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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej lek. Andrzeja Krélika
Pt. ,,Udzial niespecyficznych kanatow jonowych typu TRP (z ang. transient receptor potential)
przepuszczalnych dla jonéw wapnia w procesach konsolidacji i rekonsolidacji pamieci”.
wykonanej w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego
Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Elzbiety Salinskiej

Formalna charakterystyka pracy

Przedtozona do oceny praca doktorska lek. Andrzeja Krolika sktada si¢ z typowych dla tego
typu dziet czesci tj. streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstepu, opisu zalozen i1 celow
pracy, metodyki, opisu rezultatow, dyskusji oraz krotkiego podsumowania. Ponad 15 stron
maszynopisu to pozycje literaturowe, na podstawie ktorych Autor napisat wstep i przedyskutowat
wyniki swoich badan. Pozycje literaturowe sg dobrane wlasciwie.

Badania wykonane w ramach pracy doktorskiej zostaly sfinansowane przez Narodowe
Centrum Nauki, w ramach grantu 2014/15/B/NZ4/04487, co dowodzi nowatorskiego charakteru
badan. Cze$§¢ wynikow bedacych podstawa rozprawy doktorskiej zostala opublikowana w 1
publikacji, w ktorej Doktorant jest pierwszym autorem. Na podstawie danych wskazanych w
publikacji, udzial Doktoranta w powstawaniu zaré6wno publikacji, jak 1 doktoratu polegal na
zdefiniowaniu problemu badawczego, wykonaniu badan, zanalizowaniu danych oraz napisaniu
manuskryptu. Poza ta jedng publikacjag Doktorant jest wspolautorem jeszcze jednej publikacji,

znacznie odbiegajacej od tematu doktoratu, zwigzanej z badaniami klinicznymi.
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Merytoryczna ocena rozprawy

Celem pracy doktorskiej przedstawionej do recenzji bylo sprawdzenie, czy aktywacja
kanaléw TRP jest kluczowym etapem w procesie formowania si¢ pamigci. Swoje badania
Doktorant wykonal z wykorzystaniem modelu jednodniowych pisklat kurzych. Realizacja prac
badawczych przebiegata wieloetapowo. W pierwszym etapie badan Doktorant wykazal obecno$¢
wybranych kanatow TRP w mdzgu kurczecia, w rejonach zwigzanych z formowaniem si¢ pamigci.
Nastepnie sprawdzal, czy zablokowanie wybranych kanatow TRP wptywato na procesy
konsolidacji i rekonsolidacji pami¢ci w modelu pasywnego unikania negatywnych bodzcéw u
jednodniowych kurczat, a takze na ekspresje wybranych biatek zwigzanych z formowaniem si¢
pamieci. W kolejnych krokach ustalat role sygnatu wapniowego generowanego poprzez pobudzenie
kanatow TRP, a takze role glutamatergicznych receptorow metabotropowych grupy I w tym
procesie.

Eksperymenty wykonane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zostaly wykonane na
modelu jednodniowych pisklat kurzych, co stanowi pewng odmienno$¢ w kontekscie innych
eksperymentéw. Wigkszosci badan w tym zakresie jest przeprowadzana na gryzoniach, myszach
lub szczurach. Wprowadza to tez pewien rodzaj trudnosci w dyskusji wynikéw, szczegdlnie w
kontek$cie odniesienia si¢ do zaburzen ludzkich a takze powigzania wynikéw z innymi danymi.
Modele mysie lub szczurze posiadaja i tak juz sporo ograniczen, tutaj dodatkowo nalezy wzig¢ pod
uwage roznice pomiedzy ptakami a gryzoniami. Doktorant ponadto w niektoérych miejscach
manuskryptu cytuje badania wykonane np. na nicieniach lub muszkach owocowych, co przyczynia
si¢ do zwigkszenia zawito$ci analizy catego problemu w dysertacji.

W obszernym wstepie Doktorant opisuje czym jest pamig¢, definiuje procesy konsolidacji 1
rekonsolidacji pamigci, a takze molekularne mechanizmy lezace u podstaw procesow
zapami¢tywania. Wymienia rodzaje jonowych kanalow TRP oraz pokrotce opisuje ich znaczenie.
W kolejnych czeg$ciach opisuje modulatory kanaldow TRP, a takze wybrane biatka zwigzane z
procesami formowania si¢ pamigci (neuralng czasteczke adhezji komorkowej, NCAM, oraz zalezng
od kalmoduliny kinaz¢ II). W koncowej cze$ci wstepu Doktorant pokrotce opisuje model
pasywnego unikania bodzcow smakowych u jednodniowych kurczat oraz przedstawia znaczenie
projektu.

W ocenie recenzenta wstep napisany jest w sposob do$¢ zawily i niejednorodny, co sprawia

ze jest trudny w odbiorze dla Czytelnika.
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Eksperymenty wykonywano na modelu jednodniowych kurczat, ze szczegdlnym
uwzglednieniem rejonu przysrodkowego nadprazkowia brzusznego. Natomiast informacje zawarte
we wstepie dotyczg hipokampa czy tez jadra migdatowatego u ssakow (gryzoni lub czlowieka), sg
wymieszane, 1 brak jednoznacznego powigzania pomig¢dzy informacjami dotyczacymi hipokampa u
myszy a IMM u ptakow (wskazanie np. podobienstw i réznic). Zdarza si¢ iz w jednym akapicie
doktorant miesza informacje dotyczace gryzoni, ludzi i ptakow. Lepsze wyjasnienie podobienstw
pomiedzy modelem ptasim i mysim znajduje si¢ co prawda na poczatku dyskusji, ale do tego
momentu czytelnik pozostaje w niepeinej wiedzy. Ewentualnie mozna byto pokusi¢ si¢ o zebranie
podobienstw i r6znic pomig¢dzy modelem ptasim, szczurzym a ludzmi w tabeli.

Opis rekonsolidacji pamigci jest nie do konca zrozumialy dla Czytelnika. Nie jest jasno
Wyjasniona biologiczna rola tego procesu, i dlaczego akurat tym aspektem formowania pamieci
zajat si¢ Doktorant w swoich badaniach.

Rola neuroprzekaznikow w procesach pamigci mogltaby by¢ opisana staranniej. Rola
glutaminianu, ktéry jest rzeczywiscie kluczowy w procesach pamigci, jest opisana pobieznie,
ponadto poszczegolne informacje sg rozrzucone w réznych miejscach wstepu, zamiast zostaé
zebrane w jednym miejscu. Brakuje lepszego opisu fundamentalnych procesow w pamieci, takich
jak dhugotrwate wzmocnienie synaptyczne lub tez dlugotrwale oslabienie synaptyczne oraz rola
receptorow glutamatergicznych w tych procesach.

Opis bialek zwigzanych z formowaniem si¢ pamigci-NCAM 1 zalezna od kalmoduliny
kinaza II znowu dotyczy roli tych biatek przede wszystkim u gryzoni i czlowieka, natomiast
informacja na temat tego, czy podobnie to funkcjonuje u kurczat jest niepeina.

W opisie znaczenie projektu troszke brakuje lepszego uzasadnienia, w jaki sposdb wiedza
zdobyta umozliwi poszukiwanie skutecznych lekarstw w licznych zaburzeniach neurologicznych i
psychiatrycznych.

W rozdziale Materiaty i Metody znajdujemy opis modelu pasywnego unikania negatywnych
bodzcow smakowych u jednodniowych kurczat. W opisie metody podawania domoézgowego
zwigzkow Doktorant nadmienia, iz substancje wstrzykiwano metodg ,,free hand” z pomoca
ogranicznika umozliwiajacego wktucie si¢ na gitebokos$¢ 3.5 mm, oraz iz rejon injekcji okre§lano
kierujac si¢ charakterystycznym uksztattowaniem czaszki przez wyczucie go opuszka palca. Czy
taki sposob podan rzeczywiscie gwarantowal precyzyjne wktucie si¢ eksperymentatora w docelowy

rejon mozgu oraz czy poprawnos$¢ wkiucia byla w jakikolwiek sposob weryfikowana post-mortem ?
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Podano, iz jednodniowe kurczeta usypiano vetbutalem, nie podano jednakze ani drogi
podania ani dawki.

W dalszej czesci opisu materiatobw 1 metod znajdujemy opis immunohistochemii
fluorescencyjnej oraz western blotu, jak rowniez opis ekspresji biatek na poziomie mRNA.

Analiza statystyczna-nie podano, jaki rodzaj analizy ANOVA zostal zastosowany do
przeprowadzenia poréwnan statystycznych.

Wyniki. Doktorant wykazal ekspresje kanatow TRPC3, TRPV1 oraz TRPV3 w moézgu
kurczat.

W opisie wynikow powinny si¢ znalez¢ szczegdlowe opisy analiz statystycznych, w
szczegdlnosci wartosci F. A takze, jak juz bylo wspomniane, jaki rodzaj ANOVY byt
przeprowadzany.

Dyskusja. W pierwszym rozdziale dyskusji Doktorant opisuje sam model pasywnego
unikania negatywnych bodzcéw smakowych u kurczat, wskazujac na podobienstwa tego modelu to
powszechnie stosowanych modeli na gryzoniach. Brakuje jednakze najwazniejszego poréwnania-to
znaczy, jak si¢ te badania maja w odniesieniu do ludzi. Nast¢pnie opisuje w sposob dosé
szczegotowy obecno$¢ kanatow TRP w mozgu kurczat, przedstawiajac znaczenie i nowatorskosé
wynikow wilasnych na tym tle. Nastepnie opisuje wptyw blokowania kanatéw TRP na procesy
formowania si¢ pamigci, dyskutujac wyniki wlasne z danymi literaturowymi. Udowadnia istotng
role receptorow mGlu grupy I oraz generowanego za ich posrednictwem sygnalu wapniowego w
procesach pamiegci, a takze kluczowa rolg sygnatu wapniowego generowanego przez kanalty TRP w
tych procesach, szczegdlnie w przypominaniu, czyli przywotywaniu §ladow pamigciowych, cO
wykazat w ramach pracy doktorskiej. Poréwnuje swoje badania do myszy, do szczuréw 1 do
ptakow, co powoduje lekka dezorientacje czytelnika, jak réwniez nie do konca jasnos$¢, czy
rzeczywiScie takie same mechanizmy sa wiasciwe dla ssakéw, w tym dla cztowieka. By¢ moze dla
Doktoranta jest to oczywiste, gdyz zajmuje si¢ modelem kurzym, jednakze dla innych Czytelnikow
moze nie do konca by¢ do jasne. Ciut tatwiej bytoby poruszac sie czytelnikowi, gdyby te informacje
zostaly zebrane w tabelce, opis wynikow wraz z informacjg na jakim gatunku eksperymenty zostaty
przeprowadzone.

W moim odczuciu opis roli receptorow mGlu grupy I zarowno w procesach zwigzanych z
pamigcia, jak 1 w procesie aktywacji/dezaktywacji kanatéw TRP mogiby by¢ lepszy. Poszczegolne
fragmenty dotyczace tego zagadnienia sg rozstrzelone w calym tek$cie manuskryptu, trudno wiec

si¢ w prosty sposob zorientowad, jak rzeczywiscie dziataja ligandy badanych receptoréow w
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zwierzecych modelach pamigci oraz jaka jest rola receptora NMDA w tych procesach, ktora jest
przeciez fundamentalna.

W koncowej czesci dyskusji Doktorant przedyskutowuje zmiany w ekspresji dwoch
wybranych biatek oraz ich mRNA. Wykazuje on iz prawidtowa ekspresja biateck NCAM oraz
CaMKII jest niezbgedna do prawidlowego formowania si¢ $ladu pamieciowego, a pobudzenie
kanatéw TRP i naptyw przez nie jondw wapnia warunkuja z kolei prawidlowa aktywacje syntezy
tych biatek, co znajduje potwierdzenie w wynikach uzyskanych przez Doktoranta. Jednocze$nie
brak zmian w ekspresji mRNA dla badanych biatek sugeruje, iz obserwowane zmiany w poziomie

bialek zachodzg na poziomie translacji, a nie transkrypcji.
Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. Andrzeja Krolika pt. ,,Udzial
niespecyficznych kanaléw jonowych typu TRP (z ang. transient receptor potential)
przepuszczalnych dla jondw wapnia w procesach konsolidacji i rekonsolidacji pamigci”. speinia
wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim, zgodnie z artykulem 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych oraz o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie
sztuki z pozn. zm. W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Komisji ds. Studidéw Doktoranckich 1
Doktoratow Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk z wnioskiem o dopuszczenie lek. Andrzeja Krolika do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. Joanna Wieronska

Kierownik Pracowni Neurobiologii Zaburzen Psychicznych
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