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rozprawy doktorskiej Pani magister inzynier Darii NOWAK pt.

»Rola metaloproteinazy 3 w procesach neuroplastycznosci na poziomie

funkcjonalnym i strukturalnym hipokampa myszy”

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (MMPs), odkryte w roku 1962 przez
Grossa i Lapiera to enzymy z grupy endopeptydaz zaleznych od Zn*'. Powoduja one
degradacje bialek budujacych blony podstawne i macierz zewnatrzkomdrkowa, uczestniczac
zarbwno w wielu podstawowych, procesach fizjologicznych, jak i patologicznych
organizméw zywych. Od momentu, kiedy Vaillant i wspolpracownicy w 2003, wykazali
udziat MMP-9 w rozwoju mézdzku, poprzez regulacje wzrostu i migracj¢ jego aksonow,
stwierdzono, ze metaloproteinazy w tym na pewno MMP-9, moga by¢ zaangazowane w
prawidlowy rozwdj mézgowia, czyli proces neuroplastycznosci.

Tym wilasnie zagadnieniom poswigcona jest dysertacji Pani mgr inz. Nowak, ktéra
stawia og6lne pytanie, dotyczace udzialu MMP-3 w procesach neuroplastycznosci. Pytanie
to z jednej strony jest kontynuacja konsekwentnie i z duzym sukcesem prowadzonych od
kilku lat badan grupy Profesora Mozrzymasa — promotora doktoratu, z drugiej za$ istotna
czescia aktualnie realizowanego projektu NCN. Podkreslam to, rowniez dlatego, ze czes¢
wynikéw recenzowanej pracy zostala juz opublikowana w czasopismach o wysokim
wspolczynniku przebicia, a kolejne sa w trakcie recenzji. A zatem, sam pomyst
realizowanych badan, jak i czesciowe wyniki, poddane juz zostaly surowej ocenie

niezaleznych recenzentéw, specjalistow badanych zagadnien.

Praca doktorska mgr inz. Nowak, ma typowy uklad, liczy 142 strony, podzielona jest
na przyjete w tego typu pracach rozdzialy i podrozdzialy, zawiera 189 pozycji dobrze

dobranej literatury, posréd ktorej ponad 30% pochodzi z ostatnich 4 lat. Swiadczy to o



bardzo dobrym merytorycznym przygotowaniu doktorantki do podjetego tematu i
dyskusji otrzymanych wynikéw. Moja uwage zwrocit rozdzial pracy, w ktérym autorka
przedstawia swoO] dorobek naukowy. Wynika z niego, ze nie konczyla studidow na
klasycznym kierunku biologicznym, a raczej biotechnologii uczelni technicznej? Fakt ten
dodatkowo podkresla odwage podjecia przez mgr inz. Nowak oryginalnego, trudnego
tematu biologicznego (neurobiologicznego) i dyskusj¢ otrzymanych wynikéw. By¢
moze tez jest on powodem, bardzo obszernego, detalicznego wstepu dysertacji, ktory
autorka zaczyna od omowienia budowy, dzialania i funkcji badanych biatek w procesach
fizjologicznych 1 patologicznych. Przedstawia budowe i funkcje hipokampa, synapsy, kolcow
dendrytycznych, plastycznos¢ synaps pobudzajacych 1 hamujacych, dlugotrwate
wzmocnienie i ostabienie synaptyczne. Konczy wstep omowieniem roli MMPs w ukladzie
nerwowym, szczegédlnie MMP-9 w jego plastycznosci i nie do konca poznanej roli MMP-3
w tym procesie, cytuje przy tym liczne prace rowniez macierzystej pracowni. W oparciu o
nie mgr Nowak, konczy wstgp trafnymi, jasno i logicznie sformulowanymi
szczegolowymi celami pracy. Po pierwsze, chce okresli¢ poziom MMP-3 w hipokampie
myszy w roznych odstepach czasowych od wywotania LTP w synapsach pobudzajacych, jak
i hamujacych, po drugie sprawdzi¢, czy MMP-3 i MMP-9 w indukcji LTD wykorzystuja
szlak NMDA- zalezny i po trzecie sprawdzi¢, czy MMP-3 zmienia struktur¢ neuronow

hipokampa, podobnie jak to bylo obserwowane przez innych w korze wzrokowej myszy.

Procedura badawcza, w ktorej autorka wykorzystuje trzy techniki: elektrofizjologiczng
rejestracje aktywnosci neuronalnej in vitro, biochemiczne oznaczanie metoda Western blot i
histochemi¢, jak i analiza otrzymanych wynikéw, nie budza zastrzezen. Tu réwniez,
podobnie jak we wstepie, opisy sg obszerne, miejscami zbyteczne, jak np. szczegotowy opis
wszystkich najdrobniejszych odczynnikow, czy stosowanej aparatury. Brakuje mi
natomiast informacji o calkowitej liczbie uzytych zwierzat, czy tez wyjaSnienia,
dlaczego zwierzgta byly trzymane w dwu réznych fotoperiodach (LD 10/14 i LD
12/12)?

Konsekwentna realizacja logicznie zaplanowanych zadan badawczych, przyniosta jasne
wyniki, ktore mgr Nowak opisala w réwnie bardzo czytelny sposob, jak i poprzednie
rozdzialy dysertacji. Wyniki ilustrowane sg przykladami immunodetekcji, wykresami
shupkowymi poziomu badanego biatka w okreslonych czasach pomiarowych, jak i krzywymi
wejscie-wyj$cie, wykresami zmiany amplitudy fEPSP, czy analiza stosunku nachylenia
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fEPSP drugiej do pierwszej odpowiedzi przed i po generowaniu synaptycznych odpowiedzi
w pomiarach elektrofizjologicznych. Odpowiednio dobrana analiza statystyczna, potwierdza
badz nie, istotno$¢ prezentowanych wynikéw, a zatem je uwiarygodnia. Brakuje mi troche
przykladéw oryginalnych rejestracji elektrofizjologicznych, ktére dla elektrofizjologa,

sq czesto czytelniejsze, niz zbiorcze wykresy stlupkowe.

Pani mgr Nowak, jednoznacznie stwierdzila, potwierdzajac wczesniejsze badania
behawioralne innych autordw, ze zardbwno poziom proenzymu, jak i formy aktywnej MMP-3
wazrasta po indukcji LTP w hipokampie myszy, w badanych przedziatach czasowych, co jest
jednoznacznym dowodem jej udzialu w procesach plastycznosci na poziomie tej struktury.
Rowniez na synapsach hamujacych nastapit wzrost, jednak tylko formy nieaktywnej MMP-3
i dopiero po 15 minutach od wygenerowania iLTP. Mimo to, autorka thumaczy i udowadnia,
ze jest to wystarczajacy dowdd na potwierdzenie udziatlu MMP-3 rowniez w ksztaltowaniu
plastyczno$ci hamujacej (GABA-ergicznej). Jest to pierwsze doniesienie, a zatem swego
rodzaju odkrycie, udzialu tej mataloproteinazy w generowaniu iLTP. Jak jednak
autorka rozumie tzw. ,,odmienno$é¢”, jak sam okresla (str. 113), synaps hamujjcych od
pobudzajagcych w kontekscie udziatu MMP-3 w generowaniu LTP? Jednoznacznie
negatywny jest tez wynik udzialu MMP-3 i MMP-9 w generowanie LTD przy udziale
receptorbw NMDA, jego zablokowanie nie ma wplywu na LTD, w przeciwiefistwie do
jednoznacznego zaangazowania w LTP. Tez nasuwa si¢ pytanie dlaczego? Wprawdzie nie
ma na nie jednoznacznej odpowiedzi, to jednak mozna probowa¢ pospekulowaé? Kolejny
Jnegatywny” wynik, to brak udzialn MMP-3 w zmianach morfologicznych, czyli
plastycznosci strukturalnej neurondéw piramidowych hipokampa, na ktorych stwierdzono
udziat MMP-3 w plastycznosci synaptycznej. Doktorantka w przeciwienstwie do kory
wzrokowej nie wykazata wplywu MMP-3 na morfologi¢ badanych neuronéw. Tu réwniez
ci$nie si¢ podstawowe pytanie, ktére autorka roOwniez sobie zadaje — dlaczego? Jesli
metodycznie nie bylo zadnych roznic w obu barwieniach Golgiego, to jak fizjologicznie,
mozna by tlhumaczyé tzw. ,,obszarowa specyficzno$¢”, na ktdra zwraca uwage doktorantka,
wplywu MMP-3 na morfologiczne zmiany neuronéw? Czy ta ,specyficzno$¢” nie jest
skutkiem, odmiennej (réznej) funkeji fizjologicznych tych dwu struktur mézgowych?

Podsumowujjc rozprawe doktorska Pani mgr inz. Darii Nowak, pragng
wyraznie podkreslié, ze doktorantka osiggnela zamierzone cele, wnoszac nie tylko

zupelnic nowe elementy do zrozumienia molekularnego  mechanizmu
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neuroplastycznosci rozwojowej mézgowia, szczegolnie udzialu w tym bardzo wainym
procesic MMP-3, ale takze uzupelnia istniejace informacje dotyczace roli MMP-9.
Wynikami swojej pracy przybliza nas do pelniejszego zrozumienia, tego fenomenu
jakim jest neuroplastyczno$¢é, w przyszloSci moga przyczynié si¢ one do wigkszego
wplywu na ten proces, szczegilnie, ze jest on ograniczony, tylko do pewnego

»Krytycznego” okresu naszego zycia.

Chciatbym takze podkresli¢, ze praca doktorska Pani mgr inz. Darii Nowak, mimo iz
opisuje trudne zagadnienia, jest bardzo czytelnie, jasno i zrozumiale napisana. Dodatkowym
pozytywnym uzupetnieniem, wzbogacajacym prace sg zataczone rownie czytelne schematy.
Czytajac, natrafitem na nieliczne literowki, interpunkcje, ktore nie majg zadnego znaczenia,
podobnie jak anglojezyczne okreslenia, takie jak np. w réznych przypadkach odmieniane:
Lekspresjonowanie”, czy ,akwizycja”, na wysoka ocen¢ merytoryczng dysertacji.

Uwazam zatem, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okreflone w art. 13 ust. 1
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 pbézn. zm.) i zwracam si¢ do Rady
Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu o dopuszczenie Pani

mgr inz. Darii NOWAK do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Krakéw dnia 01.czerwiec 2018. Prof. dr hab. Marian H. Lewandowski



