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OCENA

Rozprawy doktorskiej mgr Ewy Banach

pt. Rola kinazy syntazy glikogenu - 3 w funkcjonowaniu synaps pobudzajacych

Praca doktorska mgr Ewy Banach pt. ,Rola kinazy syntazy glikogenu - 3B w
funkcjonowaniu synaps pobudzajacych” wykonana zostata pod opiekg promotorki dr hab.
Joanny Urban-Ciec¢ko i promotora pomocniczego dr Tomasza Jaworskiego, w jednostkach
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN, we wspétpracy z Zaktadem
Genetyki w Psychiatrii oraz Pracownig Badarn Molekularnych i Komérkowych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Takie afiliacje sa w zasadzie gwarancja rzetelnie wykonanych badan
naukowych.
| faktycznie, Rozprawa przedstawia wyniki niezwykle interesujgcych badar na modelu mysim,
ktorych celem byto zbadanie wptywu konstytutywnej aktywnosci GSK-3B na morfologie
kolcow dendrytycznych, pobudzajace przekaznictwo synaptyczne oraz na poziom ekspresji
mikroRNA w neuronach hipokampa. A wszystko to w kontekécie udokumentowanego w
literaturze naukowej udziatu GSK-3B oraz czasteczek mikroRNA w powstawaniu choréb
neurodegeneracyjnych i zaburzen psychicznych. Zatem podjety w rozprawie temat jest istotny
nie tylko z punktu widzenia ludzkiej ,ciekawosci naukowej”, ale takie z punktu widzenia
zdrowia publicznego.

Rozprawa sktada sie z dziewieciu numerowanych rozdziatéw, poprzedzonych
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Nieco nietypowo, rozdziatem nr 1 jest ,Wykaz
skrotow”, ktéry zwykle jest czescig nienumerowang. Kolejne rozdziaty to , Wprowadzenie”,

»Hipotezy i cele”, ,Materiaty i metody”, ,Wyniki”, ,Dyskusja”, ,Podsumowanie wynikéw i
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wnioski”, ,Bibliografia” oraz ,Suplement”.
Rozprawa jest zwiezta, a przy tym tresciwa i napisana przejrzyscie, chociaz nie jest wolna od
potkniec jezykowych i stylistycznych (o czym pézniej).

Autorka Rozprawy stawia trzy jasno brzmigce hipotezy:

1) wzmozona aktywnos¢ GSK-3B w komdrkach nerwowych hipokampa zaburza strukture i
funkcjonowanie synaps pobudzajacych;

2) wzmozona aktywno$¢ GSK-3B w komérkach nerwowych hipokampa wplywa na ekspresje
miRNA;

3) zmieniona ekspresja miR-221* wptywa na strukture i funkcje synaps pobudzajacych w
hipokampie.

Rozdziat ,Wprowadzenie” jest dos$¢ krotki, jednak zawiera wszystkie informacje
niezbgdne do nakreslenia kontekstu pracy. Rozdziat ,Materiaty i metody” jest za to bardzo
szczegbtowy, co uwazam za wiasciwe, gdyz jednym z jego zadan jest przeciez umozliwienie
innym badaczom doktadnego powtdrzenia przeprowadzonych eksperymentéw. Dodatkowo,
obrazuje on bogaty warsztat eksperymentalny i analityczny Doktorantki.

Rozdziat ,Wyniki” Autorka Rozprawy ilustruje bogato rycinami i tabelami i w sposéb
logiczny przedstawia tam kolejne etapy swojej pracy oraz ich efekty.

Podsumowujac krétko owe efekty, w trakcie swoich badah Doktorantka wykazata, ze:

1) wzmozona aktywnos$¢ GSK-3B zmienia morfologie kolcéw dendrytycznych prowadzac do
zwigkszenia liczby kolcéw niedojrzatych. Wigze sige to z ‘obnizeniem pobudzajgcego
przekaZnictwa synaptycznego, co wynika prawdopodobnie ze zmiany stabilnosci receptoréw
AMPA w btonie synapsy.

2) GSK-3B reguluje poziom ekspresji kilkudziesieciu dojrzatych i niedojrzatych miRNA w
hipokampie, obnizajac poziom ich ekspresji wiekszosci z nich, w tym miR-221%;

3) obnizenie poziomu ekspresji miR-221* nie wptywa na strukture synaps pobudzajacych,
jednak  powoduje  wzmocnienie  pobudzajacego  przekaznictwa  synaptycznego,

prawdopodobnie poprzez mechanizmy postsynaptyczne.
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W syntetycznej , Dyskusji” Autorka podsumowuje uzyskane wyniki na tle istniejagcego
pismiennictwa dot. zwigzkéw miedzy aktywnoscig GSK-3p i objawami zaburzen psychicznych
oraz pomigdzy poziomem ekspresji mikroRNA a strukturg i funkcjg synaps. Sugeruje tez
mozliwe mechanizmy molekularne obserwowanych przez Nig zjawisk.

Po ,Dyskusji” znajduje sie krétki, ale bardzo wygodny dla czytelnika i recenzenta,
rozdziat ,Podsumowanie wynikéw i wnioski”. Po nastepnym w kolejnosci rozdziale
»Bibliografia” (ze 194 pozycjami literatury naukowej) znajduje sie ,Suplement” zawierajacy
wykaz opublikowanych przez Autorke Rozprawy prac naukowych.

Mgr Ewa Banach jest pierwszg (i korespondencyjng) autorka w pieciu pracach naukowych i
wspotautorkg w kolejnych trzech, co $wiadczy o jej gtebokiej wiedzy eksperckiej i
zaangazowaniu w prace naukowgq. Dwie z wymienionych publikacji (jedna ,w recenzji” w
momencie sktadania Rozprawy) zawierajg wyniki przedstawione w Rozprawie Doktorskiej, co

dodatkowo podkresla wage tych wynikow.

Zadaniem recenzenta jest jednak nie tylko podkreslanie wartosci pracy, lecz takie
wskazywanie uchybien i btedéw. Dlatego mam kilka uwag do rozprawy. S3 to gtéwnie (cho¢
nie tylko) uwagi natury edytorskiej.

W trakcie pisania Rozprawy dos¢ trudno jest uniknaé niebyt zgrabnych konstrukgji literackich
i takg niezgrabnoscig jest np. okreslenie ,wyznakowany fluorescencyjnie barwnik FAM488”
(str. 46), ,tabela podsumowujgca sume” (str. 59), ,potencjat utrzymywano w -60 mV” (str. 30),
czy pisanie o ,,hodowli komérkowej wykonanej z komérek pochodzgcych od myszy” (str. 4).
FAMA488 jest barwnikiem fluorescencyjnym, nie wymaga wiec dalszego ,znakowania”,
potencjat mozna ,utrzymywaé” w poprzek bfony komdrkowej, nie w mV, a hodowle
komodrkowe sie wyprowadza. Autorka rozprawy pisze tez na str. 17 (wszystkie wyréznienia w
tekécie pochodzg od recenzenta): ,Pierwszym dowodem, potwierdzajgcym istotng role
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow przez miRNA w CHAJ byty badania ekspresji
genow (...)". Jesli badania s3 tu dowodem, to najwyzej dowodem zainteresowania tematem,
a nie potwierdzeniem istotnej roli zjawiska budzacego to zainteresowanie. Dowodem mogg

by¢ wyniki tychze badan, a i wowczas nalezatoby raczej napisaé o przestance. Natomiast w
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»Dyskusji” (str. 77) Autorka Rozprawy napisata: ,Naszym celem byto wykazanie, czy takie
zmiany morfologii kolcow dendrytycznych mogg ~wywota¢ zmiany funkcjonalne...”.
Wtasciwszym stowem bytoby tu sprawdzenie lub zbadanie.

Na stronie 18 jest mowa o genach, ktére $3 targetem, co uwazam za niepotrzebna kalke
jgzykowg, zwazywszy na istnienie polskiego stowa ,cel”.

W Rozprawie mozna tez znalez¢ literéwki i btedy gramatyczne, ktérych nie bede tu wymieniac.
Na stronie 52 mozna przeczytaé, iz: »porownano pobudzajace przekaznictwo synaptyczne
miedzy myszami WT a GSK3-B[S9A]”, co prowokuje do zartobliwego zapytania o technike
taczenia myszy za posrednictwem synaps.

W Rozprawie mozna tez znale#¢ zdania, ktérych konstrukcje Autorka najwyrazniej kilkukrotnie
zmieniata i nie usuneta wszystkich ,naddatkéw”: »rodzeristwem nietransgenicznym
rodzeristwem” (str. 60), »Procentowy wzrost procentowy kolcéw” (str. 72), czy zdanie o myszy,
ktéra , posiada modyfikowany gen GSK3-B pod promotorem.” (str. 50).

Skrét SynGAP (str. 7) zostat nieprawidtowo wyjasniony jako , GTPaza synaptycznego
biatka Ras”, gdy tymczasem jest to biatko aktywujace synaptyczng GTPaze Ras.

Nie wszystkie pozycje literaturowe Cytowane w pracy sg ujete w spisie literatury. Np.
praca Cheng i wsp., 2014 (cytowana np. na stronie 47) nie wystepuje w spisie literatury.

Rycina 19 na stronie 67 ma przedstawia¢ wybrane, dojrzate miRNA z najwiekszg i
najsilniejsza statystycznie réznica w poziomie ekspresji. Zabrakto jednak mmu-miR-185-3p,
ktérego poziom ekspresji roénie najbardziej i istotnie. .

Na stronie 70, w podrozdziale ,Wybor stezenia inhibitora miR-221* do dalszych
badad”, w tekscie mowa jest o stezeniach pikomolowych, natomiast na wykresie
przedstawiono efekty dziatania stezen nanomolowych (co zaznaczone jest dwukrotnie: w
opisie osi X i w legendzie do wykresu).

Rycina 22 umieszczona na kolejnej stronie ma ilustrowaé efekty wnikania roznych
stezen inhibitora miR-221* wyznakowanego FAM488 do komdrek. Na podstawie wynikéw
tego doswiadczenia, do dalszych eksperymentéw wytypowano 5-pikomolowe stezenie tego

inhibitora. Jednak na podstawie obserwacji zdjeé z ryciny 22 trudno jest zrozumiec¢ ten wybor:
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przy takim stezeniu komdrki wydaja sie by¢ pozbawione inhibitora i wtasciwszym wydawac sie

moze wybor stgzenia 25-pM (a na pewno > 5 pM, a < 25 pM).

Mam kilka pytan do Autorki rozprawy.
1. W rozdziale Dyskusja, na str. 79, pisze ona: ,Jako neuronalny efektor dziatania GSK-3
zostata wskazana kinaza fosfatydyloinozytolu 4 typu Il o (P14Klla)”, oznacza to dziatanie GSK-
3B za posrednictwem kinazy fosfatydyloinozytolu; jednak nieco nizej na tej samej stronie
Autorka pisze: ,Ta obserwacja sugeruje, ze Pl4Klla za posrednictwem GSK-3B moze prowadzié
do stabilizacji w btonie receptoréw NMDA” (cytujac w obu przypadkach te sama publikacje —
Amici i wsp., 2020). Ktéra wersja jest zatem wtaséciwa?
2. Mechanizm obnizenia poziomu ekspresji miRNA poprzez inhibicje GSK-3B w komérkach nie-
neuronalnych wydaje sie by¢ znany. Czy Autorka moze zaproponowaé mechanizm, za
posrednictwem ktérego zwigkszenie aktywnosci GSK-3B doprowadza do obnizenia poziomu
ekspresji wiekszosci miRNA w neuronach? Dlaczego poziom pewnych miRNA (miR-185-3p) sie
woéwczas znaczaco zwigksza?
3. Zgodnie z uzyskanymi wynikami, nadmierna aktywnos¢ GSK-3B obniza przekaZnictwo
pobudzajace, a nadekspresja GSK-3B obniza poziom miR-221* w komérce. Jednoczeénie
obnizenie poziomu miR-221* wzmacnia pobudzajgce przekaznictwo synaptyczne. Jak to
pogodzic?
4. Czy Autorka planuje badania wptywu miR-221* na poziom podjednostek receptora AMPA i
NMDA? Wydaje sig to by¢ naturalng konsekwencjg uzyskanych wynikéw, jak i przemyslen
Autorki. Poza tym w rozdziale ,Hipotezy i cele” wspomina ona od »dalekosieznym” celu pracy
— wyjasnieniu roli GSK-3B w plastycznosci synaptycznej. Mozna mieé zatem nadzieje, ze praca

bedzie kontynuowana.

Podsumowujac, oceniam rozprawe doktorskg Pani mgr Ewy Banach jako bardzo
ciekawg i jasno napisang, a drobne uwagi, dotyczace gtéwnie strony edytorskiej, nie obnizaja
oceny catosci rozprawy. Nie mam watpliwosci, ze odkrycia Doktorantki wnoszg istotny wkfad

do naszej wiedzy dotyczacej udziatu GSK-3B oraz mikroRNA w regulacji funkcjonowania synaps
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pobudzajacych. Pokazuja takze jak skomplikowana jest rola tej kinazy i jak trudnym, jesli nie
niemozliwym na biezgcym poziomie rozwoju technik badawczych, zadaniem bedzie uzyskanie
catkowitego obrazu dziatania GSK-3p w komérkach.

Stwierdzam zatem, ze recenzowana Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478,
619, 1630), stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje wiedze teoretyczng Autorki i
umiejetno$é¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z powyzszym wnosze
do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, PAN

o dopuszczenie Pani mgr Ewy Banach do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

Dr hab. Agnieszka Gizak, prof. UWr



Prof. dr hab. Grzegorz Hess

Instytut Zoologii i Badan Biomedycznych
Wydzial Biologii

Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

Krakow, 23.06.2022 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ewy Banach

pt. Rola kinazy syntazy glikogenu - 3p w funkcjonowaniu synaps pobudzajacych

Niedawno odkrytym, waznym czynnikiem wywierajacym modulujacy, dtugotrwaty wptyw na
przekaznictwo synaptyczne, jest mikroRNA, bedacy rodzajem niekodujacego RNA o dtugosci 18-24
nukleotydow, ktdry uczestniczy w regulacji ekspresji genéw na poziomie potranskrypcyjnym. Wykazano, ze w
uktadzie nerwowym rozne rodzaje mikroRNA moga regulowac procesy synaptogenezy i plastycznosci
synaptycznej, lecz obecna wiedza na ten temat jest jeszcze bardzo ograniczona. Co istotne, uwaza sig, ze

zaburzenia funkcji mikroRNA moga grac rolg w patofizjologii choréb uktadu nerwowego.

W przedstawionej rozprawie doktorantka postanowila zweryfikowac¢ hipoteze, wedlug ktorej obecnosé
konstytutywnie aktywnej formy kinazy syntazy glikogenu-3p (GSK-3B) w mozgu myszy wigze si¢ ze zmianami
poziomu ekspresji mikroRNA, a takze zbadac, jakie sg konsekwencje tych efektow dla struktury i funkcji
potaczen synaptycznych w hipokampie. Myszy transgeniczne z nadekspresja kinazy GSK-3f stanowig model
zwierzgcy choroby dwubiegunowej. W mojej opinii tak postawiony problem badawczy jest trafny i aktualny.
Uzyskanie odpowiedzi na postawione pytania wymagato zastosowania catego szeregu zré6znicowanych metod

badawczych i przeprowadzenia trudnych eksperymentow.

Przedstawiona mi do oceny, liczaca 104 strony, praca doktorska ma typowy uktad edytorski. W krotkim,
jedenastostronicowym wstepie, autorka zwigzle omawia zagadnienia zwigzane z tematem pracy, a w tym kwesti¢
synaps milczacych, ktore cechuje brak funkcjonalnych receptorow AMPA, oraz podzial kolcéw dendrytycznych
a takze przedstawia dane literaturowe na temat roli kinazy GSK-38 w plastycznosci synaptycznej i zaburzeniach
psychicznych. Ze wstepu czytelnik uzyska rowniez nieco informacji na temat mikroRNA oraz jego roli w
plastycznos$ci synaptycznej i zaburzeniach psychicznych. Ten rozdzial pracy dowodzi posiadania przez
doktorantke szerokiej wiedzy w zakresie tematyki rozprawy, jednakze od wstepu do rozprawy doktorskiej
oczekiwalbym przedstawienia szerszego tta podejmowanej pracy badawczej a nie odsytania czytelnika do prac

przegladowych (str. 18).



Po wstepie, w tekscie zamieszczono punkt pod nazwa ,.hipotezy i cele”, w ktérym precyzyjnie
sformulowano zadania badawcze zrealizowane w ramach pracy doktorskiej. Bardzo szczegotowy opis
zastosowanych materialow i metod, wraz z ilustracjami i tabelami, zajmuje 30 stron. Uzyskane wyniki
przedstawiono na 26 stronach, zawierajacych 16 rozbudowanych rycin i 3 tabele, a dyskusja zajmuje 8 stron.

Obszerny spis pi$miennictwa liczy 194 pozycje.

Pani mgr Ewa Banach realizacje swojego projektu badawczego rozpoczeta od analizy morfologii kolcow
dendrytycznych wybarwionych neuronéw ziarnistych zakretu zebatego stosowanych w do§wiadczeniach
zwierzat, ktorych genotyp okreslano przy pomocy metody PCR. Stwierdzita, Ze o ile poréwnanie ogdlnej gestosci
kolcow u myszy typu dzikiego z myszami z ekspresja konstytutywnie aktywnej formy kinazy GSK-3f nie
wykazato r6znicy, to u tych ostatnich znamiennie wickszg frakcje stanowity kolce dlugie, bedace niedojrzaly
forma tych struktur. W celu zbadania funkcjonalnych konsekwencji zaobserwowanego efektu, przeprowadzita
nastepnie technikg whole-cell pomiary elektrofizjologiczne aktywnoS$ci synaptycznej w skrawkach zakretu
zebatego in vitro, ktore pokazaty, ze myszy transgeniczne cechuje znamiennie mniejsza czgstotliwosé
miniaturowych pobudzajacych pradéw postsynaptycznych (mEPSC) w poréwnaniu z myszami kontrolnymi, przy
braku roznic w amplitudzie tych pradéw. W kolejnej serii doswiadczen elektrofizjologicznych z zastosowaniem
rejestracji pradow postsynaptycznych wywolanych stymulacja elektryczng drogi przeszywajacej wykazata, ze o
ile u myszy typu dzikiego pula synaps milczacych, ktére nie posiadaja funkcjonalnych receptorow AMPA lecz
wytacznie NMDA, nie przekracza ok. 8%, to u myszy transgenicznych wielkos¢ tej frakcji sigga 33%. Wyniki te
przekonujgco wskazuja, ze obecno$¢ nadaktywnej formy kinazy GSK-3p wigze si¢ z upo$ledzeniem
pobudzajacego przekaznictwa synaptycznego w zakrecie zebatym u mtodych, trzytygodniowych myszy, zar6wno

na poziomie strukturalnym, jak i funkcjonalnym.

Istotg nastepnego cyklu przeprowadzonych do§wiadczen byto okreslenie rodzajow mikroRNA,
wystepujacych w hipokampie myszy transgenicznych z konstytutywnie aktywna forma kinazy GSK-3f oraz
myszy typu dzikiego i poréwnanie poziomu ich ekspresji. W toku bardzo ztozonej, wieloetapowej procedury tzw.
sekwencjonowania nowej generacji otrzymano szereg produktow, sposérod ktorych wytypowano 14 rodzajow
dojrzatego mikroRNA, wykazujgcych znaczace obnizenie poziomu ekspresji w hipokampie myszy
transgenicznych, w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi. W tej serii eksperymentoéw postuzono si¢
zwierzgtami pigciomiesi¢cznymi. Ostatecznie, po wykonaniu dodatkowej analizy metoda qPCR, do dalszych
doswiadczen doktorantka wytypowala, jako najbardziej obiecujacy, jeden z rodzajow mikroRNA, miR-221%*, dla

ktorego relatywna roznica ekspresji byta najwigksza.

Znaczenie miR-221* dla struktury i funkcji synaps pobudzajacych badata doktorantka w pierwotnych
hodowlach prawidtowych neurondéw hipokampa myszy. Hodowle transfekowano swoistym inhibitorem miR-
221*, w stezeniu okreslonym na podstawie wynikoéw badan wstepnych, a nastepnie analizowano kolce
dendrytyczne wybarwionych neuronéw, bedacych morfologicznie komoérkami piramidowymi. Przy pomocy
techniki elektrofizjologicznej rejestrowano ponadto miniaturowe EPSC z tych neuronow. Uzyskane wyniki

wskazujg, ze w efekcie inhibicji miR-221* dochodzi do powigkszenia amplitudy miniaturowych EPSC, przy



braku réznic w czgstotliwosci tych pradow. Réwnoczesnie nie stwierdzono, aby inhibicja miR-221* prowadzita
do zmian ilosciowych w poszczegoélnych frakcjach kolcow dendrytycznych. Obserwowany efekt ma wiec

charakter funkcjonalny, lecz nie strukturalny.

Przedstawiong rozprawe oceniam wysoko. Nalezy stwierdzi¢, ze w trakcie jej realizacji doktorantka
uzyskata interesujace, nowatorskie wyniki, posiadajace duze znaczenie dla rozwoju badan nad rola kinazy GSK-
3B w plastycznosci synaptycznej w formacji hipokampa oraz zwigzkiem pomiedzy aktywnoscia tej kinazy a
poziomem mikroRNA w tkance. Postawiona hipoteza, zgodnie z ktéra obecno$¢ konstytutywnie aktywnej formy
kinazy GSK-3 w mézgu myszy koreluje ze zmianami poziomu ekspresji mikroRNA w hipokampie, okazata si¢
prawdziwa. Ponadto doktorantka zbadata wplyw nadaktywnosci kinazy GSK-3f oraz inhibicji jednego z
rodzajow mikroRNA, miR-221%*, na strukture i funkcje synaps pobudzajacych. Pragne podkresli¢, ze wyniki
zaprezentowane w rozprawie zostaty uzyskane w efekcie starannego przeprowadzenia catej serii bardzo trudnych
i ogromnie zréznicowanych doswiadczen. Swiadczy to o doskonatym przygotowaniu metodycznym i duzych

umiejetnosciach doktorantki w zakresie warsztatu badawczego.

Zapoznanie si¢ z zamieszczona w rozprawie dyskusja pozostawia jednak pewien niedosyt, poniewaz
doktorantka nie odnosi si¢ w niej do kwestii odmiennych efektow elektrofizjologicznych, ktore zaobserwowata w
przeprowadzonych dwoch seriach doswiadczen, tzn. z jednej strony ostabienia przekaznictwa w preparatach
uzyskanych z myszy z ekspresja konstytutywnie aktywnej formy kinazy GSK-3f a z drugiej - nasilenia
przekaznictwa w hodowlach neurondéw, w ktorych zastosowata inhibicje miR-221*. Chciatbym poprosic o
skomentowanie tej kwestii w trakcie obrony pracy doktorskiej. Czy jest mozliwe, Ze roznica ta wynika z
odmiennych mechanizméw plastycznosci w zakrecie zgbatym 1 hipokampie whasciwym? Chciatbym takze
zapytac o przyczyne, dla ktorej do doswiadczen z myszami transgenicznymi wybrano wytgcznie samice i to w
réoznym wieku. Z obowiazku recenzenta chciatbym roéwniez zwroci¢ uwagg na btedne opisy przebiegow,
przedstawionych na ryc. 24A, a takze, iz w tek$cie rozprawy doktorskiej nalezy unikaé pisania w pierwszej

osobie, a szczegbdlnie w liczbie mnogiej (str. 76 i nastgpne).

Wymienione uwagi majg jednak przede wszystkim charakter edytorski i nie obnizajg mojej wysokiej oceny
merytorycznej strony pracy. Biorac pod uwage powyzsze, uwazam ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2021 r. poz. 478, 619, 1630). Dlatego tez zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.

Marcelego Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr Ewy Banach do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Prof. dr hab. Krzysztof Sobczak Poznan, 18 sierpnia 2022
Zaktad Ekspresji Gendw

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Ewy Banach zatytutowanej ,,Rola kinazy syntazy glikogenu —
3B w funkcjonowaniu synaps pobudzajacych”

Niniejszg recenzje wykonatem jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade Naukowa
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Oceny dokonatem wedtug
obowigzujgcych uregulowan prawnych na podstawie przekazanej mi rozprawy doktorskie;j.

Praca doktorska mgr Ewy Banach zostata wykonana w Pracowni Elektrofizjologii, Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawskiego pod opiekg merytoryczng dr hab.
Joanny Urban-Cieéko, petnigcej funkcje promotora w przewodzie doktorskim, oraz dr Tomasza
Jaworskiego, petnigcego funkcje promotora pomocniczego. Temat pracy doktorskiej wpisuje sie w
obszar badan prowadzonych od wielu lat z duzym sukcesem przez panig promotor, a zwigzanych z
poznawaniem mechanizméw komunikacji synaptycznej, przekazywania sygnatu w sieci neuronalnej
oraz plastycznosci mézgu zachodzacej w wyniku uczenia sie.

Szczegdélnym obiektem badar Doktorantki byta kinaza syntazy glikogenu — 3b (GSK-3b), ktérej
funkcja w regulacji aktywnosci synaps nie zostata dotad dobrze poznana. Poziom tego biatka jest
istotnie podwyzszony w takich zaburzeniach jak schizofrenia czy choroba afektywna dwubiegunowa
(CHAD), dlatego zasadnym jest postawienie sobie za cel badan wyjasnienie roli konstytutywnej,
nieprawidlowo wzmozonej, aktywnosci GSK-3b na morfologie kolcow dendrytycznych oraz
przewodnictwo synaptyczne, a takie na konsekwencje tej nadmiarowej aktywnos$ci na kompozycje
mikrotranskryptomu w zaburzonych neuronach. Te wtasnie pytania staly sie podstawag projektu
doktorskiego mgr Ewy Banach.

Oceniana rozprawa doktorska skfada sie z trzech gtéwnych czesci. Pierwszg stanowi relatywnie
krétkie, liczace 10 stron, choc treSciwe wprowadzenie omawiajgce istniejacy stan wiedzy w zakresie
tematyki projektu. Doktorantka opisuje mechanizmy ksztattujgce plastycznos¢ synaptyczng, oraz role
GSK-3b w stanach fizjologicznych i patologicznych, a takze wyczerpujagco omawia role mikroRNA
(miRNA) w regulacji plastycznosci i w zaburzeniach psychicznych. Czes¢ ta napisana jest w sposob
kompetentny i informatywny, chociaz odczuwatem pewien niedosyt, zwtaszcza w pierwszej czesci
wstepu, gdzie problem plastycznosci moégtby byc¢ nieco szerzej opisany poniewaz w petni nawigzuje do
zasadniczego celu pracy.

Drugg czes$¢ pracy stanowi bardzo konkretnie nakreslony cel badan, ktdremu towarzysza
wiasciwie postawione hipotezy. Trzecim, najobszerniejszym elementem rozprawy jest drobiazgowy
opis zasadnicze] czeSci pracy, rozpoczynajgcy sie przedstawieniem metodyki badawczej, a koriczgcy
opisaniem i przedyskutowaniem uzyskanych wynikow. Jest to tradycyjny uktad rozprawy, ktéry pozwala
na logiczne wprowadzenie poszczegdlnych tresci i prawidtowa narracje.
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Celem pierwszej czesci badan byto okreslenie wptywu wzmozonej aktywnosci GSK-3b na zmiany
w strukturze kolcow dendrytycznych oraz witasciwosci komoédrek neuronalnych. Doktorantka
wykorzystata model mysi GSK-3b[S9A] z mutacjg pozbawiajgcg mozliwosci negatywne] regulacji
aktywnosci biatka na drodze fosforylacji. Badania mikroskopowe wykazaty, ze liczebnos¢ kolcow
dendrytycznych nie ulega zmianie, podczas gdy ich morfologia zmienia sie w kierunku form
wydtuzonych w poréwnaniu do komérek myszy typu dzikiego. Z kolei badania elektrofizjologiczne
komoérek ziarnistych hipokampu pokazaty réznice w pobudzajacej transmisji synaptycznej, co sugeruje
zmniejszong liczbe funkcjonalnych synaps. Przypuszczenie to zostata potwierdzone w dalszych
badaniach przez ukazanie wiekszego odsetka niefunkcjonalnych, tzw. milczagcych synaps w neuronach
myszy GSK-3b[S9A].

W dalszej czesci pracy Doktorantka zadata bardzo ciekawe pytanie o wptyw wzmozonej
aktywnosci GSK-3b na populacje matych niekodujacych RNA, znanych jako miRNA, w hipokampie myszy
GSK-3b[S9A]. Stosujac gtebokie sekwencjonowanie matych RNA, a nastepnie weryfikacje dla wybranych
miRNA metodg RT-gPCR zidentyfikowano szereg miRNA, ktdérych poziom byt istotnie réiny, w
wiekszosci obnizony, w badanych tkankach. Jednym z nich byt miR-221-5p, ktérego poziom byt
obnizony o okoto 50%.

W tej czesci zabrakto mi sprecyzowania celowosci podjetych badan przed opisem uzyskanych
wynikéw. Dopiero w czesci dyskusja Doktorantka wyjasnita jakie wczesniejsze badania sugerowaty, ze
warto podjac ten problem badawczy. Ciekawym jest to, ze w Swietle wczes$niejszych badan mozna by
sie spodziewad wzrostu poziomu wielu miRNA w badanym modelu mysim poprzez regulacje przez GSK-
3b aktywnosci gtéwnego komponentu mikroprocesora - rybonukleazy Drosha. W zwigzku z tym
chciatbym poprosi¢ Doktorantke o skomentowanie tej rozbieznosci. Ponadto miR-221-5p jest tzw.
miR*, a miR-221-3p jest jednym z najpowszechniejszych miRNA w mdzgu. Oba powstajq z tego samego
prekursora. W zwigzku z tym rodzi sie kolejne pytanie jaki mechanizm moze wptyngé na zmiane
poziomu miRNA powstajacego z jednego, a nie z drugiego ramienia pre-miRNA. Pewnie nie zmiana
efektywnosci transkrypcji. Wreszcie patrzac ze znacznie szerszej perspektywy rodzi sie bardziej
generalne pytanie: czy zmiany w poziomie miRNA s3 bezposrednim czy odlegtym, i jesli tak to jak
odlegtym skutkiem nadmiernej aktywnosci GSK-3b. Ta nadmiarowa aktywnos$¢ wywotywaé moze szereg
zmian juz w rozwoju embrionalnym, co moze mie¢ skutki na etapie rozwojowym, na ktérym model
mysi poddano badaniu. Chciatbym ustysze¢ opinie Doktorantki na ten temat podczas obrony tez pracy
doktorskiej. To pytanie dotyczy oczywiscie réwniez badan opisanych w pierwszej czesci pracy,
dotyczacej zmian plastycznosci neurondéw.

Kolejnym, naturalnym celem badawczym postawionym w rozprawie byto okreslenie wptywu
niedoboru miR-221-5p na strukture i aktywnos$¢ komdrek nerwowych hipokampa. Po poddaniu tych
komérek dziataniem inhibitorem badanego miRNA (antysensowy bloker LNA) wykonano jakos$ciowe i
ilosciowe analizy strukturalne i testy funkcjonalne neuronéw, podobnie jak to zrobiono w czesci
pierwszej projektu. Nie odnotowano efektu na liczebno$é¢ i morfologie kolcow dendrytycznych, ale
wykazano zwiekszong amplitude zdarzen mEPSC, co sugeruje zwiekszone pobudzajgce przewodnictwo
synaptyczne. Zatem rodzi sie kolejne pytanie, czy zmiany te mozina wprost odnies¢ do zmian
obserwowanych w myszy GSK-3b[S9A], gdzie poziom miR-221-5p byt obnizony o okoto 50%?
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W tej czesci pracy pojawito sie kilka niescistosci i drobnych niedociggnieé. Na przyktad w Tabeli 9
zabrakto wyjasnienia czym jest ,p” oraz dlaczego zastosowano taki nietypowy sposéb opisu
prekursoréw miRNA (pre-miRNA). Jesli P to warto$¢ prawdopodobienstwa z odpowiedniego testu np.
testu t, to powinno by¢ wyjasnione, czy jest to tzw. Padj, ktéry ma znosi¢ efekt wielokrotnych
porownan. Czym jest wskaznik krotnosci zmiany (FC). Pewnie jest to wartos¢ logarytmiczna, co
powinno byé wyjasnione. Wreszcie jak okreslono zmiany ilo$ciowe pre-miRNA? Wtasciwie ani w M&M
ani w czesci wyniki nie znajdujemy odniesienia do tych wynikéw. W czesci wyniki powinny sie rowniez
pojawi¢ informacje o liczbie zmapowanych odczytéow do miRNA dla poszczegélnych grup
eksperymentalnych, co ukazatoby gtebokos¢ analizy, a zarazem ufnos¢ do pokazanych wynikéw. W
rozdziale 5.7.1. napisano, ze testowano i ostatecznie zastosowano 5 pM stezenie inhibitora miR-21*.
Pewnie chodzito o stezenie nanomolarne (nM). Podobnie na Ryc. 22. Kontrolg w tych eksperymentach
powinien by¢ kontrolny bloker LNA, a nie jedynie czynnik transfekcyjny, aby znies¢ potencjalny,
niespecyficznego efektu wprowadzonego oligonukleotydu. Ponadto aby sie przekonaé, czy bloker miR-
221* dziata efektywnie jako inhibitor nalezato wykona¢ kontrolny test ilosciowy, na przyktad testujac
poziom czgsteczek mRNA, ktdre sg znanymi celami dla miR-221-5p.

Zawarto$¢ ocenianej pracy doktorskiej zostata juz w wiekszosci opublikowana w 2022 roku w
dwéch dobrych, specjalistycznych czasopismach z obszaru neurobiologii, jakim sg Neurosci. Lett. (IF,0,1,
3.197; doi: 10.1016/j.neulet.2022.136744) oraz Neuroscience (IF2021, 3.708; doi:
10.1016/j.neuroscience.2022.03.024). Mgr Banach jest pierwszym autorem obu tych prac. Wieksza
czes¢ dysertacji zostata wiec juz wnikliwie oceniona przez ekspertéw z obszaru tematycznego projektu
doktorskiego, chociaz jak rozumiem sktadajgc rozprawe jedna z tych prac byta ciggle na etapie oceny
recenzenckie;j.

Z dogtebnej analizy wszystkich elementéw rozprawy doktorskiej jasno wynika, ze mgr Ewa
Banach w sposob dogtebny przestudiowata zagadnienia dotyczgce plastycznosci mézgu, funkcji kinazy
GSK-3b, oraz jej znaczenia w ksztattowaniu standw patologicznych. Chcac jak najlepiej zrealizowaé
zatozone cele badawcze, Doktorantka zaplanowata logiczny cigg poszczegdlnych etapdw badan.
Pokazata, ze potrafi w sposéb kompetentny skorzysta¢ z rozmaitych narzedzi badawczych, interpretujgc
w sposéb witasciwy uzyskane wyniki (drobne uwagi znajdujg sie powyzej). Dyskusja obserwacji
eksperymentalnych przeprowadzona zostata w kompleksowy, a zarazem wywazony sposéb. Praca
doktorska jest solidna i odpowiada na kilka bardzo waznych pytan biologicznych. Wskazane powyzej
uchybienia i watpliwosci interpretacyjne nie wptywajg w istotny sposdb na mojg bardzo wysokg ocene
niniejszej rozprawy.

Whnioski koncowe

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa mgr Ewy Banach spetnia
wszystkie warunki okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z pdzniejszymi zmianami). Zapoznajac sie
z rozprawg odczuwatem ogromng satysfakcje zetkniecia sie z rzetelnie i kompleksowo prowadzonymi
badaniami, ktére doprowadzity do sformutowania kilku wnioskéw istotnych z poznawczego punktu
widzenia. Swiadczy o tym nie tylko opinia recenzenta, ale réwniez opinia recenzentéw i redaktoréw
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dwéch czasopism, w ktérym Doktorantka wspdlnie z kolegami z zespotu opublikowata wyniki swoich
badan. Mgr Banach wykazata sie wiec wiedzg teoretyczng z zakresu prowadzonych przez siebie badan.
Udowodnita, ze potrafi rozwigzaé problem naukowy poprzez odpowiednie zaplanowanie badan,
wykonanie doswiadczen oraz interpretacje ich wynikéw. Uzyskata istotne wyniki, poprawnie je opisata i
wyciggneta uprawnione wnioski. Dlatego tez z catym przekonaniem zwracam sie do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie o dopuszczenie mgr
Banach do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i popieram wniosek o nadanie jej stopnia
naukowego doktora.

Jednoczesnie uwazam, ze oceniana praca ma ponadprzecietny charakter. Doktorantka publikujgc
swoje wyniki w dobrych, specjalistycznych czasopismach naukowych dowiodta, ze przeprowadzone
przez nig badania majg duze znaczenie dla pogtebienia wiedzy w zakresie wielu aspektow regulacji
plastycznosci synaptycznej komdrek neuronalnych. W klarowny sposéb wykazata, ze GSK-3b petni
istotng role w prawidtowym formowaniu synaps oraz, ze w komérkach z nadmiarowg aktywnoscia tego
biatka dochodzi do zaburzen poziomu szeregu miRNA, a jeden z nich miR-221-5p moze odgrywac role w
prawidtowej funkcji synaps. Ta nowa wiedza moze mie¢ znaczenie w poznaniu mechanizmoéw choréb
psychiatrycznych, w ktérych obserwuje sie nadmierng aktywnos¢ GSK-3b. Zwracam sie zatem o
rozwazenie wyrodznienia ocenianej pracy doktorskiej stosowng nagroda.

e, '

Krzysztof Sobczak
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