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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Izabeli Brzdgk

»Rola metaloproteinaz w ksztattowaniu dtugotrwatej plastycznosci synaptycznej oraz
pobudliwosci sieci neuronalnej w obszarze CA1 hipokampa myszy”.

Wykonanej w Katedrze Fizjologii i Neurobiologii Molekularnej Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem promotora Prof. Dr hab. Jerzego Mozrzymasa oraz
promotora pomochiczego dr. Tomasza Wojtowicza

Plastycznos¢ synaptyczna, jako proces umozliwiajgcy komérkom nerwowym sprostanie zmieniajgcym sie
wymaganiom $rodowiska, jest kluczowa dla sprawnego dziatania uktadu nerwowego, za$ jej upoéledzenie
obserwuje si¢ w wielu stanach patologicznych. Doktadne poznanie mechanizméw zaangazowanych w rézne
formy plastycznosci, wystepujace w réznych obszarach mézgu, jest kluczowe dla zrozumienia wielu proceséw
neurobiologicznych jak uczenie sie i pamigc, regeneracja, patologie uktadu nerwowego. Metaloproteinazy
(MMPs), jako enzymy majace zdolno$¢ modyfikowania macierzy zewnatrzkomérkowej stanowia istotny
element maszynerii wspomagajgcej mozliwosci przeksztatceri elementdw strukturalnych tworzacych
pofaczenia synaptyczne. Bogactwo substratéw dla MMPs, a takze ciagle odkrywane ich funkcje
nieproteolityczne sprawiaja, ze rola tych enzyméw w procesach plastycznosci strukturalnej i funkcjonalnej
systematycznie wzrasta. Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Patrycji Izabeli Brzdak skupia sie
na roli metaloproteinazy 3 i 9 (MMP-3, MMP-9) w dfugotrwatej plastycznoéci oraz pobudliwodci sieci
neuronalnej obszaru CA1 hipokampa. Autorka dysertacji, stosujgc szereg metod elektrofizjologicznych,
podjeta m.in. prébe okreslenia roli MMP-3 i MMP-9 w diugotrwatym wzmocnieniu synaptycznym zaleznym
od receptora NMDA oraz zbadania réznic w udziale wybranych metaloproteinaz w plastycznosci synaps
formowanych w obszarze dendrytéw bazalnych, zlokalizowanych w obrebie Stratum oriens i apikalnych
(Stratum radiatum) komérek piramidowych obszaru CA1. Pokusita sie réwniez o prébe zdefiniowana szlakéw
sygnatowych zaangazowanych w indukcje zmian plastycznych w poszczegélnych obszarach. Jednym z celéw
pracy byto takze zbadanie roli wybranych metaloproteinaz w plastycznoéci synaps hamujacych, formowanych
przez interneurony zawierajgce parwalbumine, na komorkach piramidowych obszaru CA1 hipokampa.
Przedstawione w pracy badania dowodzg sprawnosci doktorantki w postugiwaniu sie wachlarzem
wymagajacych technicznie metod elektrofizjologicznych (rejestracja potencjatéw polowych, technika Patch-
clamp, jednoczesna rejestracja z pary potagczonych neuronéw) i dobrze wpisuja sie nurt badar prowadzonych

w Katedrze Fizjologii i Neurobiologii Molekularnej Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego.

Ocena formalna

Rozprawa liczy 126 stron, ma typowy dla prac doktorskich uktad, z podziatem na Streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim), Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Dyskusje, Podsumowanie i wnioski oraz Spis
literatury. Wigkszos¢ rozdziatéw zostata podzielona na podrozdziaty, co utatwia podazanie za rozumowaniem
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autorki. Praca zawiera réwniez wykaz zastosowanych skrétéw, wykaz dorobku naukowego doktorantki,
informacje dotyczace 7rédet finansowania badan oraz spis rycin i tabel. Wyniki przedstawiono na 12u
wieloelementowych rycinach; zacytowano ponad 300 publikacji.

Ocena merytoryczna

Obszerny wstep rozprawy rozpoczyna zdefiniowanie i omdwienie proceséw plastycznosci ukfadu
nerwowego, a nastgpnie opis budowy, funkcji i potaczen poszczegdinych obszaréw hipokampa. W dalszej
czgsci Wstgpu oméwione zostaty rézne formy i mechanizmy plastycznoéci dtugotrwatej, dotyczace zaréwno
transmisji pobudzajgcej, jak i hamujacej. Nastepnie przedstawiono krétko réine typy neurondw
GABAergicznych, ze szczegblnym uwzglednieniem neuronéw zawierajgcych parwalbumine i podano
przyktady zaobserwowanych w nich zmian plastycznych. Wreszcie scharakteryzowano grupe
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej pod wzgledem budowy, funkcji, lokalizacji w mézgu oraz
udziatu w plastycznosci neuronalnej, ze szczegdlnym naciskiem na MMP-3 i MMP-9, ktére byty przedmiotem
badari doktorantki. Caty podrozdziat po$wiecono udziatowi MMPs w mechanizmach patologii mézgu, co
jakkolwiek bardzo ciekawe i wazne, nie ma bezposredniego zwigzku z tematyka poruszang w dysertacji.
Wstep konczy krétki podrozdziat poswigcony udziatowi integryn w plastycznosci synaptycznej.

Wstep jest napisany w sposob jasny i przystepny, cho¢ odrozdziat dotyczacy budowy i funkcji hipokampa
napisany jest nieco chaotycznie, zawiera tez kilka nieprecyzyjnie sformutowanych zdarn, np. ,Z kory
$rodwechowej wysytane sg projekcje dalekiego zasiegu do warstwy CA1” (ktérej?), lub ,Zmiany w obszarze
CAl prowadza do uposledzenia pamigci” (jakie zmiany? Jakiej pamieci?). Kilkakrotnie zdarza sie tez w
rozprawie btgdna odmiana stowa hipokamp: hipokampu, zamiast hipokampa.

W podrozdziale 4.2.1. Dtugotrwata plastyczno$¢ transmisji pobudzajgcej mylnie uzyto skrétu LTP, zamiast LTD
dla angielskiej nazwy ,long term depression”.

W podrozdziale 4.4.4.4 Presynaptyczny mechanizm LTP, czytamy: ,Kolejny mechanizm indukcji wymaga
sygnalizacji postsynaptycznych receptoréw kinaz tyrozynowych (ang. Erythropoietin-producing
hepatocellular carcinoma, Ephc)”. Wydaje sig, ze doktorantka btednie przettumaczyta wyrazenie ,receptor
tyrosine kinases” — sg to bowiem receptorowe kinazy tyrozynowe, co oznacza, ze sg one czesécig receptoréw
— w tym przypadku receptoréw dla efryn. Mam réwniez wrazenie, ze uzyto tu btednego skrétu-Ephc. W
literaturze wystepuje skrét Eph — czy doktorantka moze wyjasni¢ pochodzenie uzytego skrétu Ephc? Zabrakto
mi réwniez krétkiego omdéwienia mechanizmu indukcji LTP poprzez aktywacje $ciezki zaleznej od efryny B.
Pozostate Sciezki zostaty omowione do$¢ szczegdtowo, ta za$ jedynie zasygnalizowana.

Wstep zawiera kilka niejasnych/nieprawidtowych sformutowan, ktére wymagaja wyjasénienia lub
doprecyzowania:

- co doktorantka ma na mysli piszagc w podrozdziale 4.2.2.3 we fragmencie dotyczgcym proceséw syntezy
biatek: ,somatyczna translacja w dendrytach” oraz w podrozdziale 4.3.1.1, ze ,,BDNF moze wptywaé na
gestos¢ punktéw GABAergicznych”?

- jakie biatko wigzace wapn doktorantka ma na mysli piszac na str.31: , komérki koszyczkowe...ktérych
markerem molekularnym jest parwalbumina, PV+ oraz biatko wigzgce wapn”.

- W podrozdziale 4.6.3, intercellular adhesion molecule ICAM 1 zostata przettumaczona jako
migdzykomorkowa molekuta adhezyjna. Prawidtowa nazwa brzmi: czasteczka adhezji miedzykomdrkowe;.

Na Ryc. 12, ilustrujgcej procesy proteolityczne MMP-9 w plastycznosci synaptycznej nie zaznaczono ICAM-1,
a ICAM-5.

-inne przykfady nieprawidtowych sformutowan: ,wsteczne wydzielanie BDNF” str. 27; ,endocytowe biatko
adaptacyjne AP2” str.29; ,prég strzelania potencjatu czynnosciowego” str.31.
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W zrozumieniu niektorych fragmentéw pracy przeszkadza réwniez fakt, ze autorka w kilku miejscach nie
precyzuje ktorej metaloproteinazy dotyczy dany fragment, np. na str. 41 czytamy ,, Myszy MMP-KO maja
uposledzone uczenie apetytywne czy klasyczne warunkowanie strachem”. Cytowana w tym miejscu praca
dotyczy MMP-9 wigc zapewne to tej metaloproteinazy dotyczyt nokaut. Nalezy réwniez zwrécié uwage, ze
przytaczany tu ,fear conditioning, to warunkowanie strachu, a nie warunkowanie strachem. Na str. 44
autorka pisze: , Nalezy podkresli¢, ze podwyzszony poziom MMP zwigzany jest réwniez z zespotem famliwego
chromosomu X...” —tu réwniez nie wiadomo ktérej MMP dotyczy ta informacja.

Cel pracy

Cele pracy sg sformutowane prawidiowo i rozwinigte w postaci szczeg6towych zadar badawczych. Moja
jedyng watpliwos¢ budzi druga cze$¢ ostatniego zdania tego rozdziatu. Dotyczy ono zbadania udziatu MMP w
plastycznosci synaps hamujacych: ,Celem zadania jest wyjasnienie, czy aktywnoé¢ proteolityczna MMP
wplywa na plastyczno$¢ synaps hamujgcych i czy mechanizm ten zalezy od typu interneuronu”. Poniewaz
autorka badata tylko jeden typ interneuronow-neurony parwalbuminowe, trudno tu méwié o zaleznoéci od
innych typdw interneurondw.

Materiaty i metody

Metody zastosowane w pracy, zwlaszcza opisy rejestracji elektrofizjologicznych sg przedstawione
wyczerpujgco i szczegétowo. Nie podano natomiast liczby zwierzagt wykorzystanych w doswiadczeniach.
Musze tu zwrdcic uwage na powtarzajacy sig kilkukrotnie nieprawidtowg odmiane stowa myszy: autorka pisze
np. ,..hodowle zostaty przygotowane z mysz”, zamiast z myszy oraz na btedng nazwe receptory kanianowe
zamiast kainianowe. Do$¢ skrétowo potraktowany zostat opis analizy statystycznej otrzymanych danych. Nie
wymieniono w ktérych eksperymentach zastosowano test studenta, a w ktérych analize wariancji oraz jaki
test post-hoc zastosowano.

Zastanawia mnie jaki byt powdd uzycia w réznych eksperymentach innych inhibitoréw MMP-3 o tak réznym
spektrum dziatania oraz czy i jaki ewentualnie mogto to mie¢ wptyw na uzyskane wyniki.

Wyniki

Wyniki opisane sg w sposéb jasny i klarowny oraz zilustrowane przejrzystymi wykresami. Brakuje mi
informacji co oznaczaja liczby ,n” na stupkach niektérych wykreséw (dla czesci wykreséw podano, ze jest to
liczba pomiaréw, dla innych, ze jest to liczba eksperymentdw, dla czesci brak informaciji), nigdzie jednak nie

podano ile zwierzat wykorzystano w poszczegdlnych eksperymentach. Brak réwniez informacji co
reprezentujg stupki btedu na poszczegéinych wykresach.

Nie rozumiem co doktorantka miata na mysli piszac na str. 62, ze ,Myszy znokautowane w genie cdc42
wykazujg zaburzenia w pamieci zdalnej zwigzanej z odleglymi wydarzeniami”. Niejasno jest réwniez
sformutowane uzasadnienie dla badania udziatu receptora PAR-1 na str. 65. Nie znalaztam w tekécie
odnosnika i opisu do ryc.21. Na ryc.25, powierzchnie sygnatu fEPSP w Stratum radiatum przedstawia ryc. C,
a nie jak podano B.

Podsumowujgc wyniki nalezy doceni¢ warsztat metodyczny doktorantki, bogactwo zebranych danych i liczbe
wykonanych analiz, ktére zostaty opisane i przedstawione w sposéb jasny, zwiezty i konsekwentny. Nalezy
podkreslic, ze wigkszo$¢ wynikéw opisanych w niniejszej rozprawie zostata opublikowana w znaczacych
czasopismach naukowych. Szkoda, ze cze$¢ z zaprezentowanych we wspomnianych publikacjach wynikéw
(jak chocby badania z zastosowaniem rekombinowanego biatka MMP-3) nie zostata wigczona do niniejszej
rozprawy, gdyz znacznie by ja one wzbogacity. Podobnie potwierdzenie otrzymanych wynikéw z
zastosowaniem zwierzgt pozbawionych MMP-3 bytoby cenne, szczegélnie w obliczu braku catkowicie
specyficznych inhibitoréw poszczegdinych metaloproteinaz.
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Dyskusja

Dyskusja pracy jest rozbudowana i dobrze konfrontuje wyniki otrzymane przez doktorantke zaréwno z
wczesniejszymi badaniami Zespotu, w ktérym praca powstata, jak i wynikami badan innych autoréw. Autorka
odnosi sig zaréwno do badan wykonanych w réznych modelach in vitro, jak i badan in vivo. Opisuje tez
drobiazgowo mozliwe przyczyny i mechanizmy zaobserwowanych zmian.

Niezrozumiaty jest dla mnie fragment dotyczacy udzialu MMP-3 w plastycznosci E-S (str. 81) . Autorka
ttumaczac fakt, ze wzmocnienie amplitudy potencjatéw polowych nie zostato catkowicie zniesione po
podaniu inhibitora MMP-3, pisze, ze MMP-3 dokonuje proteolizy w okolicy perisynaptycznej i w zwigzku z
tym najwigkszy efekt zablokowania tego enzymu jest widoczny przy rejestracji w odlegtosci ok. 150-200 pM
od warstwy ciat komérkowych neuronéw piramidowych, ale dokfadnie takg odlegtoé¢ podano w Metodach

w opisie rejestracji potencjatéw polowych w CA1, tak wigc efekt zablokowania powinien byé w tym przypadku
zmaksymalizowany.

Dyskusjg koriczy krétki rozdziat Podsumowanie i wnioski, w ktérym autorka rozprawy w zwiezty sposob
dokonuje syntezy przeprowadzonych badan i otrzymanych wynikéw. Rozdziat ten zakonczony jest
przedstawionymi w punktach konkluzjami. Stwierdzenie, ze MMP-9 nie bierze udziatu w LTP zaleznym od
receptora NMDA jest zbyt ogéine i nie jest uprawnionym wnioskiem na podstawie przeprowadzonych badar.
Podobnie konkluzja, ze MMP-3 jest niezbedna do indukji i utrzymania plastycznosci w paradygmacie E-S nie
jest w petni uzasadniona, gdyz w pracy badano jedynie udziat MMP-3 w indukcji plastycznosci E-S. Kolejna
konkluzja jest dla mnie niezrozumiata. Autorka pisze, ze odkryto nowa projekcje Stratum oriens niewrazliwg
na dziatanie inhibitoréow MMP — jakg projekcje i ktore MMPs ma autorka na mysli? Konkluzje 5, 6 i 7 nie sg
poprawnie sformutowane jezykowo: nalezatoby je rozpoczaé: W Stratum.....itd. Ostatni punkt jest raczej

probg wyznaczenia kierunku badan w poszukiwaniu mechanizméw molekularnych dziatania MMP-3 niz
konkluzjg.

Moja wysoka oceng merytoryczng rozprawy obniza nieco jej staba strona jezykowa. Liczne btedy jezykowe,
stylistyczne i gramatyczne oraz pojawiajace sie bardzo czesto ,kalki jezykowe” utrudniajg czasem podgzanie
za my$lg autorki, gdyz niektore zdania s niestety catkowicie niezrozumiate- dla przyktadu przytocze zdanie:
»Biatka RhoA oraz Cdc42 lokalizuje sig¢ gtéwnie na dendrytach a ich poziom zostat wykryty w obszarze St.
oriens oraz St. radiatum w poréwnaniu z biatkiem RhoB, ktére ma lokalizacje w ciele komdrkowym (str.62)".
Dwukrotnie MMP-9 jest okre$lone jako proteza, a nie proteaza; wystepuje rozszczepienie, zamiast
rozszczelnienie bariery krew-mazg; czytamy réwniez, ze sygnaty byly akwizowane.

Whiosek koncowy.

Przedstawione przeze mnie uwagi nie umniejszajg naukowej wartosci rozprawy, ktéra stanowi cenny wglad
w mechanizmy dziatania metaloproteinaz w osrodkowym uktadzie nerwowym oraz ich udziatu w procesach
plastycznosci neuronalnej. Szczegélnie cenne s3 w moim przekonaniu wyniki dotyczace plastycznosci
GABAergicznej, o ktorej niewiele jeszcze wiadomo oraz odkrycie odmiennych mechanizméw plastycznoéci w
synapsach dendrytéw bazalnych i apikalnych neuronéw obszaru CA1l. Obserwacje poczynione przez
doktorantke stanowig istotny aspekt poznawczy i z pewnoscig bedg przyczynkiem do dalszych badan w tym
temacie. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Izabeli Brzdgk pt. ,Rola metaloproteinaz w
ksztaftowaniu diugotrwatej plastycznosci synaptycznej oraz pobudliwosci sieci neuronalnej w obszarze CA1
hipokampa myszy” spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Patrycji lzabeli Brzdak do dalszych

etap6éw przewodu doktorskiego.
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