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Ocena rozprawy doktorskiej

Pana mgr Michala Wilczkowskiego
p-t. ,Regulacja plastyczno$ci synaptycznej przez kortykosteron: badanie mechanizméw
w Kortykalnych i hipokampalnych hodowlach pierwotnych”

wykonanej w Zakladzie Biochemii Mézgu Instytutu FFarmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk, pod kiecrunkiem Promotora, Pani Prof. dr hab. Ireny Nalepy
i Promotora pomocniczego, Pani dr Agnieszki Zelek-Molik

Uktad hormonalny petni istotng funkcje¢ w utrzymaniu homeostazy organizmu
cztowieka, oddziatujgc m.in. znaczgco na moézg. Skutki endokrynopatii w zakresie funkcji
poznawczych iemocjonalnych obejmujg m.in. pacjentéw z zaburzeniami pracy nadnerczy
prowadzacymi do hiperkortyzolemii, pacjentéw poddawanych przewlektej sterydoterapii
stosowancj w leczeniu  wiclu choréb, zwlaszcza chordb o podlozu zapalnym i
autoimmunologicznym, jak réwnieZz osoby funkcjonujagce w przewlektym stresie, ktorych
liczba niepokojgco wzrasta w spoteczenstwach wspolczesnego $wiata. Chroniczny stres
skutkuje nadmiernym wydzielaniem kortyzolu, ktory przez plejotropowe dziatanie na
o$rodkowy ukfad nerwowy, wywoluje zespét psychoendokrynny obejmujacy deficyty
poznawcze i zaburzenia emocjonalne. Mozg pelni w organizmic zintegrowana, potréjng rolg
w procesic reakeji na stres: jest jednoczesnie gfownym detcktorem stresu, jego centralnym
regulatorem 1 efektorem. Ta unikalna pozycja sprawia, ze mozg nie tylko zarzadza
odpowicdzig na stres, ale rownicz podlega ciaglej przebudowie pod jego wplywem, co moze
prowadzi¢ zardwno do adaptacji, jak i do zmian patologicznych przy stresie przewlcklym. W
zwiazku z coraz wigkszym ryzykiem zdrowotnym zwigzanym z wszechobeenym
chronicznym stresem, wyniki badaf nad wpltywem glikokortykoidéw na mozg s3 kluczowe.
Na przestrzeni ostatnich lat ro$nie liczba badan wskazujacych na istotny udzial chronicznego
stresu jako czynnika ryzyka wielu zaburzen i chordb psychicznych, takich jak zaburzenia
depresyjne, lckowe, schizofrenia czy zespdt stresu pourazowego (PTSD), jak réwniez udziatu
komponentu  stresu w  patologii chordb  ncurologicznych, w tym  chordb
neurodegeneracyjnych. Zatem, przedtozona do recenzji rozprawa dotyczy bardzo aktualnego i
waznego tematu badawczego.



Ocena formalna

Dysertacja liczy 158 stron i ma klasyczna konstrukcje, ogdlnie przyjeta dla oryginalne;j
rozprawy doktorskicj. Praca zawiera nastgpujace rozdziaty: Wstep, Cele pracy i hipotezy
badawcze, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja oraz Pi$miennictwo. Wnioski stanowig
podrozdziat rozdzialu Dyskusja. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow
uzytych w pracy oraz spis tabel i rycin uzupetniajg cato$é. Dodatkowo zawarta jest informacja
o zrédle finansowania badan wykonanych w ramach doktoratu, ktérym byt kierowany przez
Pana mgr Wilczkowskiego grant NCN PRELUDIUM zatytutlowany ,Badanie roli kinazy
ptytek przylegania o powigzanych z nig szlakéw molekularnych w plastycznosci neuronalne;
indukowanej glikokortykoidami i przewlektym stresem”.
Praca zawiera 25 schematéw i rycin oraz 10 tabel. Dokumentacj¢ wynikéw przedstawiono w
postaci wykreséw, zdje¢ otrzymanych metodami obrazowania oraz immunoblotéw. Obszerna
bibliografia liczy 263 pozycje aktualnej literatury (ich ponumerowanic byloby duzym
watwieniem dla recenzenta). Praca jest napisana tadng polszczyzng i starannie przygotowana
pod wzgledem redakcyjnym i graficznym, cho¢ Doktorant nic ustrzegt si¢ drobnych btedow
gramatycznych (okreslenie ,,ilo$¢” zamiast ,liczba” dla rzeczownikow policzalnych — np. str.
19, 21, 22, 90, 101, 107) i interpunkcyjnych (nadreprezentacja przecinkéw); czgsto
powtarzajagce sie stowo ,replikaty” mozna by zastapi¢ polskim odpowiednikiem:
,,powtorzenia”.
Nie znalaztam natomiast wzmianki c¢zy wyniki zawarte w pracy zostaly juz
czeSciowo/catkowicic opublikowane ani tez listy wszystkich publikacji Doktoranta.
Informacje te, cho¢ nicobowigzkowe, sg czgsto umieszczane w rozprawach doktorskich, gdyz
daja wglad w aktywno$¢ naukowa Doktoranta i potwierdzajg wartos¢ naukows uzyskanych
wynikow.

Ocena merytoryczna

We wstepie, liczacym 21 stron i wzbogaconym przejrzystymi schematami, Autor
omawia zagadnienia neurostrukturalnych zmian na poziomie dendrytéw i synaps zwigzane ze
zjawiskiem plastycznosei synaptycznej oraz ich molekularne podstawy. Opisuje podstawowe
aspckty zwigzane z korelacjg struktury i funkcji kolcéw dendrytycznych, podkreslajac
znaczenie ich niepozgdanych modyfikacji pod wptywem réznych czynnikéw, w tym
hormonalnych.  Nastgpnie,  Autor  przechodzi do  charakterystyki ~ hormonu
glikokortykoidowego, kortykosteronu (CORT), jego funkcji i receptorowych efektow
dziatania na mézg, w tym na strukture kolcéw dendrytycznych. W ostatniej czesci skupia si¢
na omawianiu molekularnych mechanizméw tych proceséw, a w szczegélnosei funkeji kinazy
ptytek przylegania, biatka adaptorowego FAK, ktére odpowiadajac na sygnat pochodzacy od
czynnika neurotroficznego BDNF i receptora TrkB, moduluje morfologi¢ kolcow
dendrytycznych. Omawiajac tc zagadnienia, Autor stusznie podkresla, Ze mechanizmy
molekularne (w tym rola biatka FAK) zwigzane z wptywem chronicznie podwyzszonego
stezenia CORT na morfologi¢ kolcéw dendrytycznych sg stabo poznane.

Ta cze$é pracy potwierdza duza wicdzg teoretyczng Autora, a sposdb jej opracowania
wskazuje na dobrg znajomo$¢ literatury przedmiotu i zdolno$¢ do syntetycznej selekcji
informacji, co $wiadczy o dojrzatosci naukowej. Umieszczenie przejrzystych schematow
utatwia $ledzenie toku narracji. Mnie, jako czytelnikowi, zabrakio tu jedynie wyrazistego



podkreslenia znaczenia badaf nad mechanizmami wptywu chronicznego stresu na mozg.
Cho¢ Autor wzmiankuje to zagadnienie, umieszczenic krotkiego rozdzialu o roli
przewlektego stresu w rozwoju wielu zaburzen psychicznych i przebiegu wielu chorob
neurologicznych, uwypuklitoby znaczenie kliniczne podjetej tematyki badan.

Ostatni podrozdzial Wstgpu, syntetycznie omawiajgcy przestanki do  hipotez
badawczych, jest $wietnym podsumowaniem i stanowi ptynne przejscie do kolejnego
rozdzialu ,,Cele pracy i hipotezy badawcze” (ktéry powinicn raczej brzmie¢: Hipotezy
badawcze i cele pracy, gdyz cele formutowane sa na bazie hipotez).

Bazujgc na opisanych przestankach, sformutowano dwa gtéwne, oryginalne i w pelni
uzasadnione w $wietle dotychczasowej wiedzy, cele badawcze zakladajgce: i) zbadanie
wptywu dtugotrwale podwyzszonego poziomu CORT na morfologie kolcéw dendrytycznych
mysich pierwotnych neuronéw Kortykalnych oraz hipokampalnych; ii) zbadanie roli biatka
FAK w tym procesic.

Obydwa cele sa ze soba logicznie powigzane a kazdy z nich zawiera trzy cele szczegolowe,
ktére doprecyzowuja szeroki zakres planowanych badan obejmujgcych analizy
morfologiczne, biochemiczne i molekularne.

Rozdzial ,,Materialy i metody” dobrze i szczegdtowo opisuje warsztat badawcezy. Do badan
zastosowano model in vitro wykorzystujagcy hodowle pierwotne mysich ncuronow
kortykalnych i hipokampalnych, stosowany z powodzeniem w tego typu badaniach przez
innych autoréw. Wsréd wielu zastosowanych technik badawczych znajdujg si¢ transfekcja
komorek plazmidem GFIP, barwienia i obrazowanic komorek, izolacja RNA i reakcja gRT-
PCR, oznaczanie stczenia biatka metodg kapilarnej immunodetekeji Simpleless oraz metody
kolorymetryczne i statystycznc metody analizy danych.

Do strony metodologicznej pracy mam nast¢pujgce pytania i uwagi:

- na str. 39 uzyto stwierdzenia ,,izolacja obszaru korowego”. Prosze¢ o uscislenie czy chodzi o
konkretny obszar kory czy tez o calg kore.

- Czy stopniowe usuwanie suplementu B-27 z pozywki hodowlanej poprzez zastgpowanie jej
medium MEM, wplywato w zauwazalny sposob na wzrost i kondycj¢ komoérek?

- Czy obecno$¢ funkecjonalnyeh receptorow GR dla CORT w zastosowanym modelu
komérkowym byla wezesnicj weryfikowana przez innych badaczy i czy wystepujg roznice w
gestosci tych receptoréw pomigdzy neuronami kortykalnymi a hipokampalnymi w hodowli?
Czy ekspresja tych receptorow w komorkach otrzymywanych z mézgéw embriondéw rézni sig
od ekspresji in vivo u zwierzat dorostych?

- wyjasnienie celu transfekcji komorek plazmidem GFR znajduje si¢ dopiero w rozdziale
3.3.1., podczas gdy dla porzgdku powinien si¢ on znalez¢ w opisie metody w rozdziale 3.2.1.

Realizacja zaplanowanych badan, w tym skrupulatnic przeprowadzonych analiz
morfologicznych, pozwolita na uzyskanie cickawych wynikéw. Wykazano m.in., ze
dtugotrwaty wplyw CORT na strukturg kolcéw dendrytycznych jest rézny w hodowlach
kortykalnych i hipokampalnych a bialko FAK nie jest zaangazowane w te zmiany w
przypadku neurondéw hipokampalnych. Okre$lono réwnolegle max stgzenia CORT, ktore nie
sg cytotoksyczne i nie wywotujg zmian morfologicznych w neuronach.
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Kolejne wyniki wykazaty zmiany ekspresji szeregu genow kodujgcych biatka zaangazowane
w procesy zmian morfologicznych kolcdw dendrytycznych na skutek dlugotrwatego (72 h)
dziatania CORT, szczegblnie w neuronach kortykalnych.

Czytelnosé przedstawionych na rycinach wynikéw doskonale uzupelniajg schematy, bedgce
graficzng synteza metodologicznej koncepcji pracy.

Uwagi do prezentacji wynikow:

- w opisie zmian przedstawionych na Ryc. 4.10 H (str. 80/81) bt¢dnie podano parametr
wprzecigtna dlugo§é glow kolcow dendrytycznych”, podczas gdy na wykresie jest ,,dlugosc
kolcodw dendrytycznych” i to ta wielko$¢ byta w rzeczywistosci badana.

- Ryc. 4.11, 4.13 i 4.15 — logicznie] byloby uporzadkowaé wykresy wedtug osi czasowe]
rosngcej (t.j. najpierw 48h a potem 72h).

- czy nie proébowano wydhuzy¢ czasu obserwacji zmian w ekspresji FAK? By¢ moze
zwiekszona synteza transkryptu widoczna po 72 h przektada si¢ na poziom biatka dopiero w
pdZniejszym czasie?

Rozdzial Dyskusja to, w mojej opinii, bardzo dobrze napisana cz¢s$¢ dysertacji, swiadczgca o
umiejetnodei analitycznego podejscia oraz krytycyzmie wobec wynikéw wiasnych badan.
Swietnic sprawdzaja sic tu syntetyczne podsumowania dyskutowanych zagadnien,
wskazujgce najwazniejsze spostrzezenia.

Analiza otrzymanych wynikéw doprowadzita m.in. do istotnego wniosku, Z¢ pierwotne
neurony kortykalne i hipokampalne odmiennic reaguja na zastosowane manipulacje. Autor
dyskutujc mozliwe przyczyny tych réznic. Wiaczajac si¢ do tej dyskusji, cheiatam zapytac
czy zdaniem Autora mozc tu micé znaczenie np. odmienny profil ekspresji receptorow
glutaminianergicznych  AMPA/NMDA w rejonie kory i hipokampa? Jaka jest opinia
Doktoranta na temat posredniego, zaleznego od glutaminianu, wptywu CORT

na przebudowe synaps w jego uktadzie cksperymentalnym (szczegdlnie w AMPAR-zaleznym
mechanizmic dlugotrwalego ostabienia synaptycznego (LTD), ktéry moze zachodzié bez
dynamicznej regulacji poziomu biatka PSD-95 — Sci. Rep. 2020, 10:2054)7

W ostatnim rozdziale, Podsumowanic i wnioski, Doktorant formutuje 5 gtéwnych wnioskow
odnoszacych si¢ do postawionych wczedniej celéw, jasno wykazujgc, ze wszystkie one
zostaty zrealizowane w wyniku przeprowadzonych badan.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki wypetniaja luke¢ w dotychczasowej wiedzy
dotyczacej chronicznego wptywu podwyzszonego stgzenia CORT na morfologie kolcow
dendrytycznych oraz molekularne uwarunkowania tych zmian. Stanowig one oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego, spetniajac tym samym wymoég stawiany kandydatom do
stopnia doktora.

Zamieszczone w recenzji drobne uwagi nie wplywaja w istotny, merytoryczny sposob
na ogdlng oceng pracy a postawione pytania majg charakter inspiracji do dyskusji.

Stwierdzam zatem, Ze przedlozona mi do oceny rozprawa 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 pdézn. zm.) i wnioskuje¢ do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie o dopuszczenie Pana mgr Michata



Wilczkowskiego do dalszych ctapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne.

Biorge pod uwage wzgledy merytoryczne, warsztat metodyczny, jak rowniez sposéb
prezentacji wynikow, ich interpretacji oraz dyskusji, wnoszg¢ jednoczesnie o wyrdznienie
rozprawy.

W uzasadnieniu wniosku o wyrdznienie chce ponadto podkreslic wysoka wartosé
poznawczg uzyskanych wynikow, ktére sg istotne nie tylko w waskim rozumieniu
neurostrukturalnych skutkéw chronicznego dzialania CORT oraz lezgcych u podstaw
mechanizméw molekularnych. Ich znaczenie nalezy postrzegaé rownicz szerzej, jako solidng
podstawe do dalszych badan farmakologicznych nakicrowanych na nowe terapie zaburzen i
choréb majacych swojc podtoze w dysregulacji stresu, jak rownicz jako podstawowg wiedzg
pomocng w ocenie ryzyka zaburzen neurologicznych zwigzanych z przewlektym
stosowaniem sterydow.

Wysoka warto$é naukowg podjetej w rozprawic tematyki badan podkresla dodatkowo
fakt, ze Doktorant jest beneficjentem grantu NCN PRELUDIUM, z ktérego srodkéw badania
te zrealizowano.

Prof. dr hab. Lidia Struzynska
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