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Kursywq zaznaczone sq moje uwagi i pytania

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska dotyczy intensywnie badanego, w znacznym
stopniu poznanego, ale nadal nie do konca zrozumiatego i opisanego, procesu zapamigtywania i
siggania do zasobow pamigci. Ta zdolno$¢ uktadu nerwowego jest charakterystyczna nie tylko dla
cztowieka i wyzszych kregowcow ale tez stwierdzona u wielu gatunkow zwierzat bezkregowych. Bez
tej zdolnoSci niemozliwe byloby uczenie si¢ czyli gromadzenie doswiadczen nawet tak
podstawowych jak zwigzanych ze zdobywaniem pokarmu i unikaniem zagrozen. Nie ulega
watpliwosci, ze zapis pamigci krotkotrwalej, jej konsolidacja, utrwalanie w zasobach pamigci
dhugotrwatej 1 przywolywanie stamtad wymagaja precyzyjnej kontroli i angazuja szereg czgsciowo
podobnych, ale tez w znacznym stopniu odrebnych szlakow sygnatlowych. Ich wspolng cechg jest
aktywacja receptoroOw na powierzchni neurondéw 1 indukcja sygnatu wapniowego. Sygnal ten w
bardzo duzym uproszczeniu polega na zmianie (wzrost i spadek) stezenia jondw wapnia w cytosolu,
przy czym jony te pochodzg albo z magazyndw wewnatrzkomorkowych (siateczki
srédplazmatycznej) albo spoza komorki. Jezeli zagltebimy si¢ bardziej to okaze si¢, ze nie chodzi
tylko o stezenie Ca®* ale takze o wewnatrzkomoérkowg lokalizacje tych zmian, ich szybkos¢ i trwatosé
w czasie oraz charakterystyke oscylacji fali wapniowej wyrazanej poprzez czgstotliwos$¢ i amplitude.
Wszystkie te parametry sg specyficznie dekodowane przez odpowiednie biatka, a zatem musza
powstawac w sposéb $ci§le kontrolowany i charakterystyczny dla specyficznej informacji jaka jest
przenoszona w komorce. Do tego zadania komorki majg zestawy narzedzi molekularnych (ang.
calcium toolkit), wsérdd ktorych sg kanaly wapniowe, wymienniki jonow, pompy wapniowe, bufory
wapniowe (biatka cytosolowe 1 niektdre organella) oraz magazyny wapniowe. Kazda z tych kategorii
ma wiele podtypow i licznych przedstawicieli r6znigcych si¢ powinowactwem do jondow wapnia,
szybkoscig dziatania i lokalizacjg oraz specyficzno$cig komorkowa i selektywnos$cia. Wspoétdziatanie
tych narzedzi pozwala na wzbudzenie i wyciszenie prawidlowego sygnatu wapniowego.

Do takich narzedzi nalezg biatka z nadrodziny TRP, ktore moga tworzy¢ kanaty wapniowe w
blonach plazmatycznych, a zatem przewodzi¢ Ca?* zgodnie z rdznica stezen (potencjalu
elektrochemicznego).

Rozprawa doktorska Pana Andrzeja Krolika charakteryzuje si¢ zwigztoscig i1 prostym
podazaniem do osiggni¢cia wyznaczonego celu. Ma tradycyjny uktad. Po spisie skrotow 1 spisie tresci



rozpoczyna si¢ streszczeniami po polsku i angielsku po czym jest wstep, zalozenia 1 cel pracy,
Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja , Podsumowanie i Wnioski a na koncu jest Bibliografia.

W streszczeniu Autor uzyt niefortunnego sformutowania, ktore w skrocie oznacza, ze kanaty
TRP sq aktywowane wzrostem wewngtrzkomérkowego stezenia Ca®* a jony te pochodzq z siateczki
srodplazmatycznej. Po pierwsze kanaty TRP sq aktywowane jonami wapnia gdy ich stezenie zwigksza
sie, a nie wzrostem stezenia per-se, a po drugie Ca?* w siateczce srédplazmatycznej tez jest wapniem
wewngtrzkomorkowych. Autorowi zapewne chodzito o to, ze aktywnos¢ TRP zwieksza sie wtedy, gdy
podwyzszone jest stezenie Ca?* W cytosolu, a poprawniej, w cytoplazmie podstawowej. Ponadto, nie
mowi sie 0 ekspresji bialek tylko ekspresji genow bo to geny sq ,, wyrazane”. To uchybienie pojawia
sie tez w dalszych czesciach dysertacyi.

We wstepie Autor przedstawit najwazniejsze informacje o tym, czym jest pami¢c¢, wyjasnit
pojecie konsolidacji i rekonsolidacji pamigci oraz omoéowil zwigezle molekularne podstawy tych
zjawisk. Nastepnie skupil si¢ na omowieniu kanatéw jonowych z nadrodziny TRP krotko omawiajac
poszczegdlne rodziny 1 mechanizmy ich regulacji. Autor takze wspomnial o naplywie
pojemnos$ciowym jondOw wapnia i W tym miejscu warto pamigtac, ze o ile kanaty TRP sg aktywowane
jonami Ca?* to kanaty aktywowane pojemnosciowo sg raczej hamowane zwrotnie przez Ca?'
naptywajacy do komorki. Krotki opis syntetycznych inhibitorow TRP jest kolejnym podrozdziatem
pracy. Autor stusznie zauwaza, ze oba omawiane w tym miejscu 1 wykorzystywane w czesci
doswiadczalnej zwiazki sa niespecyficzne i moga wplywac na rdzne etapy odpowiedzi wapniowe;j
komorek. Dlatego zasadne jest wykorzystanie takze przeciwcial blokujacych te kanaly, co Autor
uczynit 1 opisal w dalszej czeSci pracy. Zwracam uwage, ze IP3 to inozytolo 1,4,5- trisfosforan.
Ponadto, lepiej jest pisa¢ o wewngtrzkomorkowym stezeniu jonow wapnia, a nie ich poziomie. W
polskim pismiennictwie uzywa sie nazwy osrodkowy, a nie centralny uktad nerwowy.

Nastepnie Autor omawia dwa biatka zwigzane z formowaniem si¢ pamieci. Sg nimi neuralna
czasteczka adhezji komorkowej, ktora uczestniczy w tworzeniu potgczen migdzy neuronami w czasie
formowania pamigci oraz kinaza biatkowa zalezna od kalmoduliny CaMKII. Dostepne dane
piSmiennictwa uzasadniajag wybor tych biatek.

W podrozdziale Znaczenie Projektu autor uzasadnia podj¢cie opisywanych badan zwracajac
uwage na pojawiajgce si¢ w piSmiennictwie dane wskazujagce na zmiany aktywnos$ci/iloSci
receptorow TRP w mozgach ludzi ze stwierdzonymi zaburzeniami neurologicznymi, ktoérym
towarzyszy uposledzenie funkcji poznawczych. Chciatbym, zZeby Autor wyjasnil co mial na mysli
piszqgc, ze omawiane kanaly sq kanatami bramkowanymi napigciem (str. 35, poczqtek drugiego
akapitu). Prositbym o rozwiniecie tego stwierdzenia w kontekscie TRP.

Rozdziat Zatozenia i Cel Pracy jest napisany bardzo klarownie, chociaz nie wynika z niego w
jaki sposob Autor planowat rozroznié naptyw Ca?* do komorek spowodowany zwiekszeniem steZenia
tych jonow w cytosolu na skutek ich wypltywu z siateczki $rodplazmatycznej od naptywu
pojemnosciowego, do ktdrego jony wapnia w cytosolu nie sg potrzebne, ale jest aktywowany
oproznieniem magazynow wapniowych? Pobudzenie receptoréw metabotropowych dla glutaminianu
moze aktywowac oba efekty.

Rozdzial Materialy i Metody. W opisie sposobu podawania inhibitorow zabrakto informacji
o podawaniu samego 8% DMSO jako kontroli w stosunku do podawania testowanych zwigzkow jako
roztwor w tym rozpuszczalniku. Przy okazji wymieniania stosowanych przeciwciat dobrze jest poda¢
numer katalogowy.

Rozdzial wyniki zaczyna si¢ pokazaniem zdje¢ obrazow otrzymanych metoda Western blot
oraz wykonanych technikg immunohistochemiczng, W pierwszym przypadku wolatbym obejrzec
jezeli nie cate membrany, to przynajmniej duze ich fragmenty. W drugim przypadku brakuje kontroli
z zastosowaniem jedynie przeciwciala drugorzedowego W celu oceny potencjalnej niespecyficznosci.



Kolejne do$wiadczenia sg behawioralne. Polegaja one na liczeniu odsetka kurczat
unikajacych dziobania ziaren kojarzacych si¢ negatywnie, po zastosowaniu réznych protokotéw
dotyczacych sposobu przeprowadzenia treningu 0raz czasu podania inhibitoréw receptoréw TRP w
stosunku do momentu rozpoczecia treningu oraz czasu po jakim przeprowadzono testy behawioralne.
Wykonano takze podobne do$wiadczenia, w ktérych w miejsce mato selektywnych inhibitoréw
podawano wysoce specyficzne przeciwciata skierowane przeciwko wybranym recoptorom. Dzieki
temu uzyskane wyniki miaty walor wigkszej specyficznosci.

Bazujac na wczesniejszych danych pi$miennictwa wskazujgcych ta to, ze formowanie
pamigci wigze si¢ z aktywacja metabotropowych receptorow glutaminergicznych mGluR 1 i mGIluRS5
i w efekcie stymulacja odpowiedzi wapniowej komorek Doktorant przeprowadzit podobne do
powyzej opisanych z wykorzystaniem inhibitorow lub aktywatorow tych receptoréw. Celem takiego
podejscia bylo ustalenie stopnia zaangazowania bialek TRP w procesie zapamigtywania po
stymulacji receptorow, ktorych udziat w tym zjawisku byt sugerowany wcze$niej. Doktorant ustalit,
ze kanaty TRP majg ,,... wazng, a moze nawet kluczowa role...” podczas konsolidacji i
rekonsolidacji pamieci. W tym miejscu zastanawiam sig, jaki jest udzial pojemnosciowego naphywu
Ca®* (SOCE), ktory takze moze by¢ aktywowany poprzez metabotropowe receptory glutaminianu,
wymaga udziatu biatek Stim | Orail i jest takze wrazliwy na stosowane w pracy inhibitory. Czy profil
odpowiedzi wapniowej pochodzgqcej od SOCE nie jest , dekodowany” przez biatka zwigzane z
formowaniem pamigci? W ostatniej cze$ci tego rozdzialu Autor wykazuje, ze trening lub jego
przypomnienie prowadzi do zwigkszenia zawartosci biatek NCAM i CaMKII w homogenatach
rejondw IMM uzyskanych z obu pétkul mézgu. Biatko NCAM jest zwigzane z adhezja komorkowa
a CaMKI| jest kinaza bialkowa zalezna od Ca?* i kalmoduliny. Oba biatka s uznane za biorace udziat
w procesie zapamig¢tywania. Doktorant pokazat takze, ze zahamowanie aktywnosci TRP z
wykorzystaniem SKF96365 zapobiega temu zwigkszeniu. Ze wzgledu na to, ze w Zadnych ze
stosowanych warunkéw do$wiadczalnych nie obserwowano zmian poziomu transkryptow
kodujacych te biatka Autor uznat, ze regulacja ta odbywa si¢ raczej na poziomie translacji, chociaz
W mojej opinii nie mozna tez wykluczy¢ zmian szybkosci degradacji bialek.

Dyskusja jest bardzo interesujgco napisanym rozdziatem. Sktada si¢ kilku podrozdziatow, w
ktorych Autor omawia stosowany w pracy model zwierzecy, zwracajac uwage na jego zalety,
nastepnie ogolnie omawia role kanatow TRP w moézgach kurczat, po czym skupia si¢ szczegdtowo
na znaczeniu tych kanatow i skutkach ich blokowania w formowaniu pamigci. W tym fragmencie
Autor powotuje si¢ na liczne pozycje pisSmiennictwa i omawia swoje wyniki na tle danych
uzyskanych w innych modelach do$§wiadczalnych (inne zwierzgta, inne bodZce, inne protokoty).
Ponadto, zwraca uwage na nowatorski aspekt swojej pracy, jakim jest powigzanie metabotropowej
odpowiedzi receptoréw glutaminianowych z aktywacja receptorow TRP w procesie zapamigtywania.
Podobnie bogato przedyskutowany jest udziat biatek, w tym biatek testowanych przez Doktoranta, w
formowaniu pameci. Wykazanie, ze ich zwigkszona zawartoS¢ w komorkach jest zalezna od
aktywacji receptorow TRP ma takze charakter nowatorski.

W ostatnim rozdziale pracy jakim sg Podsumowanie i Wnioski Autor w 5 punktach zwiezle
wymienia najwazniejsze wyniki swojej pracy i na koncu umieszcza ogoélny wniosek dotyczacy
znaczenia kanatow TRP w badanych procesach kuszac si¢ o sugestie, ze umiej¢tne regulowanie
aktywno$¢ TRP mogloby mie¢ znaczenie w terapii niektorych zaburzen pamigci.



Podsumowujac, recenzowana rozprawa dostarcza wielu nowych i ciekawych informacji, a
jasno sformutowane cele czastkowe osiggni¢to przy pomocy dobrze opisanych metod
doswiadcalnych. Uzyskane wyniki z pewnos$cia maja walor nowosci i chociaz nie zawsze sg tatwe do
interpretacji zdecydowanie wzbogacaja wiedz¢ o mechanizmach biochemicznych lezacych u
podstaw zapamigtywania. Nieliczne uwagi i komentarze zamieszczone w recenzji nie wptywaja na
moja pozytywna ocen¢ tej pracy. Zwracam tez uwage na fakt, ze czg$S¢ wynikow zostata juz
opublikowana w Neurobiology of Learning and Memory.

Dlatego uwazam, ze zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym inauce (Dz. U. 22021 r. poz. 478, 619, 1630) przedstawiona mi do recenzji praca doktorska
spetnia oczekiwane wymagania, a zatem zglaszam wniosek o dopuszczenie Pana Andrzeja Kroélika
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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