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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Lucyny Walkowicz

pt. ,Rola czynnika neurotroficznego MANF w moézgu Drosophila melanogaster”

Rozprawa doktorska mgr Lucyny Walkowicz pod tytutem ,,Rola czynnika neurotroficznego MANF
w mozgu Drosophila melanogaster” wykonana zostata w Zaktadzie Biologii i Obrazowania Komorki
Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego, pod promotorskg opiekg prof.
Elzbiety Pyzy. Wyniki badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej zostaty cz¢sciowo opublikowane
w publikacji Walkowicz i wsp., (2017) pt. ,,Downregulation of DmMANF in glia cells results in
neurodegeneration and affects sleep and lifespan in Drosophila melanogaster” Front. Neurosci. 11, 610,
oraz w publikacji Walkowicz i wsp., “Glia expression of DmMMANTF is required for the regulation of
activity, sleep and circadian rhythms in the visual system of Drosophila melanogaster” Eur. J. Neurosci.,
54, 5785-5797.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania nawigzuja do bardzo waznego tematu wspotczesnej
neurobiologii, dotyczg bowiem roli czynnikow neurotroficznych w uktadzie nerwowym. Biatka nalezace
do tej klasy protein odgrywaja kluczowa role w tworzeniu sieci neuronalnej, regulujac m.in. mechanizmy
tworzenia synaps, wzrostu aksonow czy plastycznosci neuronalnej. Natomiast zaburzony poziom
czynnikow wzrostu prowadzi do chordb neurodegeneracyjnych. Mimo ze pierwszg neurotrofing (czynnik
wzrostu nerwow - NGF) odkryto w latach 50. XX wieku i od tego czasu ta grupa bialek jest intensywnie
badana, to wcigz mechanizm i efekty dziatania neurotrofin w osrodkowym ukfadzie nerwowym nie zostaly
dokiadnie poznane.

Przedmiotem recenzowanej rozprawy jest czynnik neurotroficzny DmMANF (z ang. Drosophila
melanogaster Mesencephalic Astrocyte-derived Neurotrophic Factor). Biatko to jest niezbedne w trakcie
rozwoju ukfadu nerwowego, ale takze wptywa na prawidlowe funkcjonowanie mozgu dorostych
osobnikéw. Podstawowg funkcja tego biatka jest regulacja poziomu dopaminy. Co ciekawe, w mozgu
dorostych osobnikow biatko to wystepuje zaréwno w komorkach glejowych, jak i w neuronach. Poniewaz

ekspresja DmMANF jest tak powszechna, celem prezentowanej tu rozprawy doktorskiej bylo okreslenie
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roli, jaka DmMANF petni w ukladzie nerwowym Drosophila melanogaster. Zatozeniem pracy byto
poznanie funkcji DMMANF w neuronach oraz specyficznie w neuronach zegara biologicznego oraz w
gleju, z uwzglednieniem gleju astrocytarnego i okrywajgcego. W badaniach uzyto szerokiego wachlarza
metod  behawioralnych, metod biochemicznych i biologii molekularnej oraz obrazowania
mikroskopowego.

Pani mgr Lucyna Walkowicz zbadata lokalizacje i poziom biatka DmMANF w ukladzie
wzrokowym Drosophila malanogaster oraz wykazata jego zaleznos¢ od piei i wieku owaddéw. Wykazata,
ze biatko DmMANF w neuronach i komdrkach glejowych determinuje zachowanie owadow.
W eksperymentach z wyciszeniem ekspresji DmMANF w g[eju pokazata, ze bialko to reguluje rytm
okotodobowy zmian poziomu podjednostki oo pompy sodowo-potasowej. Co wigcej, samo wyciszenie
DmMANF wplywa na ekspresje gendw i indukuje degeneracje komérek glejowych w lamina, wptywa na
prawdopodobienstwo przezycia, kondycje oraz dtugos¢ snu owaddw. Doktorantka pokazala, ze poziom
biatka (zar6wno wyciszenie ekspresji, jak i jego nadekspresja) w gleju astrocytarnym i okrywajacym
wptywa na aktywnos¢ catkowita zaréwno w warunkach $wiatto ciemnosé, jak i w statej ciemnosci. Czynnik
neurotroficzny MANF w gleju astrocytarnym bierze udzial w kierowaniu zakonczen aksonalnych matych
neuronéw brzuszno-bocznych do grzbietowej czgsci mozgu. W neuronach zegara okotodobowego biatko
to reguluje aktywnos¢ okotodobowa, a jego poziom wplywa na morfologi¢ neuronéw brzuszno-bocznych.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim, liczy az 201 stron, a jej uktad jest typowy
dla oryginalnych publikacji naukowych o charakterze do$wiadczalnym. Praca jest ilustrowana 40
kolorowymi rycinami, ktére ulatwiajg zrozumienie i interpretacje wynikoéw. Na koncu umieszczona jest
lista publikacji, spis rycin i tabel zamieszczonych w pracy. Rozprawa poprzedzona jest spisem publikacji
z wiodgcym autorstwem Doktorantki i zawierajacych czgéé wynikdéw zamieszczonych w omawianej
rozprawie, streszczeniem w j. polskim i angielskim, spisem tresci oraz listg skrotow.

Rozdzial Wstep liczy 33 strony i zawiera wszystkie wazne wiadomosci potrzebne do zrozumienia
rozprawy. Obejmuje on opis czynnikow neurotroficznych oraz charakterystyke modelu badawczego tj.
Drosophila melanogaster. Znaczng czes¢ Wstgpu stanowi doskonate wyjasnienie lokalizacji i
molekularnych podstaw funkcjonowania zegara okolodobowego, a zawarte w nim tresci $§wiadcza o
znajomosci aktualnego pismiennictwa. Wsigp jest dobrze napisany pod wzgledem zaréwno jezykowym,
jak i merytorycznym.

Cel pracy natomiast jest nigjasno sformutowany. W mojej ocenie jest to najstabsza czgsé pracy.

Brakuje jasno sformutowanej hipotezy badawczej i szczeglowych celéw pracy. Cel pracy sprowadza sie
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do jednego zdania ,,Giéwnym celem prowadzonych w ramach pracy doktorskiej badan byto opisanie roli
czynnika neurotroficznego DmMANF w ukladzie nerwowym D. melanogaster”. Zbyt wiele miejsca
poswiecono za to na ponowne streszczenie wynikéw pracy oraz spekulacje na temat potencjalnych
konsekwencji z nich ptynacych np. ,badanie funkcji biatka DmMMANF .... moze si¢ przyczyni¢ do
zrozumienia mechanizméw komunikacji neuron-glej” czy .... moze mie¢ kluczowe znaczenie w
zrozumieniu funkcjonowania catego uktadu nerwowego™.

Rozdziat Materialy i metody jest obszerny (33 strony), co jest usprawiedliwione potrzeba
wprowadzenia do szeregu stosowanych przez Doktorantk¢ metod dodwiadczalnych. Jestem pod wrazeniem
roznorodnosci technik oraz szeregu linii transgenicznych zwierzat eksperymentalnych wykorzystywanych
przez mgr Walkowicz.

Najwazniejszym elementem rozprawy jest 74 stronicowy rozdziat Wyniki. Sktada si¢ on z czterech
czesci. W pierwszej Doktorantka pokazata lokalizacjg DmMANF w uktadzie nerwowym. Brakuje tu jednak
wiarygodnej analizy densytometrycznej wynikow uzyskanych metoda Western blot, prezentujacych
poziom biatka DMMANTF przedstawiany na rycinach 13 i 14. W mojej ocenie dwa niezalezne powtdrzenia
eksperymentalne (N=2) nie uprawniajg do tego typy analizy ilosciowej, a praca nie stracitaby na jakosci
gdyby taka analiza w ogble nie byta prezentowana, a wnioski wyciggane byly jedynie na podstawie
obserwacji jakosciowych, ktore i tak wspierajg jedynie wyniki uzyskane za pomoca znakowania
immunofluorescencyjnego.

W kolejnym podrozdziale poddano analizie wptyw nadekspresji i wyciszenia ekspresji DmMANF
w gleju i neuronach m.in. na dlugo$¢ zycia, kondycje, aktywnos¢ lokomotoryczng oraz dtugosé snu
owadow. Moja watpliwos¢ budzi ta ostatnia analiza. Jak Doktorantka interpretuje wartos¢ parametru p=0
(prawdopodobiefistwo testowe) uzyskang w testach statystycznych (strona 109)? W rozdziale tym
Doktorantka kilkukrotnie (np. str. 99, 104) ttumaczy uzyskane istotnie statystyczne wyniki bedace efektem
wyciszenia lub nadekspresji DmMANF, obecnoscig w genomie konstruktéw genetycznych piszac
przykfadowo: ,,Réznice te najprawdopodobniej nie byty efektem samego wyciszenia, a jedynie wynikiem
przeprowadzenia manipulacji genetycznych w genomie owada™ (np. str. 99, 104). Chciatem zapytaé czy to
stwierdzenie nie moze dotyczy¢ wszystkich wynikéw prezentowanych w rozprawie i dlaczego tlumaczy
tylko ich czgs¢? Czy w prowadzonych przez Doktorantke badaniach mozliwe jest wykonanie eksperymentu
typu rescue” przywracajgcego poziom bialka po wyciszeniu ekspresji DmMANF oraz efekty z tym

zwigzane? Dalej w tym samym rozdziale opisane zostaty badania wplywu wyciszenia DmMANF w
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komorkach glejowych na ekspresje podjednostki o. pompy sodowo-potasowej oraz analiza ekspresji gendéw
metoda mikromacierzy.

W  kolejnym podrozdziale Doktorantka wykazata wplyw poziomu badanego czynnika
neurotroficznego w komérkach gleju astrocytarnego i okrywajgcego na aktywnos¢ i sen owadow oraz na
rozwoj neuronéw brzuszno-bocznych zegara. W ostatnim podrozdziale Wynikéw mgr Walkowicz pokazala
bezposredni wptyw wyciszenia ekspresji DmMANF w neuronach zegara biologicznego na morfologic
neurondéw brzuszno-bocznych.

W rozdziale Dyskusja (12 stron) Doktorantka dobrze opisata i przedyskutowata otrzymane wyniki.
Rozdziat ten konczy sie podsumowaniem, ktére moim zdaniem nie koresponduje z imponujacym zakresem
przeprowadzonych przez Doktorantke badan i szerokim wachlarzem uzytych technik eksperymentalnych.
Dlatego chciatem poprosi¢ Doktorantke¢ o podsumowanie i wskazanie w czasie prezentacji wynikow
rozprawy co jej zdaniem jest tym najwazniejszym wynikiem pracy.

Podsumowujgc, pomimo wymienionych powyzej kilku szczegétowych uwag krytycznych,
rozprawe doktorskg Pani mgr Lucyny Walkowicz oceniam wysoko. Zawarte w pracy wyniki poszerzajg
naszg wiedzg na temat roli czynnika DmMANF w mézgu D. melanogaster. Rozprawa doktorska speinia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767).
Wnosze wiec do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o

dopuszczenie Pani mgr Lucyny Walkowicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jakub Wlodarczyk
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