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rozprawy doktorskiej Pani magister Justyny Janowskiej pt.
»ROLA ZMIAN W FUNKCJONOWANIU OLIGODENDROCYTOW W PATOGENEZIE
ZABURZEN ISTOTY BIALEJ BEDACYCH SKUTKIEM ASFIKSJI NEONATALNEJ”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska poswiecona zostata badaniu zaburzen
procesu mielinizacji po asfiksji neonatalnej. Z uwagi na kluczowg role tego procesu dla
prawidtowej funkcji uktadu nerwowego doktorantka podjeta sie réwniez opracowania nowej
metody hodowli komarek progenitorowych oligodendrocytéw, co ma kluczowe znaczenie dla
poszukiwania nowych miejsc uchwytu dla lekdw niwelujgcych uszkodzenia hipoksyjno-
ischemiczne na wczesnym etapie rozwoju mézgowia. Wazng strategig obrony przed rozwojem
uszkodzen moézgu jest wzmacnianie naturalnych endogennych mechanizmow
neuroprotekcyjnych. To kolejny aspekt badan doktorantki: zastosowanie suplementacji
insulinopodobnym  czynnikiem wzrostu-1  (IGF-1) jako potencjalnego czynnika
terapeutycznego, promujgcego dojrzewanie oligodendrocytéw po epizodzie hipoksji-ischemii
neonatalnej.

Wartos¢ dysertacji podnosi fakt, iz badania zostaty wykonane w ramach projektéw
badawczych finansowanych przez NCN, kierownikiem jednego z nich byta promotor dysertacji
dr hab. Joanna Sypecka, a drugiego promotor pomocniczy dr hab. Matgorzata Natecz. Pani
mgr Justyna Janowska byta z kolei beneficjentem stypendium Etiuda, réwniez finansowanego
przez NCN. Ponadto nalezy podkresli¢, ze czes$¢ przedstawionych w dysertacji wynikow
zostata juz opublikowana w 3 oryginalnych pracach, ktére ukazaty sie w impaktowanych
czasopismach: Journal of Cellular and Molecular Medicine, International Journal of Molecular
Sciences and Molecular Neurobiology. Pani mgr Janowska jest pierwszym autorem w dwéch
pracach, a w trzeciej drugim autorem. A zatem, zarébwno sama tematyka badan, jak tez czes¢
wynikéw dysertacji zostaty pozytywnie ocenione przez recenzentow tych publikacii.

Konsekwencje niedotlenienia okotoporodowego sg zréznicowane, zlozone i czesto
trudne do przewidzenia. Uszkodzenia mozgu na skutek jego niedotlenienia/niedokrwienia
majg charakter progresywny. To powoduje, ze zaburzenia funkcjonowania mézgu moga
pojawi¢ sie w czasie odlegtym od epizodu niedotlenienia w postaci réznego typu zaburzen
funkcji mézgowia w zaleznosci od rozlegtosci i lokalizacji uszkodzen, a nawet w dorostym
zyciu, jako roznego typu choroby neurodegeneracyjne. Z tego powodu od wielu lat poszukuje
sie skutecznych metod terapeutycznych, zapobiegajgcych lub zmniejszajgcych uszkodzenia
mozgu indukowane niedotlenieniem okotoporodowym. Badania opisane w dysertacji wpisujg
sie w ten nurt badawczy. Mgr Janowska swojg uwage skupita ha uszkodzeniach istoty biatej,
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ze wzgledu na ich potwierdzong role w rozwoju zaburzen neurobehawioralnych
obserwowanych u dzieci, ktére przezyty asfiksje okotoporodowa.

Uktad pracy jest typowy dla prac doswiadczalnych. Rozprawa zawiera 126 stron
podzielonych na 7 rozdziatow: 1. Wstep, 2. Zatozenia i cele pracy, 3. Materialy i Metody, 4.
Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Wnioski i podsumowanie, 7. Bibliografia. Kazdy z rozdziatow
uzupetniony jest szczegdtowymi podrozdziatami. Praca zawiera takze streszczenie: po polsku
i angielsku, oraz alfabetyczny wykaz stosowanych skrétow. Cytowana literatura jest bogata
liczbowo (209 pozyciji!), co dowodzi dogtebnej analizy badanego tematu przez doktorantke.
Na szczegdlne podkreslenie zastuguje estetyka przygotowania rozprawy: przejrzysty,
poprawny jezyk naukowy, schematy o duzej wartosci informacyjnej, czytelne, dobrze opisane
ryciny.

Rozprawa zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Tutaj mam uwage, ze
brakuje konkluzji/ podsumowania badan i ich znaczenia. Streszczenie powinno dawac ogéiny,
ale jednak peten obraz zrealizowanych badan.

We wstepie rozprawy doktorantka bardzo czytelnie i jasno przedstawia problem
badawczy, zwracajgc szczegdlng uwage na te elementy, ktore staty sie podstawg do
sformutowania celdéw pracy. Autorka przedstawia charakterystyke encefalopatii hipoksyjno-
ischemicznej, ze szczegdélnym uwzglednieniem zaburzen rozwoju istoty biatej. Ponadto
przedstawia terapie o potencjalnym dziataniu mielinoprotekcyjnym. W ostatnim podrozdziale
wstepu znalazt sie opis dotychczasowych wynikéw badan dotyczacych zastosowania IGF-1 w
terapii encefalopatii hipoksyjno-ischemicznej.

Wstep w logiczny sposéb prowadzi do kolejnej czesci rozprawy, czyli zatozenh i celéw
podjetych przez doktorantke badan. Szczegotowe cele dysertacji, autorka zamkneta w 4
kolejnych, dobrze przemys$lanych i logicznie zaplanowanych etapach. Pierwszy, ktory
implikuje kolejne to opracowanie metody izolacji i hodowli szczurzych OPCs, w warunkach
normoksiji fizjologicznej i pozywce bezsurowiczej. Nastepny etap to ocena proliferacji OPCs
oraz dojrzewania oligodendrocytéw w modelach asfiksji neonatalnej in vivo, ex vivo i in vitro.
Kolejny - ocena zmian stezenia IGF-1 w tkance nerwowej po hipoksyjno-ischemicznym
uszkodzeniu. Ostatni etap badan miat na celu sprawdzenie potencjalnego udziatu IGF-1 we
wspomaganiu oligodendrogenezy i/lub mielinizaciji.

W czeéci rozprawy ,Zatozenia i cele” autorka sformutowata réwniez generalng hipoteze
badawczg, ktérg weryfikowata w swoich badaniach postulujgcg, ze pod wptywem hipoksji —
ischemii progenitory oligodendrocytéw majg zaburzony program wzrostu i réznicowania, ktory
promuje utrzymanie ich w stanie progenitorowym i ogranicza dojrzewanie, co prowadzi do
nieprawidiowej mielinizacji. Biorgc pod uwage jak duzy udziat majg w dysertacji badania
dotyczgce optymalizacji warunkéw hodowli OPCs, brakuje w tej czesci pracy hipotez
zwigzanych z tym aspektem. Taka hipoteze znajdujemy dopiero w dyskusiji (str. 98) cytujac
LZaproponowana w tej pracy hipoteza badawcza, postulujgca zmniejszony potencjat do
réznicowania oligodendrocytow hodowanych w normoks;ji fizjologicznej w poréwnaniu do
standardowych warunkéw tlenowych itd. A zatem hipotezy sg, natomiast zabrakto pewnej
konsekwencji w ich umieszczeniu w dysertaciji.

Metodyka przeprowadzonych badan jest imponujgca, przede wszystkim w zakresie
réznorodnosci zastosowanych metod i technik. Byly to badania prowadzone zaréwno in vitro,
ex vivo i in vivo. W badaniach in vitro wykorzystano hodowle pierwotne szczurzych
neonatalnych OPCs natomiast w badaniach ex vivo hodowle organotypowych skrawkow
hipokampa, poddanych czasowemu ograniczeniu dostepu do sktadnikow odzywczych i tlenu
(OGD, ang. oxygen-glucose deprivation). Te metody majg szereg zalet, ale réwniez
ograniczenia stad zastosowanie badan in vivo pozwolito na zweryfikowanie oraz uzupetnienie
wiedzy pozyskanej z badan prowadzonych w warunkach pozaustrojowych. Model asfiksji
neonatalnej in vivo zostat wywotany u 7-dniowych szczurow stada Wistar, jest to
zweryfikowana procedura, ktéra najpetniej odzwierciedla charakterystyke zamartwicy u
noworodkéw ludzkich. Tutaj warto wspomnie¢, ze szczegdlnie wrazliwe na niedotlenienie sg
wczesniaki. Rozwoj mézgowia u 7-dniowych szczurdw jest adekwatny do rozwoju mézgowia
u wczesniakow ludzkich, stad taki model zostat uzyty w badaniach mgr Janowskiej. Autorka
zweryfikowata réwniez dane literaturowe dotyczgce etapdw mielinizacji w mézgu noworodka
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szczurzego i ludzkiego. Mielinizacja rozpoczyna sie odpowiednio w P7 u szczura oraz miedzy
30 a 36 tygodniem cigzy u cziowieka, kiedy pojawiajg sie pierwsze oligodendrocyty
wytwarzajgce biatka budulcowe biony mielinowej. Co istotne, ta frakcja komorek
oligodendrocytarnych to najliczniejsza grupa komérek zasiedlajgcych rozwijajgcy sie OUN i
jednoczesnie najbardziej wrazliwa na czynniki mogace indukowaé nekroze, czy apoptoze czyli
réwniez hipoksje/ischemie. A zatem wybor wieku zwierzat, ktére zostaly poddane
niedotlenieniu/niedokrwieniu jest jak najbardziej odpowiedni w kontek$cie postawionych w
pracy celow badawczych.

Rozdziat metodyka jest bardzo zlozony, jest to konsekwencja wspomnianej wczesniej
réznorodnosci zastosowanych metod. Jednak rozdziat ten staje sie w petni jasny dopiero po
przeczytaniu dyskusji, gdzie wyjasniono przyczyny doboru metod czy przyjete rozwigzania z
uzasadnieniem. Rozumiem przestanki do opisu zastosowanych metod i technik w rozdziale
metody zgodnie z przyjetymi zasadami uktadu rozdziatow w pracy eksperymentalnej, ale w
przypadku tej dysertacji metody i techniki nie byly jedynie narzedziem do uzyskania wynikéw,
ale modyfikacja/optymalizacja tych metod byla rowniez jednym z gtéwnych celow
przeprowadzonych badan, stgd uwzglednienie tej specyfiki badan w konstrukcji pracy bytoby
zasadne i umozliwiato lepsze zrozumienie zastosowanych procedur.

Do tej czesci pracy mam pytanie. Prositabym o wyjasnienie wyboru wartosci temperatury
35°C w komorze podczas ekspozycji noworodkéw szczura na hipoksje. Domyslam sie, ze
wartos¢ ta zostata dobrze przemyslana w kontekscie specyfiki proceséw termoregulacyjnych
u noworodkdéw szczura, jednak chciatabym poznac te argumenty.

Autorka wyniki swojej pracy przedstawia bardzo jasno, konsekwentnie do podjetych
zadan badawczych. Ich wizualizacja w postaci wykresoéw, tabel i zdje¢ mikroskopowych
dodatkowo sprawiajg, ze sg one bardzo czytelne.

Dobrze przemyslane, logicznie zaplanowane badania, a takze ich konsekwentna i
precyzyjna realizacja, przyniosty spodziewane efekty. W pierwszym etapie badan, doktorantka
podjeta sie trudnego i pracochtonnego zadania - opracowania optymalnych warunkéw hodowli
pierwotnych OPCs. Ponadto doktorantka opracowata zastosowanie procedury OGD w
hodowlach in vitro OPCs oraz organotypowych skrawkéw hipokampa (ex vivo).

Na szczegolne podkreslenie zastuguje zastosowanie wiasciwych dla komorek warunkéw
tlenowych, czyli 5% udziat tlenu w mieszaninie gazéw w atmosferze inkubatora, w ktérym
hodowane sg komorki, a nie jak dotychczas standardowo stosowanego stezenia, czyli 21%
02. A zatem procedura uwzgledniata rzeczywistg normoksje fizjologiczng, ktoéra jest
definiowana w zakresie cisnienia parcjalnego tlenu 2-12 kPa (co odpowiada okoto 2-12% O2
w tkance), przy czym najnizsze stezenie wykrywane jest m.in. w mézgu. W przeprowadzonych
eksperymentach udowodniono, ze rzeczywiscie taka procedura sprzyja utrzymaniu w hodowli
duzego odsetka OPCs i zapobiega przedwczesnemu starzeniu sie hodowli. Jest to niezwykle
wazne aby w modelach badawczych odwzorowywac jak najdoktadniej warunki fizjologiczne,
czy tez patologiczne w przypadku modelowania zaburzen, panujgce w organizmie ludzkim.
Jest to jeden z kluczowych czynnikdéw, gwarantujgcych uzyskanie wynikow, ktére mogg byc
wykorzystywane do planowania strategii terapeutycznych u cztowieka. Stad ten aspekt pracy,
czyli uwzglednienie w warunkach hodowli stezenia tlenu typowego dla komorek w organizmie
uwazam za najbardziej cenny. Zdecydowanie procedura ta bedzie mogta znalez¢
zastosowanie w testowaniu substancji o potencjalnym dziataniu promujgcym dojrzewanie
oligodendrocytéw i mielinizacje w patologii niedokrwienia/niedotlenienia okotoporodowego.

W dyskusji znajdujemy wyjasnienie niekorzystnego wptywu hiperoksji na zywotnos¢
komérek w hodowli. Ciekawa jestem opinii doktorantki na temat udziatu czynnika
indukowanego hipoksjg HIF-1 w tym procesie, gdyz jak wiadomo jego ekspresja jest
regulowana poziomem tlenu.

W kolejnym cyklu badan doktorantka wykazata, ze wrazliwos¢ komorek progenitorowych
oligodendrocytéw na deficyt glukozy i tlenu jest mniejsza niz w przypadku neurondw, ale
jednak nie pozostaje bez wplywu na réznicowanie tych komoérek. Zaobserwowano réwniez
zroznicowanie wptywu HI na proliferacje oligodendrocyréw w zaleznosci od rejonu mézgowia.
W rejonach, w ktorych fizjologicznie odbywa sie intensywne réznicowanie i mielinizacja, mimo
iz HI stymuluje proliferacje OPCs w tkance nerwowej i nie zaburza syntezy biatek mielinowych,
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to nie sg one zdolne do funkcjonalnej mielinizacji aksonéw. Natomiast w niszach
neurogennych HI hamuje proliferacje OPCs, co moze mie¢ niekorzystny wptyw na rozwoj OUN
w dalszych etapach rozwoju. U szczuréw réwniez zaobserwowano zwiekszong synteze biatek
mieliny po HI. Jednak, po 10 dniach od HI stwierdzono istotne zmiany w strukturze mieliny i
typowy obraz Kkliniczny hipoksji-ischemii neonatalnej, tj. hipotrofie hipokampa, spoidta
wielkiego i prazkowia oraz obszary wyraznej hipomielinizacji w rejonie kory, prgzkowia i CA3
hipokampa. Autorka stwierdza, ze przyczyng tego zjawiska moze by¢ zwigkszony poziom
czynnikow troficznych obserwowany po wystgpieniu hipoksji-ischemii, ktére mogg nasila¢
proliferacie OPCs, ale dziata¢ hamujgco na dojrzewanie oligodendrocytow. Zabrakio mi w
dyskusji bardziej szczegétowej analizy tego mechanizmu. Jest to istotne w kontekscie wyboru
momentu podania lekéw wspierajgcych dojrzewanie oligodendrocytow, co Autorka sama
stusznie zauwazyta.

W ostatnim etapie badan, autorka potwierdzita, ze HI ma istotny wptyw na stezenie
IGF-1, co z kolei moze determinowac proliferacje i roznicowanie OPCs, w Slad za tym
postanowita zweryfikowa¢ wptyw suplementacji IGF-1 na zmiany proliferacji komorek.
Wykazano, ze efekt dziatania suplementacji IGF-1 w tkance nerwowej po uszkodzeniu Hl jest
dawkozalezny: w niskim stezeniu przyczynia sie do promowania dojrzewania komérek, zag w
wysokim stezeniu — do proliferacji OPCs. Zastosowanie suplementacji w wysokim stezeniu
sprzyjato wytwarzaniu wypustek komoérkowych, co moze oznaczaé réwniez wptyw na
promowanie dojrzewania tych komaérek. Wyniki tych doswiadczen pozwalajg przypuszczac, ze
IGF-1 jest jednym 2z czynnikdw, ktére mogg modulowaé proliferacje, dojrzewanie
oligodendrocytow i ich zdolnos¢ do mielinizacji w HIE, a zatem szlaki sygnalizacyjne z
udziatem IGF-1 moga stac sie celem nowych terapii po asfiksji okotoporodowej, ale takze w
przypadku innych choréb, w ktorych stwierdza sie zaburzenia mielinizacji.

Dyskusja $wiadczy o duzej wnikliwosci doktorantki. Pani mgr Janowska dowiodta, ze
doskonale porusza sie w zagadnieniach zwigzanych z tematem dysertacji i w tej czesci pracy
elegancko argumentuje w jaki sposob jej badania wpisujg sie w opracowanie metod, ktore
mogg postuzy¢ do identyfikacji nowych lekdéw niwelujacych uszkodzenia hipoksyjno-
ischemiczne. Podsumowaniem pracy mgr Janowskiej jest 7 jasno przedstawionych wnioskow,
uzasadnionych uzyskanymi wynikami, ktére potwierdzajg zrealizowanie postawionych celow
badawczych.

Jak wspomniatam wczesniej wyniki zamieszczone w rozprawie zostaty opublikowane
w postaci 3 prac oryginalnych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. To czego
brakuje w dysertacji to wyraznego odnoszenia sie w tescie do tych konkretnych prac,
wskazanie, ktére z wynikow zostaly juz opublikowane. Dwie prace znajdujg sie w spisie
publikacji pod numerem 160 i 198, a zatem nie zostaty w zaden sposéb wyréznione, natomiast
praca Ziemka-Natecz i wsp. 2018 roku w ogdle nie jest cytowana w tekscie. W zwigzku z tym,
ze nie wszystkie wyniki zostaty opublikowane wskazanie ich logicznego zwigzku w postaci
dysertacji byto jak najbardziej uzasadnione. Sgdze jednak, ze publikacje to co$ czym
zdecydowanie trzeba sie chwalié.

Czytajgc prace znalaztam kilka literowek czy skrétéow mys$lowych, na ktére z
obowigzku recenzenta musze zwréci¢ uwage. Przytocze kilka przyktaddéw:

- w spisie skrétéw brakuje: OPCs (komorki progenitorowe oligodendrocytow), ktéry najczesciej
pojawia sie w dysertacji

str. 21 ,zmiany w obszarze jgdra podstawy” — powinno by¢ jgder podstawy, poniewaz zdanie
dotyczy ogolnie struktur dotknietych uszkodzeniem, a jgdra podstawy sg parzyste.

str. 35 — napisano: ,komorki utrzymywano w pozywce bezsurowiczej w warunkach normoksji
fizjologicznej (37°C, 21% 02, 5% CO2) i podano stezenie tlenu 21% zamiast 5%

str. 96 — napisano ,,co moze potwierdzaé hipoteze o spowolnieniu procesu starzenia hodowli
w niskim tlenie” — skrot myslowy

To sg drobne uchybienia, ktére nie wptywajg na mojg bardzo wysokg ocene czesci
merytorycznej dysertacji.

W podsumowaniu chciatabym wyraznie podkresli¢, ze mgr Justyna Janowska
wynikami swojej pracy zrealizowata zamierzone cele. Bylo to mozliwe dzigki dobrze
zaplanowanym badaniom, a takze ich konsekwentnej realizacji z uzyciem réznorodnych
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technik i metod badawczych. Przedstawione wyniki w istotny sposéb uzupetniajg istniejgca
wiedze wnoszgc zupeinie nowe elementy w zrozumienie mechanizmu rozwoju uszkodzen
indukowanych niedotleniem/niedokrwieniem modzgowia. Ponadto rozprawa pozwala
stwierdzi¢, ze doktorantka posiada ogdlng wiedze teoretyczng w dyscyplinie biologia
medyczna i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy badawczej.

Konkludujgc, uwazam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust.
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) i zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie o nadanie
Pani mgr Justynie Janowskiej stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych, w dyscyplinie
biologia medyczna a takze ze wzgledu na bardzo wysokg jako$¢ przedstawionych badan i ich
znaczenie aplikacyjne wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.

Prof. dr hab. Justyna Rogalska Torun, dnia 28. luty 2022



