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Warszawa, dn. 19 czerwca 2021 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Caty
pt. ,,Wplyw procesu starzenia na neuronalne mechanizmy decyzji przestrzennych
pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Katarzyny Radwanskiej

Tematyka ocenianej pracy doktorskiej dotyczy starzenia si¢ mézgu i zwigzanych z tym
mozliwych probleméw w ocenie sytuacji przestrzennej. Analizujac dane z klatki IntelliCage,
Autorka poréwnuje wybory mtodych i starych myszy w réznych warunkach doswiadczalnych.
Badaniom poddawano myszy typu dzikiego lub myszy, ktére pod wptywem rdinych
modyfikacji genetycznych miaty obnizony lub podwyzszony poziom dzikiego typu biatka
PSD-95 lub ekspresje zmutowanego biatka, ktére nie mogto ulec fosforylacji przez kinaze |I
zalezng od kalmoduliny. Wyniki zachowar zostaty uzupetnione o analizy immunologiczne
i fluorescencyjne skrawkéw moézgu myszy, ktére braty udziat w okreslonych
doéwiadczeniach. Analizowano je przy pomocy przeciwciat na biatko PSD-95 lub pod katem
obecnosci biatek fluorescencyjnych GFP i mCherry. Wszystkie otrzymane wyniki zostaty
obliczone z uzyciem adekwatnych metod statystycznych. Opisujac wyniki pracy, Autorka
odnosi sie do zachowan ludzi w réznym wieku.

Ogolny opis pracy

Rozprawa ma typowa strukture prac doktorskich. Zawiera spis tresci, petng liste
stosowanych skrétéw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cele pracy,
materiaty i metody, wyniki, dyskusje, krétkie podsumowanie, wnioski, bibliografig oraz
suplement. W tym ostatnim znajduje sie¢ spis dorobku naukowego Doktorantki oraz dwa
programy wykorzystane do analiz. Rozprawa napisana jest poprawnie i praktycznie
bezbtednie w jezyku polskim, ale nie jest tatwa w odbiorze. Wynika to po czgsci
z koniecznoéci stosowania rozbudowanego opisu warunkéw doswiadczenia oraz
przerywnikdw w postaci informacji o zastosowanych metodach statystycznych, wynikach
analiz, a takze odnoénikéw do rycin i do cytowane;j literatury. By¢ moze ta opinia wynika
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jednak z braku praktycznego dos$wiadczenia recenzenta z tego typu opisami wynikow
behawioralnych.

Wstep zawiera informacje o budowie hipokampa, potaczeniach neuronéw oraz
budowie i roli sktadnikéw synaps. Autorka opisata tez molekularne podtoze plastycznosci
ze szczegbélnym uwzglednieniem receptoréw jonotropowych glutaminianu oraz biatek
rusztowania synaptycznego. Doktadnie opisata budowe, funkcje i role jednego z nich
tj. biatka PSD-95. W ostatniej czesci Wstepu zebrata informacje na temat proceséw starzenia
zachodzacych w mozgu, w szczegdlnoéci w hipokampie oraz zmianach strukturalnych
i funkcjonalnych dotyczacych receptoréw NMDA. Wstep jest zilustrowany wiasnymi, bardzo
przejrzystymi rysunkami. Cafosé¢ stanowi dobra podstawe do sformutowania celu pracy.

Cel pracy

Jako giéwny cel pracy Autorka wskazata ,,... okreslenie, w jaki sposéb starzenie sig
wplywa na strategie behawioralne i procesy synaptyczne w dCA1, ktore wspieraja
dokonywanie wyboréw przestrzennych.” Aby zrealizowaé ten cel, Doktorantka sformufowata
trzy szczegbtowe problemy badawcze: charakterystyke strategii behawioralnych
wspomagajacych decyzje w podesztym wieku, charakterystyke zmian synaptycznych w dCA1
towarzyszacych podejmowaniu decyzji przestrzennych w podesztym wieku i trzeci - rolg
biatka PSD-95 w dCA1 i fosforylacji reszty serynowej 73 PSD-95 w podejmowaniu decyzji
przestrzennych. Przenoszac to na jezyk mniej specjalistyczny, problemem do wyjasnienia
byto opisanie zmian w zachowaniu myszy w korelacji ze zmianami komorkowymi
i molekularnymi w synapsach czeéci hipokampa. Mozna bytoby to uzna¢ za wtasciwe
sformutowanie celu pracy, gdyby nie stowa ,w podesztym wieku”, ktére w odczuciu
recenzenta odnosza sie do ludzi, a nie zwierzat. Czy 18-miesigczna mysz jest w podesztym
wieku? Takie sformutowanie moie sugerowaé, e czg$¢ pracy wykonano nie tylko
na myszach.

Materiaty i metody

Rozdziat ten to 11 stron szczegdtéw dotyczacych zastosowanych technik badawczych.
W kilku tabelach podano sekwencje starteréw, sktad mieszaniny i warunki reakcji PCR.
Szczegdtowo opisano system IntelliCage oraz pokazano na dobrym, wtasnym schemacie,
zasade giéwnych doséwiadczen behawioralnych, tj. adaptacji i apetytywnych oraz
awersyjnych  treningéw. Podano, jak przeprowadzono perfuzje przezsercowa w celu
przygotowania skrawkéw mézgu i jak wykonano na nich barwienia immunofluorescencyjne.
Opisano tez, jak przeprowadzano iniekcje wektoréw wirusowych do hipokampow, jak
analizowano wydajnoé¢ tej procedury oraz mikroskopowo fluorescencje uzyskanych
preparatéw. Opisy te dobrze dokumentuja zastosowane metody, co moze ufatwié
ewentualne powtdrzenie tych doswiadczen przez innych badaczy. Autorka napisatfa, jakie
mikroskopy i programy byty wykorzystane do analizy zdje¢. W ostatniej czesci bardzo
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skrétowo podano zastosowane metody i programy statystyczne. Ich bardziej szczegétowy
opis znajduje sie przy konkretnych doswiadczeniach.

Wyniki

W pierwszej, gtéwnej czesci wynikdw Autorka analizowata strategie behawioralne
wykorzystywane przez mtode i stare myszy w wyborze rogoéw klatki IntelliCage i nie
stwierdzita istotnych réznic. Stwierdzono jednak, ze stare zwierzeta wykazywaty wieksza
zmiane preferencji rogu z nagrodg w czasie treningu, co byto miarg poprawnie wykonanych
wyboréw przestrzennych. Jak stwierdzono na podstawie kolejnych doswiadczen, byto
to efektem strategii behawioralnej u osobnikéw charakteryzujacych sie zwigkszong
sktonnoscia do zachowarn perseweracyjnych i spofecznych.

Nastepnie Autorka zbadata, jaki wptyw na dokonywanie wyboréw przestrzennych
starych myszy ma obecno$¢ miodych w tej samej klatce. Okazato sie, ze w obecnosci
mtodych myszy, stare wykazuja mniejszg czestos¢ zachowan perseweracyjnych oraz,
ze wysoka sktonnoé¢ do wizyt perseweracyjnych i interakcji socjalnych starych myszy
przyczynia sie do silnej preferencji miejsca i nagrody.

Kolejnym etapem pracy byto zbadanie wptywu treningu wyborédw przestrzennych
na plastyczno$é kolcédw dendrytycznych. Mierzac catkowita objetos¢ hipokampow, Autorka
nie zaobserwowata zmian neurodegeneracyjnych u starych myszy. Nie stwierdzita réwniez
réznic miedzy grupami do$wiadczalnymi pod wzgledem gestosci kolcdw dendrytycznych
w warstwie promienistej pola dCA1l. Natomiast pojawita sie réznica w powierzchni tych
kolcéw. Analizujagc parametry kolcéw u starych i mtodych myszy oraz zmiany w trakcie
treningu, Autorka doszta do wniosku, iz trening przestrzenny prowadzit do kurczenia sig
kolcéw dendrytycznych w dCA1 u mtodych osobnikéw. Natomiast u starych zaobserwowano
tworzenie sie nowych kolcéw i wzrost ich sredniej wielkosci. Na podstawie tych wynikéw
Doktorantka zaproponowata hipoteze, iz w zaleznosci od wieku pojawia sie alternatywna
forma plastycznosci synaptyczne;.

Aby zweryfikowac te hipoteze Autorka szczegdétowo opisata, jak zmienia sie ekspresja
biatka PSD-95 wraz z wiekiem i w trakcie treningu. Stwierdzita, ze trening powodujacy
kurczenie sie kolcédw dendrytycznych u mtfodych osobnikéw, powodowat jednoczesnie
obnizenie poziomu biatka PSD-95. Natomiast trening starych osobnikéw wywotywat wzrost
kolcéw, a jednoczesnie kurczenie sie powierzchni punktéw zawierajgcych biatko PSD-95.
Te obserwacje wskazujg, iz u tych ostatnich zwierzat nastgpita dekorelacja tych parametréw.

Kontynuujac ten aspekt badan Autorka sprawdzata, czy wzorce plastycznosci
synaptycznej zaleza od rodzaju treningu tylko u mtodych myszy. Okazato sie, iz wzorce
te w przypadku zwierzat poddanych treningowi przestrzennemu (mozliwos¢ wyboru rogu
z chining lub sacharozg) charakteryzowaty sie obnizeniem poziomu PSD-95 oraz kurczeniem
sie kolcow dendrytycznych. Natomiast w nieprzestrzennym treningu, gdy w obu rogach byta
sacharoza, dochodzito do zwiekszenia iloéci biatka PSD-95 oraz do powiekszenia sie kolcow
dendrytycznych. Swiadczy to o roli biatka PSD-95 w obu procesach. W kolejnym cyklu
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doswiadczern Autorka analizowata wptyw obnizonego poziomu PSD-95 wskutek uzycia
wektorow lentiwirusowych i shRNA skierowanego na sekwencje PSD-95 na badane
parametry zachowania. Stwierdzita, iz zmniejszenie poziomu PSD-95 w rejonie dCAl
zaburzato proces dokonywania wyboru przestrzennego u mfodych myszy, potwierdzajgc
konkluzje z wczesniejszych badan.

Kolejnym etapem pracy byto uscislenie wptywu fosforylacji seryny 73 w biatku PSD-95
na dokonywanie wyboru przestrzennego u mtodych myszy. Doswiadczenia te mozliwe byty
po uzyskaniu nadekspresji dwdch wersji biatka fuzyjnego PSD-95 z mCherry: formy dzikiej
oraz mutanta, ktéry nie mdgt by¢ fosforylowany na tej reszcie aminokwasowej. Nadekspresje
przeprowadzono wykorzystujac wektor adenowirusowy. Okazato sie, ze dzika forma biatka
PSD-95 nie wptywata na zmiane zachowan, natomiast w przypadku mutanta nastepowato
uposledzenie podejmowania decyzji przestrzennych we wczesnych fazach treningu
i powodowato, ze miode myszy (tylko te byly badane) byly bardziej sktonne
do podejmowania decyzji perseweracyjnych oraz ograniczaly spontaniczne patrolowanie
przestrzeni.

Nastepnie Doktorantka sprawdzita, jak obnizenie poziomu PSD-95 w dCA1l wptynie
na podejmowanie decyzji przestrzennych u starych myszy. W tym celu ponownie
wykorzystata wektory wirusowe z shPSD95 podawane drogg mikroiniekcji stereotaktyczne;.
Podobnie, jak w przypadku mtodych myszy, nie wywotywato to zaburzen zachowania
u zwierzat i nie miato wplywu na decyzje przestrzenne. Zapobiegato jednak wzrostowi
aktywnosci myszy wywotanej treningiem i zmniejszeniu liczby wizyt patrolujacych.

W Podsumowaniu pracy Doktorantka konkluduje, iz wybér przestrzenny mtodych
zwierzat jest regulowany przez procesy zalezne od PSD-95 i fosforylacje reszty serynowej
tego biatka. Stwierdza, ze PSD-95 znajdujgce sie w dCA1 nie jest zaangazowane w kodowanie
pamieci nagrody. Natomiast stare myszy wykorzystujg inng strategie, ktdra jest niezalezna
od biatka PSD-95 w dCA1l. Strategia ta polega, zdaniem Autorki, na obserwacji innych
zwierzat i zachowaniach perseweracyjnych.

Dyskusja

W Dyskusji Autorka dokonuje analizy uzyskanych wynikéw, dzielgc ja na kilka czesci.
W pierwszej dyskutuje zagadnienie plastycznosci neuronalnej w dCA1l w zwigzku
z dokonywaniem wyboréw przestrzennych. Na podstawie wynikdw swojej pracy Autorka
dowodzi, iz u mtodych myszy plastyczno$¢ synaptyczna zalezna od biatka PSD-95 w dCA1 jest
wazna dla proceséw dokonywania wyboréw przestrzennych, ale nie dla pamieci
przestrzennej. Sugeruje, ze zmienia sie to wraz z wiekiem, poniewaz u starych myszy poziom
PSD-95 w dCA1 nie miat wptywu na ich wybory przestrzenne.

W kolejnej czesci dyskusji Autorka podejmuje temat wptywu interakcji spotecznych
na zachowania starych myszy i konkluduje, iz niektére funkcje dCA1, ktére wymagaja
obecnosci PSD-95 sg u nich zachowane. Kolejnym ciekawym elementem dyskusji jest
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wskazanie, iz kolce dendrytyczne u starych osobnikow sg mniej stabilne niz u mfodych i ze

brak jest korelacji miedzy iloscig PSD-95, a rozmiarami tych kolcow u starych myszy. Jak
sugeruje Autorka, jest to prawdopodobnie cechg starzejacego sie mézgu. Poniewaz poziom
PSD-95, moze wptywac na sygnalizacje wapniowa, to powoduje, ze wraz z wiekiem zmienia
sie stabilnos¢ synaps, co prowadzi do koniecznos$ci zmiany strategii wykorzystywanej podczas
treningu. Te hipoteze potwierdza obserwacjg Autorki, iz zaburzona przebudowa rusztowania
PSD-95 w synapsach mtodych zwierzat powoduje pojawienie sie zachowan
charakterystycznych dla myszy starych. W podsumowaniu dyskusji Autorka stwierdza, ze
prawidfowa przebudowa PSD-95 w dCA1 jest kluczowa dla podejmowania prawidtowych
decyzji przestrzennych oraz do swobodnej eksploracji przestrzeni.

Podsumowanie

Autorka podjeta ciekawy i trudny temat wymagajacy wyrafinowanych testow
behawioralnych i analiz statystycznych wynikéw. Ponadto, przeprowadzita genetyczne
modyfikacje ekspresji biatka w okreslonej strukturze mozgu in vivo, by nastepnie przy
pomocy specyficznych metod obrazowania okreslic jego poziom i wystgpowanie
w utrwalonych preparatach. Pod wzgledem metodycznym oceniam prace i warsztat
Doktorantki bardzo wysoko. Wysoko oceniam uzyskane wyniki, ktére majg duzg wartosc¢
naukowg, choé prawdopodobnie w zatozeniach pracy oczekiwano znacznie wigkszych roznic
miedzy mfodymi a starszymi zwierzetami. Pod wzgledem graficznym praca jest tez godna
uznania. Rysunki i schematy sg przejrzyste. Jedyna uwaga krytyczng jest opis wynikow
i dyskusji. Ta ostatnia jest w zbyt duzej czesci powtarzaniem wynikéw przemieszanych
z wynikami innych autoréw na podobny temat. Brak jest jednak szerszego spojrzenia na
problem i odniesienia do probleméw starzenia sie moézgu u ludzi. By¢ moze dobrym
pomystem bytaby zbiorcza tabela wynikdw z rdéznych testéw, co utatwitoby czytanie
i dostrzezenie ogdlniejszych prawidtowosci. Tym niemniej uwazam prace za bardzo dobra
i stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Anny Caty spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668) oraz zatgcznika nr. 1 Regulaminu Rady Naukowej
z 13.04.2018 r. Tym samym sktadam do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN wniosek o nadanie Autorce stopnia naukowego
doktora.

Jednoczesnie zgtaszam wniosek o wyrdznienie tej pracy, wyniki opublikowano
w bardzo dobrych czasopismach, gdyz dotyczy ona waznego tematu, a doswiadczenia
przeprowadzono z wykorzystaniem roéznych, wyrafinowanych technik badawczych
wymagajacych ogromnej doktadnosci, starannie je opracowano i dokumentowano, a wyniki
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Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

Krakdéw, 26.06.2021 roku

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Anny Caty
p.t. ,Wptyw procesu starzenia na neuronalne mechanizmy decyzji przestrzennych”
wykonanej w Pracowni Molekularnych Podstaw Zachowania
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie
pod opieka prof. dr hab. Katarzyny Radwanskiej

Rozprawa doktorska Pani Anny Caty opisuje cykl doswiadczen skupionych na komdérkowych i molekularnych
procesach odpowiadajgcych za plastycznos¢ kolcéw dendrytycznych w polu CA hipokampa, w tym w
szczegblnosci zmiany, jakim ulegajg one wraz z wiekiem. Zatem przedmiotem badan jest najbardziej
podstawowe zagadnienie z obszaru neuronauk, neuronalne podfoze pamieci, a jednoczesnie podijeta jest
préba wskazania mechanizméw komdrkowych, ktére bedg miaty szczegdlne znaczenie dla rozwoju otepien
umystowych. Tematyka badan opisanych w rozprawie ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia dziatania
mozgu, jednoczesnie posiadajgc wazne implikacje medyczne.

Przedstawiona do oceny praca zostata przygotowana w jezyku polskim, liczy 109 stron nie liczac suplementu
i ma klasyczny uktad z podziatem na Wstep, Cele Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie
i Bibliografie. Praca zawiera rowniez wymagane streszczenia w jezyku polskim i angielskim, ktére zwiezle
opisuja przeprowadzone badania. Dodatkowo, do pracy dotgczony zostat suplement zawierajgcy skrypty dla
programu Fiji zastosowane podczas analizy danych oraz podsumowanie dorobku naukowego doktorantki.
Wstep, po krotkim  wprowadzeniu w anatomie hipokampa mdzgu, rozpoczyna rozwazania O
neuroplastycznosci wprost od odniesienia sie do badan Jerzego Konorskiego i Donalda Hebba, po czym
przechodzi do skrétowego, ale kompleksowego opisu mechanizmoéw plastycznosci neuronalnej. Osig dla
przedstawianych informacji jest pofgczenie ze sobg plastycznosci strukturalnej, czyli zmian w morfologii
neurondéw, a w szczegdlnosci kolcdw dendrytycznych, z plastycznoscig funkcjonalng, czyli zjawiskami
dtugotrwatego wzmocnienia lub ostabienia synaptycznego (LTP i LTD). Doktorantka obszernie opiera
wprowadzenie w literaturze i zrecznie probuje pofaczy¢ procesy zachodzace od poziomu receptordw do
zmian w aktywnosci sieci potgczed. Niemniej w moim odczuciu wskazanie na $cistg zaleznos¢ miedzy
plastycznoscig kolcéw a LTP jest arbitralnym uproszczeniem, nawet w przypadku wybranych neuronéw w
polu CA1 hipokampa. Miedzy jednym a drugim zjawiskiem sg dwa rzedy wielkosci réznicy w procesach
komoérkowych. Istnieje szereg opisanych form plastycznosci na poziomie pojedynczych neurondw, ktdre nie
muszg byé zalezne od morfologii i liczby kolcdw dendrytycznych (np. zmiana rodzajéw podjednostek
receptoréw lub skalowanie homeostatyczne). Co wiecej, przedstawiony opis skupia sie bardzo mocno na roli
receptoréw NMDAR i AMPAR oraz synapsach pobudzajgcych, co oddaje stopien nacisku, jaki dotychczasowe
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Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

badania kfadty na ten mechanizm i moze by¢ wtasciwy dla neuronéw w CA1, ale niekoniecznie jest gféwna
formg plastycznosci dla wszystkich komdrek nerwowych. Druga cze$¢ Wstepu skupia sie na biatku PSD-95,
bedacym czescig wewngtrzkomorkowych rusztowan, w ktérych osadzone sg receptory NMDA i AMPA.
Doktadnie opisana jest rola przypisywana PSD-95 w plastycznosci neuronalnej oraz wptyw zaburzen funkcji
PSD-95 u zwierzat do$wiadczalnych na ich zachowanie, w tym - zdolnosci poznawcze. Cafos$¢ ilustrowana jest
wysokiej jakosci rycinami, ktére systematyzuja obszerng ilo$¢ przytaczanych w pracy informacji. Wstep
zamyka wskazanie na potencjalng role PSD-95 w zmianach zwigzanych z procesem starzenia i demencjg, co
jest umiejetnym wprowadzeniem w badania przedstawione w rozprawie.

Jako gtéwny cel pracy postawione zostato okreslenie wplywu starzenia si¢ na strategie behawioralne i
procesy synaptyczne w grzbietowym polu CA1 zaangazowanych w dokonywanie wyboréw przestrzennych.
Cele zostaty postawione przejrzyscie i jednoznacznie. Moim jedynym zastrzezeniem jest opis badanych
zachowan jako ,wyboréw przestrzennych”; mozna spierac sie w jakim stopniu jest to formalnie poprawne
okreslenie dla wyboru miedzy butelkami, dostepnymi w réznych czesciach klatki.

Metody sg opisane zwiezle, ale zrozumiale i wiasciwe objasniajg wszystkie procedury badawcze.
Wyczerpujgco opisane sg metody analizy danych, zastosowana analiza statyczna nie budzi zastrzezer — z
wyjatkiem stosowania a posteriori po analizie wariancji w niektorych przypadkach testu LSD Fishera, ktory
nie jest zalecany ze wzgledu na niedoktadne szacowanie znamiennosci. Niemniej, wybdr tej metody nie ma
znaczenia dla interpretacji przedstawionych danych - w kazdym z przypadkéw, gdzie jest uzyta, wynik ANOVA
jest wystarczajgcy dla postawionej konkluzji.

Badania przedstawione w Wynikach opierajg sie na zadaniu behawioralnym, wykonywanym w klatce
IntelliCage przez samice myszy w r6znym wieku, z zastosowaniem wprowadzonych za pomoca wektorow
wirusowych modyfikacjami dziatania PSD-95 w grzbietowym hipokampie. Doktorantka analizowata
zachowanie zwierzat, w szczegdlnoéci picie z butelek, gdy po okresie adaptacji w jednej z dwéch z butelek
wode zastepowano 5% (w./obj.) roztworem sacharozy. W analizie wynikéw wyrdzniono trzy wzorce
zachowania:, ,,pamie¢ nagrody”, ,perseweracje” i ,podazanie” (zdefiniowane jako wizyty réznych osobnikéw
oddzielone od siebie 0 mniej niz sekunde). Zaprezentowane w pracy metody analizy zachowania oparte sg o
ponad dekade doéwiadczen w Pracowni Molekularnych Podstaw Zachowania i trudno polemizowac z
szeregiem opublikowanych prac, na ktérych oparto wybdr wzorcéw zachowania, niemniej jednak chciatbym
sprébowad. Patrzac na rycine 7 (oraz 8, 13 i 14) odnosze wrazenie, ze pamiec nagrody i perseweracja s3 sobie
réwne co mogtoby sugerowaé, ze butelka z sacharozg zostata umieszczona w preferowanym narozniku.
»Pamie¢ nagrody” jest bardzo zblizona do preferencji nagrody, a ,,perseweracja” w tym przypadku moze tez
by¢ interpretowana jako preferencja naroznika klatki. W moim odczuciu zréwnywanie tych zachowan z
pamiecig przestrzenng i nawykowym powtarzaniem wyboréw jest dos¢ daleko idgca interpretacja.
Dodatkowo czas analizy zmian preferencji jest dos$¢ krétki i przypuszczam, ze niektére punkty czasowe na
wykresach pamieci nagrody odpowiadajg jedynie kilku wizytom w piciem z butelki. Wreszcie zawezenie
efektéw spotecznych na wybér naroznika jedynie do wyboréw nastepujacych natychmiast po sobie réwniez
moze by¢ dyskusyjne. Niemniej zaznaczam, ze powyzsze zastrzezenia sg dyskusjg z interpretacjg zachowar.
Zdecydowanie uwazam, ze wskazana roznica w zachowaniu zwierzat mtodszych i starszych oraz efekt
umieszczenia razem zwierzat w roznym wieku sg w pracy przekonywujaco wykazane.
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Kluczowa czescig zaprezentowanych w Wynikach badani sg zmiany w liczbie i powierzchni kolcow
dendrytycznych, zwigzane z udziatem tescie behawioralnym, wiekiem oraz uposledzong/zmieniong funkcjg
PSD95. Doktorantka wykazata, ze wiek zwierzgt byt powigzany ze znamiennie mniejszg powierzchnig kolcow
dendrytycznych na neuronach w CA1l oraz ze efekt przeprowadzenia badania behawioralnego miat
zréznicowane konsekwencje u zwierzat mtodych i starych. Doktorantka przeanalizowata rowniez, jak na
liczbe i powierzchnie kolcéw wplywato zastgpienie w tescie butelki z wodg roztworem sacharozy i
zaobserwowata potencjalnie przeciwstawne efekty na zmiany w powierzchni kolcéw u zwierzgt. Wywotane
za pomocg interferencji RNA obnizenie ilosci biatka PSD 95 wywotato spodziewang redukcje w ilosci kolcdw,
niemniej efekty na zachowanie mtodych samic w IntelliCage byly (w mojej subiektywnej ocenie) dos¢
wybidrcze i znamienne przede wszystkim w zachowaniu, okreslonym jako wybdr przestrzenny, przy czym nie
zaobserwowano rownowaznych zmian u zwierzgt starych. Ekspresja wariantu PSD95 z mutacjg S73A
wptyneta z kolei na aktywnos$¢ (patrolowanie) oraz pamieé nagrody. W mojej ocenie zaprezentowane w
rozprawie analizy licznosci i powierzchni kolcow dendrytycznych oraz ich zaleznosci z obserwowanym
zachowaniem wnoszg szereg nowych informacji do stanu wiedzy wzgledem zmian w neurplastycznosci
zachodzacych z wiekiem i znaczenia tych zmian w procesach pamieci.

Dyskusja rozpoczyna sie od nawigzania do Wstepu i roli receptorow NMDA w CA1 w tworzeniu pamieci
przestrzennej, jednak w tym przypadku w moim odczuciu zachowana jest wieksza ostroznosé i wskazywane
sg utrzymujgce sie wcigz kontrowersje. Nastepnie doktorantka omawia gtéwne uzyskane wyniki, przytaczajac
obszerny kontekst literaturowy. Podsumowanie koriczace dyskusje jest ostrozne i skupia sie na postawieniu
tezy, ze u mtodych zwierzat zachowanie jest zalezne od funkcji PSD-95, ale nie jest ona wymagana do
zakodowania pamieci nagrody. Z drugiej strony u zwierzat starych wyksztatcajg sie mechanizmy
kompensujgce role PSD95 w uczeniu sie. W mojej ocenie doktorantka z powodzeniem zrealizowata
postawiony cel i oznaczyta wplyw starzenia sie na strategie behawioralne i procesy synaptyczne w
grzbietowym polu CA1l.

W odpowiedzi na niniejszg recenzje prositbym o odniesienie sie do nastepujgcych kwestii:

lle wizyt na przedziat czasowy analizowanych jest jako pamie¢ przestrzenna?
Czy zgodnie z uzyskanymi danymi u samic w wieku 18 miesiecy mozna wskaza¢ na jakiekolwiek
uposledzenia proceséw poznawczych?

3. Czy wyniki Swiadczg o roli w analizowanych zachowaniach PSD95, plastycznosci kolcow
dendrytycznych, czy tez raczej grzbietowego CA1?

4. Jakie inne struktury przodomoézgowia powinny zostal przeanalizowane przy zastosowaniu
podobnego podejscia jak na rycinie 9 lub 10?

5. Czy ptec zwierzat moze mie¢ wptyw na obserwowane fenotypy?

ul. Smetna 12 | e-mail: ifpan@if-pan.krakow.pl tel.: +48 126623220
31-343 Krakéw | www.if-pan.krakow.pl +48 12 662 32 05
+48 12 662 32 49

! fax: +48 12637 4500



Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

Podsumowujac, z petnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668) oraz
zafgcznika nr. 1 Regulaminu Rady Naukowej z 13.04.2018 r. Wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Anny Caty
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

W recenzji przedstawitem caty szereg uwag krytycznych, poddawatem w watpliwos¢ interpretacje wybranych
wynikéw i polemizowatem z czescig konkluzji. Niemniej nie mam watpliwosci, ze przedstawione w rozprawie
przez Panig Anne Caty wyniki s3 znaczgcym wktadem w zrozumienie mechanizméw neuroplastycznosci, czego
dobitnym dowodem jest opublikowanie istotnej czesci z nich z pierwszym autorstwem doktorantki w
najbardziej powazanym czasopismie w obszarze neuronauk. Dlatego tez zwracam sig tez z wnioskiem do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk o wyrdznienie
rozprawy.

Z powazaniem,

[ ——

Ig(h b. Jan Rodriguez Parkitna

Zastepca Dyrektora ds. Naukowych

Kierownik Zaktadu Neurofarmakologii Molekularnej

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

Smetna 12, 31-343 Krakow, tel.: +48 12 6623328, e-mail: janrod @if-pan.krakow.pl
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Dr hab. Marta B. Wisniewska, profesor uczelni
Laboratorium Neurobiologii Molekularnej

e.mail: m.wisniewska@cent.uw.edu.pl

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Anny Caty

p.t. ,Wptyw procesu starzenia na neuronalne mechanizmy decyzji przestrzennych”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa opisuje badania przeprowadzone przez mgr
Anne Caty w Pracowni Molekularnych Podstaw Zachowania Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego. Celem pracy byto zrozumienie, jak starzenie wptywa na strategie
behawioralne przy wyborach przestrzennych i jak strategie te rdzinig sie na poziomie
mechanizmow plastycznosci. Publikacja oparta na pracy doktorskiej mgr Anny Caty ukazata
sie w tym roku w czasopismie Journal of Neuroscience, ktérego wysoka ranga jest dobrze
znana. Badania zawarte w rozprawie przeszty wiec przez wymagajgcy proces recenzyjny, a mi
pozostaje zgodzic sie, ze wnoszg oryginalny i wazny wktad w dziedzine.

W skrdcie, doktorantka pokazata, ze zaréwno mtode, jak i stare myszy dokonujg
skutecznie decyzji przestrzennych, stosujgc jednak inne taktyki, réznigce sie na poziomie
komoérkowym zaleznoscig od plastycznosci w polu CA1l hipokampa. Starsze myszy w
poréwnaniu z mfodymi w wiekszej mierze opierajg wybory przestrzenne na obserwacji
innych osobnikéw (informacja spoteczna) oraz trzymaniu sie wybranej lokalizacji
(perseweracja). Strategie te nie wymagajg plastycznosci synaptycznej w polu CA1l. W dobie

starzenia sie spoteczenistwa sg to badania szalenie ciekawe i bez watpienia potrzebne.
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Jezeli chodzi o strone formalng, rozprawa ma klasyczny uktad. Wstep wraz z czterema
figurami zajmuje 26 stron, cele pracy — jedng strone, materiaty i metody - 10 stron, wyniki
zawierajgce 8 ztozonych figur — 32 strony, i w koncu dyskusja liczy 8 stron. Rozprawa
napisana jest tadnym jezykiem, a edycja jest bardzo staranna. Zacytowano 285 prac, z
ktdrych jednak tylko niecate 20% stanowig prace z ostatnich 10 lat, a prac z ostatnich 5 lat
jest zaledwie 17. Mato aktualna bibliografia jest najpowazniejszym zarzutem, jaki mam do
rozprawy. Brakowato mi takze koncowego rozdziatu, ktéry podsumowatby najwazniejsze
wnioski, ale poniewaz rozprawa napisana jest jasno i konkretnie, rozdziat taki, cho¢
przydatny, nie byt niezbedny. Rozprawa zawiera wszystkie potrzebne tresci i jest stosunkowo
krétka, co uwazam za duzg zalete.

Wstep nie jest przetadowany informacjami i naturalnie prowadzi do postawienia
probemu badawczego. Zostat skonstruowany tak, zeby z jednej strony nakresli¢ szerszy
kontekst, a z drugiej podac¢ niezbedne szczegdty. W zrozumieniu zagadniend bardziej
szczegbtowych pomagaja ryciny. Pewien chaos wkradt sie tylko w opis wptywu starzenia na
strukture i funkcje receptorow NMDA oraz poziom PSD-95. Trudnos¢ polegata na tym, ze
doniesienia literaturowe na ten temat sg sprzeczne. Mysle, ze mozliwe bylo lepsze
usystematyzowanie wiedzy i ustrukturyzowanie tej czesci wstepu.

Do czesci metodycznej nie mam zastrzezen, wrecz chce podkresli¢, ze projekt
eksperymentow i warsztat badawczy s modelowe. Doktoranta przeprowadzita analizy
behawioralne oraz analizy mikroskopowe. Zaobserwowane zaleznosci pomiedzy zmianami w
zachowaniu i zmianami komdrkowymi badafta stosujg wyciszanie ekspresji genow
specyficznie w polu CA1 hipokampa z zastosowaniem shRNA, wektoréw wirusowych i iniekcji
stereotaktycznych. W ten sposdb wyszta z poziomu badan korelacyjnych. Doswiadczenia
zostaty bardzo dobrze zaprojektowane. Na przyktad, w celu rozréznienia efektow wyboréw
przestrzennych i pamieci nagrody wspotwystepujgcych w podstawowym eksperymencie,
gdzie stosowany byt bodziec apetytywny (nagroda) w kontekscie przestrzennym,
Doktorantka przeprowadzita dodatkowe eksperymenty z bodicem apetytywnym bez
kontekstu przestrzennego oraz z bodZcem awersyjnym z kontekstem przestrzennym. To
pozwolito na wyciggniecie mocnych wnioskéw w logicznym toku myslenia.

Wyniki zostaty opisane bardzo przejrzyscie, co byto sztukg przy tak ztozonym

projekcie. Jak wspominatam, zostaly one zaaprobowane przez recenzentdéw, ktérzy z



pewnoscig znajg sie na tematyce badan lepiej niz ja, trudno wiec doszukiwaé sie w nich
bteddéw.

CzesScig pracy, ktéra podobata mi sie najbardziej jest poréwnanie zachowania
zwierzat utrzymywanych w grupie rédwnowiekowej i réznowiekowej. W pewnej mierze
strategie stosowane przez myszy stare, wyraznie inne od stategii myszy mtodych, stajg sie
podobne, kiedy myszy stare i mtode zyjg razem w jednej klatce. W czasie lektury pojawia sie
jednak watpliwos¢ dotyczaca liczby powtdrzen w doswiadczeniu behawioralnym pokazanym
na rycinie 7. Z opisu odniostam wrazenie, ze seria doswiadczen na osobno testowanych
grupach myszy mtodych i starych zostata wykonana tylko raz, co nie jest wystarczajace,
poniewaz na zachowanie zwierzat mogty wptyngé niekontrolowane czynniki. Ponadto n=6
jest dosy¢ niskie jak na badania behawioralne. Kwestia liczby powtdérzen i liczebnosci grup
powinna zostac jasno opisana, a takiego opisu brakuje.

W czesci komdrkowo-molekularnej zachwycity mnie analizy statystyczne obrazéw
mikroskopowych, zwtaszcza analiza korelacji powierzchni punktéw PSD-95-pozytywnych z
wielkoscig kolca dendrytycznego, ktéra elegancko pokazata, ze taka korelacja nie zawsze
wystepuje. Autorka zastosowata rdézine techniki automatycznych pomiaréw i metody
statystyczne. Zwracam na to uwage, poniewaz przeprowadzanie tak solidnych analiz nie jest
wcale w biologii standardem, chociaz bez nich trudno o obiektywizacje i wycigganie
przekonujacych wnioskéw. Do tej cze$ci mam dwa mate zastrzezenia. Po pierwsze, nie jest
dla mnie jasne, co znaczy okreslenie ,srednia wartos¢ w skali szarosci” w odniesieniu do
poziomu biatka PSD-95. Domyslam sie, ze chodzi o gesto$¢ optyczng, ale nie wiem, czy chodzi
o $rednig wartos$¢ dla pola powierzchni, czy $rednig warto$é na punkt PSD-95-pozytywny.
Druga kwestia dotyczy sposobu przedstawienia wynikéw. Ten sam parametr (gestos¢ kolcow
dendrytycznych z PSD-95 i bez PSD-95 na jednostke dtugosci dendrytu) zostat pokazany na
wykresie innego rodzaju na rycinie 10 i 11. Utrudnia to poréwnywanie wynikow z
eksperymentdw przedstawionych na tych rycinach.

W krotkiej ale tresSciwej dyskusji Autorka przedstawita interpretacje wynikoéw i jasno
wyjasnita wkiad swoich badan w rozwdj wiedzy. Przeprowadzone eksperymenty dowiodty
m.in., ze przy treningu wybordéw przestrzennych myszy korzystajg takze z informacji
spotecznych, ze plastycznos¢ synaptyczna w polu CA1 hipokampa jest wazna dla
dokonywania wyboréw przestrzennych oraz ze u starych zwierzat korelacja wielkosci synaps

i ilosci PSD-95 jest zaburzona. Autorka postawita rowniez nowe pytania wynikajgce z jej



badan, na przyktad jak wyttumaczy¢, ze nabywanie nowej pamieci moze sie wigzac z
eliminacjg synaps (a nie ich wzrostem i stabilizacjg) oraz jakie znaczenie ma korelacja
wielkosci snapsy i ilo$ci PSD-95. Postarata sie na te pytania odpowiedzie¢, stawiajac hipotezy.
Tych pytan nasuwa sie zresztg wiecej. Czy zmienione strategie behawioralne s3
mechanizmem kompensujacym mniejszg plastycznos¢ synaptyczng? Jakie zjawiska
komoérkowe i molekularne stojg za zmiang strategii wyboréw przestrzennych starych myszy
przebywajgcych z mfodymi? Ciekawa jestem, czy w Pracowni Molekularnych Podstaw
Zachowania beda prowadzone badania na ten temat.

Podsumowujac, prace mgr Anny Caty oceniam bardzo wysoko. Czytanie tej klarownej,
logicznej i spdjnej rozprawy byto przyjemnoscia i rozbudzito moje zainteresowanie tematyka.
Szczegdlng wartoscig przeprowadzonej pracy badawczej jest powigzanie bardzo konkretnych
zjawisk behawioralnych i zjawisk molekularno-komérkowych w mdzgu. Bardzo ciekawy i
spotecznie aktualny jest kontekst pordwnania strategii zachowania zwierzat starych i
mtodych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia ustawowe warunki
stawiane pracom doktorskim, stawiam wniosek do Rady Instytutu Biologii Doswiadczalnej
PAN im. M. Nenckiego w Warszawie o dopuszczenie pani mgr Anny Caty do dalszych etapow

przewodu doktorskiego i zgtaszam wniosek o wyrdznienie.
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