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,Rola zmian w funkcjonowaniu oligodendrocytéw w patogenezie zaburzen
istoty bialej bedacych skutkiem asfiksji neonatalnej”

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Justyny Janowskiej wykonana pod
kierunkiem Promotorki dr hab. Joanny Sypeckiej oraz Promotorki pomocniczej dr hab.
Matgorzaty Ziemki-Natecz bardzo dobrze wpisuje si¢ w tematyke badawczg Zaktadu
Neurobiologii Naprawczej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego PAN W Warszawie. Dane literaturowe wskazuja, ze asfiksja
okotoporodowa, czyli niedobér tlenu w okresie okotoporodowym, powoduje uszkodzenia
moézgu noworodkéw, a w konsekwencji jest druga najczgstsza przyczyng ich zgondw.
Obecnie brak jest skutecznego leczenia tych przypadkdéw, w terapii wykorzystuje si¢ metodg
hipotermii terapeutycznej, ktora przyczynia si¢ do zmniejszania $miertelnosci. Prowadzone
wieloletnie badania dzieci poddanych tej procedurze, wskazuja jednakze na zmiany w istocie
biatej zwigzane z rozwojem encefalopatii hipoksyjno-ischemicznej. Istot¢ biala w
osrodkowym uktadzie nerwowym tworzg skupiska aksonéw neurondéw otoczonych ostonka
mielinowg, ktéra wytwarzana jest przez oligodendrocyty. Wiadomo, ze komorki te sa
szczeg6lnie wrazliwe na uszkodzenie w okresie okotoporodowym, natomiast najnowsze dane
literaturowe wskazuja rowniez na ekspansje komorek progenitorowych oligodendrocytéw po
niedotlenieniu-niedokrwieniu. W $wietle powyzszych danych, tematyka przedstawionej do

oceny pracy doktorskiej wydaje si¢ bardzo trafna.



Hipoteza badawcza pracy doktorskiej zakiada, ze pod wplywem hipoksji-ischemii
progenitory oligodendrocytéw maja zaburzony program wzrostu i réznicowania, ktory
promuje utrzymanie ich w stanie progenitorowym i ogranicza dojrzewanie, co prowadzi do
nieprawidlowej mielinizacji.

Na poczgtku pracy przedstawionej do oceny znajduje si¢ Wykaz skrétéw oraz
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim; a takze w punktach wymienione sg elementy
innowacyjnosci rozprawy. Praca skiada si¢ z typowych rozdziatéw a mianowicie: Wstep;
Zalozenia i cel pracy; Materialy i metody; Wyniki; Dyskusja; Wnioski i Bibliografia (209
starannie dobranych pozycji piSmiennictwa). Rozprawa zawiera 126 stron, 50 rycin i 5 tabel.
Poprawny styl, logiczny uklad pracy, prawidlowe cytowanie literatury, a takze prezentacja i
dyskusja wynikéw wskazuje na dobrze opanowang przez Doktorantk¢ umiejgtno$¢ pracy
naukowej. Warto podkresli¢, ze badania ktérych rezultaty staty si¢ podstawa niniejszej
rozprawy doktorskiej byty wykonane w ramach realizacji 4 projektéw finansowanych przez
Narodowe Centrum Nauki. Dwa z tych projektéw typu Opus byly realizowane przez mgr
Justyne Janowskg pod kierunkiem Promotorki (2014/15/B/NZ4/01875) i Promotorki
pomocniczej (00582/NZ3/B/27/2017). Natomiast, co warto podkresli¢ w roku 2018
Doktorantka uzyskata grant typu PRELUDIUM (1494/NZ3/N/31/2018) pt. ,,Czynniki
indukowane hipoksja a zaburzenia dojrzewania oligodendrocytéow w modelu asfiksji
neonatalnej in vitro”, a nastgpnie w roku 2020 stypendium ETIUDA (2020/36/T/N24/00144)
pt. ,,Rola zmian w funkcjonowaniu oligodendrocytéw w patogenezie zaburzen istoty biatej
bedacych skutkiem asfiksji neonatalnej”. Taka umiej¢tnos¢ zdobywania funduszy swiadczy
niewgtpliwie o dojrzatosci naukowej Doktorantki i jej zaangazowaniu w prowadzone badania.

Warto réwniez podkre$lié, ze wyniki ktére zostaly zamieszczone w rozprawie
doktorskiej sg juz czgsciowo opublikowane w pracach oryginalnych o zasiggu
miedzynarodowym, w pierwszej z nich ,Jmpact of neonatal hypoxia-ischaemia on

oligodendrocyte survival, maturation and myelinating potential” Journal of Cellular and

Molecular Medicine 2018 (IF201s= 4,438) Doktorantka jest drugim autorem, natomiast w

pozostatych dwdch a mianiowicie: ,,The Differentiation of Rat Oligodendroglial Cells Is
Highly Influenced by the Oxygen Tension: In Vitro Model Mimicking Physiologically

Normoxic Conditions. International Journal of Molecular Sciences 2018 (IF2018= 4,320); oraz

,Oligodendrocyte Response to Pathophysiological Conditions Triggered by Episode of
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Perinatal Hypoxia-Ischemia: Role of IGF-1 Secretion by Glial Cells” Molecular
Neurobiology 2020 (IF2020= 5,590) jest pierwszym autorem. Sumaryczny Impact Factor z
tych wyzej wymienionych prac wynosi 14,348.

W pierwszym rozdziale, na 10 stronach Wstgpu, Doktorantka w sposéb syntetyczny i
klarowny opisuje encefalopatie hipoksyjno-ischemiczna, nastgpnie metody jej leczenia ze
szczegélnym uwzglednieniem hipotermii terapeutycznej oraz zaburzen zachodzgcych w
rozwoju istoty biatej. Dokonuje réwniez wnikliwego przegladu literaturowego i omawia
terapic o potencjalnym dziataniu mielinoprotekcyjnym, a szczegélnie mozliwos¢
zastosowania insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1 (IGF-1) w terapii encefalopatii
hipoksyjno-ischemicznej. Doktorantka bardzo dobrze wprowadza czytelnika w tematyke
pracy, w tym pierwszym rozdziale szczegdlng uwagg zwraca 6 bardzo pomocnych i starannie
opracowanych rycin.

W drugim rozdziale Doktorantka przedstawita gléwne zalozenia pracy oraz w 4
punktach szczegblowe - bardzo ambitne - cele, realizowane w ramach rozprawy doktorskiej
takie jak: 1. Opracowanie metody izolacji i hodowli szczurzych komérek progenitorowych
oligodendrocytow w warunkach normoksji fizjologicznej i pozywce bezsurowiczej; 2. Ocena
proliferacji komorek progenitorowych oligodendrocytdéw oraz dojrzewania oligodendrocytow
w modelach asfiksji neonatalnej; 3. Ocena zmian stgzenia insulinopodobnego czynnika
wzrostu typu 1 w tkance nerwowej po hipoksyjno-ischemicznym uszkodzeniu mézgu szczura;
4. Ocena potencjalnego dzialania insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1 w celu
wspomagania oligodendrogenezy i mielinizacji w modelu in vitro oraz ex vivo.

W rozdziale trzecim Doktorantka zawarta najwazniejsze bardzo pomocne informacje
dotyczace przeprowadzonych badan i analizy statystycznej - na uznanie zastluguje bardzo
dobry warsztat metodyczny. Co wazne Doktorantka udokumentowata, ze wszystkie
eksperymenty zostalty wykonane po uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzgtach. Nastepnie szczegblowo i przystepnie omoéwila zastosowane
modele badawcze tj. model in vivo hipoksji-ischemii neonatalnej, model ex vivo - hodowle

organotypowe skrawkéw hipokampa oraz model in vitro - hodowle komorek

progenitorowych oligodendrocytéw. W nastgpnym podrozdziale opisala zastosowang w

badaniach in vitro i ex vivo procedur¢ krotkotrwatego ograniczenia dostepu do tlenu i



glukozy. W kolejnej czesci przedstawila szczegétowo zastosowane liczne metody
biochemiczne, molekularne i mikroskopowe.

W czwartym rozdziale Doktorantka rzetelnie i przejrzyscie omawia wyniki swoich
eksperymentdw. Na uznanie zastuguje oryginalny pomyst zrealizowanych badaf oraz
staranne opracowanie materialu do$wiadczalnego. Uzyskane przez Doktorantke wyniki sa
interesujace. Rezultaty przedstawila w postaci tabeli oraz na 38 rozbudowanych rycinach
zawierajacych zaréwno liczne wykresy jak i zdjecia mikroskopowe. W pierwszym bardzo
wymagajacym etapie eksperymentéw dokonata optymalizacji warunkéw hodowli komérek
progenitorowych oligodendrocytéw. W tym celu zbadata wydajno$¢ izolacji metoda
wytrzasania mieszanej hodowli glejowej oraz jej homogenno$¢, a takze okreslita wptyw
gestoéci wysiewania komorek, skladu pozywki hodowlanej oraz wptywu warunkow
tlenowych na ich proliferacje i réznicowanie. W drugim etapie badan dokonata oceny wptywu
hipoksji-ischemii neonatalnej na proliferacje i dojrzewanie komorek progenitorowych
oligodendrocytéw w modelu in vivo, a nastgpnie oceng wptywu ograniczenia dostgpu do
skladnikéw odzywczych i tlenu na wzrost oligodendrocytéw w modelach ex vivo i in vitro. W
trzecim etapie badan dokonata oceny wplywu zewnatrzkomoérkowego insulinopodobnego
czynnika wzrostu typu 1 na proliferacj¢ i dojrzewanie oligodendrocytéw w modelach
zardwno in vitro, jak i ex vivo.

Dyskusja pracy napisana jest poprawnie. W pierwszej kolejnosci Doktorantka w
ciekawy sposob dyskutuje rozbieznosci literaturowe wynikajace z odmiennych warunkéw
hodowli komoérek progenitorowych oligodendrocytow, wskazujac jak waznym elementem
dos$wiadczen jest prawidtowa optymalizacja warunkdéw eksperymentalnych, co swiadczy o Jej
dojrzatosci naukowej. W dalszej czgsci Doktorantka logicznie interpretuje wyniki swoich
badan i dyskutuje z dostepng literaturg. Podkresla, ze uzyskane wyniki badan w modelu in
vitro, a potwierdzone eksperymentami ex vivo i in vivo wskazuja, ze w zaburzeniu programu
réznicowania oligodendrocytow istotny udziat ma stan hipoksji w tkance nerwowej
wywotany niedotlenieniem organizmu. Niedobér tlenu przyczynia si¢ migedzy innymi do
nadekspresji czynnikéw transkrypcyjnych, ktére wptywaja na dojrzewanie oligodendrocytow.
Ponadto wskazuje, ze rozwijajgcemu si¢ stanowi zapalnemu tkanki nerwowej towarzyszy
silna aktywacja astrocytow, ktora odgrywa istotng rolg¢ w zahamowaniu mielinizacji. Ciekawa

jestem opinii Doktorantki na temat zaangazowania komoérek mikrogleju, a takze innych
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komoérek immunologicznych w patogenezg¢ nastgpstw asfiksji neonatalnej. Ostatnia czes¢
dyskusji jest szczegdlnie interesujgca, Doktorantka wykazuje w niej, ze lokalne zmiany w
stezeniu insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1 w tkance nerwowej po hipoksji-ischemii
wplywaja znaczaco na potencjat komodrek progenitorowych oligodendrocytow do
réznicowania. Co wazne insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1 suplementowany w niskim
stezeniu przyczynia si¢ do promowania dojrzewania komoérek, zas§ w wysokim stgzeniu — do
proliferacji komoérek progenitorowych oligodendrocytéw, co jak wskazuje Doktorantka jest
istotng informacja dla planowania strategii terapeutycznych dla wszystkich choréb o podtozu
demielinizacyjnym. Praca doktorska zakonczona jest 7 wnioskami, w ktérych Doktorantka
trafnie podsumowuje wyniki swojej pracy naukowej.

Mimo bardzo dobrej pracy, Doktorantka nie unikngta drobnych niedociggnigé
edytorskich np. zabraklo w wykazie wyjasnienia skrétu ,,OPCs”, ponadto na str. 57 jest
powotanie na tabele¢ nr 1, a powinno by¢ na nr 5; w rozdziale 3.1.4. jest ,krotkotrwie”,
zamiast ,krotkotrwate”, na str. 47 i 49 dwukrotnie pojawia si¢ % tj. 4,28%+0,93% oraz
10,4%+1,33%, na str. 99 —,,.... wsp. W swych...”; a na str. 107 ,, Wniki badan”, ktére jednak
nie umniejszajg wartosci przedstawionej do recenzji pracy.

Z przyjemnoScia, zatem pragne stwierdzié, ze przedstawiona do recenzji praca
autorstwa mgr Justyny Janowskiej zatytulowana ,Rola zmian w funkcjonowaniu
oligodendrocytéw w patogenezie zaburzen istoty bialej bedacych skutkiem asfiksji
neonatalnej” spelia okreslone ustawowo warunki stawiane rozprawie doktorskiej,
dlatego mam zaszczyt wnosi¢ do Wysokiej Rady Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. Miroslawa Mossakowskiego PAN w Warszawie o dopuszczenie mgr
Justyny Janowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi
na istotng warto$¢ merytoryczng pracy, ktorej wyniki zostaly juz czeSciowo
opublikowane w renomowanych czasopismach o lacznym Impact Factor 14,348 skladam

wniosek o przyznanie Doktorantce wyro6znienia.
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UZASADNIENIE WNIOSKU O WYROZNIENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Justyny Janowskiej
p.t. ,Rola zmian w funkcjonowaniu oligodendrocytéw w patogenezie zaburzen

istoty bialej bedacych skutkiem asfiksji neonatalnej”

W uzasadnieniu wniosku o wyrdznienie chce podkresli¢ znaczacg warto$é poznawczg
badan nad rolg oligodendrocytow w patogenezie zaburzen istoty biatej bedacych skutkiem
asfiksji neonatalnej. Wysoki poziom przeprowadzonych w dysertacji eksperymentow,
potwierdza fakt ich opublikowania w wiodacych czasopismach o wysokim wspotczynniku

oddziatywania (sumaryczny Impact Factor wynosi 14,348).
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