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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Martyny Pekaty zatytutowane;j:
"Rola lipokaliny 2 w mysim modelu zaburzeri neurorozwojowych wywotanych aktywacjg

uktadu odpornosciowego matki"

Praca doktorska Pani mgr Martyny Pekaty, wykonana pod kierunkiem Promotora, Pani prof. dr hab.
Katarzyny Kality-Bykowskiej, doskonale wpisuje sie w aktualny nurt badar nad patogeneza zaburzen
neurorozwojowych. Doktorantka podjeta sie okreslenia roli biatka lipokaliny 2 w mechanizmach

zaburzer rozwoju mdzgu w kontekscie infekcji w okresie prenatalnym.

Jest to klasyczna rozprawa do$wiadczalna, obejmujaca 168 stron, o przejrzystej strukturze zgodne;j
z obowigzujacymi wymogami. Zasadnicza cze$¢ poprzedza Spis tresci, Streszczenie (w jezyku polskim
i angielskim) oraz alfabetyczny wykaz stosowanych skrétdéw. Kluczowe rozdziaty obejmuja: Wstep, Cele
pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie i wnioski oraz Bibliografig. Catos¢ zostata
starannie przygotowana zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak i edytorskim oraz jezykowym. Na
szczegblng uwage zastuguje bogata dokumentacja graficzna obejmujaca 25 rycin oraz obszerna

bibliografia, liczaca 432 pozycje literaturowe.

Wstep zawiera przystepne i klarowne wprowadzenie do tematyki pracy, jednoczesnie uzasadniajac
hipoteze badawczg oraz cele realizowane przez Autorke. Zwraca ona uwagg, ze jednym z czynnikow
zaburzen neurorozwojowych moze by¢ infekcja matki w czasie cigzy. Ma to potwierdzenie zaréwno
w danych epidemiologicznych, jak i rosnacej liczbie dowodéw z badan na zwierzgtach. Pomimo duzej
uzytecznosci zwierzecych modeli opartych na aktywacji uktadu odpornosciowego matki (MIA), Autorka
podkresla znaczng zmienno$¢ obserwowanych efektéw. Opisany zostaje wptyw MIA na zachowanie
zwierzat oraz zmiany anatomiczne w mozgu, ze szczegélnym uwzglednieniem deficytow
synaptycznych, ktére moga stanowi¢ jeden z kluczowych patomechanizméw zaburzen

neurorozwojowych. Jednak dotychczasowe dane dotyczace wptywu MIA na strukture i funkcje synaps



oraz podstawowe wtasciwosci elektrofizjologiczne neuronéw pozostajg niejednoznaczne. Nastepnie
Autorka analizuje mechanizmy lezgce u podstaw zaburzer rozwojowych wywotanych przez MIA,
podkreslajac, ze prawidtowy rozwéj mézgu zalezy od wielu komponentéw uktadu odpornosciowego,
ktorych nieprawidtowa aktywacja podczas MIA moze prowadzi¢é do obserwowanych zmian

rozwojowych.

Dalsza cze$¢ Wstepu poswigcona jest lipokalinie 2 (Lcn2), biatku zwigzanemu z uktadem
odpornosciowym. Po oméwieniu jego budowy, ligandéw oraz receptoréw, Autorka charakteryzuje
funkcje Lecn2 w  osrodkowym uktadzie nerwowym, szczegblnie w kontekscie odpowiedzi
immunologicznej. Zwraca rowniez uwage, 7ze Lcn2 odgrywa istotng role w regulacji morfologii
i aktywnosci neurondw oraz komérek glejowych, a takze wptywa na zachowanie zwierzat. Mimo to,
jego rola w patogenezie zaburzen neurorozwojowych nie zostata dotad gruntownie poznana, co

stanowi podstawe do dalszych badan.

Autorka, opierajgc sie na przestankach przedstawionych we Wstepie, precyzyjnie okreslita Cele pracy,
ktorymi byto zbadanie roli biatka Lcn2 w procesach lezacych u podstaw zaburzerd rozwoju mdézgu myszy
wywoftanych aktywacjg uktadu odpornosciowego matki. W ramach tego zagadnienia sformutowano
trzy szczegétowe cele badawcze: 1. Zbadanie ekspresji mRNA Lcn2 w mézgu na kolejnych etapach
rozwoju pre- i postnatalnego. 2. Ocena wptywu wybranego modelu aktywacji uktadu odpornosciowego
matki na odpowied? zapalng oraz ekspresje Lcn2 w mézgu ptodéw. 3. Analiza wptywu MIA i delecji
genu Len2 na podstawowe wiasciwosci elektrofizjologiczne neurondw, gestos$é i morfologie kolcow

dendrytycznych oraz zachowanie zwierzat.

Metody badawcze zastosowane przez Autorke w realizacji zatozonych celéw zostaty przedstawione
w sposob klarowny i przemyslany. W rozdziale Materiaty i metody Doktorantka opisuje zwierzeta
doswiadczalne oraz zastosowany model aktywacji uktadu odpornosciowego matki. Nastepnie
szczegOtowo przedstawia procedury zwigzane z przygotowaniem tkanki mézgowej do analizy ekspresji
gendw, izolacja RNA oraz reakcjg RT-qPCR. Kolejne podrozdzialy obejmujg opisy pomiaréw
elektrofizjologicznych oraz analize ksztattu i gestosci kolcédw dendrytycznych. W nastepnym rozdziale
przedstawione zostaty badania behawioralne, w tym eksperymenty prowadzone w systemie Eco-HAB
oraz trening apetytywny w klatce IntelliCage. Opis metod zostat wzbogacony poglgdowymi

ilustracjami.

Wyniki zostaty przedstawione w sposéb przejrzysty i usystematyzowany. Poszczegdlne etapy
prowadzonych badan sg uporzadkowane, a dane zaprezentowano w sposdb czytelny i spdjny.
Dodatkowo, przedstawione ilustracje schematéw doswiadczalnych znaczgco utatwiajg zrozumienie

zastosowanych metod i przebiegu eksperymentéw.



Celem pierwszego etapu eksperymentéw byta charakterystyka ekspresji mRNA Lcn2 w hipokampie
myszy szczepu C57BL/6J na rdznych etapach rozwoju pre- i postnatalnego. Autorka wykazata, ze
poziom mRNA Lcn2 wzrastat az do momentu narodzin, osiggajac wartos¢ maksymalng, po czym
w okresie postnatalnym utrzymywat sie na statym poziomie az do dorostosci. W kolejnym etapie
oceniono wptyw wybranego schematu podan LPS na ekspresje¢ mRNA Lcn2 w mdzgu w okresie
prenatalnym. Badania wykazaty, ze zastosowany model MIA prowadzi do zwigkszonej ekspresji mRNA

Lecn2 w korze mézgowej i hipokampie ptodéw myszy obu ptci.

Wyniki te sugerowaty, ze biatko Lcn2 moze by¢ zaangazowane w regulacje odpowiedzi zapalnej
indukowanej przez MIA. Aby odpowiedzie¢ na pytanie, czy Lcn2 odgrywa potencjalng role w zmianach
neurorozwojowych wywotywanych przez MIA, wykorzystano model oparty na transgenicznych
myszach z delecjg genu Lcn2. W odpowiedzi na iniekcje LPS zaobserwowano wzrost ekspresji cytokin
prozapalnych w przodomdzgowiu i hipokampie ptodéw, przy czym efekt ten byt nasilony u samcow
o0 genotypie niezmienionym. Co ciekawe, zwiekszong ekspresje mRNA Lcn2 w odpowiedzi na MIA
stwierdzono réwniez w tych regionach mézgu u samcéw WT. Jak sugeruje Autorka, ostabiona indukcja
mRNA cytokin prozapalnych u myszy Lcn2 KO w poréwnaniu do WT moze wskazywac na role Len2 jako

promotora odpowiedzi zapalnej.

Kolejne eksperymenty dotyczyty analizy wiasciwosci elektrofizjologicznych oraz gestosci i morfologii
kolcow dendrytycznych neuronéw pola CA1 hipokampa. Samce pozbawione genu Lcn2 wykazywaty
podwyzszong pobudliwo$¢ wtasng komdrek piramidowych w tym regionie, a efekt ten okazat sig
niezalezny od prenatalnej ekspozycji na LPS. Procedura MIA skutkowata spadkiem gestosci kolcow
dendrytycznych neuronéw hipokampa u samic WT, natomiast u samcow wykazano, ze brak biatka

Lcn2, niezaleznie od podania LPS, prowadzit do wzrostu gestosci kolcow dendrytycznych.

Dalszy etap eksperymentéw obejmowat testy behawioralne. Analiza zachowania myszy w klatkach
Eco-HAB wykazata, ze zastosowany model infekcji prenatalnej prowadzi do zaburzen interakcji
spotecznych zaréwno u samcdw, jak i samic o niezmienionym genotypie. Co interesujace, podobne
zaburzenia wystepowaty réwniez w wyniku samej delecji genu Lcn2. Wyniki testu trojkomorowego byty
mniej jednoznaczne. Prenatalna ekspozycja na LPS wywotywata zaburzenia socjalnosci wytacznie
u samic, a efekt ten byt wyraZniejszy u zwierzat KO. Natomiast u samcow spadek zainteresowania

bodzcem spotecznym obserwowano wytgcznie u zwierzat kontrolnych pozbawionych Len2.

Iniekcje LPS w okresie prenatalnym prowadzity do zwiekszenia liczby zakopanych kulek wytacznie
u samcéw o genotypie dzikim. Co interesujace, podobnie jak w przypadku zaburzen spotecznych, sama
delecja genu Lcn2 u myszy kontrolnych réwniez powodowata nasilenie powtarzalnych zachowan. Nie

stwierdzono natomiast aby brak Lcn2 wptywat na zachowania lgkowe zwierzat. Analiza zachowania



myszy podczas treningu apetytywnego w klatce IntelliCage nie wykazata wplywu ani procedury MIA,
ani delecji genu Lcn2 na proces uczenia sie motywowanego apetytywnie. Podsumowujgc uzyskane
wyniki, Autorka konkluduje, ze delecja Lcn2 nie ma istotnego wptywu na zachowanie zwierzgt
narazonych na aktywacje uktadu odpornosciowego matki. Moze to wynikac z faktu, ze brak biatka Lcn2
podczas rozwoju prowadzi do deficytéw podobnych do tych obserwowanych u potomstwa MIA

0 prawidfowym genotypie.

Sekcja Dyskusji w rozprawie doktorskiej zostata opracowana z duzg wnikliwoscig i rzetelnoscig
naukowa. Doktorantka w sposéb ptynny i spojny interpretuje uzyskane wyniki, a analiza
przeprowadzonych eksperymentéw w kontekicie dostepnej literatury dowbdzi umiejetnosci
krytycznego myslenia oraz znajomosci najnowszych doniesieri naukowych. Ponadto Doktorantka
klarownie przedstawia, w jaki sposéb jej badania wpisujg sie w aktualny stan wiedzy. Cato$¢ Dyskusji
cechuje logiczna argumentacja, ktéra podkreéla wartoé¢ naukowa rozprawy, a podsumowaniem

catosci sa precyzyjnie sformufowane Wnioski.

Catoksztatt rozprawy doktorskiej oceniam bardzo wysoko. Mam jednak pewne uwagi i pytania, ktdre
mimo wszystko nie umniejszajg wartosci pracy.

Nalezatoby jednoznacznie poda¢ catkowitg liczbe zwierzgt oraz miotéw wykorzystanych
w badaniach.

Ogolna charakterystyka modelu LPS (przebieg cigzy, mioty) dotyczy wytacznie myszy szczepu
dzikiego. Brakuje danych dotyczacych zwierzat transgenicznych, na ktérych prowadzona byta
wigkszos¢ doswiadczen. Wskazane bytoby réwniez podanie dodatkowych informacji, takich jak
ogolna liczebnos¢ poszczegdinych miotéw, proporcje pici czy genotypu, a takze parametry
fizjologiczne potomstwa (np. masa ciata).

Mozliwe, ze réznice miedzy miotami wptynety na uzyskane, czasem niejednoznaczne wyniki.
Nalezy wyjasni¢, w jaki sposob ten czynnik zostat uwzgledniony lub wyeliminowany. W opisie
testow behawioralnych co prawda podano, ze ,zwierzeta pochodzqce z réznych miotéw (od 5
do 8 miotéw na grupe) zostaty potqczone w jednej klatce, zgodnie z piciq, genotypem
i procedurg eksperymentalng, po 9-14 osobnikéw w klatce”. Opis ten wymaga
doprecyzowania, szczegdlnie w kontekscie rdinej liczebnoéci grup, a takze sposobu
wyodrebnienia zwierzat do innych testdw, takich jak np. badania elektrofizjologiczne.

Z metodologii wynika, ze te same zwierzeta byty poddawane kolejnym testom behawioralnym.
Czy ponowne testowanie mogto wptynaé na uzyskane wyniki?

Konieczne jest wyjasnienie, w jaki sposéb ustalono liczebnoé¢ grup w poszczegdlnych
eksperymentach oraz czy byla ona wystarczajgca do uzyskania istotnych statystycznie
wynikow. Przyktadowo, na ryc. 11 liczebnosé niektdrych grup wynosi N=3, co budzi watpliwosci
co do mocy statystycznej analizy.

Warto rozwazy¢ zastosowanie dodatkowych testéw oceniajgcych funkcje poznawcze, np.
pamiec roboczy, poza testem opartym na uczeniu sie motywowanym apetytywnie. W teécie



tréjkomorowym, oprdcz oceny socjalnosci, mozna byto réwniez wprowadzi¢ drugg faze
oceniajgcy pamied spoteczna.

Przydatnym uzupetnieniem pracy mogto by¢ zbiorcze zestawienie wynikéw (np. w formie
tabeli), ktére umozliwitoby przejrzyste poréwnanie charakteru i nasilenia obserwowanych

Zzmian.

Podsumowujgc, oceniana rozprawa doktorska prezentuje ogélng wiedze teoretyczng Kandydatki. We
wstepnej czesci pracy Doktorantka rzetelnie i przemyslanie nakresla kontekst teoretyczny swoich
badan, tworzac solidne podstawy dla czesci eksperymentalnej. Autorka wykazuje sie dogtebng
znajomoscig literatury przedmiotu, a przedstawiony przeglad badan dowodzi jej doskonatej orientacji
w tematyce. Analiza literatury zawarta w Dyskusji jest kompleksowa, spdjna i logicznie
uporzadkowana, co $wiadczy o umiejetnosci syntetyzowania oraz krytycznej oceny dostepnej wiedzy.
Rozprawa doktorska niewgtpliwie wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej przez Doktorantke. Pani mgr Martyna Pekata jasno formutuje problem badawczy i realizuje
go poprzez odpowiednio dobrang metodologie badawczg. Na szczegdlng uwage zastuguje nie tylko jej
szeroki warsztat metodologiczny, ale takze umiejetna analiza i interpretacja wynikéw. Autorka,
wykazujgc znajomos$¢ literatury przedmiotu, potrafi réwniez krytycznie dyskutowaé uzyskane wyniki,
wskazujgc ich znaczenie w kontekscie dotychczasowych badan. Rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Autorka, wykorzystujgc zaawansowane modele
badawcze, podejmuje nowatorski temat o istotnym znaczeniu dla zrozumienia patogenezy zaburzen
neurorozwojowych. Cho¢ uzyskane wyniki nie pozwalajg jednoznacznie okresli¢ roli Lcn2 w
mechanizmach wywotanych aktywacjg ukfadu odpornosciowego matki, wnoszg istotny wkiad w

poszerzenie wiedzy na temat jego funkcji w rozwijajgcym sie mézgu.

Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Martyny Pekaty zatytutowana ,,Rola lipokaliny 2 w mysim
modelu zaburzeri neurorozwojowych wywotanych aktywacjq uktadu odpornosciowego matki” spetnia
warunki okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U.z22023r. poz. 742 z p6zno zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowe;j Instytutu
Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr Martyny Pekaty do dalszych etapéw postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora.
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rozprawy doktorskiej pt. .Rola lipokaliny 2 w mysim modelu zaburzen neurorozwojowych
wywolanych aktywacja ukladu odpornosciowego matki” opracowanej przez mgr Martyne
Pekale ubiegajaca si¢ o stopien naukowy doktora, pod kierunkiem naukowym promotor dr hab.

Katarzyny Kality-Bykowskiej, prof. Instytutu Nenckiego PAN.

Celem pracy byly badania nad ustaleniem patomechanizmu zaburzen neurorozwojowych zaleznych

od lipokaliny 2 (Len2) — bialka zwigzanego z wrodzona odpowiedzia odpornosciowa.

Do najezesciej badanych zaburzen neurorozwojowych naleza: Autyzm, charakteryzujacy sie gléwnie
problemami w zakresic komunikacji spolecznej wystepujacy u 1-2%: ADHD - zespol
nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi, ktére charakteryzuje sie trudnosciami w
koncentracji, impulsywnoscig i nadpobudliwoscia, wystepujacy u okolo 3-7% dzieci; Zaburzenia
uczeniz sig, wynikajace z zaburzen przetwarzania informacji, w tym dysleksja, ktora wystepuje u S-
10% populacji dzieci oraz zaburzenia mowy i jezyka, ktore dotycza okolo 5-8% populacji dzieci w
wicku przedszkolnym. Juz te dane wskazuja, ze zaburzenia neurorozwojowe sg obecnie powaznym
problemem. Niestety z roku na rok odnotowuje si¢ tendencje wzrostowe wszystkich zaburzen
neurorozwojowych. A zatem nalezy stwierdzié, ze wybrany przez Doktorantke temat badan odnosi sie
do bardzo aktualnego problemu, a fakt, iz jest on znaczacym problemem personalnym, rodzinnym i

spolecznym wskazuje e jest tematem bardzo waznym.

Przyczyny zaburzen neurorozwojowych moga byé genetyczne oraz $rodowiskowe w okresie
prenatalnym i okotoporodowym, w tym infekcje w czasie cigzy. Niestety, mechanizm wplywu infekcji

W czasie ciazy na wzrost ryzyka zaburzen neurorozwojowych pozostaje niewyjasniony.
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Aby to ustali¢ Autorka w oparciu o dotychczasowy stan wiedzy postawila teze, ze istotna role w
patomechanizmie zaburzen neurorozwojowych zaleznych od infekcji, a wiec aktywacji ukladu

odporonosciowego, odgrywa lipokalina 2 (Len2).

Uklad edytorski dysertacji jest typowy dla monograficznych prac doktorskich. Dla mnie nietypowe
Jest umieszczenie streszczenia pracy przed Wstepem, glownie dlatego, ze w streszczeniu nie
przywoluje sig pozycji literaturowych. Wolalbym w tym miejscu krotkie wprowadzenie bez wynikow
I wnioskOw, zawierajace teze¢ badawcza i jej uzasadnienie oparte na solidnym pismiennictwie

tematycznym.

Kiedy tytul pracy zaczyna si¢ od wyrazu ..rola” zawsze zadaje sobie pytanie, czy jest to stwierdzenie,
ze dany czynnik odgrywa role, czy dopiero kwestia ..roli” bedzie oceniana. Najwazniejsze jest jednak,
ze zaplanowany przez Doktorantke uklad eksperymentu pozwala na oceng roli lipokaliny 2 — poniewaz
bada wplyw delecji genu. Czesto bowiem wnioskowanie co do roli ocenianego czynnika opiera sie

jedynie na korelacji. co jak wiadomo nie méwi nam o zaleznosci przyczynowo-skutkowej.

Wstep moze si¢ wydawac nieco za dlugi — liczy bowiem 38 stron. Jednak zadajac sobie pytanie jakie
[ragmenty tekstu moga by¢ pominiete bez szkody dla omawianego zagadnienia, byloby mi trudno takie
wytypowac. Kompozycja merytoryczna zagadnien opisanych we Wstepie jest bardzo dobrze dobrana
— doskonale wprowadza czytelnika w zagadnienia bedace przedmiotem badan. Autorka opisala etapy
rozwoju mézgu u ludzi i myszy, zaburzenia neurorozwojowe u potomstwa, powstajace w wyniku
aktywacji ukladu odpornosciowego matki. Nastepnie dokonala przegladu zwierzecych modeli
aktywacji ukladu odpornosciowego oraz zmian wynikajgcych z aktywacji ukladu odpornosciowego
na roznych poziomach organizacji biologicznej komorki/tkanki oraz zmian behawioralnych, Bardzo
waznym rozdzialem byl rozdziat poswigcony prawdopodobnym mechanizmom lezacych u podstaw
zaburzen rozwojowych wywolanych przez aktywacje ukladu immunologicznego matki, ze
szezegolnym podkresleniem roli lipokaliny 2. Z tego opisu wynika. ze rola lipokaliny 2 wydaje si¢
dos¢ realna w omawianym mechanizmie, a wigc jej wybor do badan wiasnych jest catkowicie
uzasadniony. Doktorantka wykazala si¢ szerokg znajomoscia zagadnien powigzanych tematycznie z
postawiong tezg. Bardzo swobodnie porusza si¢ w tej tematyce. Cala praca ma bardzo dobrze
przemyslang. logiczna strukture. Tekst czyta si¢ bardzo dobrze, stosunkowo trudne zagadnienia sa
przedstawione w jasny zrozumialy sposob, co $wiadezy o zdolnoéci budowania wlasciwej narracji i

duzej dojrzalosci naukowej Doktorantki.
Cel badawezy, ktérym jest zbadanie udzialu bialka Len2 w procesach lezacych u podstaw zaburzen
rozwoju mozgu myszy wywolanych aktywacja ukladu odpornosciowego matki, nalezy uzna¢ za
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innowacyjny. Mimo, ze funkcje biatka Len2 w dorostym moézgu byty przedmiotem wielu badan, jego
rola w rozwijajacym si¢ prawidiowo ukladzie nerwowym oraz patomechanizmie zaburzen
neurorozwojowych jest bardzo stabo poznana. Cel badan zostat zdefiniowany precyzyjnie i pozostaje
w.zgodzie z tytulem pracy i postawiona wczesniej teza badawcza. Dodatkowo Doktorantka
sformulowala bardzo poprawnie szczegolowe cele i konsekwentnie realizowala je w przebiegu

eksperymentu.

Badania przeprowadzono na modelu mysim za zgoda I Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen
na Zwierzetach w Warszawie. W pierwszym etapie oznaczono poziom ekspresjii mRNA Len2 w
mozgu na kolejnych etapach rozwoju pre- i postnatalnego myszy szczepu dzikiego obu plei. W drugim
etapie przeprowadzono badania pozwalajace na oceng wplywu aktywacji uktadu odpornosciowego
matki (MIA). za pomocg iniekcji LPS, na odpowiedz zapalna oraz ekspresje Len2 w mozgu ploddw.

I wreszcie przebadano wplyw MIA i delecji genu Len2 na powstawanie zaburzen neurorozwojowych.

Bardzo duza wartoscig tej pracy jest zastosowanie réznych technik badawczych do oceny zaburzen na
roznych poziomach organizacji biologicznej, tj. na poziomie molekularnym, i strukturalnym.
Poczynajac od badania, zarowno u myszy dzikich jak i u myszy z delecja Len2, ekspresji genow dla
lipokaliny 2 i dla markerow zapalnych w tozysku, hipokampie i przodomédzgowiu plodow i doroslego
potomstwa, badania elektrofizjologiczne na skrawkach tkanek pobranych z mézgu, czy badania
koleow dendrytycznych — ksztalt i gegstosé (mikoroskopia konfokalna). Réwniez bardzo wartosciowe
bylo przeprowadzenie szerokiego panelu badan w kierunku zaburzen funkcji: badania behawioralne u
doroslego potomstwa - badania zachowan spolecznych, w tym towarzyskos¢. preferencje zapachu
spofecznego i ogélng aktywnosé, badania zachowan powtarzalnych i kompulsywnych, badania
zaburzen lgkowych, a takze z bodzcem pozytywnym — test apetytywny. Ponadto przeprowadzono
badania przyrostu masy ciala matek otrzymujgeych LPS i przezywalnos¢ ptodéw, dzieki czemu
wiemy. ze prawie 50% cigz samic otrzymujacych LPS konczylo sie martwym urodzeniem, w
przeciwienstwie do kontroli, w ktorej nie obserwowano martwych urodzen. Tutaj warto bylo podaé
krotka charakterystyke stanu klinicznego i dobrostanu zwierzat w okresie rozwoju postnatalnego,
poniewaz tak duza $miertelnos¢ nasuwa podejrzenia, ze stan zdrowia pozostalych zwierzat mogl nie
by¢ zadawalajacy. Rzeczywiscie, Autorka badala przyrost masy ciata u cigzarnych samic z MIA, ale
warto odnies¢ sig¢ do ogélnego stanu klinicznego cigzarnych matek i potomstwa. Sam przyrost masy
ciala jest waznym parametrem poniewaz moze on $wiadczy¢ od toksycznosci ogolnoustrojowej. Na
ryc.8B. przedstawiono na poczatku pomiaru spadek przyrostu masy ciala dla ciezarnych samic, a

potem przyrost masy ciala juz si¢ nie rdzni w poréwnaniu do kontroli, ale jak wynika z 1




bezwzgledna masa ciala w grupie badanej pozostaje nadal nizsza niz w kontroli, a zatem samice nie

wyrownaly masy ciala ze zwierzetami grupy kontrolne;j.

Opis metodyki jest wystarczajacy do odtworzenia badan w innych laboratoriach. Swiadczy on o duzej

znajomosci technik badawczych i umiejetnosei syntetyeznego opisu planowanych badan.

Na kilka kwestii czytelnik nie znajduje odpowiedzi po przeczytaniu rozdzialu Materiaty i metody. Na
przyklad ile zwierzat uzyto do wszystkich badan; Czy te same zwierzeta przechodzily rozne testy —
jesli tak to w jakiej chronologii: Na ilu osobnikach wykonywano oznaczenia poszczegolnych testow z
danej grupy. Jesli nie wszystkie osobniki byly przebadane w danym tescie, a tylko niektore, to jakim

kluczem kierowano si¢ przy wyborze osobnikdw z danej grupy?

Wyniki badan przedstawiono na 18 rycinach, w tym 73 wykresach. zaplanowanych graficznie tak, aby
W jasny sposdb przedstawi¢ zaleznosci miedzy badanymi grupami. Doktorantka, w sposob
syntetyczny, w pelni wystarczajacy, opisala najwazniejsze spostrzezenia w kontekscie stawianych
celow badawezych. Opis wynikow jest jasny i zrozumialy. Dodatkowym atutem rycin sg umieszczone
schematy procedury badawczej, lub odczyty z aparatury, co znacznie ulatwia zrozumienie. Opis
wynikoéw wymagal umiejetnosci analitycznych, przez co Doktorantka wykazala duza dojrzalosé

naukowa.

Dyskusja podzielona jest na podrozdzialy, co nadaje wigkszej przejrzystosci omawianym
zagadnieniom. Skupia si¢ na wynikach badan $cisle powigzanych z postawionym celem badawczym.
Kazdy rodzaj badania jest poparty uzasadnieniem na tle aktualnego pi$miennictwa, a wyniki badan sa
interpretowane przez Doktorantke i dyskutowane w konfrontacji z badaniami innych zespolow.
Przywolywanie pismiennictwa jest dobrze uzasadnione i wywazone. Doktorantka unikneta czesto
wystepujacego bledu polegajacego na zbyt duzym wprowadzaniu kolejnych informacji, po ktérych

Dyskusja w znacznej mierze stanowi rodzaj pracy przegladowej.

Doktorantka swobodnie prowadzi dyskusje co $wiadezy o jej duzej wiedzy ogolnej. Oceniajac tresé
merytorycezng rozdzialu stwierdzam. ze mgr Martyna Pekala wykazala si¢ bardzo dobra orientacja w
pismiennictwie naukowym dotyczacym problematyki badan. Zaznaczy¢ nalezy, ze przeprowadzenie

roswaznej i merytorveznej dyskusji swiadezy o duzej wiedzy i dojrzalosci naukowej Doktorantki.

Rozprawe konczy rozdzial pt. ,,Podsumowanie i wnioski”. Wniosek czwarty jest w gléwnej mierze
zbiorem wynikow badan. Pozostale wnioski sa dobrze wywazone i zinterpretowane w kontekscie
uzyskanych wynikéw. Wszystkie wnioski sa spojne z tytutem rozprawy i odpowiadaja na postawiony

cel badawczy. Rozdzial ten $wiadczy o zdolnosci Doktorantki do syntetycznej analizy.
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Bibliografia jest bardzo bogata — zawiera 432 pozycje. Wydaje sig, ze przy wyborze mozna bylo
ograniczy¢ ich liczbe, kierujac si¢ przestankami nowosci oraz znaczeniem grup badawczych w
rozwoju danego zagadnienia merytorycznego. Przywolywane artykuly sg aktualne. zdecydowana

wigkszos¢ pochodzi z ostatnich 15 lat.
Drobne uwagi edytorskie:

- W podrozdziale 1.5.3 poswieconym zmianom anatomicznym w mozgu obserwowanym w
zwierzecych modelach MIA, na str. 26 w przedostatnim akapicie pojawiaja si¢ zagadnienia zwigzane

z deficytami w ukladach neuroprzekaznikéw. a wige niepowigzane tematycznie z tym podrozdzialem.

- na rycinie 7. nie przedstawiono danych dla obu plei, mimo, ze w tekscie (str., 69) Autorka podaje,

z¢ badania przeprowadzono na hipokampie myszy obu plei.

- W calej pracy wielokrotnie pojawia si¢ kolokwialna fraza .tkanka mézgowa™ co nie znajduje

odzwierciedlenia w nomenklaturze histologiczne;.

- Nieco obco brzmi wyraz ,.neuroinflamacja™ na str. 46, akapit 2 wiersz 7.

Podsumowanie

Zgodnie z uzasadnieniem opisanym powyzej, w mojej ocenia Doktorantka w calej rozprawie

doktorskiej zaprezentowala ogdlna wiedze teoretyczng przewyzszajaca wymagania na stopien doktora.

Dobér i opis przeprowadzonych badan ich duza réznorodnosé poczawszy od badan genetycznych,
molekularnych. mikroskopowych (mikroskopia konfokalna), elektrofizjologicznych i wreszcie liczne
badania behawioralne, a takze dojrzale przeprowadzenie dyskusji i analityczne wnioskowanie
swiadeza o mozliwosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej i koordynowania prac zespolu

badawczego,

Przeprowadzone badania maja charakter badan podstawowych ale o duzym prawdopodobienstwie ich
wykorzystania w przyszlosci w celach aplikacyjnych, np. w poszukiwaniu lekéw w chorobach
neurodegeneracyjnych. Doktorantka w swojej pracy rozwiazata kilka problemow badawczych.
Ogolnie. uzyskane wyniki nie pozwolily na jednoznaczne okre$lenie roli lipokaliny 2 w rozwoju
zaburzen wywolanych aktywacja ukladu odpornosciowego matki, ale wskazuja, ze biatko to pelni

istotne funkcje podczas prawidlowego rozwoju mozgu.
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Majae powyzsze na uwadze stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Marty Pekaly pt. ..Rola
lipokaliny 2w mysim modelu zaburzen neurorozwojowych wywolanych aktywacja ukladu
odpornosciowego matki™ spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.). W zwigzku z powyzszym,
wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr Martyny

Pekaly do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Rownoczesnie, zglaszam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej ze wzgledu na duzy zakres i
roznorodnos¢ przeprowadzonych badan, wysoki poziom dyskusji i staranno$¢ w redagowaniu calej

pracy zarowno pod wzgledem merytorycznym jak i edytorskim.

(’__,,___ e
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Prof. dr hab. n. med. Jarosiaw Dudka
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Martyny Pekaty pt.
“Rola lipokaliny 2 w mysim modelu zaburzen neurorozwojowych wywotanych
aktywacjq uktadu odpornosciowego matki”
wykonanej
w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego
Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem dr. hab. Katarzyny Kality-Bykowskiej, prof. Instytutu Nenckiego PAN

Dane epidemiologiczne wskazuja, ze infekcje przebiegajace u matki w okresie cigzy
sq istotnym czynnikiem ryzyka wystgpienia zaburzern neurorozwojowych (NDD) u
dziecka, takich jak spektrum autyzmu (ASD) czy zespdt nadpobudliwosci
psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD). Przedstawiona do recenzji rozprawa opisuje
badania hipotetycznego udziatu lipokaliny 2 — biatka nieswoistej odpowiedzi
odpornosciowej — w genezie NDD w nastepstwie infekcji matczynych. Eksperymenty
zostaty przeprowadzone na modelach mysich.

Doktorantka podjeta sie waznego problemu badawczego - stabo poznanego
mechanizmu udziatu infekcji matczynych w etiologii NDD. Formutujac cel pracy,
kierowata sie trzema gtownymi przestankami. Po pierwsze, aktywacja matczynej
odpowiedzi odpornosciowej (MIA) zwieksza ryzyko wystgpienia NDD, czemu towarzysza
zmiany w morfologii neuronéw. Po drugie, poziom lipokaliny 2 wzrasta w mézgu w
stanach zapalnych. Po trzecie, zwierzeta z nokautem genu lipokaliny 2 (Lcn2) wykazuja
nieprawidtowosci w obrebie drzewka dendrytycznego i kolcéw dendrytycznych oraz
zaburzenia behawioralne przypominajgce te obserwowane w nastepstwie MIA.
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Hipoteza, ze w efektach MIA w uktadzie nerwowym posredniczy lipokaliny miata wiec
logiczne podstawy.

Zastosowano dwa mysie modele eksperymentalne. Pierwszym byfa aktywacja
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej poprzez dootrzewnowa iniekcje
lipopolisacharydéw u ciezarnych samic. Wykorzystanie lipopolisacharydéw jako
czynnika aktywacji MIA byto uzasadnione, a zalety tego modelu zostaty krétko
omoéwione przez Doktorantke w rozdziale Wstep. Niestety, metoda wigzata sie z bardzo
wysoka, okofo 50%, S$miertelnoscia ptodéw. Pojawia sie wiec watpliwosé, czy
zastosowana dawka nie byta zbyt duza, co mogto prowadzi¢ do efektow
niespecyficznych. W czesci Dyskusja Doktorantka wyjasnia, ze dawka zostata dobrana
tak, aby zapewni¢ powtarzalny wzrost lipokaliny 2 przy akceptowalnym odsetku
poronieA. Rozumiem wiec, ze przy mniejszych dawkach efekt byt niepowtarzalny. Nie
ma modeli idealnych, jednak zastanawiam sie, czy rozpoczynajgc projekt ponownie
Doktorantka rozwazataby alternatywne podejscie (jakie), czy jednak zdecydowanie
bronita wybranej strategii.

Drugim wykorzystanym modelem byt nokaut genu Lcn2. Aby zapewnic identyczne
warunki rozwoju dla myszy réznych genotypow, zastosowano przemyslany schemat
eksperymentalny: krzyzowano myszy heterozygotyczne, otrzymujac w jednym miocie
zaréwno potomstwo o genotypie dzikim, jak i petnym nokautem Lcn2, rozwijajace sie w
tym samym S$rodowisku prenatalnym. Oczekiwatabym tutaj wyjasnienia czy myszy
heterozygotyczne wykazujq roznice fenotypowe w stosunku do myszy o genotypie
dzikom.

Do tego dobrze skonstruowanego schematu badan wigczono réwniez analize
samcow i samic. Takie podejscie staje sie standardem, ale nie jest jeszcze norma. To jest
prawdopodobnie pierwszy recenzowany przez mnie doktorat, w ktérym je zastosowano.
Decyzja okazata sie trafna, poniewaz wyniki ujawnity znaczne réznice miedzy pfciami. Na
przyktad, cho¢ MIA indukowata pojawienie sie cytokin prozapalnych w fozysku u ptodow
obu pfci, wzrost ich poziomu w mdézgu oraz wzrost lipokaliny 2 w mézgu stwierdzono
jedynie u samcow.

Duzo moéwi sie o wieloczynnikowej etiologii ASD i ADHD, jednak stosunkowo
niewiele badan uwzglednia te ztozonos¢. Projekt doktorski, w ktérym uwzgledniono
zaréwno infekcje matczyng, jak i deficyt lipokaliny 2, stanowi przyktad takiego podejscia,
co jest z pewnoscig jego mocng strong, mimo ze pierwotna hipoteza nie zostata na tym
etapie potwierdzona. Zastanawiam sie, czy wptyw nokautu Lcn2 na efekty MIA nie mogt
by¢ maskowany przez kompensacyjng aktywnos¢ biatek o podobnej funkcji. Wyniki
uzyskane przez Doktorantke znacznie poszerzajg wiedze o wptywie czynnikow
pro/przeciw-zapalnych na morfologie neurondw. Jej badania potwierdzity i rozszerzyty
katalog wczesniej opisanych efektow MIA oraz deficytu lipokaliny 2 na pobudliwosc i
morfologie neurondéw oraz behawior. Co wazne, wykazaty, jak silnie te efekty zalezg od
pfci, o czym wczesniej nie byto wiadomo. Ponadto Doktorantka wykazata obecnosé



lipokaliny 2 w mézgu myszy w czasie rozwoju, co - w potgczeniu z wynikami analiz
morfologicznych - wskazuje na jej udziat w regulacji dojrzewania neuronéw.

Tekst rozprawy bez trudu prowadzi czytelnika przez ztozonos$¢ projektu i
przedstawionych wynikow — wrazenie to towarzyszy lekturze od pierwszych stron.
Doceniam klarowne i rzeczowe Streszczenie, stosunkowo krotkie, a jednak dajace obraz
problemu badawczego i catosci pracy, co uftatwia dalszg lekture. Obszerny Wstep
przedstawia zarowno szerokie tto badan, jak i szczegdétowe informacje bezposrednio
zwigzane z tematem rozprawy. Jego przemyslana struktura i trafnie dobrane tresci
wyznaczajg perspektywe, ktora taczy konkretne pytania badawcze z ich szerszym
kontekstem biologicznym i odniesieniem do zaburzen neurorozwojowych u ludzi. Duzg
warto$¢ ma zestawienie czasowego przebiegu rozwoju mézgu u myszy i cztowieka,
uwzgledniajace przesuniecie istotnych etapéw z okresu postnatalnego u gryzoni na
prenatalny u ludzi. Doktorantka wykazata sie w tym miejscu zrozumieniem, jak
nieoczywiste jest przektadanie wynikdw badan na modelach zwierzecych na
mechanizmy lezgce u podstaw NDD u cztowieka.

Przy realizacji projektu Doktorantka wykazata sie zréznicowanym warsztatem
badawczym, obejmujagcym metody badania ekspresji gendw, rejestracje
elektrofizjologicznych w skrawkach mdzgu oraz testy behawioralne. Techniki badawcze
S3 wyczerpujgco opisane w rozdziale Materiafy i Metody, a opisy eksperymentéw w
rozdziale Wyniki $Swiadczg o duzej Swiadomosci badawczej Doktorantki. Przejrzyste
przedstawienie bardzo ztozonych wynikdw na rycinach z pewnoscia wymagato
dogtebnego przemyslenia, a trafny dobdr metod statystycznych dodatkowo potwierdza
wysoka jakosc i rzetelnosc przeprowadzonych badan.

Doktorantka zebrata imponujacy zbiér bardzo ztozonych wynikdw, ktorych
interpretacja stanowi wyzwanie. Bytam ciekawa, jak poradzi sobie z tym problemem w
rozdziale Dyskusja. Doktorantka "zjadata stonia po kawatku". Dyskusja jest bardzo
prosto zorganizowana. W pierwszym rozdziale Doktorantka krytycznie omawia
zastosowany model MIA, a w kolejnych etapowo interpretuje wyniki, umiejetnie
osadzajac je na tle dotychczasowych ustalen. Nie zagtebia sie w nadmierne szczegoty,
lecz koncentruje na najwazniejszych zmianach, co Swiadczy o jej umiejetnosciach analizy
i syntezy. Doktorantka wskazuje réwniez na ograniczenia techniczne stosowanych
metod, na przyktad przy analizie kolcow dendrytycznych na obrazach dwuwymiarowych.
Doceniam takze zwiezfg refleksje dotyczagcg metody analizy behawioralnej, ukazujaca,
ze Doktorantka zdaje sobie sprawe z niepewnosci w interpretacji danych
behawioralnych. Przyktadowo, poruszyta kwestie czy test zakopywania kulek nalezy
interpretowac jako przejaw aktywnosci stereotypowej, czy raczej jako wyraz leku. W
dwéch koncowych rozdziatach rozwaza kwestie ogdlniejsze - potencjalne przyczyny
deficytow u myszy z nokautem Lcn2 oraz wptyw czynnikdéw ptciowych na efekty MIA i
deficytu lipokaliny 2. Cho¢ rozdziaty te majg charakter spekulacyjny, utrzymane sg w
rygorze ostroznosci. Postawiono w nich interesujgce hipotezy, otwierajace kierunki
dalszych badan. Szczegdlnie ciekawa jest koncepcja, ze rdznice miedzy ptciami w



wynikach uzyskanych w projekcie doktorskim, a co rownie istotne — w czestosci
wystepowania NDD u chtopcow, moga wynika¢ z odmiennych reakcji ukfadu
odpornosciowego regulowanych przez hormony ptciowe.

Podsumowujgc, rozprawe doktorska Pani Martyny Pekaty oceniam bardzo
wysoko. Jestem przekonana o szerokiej wiedzy Doktorantki i umiejetnosci
samodzielnego i krytycznego myslenia. Przeprowadzona oryginalna praca badawcza
poszerza wiedze na temat zaleznosci miedzy infekcjami matczynymi a wystgpieniem
choroby neurorozwojowej u potomstwa, wkraczajac na obszary dopiero odkrywane: po
latach koncentrowania sie na neuronach, coraz wieksza uwage przycigga udziaf
pozaneuronalnych czynnikdw w etiologii tych zaburzen.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia ustawowe warunki
stawiane pracom doktorskim (okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce — Dz.U. 2023, poz. 742) i stawiam wniosek o
dopuszczenie mgr Martyny Pekaty do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora. Wnioskuje rowniez o wyrdznienie rozprawy.
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