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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr. Anny Marii Lech
pt.: Wptyw interakcji macierzy zewnatrzkomoérkowej, biatek adhezyjnych i proteaz

na plastycznos¢ GABAergicznej transmisji hamujacej w hipokampie

Jedng z podstawowych cech organizmow zwierzecych jest zdolnos¢ do uczenia sig, czyli
nabywania mniej lub bardziej trwatych zmian w zachowaniu dzieki nabytemu doswiadczeniu
osobniczemu. Nawet zwierzeta o stosunkowo prostej budowie uktadu nerwowego moga uczyc sie dzieki
kojarzeniu bodzcow srodowiskowych z waznymi biologicznie sytuacjami. W wyniku tego nabywajg one
zdolnos¢ unikania bodzcow potencjalnie szkodliwych czy niebezpiecznych oraz aktywnego poszukiwania
bodicéw atrakcyjnych, zwigzanych z nagroda. Zmiany, ktére obserwowane sg w postaci konkretnego
rodzaju zachowania zwierzecia, czy specyficznego rodzaju pamieci sg niczym innym jak zewnetrzng
manifestacjg proceséw zachodzacych w obrebie uktadu nerwowego. U ludzi, pamie¢ pozwala na
wykonywanie skomplikowanych operacji poznawczych zwigzanych z postrzeganiem, uwaga,
analitycznym  mysleniem, stanowi rowniez neuropsychologiczng podstawe prawidtowego
funkcjonowania poczucia wtasnej tozsamosci, a co za tym idzie réwniez swiadomosci.

Podstawg procesu uczenia sie i powstajacej w jego wyniku pamieci jest zjawisko plastycznosci,
czyli zdolnosci do wytwarzania nowych badz reorganizacji juz istniejgcych potgczen synaptycznych.
W zwigzku z tym, wielu badaczy wskazuje, ze slady pamieciowe (engramy) sa przechowywane
i modyfikowane w obrebie ukfadu nerwowego w postaci specyficznych potaczen w sieciach
neuronalnych zwigzanych z procesami uczenia sie i zapamietywania. Do podstawowych mechanizmow,

ktore wskazywane sg, jako neuronalne podtoze procesow pamieciowych zalicza sie dzis zjawiska
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dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (long-term potentiotion; LTP) oraz dtugotrwatego ostabienia
synaptycznego (long-term depression; LTD). Zjawisko LTP, jako substrat neuronalny procesu uczenia sig
badane jest z powodzeniem od kilku dziesiecioleci w synapsach pobudzajgcych, gtdwnie formacji
hipokampa, ale réwniez wielu innych struktur mézgowych. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, iz
prawidtowe funkcjonowanie skomplikowanych obwodéw neuronalnych zwigzane jest z dynamicznymi
interakcjami zachodzacymi zaréwno w obrebie potgczen pobudzajacych jak i hamujgcych. Mimo
oczywistej niedoskonatoéci naszej obecnej wiedzy i potrzeby dalszych prac eksperymentalnych,
dtugotrwate zmiany synaptyczne zachodzgce w synapsach pobudzajgcych s3 dzi$ stosunkowo dobrze
poznane i scharakteryzowane. Inaczej rzecz sie ma w przypadku synaps hamujgcych. Zjawisko
dfugotrwatego wzmocnienia synaptycznego w miedzyneuronalnych potaczeniach wytwarzanych przez
neurony GABAergiczne, a co za tym idzie udziat tych neuronéw w procesach zwigzanych z wytwarzaniem
$ladéw pamieciowych jest nadal mato poznane. Wtasnie tym problemem postanowita zajac sie Pani mgr
Anna Maria Lech w swoich badaniach. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pt. , Wpfyw
interakcji macierzy zewngtrzkomdrkowej, biafek adhezyjnych i proteaz na plastycznos¢ GABAergicznej
transmisji hamujgcej w hipokampie” stanowi istotny i nowatorski wktad w badanie mechanizmoéw
lezacych u podstaw formowania sie dtugotrwatych zmian plastycznych w synapsach hamujgcych (iLTP)
a co za tym idzie ich udziatlu w wytwarzaniu engramoéw. Doktorantka podjeta sie zadania
scharakteryzowania podstawowych elementéw synaps GABAergicznych formacji hipokampa,
zaangazowanych w powstawanie i utrzymywanie sie dfugotrwatego wzmocnienia synaptycznego.
W swojej pracy eksperymentalnej analizowata zaangazowanie metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej (MMP3), integryn oraz neuroliginy-2 w zjawisko iLTP. Aby tego dokonac Pani mgr
Lech postanowita okresli¢ 1/ czy indukcja i utrzymanie iLTP zalezne jest od aktywnosci MMP3; 2/ czy
zjawisku iLTP towarzyszy aktywacja integryn; oraz 3/ wykazac role odziatywania neureksyna-neuroligina-
2 podczas reorganizacji synaps GABAergicznych wynikajgcej z indukcji zmian plastycznych. Dodatkowo,
w zwiazku z faktem, iz zjawiska plastycznosci powstajgce w synapsach hamujacych moga zachodzic
réwnolegle do tych wystepujgcych w sgsiadujgcych synapsach pobudzajgcych, Doktorantka podjefa sie
zadania okreslenia, czy aktywnos¢ MMP3 ma wptyw na depotencjacje obserwowang w synapsach
pobudzajgcych. Cele postawione sobie przez Panig mgr Lech uwazam za bardzo nowatorskie oraz istotne
dla zrozumienia podstaw mechanizméw odpowiedzialnych za formowanie sladéw pamigciowych
w obwodach neuronalnych osrodkowego uktadu nerwowego.

Teoretyczne tto badan prezentowanych w recenzowanej rozprawie doktorskiej przedstawione
zostato w liczagcym 45 stron wstepie. Ten rozdziat pracy, podobnie zresztg jak pozostate czesci rozprawy,
zostat starannie przemyslany przez Doktorantke i stanowi bardzo dobre wprowadzenie do

prezentowanych w dalszej czesci rozprawy badan. We wstepie Pani mgr Lech opisuje kolejno budowg




formacji hipokampa, charakteryzuje mechanizmy chemicznej transmisji synaptycznej oraz plastycznos’c.i
w synapsach glutaminergicznych i GABAergicznych. W ostatnich podrozdziatach tej czesci rozprawy
opisano funkcje metalotroteinaz macierzy zewnatrzkomdérkowej, integryn oraz biatek adhezyjnych
w procesach synaptycznych. Mimo ogromu informacji zawartych we wstepie do rozprawy doktorskiej
stanowi on klarowne i logiczne tto dla dalszych rozdziatéw pracy. Moja uwaga krytyczna zwigzana
z poczatkowymi czesciami recenzowanej rozprawy dotyczy umiejscowienia celu pracy. Uwazam, ze
klarowny i bardzo dobrze skomponowany i napisany wstep powinien prowadzi¢ czytelnika do
wyszegolnienia i scharakteryzowania zatozonych przez Doktorantke celéw badawczych. Umieszczenie
tych informacji na poczatku rozprawy, przed zarysowaniem teoretycznych podstaw badanych

probleméw naukowych, utrudnia moim zdaniem odbiér pracy.

Materiatem biologicznym wykorzystywanym przez Panig mgr Lech w swoich badaniach byty myszy
szczepu dzikiego oraz myszy transgeniczne Mmp3”". Doswiadczenia wykonywano na skrawkach formacji
hipokampa oraz hodowlach neuronalnych komaérek hipokampalnych. Zaréwno w przypadku'skrawkéw
moézgowych jak i hodowli neuronalnych, do indukcji dtugotrwatych zmian plastycznych Doktorantka
postuzyta sie protokotami chemicznymi. Badania elektrofizjologiczne opisywane w recenzowanej
rozprawie prowadzone byty przy wykorzystaniu techniki whole-cell patch-clamp i opieraty si¢ na
rejestracji postsynaptycznych pradow miniaturowych (mIPSC) powstajgcych w wyniku aktywacji
postsynaptycznych receptorow GABAs przez uwolniony do szczeliny synaptycznej kwas
v-aminomastowy. Dodatkowo, drugg technika elektrofizjologiczng wykorzystywang w opisywanych
badaniach byta rejestracja potencjatéw polowych w postaci zbiorczego sygnatu fEPSP podczas indukcji
zjawisk plastycznych. Uzupetnieniem eksperymentdow elektrofizjologicznych prowadzonych przez
Doktorantke byto obrazowanie immunofiuorescencyjne zmian strukturalnych powstajacych w
synapsach. Oceniajgc strone metodyczng pracy nalezy odnotowac znakomite przygotowanie Pani mgr
Lech pod wzgledem umiejetnosci praktycznego zastosowania skomplikowanych i czasochtonnych

technik eksperymentalnych.

Uzyskane wyniki zostaty opisane w sposob jasny i syntetyczny, dodatkowo zilustrowano je
trzydziestoma trzema rycinami, znaczgco utatwiajgcymi odbidr wielowatkowych danych. Wykorzystujgc
rejestracje elektrofizjologiczne i obrazowanie immunofluorescencyjne Doktorantka wykazata, ze
aktywnos¢ MMP3 jest kluczowa dla indukgji i utrzymywania zjawiska iLTP w synapsach GABAergicznych,
czemu towarzyszg zmiany strukturalne w obrebie tych synaps. W dalszym etapie badan Pani mgr Lech
okreélita, ze zmiany architektury synaps GABAergicznych bedgce nastepstwem indukcji iLTP zalezne sg
od mozliwosci tworzenia nowych potgczen pomiedzy biatkami adhezyjnymi w obrebie synapsy.
Wykazata, ze kluczowe dla indukcji zjawiska dtugotrwatego wzmocnienia sympatycznego w synapsach

hamujgcych jest tworzenie miedzysynaptycznego kompleksu neureksyna-neuroligina-2 podczas



reorganizacji strukturalnej synapsy. Kolejnym bardzo interesujgcym wnioskiem popartym danymi
eksperymentalnymi byto okreslenie roli swoistych receptoréw macierzy zewngtrzkomorkowej
w mechanizmach indukcji zjawiska iLTP. Doktorantka wykazata, ze szczegélng role w tym procesie moze
odgrywac aktywacja integryn a podjednostka 1. Ostatnim istotnym wynikiem przedstawionym przez
Doktorantke, byto wskazanie, iz aktywacja MMP-3, majgc istotny udziat w indukcji iLTP w synapsach
GABAergicznych, nie wptywa znaczaco na depotencjacje pobudzonych synaps glutaminergicznych

w obszarze CA1 hipokampa wtasciwego.

Wyniki uzyskane w pracy zostaty bardzo ciekawie omoéwione i zestawione z najnowszymi danymi
literaturowymi w czesci dyskusyjnej rozprawy. Sposob prowadzenia dyskusji wskazuje na bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne i duza dojrzatosc naukowg Doktorantki. Jak wspominatem wczesniej, wyniki
przedstawione i dyskutowane w recenzowanej rozprawie doktorskiej sg bardzo obszerne
i wielowgtkowe stad zatuje, ze Doktorantka nie pokusita sie w koricowych fragmentach dyskusji o krotkie
wypunktowanie najwazniejszych jej zdaniem dokonan eksperymentalnych i nasuwajqcych sie z nich

whioskow.

Strona redakcyjna przedstawionej do recenzji rozprawy nie budzi zadnych zastrzezen. Praca ma
typowy dla tego typu opracowan ukfad. Wstep jest klarowny, cho¢ jak pisatam wczesniej powinien on
prowadzi¢ do celow pracy a nie by¢ nimi poprzedzony. Wyniki opisane sg w sposéb jasny a ich krytyczna
dyskusja w swietle najnowszych danych literaturowych przeprowadzona zostata w sposdb, ktdry nie
budzi watpliwosci. O szerokiej wiedzy i bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki
Swiadczy réowniez liczba 350 (!) pozycji, trafnie wyselekcjonowanego, pismiennictwa. Szata graficzna
przedstawionego manuskryptu jest na wysokim poziomie. Ryciny i schematy obecnhe we wstepie
i dyskusji znaczaco pomagajg czytelnikowi odbidr przekazywanych tresci, natomiast te umieszczone

w rozdziale ,, Wyniki” w jasny sposab ilustrujg otrzymane przez Doktorantke dane.

Z obowigzku recenzenta pragne podzieli¢ sie z Doktorantkg pewnymi drobnymi uwagami, ktére

nasunety mi sie podczas czytania, podkreslam, bardzo dobrze napisanej pracy:

1/ na str. 19 przytoczony zostaje prawidtowy podziat anatomiczny formacji hipokampa na
hipokamp wtasciwy, zakret zebaty i kompleks podktadki — niestety jest to jedyne miejsce pracy
w ktérym jest on uzywany; w pozostatych fragmentach pracy uzywany jest jedynie termin
»hipokamp”. Sadze, ze po wprowadzeniu termindw hipokamp wtasciwy i formacja hipokampa
na poczatku wstepu nalezatoby ich uzywac w catej rozprawie;

2/ komérki kiciaste obecne na str. 20 (mossy cells) stajg sie komdrkami mszystymi na rycinie 6.2

widniejacej na kolejnej stronie;



3/ w rozdziale metodycznym nie znalaztem informacji dotyczacej ogdlnej liczby uzytych do

doswiadczen zwierzat a takze konkretnej liczby zwierzat szczepu dzikiego i transgenicznych.
Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Marii Lech dowodzi, ze jest ona jest
bardzo dobrze przygotowana zardwno pod wzgledem teoretycznym jak i praktycznym, do pracy
naukowej. Praca stanowi przemyslana koncepcyjnie, bardzo dobrze wykonang pod wzgledem uzytych
technik i analiz oraz jasno i zwiezle opisang catos¢. Uzyskane przez Doktorantke wyniki sg nowatorskie
oraz istotne dla zrozumienia procesdw zwigzanych z powstawaniem dtugotrwatych zmian plastycznych
w synapsach GABAergicznych, a co za tym idzie rzucajg nowe Swiatto na mechanizmy kodowania sladow
pamieciowych w obwodach neuronalnych formacji hipokampa. Przedstawione w tekscie recenzji
nieliczne uwagi majg w duzej mierze charakter redakcyjny i nie wptywajg na moja bardzo wysokg ocene
rozprawy. Dorobek naukowy Doktorantki obejmuje wspétautorstwo dwéch artykutow z listy JCR, oraz

jednej pracy przestanej do recenzji. Dotychczasowe dokonania naukowe Pani mgr Lech oceniam wysoko.

Biorac pod uwage wszystkie powyzisze wnioski stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska
mgr Anny Marii Lech spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz.
595 z pdzniejszymi zmianami) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Anny Marii Lech do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie zwracajgc uwage ponadprzecietne przygotowanie merytoryczne i znakomity warsztat
naukowy mgr Lech, a takze nowatorstwo uzyskanych przez nig wynikéw, poszerzajgcych naszg wiedze
w zakresie funkcjonowania obwodow neuronalnych podczas tworzenia sladow pamieciowych,
wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o wyrdznienie

zaréwno recenzowanej rozprawy doktorskiej oraz samej Doktorantki stosowng nagroda.




