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Celem ocenianej rozprawy doktorskiej byta weryfikacja hipotezy, ze biatka STIM, zlokalizowane w
siateczce endoplazmatycznej i petnigce role sensoréw Ca?*, moga wptywaé na proces endocytozy
receptorow NMDA (NMDAR) po krétkotrwatej, silnej aktywacji tych receptoréw w neuronach kory
mozgu szczura. Podjeta tematyka wywodzi sie z nurtu badan nad molekularnymi mechanizmami
homeostazy i sygnalizacji Ca?*, jednego z gtéwnych wtérnych przekaznikdw informacji w komérkach,
ktdrej pionierem na $wiecie i w Polsce byt prof. Witold Drabikowski (1925-1983). Prof. Drabikowski
rozwingt badania biatek wigzacych Ca?* typu ,EF-hand”, takich jak kalmodulina, w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, a kontynuatorem tych badan w Instytucie Nenckiego, a potem w
Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komérkowej byt uczen prof. Drabikowskiego, prof.
Jacek Kuznicki. Ze szkoty tej wywodzi sie takze promotor niniejszej rozprawy, dr hab. Joanna
Gruszczynska-Biegata, ktéra wraz z doktorantkg mgr Karoling Serwach skupita sie na stosunkowo
niedawno odkrytych biatkach STIM, ktére wraz z biatkami ORAI uczestnicza w pojemnosciowym
naptywie Ca®* (ang. Store-Operated Calcium Entry, SOCE). Identyfikacja mechanizmu SOCE i funkgcji
biatek STIM byta niewatpliwie najdonio$lejszym odkryciem w dziedzinie badari homeostazy Ca?* na
przestrzeni dwéch ostatnich dekad. Linia badan biatek STIM zaprezentowana w niniejszej rozprawie
osadzona zostata w modelu pierwotnych hodowli in vitro neurondw kory mézgu szczura, wpisujgc sie w
zainteresowania i doswiadczenie Pracowni Biologii Molekularnej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w dziedzinie molekularnych mechanizméw funkcjonowania
neuronéw.

Podjety w dysertacji i zrealizowany cel badan jest dobrze uzasadniony, nowatorski i wazny
poznawczo, poniewaz poszerza wiedze na temat regulacyjnych zaleznosci miedzy dwoma kluczowymi
elementami sygnalizacji Ca?* w neuronach, jakimi sg biatka STIM i receptory NMDA. Jonotropowe
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glutaminergiczne receptory NMDA s3 gtéwnga drogg niekontrolowanego naptywu Ca?* do neuronu w
warunkach ekscytotoksycznoséci, co skutkuje zaburzeniem sygnalizacji Ca®* i neurotoksycznoscia.
Weczesniejsze badania zespotu dr hab. Gruszczyniskiej-Biegaty wykazaty, ze biatka STIM mogg
bezposrednio oddziatywa¢ z NMDAR oraz zmniejsza¢ naptyw Ca?* przez te receptory. Istniaty zatem
solidne podstawy podjecia badan opisanych w niniejszej dysertacji. Uzyskane wyniki wykazaty, ze brak
biatka STIM2, ale nie STIM1, hamuje endocytoze receptora NMDAR wywotang nadmierng aktywacjg
NMDAR w neuronach. Autorka postuluje, ze wyniki te otwierajg zatem mozliwosci testowania nowej
strategii przeciwdziatania ekscytotoksycznosci poprzez zalezne od biatka STIM2 zwiekszenie poziomu
endocytozy NMDAR i ograniczenie naptywu Ca%* przez te receptory.

Ocena merytoryczna i formalna rozprawy

Rozprawa przygotowana jest zgodnie z obowigzujgcymi zasadami dotyczacymi prac doktorskich,
ktdre nie sg zbiorem opublikowanych artykutéw. Dysertacja liczy 98 stron i ma klasyczny uktad.

Po stronie tytutowej podano nazwy grantéw, z ktérych byly finansowane badania przedstawione
w dysertacji, a takze nazwy dwdch pracowni, z ktérymi prowadzono badania we wspdtpracy. Nastepnie
zamieszczono spis publikacji Doktorantki, ze wskazaniem na trzy artykuty, dwa przeglagdowe oraz jeden
doswiadczalny, ktére weszty w sktad dysertacji i, co warto zaznaczy¢é, w ktérych doktorantka byta
pierwszym autorem. Artykuty te opublikowano w uznanych czasopismach z listy JCR, w tym praca
doswiadczalna ukazata sie w renomowanym pismie Cellular and Molecular Life Sciences (IF 8,0).

Po spisie tresci zamieszczono alfabetyczny wykaz skrétéw, a nastepnie dwa streszczenia, w
jezyku polskim i angielskim. Po streszczeniach znajdujemy opis innowacyjnosci rozprawy, co jest
zabiegiem rzadko spotykanym i w mojej ocenie raczej zbednym, gdyz tresci tam zawarte stanowig w
duzej mierze powtdrzenie informacji podanych w streszczeniu. Bardzo dobrze napisany jest natomiast
Wstep, ktory liczy 18 stron i zawiera wtasciwie wyselekcjonowane informacje naukowe, podane w
odpowiedniej kolejnosci, a takze zilustrowane piecioma przejrzystymi rycinami autorstwa doktorantki.
Pierwsza cze$¢ Wstepu wprowadza czytelnika w mechanizmy utrzymywania homeostazy Ca®* w
komodrkach nerwowych, w tym pojemnos$ciowego naptywu Ca?* i roli biatek STIM w tym procesie.
Nastepnie omoéwiono i poréwnano budowe biatek STIM1 i STIM2 oraz ich wystepowanie i funkcje w
osrodkowym uktadzie nerwowym. W drugiej czesSci Wstepu autorka scharakteryzowata budowe
podjednostkowg receptoréw NMDA, ich wystepowanie i role w oSrodkowym uktadzie nerwowym, a
nastepnie omdwita biosynteze NMDAR w komdrce neuronalnej, transport NMDAR do synapsy i proces
endocytozy NMDAR obecnych w btonie komérkowej. Tekst opisuje wyczerpujgco przestanki
uzasadniajgce podjety cel badan, ktéry sformutowano w wyodrebnionym rozdziale wraz ze wskazaniem
celdw szczegdtowych pracy.

Opis materiatdow i metod (18 stron) jest zwiezty, a zarazem kompletny i umozliwiajgcy
powtdrzenie eksperymentdéw. Na uwage zastuguje bogaty arsenat metodyczny precyzyjnie dobrany do
odpowiedzi na poszczegdlne pytania badawcze. Warsztat ten obejmuje m.in. metody prowadzenia
pierwotnych hodowli neuronéw kory médzgu szczura, metody badania kolokalizacji komodrkowe;j i
oddziatywania biatek, takie jak znakowanie immunofluorescencyjne komodrek i ich analiza z
zastosowaniem mikroskopii konfokalnej, izolowanie frakcji synaptosomalnej, koimmunoprecypitacje,
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immunoblotting i metode ELISA. Ponadto w badaniach zastosowano metode wyciszania ekspresji genow
(knock down) w oparciu o interferencjie RNA (RNAi) obejmujgcg przygotowanie wektoréw
lentiwirusowych do wyciszania ekspresji genow STIM1 i STIM2 na drodze transdukcji neurondw.
Ponadto wykonywano pomiary elektrofizjologiczne metodg whole cell patch-clamp.

Wyniki (18 stron) przedstawiono klarownie i udokumentowano trzynastoma rycinami. W
pierwszym etapie wykazano internalizacje podjednostek receptora NMDAR (GIuN1, GIuN2A, GIuN2B) po
krétkotrwatej (15 minut), silnej (50 UM NMDA i 100 uM glicyna) aktywacji NMDAR, przy braku
internalizacji STIM1 i STIM2. Zastosowano w tym celu biotynylacje biatek powierzchniowych btony
komodrkowej i oznaczanie immunoreaktywnosci biatek we frakcji biatek biotynylowanych w poréwnaniu
z lizatami komodrkowymi. Podobng analize wykonano dla frakcji synaptosomalnej. Nastepnie
potwierdzono endocytoze podjednostek NMDAR wykazujgc kolokalizacje tych podjednostek z markerem
wczesnych endosomoéw EEAL. Stosujgc metode patch-clamp wykazano ponadto, ze krétkotrwata, silna
stymulacja NMDAR skutkuje obnizeniem amplitudy catkowitego pradu jonowego ptynacego przez
NMDAR. Kolejnym etapem byto zbadanie, jak endocytoza NMDAR wywotana zastosowang silng,
krotkotrwatg stymulacja NMDAR wptywa na oddziatywania NMDAR z biatkami STIM. W warunkach
kontrolnych bez stymulacji wykazano koimmunoprecypitacje oraz kolokalizacje biatka STIM2, ale nie
STIM1, z podjednostkami GLUN2A i GIuN2B NMDAR. Stymulacja NMDAR powodowata wzrost
oddziatywan STIM2 z jedng z podjednostek NMDAR, GLUN2B, przy braku takich oddziatywan dla STIM1.
W trzecim etapie badan wyciszono ekspresje genéw kodujacych biatka STIM z zastosowaniem metody
RNAi i wektoréw lentiwirusowych z konstruktami shRNA, a nastepnie zbadano wptyw wyciszenia na
proces endocytozy NMDAR po krotkotrwatej, silnej stymulacji NMDAR. Stwierdzono, ze obnizenie
poziomu biatka STIM2 poprzez RNAI, ale nie obnizenie poziomu STIM1, hamuje internalizacje GIuN1,
GIuN2A i GIuN2B zaréwno z btony komadrkowej, jak i z frakcji synaptosomalnej, a takze nie prowadzi do
obnizenia amplitudy catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR. Tym samym wykazano
nowg funkcje STIM2 jako czynnika wymaganego do endocytozy NMDAR w warunkach krétkotrwatej,
silnej aktywacji tego receptora.

Dyskusja zajmuje 9 stron i stanowi odniesienie uzyskanych wynikéw do prac innych autoréw o
zblizonej tematyce. Struktura Dyskusji odzwierciedla uktad rozdziatu ,Wyniki”. Do drobnych
niedociggnie¢ w tej czesci nalezy zaliczy¢ powtarzanie pewnych informacji i interpretacji. Szkoda tez, ze
odkrytego nowego mechanizmu promowania endocytozy NMDAR przez STIM2 po nadmiernej aktywacji
receptorow NMDAR nie zilustrowano podsumowujgcg rycing. Cenne jest natomiast zamieszczenie po
Dyskusji rozdziatu ,,Podsumowanie” (w punktach) i konicowego wniosku. Spis piSmiennictwa jest bardzo
obszerny (10 stron), uwzgledniajacy artykuty opublikowane w ostatnich pieciu latach. Na korcu
zamieszczono spis rycin i spis tabel.

Proporcja poszczegdlnych czesci pracy jest odpowiednia. Rozprawa ma przejrzystg konstrukcje i
w syntetyczny sposdb dostarcza wszystkich informacji pozwalajgcych na ocene oryginalnosci i istotnosci
rozwigzanego problemu naukowego, ogdlnej wiedzy doktoranta w uprawianej dziedzinie i umiejetnosci
prowadzenia badan naukowych. Praca napisana jest w sposdb zwiezty, a zarazem ciekawy.
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Whiosek koricowy mozna byto sformutowac nieco ostrozniej, poniewaz praca nie dostarcza
bezposrednich dowoddéw na ,,zwiekszenie endocytozy” NMDAR pod wptywem np. nadekspresji
biatka STIM2.

W rozdziale , Dyskusja” autorka stwierdza, ze biatko STIM2 jako regulator endocytozy nadmiernie
aktywowanych NMDAR mogtoby stanowi¢ punkt uchwytu lekéw w terapii chordb
neurodegeneracyjnych, w ktorych wystepuje zjawisko ekscytotoksycznosci. Zabrakto mi
krytycznej analizy tego potencjalnego podejscia terapeutycznego ze zwrdceniem uwagi na
trudnosci, jakie mozna napotka¢ na drodze jej rozwoju, zwtaszcza zwigzane z innymi funkcjami
biatka STIM2 i mozliwoscig wystgpienia skutkdow ubocznych.

Jakie mogg by¢ ewentualne zalety proponowanej terapii w oparciu o zwiekszong endocytoze
NMDAR w poréwnaniu do stosowania antagonistow receptora NMDA, takich jak stosowana
obecnie w praktyce klinicznej choroby Alzheimera memantyna?

Woyciszenie ekspresji genu kodujacego STIM2 nie tylko skutkowato zahamowaniem internalizacji
NMDAR po krétkotrwatej, silnej stymulacji, ale nawet prowadzito do wzrostu poziomu niektérych
z podjednostek NMDAR zaréwno we frakcji btony komodrkowej (ryc. 16) jak i we frakcji
synaptosomalnej (ryc. 17). Jaka moze by¢ tego przyczyna?

Na ryc. 8. immunoblot dla GIuN2A pokazuje dwa prazki tego biatka w lizatach komérkowych i
jeden we frakcji biatek powierzchniowych. Takze we frakcji synaptosomalnej przeciwciato
przeciw GIuN2A wykryto jeden prazek (ryc. 9). Dalej, na ryc. 14A immunoblot przedstawiajgcy
immunoreaktywnos¢ podjednostki GIUN2A wskazuje obecnos¢ jednego prazka tego biatka w
lizatach komorkowych we wszystkich sciezkach (scrRNA, shStim1C i shStim1D), podczas gdy na
ryc. 14B analogiczny immunoblot obecno$é dwéch prazkéw. Podobne rdznice widoczne sg takze
na ryc. 17; immunoblot GIuN2A wykazuje obecnos¢ gtdwnie jednego prazka na ryc. 17A i dwdch
prazkéw na ryc. 17B. Czy i jak mozna to wyttumaczy¢?

Czy byly préby kolokalizacji podjednostek receptora NMDAR z innymi markerami endocytozy,
poza markerem wczesnych endosomoéw EEA1, takimi jak inny marker wczesnych endosomdéw,
biatko Rab5?

W pracy znajdujemy informacje, ze doswiadczenia z zastosowaniem metody whole cell patch
clamp wykonano w Katedrze i Zaktadzie Farmakoterapii i Opieki Farmaceutycznej WUM. Nie jest
jasne, czy dosSwiadczenia te wykonata sama doktorantka, czy s one wigczone jako wazny dla
interpretacji catosci pracy wynik uzyskany przez wspotpracownikow/wspétautoréw artykutu
doswiadczalnego opublikowanego w Cell Mol Life Scie.

Uwagi edycyjne i jezykowe

Praca przygotowana jest bardzo starannie, z dyscypling dla stowa pisanego. Autorka sprawnie

postuguje sie naukowym jezykiem. Mozna wskaza¢ tylko kilka drobnych uchybien:

1. Receptory NMDAR w btonie komdrkowej sg policzalne, zatem mdéwimy o ich liczbie, nie ilosci.
(np. str. 34, 35).
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2. Czestym btedem w niniejszej rozprawie, jak tez w wielu innych rozprawach, jest stosowanie
jako nazwy metody terminu ,Western blot”. Tymczasem metoda to Western blotting (lub
immunoblotting), zas ,,Western blot” to pojedyncza membrana. (Nalezy jednak doceni¢, ze
Autorka unikneta innego czestego btedu, jakim jak termin ,izolacja biatek”, prawidtowo
stosujgc jako nazwe tego procesu ,izolowanie biatek”).

3. Termin ,receptory glutaminianergiczne” (Streszczenie, str. 12) wydaje sie btedem edycyjnym.
Zgodnie ze Stownikiem Biologii Komorki wydanym przez Polskg Akademie Umiejetnosci
mowimy o receptorach glutaminergicznych.

4. W kilku miejscach w rozdziale ,,Materiaty i metody” wystepujg skréty myslowe: np. str. 45,
»-.zawieszano w 200 ul sterylnej Milli-Q” — powinno by¢ ,wody Milli-Q”; str. 46, ,,poddawano
traktowaniu 50 puM NMDA..” powinno by¢ ,..roztworem 50 puM NMDA..”; str. 47,
»..wirowano z predkoscig 17 000 xg, 15 minut, 4°C...” powinno by¢ ,,..w temperaturze 4°C..”.

5. Wystagpito kilka bteddw interpunkcji.

Podsumowanie

Mimo kilku uwag krytycznych, wysoko oceniam przedstawiong do oceny dysertacje. Rozprawa
stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego poznawczo i wymagajacego metodycznie problemu
naukowego. Precyzyjnie zaplanowane i rzetelnie przeprowadzone badania, z zastosowaniem ztozonego
warsztatu metodycznego i odpowiednich kontroli, doprowadzity do odkrycia nowego mechanizmu
regulacji endocytozy NMDAR z udziatem biatka STIM2. Uzyskane wyniki majg w wiekszos$ci nowatorski,
oryginalny charakter. Co wazne, rezultaty badan inspirujg do formutowania kolejnych pytan, odkrywajg
zatem nowe horyzonty poznawcze.

Dysertacja cechuje sie bardzo dobrg organizacjg obszernego materiatu. Doktorantka potrafi z
duzg sprawnoscig przedstawi¢ wyniki badan i zinterpretowac je w Swietle istniejgcej literatury. Lektura
dysertacji nie pozostawia watpliwosci, ze pani Karolina Serwach zdobyfa rozlegta wiedze i wysoka
sprawnos¢ eksperymentalng, a takze zdolnosci krytycznej analizy danych, co zapewnia Jej swobode w
podejmowaniu wymagajgcych wyzwan naukowych i umozliwia prowadzenie samodzielnych badan.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619,
1630) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego PAN o dopuszczenie mgr Karoliny Serwach do dalszych etapdw postepowania o
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

Whioskuje jednocze$nie o wyrdznienie przedstawionej rozprawy doktorskiej ze wzgledu na jej
wysokg warto$é merytoryczng.
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