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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Wiery
pt.: Wpltyw modyfikacji macierzy zewnatrzkomérkowej na plastycznos¢

synaptyczng projekcji hipokampalnej wiékna mszyste-CA3.

W ostatnich kilku dekadach, to jest poczgwszy od roku 1973 gdy Bliss i Lomo,
pracujgc w laboratorium Per Andersona w Oslo opublikowali pierwszg prace na temat
tzw. dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego, przedstawiono wiele hipotez majgcych
wyjasni¢ etiologie plastycznosci na poziomie synaptycznym. Odkrycie dtugotrwatego
wzmocnienia synaptycznego (LTP), chociaz dopiero po kilku latach zostato w petni
docenione przez spoteczno$¢ neurobiologiczng, zmienito w duzym stopniu wspotczesne
poglady na temat funkcjonowania nie tylko potgczen synaptycznych ale rowniez catego
mozgu. Plastyczno$¢ moézgu jest bowiem $cisle zdeterminowana krétko- lub
dtugotrwajgcymi, odwracalnymi zmianami funkcjonowania catych sieci neuronalnych,
spowodowanych zmianami w srodowisku zewnetrznym. Badania ostatnich ponad 40 lat
wykazaty, ze zjawisko LTP mozna traktowaé jako substrat funkcjonalny zwtaszcza
krotkotrwatych form pamieci. Nic zatem dziwnego, ze modele wywotywania zjawiska LTP
w preparatach in vitro oraz in vivo od lat sg wykorzystywane w rozmaitych badaniach
analizujgcych mechanizmy procesu uczenia i powstawania $ladéw pamieciowych. Od lat
tez najpopularniejszym modelem doswiadczalnym do badan LTP jest preparat skrawka
mézgowego formacji hipokampa. Jest to spowodowane szczeg6lng, laminarng i
warstwowg strukturg hipokampa oraz, co nadzwyczaj istotne, zachowaniem w warunkach
pozaustrojowych struktury wewnetrznych potgczen synaptycznych: drogi przeszywajgce;j,
wtokien kiciastych oraz kolaterali Schaffera. Poczatkowo uwazano, ze proces LTP polega

przede wszystkim na zmianach funkcjonalnych w obrebie synaps, w tym min na




zmianach w procesie wydzielania neuroprzekaznika. Obecnie wiadomo, ze zmianom o
charakterze funkcjonalnym towarzyszg procesy strukturalne polegajace na modyfikacjach
ksztattu kolcéw dendrytycznych, kompozycji macierzy zewnagtrzkomérkowej (ECM) i
adhezyjnych biatek btonowych. W ostatnich latach okazato sie, ze proteoliza
perysynaptyczna, czyli hydroliza  biatkowych  czesci  zewnatrzkomérkowej,
okotosynaptycznej macierzy, moze byc¢ istotnym czynnikiem tgczgacym funkcjonalng i
strukturalng komponente zmian plastycznych na poziomie synaptycznym. Ws$réd proteaz
biorgcych udziat w powstawaniu plastycznosci synaps szczegélng role petnig proteazy z

rodziny metaloproteinaz (MMP).

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Grzegorza Wiery
pochodzi z zespotu naukowego prof. dr hab. Jerzego Mozrzymasa, ktory od wielu lat z
duzym sukcesem bada zmiany proceséw transmisji synaptycznej i zmiany plastyczne w
obrabie tych struktur. Rozprawa doktorska Pana mgr Grzegorza Wiery stanowi bardzo
interesujgca, kompleksowg analize roli jakg petnig proteazy z rodziny metaloproteinaz w
generowaniu synaptycznych zmian plastycznych (LTP) w projekcji widkna kiciaste- rejon
CA3 formacji hipokampa. Wyboér przez Doktoranta tej wtasnie projekcji hipokampalnej
uwazam za bardzo trafny poniewaz projekcja witdkna kiciaste - CA3 (WK-CA3) petni
szczegolng role w tworzeniu $Sladéw pamieciowych oraz wykazuje wyjatkowo wysoki
poziom plastycznosci strukturalnej, manifestujgcej sie min zmianami w topografii
projekcji.

W badaniach zastosowano szereg bardzo nowoczesnych technik laboratoryjnych:
technike rejestracji wywotanych potencjatéw polowych w celu uzyskania LTP, techniki
immunofluorescencyjne, zymografie oraz technike western blot. Do badan wykorzystano
zwierzeta transgeniczne oraz‘szczury z wytgczonym genem okreslonej proteazy MMP.
Rozprawa doktorska realizowana byta w latach 2011-2014 w ramach dwoéch grantéw
KBN i NCN. Nalezy podkreslic, ze czeS¢ wynikow uzyskanych w ramach badan do
rozprawy doktorskiej zostata juz wcze$niej opublikowana w Molecular and Cellular
Neuroscience oraz Hipocampus, czotowych $wiatowych periodykach neurobiologicznych.

W swoich badaniach Autor jasno zdefiniowat gtéwne cele rozprawy, ktére
sprowadzajg sie do zweryfikowania gtéwnej hipotezy moéwigcej o tym, ze proteoliza
perysynaptyczna dokonywana przez proteaze MMP-9 jest istotnym elementem
mechanizmu odpowiedzialnego za indukcje i ekspresje dtugotrwatej plastycznosci

synaptycznej w projekcji WK-CA3.




Teoretyczne tto przedstawionych w rozprawie badan zostato przez Doktoranta
bardzo interesujgco przedstawione w obszernym, liczacym bowiem az 59 str. wstepie.
Ten rozdziat pracy doktorskiej, podobnie zresztg jak pozostate czesci rozprawy, zostat
bardzo starannie przez Doktoranta przemys$lany i napisany a zastosowane liczne
podrozdziaty i starannie przygotowane kolorowe rysunki i schematy sprawiajag, ze wstep,
pomimo znacznego rozbudowania, czyta sie jako doskonaty naukowy esej na temat
struktury hipokampa, powstawania LTP oraz macierzy komorkowej.

Na str. 12 i 27 wstepu Autor porusza kwestie przewodzenia potencjatéw
postsynaptycznych (EPSP i IPSP) wzdtuz dendrytéw. Ot6z pragne zwroci¢ uwage, ze
tonicznie do ciata komorki przewodzony jest tylko EPSP (jest to bowiem lokalne i
odwracalne ,zrédto” pradu jonowego, ktdére przemieszcza sie zgodnie z rdznica
potencjatéw). W przypadku powstajgcego w obszarze postsynaptycznym IPSP sytuacja
jest odwrotna — miejsce to jest ,zlewem” prgdu jonowego, generujgcym prad jonowy
rowniez zgodnie z réznicg potencjatéw ale w kierunku przeciwnym.

Duzo miejsca Autor poswieca rodzinie proteaz MMP. W kolejnych podrozdziatach
omawia ekspresje i lokalizacje subkomorkowych proteaz MMP w mézgu. Co ciekawe,
Doktorant odstgpit od typowej redakcji wstepu, ktéry zazwyczaj konczy sie
przedstawieniem celu pracy. W rozprawie cel pracy przedstawiony jest na poczatku.
Wbrew pozorom taki zabieg redakcyjny utatwia zrozumienie istoty badan.

Wszystkie zastosowane techniki doswiadczalne =zostaty bardzo szczegotowo
opisane. Badania przeprowadzono na skrawkach formacji hipokampa uzyskanych od
szczurdbw szczepu Wistar. W pracy zastosowano metode rejestracji wywotanych,
lokalnych potencjatébw polowych. Elektroda draznigca pobudzata aksony komorek
ziarnistych zakretu zebatego a elektroda rejestrujgca umieszczana byta w rejonie CA3. W
osobnych podrozdziatach przedstawiono protokoty indukcji LTP i analizy otrzymanych
sygnatébw polowych. Na str. 65 Autor pokazuje schemat przyktadowego potencjatu
polowego (EPSP) rejestrowanego z obszaru postsynaptycznego. Jedna ze strzatek
mylnie pokazuje PSP czyli tzw. salwe zbiorczg (popspike), ktéra jest wskaznikiem
zsynchronizowanych wytadowan komérkowych, niewidocznych w sytuacji, gdy potencjat
polowy rejestrowany jest z obszaru postsynaptycznego (7). PSP typowo rejestrowany
jest z obszaru komérkowego.

W swojej rozprawie doktorskiej Autor konsekwentnie uzywa termin- ,widkna
mszyste”. Termin ten pojawia sie juz w tytule. Z obowigzku recenzenta musze niestety

zwréci¢ uwage Autorowi, ze ten tadnie brzmigcy termin jest niewtasciwy. Wg. Polskiego



Mianownictwa Histologicznego i Cytofizjologicznego (W. Sawicki, PZWL, 1998) wtasciwy,
ale bardzo brzydko brzmigcy termin to ,wtdkna kiciaste”.

Oceniajac catg strone metodyczng rozprawy doktorskiej nalezy odnotowac
znakomite przygotowanie Doktoranta pod wzgledem umiejetnosci praktycznego
zastosowania wielu trudnych lub bardzo trudnych technik eksperymentalnych.

Otrzymane wyniki zostaly starannie przez Doktoranta opisane i zilustrowane
ogromng liczbg rycin. Doktorant wykazat, ze w projekcjach CA3-CA1 oraz wtdkna kiciaste
— rejon CA3 ekspresja LTP zalezy do aktywnosci proteazy MMP-9. Jak stusznie zwraca
uwage Autor, wynik ten sugeruje, ze pomimo réznic w mechanizmach indukcji i ekspresji
LTP w poszczegolnych projekcjach neuronalnych, udziat proteazy MMP-9 w
mechanizmach plastycznosci synaptycznej ma charakter uniwersalny. W ramach
przeprowadzonych badan wykazano réwniez, ze LTP w projekcji WK-CA3 jest
uposledzone w podobnym stopniu w sytuacji braku (myszy z nokautem genetycznym)
oraz przy znacznym nadmiarze aktywne] proteazy (transgeniczne szczury
nadekspresjonujgce MMP-9). Co wiecej, w obecnosci egzogennej proteazy MMP-9
podanej do Srodowiska skrawka obserwowano stopniowe samoistne wzmocnienie
synaps WK-CAS3, ktore zwigzane byto z rozmiarem indukowanego p6zniej LTP. Wyniki
powyzsze wskazujg, ze do indukcji prawidtowego LTP w hipokampie, niezbedny jest
wiasciwy i precyzyjnie zbilansowany poziom aktywnosci kluczowej proteazy MMP-9.

Z innych bardzo interesujgcych rezultatow, ktoére uzyskat Doktorant nalezy
odnotowac¢ réwniez ten, ze sposréd metaloproteinaz ekspresjonowanych w moézgu,
oprocz MMP-9 roéwniez proteaza MMP-3 uczestniczy w molekularnych mechanizmach
regulujgcych plastyczno$¢ synaptyczng. W skrawkach mézgowych myszy pozbawionych
proteazy MMP-3 (KO) zarejestrowano bowiem upos$ledzenie fazy konsolidacji LTP.
Ponadto stosujgc zymografie kazeinowg in situ mgr Grzegorz Wiera zaobserwowat
aktywno$¢ gtéwnie proteazy MMP-3 w neuropilu rejonu CA1. Z innych ciekawych
wynikdéw, ktére uzyskat Doktorant nalezy odnotowac¢ roéwniez ten, ze proteoliza
perysynaptyczna zalezna od proteazy MMP-3 reguluje dtugotrwate wzmocnienie
synaptyczne wptywajac na funkcje napieciowo-zaleznych kanatéw wapniowych typu L
lub aktywowanych przez nie szlakoéw sygnatowych.

Przedstawione w pracy wyniki zostaty ciekawie omowione w czesci dyskusyjnej
rozprawy. Prawie 20 stronicowa dyskusja jest wielowgtkowa i na bardzo wysokim
poziomie. Swiadczy o tym réwniez liczba trafnie dobranych i wyselekcjonowanych ponad

380 pozycji piSmiennictwa. Wskazuje ona na bardzo dobre przygotowanie Doktoranta
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pod wzgledem teoretycznym. Bez watpienia ma racje Autor konkludujac, ze wyniki
zawarte w niniejszej rozprawie rzucajg nowe $Swiatto na zagadnienie roli proteolizy w
procesach plastycznosci synaptycznej, a tym samym i uczenia sie oraz pamieci.

Mam drobng uwage do strony redakcyjnej rozprawy doktorskiej. Praca zaczyna sie
bardzo rzeczowo napisanym streszczeniem, brak jest jednak wyraznie sformutowanych

wnioskéw koncowych, ktére nawigzywatyby do zdefiniowanych na poczatku 7 celow

pracy.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Grzegorza Wiery dowodzi,
ze Doktorant jest bardzo dobrze przygotowany zaréwno pod wzgledem teoretycznym jak
i praktycznym do pracy naukowej. Pan mgr Grzegorz Wiera musiat opanowac wiele
trudnych technik badawczych. Dzieki temu uzyskat ogromng ilo§¢ wynikow, ktore
doskonale opracowat i zinterpretowat. Stanowig one istotny wktad w zrozumienie
substratu neuronalnego zwtaszcza strukturalnych zmian powstajgcych w procesie LTP.
Duza erudycja Autora sprawita, ze praca zostata napisana w sposéb staranny,
przemyslany i fadnym jezykiem.

Recenzowana praca stanowi przemyslang koncepcyjnie, dobrze wykonang i
opisang cato$¢, co sktada sie na warto$ciowg i dojrzatg prace naukowg. Uzyskane przez
Doktoranta wyniki zostaty juz wczes$niej pozytywnie ocenione w procesie redakcyjnym
dwéch wspomnianych pism naukowych.

Uwazam, ze recenzowana praca w petni odpowiada wszystkim wymogom
stawianym rozprawom doktorskim. Na tej podstawie przedktadam Wysokiej Radzie
Naukowej Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o
dopuszczenie mgr Grzegorza Wiery do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Wyjatkowo cenne naukowo wyniki ocenianej rozprawy, ich znakomity sposob
przedstawienia przez Autora oraz fakt, ze zostaty one wcze$niej opublikowane w
renomowanych periodykach o zasiegu $wiatowym upowazniajg mnie do zgtoszenia

dodatkowego wniosku o wyréznienie ocenianej rozprawy doktorskie;.
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