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Przedstawiona do recenzji praca Pana mgr Marcina Wyro§laka ,,Badanie mechanizméw plastycznosci
transmisji GABAergicznej w interneuronach i komdrkach piramidowych hipokampa myszy” powstala pod
kierunkiem prof. dr hab. Jerzego Mozrzymasa w Katedrze i Zaktadzie Biofizyki i Neurobiologii Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu. Praca ma charakter zbioru dwéch tematycznie powigzanych
artykuléw naukowych opatrzonych dyskusja i wstgpem. Napisana zostata w jezyku polskim.

WARTOSC NAUKOWA ROZPRAWY

a. Oryginalno$¢ badan:

Badania zaprezentowane w pracy sa interesujace i naukowo istotne. Autor skupil si¢ na badaniu
plastycznosci przewodnictwa GABAergicznego zaréwno w neuronach projekcyjnych jak i dwoch giéwnych
klasach interneuronéw pola CAl hipokampa, skupiajac si¢ na stabo dotychczas poznanej roli tonicznego
hamowania GABA. Mechanizmy plastyczno$ci w synapsach glutaminianergicznych i GABAergicznych
wykazujg pewne podobienistwa, ale tez i rézmice. Dlatego dokladne zbadanie transdukcji sygnatéw
molekularnych oraz scharakteryzowanie udziatu poszczegblnych podjednostek receptoréow GABAa w
procesie plastycznodci przybliza nas z jednej strony do lepszego poznania samego zjawiska, a z drugiej do
ustalenia czy istnieja uniwersalne zasady plastyczno$ci synaptycznej. Warto$¢ recenzowanej pracy doktorskiej
wynika zatem po pierwsze z trafnie dobranego problemu badawczego. Po drugie, na podstawie badan
opisanych w publikacjach wchodzacych w sklad niniejszej rozprawy Autor wnioskuje, ze opisanym juz w
literaturze zmianom plastycznym w fazowym przewodnictwie GABAergicznym towarzysza réwniez zmiany
w przewodnictwie tonicznym — bardzo waznej komponencie regulujacej aktywno$¢ sieci neuronalnych i
stosunek przewodnictwa pobudzajacego do hamujacego. Jest to o tyle istotne, ze mimo wielu lat badan nad
tonicznym  przewodnictwem GABAergicznym 1 jego rola plastycznoéei, epileptogenezie czy
neurodegeneracji, dotychczas nie ustalono czy toniczne przewodnictwo GABAergiczne moze ulegad
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plastycznoéci analogicznie do przewodnictwa fazowego. Zatem recenzowana praca doktorska  wnosi
szczegoOlng wartosé — opisuje nowe fizjologiczne zjawisko regulujace aktywnosé sieci neuronalnych.

Cele badawcze zostaly dobrze zdefiniowane, a zestaw technik eksperymentalnych nie pozostawia
zastrzezen. Wykorzystujac myszy transgeniczne tzw. ,,reporterowe” mozliwe bylo efektywne prowadzenie
rejestracji  elektrofizjologicznych z relatywnie rzadko wystepujacych w hipokampie interneuronéw
parwalbuminowych i somatostatynowych, dzigki czemu scharakteryzowana zostata plastyczno$¢ nie tylko
neurondéw piramidowych, ale i neurondéw GABAergicznych.

b. Warto$é naukowa rozdziatow/artykutdw:

Os$ pracy stanowia dwa artykuly opublikowane w uznanych czasopismach naukowych (impact factor:
3.3, 5.3). Dorobek Autora wyszczegdlniony w pracy zawiera jeszcze jedna publikacje, roéwniez opublikowana
w szanowanym czasopi§mie (impact factor: 4.6). Prace, na podstawie ktorych przygotowano recenzowang
rozprawg stanowia spdjna calosé i sa rezultatem konsekwentnie i rygorystycznie prowadzonego programu
badawczego w grupie prof. dr hab. Jerzego Mozrzymasa. W toku opisanych badan scharakteryzowano
fenomen plastycznos$ci tonicznego przewodnictwa GABAergicznego najpierw w neuronach piramidowych, a
nastgpnie w interneuronach parwalbuminowych i somatostatynowych pola CAl hipokampa. Wykazano, Ze
wykorzystanie stosowanego w przypadku fazowego przewodnictwa GABAergicznego protokohu indukeji
plastyczno$ci GABAergiczne] przez podanie NMDA skutkuje wzrostem tonicznych pradow
GABAergicznych w neuronach piramidowych przez zwigkszenie udziatu podjednostek a5 w funkcjonalnych
receptorach GABA4. W przypadku interneurondéw mamy natomiast do czynienia z efektem zaleznym od typu
komérki. Interneurony somatostatynowe zachowywaly si¢ analogicznie do piramidowych, czyli toniczny prad
GABAergiczny nasilat si¢ dzigki zwickszeniu puli a5GABA 4. Interneurony parwalbuminowe wykazywaty z
kolei odwrotny efekt — toniczny prad GABAergiczny zmniejszal sie po wywotaniu plastycznos$ci podaniem
NMDA, a spadek ten wynikal ze zmniejszenia puli innego podtypu receptora — SGABAA.

Opublikowane wyniki sa warto$ciowe naukowo i wpisujg sie w zdefiniowane w pracy cele naukowe,
natomiast towarzyszacy im teoretyczny wstep i dyskusja sa dobrze dopasowane do catoksztattu tych badan i
stanowig ich wartoSciowe uzupelnienie i podsumowanie.

WARTOSC MERYTORYCZNA ROZPRAWY

Nalezy podkresli¢, ze publikacje naukowe zawarte w recenzowanej rozprawie cechuje wysoki poziom
trudnosci uzytych technik, co potwierdzi kazdy, kto miat styczno$é z metodami elektrofizjologicznymi typu
whole-cell patch clamp. Potaczenie elektrofizjologii z zastosowaniem zwierzat transgenicznych zapewnilo
Autorowi warsztat eksperymentalny wymagany do wykonania zadan badawczych. Na uznanie zastuguje
opanowanie przez Autora trudnych technik elektrofizjologicznych.

Niemniej jednak nieco rozczarowuje nie do konca rzetelne podejscie do statystyki i analizy danych. Choé
w sklad rozprawy wchodza prace juz opublikowane, a zatem juz zrecenzowane, nie zostaly poprawione pewne
statystyczne potknigcia, ktére co prawda na szcze$cie nie zmieniaja interpretacji wynikéw, ale mimo wszystko
$wiadcza o pewnych brakach w edukacji statystycznej Autora. Przykladowo w pierwszej pracy (Wyro$lak i
in., 2019) do analizy zmian w tonicznym pradzie GABAergicznym towarzyszacych indukeji plastycznosci
(Fig. 1B) zastosowano szereg sparowanych oraz niesparowanych testéw t-Studenta bez korekcji na
wielokrotno$¢ poréwnan, podczas gdy struktura eksperymentu wyraznie wyréznia dwa czynniki: podanie
etomidatu oraz indukcja plastyczno$ci. To narzuca wykorzystanie na przyklad klasycznej dwuczynnikowe;j
analizy wariancji z jednym czynnikiem sparowanym (etomidat), a drugim nie (plastyczno$é). Ponadto
szczegOty analizy statystycznej pradéw tonicznych nie zostaly opisane w rozprawie w czeéci ,,Materiaty i
metody” — nie zostat opisany proces otrzymania histograméw rozkladu pradéw, a przeciez nawet po ksztalcie
histograméw zaprezentowanych chociazby w Fig. 1A w Wyro$lak i in. (2021) widag, Ze prady fazowe zostaly,
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oczywiscie poprawnie, odfiltrowane przed konstrukcja histogramu aby nie zakldcaé pomiaru pradéw
tonicznych. Bytbym wdzigczny, gdyby Autor wyjasnit dlaczego nie opisat tych metod statystycznych, zaréwno
w rozprawie jak i w samych publikacjach oraz podjal si¢ tego wyjasnienia w trakcie obrony.

Same publikacje, jak rdwniez ich teoretyczna obudowa w postaci ocenianej rozprawy, prezentuja zebrane
dane w sposdb klarowny, rozsadny i krytyczny. Za$ dyskusja podsumowujaca zebrane artykuty jest napisana
syntetycznie 1 zwieZle; nie stanowi jedynie powtdrzenia czy powielenia dyskusji z poszczegdlnych prac.

POPRAWNOSC REDAKCYJNA ROZPRAWY

Recenzowana praca posiada klarowny i czytelny uktad, zawarto w niej wszelkie wymagane sekcje. Jak
wspomniatem wczeéniej — sekcja metodologiczna zawiera zbyt ubogie informacje na temat zastosowanych
procedur analizy danych. Je§li chodzi o wstgp i dyskusj¢ — mamy do czynienia z klarowna, przemyslana
wypowiedzig. Jezykowo praca stoi na satysfakcjonujacym poziomie, cho¢ mozna znalez¢ w niej literéwki oraz
uchybienia stylistyczne czesto wynikajace z tzw. ,kalki jezykowej” z jezyka angielskiego czy drobne
edytorskie pomylki (przyktady wyszczegélnione ponizej), ktdre nie zmieniaja sensu wypowiedzi, nie
utrudniaja jej zrozumienia ani nie wptywaja na ptynno$é lektury. Catos¢ jest napisana w sposdb czytelny i
zwigzly.

UWAGI KRYTYCZNE

Jak wspomniano powyzej, w tek§cie mozna znaleZ¢ niezbyt powazne bledy edytorskie, najczesciej sa to
proste literéwki trudne do wychwycenia w korekcie; przyktadowo ,,skupia si¢ na badania”. Rozprawa zawiera
tez, co jest czgstym problemem, stanowczo za wiele przecinkdw i zdan wielokrotnie ztozonych, co moze
skutkowaé utrudnionym czytaniem ze zrozumieniem. Do blgdéw edytorskich nalezy rowniez zaliczyC nie
pisanie kursywa lacifiskich nazw anatomicznych. Wszystkie wspomniane uwagi to oczywiscie detale nie
zmieniajace w istotny sposob caloéciowego odbioru dzieta, nie ma zatem sensu wymieniaé ich szczegétowo.

Kilka nasuwajacych si¢ w zwiazku z opisanymi w rozprawie badaniami kwestii, o ktére chciatbym
zapytaé:

e W ramach recenzowanej rozprawy scharakteryzowano plastyczno$é tonicznego przewodnictwa
GABAergicznego w obrebie pola CAl hipokampa. Czy Autor moglby si¢ pokusi¢ o hipotezg¢ jak owa
plastycznoé¢ wygladalaby w neuronach ziarnistych oraz interneuronach zakrgtu zgbatego hipokampa?
Zwlaszcza majac na wzgledzie anatomiczne réznice w udziale poszczegélnych podjednostek kanalow
GABAA..

e Bardzo prositbym o probg odpowiedzi na pytanie czy i w jaki sposéb stres i/lub podniesiony poziom
kortykosteronu moglyby wplynaé na plastycznoéé tonicznego przewodnictwa GABAergicznego? Czy
Autor uwaza, ze mogloby to mie¢ znaczenie kliniczne? Jesli tak, to jakie?

e Kwestia plci: w pracy jest mowa o wykorzystaniu obydwu plci myszy do badan. Jednak nigdzie nie jest
opisane czy w ogdle brano pod uwage czynnik pici oraz czy réznicowat on otrzymane wyniki. Proszg o
komentarz w tej sprawie.

OCENA KONCOWA

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca jest wartoSciowa poznawczo, prezentowane badania sa
dobrze uzasadnione i ciekawe, a sama tre$¢ rozprawy stoi na satysfakcjonujacym poziomie naukowym,
edytorskim i jezykowym. Spelnia ona wszelkie warunki stawiane rozprawom doktorskim.
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Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Marcina Wyro§laka spelnia
warunki okre$lone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2018r. poz. 1668 z poézn. zm.) i wnioskujg do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Marcina Wyro$laka do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

TAK/NEE

Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej. Uzasadnienie wniosku.

Prof. dr hab. Krzysztof Tokarski
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