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Recenzja

Rozprawy doktorskiej Pana mgr Macieja Golana pt.: ,, Analiza histologiczna i
bioinformatyczna kluczowych markeréw oligodendrocytéw w wybranych obszarach mézgu

cztowieka i psa”’

Pan mgr Maciej Golan wykonat prace w Zaktadzie Histologii i Embriologii, Kolegium Nauk
Medycznych, Uniwersytetu w Rzeszowie pod kierunkiem Pani dr hab. n. wet. Agaty Wawrzyniak, prof.
Uczelni oraz promotora pomocniczego dr hab. inz. Sabastiana Pitsyka z Instytutu Biochemii i Biofizyki

PAN w Warszawie
Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona mi do recenzji praca miata na celu ocene lokalizacji, morfologii oraz gestosci
oligodendrocytéw w mézgowiu cztowieka (Homo sapiens) i psa (Canis lupus familiaris). Autor dokonat
réwniez bardzo ciekawej i nowatorskiej analizy bioinformatycznej markeréw badanych komoérek, w
ujeciu ewolucyjnym. Badania przeprowadzono w trzech obszarach mézgu tj.: w ptacie czotowym,
hipokampie oraz spoidle wielkim. Doswiadczenia przeprowadzono pod katem dystrybucji i gestosci
oligodendrocytow we wskazanych obszarach osrodkowego uktadu nerwowego, histochemicznej

analizy obecnosci jondw zelaza w badanych komérkach oraz pod katem oceny demielinizacji i
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dysmielinizacji. W badaniach dokonano réwniez immunodetekc;ji, kluczowego dla proceséw tworzenia
ostonek mielinowych, zasadowego biatka mieliny (MBP). W ramach dysertacji Autor przeprowadzit
analizy filogenetyczne biatkowych markerow  OLG kregowcéw: mielinowej glikoproteiny
oligodendrocytéw (MOG), zasadowego biatka mieliny oraz ferrytyn (FT). Oligodendrocyty to mate
komorki nalezace do neurogleju. Wytwarzajg ostonki mielinowe w o$rodkowym uktadzie nerwowym
stad tez zazwyczaj sg zlokalizowane wzdtuz widkien nerwowych. Magazynuja zelazo, co jest bardzo
wazne dla kluczowych proceséw metabolicznych mdézgu. Wspomagaja takze proces wydtuzania
aksonow. Do tej pory w pracach dotyczacych OLG, brakowato informacji i ujecia poréwnawczego w
kontekscie morfologii, gestosci czy rozmiaru badanych komérek u cztowieka i psa. Podobnie, nieznana
byta wiedza odnoszaca sig do analizy bioinformatycznej markeréw OLG, w ujeciu ewolucyjnym.
Rownoczesnie zaburzenia w zarzadzaniu zelazem czy tworzeniu ostonek mielinowych s3 istotne w
chorobach neurologicznych czy neurodegeneracyjnych. Do tej pory OLG badano gtéwnie na myszach
i szczurach. Niewiele jest prac dotyczacych tej tematyki u cztowieka. Z kolei pies jako model badawczy
i organizm o dtugim okresie zycia przebywajacy w antropogennym $rodowisku jest bardzo dobra
alternatywa dla gryzoni i odzwierciedla wptyw cywilizacji na organizm. Dlatego tez podjecie badan

uwazam za wazne, celowe i uzasadnione.

Doktorant w pracy, stosujgc metode Kliivera-Barrery, wykazat brak réznic morfologicznych
pomigdzy kobietami i meiczyznami oraz pomiedzy samcami i samicami u pséw. Z kolei
cytoarchitektonika mézgowia byta zachowana w obszarze LF u kobiet i mezczyzn gdzie obserwowano
6 warstw. Oligodendrocyty towarzyszyly astrocytom oraz naczyniom krwionosnym. Podobnie, w
preparatach z materiatu psiego odnotowano obecnos¢ szesciu warstw. W obszarze hipokampa, w obu
modelach badawczych, obserwowano cztery pola CAl- CA4 a oligodendrocyty wystepowaty
pojedynczo lub w parach. Charakterystyczne rzedy po kilka lub kilkanascie komérek znajdowano w
obszarze ciala modzelowatego. Impregnacja solami srebra umozliwita obserwacje rozmieszczenia i
lokalizacji OLG. Autor Dysertacji, odnotowat, we wszystkich badanych preparatach u ludzi i pséw,
podobne rozmieszczenie oligodendrocytéw. W preparatach nie bylo réznic w morfologii oraz
lokalizacji OLG w badanych obszarach. Histochemiczna metoda wykrywania obecnosci zelaza
uwidocznifa bragzowy produkt reakcji w cytoplazmie i wypustkach OLG. Przy czym w obszarach stabo
zmielinizowanych (LF oraz Hip) Zzelazopozytywne oligodendrocyty wykazywaty podobny wzor
rozmieszczenia jak na skrawkach impregnowanych solami srebra. Ciekawe byto zastosowanie
barwienia immunohistochemicznego z uzyciem przeciwciat przeciwko zasadowemu biatku mieliny. W
preparatach obserwowano produkt reakcji w OLG oraz widknach nerwowych zmielinizowanych we
wszystkich badanych obszarach moézgowia. Jednoczesnie intensywnos¢ i rozktad MBP-pozytywnych

OLG pokrywat sig ze wzorem lokalizacji obserwowanej w metodzie srebrowej, histochemicznej czy przy



zastosowaniu metody Nissla i Kliivera -Barrery. Cenne bytoby jednak, wykonanie dodatkowych testéw
okreslajacych poziom ekspresji tego biatka w badanych rejonach osrodkowego uktadu nerwowego,
na przyktad metoda Western Blot. Z pewnoscig dostarczytoby to dodatkowych informaciji, a by¢ moze
wykazatoby rdznice iloSciowe pomiedzy trzema obszarami badawczymi ale tez pomiedzy
mezczyznami i kobietami oraz samcami i samicami psa. Zastosowana analiza morfometryczna
pozwolita okresli¢ liczbe OLG w badanych obszarach mézgowia kobiet i mezczyzn oraz samic i samcow
pséw. Autor nie obserwowat istotnych réznic pomigdzy badanymi obszarami mdzgowia. Jedynie u
pséw w obszarze LF stwierdzono statystycznie istotne réznice pomiedzy samicami i samcami. Szkoda,
7e we whnioskach ten aspekt badari nie zostat ujety. Jest to bowiem obszar zwigzany z precyzyjnym
przetwarzaniem informacji. Bardzo nowatorskie byto przeprowadzenie, przez Dysertanta, analiz
bioinformatycznch, co wzbogacito prace o nowe i cenne doniesienia naukowe. Autor wykazat, ze FT
kregowcéw mozna podzieli¢ na sze$¢ podrodzin a ferrytyny poswstawaty w odpowiedzi na zmieniajgce
sie warunki srodowsika. Z kolei ekspresje biatka MOG obserwuje si¢ w réznych narzgdach u ssakow,
jedynie u czlowieka w OUN w oligodendrocytach. Bardzo ciekawy jet tez wynik dotyczacy pochodzenia

genu MBP jako fuzji dwdch niezaleznych genéw.
Ocena struktury pracy

Rozprawa doktorska Pana mgr Macieja Golana ma forme wydruku komputerowego i liczy 70 stron.
Napisana jest poprawnym jezykiem polskim. Tekst pracy zilustrowany jest 7 tabelami, 18 rycinami w
tym 60-ioma fotografiami. Ukfad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich i zawiera streszczenie,
wstep, cel pracy, dane o materiale i metodyce badari, oméwienie wynikow, dyskusje, wnioski. Spis

pismiennictwa liczy 183 pozycji, z ktérych 67 obejmuje okres ostatnich 10 lat.

Prace rozpoczyna czytelny Spis tresci. Po wykazie skrotow znajduje sie Streszczenie w jezyku
polskim oraz angielskim. We Wstepie, liczacym 11 stron, Doktorant opisat historie badan nad
oligodendrocytami oraz podsumowat dotychczasowa wiedze dotyczacy ich funkcji. Nastgpnie w
przystepny sposob przedstawit budowe mieliny z kluczowymi biatkami oraz jej dysfunkcje. We
wstepie przedstawit rowniez badania nad ewolucjg uktadu nerwowego, budowe modzgowia oraz
badania dotyczace modeli i choréb mézgu. Doktorant umiejetnie cytowat pismiennictwo i krytycznie je
dobrat do wiedzy teoretycznej dotyczacej omawianych zagadnieni. Nie ustrzegt sie jednak nielicznych
btedéw interpunkcyjnych oraz edytorskich, ktére pojawity sie w tym rozdziale. Nie umniejszajg one

wartosci pracy:
- zabrakto stowa ,,nalezy” w zdaniu ,,do ktérych, miedzy innymi..."” (str. 3),

- w zdaniu ,,Mutacje te powodujg - dysmielinizacje, ....”powinien by¢ mysinik a nie mysinik w indeksie

dolnym (str. 4),



- brak kropki w zdaniu ,..... oraz zwigkszong podatno$¢ na proteolize. ,, (str. 5)
Przedstawione po Wstepie cele zostaty jasno sformutowane.

W Materiatach i Metodach, Doktorant opisat materiat badawczy, szczegétowe procedury
badawcze, techniki wykorzystane do badan. Podat zgody iich numery dla odpowiednich komisji
etycznych i bioetycznych. Metodyka zostata trafnie dobrana do postawionych celéw. Bardzo
przejrzyscie  opisano jak liczono gestoé¢ komérek. Doktorant podat nazwe uzytego testu
statystycznego. Znalaztam jednak w tym rozdziale informacje o wykonaniu barwienia
immunohistochemicznego w celu wykazania obecnosci taricucha ciezkiego ferrytyn (FTH) a wyniki nie
opisujq takich danych. Doktorant nie opisat jakie psy byly donorami mézgéw (w jakim wieku, czy
znane sg rasy tych psow?). W rozdziale 111.2.1. zabrakto informacji o medium syntetycznym. Podobnie
nie wiadomo jakie byfo stezenie PBS-u w metodzie na wykrywanie obecnoici zelaza w
oligodendrocytach czy stezenie buforu cytrynianowego zastosowanego do immunodetekcji biatka
MBP. W metodzie  opisujacej reakcje immunohistochemiczng znalazto sie  niewlaéciwe
sformutowanie: przeciwciato pierwotne i wtérne - raczej powinno by¢ przeciwciato pierwszo- i
drugorzedowe.

Wyniki zostaly opracowane dos¢ starannie i dokfadnie. Liczne fotografie (bardzo dobrej
jakosci), oraz tabele utatwiajg ich zrozumienie i przeanalizowanie. Opis wynikéw jest jasny i
przystgpny. Znalaztam jednak kilka uchybien. Nalezatoby ujednolici¢ wielkoéé¢ czcionki na zdjeciach,
a zdjecia powinny by¢ zdecydowanie wigksze, co utatwitoby ich analize, a znacznik skali bytby réwniez
lepiej widoczny. W tytufach do rycin znacznik skali powinien jako jednostke mie¢ mikrometr a nie um.
Ponadto, ryciny 5-7 w tytule posiadajg informacje o barwieniu na obecnoé¢ tarcucha ferrytyn a zdjecia
z panelu A w rzeczywistosci przedstawiajg barwienie na MBP u cztowieka. W mojej opinii uktad opisu
Hip i CC powinien by¢ zamieniony w kontekscie kolejnoéci gdyz ryciny prezentujgce odpowiednie
fragmenty mézgu maja numery w uktadzie malejgcym. Bardzo ciekawe wyniki z analiz filogenetycznych
niezwykle wzbogacajg prace, ale podobnie jak w przypadku zdje¢ niektére z rycin powinny by¢
zdecydowanie wieksze. Dotyczy to ryciny 8, gdzie kladogram jest stabo widoczny czy rycin 11ai 11b.

W Dyskusji Doktorant konfrontuje uzyskane wyniki z danymi literaturowymi, zachowujac
odpowiedni stopieri krytycyzmu. Autor wykazat si¢ bardzo dobra znajomoscia probleméw zwigzanych
z tematykg pracy. Whnioski, podsumowujgce uzyskane dane, zostaly jasno sformutowane i
odpowiadajg wyznaczonym celom, cho¢ brakuje mi wniosku dotyczacego gestoéci OLG w LF u psa.
Bogate pismiennictwo jest aktualne oraz prawidtowo dobrane i zacytowane. Autor nie ustrzegt sie
jednak biedéw w rozdziale VII (Bibliogragfia). Nalezatoby zastosowaé ten sam wzér opisu po: /cji

literaturowych dla wszystkich zrédet.



Podsumowujgc, Autor wykazat umiejetnoé¢ samodzielnego rozwigzywania problemow
badawczych, dobre stosowanie i opanowanie technik badawczych oraz znajomos¢ literatury. Uzyskane
przez Doktoranta wyniki stanowig Jego oryginalne osiggniecie i dostarczajag nowych informacji
dotyczacych oligodendrocytéw u psa i cztowieka jak réwniez uzupetniajg i poszerzajg wiedze ogélng
dotyczgca morfologii, dystrybucji oraz zawartosci zelaza w oligodendrocytach o$rodkowego uktadu
nerwowego. Autor dokonat réwniez bardzo ciekawej i nowatorskiej analizy bioinformatycznej
markeréw badanych komérek, w ujeciu ewolucyjnym. Przedstawione wyzej uwagi krytyczne nie
umniejszajg wartosci merytorycznej pracy.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgr macieja Golana
pod tytutem ,, Analiza histologiczna i bioinformatyczna kluczowych markeréw oligodendrocytow w
wybranych obszarach mézgu cztowieka i psa’” odpowiada warunkom okreslonym przez ustawe z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyizszym i Nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z p6in. zm)i wnosze

o dopuszczenie Kandydata do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. Bozena Pawlikowska-Pawlega, prof. UMCS




