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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Kamili Grabowskiej zatytutowanej
»Zalezna od deacetylazy histonowej 1 rearanzacja chromatyny neurondéw hipokampalnych szczura
indukowana pobudzeniem”,
przygotowanej pod opieka dr hab. Adriany Magalskiej
w Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej, Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow
Komérkowych oraz Pracowni Epigenetyki Przestrzennej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk

Rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Grabowskiej przedstawia wyniki badarn nad mechanizmami
odpowiedzialnych za rearanzacje chromatyny w neuronach i znaczenie tych proceséw dla plastycznosci
synaptycznej. Podjeta tematyka badari ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia molekularnych mechanizméw
odpowiedzialnych za plastyczno$é neuronalng, stad tez ma istotne znaczenie zaréwno w obszarze neuronauk
jak i biologii komorki. Nalezy tez podkresli¢, ze badania przedstawione w rozprawie sg czescig pracy naukowej
opublikowanej w 2022 roku, ktdra otrzymata honorowg nagrode kapituty konkursu im. Jerzego Konorskiego,
co nie pozostawia watpliwosci wzgledem znaczenia podjetej tematyki.

Rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim, liczy 115 numerowanych stron i ma klasyczny
ukfad z podziatem na gtéwne czesci wstepu, metod, wynikdw, dyskus;ji i bibliografii. W rozprawie zawarte s
wymagane streszczenia w jezyku polskim i angielskim, ktére zwiezle wprowadzajg tematyke i cele badan oraz
podsumowuja najistotniejsze wyniki. Wyniki badan zilustrowane sg na 27 rycinach i 19 wykresach, przy czym
wiekszo$¢ rycin syntetycznie prezentuje bardzo obszerne doswiadczenia. PiSmiennictwo zawiera fgcznie 152
pozycje, ktdre sg wiekszosci odniesieniami do literatury po$wieconej mechanizmom kontrolujgcym strukture
chromatyny i zalezng od aktywnosci neuronalnej ekspresji genow. Praca jest napisana w sposéb zrozumiaty
i zauwazytem jedynie pomniejsze potkniecia jezykowe (np. podwdjna kropka na stronie 9, niekonsekwencja
w pisowni c-Fos, zapozyczenia z angielskiego takie jak ,reprezentujg”, mate “k” w oznaczeniu potasu, itp).

Rozpoczynajacy rozprawe wstep liczy 15 stron i skupia sie na dwdch gtéwnych zagadnieniach:
mechanizmach odpowiedzialnych za indukowang aktywno$cig neuronalng ekspresje gendw oraz rearanzacji
chromatyny. Cze$¢ poswiecona chromatynie dobrze wprowadza tematyke badan i uwypukla role HDAC1,
zgodnie kierunkiem do$wiadczen przedstawionych w rozprawie. Niemniej, wstep jest chyba ogdlnie zbyt
zwiezly. Czesci poswiecone ekspresji genoéw indukowanych aktywnos$cig oraz heterogennosci organizacji
chromatyny zrobity na mnie wrazenie powierzchownych, bardzo skromne jest tez podsumowanie cafosci
wstepu. Pierwszy akapit wstepu jest prawie tozsamy z poczatkiem streszczenia. Dalej pojawia sie opis synaps,
ktory jest wiasciwy dla synaps pobudzajgcych, ale niekoniecznie dla synaps nie-glutaminianergicznych lub
transmisji objetosciowej. Co wiecej, niektére stwierdzenia dotyczace regulacji aktywnosci CREB przez CaMKII
wydajg sie sporne. Zgodnie z klasycznymi doniesieniami, zalezna od jonéw wapnia aktywacja CREB przebiega
gtéwnie poprzez aktywacje CaMKIV, za ktorg odpowiada CaMKK, ktdra z kolei moze by¢ aktywowana przez
niektdre izoformy CaMKIl (ale nie alfa). Bezposrednia fosforylacja CREB przez CaMKIl (podjednostki delta)
moze mieé dziatanie hamujgce (wskutek fosforylacji na serynie 142). Dodatkowo, warto wspomniec, ze dwa
inne biatka z tej samej rodziny co CREB majg w istotnej mierze réwnowazne funkcje (CREM i ATF1), tworzg
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heteromery z CREB i mogg go funkcjonalnie zastepowac. Stad tez schematy na Rycinie 1 oraz Rycinie 27 sg
uprosiczeniem, z ktérym mozna polemizowaé, szczegdlnie w konteks$cie mechanizmu aktywacji CREB.
Podsumowujac, jakkolwiek wstep potwierdza wiedze doktorantki w tematyce prowadzonych badan, jednak
jest zbyt zdawkowy zwazywszy na rozlegto$¢ badan przedstawionych w rozprawie.

Jako cel pracy postawione jest wyjasnienie mechanizmu kondensacji chromatyny w jadrach
hipokampalnych neuronéw piramidowych. Dodatkowo, wskazane cztery szczegdtowe cele sg de facto
planem badan przedstawionych wynikéw i obejmujg: analize zmian organizacji chromatyny, swoistos¢
neuronalng zmian, analize zmian modyfikacji histonow oraz ekspresji genéw i w koncu identyfikacje
kluczowego biatka dla rearanzacji chromatyny.

Materiaty i metody liczg 21 stron, z czego potowe zajmujg tabele zawierajgce szczegbtowe listy
odczynnikéw, w tym bufordéw, przeciwciat, odczynnikdw wykorzystanych do barwier tkanek oraz plazmidéw
wraz zich mapami. Ogromne wrazenie robi zréznicowanie metodyki badawczej, faczacej hodowle neuronéw
hipokampalnych, wachlarz metod obrazowania komoérek z wykorzystaniem immunofluorescencji,
mikroskopii elektronowej, analizy ekspresji genéw za pomocg sekwencjonowania (RNAseq) oraz
zaawansowanych metod analizy obrazu. Opisy metod s3 zwiezte, a miejscami zbyt zwiezte. W szczegélnosci,
opis procedury sekwencjonowania jest minimalistyczny, z nazwy zestawu odczynnikdw wnosze, ze metoda
identyfikowata zsekwencjonowang ni¢ (,,stranded”), ale nie znalaztem zadnych informacji o liczbie, dtugosci
ani miarach jakosci odczytéw, albo wersjach zastosowanych algorytmdéw. Nie jestem pewien, jaka byfa
wielkos¢ préby (licznosé grup) w analizie ekspresji gendw, ani w jakim czasie od indukcji cLTP zostata
przeprowadzona analiza. Brak tez informacji, czy wyniki RNAseq zostaty zdeponowanie w jednym z
publicznych repozytoriéw. Opis procedury immunodetekcji biatek po rozdziale w zelu jest bardzo krotki i
odwoluje sie do tabel, niemniej nie znalaztem nigdzie informacji wzgledem uzytego rodzaju bton (membran)
do transferu. Zastosowane do analizy danych metody statystyczne s3 wtasciwe, niemniej mam kilka
zastrzezen. Po pierwsze wskazane na poczatku testy Kotomogorowa-Smirnowa i Shapiro-Wilka nie
potwierdzajag normalnosci rozktadu, ale mogag stwierdzi¢ znamienne odstepstwo od normalnosci.
Dodatkowo, dlaczego stosowano dwa testy badajgce odstepstwo od normalnosci (tym bardziej, ze drugi z
nich uwazany jest za znaczgco lepszy)? Jaka byta wielko$¢ prob, dla ktérych zastosowano testy normalnosci
rozktadu? Drugg kwestig jest, ze jesli do analiz réinic miedzy grupami stosowane byly metody
nieparametryczne, test Kruskala-Wallisa i post hoc test Dunn, to przedstawianie wynikdw jako $rednich i
standardowych btedéw $redniej jest niekonsekwencja. Jesli dobrze rozumiem, na wielu wykresach (na
przyktad od 4 do 9) test Kruskala-Wallisa wskazany jest jako metoda poréwnania dwdch préb. Czy ten opis
jest poprawny? Dodatkowo w przypadku analizy ekspresji gendw pojawiajg sie wzmianki o stosowaniu
poprawki do testéw wynikajgcej z liczby poréwnan, ale nie mam pewnosci jakg metode stosowano. Zwracam
uwage, ze niektére zmiany pokazane na wykresie 1 miaty p < 102% — czy sg to wartosci po zastosowaniu
poprawki? Podsumowujgc ocene tej czesci pracy ponownie chciatbym podkresli¢, ze ogromne wrazenie robi
bardzo réznorodna i zaawansowana metodyka, przedstawione tabele ufatwiajg wyszukiwanie informacji, ale
staboscig jest przesadna zdawkowos¢ opiséw i niedopracowana cze$¢ opisujgca metody statystyczne.

Wyniki sg najobszerniejszg czescig rozprawy i na 42 stronach przedstawiajg analizy ekspresji genow,
zmiany zachodzace w organizacji chromatyny neurondéw hipokampalnych w hodowli po pobudzeniu za
pomocyg mieszaniny forskoliny, rolipramu i pikrotoksyny, analize mechanizméw i znaczenia modyfikacji
potranslacyjnych histonéw spowodowane pobudzeniem i w koricu analize wptywu wyciszenia ekspresji
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HDAC1 na rearanzacje chromatyny. Ogromne wrazenie robig ilustrujgce wyniki zdjecia barwionych z
wykorzystaniem przeciwciat jader komdérkowych i ich zestawienie z obrazami uzyskanymi za pomoca
transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Zebrane w rozprawie wyniki pokazujg ogromng pracowitos¢
doktorantki i rozmach oraz ambicje projektu naukowego w ramach ktérego praca zostata przygotowana.
Niemniej, jakkolwiek rzetelnoé¢ i jakoé¢ wynikéw nie budzg zastrzezen, mam szereg uwag wzgledem tego jak
zostaty zaprezentowane. 0golnie opisy wynikéw sg bardzo skromne, jesli dobrze policzytem, tylko 13 stron
wynikéw zawiera tekst (nie liczac podpisow do rycin), cata reszta wynikdéw to ryciny i wykresy, czesto
zajmujgce kilka kolejnych stron, jak na przykfad siedem kolejnych stron zamykajgcych wyniki. Co wigcej,
prawie wszystkie ryciny zawierajg przyktadowe wyniki i nie pokazujg petnych danych wykorzystanych do
przygotowania wykreséw. W tekscie pojawiajg sie konkluzje wskazujgce na zmiany (lub ich brak) w strukturze
chromatyny, ktére zilustrowane sg jedynie zdjeciami pojedynczych jader komérkowych (na przyktad 4.4, 4.5,
4.6,4.7 i4.8). Mozna przyjaé, ze zmiany s3 jako$ciowe i poming¢ analize ilosciowa, niemniej wymagatoby to
chyba obszerniejszej ilustracji, lub przynajmniej opisu w tekscie doktadniej opisujacego na czym opiera sie
jednoznaczny wniosek o zmianach.

Lakoniczno$¢ wynikéw jest ich gtdwnym mankamentem i dotyka ona wszystkich czesci
przedstawionych badan. W opisie wynikéw analiz ekspresji wskazanym jest, ze znamiennie zmieniona byfa
abundancja ponad 900 transkryptow, ale na Wykresach 1-3 opisane sg jedynie wybrane geny (dodatkowo
opis osi X na wykresie 1 jest btedny, jakkolwiek jest ona opisana poprawnie w legendzie). W przypadku danych
pokazanych na rycinach 13 do 17 oraz 25, wyniki hybrydyzacji bton z przeciwciatami sa jak rozumiem jedynie
przyktadami. Jaka byta wielko$¢ préby dla tych analiz? W przypadku Ryciny 25 w opisie sg podane wyniki
analizy statystycznej densytometrii sygnatu odpowiadajacego HDAC1, ale nie s3 pokazane wykresy z
wynikami? W szeregu miejsc w wynikach pokazane sg barwienia CaMKII (na przyktad Ryciny 8 i 9). Zgodnie z
numerem katalogowym podanym w metodach, przeciwciato uzyte do badan jest swoiste do CaMKIl alfa i
powinno wykrywa¢ homomery lub heteromery zawierajgce te podjednostke. Biatko CaMKIl alfa wystepuje w
bardzo wysokim stezeniu w neuronach pobudzajgcych i w takim kontekscie analizowane jest w wynikach, ale
wskazanym bytoby podkres$lenie, ze chodzi wtasnie o podjednostke alfa (co ma tez istotne znaczenie dla
Ryciny 27).

Podsumowujgc ocene wynikéw rozprawy, zwracam ponownie uwage, ze sg one jednoczesnie
obszerne i pokazujg ogromng skale badan przeprowadzonych przez doktorantke, ale tez opisane w sposéb
skrétowy, co znaczgco utrudnia ich przesledzenie.

Dyskusja wraz z podsumowaniem liczy 13 stron i jest mojej ocenie mocng czeécig rozprawy.
Rozpoczyna jg zwiezte podsumowanie wynikéw, po czym doktorantka przechodzi do bardzo dobrze napisane;j
dyskusji metodycznych aspektéw zaprezentowanych do$wiadczen, umiejetnie zestawiajgc wyniki z
wczeséniejszymi doniesieniami (fragment o petlach zwrdcit mojg szczegélng uwage) w tym roéwniez
wczesniejszej publikacji, ktorej jest gtéwng autorka. W dalszej czesci dyskusji doktorantka analizuje wyniki
badar nad zaleznos$cig miedzy acetylacjg histondw i organizacja chromatyny w kontekscie istniejgcego stanu
wiedzy, koriczac na omdéwieniu mechanizméw poprzez ktére HDAC1 moze odgrywaé giéwng role w
kondensacji chromatyny. Jakkolwiek chetnie wdatbym sie w polemike w kwestii roli CaMKIl (po raz trzeci w
niniejszej recenzji), albo znaczenia acetylacji histondw w plastycznosci neuronalnej, jednak w podsumowaniu
oceny dyskusji moge napisa¢ jedynie, ze jest przygotowana bardzo dobrze, unika powtérzen, a przede
wszystkim potwierdza dojrzato$¢ naukowa doktorantki.
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W odpowiedzi na recenzje, oprécz odpowiedzi na pytania zawarte w ocenach poszczegdlnych czeéci
rozprawy, prositbym réwniez o przedyskutowanie trzech kwestii:

e W analizie ekspresji gendw pojawiajg geny odpowiedzi wczesnej, ktérych ekspresja maleje po
pobudzeniu. Czy spadek ekspresji genu moze spowodowac dwukrotny spadek abundancji
transkryptu po pobudzeniu?

e Kluczowym elementem badari byta stymulacja neuronéw w hodowli w celu indukcji LTP. Na ile
zastosowany model jest zblizony do plastycznosci neurondw in vivo?

e 7Zgodnie z przedstawionymi w rozprawie wynikami, wyciszenie biatka HDAC1 powoduje zmniejszenie
zaleznej od indukcji cLTP kondensacji chromatyny. Niemniej, na wykresach wida¢ tendencje do
bazowo zmniejszonej kondensacji. Czy w takim razie konkluzjg jest, ze HDAC1 kontroluje kondensacje
chromatyny, czy tez zalezng od indukcji kondensacje chromatyny?

W ocenie rozprawy przedstawitem liczne uwagi krytyczne i chetnie wchodzitem w polemike z
interpretacjg do$wiadczen. Niemniej, uwazam Zze rozprawa potwierdza ogdlng wiedze teoretyczng
doktorantki i z caty pewnoscig pokazuje jej umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych.
Zaproponowany mechanizm rearanzacji chromatyny zwigzanej z plastycznoscig neuronalng jest niewgtpliwie
oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego i istotnym wktadem w badania z obszaru neurobiologii
molekularnej. Dobitnym potwierdzeniem wptywu badarn doktorantki jest wyréznienie przez kapitute
konkursu im. Jerzego Konorskiego opublikowanej w 2022 roku pracy naukowej zwierajgcej cze$¢ badan
przedstawionych w rozprawie. Stgd tez stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Agnieszki Kamili Grabowskiej
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Zwracam sie wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Kamili
Grabowskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Z powazaniem,

Dr héb; Jan Rodriguez Parkitna

Zastepca Dyrektora ds. Naukowych

Kierownik Zaktadu Neurofarmakologii Molekularnej

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

Smetna 12, 31-343 Krakdw, tel.: +48 12 6623316, e-mail: janrod @if-pan.krakow.pl
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORKSIEJ
Pani mgr Agnieszki K. Grabowskiej
pt. ,Zalezna od deacetylazy histonowej 1 rearanzacja chromatyny neuronéw

hipokampalnych szczura indukowana pobudzeniem”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostata wykonana w Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej,
Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchéw Komorkowych oraz Pracowni Epigenetyki Przestrzennej
Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie pod kierunkiem promotora dr
hab. Adriany Magalskiej. Rozprawa doktorska zostata przygotowana jako klasyczne opracowanie
monograficzne, obejmujgce nastepujgce rozdziaty: Wykaz stosowanych skrotow, Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim (po 2 strony), Wstep (15 stron), Zatozenia i cele pracy (1 strona), Materiaty i
metody (21 stron), Wyniki (42 strony), Dyskusja (14 stron), Podsumowanie i wnioski (1 strona) oraz
Bibliografia obejmujgca 152 pozycje. Cata praca liczy 115 stron i jest bogata w liczne ryciny (27),
wykresy (19) i tabele (16). W pracy zawarto informacje, ze badania zostaty zrealizowane w ramach
grantu Narodowego Centrum Nauki (NCN) Sonata Bis 5 (nr: 2015/18/E/NZ3/00730), ktérego
kierownikiem byta Pani Promotor — dr hab. Adriana Magalska.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy proby poznania mechanizmu molekularnego
odpowiedzialnego za zmiany w przestrzennej organizacji chromatyny w jadrach komérkowych
neurondw szczura poddanych pobudzeniu. W ciggu ostatnich lat dokonano ogromnego postgpu w
odkryciu znaczenia roli architektury jadra interfazowego w regulacji ekspresji genow w réznych typach
komérek, w stanach fizjologicznych i patologicznych a zespdt, z ktérego wywodzi sig Doktorantka
dokonat istotnych odkryé w poznaniu architektury jagdrowej neuronéw szczura. Neurony stanowia
bardzo wazny obiekt badawczy, gdyz w odpowiedzi na bodzce, dochodzi do aktywacji transkrypcyjnej
i plastycznosci synaptycznej bedacej podstawg proceséw uczenia sig i pamieci jak i stanow
patologicznych np. padaczki. Wiele wczesniejszych prac miato charakter opisowy i pokazywato jakim
zmianom podlegajg wybrane frakcje chromatyny (m.in. relokalizacja wybranych terytoriow
chromosomowych, reorganizcja centromerowego DNA, kondensacja chromatyny) w trakcie
wzbudzenia neuronéw, potwierdzajac zaleznoé¢ z pomigdzy zmianami aktywnosci tych komoérek a
zmianami organizacji chromatyny. Mimo szeregu badan, ciggle nie jest jednak jasne przyczynowo-
skutkowe powigzanie pomiedzy tymi procesami. W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej podjeto
sie bardzo ambitnego zadania jakim jest wyjasnienie mechanizmow odpowiedzialnych za rearanzacje
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chromatyny w jadrach neuronéw hipokampalnych szczura indukowane pobudzeniem. Podjety temat
badawczy i nakreslone cele uwazam za bardzo wazne, nowatorskie i interesujgce naukowo. Ogromng
wartosécig pracy jest zastosowanie zaawansowanych technik mikroskopowania i analizy obrazu
pozwalajgcych na analize pojedynczych komérek neuronalnych, co stanowi wartosciowe uzupetnienie
danych pochodzacych z analiz catych populacji komérek (m.in. wywodzacych sie z technik analizy
konformacji chromatyny - 3C).

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Punktem wyjécia do podjecia badan w ramach ocenianej pracy doktorskiej byty wczesniej
uzyskane w Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej wyniki (praca magisterska -
Czechowska, 2016), ktére wykazaty, ze indukcja dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego w
neuronach hipokampalnych szczura hodowanych in vitro wigze sie z globalng kondensacja chromatyny.
Proces dtugotrwatego wzmocnienie synaptycznego zwigzany jest z uruchomieniem ekspresji szeregu
gendw, jednak wiedza o epigenetycznej regulacji, w tym roli rearanzacji chromatyny w plastycznosci
synaptycznej jest niezbyt zaawansowana. Rozprawe doktorskg rozpoczynaja streszczenia, w jezyku
polskim i angielskim, ktére dobrze wprowadzajg czytelnika w tematyke pracy doktorskiej i
przedstawiajg najwazniejsze wyniki. We Wstepie Doktorantka opisuje neuroplastycznosé i podstawy
molekularne dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego oraz dokonuje przegladu literatury na temat
organizacji chromatyny w jadrze komdérkowym oraz podstaw procesow epigenetycznych. Ta czesé
pracy napisana jest bardzo starannie i Swiadczy o szerokiej wiedzy Doktorantki w omawianej tematyce.
Na uwage zastuguje odniesienie sie do wielu pozycji literaturowych, w tym do prac publikowanych w
ostatnich latach. Prace wzbogacajg rycina i tabela, dla ktérych warto bytoby podac zrédto opracowania.
Drobna uwaga dotyczy jedynie pewnych sformutowar, ktére prawdopodobnie wynikaja z problemoéw
z ttumaczeniem. Przyktadowo méwiac o DNA czy chromosomie metafazowym lepiej uzy¢ okreslenia
,szeroko$¢” w nm niz ,grubo$¢”. Sformutowanie ,,wstawienie na ich promotorach” czy ,otwieranie sig
chromatyny” takze nie jest zbyt fortunne. Jako przyktad modyfikacji histonow zwigzanych z
euchromatyna podano modyfikacje H3K56me3, ktdra u ssakow wystepuje na dos¢ niskim poziomie i
nie jest najpowszechniej badanym znacznikiem euchromatyny a jej funkcja jest zroznicowana. Warto
bytby w tej czesci przywotac takze inne typowe dla euchromatyny znaczniki epigenetyczne.

Zatozenia i gtéwny cel pracy dotyczgcy poznania mechanizmu wywotujgcego zmiany w
organizacji chromatyny w odpowiedzi na pobudzenie neuronéw, zostaty jasno sformutowane.
Dodatkowo, okreélono cztery cele szczegétowe, ktére obejmowaty analize jakosciowa i ilosciowa zmian
w przestrzennej organizacji chromatyny, okreélenie tempa i stopnia zmian w zaleznosci od typu
pobudzanego neuronu, sprawdzenie czy reanzacjom chromatyny towarzysza zmiany w modyfikacjach
histonéw i aktywnosci gendéw oraz identyfikacje biatka odpowiedzialnego za te rearanzacje.
Zaplanowane zadania badawcze uznaje za kompleksowe i 0 duzym znaczeniu poznawczym.

Rozdziat Materiaty i Metody rozpoczyna sie od tabelarycznego zestawiania uzytych
odczynnikéw, stosowanych roztworéw i buforéw oraz plazmidéw i przeciwciat. Metody badawcze
zostaty opisane w wyczerpujacy sposdb. Jest to cenne opracowanie, ktore moze stanowi¢ materiat
rodtowy pozwalajagcy na powtdrzenie czy kontynuowanie opisanych eksperymentéw. W pracy
zastosowano wiele metod badawczych, takich jak: prowadzenie hodowli komérkowych in vitro,
sekwencjonowanie RNA, wyciszanie genu za pomocg shRNA, barwienia immunocytochemiczne,
Western blot, tréjwymiarowa fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, mikroskopia konfokalna i
elektronowa, metody analiz obrazéw mikroskopowych, testy statystyczne. Na odnotowanie zastuguje
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fakt, ze w sytuacji kiedy Doktorantka wykonywata wybrane procedury we wspétpracy z innymi osobami
czy wrecz niektdre z nich zostaty w catosci przez nie wykonane, jest to odnotowane w pracy. Cennym
elementem tego rozdziatu jest rycina 5 ilustrujgca schemat przeprowadzonych eksperymentéw,
$wiadczacy o opanowaniu szerokiego wachlarza technik badawczych stosowanych przez Doktorantke.
W czeéci doswiadczen zastosowano uktad poréwnawczy: komdrki poddane chemicznej indukgji LTP
versus komorki traktowane DMSO. Czy przeprowadzono analizy wskazujace na brak rézni¢ w
funkcjonowaniu komérek z DMSO i bez DMSO?

Uzyskane wyniki zostaly przedstawione w kolejnym rozdziale rozprawy doktorskiej. W
pierwszej kolejnosci wykonano analize ekspresji genéw w komorkach po indukcji LTP w odniesieniu do
kontroli z DMSO. Za pomocg metody RNA-Seq zidentyfikowano kilkaset gendw, ktérych poziom
transkryptu wzrastat lub malat po indukcji LTP. Wyniki zaprezentowano na trzech wykresach i dwoch
rycinach, ktére bardzo dobrze obrazujg zmiany ilosciowe ekspresji gendw odpowiedzi wczesnej oraz
prezentuja grupy funkcjonalne gendw. Czy wyniki uzyskane za pomoca RNA-Seq zostaty walidowane
dla wybranych gendw za pomoca techniki Real-time PCR? Wyniki zmian w ekspresji genéw wykonano
dla catej populacji komérek, mimo, ze zmiany w organizacji chromatyny badano oddzielnie w
odniesieniu do komdrek ziarnistych i komérek piramidowych. Czy sg dostepne dane o réznicach w
ekspresji genéw w tych dwaéch typach komaérek? Nastepnie dokonano jakosciowej ilosciowej analizy
zmian w organizacji chromatyny w komérkach ziarnistych i piramidowych po indukcji LTP.
Obserwowano tworzenie silnie $wiecgcych foci DNA wizualizowanych za pomocg barwnika Hoechst,
identyfikujacego regiony DNA bogate w pary A-T oraz pojawianie sie przestrzeni w jadrze komérkowym
bez DNA. Czy obserwowany wzér reorganizacji chromatny byt takze obserwowany po zastosowaniu
innych barwnikéw do DNA? Czy tworzenie sie chromocentréw potwierdzano barwieniami
immunofluorescencyjnymi np. z przeciwciatem przeciwko biatku HP1a lub hybrydyzacja z sondami dla
sekwencji powtarzalnych? Dowiedziono, ze chromatyna ulega kondensacji juz po kilku minutach od
indukcji a obserwowane zmiany byly szybsze i intensywniejsze w komérkach ziarnistych. Wyniki
obrazujg bardzo dobrej jakosci ryciny z mikrofotografiami z mikroskopii konfokalnej i elektronowe;j.
Uzyskane obrazy z mikroskopu konfokalnego analizowano ilosciowo i pokazano na wykresach jako
punkty procentowe. Taka forma dobrze obrazuje obserwowane zmiany ale nie wynika z niej ile jader
komérkowych analizowano w kazdym z punktéw czasowych. Prosze o uzupetnienie tych danych w
trakcie obrony. Dodatkowo, aby zobrazowa¢ zmiany w organizacji chromatyny po indukcji LTP,
wykonano technike 3D-FISH z sonda specyficzng dla chromosomu 1 szczura. W pracy podano
zastosowanie techniki immuno-FISH (str. 59) — jednak nie widze, aby dodatkowo lokalizowano tez
biatka jadrowe. Czym byto podyktowane wybranie tylko jednego chromosomu - wtasnie nr 1 do
analizy? Zaobserwowano, ze po indukcji LTP terytorium chromosomowe zajmowafo zmniejszona
objetosé¢ jadra komérkowego oraz zwigkszato swojg powierzchnie, co swiadczyto o rozgatezieniu i
rozluznieniu jego struktury. Zatem zachowanie terytorium chromosomowego jest odmienne od
globalnej organizacji chromatyny, ktéra ulegata kondensacji. Poniewaz za organizacje¢ w jadrze
komoérkowym podstawowych klas chromatyny (euchromatyny i heterochromatyny) odpowiada
ekspresja biatek laminy A/C i LBR, prosze o wyjasnienie w trakcie obrony co wiadomo o ich ekspresji w
badanym modelu komérkowym in vitro.

W kolejnym eksperymencie dokonano skutecznej inhibicji transkrypcji za pomoca trzech
réznych inhibitoréw (DRB, aktomycyna D, a-amanityna) i nadal obserwowano kondensacje
chromatyny w jadrach komérkowych neurondéw. Ta cze$¢ pracy potraktowana jest bardzo skrétowo.
Pokazano tylko wyniki analizy jakosciowej jader komérkowych bez ich oceny ilosciowej. Na rycinie 12
nie zaznaczono skali. Nie znalaztam takze informacji jak czasowo przeprowadzono podanie inhibitorow
wzgledem wywotania LTP. W rozdziale Materiaty i metody w tabeli 4 podano tylko czas dziatania
inhibitoréw (od 1h do 12h, w zaleznosci od inhibitora). Nie jestem przekonana czy mozna mowic o

3



efekcie pobudzenia neurondw, jesli dokonano catkowitej blokady transkrypcji i wykazano brak
ekspresji kluczowych gendéw, bedgcych markerami tego procesu. Jesli w tym eksperymencie
obserwowano zmiany organizacji chromatyny po samym podaniu DMSO, to wracam do mojego
pytania postawionego powyzej dlaczego nie stosowano takze jako kontroli komorek bez podania
DMSO? Czy objetosci podania DMSO miedzy eksperymentami roznity sig i czy obserwowano réznice w
jadrach komérkowych pomiedzy grupami badawczymi. Wydaje sie, ze w przypadku a-amanityny, z
ktéra najdtuzej inkubowano komérki (12h) zanik DNA jest najbardziej widoczny. Z danych
literaturowych wiadomo, ze samo DMSO powoduje zmiany w konformacji chromatyny, np. poprzez
obnizenie poziomu acetylacji histonéw oraz zmiany w metylacji DNA.

Do analizy modyfikacji histonéw w jadrach komérkowych neuronéw wybrano nastgpujgce
znaczniki: dla heterochromatyny - H3K9me2, H4K20me2/3 i H3K27m3 oraz dla euchromatny - H3K9ac
i H3K56ac. Tak jak wspominano wczeéniej warto bytoby dodac jeszcze inng modyfikacje typowa dla
euchromatyny np. H3K4me3, H3K27ac, H3K36me3. Chetnie ustysze na obronie dlaczego zdecydowano
sie na modyfikacje H3K56ac. Modyfikacje te badano za pomocg barwieri immunofluorecencyjnych oraz
Western blot. Nie stwierdzono zmian iloéciowych. Wzér rozmieszczenia znacznikéw heterochromatyny
(H3K9me2, H4K20me2/3) w jadrach neuronéw pobudzonych korespondowat z rozmieszczeniem
skondensowanej frakcji chromatyny. W podsumowaniu tej czesci wynikdw stwierdzono, ze aktywna
chromatyna przesuwata sie do wolnych przestrzeni miedzychromatynowych. Jednak na podstawie
pokazanych przekrojéw nie mozna stwierdzi¢ lokalizacji sygnatu w wolnych przestrzeniach i nie badano
zmian w radialnej dystrybucji tych znacznikéw w przestrzeni jadra komérkowego. Nastgpnie stosujac
cztery wybrane inhibitory wykazano, ze zahamowanie dziatania enzyméw przeprowadzajacych
posttranslacyjne modyfikacje histonéw nie zablokowato procesu reanranzacji chromatyny w badanych
komdrkach. Wyniki te zobrazowano na dwdch bardzo rozbudowanych rycinach, co trochg utrudnia ich
interpretacje. Przyktadowo na rycinie 19 nie widze barwienia dla biatka c-FOS, mimo takiego podpisu
w legendzie. W opisie wynikéw brakuje wyjasnien, co do badanych modyfikacji np. dlaczego
wizualizowano zaréwno H4K20me2/3 i H4K20me3 i co decydowato o wyborze danej modyfikacji np.
dla inhibitora metylotransferazy badano H3K9ac. Prosze o odniesienie sie do tych kwestii podczas
obrony.

W kolejnych eksperymentach uzyskano bardzo ciekawe wyniki wskazujgce na znaczenie
naptywu jonéw wapnia do komérek dla procesu kondensacji chromatyny w stymulowanych
neuronach. Zastosowanie dwdch inhibitoréw kalcyneuryny (FK506 i cyklosporyny) blokowato
odpowiednio ekspresje genu c-Fos lub prowadzito do redukcji biatka c-FOS i w konsekwencji nie
dochodzito do kondensacji chromatyny lub do hamowania jej kondensacji w mniejszym stopniu.
Najwazniejszym wynikiem pracy byto wykazanie, ze zablokowanie aktywnosci deacetylaz histonowych
skutkowato zahamowaniem kondensacji chromatyny. W doswiadczeniach zastosowano inhibitory
deacetylaz histonowych o szerokim spektrum dziatania oraz specyficznych dla wybranych klas tych
enzymow, co ostatecznie pozwolito na wytypowanie do dalszych badan deacetylazy histonowej 1. W
celu potwierdzenia roli tego biatka w omawianym procesie, przeprowadzono eksperymenty wyciszania
ekspresji genu Hdac1 za pomoca shRNA oraz przywracania aktywnosci biatka przez wprowadzenie jego
ludzkiej formy do komérek poddanych wyciszeniu. Uzyskane wyniki zostaty szczegotowe opisane i
przedstawione na 3 rycinach i 8 wykresach. W komérkach poddanych wyciszeniu, chromatyna nie
podlegata rearanzacji po stymulacji neuronéw, co obserwowano m.in. na podstawie poréwnania liczby
formowanych foci DNA i ich objetosci w komérkach poddanych transdukcji wektorem kontrolnym (scr)
i wyciszajgcym ekspresje Hdacl (AHDAC1). Na niektorych wykresach istotnosci statystyczne
zaznaczano tylko dla poréwnar w obrebie badanej grupy (scri AHDAC1) a nie pomigdzy —czy ich brak
oznacza, ze takich réznic nie byto? Przywrécenie funkcji biatka HDAC1 prowadzito do zwigkszenia liczby
formowanych foci DNA i wzrostu ich objetosci. Ta kompleksowa analiza pozwolita na identyfikacje
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biatka HDAC1 jako kluczowego dla reorganizacji chromatyny w jadrach neuronéw poddanych
stymulacji.

Podsumowujac te czes¢, stwierdzam, ze w pracy uzyskano szereg wartosciowych i oryginalnych
wynikéw. Forma ich prezentacji w postaci tak licznych rycin i wykreséw pozwala na wnikliwg analize
uzyskanych danych. Doktorantka bardzo dobrze poradzita sobie z ich opisem i interpretacjg, co
$wiadczy o bardzo duzym przygotowaniu merytorycznym w tym zakresie.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

- dokonanie kompleksowej charakterystyki zmian w przestrzennej organizacji chromatyny w
neuronach hipokamplanych szczura poddanych stymulacji;

- wykazanie, ze reorganizacji chromatyny towarzyszyty zmiany transkrypcji kilkuset genéw
oraz zmiany w potrsanslacyjnych modyfikacjach histondw;

- dowiedzenie, ze zmiany chromatyny byty zalezne od naptywu jonéw wapnia do komorek;

- wykazanie roli biatka HDAC1 jako kluczowego dla procesu kondensacji chromatyny neuronow
indukowanych pobudzeniem.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka umiejetnie konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki z
danymi literaturowymi. Podkreéla zalety ale i dostrzega wady zastosowanego modelu
doéwiadczalnego — hodowli pierwotnej neuronéw hipokamplanych szczura i wybranego sposobu
chemicznej indukcji pobudzenia. Kwestie, ktére mogg budzi¢ pewien niedosyt po przeczytaniu
wynikéw (m.in. badania wytacznie na modelu komérkowym, wykonanie tylko czesci eksperymentow z
podziatem na typy komérek, wybér do badarn terytoriéw chromosomowych) sg umiejgtnie ttumaczone
w czesci dyskusyjnej pracy. Wskazane sg takze mozliwosci kontynuowania badan. Taka forma dyskusji
$wiadczy o duzej wiedzy i dojrzatosci naukowej Doktorantki. Bardzo cenne jest opracowanie propozycji
mozliwego mechanizmu regulacji kondensacji chromatyny w neuronach po indukcji LTP ze wskazanie
roli biatka HDAC1. Rozprawe doktorskg korczy rozdziat Podsumowanie i wnioski. Wnioski zostaty
poprawnie sformutowane i w petni odpowiadajg na wczesniej postawione hipotezy badawcze.
Podsumowujac, stwierdzam, ze zatozone cele pracy doktorskiej zostaty w petni zrealizowane za
pomoca adekwatnych i nowoczesnych metod badawczych. Doktorantka wykazata sig bardzo dobrym
opanowaniem wielu technik badawczych a na szczegdlne wyréznienie zastuguje umiejetnosé
stosowania zawansowanych technik mikroskopowych i analizy obrazu. W pracy uzyskano szereg
wartosciowych i oryginalnych wynikéw, ktére stanowia istotny wktad w badaniach nad poznaniem
mechanizméw regulacji epigenetycznej w neuronach poddanych pobudzeniu.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,Zalezna od deacetylazy histonowej 1
rearanzacja chromatyny neuronéw hipokampalnych szczura indukowana pobudzeniem” autorstwa
mgr Agnieszki K. Grabowskiej spetnia wymogi formalne 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) stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosze zatem do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN o przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Agnieszki K.



Grabowskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Biorac pod uwage
zakres i wysoki poziom przeprowadzonych badan, duze walory poznawcze uzyskanych wynikow i ich
nowatorski charakter wnosze réwniez o wyrdznienie rozprawy.

Poznan, dn. 22 sierpnia 2023r.
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Prof. dr hab. Krzysztof Sobczak Poznan, 25 wrzesnia 2023
kierownik Zaktadu Ekspresji Genéw

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Kamili Grabowskiej
zatytutowanej ,,Zalezna od deacetylazy histonowej 1 rearanzacja chromatyny
neuronow hipokampalnych szczura indukowana pobudzeniem”

Niniejszg ocene wykonatem jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade
Naukowg Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie
(IBD PAN). Oceny dokonatem wedtug obowigzujgcych uregulowan prawnych na
podstawie przekazanej mi rozprawy doktorskiej.

Praca doktorska mgr Agnieszki Grabowskiej zostata wykonana w Pracowni
Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej IBD PAN pod opiekg merytoryczng dr hab.
Adriany Magalskiej, petnigcej funkcje promotora w przewodzie doktorskim.
Wczesniejsze badania zespotu kierowanego przez panig doktor zasugerowaty istotng role
zmian w organizacji chromatyny w ksztattowaniu plastycznosci synaptycznej, co
wywiedziono z eksperymentéw  prowadzonych ~w  szczurzych  neuronach
hipokampalnych, ktérych stymulacja prowadzita do globalnej kondensacji chromatyny.
Dlatego tez zasadnym byto postawienie jako cel dalszych badan wyjasnienie
molekularnych mechanizmoéw tego zjawiska. Elementy tego szerokiego zagadnienia staty
sie podstawg projektu doktorskiego mgr Grabowskiej. Zaplanowane badania miaty w
pierwszej kolejnosci ukaza¢ jakosciowe i ilosciowe zmiany w organizacji chromatyny w
pobudzonych komérkach nerwowych, w tym w réznych typach neurondéw, aby w dalszej
czesci zapytaé o wynikajgce z tej zmiany modulacje ekspresji gendw i potranslacyjnych
modyfikacji histondw. Zwienczeniem badan miata by¢ identyfikacja czynnikéw, ktore
stojg za tak gwattowng zmiang organizacji chromatyny w jadrach pobudzonych
neurondw hipokampalnych.

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie z trzech gtéwnych czesci. Pierwszg stanowi
niezbyt obszerny, liczagcy 14 stron, wstep omawiajacy istniejgcy stan wiedzy w zakresie
tematyki projektu. Doktorantka opisuje w nim zaréwno mechanizmy molekularne
stojgce u podstaw nauroplastycznosci jak i mechanizmy odpowiedzialne za organizacje
chromatyny w jadrze komorkowym. Czes¢ ta cho¢ krotka napisana jest w sposob bardzo
kompetentny i informatywny. Druga cze$¢ zawiera bardzo konkretnie nakreslony cel
badan z uwzglednieniem zadan szczegétowych. Moze jeden z celéw, cel 4, mdéwigcy o
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identyfikacji jednego biatka odpowiedzialnego za obserwowany fenotyp jest nazbyt
dopasowany do uzyskanych wynikdéw, poniewaz moge sie domyslaé, ze Doktorantka
spodziewata sie odkry¢ wiecej niz jeden czynnik zawiadujacy organizacjg chromatyny w
badanych modelowych komérkach. Trzecim, najobszerniejszym elementem rozprawy
jest drobiazgowy opis zasadniczej czesci pracy, rozpoczynajgcy sie opisem metodyki
badawczej, a koriczacy sie przedstawieniem i przedyskutowaniem uzyskanych wynikéw
prowadzonych badan. Jest to tradycyjny uktad pracy dyplomowej pozwalajacy na
logiczne wprowadzanie poszczegdlnych tresci. Na uwage zastuguje bardzo klarowny opis
poszczegdlnych podrozdziatow, w ktérych znajduje sie krétkie wprowadzenie ukazujgce
celowos¢ podjecia konkretnych zadan badawczych, a konczy konkluzja nie wykraczajaca
w wiekszosci przypadkdw poza realny wynik przeprowadzonych eksperymentéw, gtebiej
przedyskutowana w ostatniej czesci pracy z dotychczasowg wiedzg z zakresu przedmiotu
prowadzonych badan.

Celem pierwszej czesci realizowanych badan byto okreslenie zmian ekspresji genéw
na skutek natychmiastowe] i opdZnionej odpowiedzi na indukcje LTP z wykorzystaniem
gtebokiego sekwencjonowania RNA. Badania doprowadzity do identyfikacji setek gendow
o zwiekszonej ekspresji, w tym z nadreprezentacjg gendw zwigzanych z uczeniem sie,
pamiecig i innymi funkcjami poznawczymi oraz istotnie mniejszej liczby gendéw o
obnizonej ekspresji, w tym z istotnym wzbogaceniem grup wigzanych z synchronizacjg
rytmu dobowego lub prowadzeniem aksondéw. Ta cze$é pracy ma jedynie wartosé
opisowg, poniewaz nie stanowita punktu wyjscia do gtebszych eksperymentdow
prowadzonych w kierunku poznania mechanizmu badanego zjawiska.

Celem drugiej czesci pracy byto opisanie jakosciowych i ilosciowych rdéznic w
kondensacji chromatyny na skutek pobudzenia neurondéw ziarnistych i piramidowych.
Stosujac wtasciwie dobrane metody mikroskopowe ukazano czasowo-zalezne zmiany
wzgledne] objetosci zajmowanej przez DNA oraz wzglednej objetosci najbardziej
skondensowanej postaci chromatyny. Ponadto wykazano zmniejszenie terytorium
chromosomu 1 w pobudzonych neuronach. W pracy Doktorantka pisze o catkowitej
objetosci np. DNA, chociaz nie jest to sformuftowanie precyzyjne, poniewaz wartosci
wyrazone sg w procencie sygnatu pochodzgcego z barwienia DNA barwnikiem Heoechst
w stosunku do objetosci jadra komdrkowego. Zasadniczo objetos¢ bezwzgledng powinno
wyrazac sie np. w mikrometrach szesciennych. Nasuwa sie zatem pytanie, czy zostato
sprawdzone w eksperymentach kontrolnych, czy za owymi zmianami objetosci
wzglednej nie stoi zmiana catkowitej objetosci jader komdrkowych w badanych
warunkach eksperymentalnych. Ponadto stwierdzenie zawarte w tytule rozdziatu 4.4
wymagatoby przedstawienia iloSciowego wymiaru opisywanych fenotypow.
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Szereg dalszych eksperymentéw doprowadzit z jednej strony do stwierdzenia, ze
istnieje asocjacja pomiedzy rearanzacjg chromatyny a zmianami w lokalizacji histondw
zawierajgcych rdzne modyfikacje potranslacyjne, jednak z drugiej strony pokazano, ze
nie jest to zjawisko przyczynowo skutkowe, a sama rearanzacja chromatyny musi
wynikaé z innych mechanizméw.

Najciekawsze wyniki przyniosty eksperymenty przedstawione w ostatniej czesci
pracy. Stosujac szereg dobrze zaplanowanych eksperymentow Doktorantka wykazata, ze
kluczowa grupg enzymdéw zaangazowang w badany proces sg deacetylazy histonowe
(HDAC), a zwtaszcza jeden z jej przedstawicieli biatko HDAC1. Zaréwno wyciszenie
ekspresji genu kodujgcego to biatko jak i przywrdcenie jego aktywnosci pokazaty istotng
role HDAC1 w stymulowanej przez LTP rearanzacji organizacji chromatyny. Tutaj
ponownie rodzi sie pytanie o sposdb normalizacji uzyskanych wynikéw przy obliczaniu
catkowitej objetosci DNA w jadrze komorkowym. W eksperymentach prowadzonych z
wykorzystaniem wyciszania ekspresji genu kodujacego HDAC1 dochodzi bowiem do
istotnego zwiekszenia sSrednicy jader komérkowych. Chciatbym prosi¢ Doktorantke o
odniesienie sie do tych watpliwosci podczas publicznej obrony tez swojej rozprawy
doktorskie;.

Zawartos$¢ ocenianej pracy doktorskiej zostata juz czesciowo opublikowana w 2022
roku w bardzo dobrym czasopismie Cell Reports (IF2022 9,995). Mgr Agnieszka Grabowska
jest pierwszym autorem pracy pt ,Activation-induced chromatin reorganization in
neurons depends on HDAC1 activity” (doi: 10.1016/j.celrep.2022.110352). Wiekszos¢
dysertacji zostata wiec juz wnikliwie oceniona przez ekspertéw z obszaru tematycznego
projektu. Zastanowito mnie jednak to, dlaczego w rozprawie doktorskiej nie
przedstawiono np. wymiaru ilosciowego wyciszenia HDAC1 przedstawionego na rycinie
25 skoro jest on ukazany na rycinie 7 w publikacji, co dopiero pokazuje istotnosé
statystyczng osiggnietego efektu biologicznego.

Z obowigzku recenzenta zwrécitem uwage na wystepowanie w kilku miejscach
pracy okreslen zargonowych lub kalek jezykowych. Na przyktad wykresy 4, 5 ... 16 majg
nie do konca wtasciwy tytut, poniewaz eksperyment nie pokazuje catkowitej objetosci
chromatyny, a jedynie udziat procentowy sygnatu pochodzgcego z barwienia DNA.
Wykresy 6, 7 ... 18 zawierajg z kolei nie do konca precyzyjne sformutowanie ,,najmocniej
Swiecgce miejsca DNA w jadrze komdrkowym”. Na str. 80 zapisano, ze zastosowano
spinke RNA specyficzng dla szczurzego biatka HDAC1. Z pewnoscig chodzito o mRNA
kodujacy to biatko. Nie wyjasniono réwniez celowosci stosowania reportera w postaci
GFP, co oczywiscie jest tatwe do wyobrazenia, ale powinno byc¢ opisane.
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Podsumowujac chciatbym jednak powiedzie¢, ze Praca doktorska jest bardzo
solidna i odpowiada na kilka waznych pytan biologicznych. W znakomitej wiekszosci jest
napisana w sposéb czytelny, a narracja prowadzona w logiczny sposdb. Wskazane
powyzej uchybienia i watpliwosci interpretacyjne nie wptywajg w istotny sposéb na moja
wysokg ocene niniejszej rozprawy.

Whioski koncowe

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedfozona mi do oceny rozprawa mgr Agnieszki
Grabowskiej spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 2021 r., poz. 478, 619, 1630).
Zapoznajac sie z rozprawg odczuwatem satysfakcje zetkniecia sie z rzetelnie i
kompleksowo prowadzonymi badaniami, ktére doprowadzity do sformutowania kilku
whnioskow istotnych z poznawczego punktu widzenia. Doktorantka wykazatfa sie wiedza
teoretyczng z zakresu prowadzonych przez siebie badan. Udowodnita, ze potrafi
rozwigza¢ problem naukowy poprzez odpowiednie zaplanowanie badan, wykonanie
doswiadczen oraz interpretacje ich wynikdw. Chcac jak najlepiej zrealizowaé zatozone
cele badawcze, Doktorantka zaplanowata logiczny cigg poszczegdlnych etapdw badan.
Pokazata, ze potrafi w sposéb kompetentny skorzysta¢c z rozmaitych narzedzi
badawczych. Uzyskata istotne wyniki, poprawnie je opisata i wyciggneta uprawnione
wnioski. Dlatego tez z catym przekonaniem zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN w Warszawie o dopuszczenie mgr Agnieszki
Grabowskiej do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczesnie uwazam, Zze oceniana praca ma ponadprzecietny charakter.
Doktorantka publikujagc swoje wyniki jako pierwszy autor w znakomitym czasopismie
naukowym dowiodta, ze przeprowadzone przez nig badania majg bardzo duze znaczenie
dla pogtebienia wiedzy w zakresie mechanizmu modulacji reaktywnosci neuronéw na
Sciezce zaleznej od biatka HDAC1. Zwracam sie zatem o rozwazenie wyrdznienia

ocenianej pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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Krzysztof Sobczak
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