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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Wiery, pt. ,, Wplyw modyfikacji macierzy
zewnatrzkomorkowej na plastycznos¢ synaptyczng projekcji hipokampalnej wiékna mszyste -
CA3"

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana magistra Grzegorza Wiery opisuje
wyniki badaf majgcych na celu okreslenie wplywu modyfikacji macierzy zewnatrzkomoérkowej
przez metaloproteinazy z rodziny MMP na plastycznos¢ synaptyczng dwoch waznych projekcji w
hipokampie: wlékna mszyste (MF)-CA3 i CA3-CAl. W konsekwencji, przeprowadzone przez
Doktoranta badania wykazaly, iz w przypadku obydwu badanych projekcji MMP-9 pehi bardzo
istotng rolg w regulacji dhugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP), pomimo réznego
charakteru tego zjawiska w przypadku poréwnywanych synaps. Ponadto, Doktorant po raz
pierwszy wykazal role MMP-3 w LTP synaps CA3-CAl, i wskazal, iz reguluje ona
najprawdopodobniej funkcj¢ napieciowo zaleznych kanaléw wapniowych. Przedstawione wyniki
maja duze znaczenie poznawcze z wielu wzgledow. Po pierwsze dlatego, iz uwaza si¢ LTP za
elektrofizjologiczny model zjawisk lezacych u podtoza uczenia si¢ i formowania pamieci. Ponadto,
wiadomo juz obecnie, iz aktywno$¢ metaloproteinaz jest zaburzona w réznych neuropatologiach,
zarowno w chorobach neurorozwojowych jak i neurodegeneracyjnych. W przypadku zespotu
tamliwego chromosomu X juz obecnie stosuje si¢ w klinice zwigzki hamujace miedzy innymi
aktywnos¢ MMP-9. Wskazanie na udziat MMP-3 w plastycznosci hipokampa poszerza zakres
potencjalnych celow terapeutycznych a ponadto moze otworzyé nowe kierunki badan nad
schorzeniami zwigzanymi z szeroko pojetymi zaburzeniami plastycznosci synaptycznej.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczaca 179 stron maszynopisu ma uklad wzglednie typowy dla rozpraw
doktorskich. Rozprawe rozpoczynaja jednostronicowe streszczenia w jezykach polskim i
angielskim oraz trzystronicowe doktadne omowienie celéow podjetej pracy. Po nich nastepuje
bardzo obszerny, liczacy 52 strony Wstep teoretyczny, zawierajacy 7 gtéwnych podrozdziatow,
ktore w sposob doglebny i uporzadkowany wprowadzaja czytelnika w zakres badan opisanych w
rozprawie. Po Wstepie, Doktorant zamiescil opis materiatéw i metod, podzielony na 10 gtéwnych
podrozdziatow (11 stron). Wyniki, liczace 63 strony sa podzietone na 3 gléwne czesci tematyczne
dotyczace odpowiednio badania roli MMP-9 (czes¢ I i II) i MMP-3 (cze$é I1I) w plastycznosci
synaptycznej potgczenn MF-CA3 oraz CA3-CAl. Nastgpujaca po tym rozdziale pietnastostronicowa
Dyskusja omawia 6 wybranych, gtéownych probleméw naukowych. Rozprawa konczy sie
podsumowaniem wyciggnigtych wnioskow, wykazem rycin oraz tabel, spisem publikacji
Doktoranta oraz bibliografia.
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Ocena merytoryczna

Cele rozprawy. Doktorant sformutowat 7 szczegdtowych celéw rozprawy, z ktérych pierwszy
koncentruje si¢ na wylonieniu metaloproteinaz potencjalnie zaangazowanych w plastycznosé
synaptyczng w projekcji MF-CA3. Pozostale koncentruja si¢ na badaniu wptywu konkretnych
metaloproteinaz, MMP-9 i MMP-3, na plastyczno$¢ poltaczen MF-CA3 oraz CA3-CA1 i okresleniu
podioza molekularnego obserwowanych zmian. Cele sa sformulowane prawidtowo, logicznie, i sa
adekwatne do zawartosci rozprawy.

Wstgp ocenianej rozprawy jest bardzo obszerny. Omoéwione zostaly w nim kolejno
zagadnienia dotyczace transmisji plastycznosei synaptycznej oraz eksperymentalnych sposobow
pomiaru tych zjawisk. Nastepnie, Autor przechodzi do omowienia zjawiska plastycznosci
strukturalnej, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem badanych przez Doktoranta potaczen synaptycznych
CA3-CAl i widkna mszyste-CA3. Nastepnie zostaly omdwione (i) ogélnie macierz
zewnatrzkomoérkowa i jej rola w ukladzie nerwowym i jego plastycznosci oraz (ii) bardziej
szczegdlowo rodzina proteaz MMP. Wstep zostal napisany w sposob ciekawy i co wazne prosty
oraz zrozumialy dla osob niebedacych ekspertami w poszczegdlnych zagadnieniach. Osobiscie,
jako  biolog  komorki,  szczegdlnie doceniam  podrozdzial  dotyczacy  pomiaréw
elektrofizjologicznych i wagi poszczegdlnych miar dla wnioskowania o zmianach przewodnictwa
synaptycznego. Inng zaleta jest analiza zaréwno klasyki tematu jak i najnowszych publikacji
dotyczacych prowadzonych badan. W tym kontekscie cheiatbym zwréci¢ uwage Doktoranta, iz w
przypadku roli BDNF w regulacji ekspresji MMP-9 istnieje praca wczesniejsza od cytowanej przez
niego i jest to praca Kuzniewskiej i wsp. (2012) z zespotu Prof. Leszka Kaczmarka.

Jesli chodzi o uwagi krytyczne dotyczace wstepu to mam jedng uwage ogdlng i kilka
szczegdlowych. Przy tym czg$¢ uwag szczegotowych jest konsekwencjg podniesionego problemu
ogolnego. W moim odczuciu Wstep rozprawy jest nadmiernie rozbudowany i nie wszystkie
omawiane w nim kwestie sg bezposrednio zwigzane z uzyskanymi wynikami lub wyciagnietymi
przez Doktoranta wnioskami. Jednocze$nie nadmiar poruszanych watkéw spowodowal, iz niektore
z nich zostaly oméwione bardzo pobieznie i nie koniecznie do kofica zgodnie z aktualnym stanem
wiedzy. Mysle, ze dobrym przyktadem jest opis roli proBDNF i jego receptora p7SNTR w uktadzie
nerwowym. Rzeczywiscie podrecznikowa wiedza wskazuje, iz interakcja proBDNF z tym
receptorem jest sygnalem proapoptycznym. Niemniej obecnie wiadomo takze, iz proBDNF ma
takze znaczenie w plastycznosci neuronalnej. Na przyklad w skrawkach hipokampow myszy, u
ktorych proBDNF nie moze ulec proteolizie wykazano obnizong transmisje synaptyczna i
zaburzenia w liczbie kolcow dendrytycznych (Yang i wsp. 2014). A zatem, brak odpowiedniego
poziomu proteolizy proBDNF moze mie¢ bezposredni wptyw na plastycznosé i mysle, ze warto
bylo akurat to zagadnienie omowi¢ doglebniej. Z rzeczy drobnych to, chociaz kwestia jest otwarta,
mysle, iz nie powinno si¢ laczy¢ PSD-95 oraz SynGAP w nieistniejaca grupe bialek
platformowych. PSD-95, PICK GRIP1/2 to biatka szkieletowe lub adaptorowe gestosci
postsynaptycznej a ich gléwng funkcja jest laczenie receptorow z duzg grupg biatek efektorowych.
Z kolei, SynGAP jest jednym z bialek efektorowych a jego funkcja jest regulacja cyklu
GTPazowego matej GTPazy Ras. Na koniec nie bardzo jest dla mnie jasne, co Doktorant miat na
mysli piszac 0 ADAMI10 i ADAM17, jako o proteazach neuronalnych. Sugeruje to ich wylaczne
dzialanie w uktadzie nerwowym, co nie jest zgodne z prawda
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/ ADAM101D44397¢ch15q21.html;
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/ ADAM171D572¢ch2p25.html).
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Materialy i Metody. Wszystkie metody niezbedne do realizacji zatozonych celow zostaly w
mojej ocenie prawidlowo dobrane i opisane w sposob wystarczajacy do powtdrzenia wykonanych
procedur przez osoby dysponujagce odpowiednim doswiadczeniem i umiej¢tnosciami. Na
szczegolne podkreslenie oraz pochwale zastuguja przede wszystkim (i) wykorzystanie kilku modeli
badawczych do testowania postawionych hipotez (zwigzki farmakologiczne oraz zwierzgta
modyfikowane genetycznie) (ii) budzacy podziw warsztat elektrofizjologiczny Doktoranta i (iii)
wykorzystanie metod biochemicznych i mikroskopowych w celu lepszego zrozumienia
molekularnego podtoza badanych zjawisk fizjologicznych. W tym kontekscie warto tez podkresli¢,
iz Doktorant musial opracowa¢/dopracowac na potrzeby swoich badan nowy sposob zymografii in
situ, co samo w sobie stanowi powazne wyzwanie metodologiczne. Mam dwa drobne zastrzezenia
do tej czgsci rozprawy. Na str. 62 w opisie skladu sztucznego plynu moézgowo-rdzeniowego
Doktorant zapomniat poda¢ jednostki. Natomiast na str. 68 Autor dokonat dos$¢ znacznego skrétu
myslowego opisujgc technike zymografii zelowej, piszac, iz stuzy ona do ilosciowej analizy
aktywnosci proteaz w homogenacie danej tkanki. Pozwalam sobie skomentowa¢ to stwierdzenie,
poniewaz, jako edytor i recenzent prac naukowych kilkakrotnie miatlem okazje by¢ swiadkiem jak
irytuje ono biochemikéw. Ot6z zymografia zelowa pozwala w sposob ilosciowy okresli¢ poziom
aktywnej formy danej protezy w odpowiednio przygotowanym zelu poliakryloamidowym. Nie
mierzy ona natomiast bezposrednio aktywnosci enzymu a o ilosci aktywnego enzymu w
homogenacie wnioskuje si¢ tylko w sposob posredni.

Wyniki. Pierwsza, najobszerniejsza czg$¢ wynikow skupia si¢ na okresleniu roli MMP-9 w
podstawowej transmisji i plastycznosci synaptycznej w projekcji MF-CA3. W serii eleganckich
doswiadczen z wykorzystaniem $rodkow farmakologicznych, egzogennych oczyszczonych bialek
oraz modeli genetycznych Doktorat bezspornie wykazal, iz MMP-9 jest konieczne dla
prawidlowego LTP w tej projekcji. Opisat rowniez nowy rodzaj LTP, mmp9-LTP, ktére mozna
wywola¢ w tej projekcji podaniem oczyszczonego biatka MMP-9. Ponadto, Doktorant wykazal, ze
indukcja LTP w projekcji MF-CA3 prowadzi do wzrostu produkcji i aktywnosci MMP-9 w tym
obszarze. Dodatkowo, Autor zbadal dwa potencjalne efektory aktywnosci MMP-9, kompleks
efryny B i jej receptora oraz B-dystroglikan, jednak nie wykazal ich potencjalnego zaangazowania
w indukcje LTP zalezng od MMP-9, w projekcji MF-CA3. Nalezy podkresli¢, iz wykonane przez
Doktoranta doswiadczenia sa bardzo wymagajace technicznie. Przeprowadzono wiele kontroli
dodatkowo uwiarygodniajgcych wyniki. Nie mam watpliwosci, iz sg to badania odpowiadajace
najlepszym $wiatowym standardom. W mojej ocenie jedyng stabg strong tej czesci jest czasem zbyt
pochopne pozytywne wnioskowanie. Na przyklad w przypadku wykorzystania srodkow
farmakologicznych do hamowania aktywnosci réznych grup metaloproteinaz (Podrozdziaty 3.1.1)
nie sprawdzono, czy rzeczywiscie rézne dawki, wptywajgce w roéznicujgcy sposob na poziom LTP,
istotnie w sposob rdéznicujgcy hamowaly rézne metaloproteinazy. A moim zdaniem bylo to
konieczne do wyciagniecia wnioskow, ktore przedstawil Doktorant. Na przyktad, roznica pomiedzy
stosowang dawka 10 uM SB-3CT a Kd dla MMP-3 (15 uM) jest z punktu farmakologii dos¢
zaniedbywalna. Nie rozumiem tez wniosku Doktoranta na stronie 73, iz brak wptywu FN-439 w
stezeniu 25 uM na rozmiar LTP MF-CA3 dowodzi braku uczestnictwa MMP-3 w mechanizmach
indukcji LTP w synapsach MF-CA3. W zasadzie w tym stg¢zeniu ten zwigzek nie powinien mie¢
wplywu na MMP-3 za to brak efektu mozna duzo prosciej wyjasni¢ stabszym hamowaniem MMP-
9. Jednak wyniki farmakologiczne z tej czgsci by¢ moze nie sg az tak kluczowe, gdyz ostateczny
wniosek wyciagniety przez Doktoranta, co do udzialu MMP-9 zostal potwierdzony przy uzyciu
modeli genetycznych (w dalszej cz¢sci podrozdziatu 3.1.1) a co do braku zaangazowania MMP-3
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po zastosowaniu bardziej specyficznych inhibitorow (podrozdziat 3.3.1). Jesli chodzi o podrozdziat
3.1.1 to mam jeszcze zastrzezenie, co do wnioskowania na temat kolokalizacji aktywnosci
zelatynolitycznej z synaptoporyng w skrawkach moézgu. Ja osobiscie mialem problem z
dostrzezeniem takowej pomimo, iz podpis pod rycing sugerowal zwrdcenie na nig uwagi. Wydaje
sig, ze tego typu analiz¢ powinno si¢ jednak opiera¢ na rekonstrukcjach 3D wysokorozdzielczych
obrazéw mikroskopowych a ponadto tego typu stwierdzenia powinny by¢ poparte analizg ilosciowa
z odpowiednia analizag statystyczna. Prace profesora Wilczynskiego moga stanowié¢ tu
niedoscigniony wzor.

W drugim podrozdziale Wynikéw (3.2) Doktorant skupil sie na analizie wptywu MMP-9 w
projekcji CA3-CAl z wykorzystaniem odpowiednich narzedzi. Z jednej strony byto to zwigzane z
checig poréwnania tych dwoch projekeji w badaniach przeprowadzonych przez jednego badacza w
tych samych warunkach laboratoryjnych jak i odniesieniem si¢ do wczesniejszych doniesien przy
wykorzystaniu wszystkich dostepnych narzedzi.

Na szczeg6lng uwage zastuguje natomiast podrozdziat 3.3, w ktérym Doktorant skupit sie na
poréwnaniu zaleznosci réznych projekcji od aktywnosci/obecnosci MMP-3. Wykazat on, ze MMP-
3 reguluje LTP w projekcji CA3-CALl ate nie MF-CA3. Co wigcej wskazal, iz MMP-3 jest istotne
dla plastycznosci zaleznej od kanatow wapniowych typu L. Podobnie jak w przypadku
podrozdzialu 1.1 Wynikéw sa to badania nowatorskie przeprowadzone przy uzyciu nowoczesnych
narzedzi i na najlepszym poziomie. Moje jedyne zastrzezenie jest takie, ze warto bylo sie pokusic o
potwierdzenie braku udzialu MMP-3 w LTP w projekcji MF-CA3 rowniez z wykorzystaniem
myszy pozbawionej genu mmp-3. Nadatoby to dodatkowej elegancji zaprezentowanym wynikom i
na pewno wzmocniloby wnioski wyciggniete przez Doktoranta.

Dyskusja jest napisana bardzo sprawnie, wcigga czytelnika i omawia najwazniejsze i
najoryginalniejsze z poczynionych obserwacji. Moja szczegdlng uwage zwrdcita postawiona przez
Doktoranta hipoteza, iz proteoliza wydzielanego presynaptycznie proBDNF przez produkowang
postsynaptycznie MMP-9 moze stanowi¢ nowy rodzaj tzw. detektora koincydencji w plastycznosci.
Wymagatoby to jednak np. bezspornego wykluczenia produkcji i wydzielania proBDNF
postsynaptycznie 1 autokrynnego dzialania BDNF. A spor wcigz trwa, jest coraz bardziej
intensywny i najprawdopodobniej najblizsze lata nie doprowadza do jego ostatecznego rozwigzania.
Pomimo, mojej pozytywnej oceny dyskusji chcialbym jednak zwroci¢ uwage na jedno miejsce, w
ktorym zastosowano wnioskowanie na wyrost. Na stronie 140 Doktorant opisuje przyklady
zastosowania poziomu MMP-9 w roznych tkankach, jako markerow pewnych stanow
patologicznych. Na podstawie tych przykladow stwierdza, iz .,potwierdzaja one bezposrednio
hipoteze mowiaca, iz poziom obwodowej lub mozgowej MMP-9 wplywa na zdolnosci
kognitywne”. Pozwolg¢ sobie nie zgodzi¢ si¢ z tym stwierdzeniem. Prace, o ktorych mowa
stwierdzaja tylko korelacje zwigkszonego poziomu MMP-9 lub jej aktywnej formy z danym stanem
klinicznym. Sa to obserwacje wazne, ale na ich podstawie nie mozna wycigga¢ bezposrednich
wnioskow przyczynowo-skutkowych.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest przygotowana bardzo starannie. Zostala napisana
poprawnym jezykiem i w bardzo przejrzysty sposdb. Jak w wiekszosci tak diugich tekstow, ktore
do tej pory miatem szanse ocenia¢, takze Doktorantowi nie udato si¢ unikngé drobnych pomytek
oraz bledow literowych, ktore jednak nie przeszkadzaja w zrozumieniu tekstu i ktérych nie bede
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cytowa¢. Wspomne tylko o paru niedoskonatosciach, ktérych warto bytoby unika¢ w przysztosci,
tak w tekstach naukowych jak i w nauczaniu kolejnych pokolen mtodych naukowcow.

1. W poprawnym naukowym jezyku polskim modyfikacje bialek sa potranslacyjne, nie
posttranslacyjne,

2. Pomimo, iz czgsto uzywamy w codzienno$ci laboratoryjnej sformutowania akrlamid, to
poprawna nazwa po polsku to akryloamid,

3. Cho¢ sam osobiscie bardzo tego zatuje, w poprawnej polszczyznie naukowej, tylko geny
moga ulega¢ ekspresji lub nadekspresji. Biatka sg produkowane lub nadprodukowane.

4. Sugerowalbym w przyszlosci unikanie bezposrednich ttumaczen z jezyka angielskiego lub
kalek jezykowych bez wczesniejszego sprawdzenia poprawnosci takiego ttumaczenia. Na
przyktad stowo okludowa¢, ktérego Doktorant uzywa nagminnie w rozprawie, wg stownika
wyrazow obcych oznacza: zatrzymaé substancje obce, zwlaszcza gazy i ciecze lub laczenie
si¢ frontéw atmosferycznych. Watpie, iz oto Autorowi chodzito. Z kolei, ROI ttumaczy si¢
raczej, jako obszar zainteresowania lub obszar analizy, niz interesujacy obszar.

Warto podkresli¢, iz rozprawa zostala zilustrowana licznymi schematami i tabelami
ufatwiajacymi zrozumienie poruszanych zagadnien z zakresu neuroanatomii, elektrofizjologii oraz
biologii molekularnej synaps i macierzy zewnatrzkomorkowej. Z kolei, wyniki sg zilustrowane
licznymi przejrzystymi rycinami. .

Whiosek koncowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pana mgr
Grzegorza Wiery spelnia wymagania okreslone odpowiednimi przepisami. Wyniki zostaty
uzyskane za pomocg adekwatnych metod i przyczynily si¢ do poszerzenia naszej wiedzy na temat
roli metaloproteinaz z rodziny MMP w plastycznosci neuronalnej. W zwigzku z tym wnosze do
Rady Naukowej Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pana
mgr Grzegorza Wiery do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na
wysoka jakos¢ i znaczenie poznawcze uzyskanych wynikow wnioskuj¢ o wyroznienie rozprawy.
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Prof. dr hab. Jdcek Jaworski
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