 w epilepsji. Informacje o stanie wiedzy sg
bardzo ogdlne, np. na stronie 32 czytamy ze badania kliniczne wskazuja na wzrost CD44 u
pacjentow z epilepsja w porownaniu do grupy kontrolnej. W jakiej tkance oznaczano poziom
biatka CD44, w surowicy/osoczu krwi? Czy moze w modzgach post mortem? Podobnych
,,skrotow myslowych” jest w pracy wiecej.

Nie rozumiem dlaczego we wstepie znalazt si¢ rozdzial opisujacy wykorzystane
metody, moim zdaniem nalezatoby go przenie$¢ do sekcji materiaty i metody.

Ogolnie uwazam, ze wstep w sposOb wystarczajacy wprowadza czytelnika do zagadnien
opisanych w wynikach, zawiera wiele pomocnych, dobrze dobranych i estetycznych

schematow utatwiajacych zrozumienie wynikow pracy.

Sekcja Materialy 1 Metody jest dostatecznie wyczerpujaca, a jednoczesnie odpowiednio
zwi¢zta 1 nie mam do niej uwag krytycznych. Autorka pracy szczegdtowo opisata wykorzystane
linie zwierzat transgenicznych i ich genotypowanie, procedury chirurgiczne, domozgowe
podawanie wirusow oraz kwasu kainowego. Nastepnie doktorantka opisuje analiz¢ nagran
EEG, stosowane metody biochemiczne oraz immunofluorescencj¢ i wreszcie przygotowanie
probek do obrazowania w mikroskopie elektronowym.

Praca jest bogata metodycznie i widac¢, ze do jej wykonania Autorka musiata opanowac

prace ze zwierzetami do$wiadczalnymi, zaawansowane procedury takie jak domodzgowe
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podawanie wektorow AAV, implantacj¢ elektrod 1 nagrania EEG, przygotowanie tkanek do
analiz, immunofluorescencj¢ i obrazowanie w mikroskopie konfokalnym, ale takze

zaawansowane metody mikroskopii elektronowej 3D.

Wyniki sg opisane w sposob klarowny a ryciny przygotowano z nalezytg starannoscig.
W pierwszej czgsci tego rozdziatu Autorka opisuje opracowanie nowego modelu myszy
transgenicznej do indukowanej tamoksyfenem delecji genu kodujacego biatko CDA44
specyficznie w astrocytach. Niestety, pomimo tego, ze eksperyment i krzyzowanie myszy
transgenicznych zaplanowano poprawnie, nie udato si¢ uzyska¢ wyciszenia ekspresji DC44 w
mozgu myszy po podaniu tamoksifenu.

Po tych niepowodzeniach Autorka pracy postanowita zmieni¢ strategi¢ i regulowaé
wyciszenie genu CD44 przy pomocy wektorow wirusowych AAVS z promotorem GFAP,
specyficznym dla astrocytow wstrzykiwanych bezposrednio do zakretu zebatego hipokampa.
Duzego naktadu pracy wymagato z cala pewnoscig samodzielne stworzenie i przetestowanie
niezb¢dnych narzedzi in vitro i in vivo do mikroiniekcji przygotowanych wektorow
wirusowych. Tutaj chciatam wyrazi¢ mdj podziw dla determinacji i ogromnej pracy wykonanej
przez doktorantke pomimo niepowodzen na poczatkowym etapie realizacji projektu, co z
pewnoscig byto demotywujace. Jednak nowe podejscie eksperymentalne okazato si¢ trafne i
pozwolito uzyskaé¢ wyciszenie CD44 w astrocytach, a nastepnie zbada¢ jego wptyw na rozwoj
epilepsji wywotanej domézgowym podaniem kwasu kainowego. Juz po 4 godzinach Autorka
zaobserwowala znaczny wzrost poziomu fluorescencji CD44 oraz zmian¢ w morfologii
astrocytow barwionych przeciwciatem GFAP.

Uzyskane wyniki wskazuja na obnizenie liczby napadow padaczkowych u myszy z
obnizong ekspresja CD44 w astrocytach analizowanych dzigki nagraniom EEG. W komorkach
CD44 negatywnych zaobserwowano redukcje astroglejozy indukowanej przez kwas kainowy.

Na rycinie 4.20 Autorka przedstawia barwienia warstwy ziarnistej zakretu zebatego
hipokampa (warstwa ta sklada si¢ gtownie z ciat neuronow) wskazujace na to, ze transdukeji
wirusem AAV ulegly komorki neuronalne, natomiast w warstwie molekularnej widac
wyraznie glej. Moje pytanie w zwigzku z opisanymi wynikami dotyczy tego czy badany efekt
jest zalezny wylacznie od komorek glejowych? Czy wystarczy zahamowanie ekspresji CD44
w gleju aby obserwowac tak duzy efekt na gestos¢ synaps i objetos¢ gestosci postsynaptycznej?

Dyskusja zaczyna si¢ od dobrze napisanego podsumowania uzyskanych wynikéw.

Jednym z bardziej spektakularnych wynikow uzyskanych przez Doktorantke jest zahamowanie
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tzw. '"reaktywnej astroglejozy”, indukowanej przez podanie kwasu kainowego, dzigki
wylaczeniu ekspresji CD44 w astrocytach. W dyskusji Autorka pracy pisze ,,CD44 may play a
role in astrogliosis by influencing astrocyte morphology” (str. 92). Czy Autorka mogtaby
zaproponowac w jaki sposob wzrost ekspresji CD44 indukowany w epilepsji mogtby wptynaé
na zmiany morfologiczne komorek glejowych?

Sposob dyskusji uzyskanych wynikéw wskazuje na duza dojrzalos¢ naukowa
doktorantki. Dyskusj¢ uwazam za wyczerpujaca.

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Patrycji Kruk prezentuje
0ogolng wiedze teoretyczna osoby ubiegajacej sie¢ o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie
nauki biologiczne. Uzyskane przez Autorke pracy wyniki sg oryginalne i wskazuja na wazng
role astrocytarnego biatka CD44 w epileptogenezie. W zwigzku z tym w mojej ocenie
przedstawiona rozprawa doktorska spelnia Kkryterium oryginalnego rozwiazania
problemu naukowego. Ponadto na podstawie zaprezentowanych w rozprawie wynikéw badan
moge stwierdzi¢, ze Doktorantka wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy

naukowej.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej 0 dopuszczenie mgr  inz. Patrycji

Kruk do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

dr hab. Magdalena Dziembowska, prof. ucz
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