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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Lebidy pt.

»Wptyw treningu warunkowania klasycznego oraz aktywnosci metaloproteinaz

na dtugotrwaty plastycznos¢ synaptyczng w korze somatosensorycznej myszy”

Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byto zbadanie jak warunkowanie klasyczne
oraz aktywnos$¢ metaloproteinaz wptywa na dtugotrwatg aktywnos$é plastyczng w korze
barytkowej myszy. Opisane w dysertacji badania sg czescia prowadzonych w wielu
laboratoriach na $wiecie badan nad neuroplastycznoscia, lezgcq u podstaw fundamentalnych
funkcji naszego moézgu. Autorka we wstepie swojej rozprawy, w oparciu o dolbrze dobrang
literature, przedstawia istniejacy stan wiedzy dotyczacej plastycznosci neuronalnej, skupiajac
sie na zagadnieniach najistotniejszych w Swietle przeprowadzonych i opisanych badanh
naukowych. Oryginalne cele naukowe, ktére wyznaczyta sobie mgr Lebida s3 w rozprawie
doktorskiej jasno i poprawnie sformutowane. Sg one zebrane nie tylko w osobnym rozdziale
pracy, ale réwniez w odpowiednich podrozdziatach obszernego wstepu, gdzie Autorka
przedstawiajgc aktualny stan wiedzy, stawia bardzo ciekawe pytania podkreslajace trafnosc
podjetej problematyki naukowej.

W swoich badaniach, opisanych w rozprawie doktorskiej, mgr Katarzyna Lebida
prowadzita obserwacje zjawisk biologicznych wykorzystujgc techniki elektrofizjologiczne
in vitro oraz zymografie in situ potaczong z technikami immunofluorescencyjnymi. Zabiegi
eksperymentalne majgce na celu wprowadzenie zmian w obserwowanych zjawiskach, a tym
samym wyjasnienie mechanizméw lezgcych u ich podtoza, , polegaty na poddaniu zwierzat
(myszy) treningowi warunkowania klasycznego albo farmakologicznym blokowaniu
aktywnosci metaloproteinaz. Szczegoty uzytych technik eksperymentalnych oraz metod
analizy uzyskanych danych zostaly dos¢ nalezycie opisane w osobnym rozdziale rozprawy
doktorskiej. Niestety czes¢ wykreséw zawarta w rozdziale 3 (opisujgcym materiaty i metody

uzyte podczas badan), zostata przygotowana na bazie tzw. zrzutdw ekranu, co znacznie



utrudnito, a w niektdrych przypadkach wrecz uniemozliwito odczytanie zawartych na nich
informacji, np. skali i jednostek osi. Na korzy$¢ pracy, wptywa fakt, ze tresci wybranych
wykresow, ktére uznane zostaty przez Autorke za istotne, zostaty zmodyfikowane tak, by dato
sig je odczytaé. Pomimo doktadnej lektury dysertacji, niektére aspekty strony technicznej
przeprowadzonych eksperymentéw wcigz pozostaty dla mnie niejasne. Autorka niestety
nie okresla w oparciu o jakie/czyje obserwacje stwierdzono, ze zastosowany szck elektryczny
podawany na ogon zwierzecia podczas warunkowania klasycznego ,(...) powoduje ruch ogona,
ale nie wokalizacje”. Ponadto, nie zostato wyraznie wyjasnione ani poddane dyskusji, dlaczego
uzyskanie takiej, a nie innej reakcji zwierzecia na zastosowany bodziec byto istotne.
Dla ogdlnej interpretacji i odniesienia uzyskanych wynikdw do istniejacej wiedzy na temat
plastycznosci obwoddéw neuronainych jest wazne, czy przeprowadzone warunkowanie
klasyczne byto awersyjne, czy tez nie. Nalezy jednak podkresli¢, ze dobér technik
eksperymentalnych i wieloletnie, udokumentowane obszernym dorobkiem naukowy,
doswiadczenie mgr Katarzyny Lebidy w ich stosowaniu, jest trafny i bez watpienia pozwolit
0siggnac wyznaczone cele naukowe.

Rezultaty przeprowadzonych przez panig Lebide badan zostaty klarownie
przedstawione w czterech logicznie utozonych podrozdziatach. Kazdy z nich przedstawia
wyniki odpowiadajgce na kolejne pytania Autorki niniejszej rozprawy doktorskiej. Wyniki
badan zostaty dos¢ precyzyjnie opisane i jasno zilustrowane graficznie, cho¢ niektére kwestie
budza moje uwagi.

Duzym problemem przy szacowaniu wiarygodnosci wynikéw przeprowadzonych
badar jest brak informacji na temat liczby zwierzat, ktore zostaly wykorzystane
w poszczegolnych grupach eksperymentainych. Tym samym nie wiadomo, na ile
reprezentatywne s3 liczby neuronéw wykorzystane przy obliczaniu parametréw opisujacych
badane zjawiska neurofizjologiczne. Jest to szczegdlnie waine w przypadku mato liczebnych
prob, w oparciu o ktére doktorantka okreélita niektére parametry podane w pracy (np. gesto$é
pradu tonicznego w neuronach FS u zwierzat poddanych warunkowaniu klasycznemu). Ufam,
ze podane liczby neurondw ,pochodzity” z odpowiedniej liczby zwierzat, o czym zapewne
doktorantka poinformuje podczas obrony swojej pracy.

Autorka rozprawy doktorskiej niestety nie wytamata sie z powszechnej w pracach
naukowych, lecz ztej praktyki, podawania wartoéci érednich w celu opisania prob, ktérych

rozktad odbiega od normalnego. W takim przypadku, nalezy podac¢ warto$¢ srodkowa



(mediang) i przedziat miedzykwartylowy préby. Nalezy jednak podkreéli¢, ze autorka pracy
poprawnie uzaleznita dobdr zastosowanych testow statystycznych od rozktadu badanej préby,
a tym samym opisane w pracy zmiany parametréw opisujgcych procesy biologiczne nie budza
zastrzezen. Szkoda jedynie, ze nie podano doktadnych wartosci statystyki p, w szczegéInosci
w przypadku uznania rdznic, za statystycznie nieistotne.

Autorka pracy w rozdziale 4.1.2. stwierdza, ze STDP wywotana precyzyjrnym zgraniem

czasowym potencjatéw czynnosciowych i EPSP, prowadzi u zwierzat kontrolnych (grupy
nazwane w pracy naive oraz PSEUDO CS + UCS), do powstania dtugotrwatego wzmocnienia
synaptycznego. Niestety nie wiadomo, czy obserwowany wzrost amplitudy EPSP
po procedurze zgrania ze sobg w czasie EPSP i AP, jest istotny statystycznie
(np. czy znormalizowany EPSP po indukcji réini sig istotnie od jednosci). W przypadku
wynikow opisujacych LTD, podobnie jak w przypadku wynikéw dotyczacych LTP, ich
wiarygodnos¢ mozna by wzmocni¢ poprzez dodatkowy analize statystyczng. Szczegdlnie
bytoby to cenne dla poparcia stwierdzenia pojawiajgcego sie w podrozdziale 4.2.5. rozprawy,
ze pomimo ostabienia indukcji dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego przy obecnosci
DMSO w ACSF, zjawisko LTP wcigz zachodzi.
Odnosze wrazenie, ze dynamika i sita indukowanych proceséw plastycznosci diugotrwatej
(zaréwno LTP, jak i LTD) w grupach kontrolnych (,naive” vs ,ctr”; rysunek 4.2.A. vs 4.9.A.
dia LTP; rysunek 4.3.A. vs 4.10.A. dla LTD) s3 rézne. Jesli tak, to z czego to magto wynikaé?
Z réznych warunkéw podczas przeprowadzania réznych serii eksperymentéw? A moze z faktu,
Ze grupa ,naive” byta przyzwyczajana do unieruchamiania (dybowania), a grupa ,ctr” nie?

Autorka rozprawy niezbyt fortunnie opisuje zmiany w amplitudzie EPSP po indukcji
dtugotrwatych zmian plastycznych poprzez wywotanie STDP, uizywajac okreélenia ,$redni
wzrost amplitudy” dla podanych znormalizowanych wartosci (np. rozdziat 4.3.2., strona 113:
,Sredni wzrost amplitudy EPSP {...) po indukcji LTP, w stosunku do amplitudy EPSP przed
indukcjg LTP wynidst: 1.58 + 0.31(...)”, podczas gdy $redni wzrost {(w stosunku do wartoéci
przed indukcja), w tym przypadku wynidst 0.58; rozdziat 4.3.3., strona 115 ,Srednia redukcja
amplitudy EPSP przed indukcja LTD wynosita: 0.66 £ 0.26, n = 6 i 0.75 £ 0.13, n = 5, (...)",
podczas gdy srednie redukcje wynosity odpowiednio (podaje bez wartoéci btedu): 0.34 i 0.25).
Na koficu rozdziatu 4.2. autorka stwierdza, ze analiza statystyczna parametréw opisujacych

wiasciwosci elektrofizjologiczne interneurondéw typu FS w réznych grupach zwierzat (naive,



PSEUDO CS + UCS, CS + ucs), wykazata brak istotnych réznic, lecz nie przytacza zadnych
wynikow statystyk oraz nie okresla zastosowanego testu.

Uwaznie przygladajac sie przedstawionym w pracy zmianom amplitudy EPSP
po indukcji STDP, u zwierzat poddanych warunkowaniu klasycznemu, moina odnie$é
wrazenie, Ze nastepuje nie tyle upo$ledzenie LTP, jak twierdzi autorks, co proces
dtugotrwatego ostabienia synaptycznego. To przeswiadczenie, oraz budzgce sie niejasnosci,
ulegajg wzmocnieniu podczas lektury kolejnego rozdziatu (4.1.3.), w ktérym autorka zmiany
amplitudy EPSP o podobnej wartosci, tym razem wywotane procedurg odwrdconego
parowania, nazywa dtugotrwatym ostabieniem synaptycznym. Podobne zjawisko, polegajace
na zmianie charakteru dtugotrwatych zmian plastycznych (LTP->LTD) w wyniku manipulacji
eksperymentalnych, autorka opisuje w rozdziatach dotyczacych mataloproteinaz, ale tym
razem unika wczesniej wspomnianego braku precyzji w opisie obserwacji. Nalezy podkresli¢,
Ze autorka pracy zauwaza wywotane warunkowaniem klasycznym odwrdcenie kierunku zmian
plastycznych (ze wzmocnienia na ostabienie synaptyczne) wywotywanych przez zastosowany
model indukgji, i wyraZnie podkresla to ciekawe zjawisko na poczatku dyskusji. Co wiecej,
autorka rozprawy w tej czesci dyskusji bardzo sprawnie wykorzystuje swojg szerokg wiedze,
przytaczajac szereg podobnych obserwacji poczynionych przez innych naukowcéw badajacych
plastycznos¢ synaptyczng w innych obszarach mdzgu (np. korze motorycznej i wzrokowej,
niektoérych elementach kompleksu jagder migdatowatych, hipokampie). Bardzo silng strong
dyskusji tej czesci wynikdw, jest podkreslenie réznic pomiedzy opisanymi obserwacjami,
a wynikami doswiadczen przeprowadzonych na innych obwodach mézgowych. Nie sposéb sie
nie zgodzi¢ z propozycja autorki pracy, ze réznice te moga wynikaé z innego modelu indukgiji
procesow synaptycznych jakie stosowano w przytoczonych pracach. Swiadczy
to o umiejetnosci autorki do osadzenia wynikéw swoich badan w szerszym kontekscie.

W pracy doktorskiej mgr Katarzyny Lebidy wystepujg okresSlenia i sformutowania
ktérym, moim zdaniem, brakowato precyzji, cho¢ z szerszego kontekstu mozna byto sie
domysli¢ ich doktadnego znaczenia. Przyktadem sg uiyte przez autorke nazwy niektérych
parametréw opisujgcych wiasciwosci elektrofizjologiczne badanych komdrek nerwowych: jest
»potencjat blonowy neuronu (Vn)”, precyzyjniej by byto ,spoczynkowy potericjat btonowy
neuronu (Vm); jest ,szybka hiperpolaryzacja nastepcza (fAHP)”, precyzyjniej by byto
»amplituda szybkiej hiperpolaryzacji nastepczej (fAHP)”. Przyktadem zbyt daleko idacego

skrotu myslowego jest stwierdzenie w podpisie rysunku 4.4., ze ,Prad toniczny wywotano



za pomocg aplikacji 100uM PTX”. Tekst pracy doktorskiej sprawia pozytywne wrazenie
od strony formalno-jezykowej, stylistycznej i interpunkcyjnej, ktorego nie zaburzajg
pojawiajace sie w nim niezbyt liczne, drobne bfedy literowe i jezykowe.

W dyskusji autorka rozprawy doktorskiej w jasny i przejrzysty sposob dokonuje
syntezy uzyskanych wynikéw z istniejaca, obszerng wiedza na temat proceséw plastycznosci
w obwodach korowych, w szczegdlnosci w korze barytkowej gryzoni. Podobnie jak we wstepie,
autorka opiera sie na dobrze dobranej i prawidtowo cytowanej literaturze naukowej.
Szczegdlnie warte docenienia jest to, ze w wielu miejscach dyskusji opisanych wynikdw,
autorka rozprawy stawia istotne pytania dotyczace elementéw badanego zjawiska i trafnie
sugeruje dalsze kierunki badan. Ze sposobu prowadzenia dyskusji mozna wywnioskowac,
ze pani Lebida jest sSwiadoma ograniczen badan naukowych oraz zdaje sobie sprawe z granic
interpretacji uzyskanych wynikéw (np. zwigzanych z identyfikacjg typdw interneuronéw
GABAergicznych). Autorka pracy, dyskutujgc uzyskane wyniki, proponuje rowniez ciekawe
badania, ktére pozwolity by poszerzy¢ i doprecyzowaé obserwacje opisane w niniejszej
rozprawie doktorskiej.

Badania pani Lebidy pokazaly, ze warunkowanie klasyczne, w ktérym bodziec
warunkowy jest odbierany przy pomocy wibrysow, zaburza dtugotrwate wzmocnienie
synaptyczne indukowane w korze barytkowej oraz zmniejsza gestos¢ tonicznego pradu
hamujgcego w niektdrych typach komdrek warstwy 1I/11l tego obszaru korowego. Co wiecej,
opisane wyniki pozwolity stwierdzié, ze metaloproteinaza 9 ma istotne znaczenie podczas
zachodzenia proceséw neuroplastycznosci w korze barytkowej myszy. Podsumowujac,
w swojej rozprawie doktorskiej pani Katarzyna Lebida opisuje oryginalne badania naukowe,
ktorych wyniki poszerzajg naszg aktualna wiedze neurobiologiczna.

Przedstawiona do recenzji rozprawe doktorska mgr Katarzyny Lebidy oceniam
pozytywnie, stwierdzam, Ze spetnia ona warunki okreslone w art. 13 ust 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z péin. Zm.) i wnioskuje do Rady Wydziatu Lekarskiego

Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Katarzyny Lebidy do dalszych
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etapow przewodu doktorskiego.



