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Ks. Trojdena 4, 02-109 Warszawa

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Anny Lech, pt. ,,Wplyw interakcji macierzy
zewnatrzkomorkowej, bialek adhezyjnych i proteaz na plastyczno$s¢ GABAergicznej
transmisji hamujacej w hipokampie"'.

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedmiotem rozprawy pani mgr Anny Lech bylo, jak napisano w tytule okreslenie
funkcji metaloproteinazy MMP-3, integryn zawierajgcych podjednostki B1 i B3 oraz interakcji
biatkowych neuroliginy-2 w zjawisku w plastycznosci synaps GABAergicznych w
hipokampie. Plastycznos$¢ synaptyczna jest zjawiskiem pozwalajgcym synapsom dostosowac
swoja site do zmieniajacej si¢ aktywnosci neuronalnej. Zjawisko to lezy u podstaw tak
kluczowych procesow, jak uczenie si¢ i formowanie pamigci. Od dziesigcioleci neurobiolodzy
poswigcali si¢ rozpracowaniu fizjologicznych, komérkowych i molekularnych mechanizmow
plastycznos$ci synaps pobudzajacych, wykorzystujacych glutaminian jako neuroprzekaznik.
Jednak ostatnia dekada w neuronauce dobitnie wskazala, ze pelne zrozumienie
funkcjonowania uktadu nerwowego i1 jego patologii wymaga réwniez roéwnie pelnego
poznania mechanizméw plastycznosci synaps hamujacych. W efekcie wykazano, iz
neurotransmisja GABAergiczna podlega, podobnie jak ta glutamatergiczna, dlugotrwatemu
wzmochieniu 1 ostabieniu. Jednoczes$nie zaczgto odkrywaé wspotzaleznosci pomigdzy
plastycznosciag obu typoéw neurotransmisji. Jednak, ze wzgledu na fakt, iz badania nad
plastycznoscig synaps hamujacych rozpoczely sie relatywnie niedawno, wcigz aspekty
molekularne tego zjawiska sa stabo poznane. To stanowito motywacje Doktorantki do
podjecia badan, ktore w mojej ocenie mozna zaliczy¢ do bardzo nowatorskich 1 bedacych w
czotowce kluczowych zagadnien wspotczesnej neurobiologii. W efekcie pani mgr Lech, po
raz pierwszy wykazata kluczowa role MMP-3 oraz interakcji neureksyny z neuroliging-2 w
zjawisku dtugotrwatego wzmocnienia synaps GABAergicznych. Uzyskane wyniki majg
przede wszystkim znaczenie dla poznania mechanizmow molekularnych niedawno odkrytego
I stabo poznanego typu plastycznosci synaptycznej. Warto jednak wspomnieé, iz zaburzenia
stosunku transmisji pobudzajacej i hamujacej wydajg si¢ by¢ jedng z istotnych przyczyn
licznych nieprawidtowosci funkcjonowania uktadu nerwowego i w efekcie licznych schorzen
np. padaczki, autyzmu i chordb neuropsychiatrycznych. Stad uzyskane w niniejszej rozprawie
doktorskiej wyniki na pewno zainspirujg badania w kierunku okreslenia zaburzen, opisanych
przez Doktorantke, mechanizméw w wybranych patologiach uktadu nerwowego i ich
potencjalnej terapii.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczaca 153 strony maszynopisu ma uktad raczej typowy. Rozpoczynaja ja
streszczenia W jezyku polskim i angielskim, cele pracy, wykaz skrotow oraz dos¢ obszerny
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liczacy 45 strony Wstep, zawierajacy 8 glownych podrozdzialow, ktore wprowadzaja
czytelnika w tematyke prowadzonych badan. Po Wstepie, Doktorantka zamiescita opis
materiatlow 1 metod, podzielony na 14 gtéwnych podrozdziatow (18 stron). Wyniki, liczace 40
stron podzielone zostaty na 3 gtoéwne podrozdzialy. Dwa pierwsze dotycza odpowiednio
mechanizméw  molekularnych  zjawisk  dlugotrwalego wzmocnienia w  synapsach
GABAergicznych i depotencjacji synaps glutamatergicznych. Natomiast czg¢$¢ trzecia
stanowia szczegolowe wartosci p dla wszystkich testow statystycznych zastosowanych w
analizie uzyskanych wynikow. Tego rozwigzania nie uwazam za wygodne dla czytelnika i
moim zdaniem bardziej uzyteczne byloby podanie tych danych w podpisach do rycin lub w
tekécie. Po Wynikach nastepujag 6 stronicowe Podsumowanie i Dyskusja. Nast¢pnie
zamieszczone zostaly kolejno wykaz tabel, wykaz rycin oraz dorobek publikacyjny
doktorantki. Praca doktorska pani mgr. Lech konczy si¢ wykazem pismiennictwa.

Ocena merytoryczna

Cele rozprawy. Jako gtowny cel pracy Doktorantka postawita sobie ,,okreslenie elementow
synapsy bezposrednio zaangazowanych w indukcje 1 utrzymanie diugotrwatego wzmocnienia
w synapsach GABAergicznych (iLTP) hipokampa”. W ramach celu gtéwnego sformutowane
zostaly trzy hipotezy badawcze dotyczace zaleznosci ILTP od MMP-3, odziatywania
neureksyna-neuroligina-2 oraz aktywacji wybranych integryn. Dodatkowym celem byto
okreslenie udziatu MMP-3 w zjawisku depotencjacji synaps pobudzajacych. W mojej opinii
glowny cel rozprawy zostat sformutowany nieco zbyt szeroko i dopiero szczegdotowy opis, co
Doktorantka miata na mysli, pozwala stwierdzi¢, iz doktorat bedzie dotyczyt roli z gory juz
okres$lonych elementow synapsy, jak tez powigzaé¢ koniecznos¢ rownolegtego badania zjawisk
ILTP i depotencjacji. Natomiast hipotezy badawcze zawarte w tym rozdziale w mojej opinii
sformutowane sg prawidtowo, logicznie i adekwatnie do zawartosci rozprawy.

Wstep ocenianej rozprawy jest bardzo obszerny i oméwione W nim zostaly wszystkie
zagadnienia konieczne dla zrozumienia celow rozprawy, jak i uzyskanych wynikow. Pierwszy
podrozdzial Wstepu jest poswiecony badanej strukturze — formacji hipokampa, jej anatomii i
funkcji. Druga czgs¢ Wstepu opisuje pojecie synapsy i organizacj¢ molekularng synaps
glutaminianegricznych oraz GABAergicznych. Podrozdzialy od 3 do 5 w sposob bardzo
szczegOlowy wprowadzaja zagadnienia roznych rodzajow plastycznosci synaptycznej.
Pozostale czes$ci skupiajg si¢ na omowieniu rodziny biatek MMP, integryn i kompleksu
neureksyny i neuroligin oraz i ich roli w organizacji synaps, procesach plastycznosci oraz
uczeniu si¢ i formowaniu pamigci. Lektura Wstepu nie pozostawia watpliwosci co do
rozlegltej wiedzy Doktorantki. Jednak, cho¢ czyta si¢ go z zainteresowaniem, nie jestem
przekonany, iz wszystkie podane informacje sg na pewno niezb¢dne. By¢ moze ograniczenie
si¢ do informacji rzeczywiscie niezbednych dla zrozumienia pracy doktorskiej uczynitoby
Wstep bardziej syntetycznym i ulatwilo odnalezienie kluczowych faktow w trakcie
analizowania wynikéw i lektury dyskusji. Z drugiej strony, w tym rozbudowanym Wstepie
zabraklo mi klarownego podkreslenia czego tak naprawde nie wiadomo i argumentow
przemawiajacych za podjeciem proponowanych badan. Z drobniejszych uwag, czasem
podane informacje mogtyby by¢ bardziej konkretne, co nie zmuszatoby czytelnika do
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odwotywania si¢ do pismiennictwa. Przyktad moze stanowi¢ zdanie na str. 32: ,,Co wigcej,
badania, z wykorzystaniem transgenicznych organizmow z uposledzonym genem kodujgcym
kolibistyne potwierdzily.....”. Informacja o jakie konkretnie organizmy i modyfikacje
genetyczne chodzi bytaby bardzo cenna w tym miejscu. Podobny przyktad mozna znalez¢ na
stronie 42 gdzie mowa o biatkach GEF dla GTPaz Rapl i Rap2. Poniewaz, wickszos¢ GTPaz
jest regulowana przez wiele biatek GEF, podanie ich nazw ukonkretnitoby przekaz. Na
stronie 54, gdzie omawiane sg substraty MMP-9 w plastycznosci, z pewnym zdziwieniem
odnotowatem, ze wymieniono tylko ICAMS odkryty przez prof. Conant, cho¢ prace z
laboratorium prof. Leszka Kaczmarka, ktore niewatpliwie powinny by¢ znane Doktorantce,
wskazujg na szereg innych substratow w tym B-dystroglikan, pro-BDNF czy nektyne-3, z
ktorych wszystkie wydajg si¢ mie¢ znaczenie w omawianym kontekscie.

Materialy i Metody. Wszystkie metody niezbgdne do realizacji zatozonych celow zostaly w
mojej ocenie opisane w sposob wystarczajacy do powtorzenia wykonanych procedur przez
osoby dysponujace odpowiednim doswiadczeniem 1 umiejgtnosciami. Na szczegoOlne
podkreslenie oraz pochwale zastuguja wykorzystane techniki elektrofizjologiczne,
szczegblnie, ze te dotyczace synaps GABAergicznych sa mniej rozpowszechnione i
wymagajg perfekcyjnego warsztatu badawczego. Oprocz technik elektrofizjologicznych
Doktorantka wykorzystata w pracy techniki mikroskopii konfokalnej i analizy obrazu do
oceny zmian struktury synaps. Do tej czg¢sci mam kilka uwag. Zaczng moze od liczby
analizowanych komorek i tego, co uznawano za N. W przypadku analizy hodowli
neuronalnych z jednego szkietka analizowano od 2 do 3 komorek a jako N traktowano
pojedyncze szkietko. Nie jest jasne, ile szkietek pochodzito z tej samej hodowli i ile hodowli
wykonano niezaleznie. Nawet je$li szkietko traktowano jako pojedyncze powtodrzenie
biologiczne, co nie do konca jest przez wszystkich akceptowane, gdyz traktujg oni szkietka z
tej samej hodowli, jako powtorzenia techniczne, to analiza tylko 2-3 komorek/szkietko w
moim przekonaniu niekoniecznie musi odzwierciedla¢ zmiany w calej, zawsze dos¢
zroéznicowanej, populacji komorek/synaps w danym preparacie. Podobna uwaga dotyczy
analizy skrawkow hipokampa. Moja druga uwaga odnosi¢ si¢ do analizy kolokalizacji z
uzyciem maksymalnej projekcji w przypadku skrawkow hipokampa. O ile w przypadku
hodowanych neuronéw, mozna uznaé, iz synapsy sg ,,dwuwymiarowe” o tyle w skrawkach
zachowana jest struktura trojwymiarowa i splaszczenie obrazu w osi Z moze generowac
nieistniejaca kolokalizacje, poniewaz dwa punkty moga by¢ polozone w tej samej pozycji
wzgledem osi X-Y ale w innych wzgledem osi Z. Dlatego, prawdopodobnie lepiej byloby w
tym wypadku analizowaé kolokalizacje w poszczegdlnych sekcjach optycznych lub w catej
zebranej objetosci bez splaszczenia obrazu, co umozliwia np. program Imaris. W koncu
zastanawia mnie, czy intensywnos¢ fluorescencji punktow uzyskanych w efekcie
wygenerowania masek oceniano na obrazach surowych czy po zastosowaniu tzw. ,,threshold”.
W tym drugim przypadku istnieje ryzyko znieksztalcenia wynikéw i moim zdaniem powinno
si¢ za wszelka cene unikac takiego podejscia.

Wyniki. Pierwsza czgé¢ tego rozdziatu dotyczy badan nad rola MMP-3 w zjawisku iLTP i
towarzyszacym iLTP zmianom struktury synaps GABAergicznych. W efekcie pani mgr Lech
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wykazata, iz zahamowanie MMP-3 ale nie MMP-9 ma negatywny wplyw na wystapienie
iILTP oraz przeciwdziata zwigkszeniu wielkosci synaptycznych klastréw gefirynowych w jego
trakcie. Jednoczesnie podanie do hodowli neuronalnych rekombinowanego MMP-3 byto
wystarczajace, aby zwigkszy¢ wielkos¢ tych klastrow nawet przy braku indukcji iLTP.
Konkluzje tej czgsci sg klarowne i nie budzg moich watpliwosci. Mam jednak pytanie do
eksperymentu, w ktorym analizowano klastry gefirynowe przy wydtuzonym podaniu NMDA
(str. 88). Takie traktowanie miato wedtlug hipotezy Doktorantki prowadzi¢ do zwickszonego
naptywu wapnia, CO ewentualnie moglo przeciwdziata¢ jego niewystarczajacemu naptywowi
w krotszym czasie w przypadku braku aktywnosci MMP-3. Czy zweryfikowano
eksperymentalnie, iz istotnie dtuzsze podanic NMDA zwicksza napltyw wapnia a brak MMP-
3 go obniza? Bez tych wynikdéw ciezko odrzuci¢ czy potwierdzi¢ postawiong hipotezg.
Zastanawiam si¢ tez, jak wytlumaczy¢, ze krotkotrwate podanie NMDA zwigksza wielko$¢
Klastroéw a nieznacznie dtuzsze juz nie. Co prawda, Doktorantka zauwaza to zjawisko, ale nie
dyskutuje go dalej. W Kkolejnym podrozdziale analizowano przy uzyciu metod
immunofluorescencyjnych aktywacje integryny z podjednostka f1 w pierwszych minutach od
indukcji iLTP i nie wykazano istotnych zmian w poréwnaniu z kontrolg. Na podstawie tych
wynikow Doktorantka wysnuta wniosek (tytul podrozdziatu str. 90), iz aktywnos$¢ integryn
nie jest istotna w tym czasie. W moim odczuciu jest to wniosek bledny, gdyz w tych
doswiadczeniach nie zablokowano aktywnos$ci integryn. Badano tylko wspotwystepowanie
dwoch zjawisk tzn. iLTP i zmian aktywnosci, co nie pozwala na takie wnioskowanie. W
kolejnych podrozdziatach pani mgr Lech zmienita model badawczy z neuronéw hodowanych
in vitro na ostre skrawki hipokampalne, w ktoérych indukowano iLTP. Przyznam, ze nie jest
dla mnie jasny powdd tej zmiany a Doktorantka nie wyjasnia jej powodow. Wprowadza on
tez pewne zamieszanie, gdyz autorka poczatkowo zmienia przedmiot badan w tym modelu
skupiajgc si¢ na interakcji neureksyny z neuroliging-2 aby nastgepnie znowu powrédci¢ do
integryn i wykazania tym razem ich istotno$ci dla dalszych faz iLTP. W moim przekonaniu,
lepszym rozwigzaniem bytoby podzielenie opisu wynikow wg. badanych mechanizmow
molekularnych a nie rodzaju modelu. Niezaleznie jednak od tej krytyki, wyniki dotyczace roli
oddziatywan biatkowych neuroliginy-2 dla ILTP i zmian strukturalnych synaps
GABAergicznych sg bardzo interesujace i Doktorantka bezspornie wykazata, iz neuroligina-2
jest konieczna dla tych zjawisk przynajmniej w niektorych czeSciach drzewek
dendrytycznych neuronéw piramidowych hipokampa. Mam jednak kilka uwag do
sformutowan lub wnioskow w tej czesci pracy. Np. na stronie 97, Doktorantka stwierdza na
podstawie analizy synaptycznych punktow neuroliginowych, ze peptyd blokujgcy nie ingeruje
w stabilne juz istniejace oddziatywania z neureksyng. Niemniej takie stwierdzenie wymaga
barwien potrojnych z uwzglgdnieniem kolokalizacji neuroliginy-2 i neureksyny. Podobnie jak
przyktady podane powyzej, zdanie to $wiadczy 0 pewnej tendencji Doktorantki do
formutowania nieco zbyt stanowczych konkluzji. Podobnie jest z tytulem podrozdziatu ze
strony 104: ,Integryny z podjednostkg pl ale nie p3 sq zaangazowane W Zzjawisko
diugotrwatego wzmocnienia W synapsach GABAergicznych”, cho¢ Doktorantka badata tylko
zmiany aktywnosci tych integryn w trakcie iLTP. Aby stwierdzié, czy bialka te rzeczywiscie
sg zaangazowane W badane zjawisko trzeba byloby je usung¢ z uktadu do$wiadczalnego,
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czego nie zrobiono. Ostatnia cz¢s¢ Wynikow dotyczy roli MMP-3 w zjawisku depotencjacii
synaps glutaminianergicznych i jest do$¢ luzno powigzana z pozostaltymi wynikami.
Konkluzjg tej czesci jest stwierdzenie, iz MMP-3 nie jest szczegodlnie kluczowe dla tego
zjawiska cho¢ pewne roéznice zaobserwowano W przypadku depotencjacji w odpowiedzi na
silne bodzce pradowe. Pomimo jednak kilku krytycznych uwag badania przedstawione w
czesci Wyniki uwazam, za ambitne i prawidtowo przeprowadzone. W ich efekcie otrzymano
szereg intersujacych obserwacji. Wnioski na ogot tez sg prawidlowe, cho¢ jak wspomniatem
juz powyzej Doktorantka, w niektorych przypadkach, nadinterpretowata swoje wyniki.

Dyskusja. Dyskusja przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej pani mgr Lech odnosi
uzyskane wyniki do istniejacego stanu wiedzy i wprowadza w oparciu o ich kompilacjg
model zmian molekularnych zachodzacych w synapsie GABAergicznej w trakcie iLTP.
Jednoczes$nie Doktorantka wskazuje na niektore kierunki badan, ktore sa konieczne w celu
rozwini¢cia jej modelu. Ponadto pani mgr Lech przedyskutowala potencjalne zwigzki
badanych  przez nig  mechanizméw  molekularnych z  wybranymi  stanami
neuropatologicznymi. Mam zastrzezenia W zasadzie co do jednego tylko stwierdzenia. Na
stronie 125 autorka pisze, ze udowodniono, iz interakcje neuroliginy-2 nie sg istotne podczas
indukcji ILTP. Z drugiej strony, sama w czegsci Wyniki, podniosta mozliwos¢, iz podanie
peptydu blokujacego wplywa na nowotworzone, najprawdopodobniej w wyniku iLTP
polaczenia bez wplywu na juz istniejagce. A zatem wniosek powinien by¢ raczej, taki, ze
nowopowstajace polaczenia nie majg znaczenia dla indukcji iLTP ale s3g wazne w trakcie jego
stabilizacji. Niezaleznie jednak od tej uwagi Dyskusjg¢ oceniam jednoznacznie pozytywnie.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest przygotowana w przewazajacej czgSci
starannie. Od strony graficznej zdjecia mikroskopowe sg dobrej jakosci i1 autorka zadbata o
dodanie powigkszen pozwalajgcych na ocene badanych zmian przez czytelnika. Na
pozytywng ocen¢ zashuguje roOwniez bogate zilustrowanie Wstepu rycinami schematycznie
pokazujacymi zmiany zachodzace w synapsach w plastycznos$ci. Troche, Zal, Ze schematy te
nie sg nieco wigksze, CO przyczynitoby si¢ do polepszenia ich czytelnosci. Natomiast, jesli
chodzi o uwagi krytyczne, to cho¢ zwykle tego nie robig, chciatbym zwréci¢c uwage na
terminologi¢ i pewne kluczowe btedy jezykowe. Jednym z razacych btedow pracy jest
notoryczne uzywanie stowa ilo§¢ zamiast liczba w przypadku obiektow policzalnych. Z kolei,
jesli chodzi o terminologi¢ naukowa to nieprawidlowe moim zdaniem sg sformutowania, takie
jak reszta serylowa (powinno by¢ reszta serynowa) czy eksprymacja genu (powinno by¢
ekspresja genu), ktore stosowane sg w calej pracy konsekwentnie. W koncu wydaje mi sig, ze
podkreslanie pogrubiong czcionka losowych poje¢ w tekscie Wstepu nie byto konieczne 1 jest
zabiegiem do$¢ nietypowym dla rozpraw doktorskich.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani
mgr Anny Lech spelnia wymagania okreslone odpowiednimi przepisami. Wyniki zostaty
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uzyskane za pomocg adekwatnych metod, a cze$¢ z nich zostata opublikowana w czasopismie
o zasiegu miedzynarodowym 1 przyczynily si¢ do poszerzenia naszej wiedzy na temat
molekularnych mechanizmow plastycznosci transmisji GABAergicznej, ktéra jest coraz
bardziej rozpoznawana jako kluczowy element uczenia si¢ i pamigci, czg¢sto zaburzony w
chorobach neuropsychiatrycznych. W zwigzku z tym wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego 0 dopuszczenie pani mgr Anny Lech do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
NA%\M(K&)

Prof. dr hab. Jacek Jaworski
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