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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR KATARZYNY LEBIDY PT. ,WPLYW
TRENINGU WARUNKOWANIA KLASYCZNEGO ORAZ AKTYWNOSCI
METALOPROTEINAZ NA DLUGOTRWALA PLASTYCZNOSC SYNAPTYCZNA W
KORZE SOMATOSENSORYCZNEJ MYSZY".

Praca doktorska Pani mgr Katarzyny Lebidy jest dla mnie bardzo interesujaca,
gdyz zawarte w niej doswiadczenia badajg mechanizmy uczenia si¢ w modelu
eksperymentalnym stworzonym w mojej pracowni. W tym modelu trening
prowadzony jest w paradygmacie warunkowania klastycznego, w ktérym pobudzenie
rzedu wibryss na pyszczku myszy konczy si¢ bodzcem awersyjnym — niewielkim
szokiem elektrycznym w ogon. Naturalng reakcjg myszy na taki szok jest
znieruchomienie, w naszych warunkach przejawia sie to ustaniem ruchéw gtowy w
kierunku stymulatora pobudzajacego wibryssy. W nawigzaniu do znanej reakcji
zamierania (ang. freezing) wystepujgcej w kilku innych modelach warunkowania
klasycznego, nazwali$my te reakcje _mini-freezing” Pokazali$my, ze 24 godziny po
zakonczeniu treningu reakcja ta wystepuje po samym pobudzeniu wibryss (bodziec
warunkowy), co $wiadczy o wytworzeniu asocjacii pomiedzy bodZzcem warunkowym i
bezwarunkowym, czyli o uczeniu asocjacyjnym. Proces warunkowania w naszym
modelu do$wiadczalnym wywotuje powiekszenie reprezentacii pobudzanych w
treningu wibryss w pierwotnej korze somatosensorycznej w obszarze reprezentacii

wibryss, czyli w korze barytkowej, co pokazalismy za pomoca autoradiografii [14C]-2-



deoksyglukozy. Zmiany te sg najsilniejsze w IV warstwie kory i zrobiliSmy sporo
badan charakteryzujacych je w tym miejscu. Praca Katarzyny Lebidy posuwa granice
naszej wiedzy dalej, gdyz dotyczy potgczen pomiedzy czwartg a trzecig warstwa
kory. W do$wiadczeniach badano STPD - forme plastycznoéci synaptycznej

wystepujacg w warstwach nadziarnistych.

Rozprawa doktorska Katarzyny Lebidy jest rozbudowana i, w mojej opinii, zawiera
materiat eksperymentainy, ktory wystarczytby na dwa doktoraty. Ma bardzo dtugi
wstep, bedacy kompendium informacji na temat anatomii i fizjologii kory barytkowej.
Jest to godne uznania. Pewne niescistosci, ktore zauwazytam to czeste wymienianie
jednym tchem wynikow dotyczacych myszy i szczura. Mimo, ze struktury drogi
czuciowej od wibryss do barytek w korze s3 bardzo podobne, to, jak mowi tytut
znanej pracy ,a mouse is not a little rat’, jednak nie sg identyczne i przy podawaniu
doktadnych danych liczbowych trzeba uwazacé i odnosi¢ je do gatunku. Np. septa
miedzy barytkami sg szerokie u szczura a bardzo waskie u myszy (0 czym autorka
zreszta wspomniata) co powoduje zapewne inng integracje sygnatu z wielu wibryss u

tych gatunkow.

Inne drobne uchybienia: schemat potgczen (Rys.1.1.) nie pokazuje projekciji
dokorowej z jgdra tylnego wzgdrza, opisywanej w tekscie. Btednie nazwana jest
gataz nerwu szczekowego unerwiajaca wibryssy — nie podczotowa, a
podoczodotowa. Oficjalna nazwa wasow twarzowych to wibryssy, nie wibrysy.
Podawane na str. 15 dane o wymiarach pojedynczej barytki sg bez znaczenia, gdyz
barytki moga by¢ duze albo mate, nalezy podac ktorej konkretnie dotyczy pomiar
(np.C3). Rozdziat o plastycznosci jest w catoéci bardzo dobry, zwracam jednak
uwage na to, ze eksternalizacja | internalizacja receptorow AMPA nie jest jedynym
mechanizmem plastycznosci homeostatyczne;. W rozdziale na temat plastycznosci
kory barytkowej brakuje powotania si¢ na prace pokazujgce ogromna plastycznos¢
aksonow wewnatrzkorowych w korze barytkowej, a takze plastycznos¢ potaczen

korowo-wzgorzowych w tym obszarze.

Metody sa opisane znakomicie (z jednym wyjatkiem) i mogg stanowi¢ wzor do
nasladowania przez doktorantéw. Niestety nie udato mi sie w nich znalez¢ informacji
co do odlegtosci czasowej momentu eutanazji | pobrania moézgow od zakonczenia

treningdw. W wiekszosci prac na tym modelu byto to 24 godziny po zakonczeniu



treningu, tak, aby obserwowac relatywnie trwatg zmiane plastyczng ale oczywiscie

mozna badac¢ inny etap powstawania zmian plastycznych.

Wyniki opisane sg bardzo dobrze i bardzo dobrze zilustrowane. Wykresy i tabele s
wyczerpujaco opisane, a zastosowane testy statystyczne sg wiasciwe. Badania w
ramach rozprawy doktorskiej obejmuja doswiadczenia elektrofizjologiczne robione
technika patch-clamp oraz zymografig in situ. Przebadano w tych samych testach
skrawki mozgu z trzech grup zwierzat — warunkowanych, pseudowarunkowanych i

kontrolnych.

Bardzo wazny wynik to wysycenie LTP indukowanego w paradygmacie STDP w
projekcji z czwartej do trzeciej warstwy kory. Interpretacja takiej zmiany opiera sie na
przypuszczeniu, ze warunkowanie wywotato w tej projekciji LTP o takiej sile, ze
wiekszej odpowiedzi nie mozna juz uzyskac¢. W wielu pracach dotyczacych
dowodéw na udziat LTP w uczeniu sie takie wysycenie jest dowodem na
zaangazowanie LTP w mechanizm uczenia sie. To pierwsza w historii badan tego
modelu eksperymentalnego dana dotyczgca zmian w projekcji z IV warstwy do

warstw nadziarnistych.

Nastepnym etapem byto badanie GABA-ergicznych pradéw tonicznych w neuronach
gornych warstw kory. Znaleziono zmniejszenie gestosci GABA-ergicznego pradu
tonicznego w interneuronach, ale nie w neuronach piramidowych, u myszy
warunkowanych. Podobne wyniki dla interneuronow warstwy 1V znalazta uprzednio
inna praca z laboratorium prof. Mozrzymasa, jednak wyraznie wptyw warunkowania
na piramidy IV warstwy jest rézny niz na piramidy Il warstwy, mimo ze analiza
parametrow potencjatéw czynnosciowych i biernych wtasnosci btony nie wykazatfa

zadnych réznic.

Druga czes$¢ pracy to badanie roli metaloproteinaz w plastycznosci kory barytkowe;
wywotanej warunkowaniem. Dziatanie metaloproteinaz jest niedawno odkrytym
mechanizmem wspdtpracujgcym w plastycznosci neuronalinej. Miedzy innymi
pokazano, ze w nokaut metaloproteinazy 9 w korze barytkowej uposledza zmiany
plastyczne wywotane deprywacja sensoryczna. Doktorantka odkryta, ze inhibitor
aktywno$ci metaloproteinaz uniemozliwia wywotanie LTP w projekgji z [V do Il
warstwy, mimo braku wptywu na bazowg transmisje synaptyczng. Przediuzone

dziatanie inhibitora spowodowato powstanie LTD zamiast LTP. Natomiast na efekt



stymulacji wg. protokotu wywotujacego LTD inhibitor metaloproteinaz nie miat
wptywu. Doktorantka stosujac rozne inhibitory stwierdzita, ze zaobserwowany efekt
byt skutkiem dziatania MMP9. Przy okazji pokazata, ze stosowanie powszechnie
uzywanego w podaniach domézgowych rozpuszczalnika DMSO znaczaco wptywa na

wielkosé LTP — to jest powazne ostrzezenie dla wielu eksperymentatorow.

Doktorantka pokazata rowniez wptyw warunkowania na aktywnos$¢ tkankowa
metaloproteinaz w kolumnie korowej nalezacej do stymulowanej wibryssy. W
warstwie IV zaobserwowata wzrost aktywnosci zelatynolitycznej, natomiast nie byto
jej w I/l warstwie kory. £aczac zymografie in situ z immunoreakcjg na VGlut-2, co
znakuje zakonczenia aksonow ze wzgérza, pozwolito zlokalizowac wzrost aktywnosci
zelatynolitycznej w okolicy zakonczen tych aksonow. Doktorantka podkresla tu
glutaminianoergiczny charakter tych zakonczen, jednak nie wydaje mi sig to istotne.
Wszystkie potgczenia wewnatrzkorowe takze sg glutaminianoergiczne. \Waznym
czynnikiem musi wiec by¢ jakis proces, ktory zachodzi akurat w tych, a nie w innych
synapsach glutaminianoergicznych. Dyskusja wynikow tego nie uwzglednia, a
powinna, bowiem pokazanie aktywnosci MMP 9 w poblizu zakonczen aksonow ze

wzgorza to wazny wynik.

Doktorantka w dyskusji rekapituluje wyniki pracy i stara sie je wytlumaczyc, nie
zawsze jest to mozliwe nawet w oparciu o dane literaturowe. Rozwazania dotycza
wszystkich aspektow wynikow i sg staranne | inteligentne. Doktorantka udowadnia w
dyskusji dobrg znajomosc literatury tematu i swojg umiejetnosé wyciggania
wnioskow. Natomiast nagle zaczyna uzywac sformutowanie ,zmiany
plastycznosciowe”, czego nie robita we wstepie w rozdziale o plastycznosci. To
brzydki neologizm, radze trzymac sie przyjetej nomenklatury. Rowniez nie powinno

sie stosowa¢ terminu glutamatergiczny” tylko glutaminianoergiczny.

Przedstawiona mi rozprawa doktorska zawiera wiele wynikow istotnych dla
Zrozumienia mechanizméw plastycznosci mozgu. Pomystowe testowanie
plastycznosci synaptycznej w paradygmacie STDP wydaje mi sie znakomitym
pomystem. Zgadzam sie z konkluzjami o roli czwartej warstwy kory zmianach
plastycznych wywotanych warunkowaniem i doceniam odkrycie plastycznosci
synaptycznej w potgczeniach miedzy czwartg i trzecig warstwa. Udowodnienie roli
MMP 9 w plastyczno$ci kory mézgowej wywotanej przez uczenie sig jest waznym

odkryciem.



Podsumowujgc, rozprawa zawiera bogaty materiat eksperymentainy, a badania
dotycza mechanizmoéw uczenia si¢ i pamieci, bedgcych w centrum zainteresowan
swiatowej neurobiologii. Do$wiadczenia s zmyslnie zaprojektowane i dobrze
opracowane analitycznie. Uwazam, ze rozprawa pani mgr. Katarzyny Lebidy spetnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim w art.13 ustawy z dnia 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U.Nr 65, 0z.595, z pdzn.zm.). Whnioskuje do Rady Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr

Katarzyny Lebidy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prace oceniam bardzo wysoko i wnoszg 0 jej wyroznienie.
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