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Rozprawa doktorska mgr. Michata Wilczkowskiego dotyczy wptywu dtugotrwatej ekspozycji na
kortykosteron na zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych neuronéw korowych
i hipokampalnych w hodowlach pierwotnych, oraz okreslenia roli kinazy ptytek przylegania
(FAK) w zastosowanym modelu doswiadczalnym. Podjety temat badawczy ma istotne
znaczenie dla zrozumienia mechanizméw komodrkowych lezgcych u podstaw skutkow
przewlektego stresu i dziatania glikokortykosteroidéw na plastyczno$é synaptyczng. Mimo,
Ze ten wazny temat jest intensywnie badany przez wiele zespotéw na swiecie, nadal nie jest
w petni poznany, a w literaturze tematu utrzymuja sie istotne luki dotyczace mechanizmow
lezgcych u podstaw zaleznosci miedzy przebudowg kolcéw dendrytycznych, a szlakami
sygnatowymi wrazliwymi na kortykosteron.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 158 stron i ma klasyczny uktad. Obejmuje
m. in. wyczerpujacy wykaz skrotéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep,
jednoznacznie sformutowane cele oraz hipotezy badawcze, szczegdétowy opis materiatow
i metod, i nastepujgcy po tym prezentacje wynikow wraz z ich oméwieniem w dyskusji.

Na uznanie zastuguje sposéb opracowania tekstu: rozprawa zostata napisana jezykiem
klarownym i precyzyjnym, z zachowaniem spdéjnosci terminologicznej i logicznej struktury
wywodu. Autor konsekwentnie prowadzi czytelnika od przestanek teoretycznych przez
zatozenia badawcze i zastosowang metodyke, co utatwia ocene celowosci przeprowadzonych
analiz oraz zasadnosci wyciggnietych pdzniej wnioskow. Wysoka kultura edytorska, dbatos¢
o styl naukowy i przejrzysto$é argumentacji sprawiajg, ze mimo specjalistycznego charakteru
pracy jej lektura jest ptynna, angazujgca i satysfakcjonujgca. Uwage zwraca konsekwentne
i trafne stosowanie polskich odpowiednikéw specjalistycznych termindow, ktére w praktyce
publikacyjnej funkcjonujg najczesciej w jezyku angielskim. Autor postuguje sie terminologia
z wyczuciem; unika niepoprawnych kalek jezykowych i sztucznych dostownych przektaddw,
jednoczesnie zachowujac precyzje znaczeniowg oraz zgodnos$¢ z przyjeta w polskojezycznej
literaturze naukowej konwencja.
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We Wstepie dysertacji Autor w sposob szczegdtowy i uporzagdkowany przedstawia zagadnienia
stanowigce bezposrednie tto dla zaprezentowanych badan, ze szczegdlnym uwzglednieniem
plastycznosci synaptycznej oraz strukturalnych, molekularnych i funkcjonalnych mechanizméw
lezgcych u podstaw zmian w obrebie kolcdéw dendrytycznych. Istotnym elementem tej czesci
jest omoéwienie czynnikbw modulujgcych plastycznosé strukturalng oraz przekonujgce
uzasadnienie wyboru pierwotnych hodowli neuronéw korowych i hipokampalnych jako
modelu badawczego. Nastepnie Autor syntetycznie prezentuje kluczowe informacje dotyczace
kortykosteronu; jego charakterystyki, receptoréw i mechanizméw dziatania, a takze
konsekwencji zaburzen transmisji glikokortykoidowej dla neuronéw i kolcow dendrytycznych.
Wprowadzenie teoretyczne zamyka omowienie roli oraz charakterystyki FAK w kontekscie
regulacji plastycznosci synaptycznej. Wstep koniczy syntetyczne zestawienie przestanek
prowadzgcych do hipotez pracy, jasno wigzgc wczesniejsze dane dotyczgce efektow przewlekle
podwyzszonego poziomu kortykosteronu z przypuszczalng rolg FAK jako elementu
mechanizmu posredniczagcego w obserwowanych zmianach morfologii kolcdw. Przedstawione
wprowadzenie — zaréwno pod wzgledem doboru i zakresu omoéwionej wiedzy teoretycznej, jak
i sposobu syntetycznego przedstawienia dostepnych danych literaturowych — $wiadczy
o wysokim poziomie przygotowania merytorycznego Autora, ktdore w mojej ocenie, spetnia
wymagania stawiane osobom ubiegajgcym sie o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki
medyczne.

Cele pracy zostaty jasno wskazane i precyzyjnie sformutowane. Autor, identyfikujgc obszary
wcigz niewystarczajgco zbadane w zakresie wptywu kortykosteronu na plastycznosé
strukturalng, wyodrebnia dwa cele gtdwne: (1) ocene wptywu dtugotrwale podwyzszonego
poziomu kortykosteronu na morfologie kolcéw dendrytycznych w mysich, pierwotnych
neuronach korowych i hipokampalnych oraz (2) zbadanie roli biatka FAK w mechanizmach
zmian indukowanych przez kortykosteron. Na tym tle Autor trafnie formutuje cele szczegdtowe,
logicznie podporzadkowane celom gtéwnym. W tej czesci pracy, zatytutowanej Cele pracy
i hipotezy badawcze nie zostaty jednak jednoznacznie wskazane hipotezy, ktérych doszukaé sie
mozna we wczesniejszych jej czesciach (m. in. w Streszczeniu).

Rozdziat Materiaty i metody stanowi dobrze opracowang czes¢ dysertacji. Autor opisuje
zastosowane techniki badawcze w sposéb umozliwiajgcy ocene poprawnosci wykonania
eksperymentéw oraz powtdérzenie procedur (zabrakto tu jednak charakterystyki przeciwciat
drugorzedowych). Jednoczesnie, przy opisie analizy sygnatu fluorescencji, przydatne bytyby
dodatkowe informacje dotyczgce warunkdw akwizycji i standaryzacji pomiaréw: czy czas
pomiedzy barwieniem a obrazowaniem byt w poszczegélnych grupach taki sam, czy
wszystkie obrazy wykorzystywane do poréwnan intensywnosci rejestrowano przy
identycznych ustawieniach mikroskopu oraz w zakresie liniowym detekcji, bez saturacji
sygnatu. Doprecyzowania wymagatyby réwniez parametry analizy obrazéw, w szczegdlnosci
rozmiar ROI, kryteria doboru i dtugos¢ analizowanych odcinkéw dendrytéw
(czy porownywane odcinki byly podobne pomiedzy badanymi warunkami). Wreszcie,
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istotnym uzupetnieniem metodyki bytaby informacja o udziale komérek glejowych
w hodowlach (przyblizony stosunek astrocytéw do neuronéw i czy proporcje te nie rdznity sie
pomiedzy warunkami eksperymentalnymi), poniewaz obecnos¢ astrocytéw w sposdb istotny
wptywa na dojrzewanie neuronéw, tworzenie funkcjonalnych potgczen synaptycznych oraz
poziom aktywnosci neuronalnej.

Wyniki badan przedstawionych w pracy doktorskiej przeprowadzono w ramach realizacji
projektu Preludium pt.: ,,Badanie roli kinazy ptytek przylegania i powigzanych z nig szlakow
molekularnych w plastycznosci neuronalnej indukowanej glikokortykoidami i przewlektym
stresem”, ktérego kierownikiem jest Autor recenzowanej dysertacji. Warto ten fakt podkresli¢,
gdyz stanowi on, obok mojej pozytywnej opinii dotyczacej jakosci zaplanowanych
i przeprowadzonych badan, niezalezne potwierdzenie kompetencji Autora w zakresie
samodzielnego planowania i realizacji badan naukowych.

W toku przeprowadzonych eksperymentéw Autor wykazat miedzy innymi, ze dtugotrwata
(72 h) ekspozycja pierwotnych hodowli neurondéw kory i hipokampa na kortykosteron aktywuje
sygnalizacje glikokortykoidowg, a charakter i nasilenie obserwowanych efektéw zalezg od
analizowanego genu, zastosowanego stezenia hormonu oraz typu hodowli. Autor identyfikuje
0,25 uM kortykosteronu jako stezenie niecytotoksyczne (brak spadku przezywalnosci i brak
zmian w ogodlnej morfologii neuronéw), ktére jest wystarczajgce do wywotania zmian na
poziomie ultrastruktury kolcow dendrytycznych, w tym zmniejszenia szerokosci ich gtéwek
w obu modelach. Dla stezern wyzszych niz 0,25 uM opisano natomiast zubozenie drzewa
dendrytycznego w hodowlach korowych i hipokampalnych, przy czym spadek przezywalnosci
ujawniat sie w hodowlach hipokampalnych przy 1 uM. Pomimo modyfikacji fenotypu kolcow,
nie stwierdzono zmian poziomu PSD95, co przemawia za brakiem istotnego wptywu
kortykosteronu na wskaznik gestosci/stabilnosci synaps w zastosowanym modelu
eksperymentalnym.

Wyniki opisane w kolejnych czes$ciach dysertacji wskazujg na udziat szlaku zaleznego od FAK
w obserwowanych efektach dziatania kortykosteronu: farmakologiczna modulacja aktywnosci
FAK w neuronach korowych prowadzi do podobnych zmian jak te obserwowany w wyniku
dtugotrwatego dziatania kortykosteronu, a w hodowlach hipokampalnych zaobserwowano
efekt protekcyjny aktywacji FAK (w odniesieniu do szerokosci gtowy kolca). Jednoczesnie,
w przypadku neurondw korowych, wykazano zalezny od czasu inkubacji, wptyw
kortykosteronu na poziom mRNA PTK2, genu kodujgcego biatko FAK. Podobnych zmian nie
zaobserwowano w przypadku komodrek hipokampa. Wazng obserwacjg bylo wskazanie,
ze kortykosteron nie zmienia poziomu catkowitego ani fosforylowanego FAK, co sugeruje,
ze kluczowe nastepstwa tej ekspozycji to wptyw na ekspresje gendw, a nie poziom czy stopien
aktywacji biatka. Zgodnie z tym, Autor wykazuje, ze 72-godzinna ekspozycja na kortykosteron
modyfikuje ekspresje gendw zwigzanych z plastycznoscig synaptyczng i sygnalizacjg FAK
(wyrazniej w hodowlach kortykalnych niz hipokampalnych).
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Uzyskane wyniki tworzg spdjny obraz zaleznosci dynamiki przebudowy kolcéw dendrytycznych
od dawki i czasu ekspozycji na kortykosteron. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje
konsekwentne prowadzenie analiz w kilku komplementarnych ptaszczyznach (wptyw na
transkrypcje gendw, ocena przezywalnosci, morfologia drzew dendrytycznych i kolcéw, zmiany
w poziomie PSD95 oraz w szlaku FAK), co wzmacnia wiarygodnos$¢ wnioskowania i ogranicza
ryzyko nadinterpretacji wynikéw pojedynczego testu. Wysoko oceniam zaréwno jakos¢
zaprojektowania i wykonania badan, jak i rzetelnos¢ ich przedstawienia w rozprawie: dane sg
prezentowane w sposéb przejrzysty, z wtasciwym rozdzieleniem obserwacji zaleznych od
modelu hodowli i warunkéw stymulacji oraz z klarowng logika wnioskowania.

Przedstawione wyniki stanowig oryginalne rozwigzanie konkretnego problemu naukowego,
wskazujgc, ze niecytotoksyczne stezenie kortykosteronu moze indukowad istotne zmiany
w obrebie strukturalnej plastycznosci synaptycznej (na poziomie kolcéw dendrytycznych),
a obserwowane efekty mogg by¢ przynajmniej czeSciowo mediowane przez sygnalizacje
zalezng od FAK.

Jednoczesnie, lektura Wynikow przedstawionych w pracy nasuwa pare pytan/komentarzy;

e Ocene wynikéw przedstawionych na Ryc. 4.1 utatwitoby zamieszczenie fotografii
w wyzszej rozdzielczosci (lub w wiekszym powiekszeniu; czy rzeczywiscie podana
dtugosc skali (20 um) jest prawidtowa?).

e Autor wskazuje, ze w celu potwierdzenia uzyskania hodowli specyficznych dla kory
i hipokampa oznaczono poziom mMRNA gendéw SATB2 oraz PROX1. Czy réiznice
w ekspresji tych markerow pomiedzy typami hodowli osiggnety istotnos¢
statystyczna?

e W pracy przeanalizowano wptyw kortykosteronu na ekspresje mRNA genu NR3C1
kodujgcego receptor glikokortykoidowy (GR). Zastanawia, dlaczego nie rozszerzono tej
analizy o gen kodujacy receptor mineralokortykoidowy (MR; NR3C2), zwtaszcza ze oba
receptory (MR i GR) moga by¢ zlokalizowane w obrebie PSD oraz kolcow
dendrytycznych. Poniewaz MR petni istotng role regulacyjng w utrzymaniu struktury
kolcéw dendrytycznych, podczas gdy sygnalizacja zalezna od GR wigzana bywa m.in.
z modulacjg wzrostu i przebudowy kolcdw, uwzglednienie MR mogtoby wzbogacié¢
interpretacje obserwowanych zmian morfologicznych.

e W eksperymentach majgcych na celu zbadanie mechanizmu zaangazowanego
w indukowane przez kortykosteron zmiany w morfologii kolcéw dendrytycznych,
wykorzystano wytgcznie stezenie 0.25 pM kortykosteronu, wskazujgc, ze jest to
stezenie wystarczajgce do indukcji zmian morfologicznych, pozostajgce bez wptywu na
przezywalnos$¢ badanych komdrek. Jednoczes$nie, Autor stusznie wskazuje, ze jest to
stezenie zblizone do stezenia mierzonego w tkance mézgowej po zadziataniu silnego
stresora. Jednak warunek kontrolny, wynikajgcy z procedury wymiany medium, wigzat
sie z obnizeniem stezenia kortykosteronu do 0,191 nM, a wiec do poziomu wielokrotnie
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nizszego niz fizjologiczne stezenie w mdzgu (okoto 16.7 nM, jak podaje literatura, do
ktérej odwotuje sie Autor). Poniewaz obnizenie endogennej aktywnosci
glikokortykoidowej moze istotnie redukowa¢ dynamike przebudowy kolcéw
dendrytycznych, nalezy rozwazy¢, czy obnizenie stezenia kortykosteronu w warunku
kontrolnym nie stanowito samo w sobie czynnika modulujgcego fenotyp kolcéw
w grupie odniesienia?

Rozprawe zamyka dojrzata, wywazona i konsekwentnie prowadzona Dyskusja, w ktérej Autor
nie tylko podsumowuje uzyskane wyniki, lecz takze wskazuje szerokie spektrum potencjalnych
mechanizmdw lezgcych u podtoza obserwowanych efektow, tworzgc tym samym punkt wyjscia
do projektowania dalszych, ukierunkowanych eksperymentéw. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguje umiejetne i adekwatne operowanie bardzo bogaty literaturg tematu — Autor
wykazuje biegtos¢ w poruszaniu sie w obrebie omawianej problematyki, przy jednoczesnym
krytycznym podejsciu do cytowanych doniesien i unikaniu nadinterpretacji. W tym kontekscie
warto wyrodznic¢ zwtaszcza logiczng i przekonujgcy prébe wyjasnienia pozornie nieintuicyjnego
wyniku dotyczacego wzrostu poziomu mRNA PTK2, wraz ze wskazaniem mozliwych
mechanizmdéw homeostatycznej kompensacji. Catos¢ rozwazan prowadzi do trafnych, dobrze
uzasadnionych wnioskéw przedstawionych w czesci ,Podsumowanie i wnioski”, ktore
domykajg prace w sposéb spdjny i merytorycznie satysfakcjonujgcy.

Podsumowujgc, wysoko oceniam rozprawe doktorskg mgr. Michata Wilczkowskiego, ktéra
stanowi oryginalne i merytorycznie wartosSciowe rozwigzanie istotnego problemu naukowego.
Praca ma charakter nowatorski; zgromadzone w niej wyniki w sposéb istotny pogtebiajg
zrozumienie molekularnych mechanizméw wptywu kortykosteronu na plastycznosé
strukturalng, a jednoczesnie tworzg solidne podstawy do projektowania kolejnych
eksperymentéw. Tym samym stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U.
2024, poz.1571 z pdin. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego
Maja Polskiej Akademii Nauk, o dopuszczenie mgr. Michata Wilczkowskiego do dalszych
etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych
i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne.
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