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Praca doktorska mgr Julii Masternak zostala wykonana w Pracowni Biofizyki Komorki,
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN pod opieka naukowa dr hab. Moniki Bijaty.
Badania sfinansowano ze $rodkéw pozyskanych przez dr hab. Monika Bijat¢ w ramach grantu NCN
SONATA 15 (NCN nr 2019/35/D/NZ4/02042, ,, Lokalizacja ma znaczenie - Zalezna od receptora 5-
HT7 plastyczno$é strukturalna w podregionach hipokampa” ) oraz grantu Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej Homing (FNP Homing POIR.04.04.00-00-43BC/17-00, ,, Serotonin-dependent trans-synaptic
mechanism of extracellular matrix modifier release”).

Rozprawa doktorska dotyczy poglebienia badan nad molekularnymi mechanizmami dziatania
szlaku zaleznego od receptora serotoninowego podtypu 7 (5-HT7R) oraz jego wplywu na plastycznos¢
strukturalng hipokampu. Tematyka badan zostata zapoczatkowana przez promotor rozprawy, ktora
wraz ze wspOtpracownikami w roku 2017 w hodowlach pierwotnych hipokampalnych komérek
nerwowych oraz w hodowlach organotypowych hipokampu zaobserwowala po raz pierwszy, ze
stymulacja receptora 5-HT7 moze regulowaé plastycznosci synaptyczng poprzez aktywacje
metaloprotinazy-9 (MMP-9) i modulacj¢ macierzy zewnatrzkomérkowej, co funkcjonalnie moze
przejawia¢ si¢ spadkiem dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP). Wykazano wtedy, ze
niespecyficzny agonista 5-HT7R, 5-CT (5-carboxamidotryptamine) wptywa na wydtuzenie kolcow
dendrytycznych i efekt ten jest zalezny od receptora 5-HT7, co zostato zweryfikowane z uzyciem
specyficznego antagonisty 5-HT7R, SB269970 oraz hodowli komérek hipokampalnych pochodzgcych
od zwierzat pozbawionych receptora 5-HT7 (5-HT7 KO). Pobudzenie 5-HT7R prowadzito do
aktywacji MMP-9, proteolizy bialka transblonowego CD44 i aktywacji biatka z rodziny Rho GTPaz,
Cdc42 co w konsekwencji wywotywalo zmiany w cytoszkielecie aktynowym kolcéw dendrytycznych
skutkujacych wydtuzeniem kolcow oraz spadkiem ich gestosci (Bijata i wsp., 2017). W ramach pracy
doktorskiej zweryfikowano te wczesniejsze obserwacje tym razem w modelu in vivo, gdzie
szczegdlowo przebadano zmiang w morfologii kolcow dendrytycznych w réznych podregionach
hipokampu (CA1, CA3 i DG) po jednorazowym oraz chronicznym podaniu agonistow 5-HT7R (LP-
211 i AGH-194), zbadano mechanizm aktywacji MMP-9 (weryfikacja udzialu biatek Gas i Gal2),
jak roéwniez zbadano profil aktywnosci matych biatek G z rodziny GTPaz uczestniczacych w modulacji
kolcéw dendrytycznych (Cdc42 oraz RhoA). Badania poszerzono takze o model in vitro hodowli
komérek ziarnistych hipokampu, gdzie zaobserwowano podobny profil zmian po stymulacji agonistg



5-HT7, LP-211 co u zwierzat do$wiadczalnych w rejonie DG hipokampu. W koncowym etapie,
sprawdzono takze odpowiedZ behawioralna zwierzat po jednorazowym oraz chronicznym podaniu
AGH-194, mierzac ich wplyw na aktywnos¢ lokomotoryczna, a takze odpowiedz w testach stuzacych
do oceny fenotypu pro-depresyjnego u zwierzat (test zawieszenia za ogon, test preferencji sacharozy).
Wykazano, ze aktywacja 5-HT7R jest istotna w regulacji plastycznoscei strukturalnej w hipokampie i
jej efekt po jednorazowym podaniu agonistow tego receptora jest zalezny nie tylko od podregionu
hipokampu, ale takze od rodzaju uzytego agonisty 5-HT7R. Natomiast chroniczne podanie agonisty
5-HT7R, AGH-194 nie zmienialo morfologii ani gestosci kolcow dendrytycznych, wskazujac na
przejSciowy i adaptacyjny charakter wywotywanych przez 5-HT7R zmian. Potwierdzono w modelu
in vivo aktywacj¢ MMP-9 w hipokampie po podaniach agonistow 5-HT7R, ktora byla na podobnym
poziomie w réznych jego podregionach i wykazano kluczowy udzial Gas w tym procesie. Ponadto
wykazano zréznicowang aktywacje biatek RhoA oraz Cdc42 w zaleznosci od badanego podregionu
hipokampu, aczkolwiek wyniki te nie s konkluzywne, gdyz zaobserwowano rozbieznosci w wynikach
pomiedzy zastosowanymi dwoma metodami badawczymi (metody biochemiczne oraz metoda FLIM).
Wykazano takze odmienny wptyw agonisty 5S-HT7R, AGH-194 na mierzone parametry behawioralne,
w poréwnaniu do wezesniejszych badan przeprowadzonych z agonistg LP-211 ktéry wykazat dziatanie
prodepresyjne (Bijata i wsp., 2022).

OCENA FORMALNA ROZRAWY

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim w formie monografii z podzialem
na rozdziaty: Wstep (18 stron), Cele pracy (1 strona), Materialy i metody (20 stron), Wyniki (30 stron),
Dyskusja (15 stron), Podsumowanie i wnioski (1,5 strony), Bibliografia (238 numerowanych pozycji
pisSmiennictwa w porzadku alfabetycznym) oraz Spis publikacji wiasnych (5 pozycji). Poza tym praca
zawiera strong tytutowa, stron¢ z podzigkowaniami, stron¢ z informacje o finansowaniu badan,
dwustronicowy spis tresci oraz jednostronicowe streszczenia w jezyku polskim oraz jezyku
angielskim. Calosciowo praca liczy 120 stron, z czego zasadniczy tekst rozprawy (od Wstepu do
Podsumowan i wnioskéw) to 86 stron wliczajac w ten zakres umieszczone w tekscie ryciny (30 szt.)
oraz tabele (3 szt.). Nie mam uwag jezeli chodzi o stron¢ formalng rozprawy doktorskiej, zostata ona
przygotowana bardzo starannie, tekst rozprawy jest opisany poprawna polszczyzng, ryciny i tabele sg
nie tylko przejrzyste i czytelne, ale zostaty takze przygotowane bardzo dobrze od strony wizualne;.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY

WSTEP skiada si¢ z czterech podrozdzialow i wprowadza czytelnika w obszary zagadnien
powigzanych posrednio i bezposrednio z podj¢ta w rozprawie tematykg badawcza. Rozdziat ten
rozpoczyna liczacy 5 stron i zawierajacy 3 ryciny pogladowe podrozdziat , 1.1. Neuronalna
plastycznos¢ synaptyczna”. Autorka podaje w nim mi¢dzy innymi definicje plastycznosci neuronalne;j,
Jjej znaczenie oraz rodzaje, a takze nakresla rys historyczny badan prowadzonych nad tym obszarem
oraz udzial w nich polskiego naukowca Jerzego Konorskiego. Kolejno, w sposéb wyczerpujacy
przedstawia zagadnienie plastyczno$ci synaptycznej, jej przejawy i sktadowe. Opisuje budowe
komorki nerwowej, sposoby przekazywania sygnalow pomiedzy komorkami nerwowymi, budowe i
rodzaje synaps, rézne rodzaje neuroprzekaznikow i sposob ich dziatania poprzez receptory
metabotropowe oraz jonotropowe. Opisuje takze udziatl komoérek glejowych (synapsa potrdjna), a



takze macierzy zewnatrzkomodrkowej (synapsa poczwoérna) w funkcjonowaniu synaps oraz kontroli
mechanizméw plastycznosci neuronalnej. W kolejnej czgsci tego podrozdziatu Doktorantka bardzo
szczegdlowo opisuje budowe, rodzaje oraz funkcje kolcow dendrytycznych, ich dynamiczny charakter
1 zmiany jakim podlegaja zarowno w zjawiskach fizjologicznych, jak i patologicznych. W kolejnym
podrozdziale Wstepu (,, 1.2. Receptory serotoninowe”) na prawie 7 stronach zilustrowanych 2
rycinami przedstawiona jest najpierw ogoélna klasyfikacja receptoréw serotoninowych, ich
rozmieszczenie, rola w regulacji wielu procesow, ich udziat w patomechanizmie niektérych chor6b
OUN (np. depresja, autyzm, schizofrenia), sposob aktywacji receptorow w zaleznosci od podtypu i
zaangazowanie réznego typu wtérnych przekaZnikéw wewnatrzkomoérkowych, a takze opisuje
modyfikacje potranslacyjne ktére mogg zmienia¢ aktywnosc¢ receptorow serotoninowych. Kolejno w
sposob bardzo szczegdtowy zostaje opisany receptor S-HT7 pod katem jego budowy, istniejacych
izoform, aktywowanych $ciezek wewngtrzkomérkowych, sposobu regulacji jego funkcji,
rozmieszczenia w OUN oraz na obwodzie, roli fizjologicznej i patologicznej. Dodatkowo, opisano
mechanizm wplywu aktywacji receptora na morfologie kolcow dendrytycznych w hipokampie i jego
znaczenie w indukcji zachowan pro-depresyjnych u zwierzat. W koncowej czesci tego podrozdziatu
opisano takze mozliwo$¢ farmakologicznej blokady aktywnosci tego receptora w celu uzyskania
efektu przeciwdepresyjnego (selektywni odwrotni agonisci) oraz wskazano na stosowane w klinice
leki przeciwdepresyjne oraz przeciwpsychotyczne, ktére w swoim dziataniu zawierajg komponente
blokowania funkcji 5-HT7R. Na kolejnych 2,5 stronach Autorka w podrozdziale ,, 1.3. Rodzina matych
Rho GTPaz” dosy¢ szczegbtowo zapoznaje czytelnika z rodzing matych biatek Rho, ich budows,
rodzajami, sposobem aktywacji, rola w synaptogenezie i przebudowie kolcow dendrytycznych,
interakcjami z cytoszkieletem, wptywem na procesy fizjologiczne oraz udziatem w rozwoju réoznego
typu patologii OUN. Ostatnim podrozdziatem Wstepu jest cze$¢ poswiecona budowie i roli hipokampu
(,, 1.4. Struktura i funkcja hipokampu”), gdzie Autorka na 3 stronach i z pomocg jednej ryciny
zapoznaje czytelnika z lokalizacjg tej struktury w moézgu, jego ksztaltem, cze$ciami, szczegotows
budowg komdrkowg poszczegdlnych jego czesci (CA1, CA2, CA3 i DG), jego kluczowymi funkcjami
a takze opisuje zmiany strukturalne w hipokampie jakie sg powigzane z licznymi chorobami
neurodegeneracyjnymi oraz neuropsychiatrycznymi (w tym z zaburzeniami depresyjnymi).

W mojej ocenie informacje przedstawione przez mgr Juli¢ Masternak we Wstepie rozprawy
doktorskiej, a podsumowane skrotowo powyzej, niewatpliwie spelniaja Kkryterium ustawowe
rozpraw doktorskich dotyczace ogélnej prezentacji wiedzy teoretycznej osoby ubiegajacej si¢ o
nadanie stopnia doktora w okreslonej dyscyplinie. Wybrane zagadnienia zostaty przedstawione w
sposob optymalny, z zachowaniem rozsadnego stopnia ogélnego stopnia opisu zjawisk, a
poglebieniem opisu o szczegoly tylko dla zagadnien bezposrednio powigzanych z podjeta tematyka
badawcza rozprawy. Sprawia to, ze rozdzial ten czyta si¢ dobrze, bez uczucia przecigzenia
nadmiarowoscig informacji. Swiadczy to nie tylko o szerokiej wiedzy teoretycznej Doktorantki, ale
takze o umiejetnosci selekceji materiatu i przejrzystego przedstawiania zagadnien naukowych. Ponadto
opisy zostaly uzupelnione bardzo dobrej jakosci rycinami pogladowymi przygotowanymi przez
Autorke w programie BioRender.com. Odnosnie Wstepu mam tylko jedng uwage — w mojej opinii na
poczatku tego rozdziatu zabraklo pewnego rodzaju wprowadzenia w rozprawe, w ktorym byiby
podany takze aspekt translacyjny podjetej tematyki badawczej (istotno$¢ dla poznania mechanizmow
zaburzen depresyjnych). Pomimo, Zze zostal on zasygnalizowany w Streszczeniu, to moim zdaniem
mozna byloby to poszerzy¢ dodajac do Wstepu osobny podrozdzial ,, Wprowadzenie”, gdzie mozna
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byloby przedstawi¢ wigcej szczegdtéw tego zagadnienia. Pozwolitoby to czytajagcemu na
zorientowanie si¢ nie tylko w naukowej, ale takze klinicznej istotnosci podjetych badan.

W rozdziale CELE PRACY, przed sformulowaniem ogdlnego celu pracy oraz trzech celi
szczegblowych, Autorka krétko uzasadnia podjeta tematyke badawcza w $wietle istniejacych danych
z tego obszaru. Cel og6lny pracy doktorskiej zostat jasno sformutowany i dotyczyt szczegdtowego
zbadania molekularnych mechanizméw dziatania szlaku zaleznego od receptora 5-HT7 oraz jego
wplywu na zmiany w morfologii i funkcji koleéw dendrytycznych. W celach szczegdtowych zostaty
doprecyzowane etapy tych badan w postaci: i) sprawdzenia, czy stymulacja 5-HT7R in vivo powoduje
zmiany ksztattu i gestosci kolcow dendrytycznych w hipokampie; ii) zbadanie mechanizmu aktywacji
MMP-9 i okreslenie, czy jest on zalezny od biatek Gais lub Gaiz; iii) zbadanie profilu aktywnosci
biatek RhoA oraz Cdc42 w poszczegdlnych podregionach hipokampu po stymulacji 5-HT7R. W mojej
opinii cel ogoélny i cele szczegélowe sg wysoce zasadne i zostaly sformutowane w sposob jasny i
przejrzysty. Ponadto, posiadajg wysoki aspekt nowosci w podjetym obszarze badawczym.

Rozdziat MATERIALY I METODY rozpoczyna podrozdziat ,, 3. 1. Stosowane roziwory i odczynniki
chemiczne” w ktéorym Doktorantka umieszcza w dwoch tabelach wykorzystane w badaniach roztwory
oraz odczynniki chemiczne. W kolejnym podrozdziale (,3.2. Zwierzeta”) opisuje zwierzeta
wykorzystane do badan (dwumiesigczne samce szczepu C57BL/6J) z podaniem szczeg6low ich
bytowania, a takze podaje numer zgody I Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach
w Warszawie (927/2019) na przeprowadzenie badan. W kolejnych dwéch podrozdziatach sa opisane
szczegblowe procedury wykonane na zwierzgtach w postaci dootrzewnowych iniekcji agonistow 5-
HT7R (LP-211 oraz AGH-194) u myszy (,, 3.3. Dootrzewnowe iniekcje u myszy) oraz wykonanych
operacji stereotaktycznych (,,3.4. Operacje stereotaktyczne”) w celu dohipokampalnego podania
wektorow AAV niosgcych sekwencje shRNA (shRNA scramble, shRNA Gas, shRNA Ga12) lub
sekwencje kodujace biosensory aktywnosci RhoA lub Cdc42. W podrozdziale ,,3.5. Testy
behawioralne” zostaly szczegétowo opisane zastosowane metody badajace zachowanie zwierzat w
celu okreslenia fenotypu pro-depresyjnego (SPT - test preferencji sacharozy, TST — test zawieszenia
za ogon) oraz potencjalnego wptywu badanych agonistoéw 5-HT7R na aktywnos$¢ lokomotoryczng
zwierzat. W kolejnym podrozdziale tj. ,, 3.6. Techniki biochemiczne” opisano w sposob szczegbolowy
zastosowane metody biochemiczne w postaci osobnych czgsci opisujacych: oczyszczanie zelatynaz,
elektroforez¢ biatek w zelu denaturujacym, zymografie¢ zelows, metode Western blot czy test
aktywnosci RhoA/Cdc42. W podrozdziale ,, 3.7. Badanie struktury kolcéw dendrytycznych” opisano
dosy¢ dokladnie znakowanie neuronéw, obrazowanie oraz analiz¢ kolcow dendrytycznych. W
kolejnych dwoch podrozdziatach przedstawiono badania przeprowadzone w pierwotnych hodowlach
neuronalnych komorek hipokampalnych (,,3.8. Pierwotna hodowla neuronalna”) oraz
przeprowadzone obrazowanie przyzyciowe tych komoérek w celu szczegdtowej analizy
morfometrycznej kolcow dendrytycznych (,, 3.9. Obrazowanie przyzyciowe neuronéw hipokampu in
vitro”). W przedostatnim rozdziale (,, 3.10. Obrazowanie i pomiar zmian aktywnosci biatek metodg
FLIM”) opisane zostaly doswiadczenia na zwierzetach, przygotowanie materiatu oraz wykonanie
zaawansowanego obrazowania (obrazowanie czasu zycia fluorescencji - FLIM) w celu pomiaru
aktywnosci bialek RhoA oraz Cdc42. Ostatni podrozdzial rozdziatu Materiaty i metody to opis
zastosowanych analiz statystycznych do otrzymanych rezultatéw z poszczegdlnych metod
badawczych (,, 3.11. Analiza statystyczna wynikéw ™).



W pracy doktorskiej zastosowano imponujacy zestaw roznych modeli i metod badawczych w
ktérych Doktorantka niewatpliwie miata dominujacy udziat. Zastosowane podejscie eksperymentalne
jest wielokierunkowe, zawiera doswiadczenia przeprowadzone na zwierzetach, ale takze badania
przeprowadzone w modelach komoérkowych. Ponadto, zastosowano rdézne metody badawcze
pozwalajace na ocen¢ zachowan zwierzat (trzy testy behawioralne), pomiar aktywnosci
metaloproteinaz oraz ekspresji niektorych bialek (testy biochemiczne), weryfikacje zaangazowania
niektoérych $ciezek sygnalizacyjnych (wyciszenie gendw z uzyciem metody shRNA), analize
morfometryczng kolcow dendrytycznych ex vivo i in vitro, a takze zastosowanie zaawansowanej
techniki do badania aktywnosci ex vivo niektorych biatek (metoda FLIM). Wszystkie te metody zostaly
opisane przez Doktorantke w sposéb logiczny i dosy¢ szczegdtowy, co moze zostaé wykorzystane
przez inne zespoty badawcze zajmujace si¢ podobng tematykg badawcza, a takze moze by¢ bardzo
pomocne dla 0s6b rozpoczynajacych prace naukowa i chegcych zapoznaé sie z metodami stosowanymi
w obszarze badan dziatania farmakologicznego zwigzkéw na plastyczno$¢ synaptyczng. Na
podstawie wyzZej wymienionych argumentéw nalezy uznaé ze warunek ustawowy rozpraw
doktorskich dotyczacy wykazania umiej¢tnoSci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej
przez mgr Juli¢ Masternak zostal spelniony.

Z obowiazku recenzenta zwrdce uwage na kilka szczegdtow, ktére moim zdaniem powinny sie
znalez¢ w opisie zastosowanego warsztatu metodycznego oraz na elementy wymagajace dodatkowych
wyjasnien:

- w Tabeli 2, ale takze w wykazie skrotow dobrze by bylo podaé¢ nazwy chemiczne dla LP-211 oraz
AGH-194; ponadto w Tabeli 2 powinien by¢ wylistowany AGH-194, z podaniem zrédla jego
pochodzenia (informacj¢ na ten temat mozemy dopiero znalez¢ w rozdziale Dyskusja);

- w podrozdziale 3.3 byloby warto uzasadni¢ dobér dawki 10 mg/kg do dootrzewnowych podan LP-
211 oraz AGH-194, w tym miejscu moim zdaniem powinny by¢ takze opisane eksperymenty z
chronicznym podaniem AGH-194, a ktore zostaly przedstawione w podrozdziale 3.5.1;

- w podrozdziale 3.3. przy opisie dootrzewnowych podan podano informacjg: ,,Przed wykonaniem
iniekcji dootrzewnowych myszy zostaly wprowadzone w narkoz¢ za pomocq izofluranu” - prosze o
wyjasnienie co bylo powodem zastosowania tego niestandardowego podejscia? Czy przy podaniach
chronicznych AGH-194 takze zastosowano t¢ procedurg?

- podrozdziat 3.4. powinien mieé¢ raczej nazwe ,, Operacje stereotaktyczne i domdzgowe podania
wektoréw AAV” co bardziej odzwierciedla zawartos¢ tej czesci rozprawy, ponadto w tym podrozdziale
powinno zosta¢ podane zrodto lub szczegodly dotrzymania poszczegdlnych wektoréw wirusowych
AAV oraz ilo$¢ podanych wektorow;

- w podrozdziale 3.5.1 brakuje informacji o zastosowanej dawce AGH-194 do podan chronicznych;

- z opisu metodyki nie jest jasne czy do czgsci behawioralnej uzywano osobnych kohort zwierzat niz
do czesci biochemicznej lub tej dotyczacej obrazowania;

- w podrozdziatach 3.6.4, 3.6.5 oraz 3.6.5 brakuje informacji o ilosci biatka naktadanego do studzienek
w zelu poliakrylamidowym;
/ .



- w podrozdziale 3.6.4 nie podano w jaki sposob bylo oznaczane biatko kontrolne (GAPDH) na
membranach 1 w jaki sposob analizowano i przedstawiono wyniki z metody Western blot;

- w podrozdziale 3.6.5 brak szczegolow dotyczacych zastosowanego przeciwciata monoklonalnego do
aktywnej formy RhoA (RhoA-GTP) oraz biatka fuzyjnego GST-PAK-PBD (producent, rozcienczenie,
bufor blokujacy);

- w podrozdziale 3.8 nie podano w jaki sposéb liczono komorki, w jakiej gestosci byly one wysiewane
na szalki hodowlane i jaki sposob i jak czesto wymieniono pozywke hodowlang w trakcie trwania
hodowli;

- w podrozdziale 3.9 podano informacje¢, ze do stymulacji 5-HT7R wykorzystano 10 mM LP-211 -
watpliwos¢ budzi zastosowane bardzo wysokie stgzenie tego agonisty, ktore z pewnoscia nie mozna
uzna¢ za specyficznie dziatajace na receptor 5-HT7R;

- w podrozdziale 3.11 zaznaczono, ze do analiz danych w ktorych bylo wiecej niz 2 grupy
eksperymentalne zastosowano analiz¢ ANOVA, natomiast w zaprezentowanych wynikach nie
znalaztam takich analiz; wszystkie wykresy prezentujace dane miatly wykonane analizy testem ¢
(poréwnanie dwoch grup eksperymentalnych).

WYNIKI rozprawy doktorskiej to wykonane obrazowania i analiza zdj¢¢, oznaczenia biochemiczne
oraz rezultaty testow behawioralnych. Zostaly one zaprezentowane na 30 stronach, na ktérych znalazio
si¢ 20 rycin z wynikami analiz ilo§ciowych w postaci histogramow oraz reprezentatywnych zdjeé z
obrazowan oraz pomiaru ekspresji bialek, a takze 2 ryciny poglagdowe, obrazujagce zastosowane
metody badawcze. Wyniki zostaly opisane wyczerpujaco, a ryciny sg czytelne i zawieraja szczegélowy
opis ich zawartosci. Do najwazniejszych wynikéw rozprawy mozna zaliczy¢:

- zaobserwowanie w modelu in vivo spadku gestosci kolcéw dendrytycznych globalnie w catym
hipokampie (Ryc. 9D), ale takze w poszczegolnych badanych jego podregionach (CA1, CA3 oraz DG)
(Ryc. 11D) po jednorazowym podaniu agonisty 5-HT7R, LP-211;

- wykazanie zr6znicowanych zmian w ksztalcie kolcéw dendrytycznych w modelu in vivo po podaniu
LP-211 w zaleznosci od badanego podregionu hipokampa: wydtuzenie kolcow w CA1 oraz CA3 (co
potwierdza wczesniejsze wyniki z modelu in vitro (Bijata et al., 2017)) oraz zmniejszenie stosunku
dtugosci do szerokosci kolca, $wiadczace o jego dojrzewaniu kolcéw dendrytycznych w DG (Ryc. 10
oraz 11A-C);

- potwierdzenie w modelu in vitro hodowli komoérek ziarnistych hipokampa wzrostu dojrzewania
kolcow dendrytycznych po 10 min stymulacji LP-211 (Ryc. 14) oraz wykazanie, ze efekt ten jest
przejsciowy (po 20 min zanika) co wskazuje na dynamiczny charakter zmian w ksztalcie kolcow w
modelu in vitro;

- weryfikacja mechanizmu odpowiedzialnego za aktywacje MMP-9 po stymulacji 5-HT7R (po
podaniu LP-211 oraz AGH-194) w hipokampie z uzyciem metody wycieszenia gendw dla biatek Gas
oraz Gal2 (shRNA) i wykazanie roli Gas w tym procesie (Ryc. 20 i Ryc. 21);



- zbadanie ex vivo aktywnosci MMP-9 w podregionach CA1 oraz DG hipokampu po podaniu LP-211
1 wykazanie w obydwu przypadkach aktywacji MMP-9 (Ryc. 22), co sugeruje jej udzial zar6wno
wydtuzaniu jak i dojrzewaniu kolcéw dendrytycznych;

- wykazanie metodg Western blot, ze stymulacja 5S-HT7R selektywnie wptywa na aktywnos$¢ biatek
Cdc42 i RhoA w podregionie CA1 hipokampu, powodujac jej znaczacy wzrost, podczas gdy w
podregionie DG nie zaobserwowano istotnych zmian aktywnosci obu GTPaz (Ryc. 23 i 24);

- wykazanie metodag FLIM, ze stymulacja 5-HT7R nie indukuje istotnych statystycznie zmian w
aktywnosci Cdc42 oraz RhoA w rejonie CA1, natomiast w DG zaobserwowano aktywacje Cdc42 po
LP-211 (Ryc. 26);

- wykazanie podobnego efektu w rejonie CAl dla innego agonisty 5-HT7R (AGH-194) po
jednorazowym podaniu tj. wydtuzenie kolcéw dendrytycznych jak to miato miejsce takze po podaniu
LP-211, natomiast w rejonie DG wykazano réznice w dziataniu AGH-194 w porownaniu do LP-211,

gdzie ten pierwszy indukowal wydtuzanie si¢ kolcow, natomiast ten drugi zwigkszal dojrzewanie
kolcow (Ryc. 27 A-C);

- wykazanie braku efektu AGH-194 na gestos$¢ kolcow w CA1, natomiast w DG zwiekszenie gestosci
kocow po tym agoniscie SHT7 — efekty te sg przeciwstawne do zmian obserwowanych dla LP-211;

- brak efektu chronicznego podania AGH-194 na parametry morfologii, a takze gesto$¢ kolcow w
hipokampie, co wskazuje na przejsciowy charakter zmian indukowanych jednorazowym podaniem
agonisty 5S-HT7R;

- wykazano efekt hamowania aktywnosci lokomotorycznej po jednorazowym podaniu AGH-194,
natomiast podanie agonisty nie miato wptywu na zachowanie zwierzat w tescie TST (Ryc. 29);

- w tescie preferencji sacharozy dla jednorazowego podania AGH-194 wykazano wzrost preferencji
spozycia sacharozy w poréwnaniu do grupy kontrolnej zwierzat, natomiast przy chronicznym podaniu
nie wykazano réznic pomie¢dzy badanymi grupami zwierzat (Ryc. 30).

Biorac pod uwage mnogos¢ uzyskanych rezultatbw i wykazanie nowych molekularnych
mechanizméw zaangazowanych w regulacji przez 5-HT7R plastycznosci strukturalnej hipokampu,
ktére majg wysokie znaczenie naukowe, ale takze posiadajg potencjat translacyjny stwierdzam, ze
trzeci warunek ustawowy dotyczacy oryginalnosci rozwigzania problemu naukowego zostal
spelniony w rozprawie doktorskiej mgr Julii Masternak.

Z obowiazku recenzenckiego wymienig kilka drobnych uwag do czesci WYNIKI:

- w rozdziale 4.2 wedlug mnie mozna bylo przedstawi¢ zdjecie hodowli komorek ziarnistych
hipokampu w celu zobrazowania opisanej morfologii tych komoérek, odrozniajace je od komodrek
piramidowych rejonu CAl czy CA3, a takze wykazania sktadu komorkowego hodowli (komorki
neuronalne vs. komorki glejowe);

- w podrozdziale 4.2 dobrze bytoby poda¢ informacj¢ o wydajnosci transfekcji komoérek plazmidem
GFP z uzyciem odczynnika Lipofectamine 2000;

- prosze o wytlumaczenie roznego sposobu prezentowania zmian w morfologii kolcow w modelu in
vivo (dlugosé/szerokosé, dtugos¢ i szerokos$¢) w pordwnaniu do modelu in vitro (logarytm zmiany



wzglednej poszczegblnych parametréw), co utrudnia czytelnikowi mozliwosé bezposredniego
poréwnania wielko$ci zmian pomi¢dzy modelem in vivo a in vitro;

- liczba zwierzat uzyta do zweryfikowania udziatu biatka Gas w efektach AGH-194 na MMP-9 jest
niewielka (n=3), co bylo powodem zastosowania tak malej liczebnosci grupy? Podobna sytuacja
wystapita przy pomiarze aktywnosci Cdc42 dla grupy kontrolnej oraz po podaniu LP-211 dla
podregionu DG (Ryc. 23);

- czy roznice w liczebnosci grup zwierzat uzytych w metodzie FILM, a Western blot do oceny
aktywnosci Cdc42 oraz RhoA po stymulacji LP-211 moga tlumaczy¢ rozbiezno$¢ uzyskanych
wynikow?

- czy analiza morfometryczna kolcéw dendrytycznych byta robiona przez jednego eksperymentatora?
Poniewaz metoda analizy kolcéw jest potautomatyczna, mozna zaktada¢ mozliwosé wystapienia
réznic w sposobie analizy pomiedzy réznymi eksperymentatorami, a ktére mogg utrudniaé¢ badania
poréwnawcze np. pomigdzy dziataniem LP-211 a AGH-194 - prosz¢ o wyjasnienie czy taki scenariusz
jest mozliwy;

- zaobserwowany na Ryc. 30 wzrostowy trend w preferencji sacharozy po jednorazowym podaniu
AGH-194 opisano na str. 81 jako ,,....wplyw agonisty na mechanizmy zwigzane ze wzrostem
zachowan anhedonicznych”, wedlug mnie jest to raczej efekt przeciwny, wzrost anhedonii (symptomu
depresji) jest powigzany ze spadkiem preferencji sacharozy.

W rozdziale DYSKUSJA Doktorantka na 15 stronach dyskutuje w sposéb logiczny i konsekwentny
otrzymane wyniki w na tle istniejgcego piSmiennictwa z badanego obszaru, podkresla znaczenie nowo
odkrytych mechanizméw, a takze bardzo szczegétowo przedstawia ograniczenia niektorych
zastosowanych metod (np. metoda FLIM i biochemiczne do oznaczania aktywnosci Rho GTPaz),
ktére moga wplywaé na interpretacje wynikow. Co wiecej, bardzo dobrze przedyskutowane sa
»trudne” do interpretacji wyniki, takie jak na przyktad rézne rezultaty uzyskane dla aktywnosci Cdc42
oraz RhoA w zaleznosci od zastosowanej metody, czy tez rézne wyniki obserwowane dla
zastosowanych agonistow LP-211 oraz AGH-194. Potwierdza to dojrzato$¢ naukowa Doktorantki, z
jednej strony w odwaznej interpretacji uzyskanych wynikow, ale takze z zachowaniem ostroznosci
interpretacyjnej w przypadku wynikéw niespojnych. W mojej opinii Dyskusja jest napisana
wyczerpujaco, jej poszczegélne elementy sa plynnie potaczone, co pozwala na zachowanie ciggtosci
opowiadanej historii o receptorze 5-HT7 i jego wplywie na plastycznosé strukturalng. Wszystko to
ponownie potwierdza rozlegla wiedz¢ teoretyczna Doktorantki w badanym obszarze, umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia badan naukowych, a takze osiagnigte oryginalne wyniki.

Do czg$ci Dyskusja mam dwa dodatkowe pytania:

- jak przedstawia si¢ dzialanie badanych w rozprawie agonistow 5-HT7, LP-211 oraz AGH-194 na tle
efektow wywotanych przez 5-CT i opisanych w pracy Bijata i wsp., 2017 — zabraklo mi tego elementu
odniesienia w przeprowadzone dyskusji wynikow, np. czy we wezesniejszych badaniach in vitro z
komorkami piramidowymi, charakter zmian w kolcach po 5-CT byt takze dynamiczny i zmieniat sie
w czasie? Czy raczej jest to specyficzne dla komorek ziarnistych hipokampu?



- w pracy na podstawie danych znajdujacych si¢ w Hippocampus RNA-seq Atlas przedstawiono, ze
wzgledna ekspresja bialka Gas rézni si¢ pomiedzy podregionami hipokampu (CAl oraz DG),
natomiast ekspresja Ga12 pozostaje na podobnym poziomie pomiedzy CA1 oraz DG. A czy ekspresja
5-HT7R (i jego izoform) jest zréznicowana w obrebie podregiondw hipokampu i czy to mogloby mieé
znaczenie w interpretacji uzyskanych wynikow z agonistami 5S-HT7R?

W rozdziale PODSUMOWANIE i WNIOSKI najpierw w sposob uogdlniony przedstawiono
uzyskane wyniki a potem sformutowano wnioski w formie pig¢ciu punktéw odnoszacych si¢ do zmian
morfologicznych, aktywnosci MMP-9, aktywnosci matych Rho GTPaz, behawioru oraz roznic
miedzy agonistami. W mojej opinii tylko ostatni punkt mozna uzna¢ za wniosek, natomiast
wczesniejsze cztery sg wedlug mnie nadal posumowaniem wynikow.

INNE UWAGI

Z obowigzku redaktorskiego wymieniam ponizej zauwazone podczas lektury monografii
drobne bledy edytorskie, ktore w zadnym wzgledzie nie umniejszajg wartosci merytorycznej
rozprawy, nie maja rowniez wplywu na otrzymane wyniki oraz ich interpretacje:

- Spis tresci (str. 2) oraz rozdzial Materialy i metody (strona 41) — btagd w numeracji podrozdzialow
dla testdw behawioralnych, Test zawieszenia za ogon powinien mie¢ numer 3.5.2;

- Wykaz skrotow (str. 11) — btad w zapisie nazwy testu TST w jezyku angielskim, zamiast ,test
suspension test” powinno by¢ ,.tail suspension test”;

- strona 74 w opisie Ryc. 26 w podpunkcie B zamiast ,,C1” powinno by¢ ,,CA1”;

- na wykresach na Ryc. 26 dla lepszej czytelnosci nalezatoby zaznaczy¢ ktore panele dotyczg sensora
Cdc42, a ktore RhoA.

PODSUMOWANIE

Stwierdzam, ze uzyskane przez mgr Juli¢ Masternak wyniki spetniajg kryteria oryginalnosci i
znaczaco poszerzaja dotychczasowa wiedze¢ w obszarze mechanizméw molekularnych
zaangazowanych w regulacje przez 5-HT7R plastycznosci strukturalnej hipokampu, co moze w
przysztosci przynies¢ takze przetozenie kliniczne dla zakresie poszukiwan nowych terapii leczenia
zaburzen depresyjnych. Doktorantka wykazata si¢ szerokg wiedzg teoretyczng oraz praktycznymi
zdolnosciami w zakresie rdznych standardowych, jak i bardzo zaawanasowanych metod badawczych.
Przejrzysta prezentacja wynikéw oraz bardzo dobrze prowadzona dyskusja dodatkowo potwierdza
umiejetnosci Doktorantki w samodzielnym prowadzeniu badan naukowych. Nalezy podkresli¢, ze
cze$¢ wynikow wchodzacych w skald rozprawy doktorskiej zostata opublikowana w 2022 roku w
prestizowym czasopi$mie Cell Reports, co potwierdza wysoka jakos¢ badan i istotno$¢ uzyskanych
wynikéw. Niewatpliwe, pozostale dane pracy doktorskiej bedg stanowi¢ zawarto$é kolejnego lub
kolejnych raportdéw naukowych o roéwnie wysokim poziomie naukowym. Zgodnie z informacjami
przedstawionymi na koncu rozprawy, Doktorantka jest wspotautorkg 5 prac naukowych, w tym
czterech oryginalnych oraz jednej pracy przegladowej, wszystkich opublikowanych w prestizowych
czasopismach naukowych, co nalezy uzna¢ za solidny dorobek, biorgc pod uwage wczesny etap

rozwoju kariery naukowe;j.
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Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
mgr Julii Masternak spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z poz. zm). W zwigzku z
powyiszym, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr Julii Masternak do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednocze$nie z uwagi na niezmiernie ciekawg i istotng tematyke badawcza, rzetelnie
wykonang prace eksperymentalng i uzyskanie wynikow o bardzo wysokich walorach
naukowych zgtaszam do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Julii Masternak.

Dr hab. Danuta Jantas
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| 31-343 Krakéw | www.if-pan.krakow.pl +48 12 662 32 05
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| fax: +48 12637 45 00
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pt.: ,Roéznice w plastycznosci synaptycznej w podregionach hipokampu zalezne od

receptora S-HT>”

Zaburzenia depresyjne naleza do najczestszych 1 zarazem najbardziej obcigzajacych
choréb o podiozu neuropsychiatrycznym. Szacuje sie, ze nawet co dziesigta osoba na swiecie
moze do$wiadczy¢ epizodu depresji, ktory znaczaco obniza jakos$¢ zycia pacjentow, prowadzac
do obnizenia nastroju, anhedonii, zaburzen funkcji poznawczych, a w skrajnych przypadkach
réwniez do mysli i prob samobdjczych. Mimo postepu w farmakoterapii, obecnie stosowane
leki przeciwdepresyjne nadal wykazuja ograniczona skutecznos¢, czesto charakteryzuja sie
op6znionym poczatkiem dzialania oraz s3 obarczone licznymi dziataniami niepozadanymi. Co
wiecej, ich wplyw na podstawowe mechanizmy plastycznosci neuronalnej, ktore sa kluczowe
dla procesOw uczenia sig, pamieci oraz regulacji emocji, wciaz nie zostal w pelni wyjasniony.

W ostatnich latach coraz wieksza uwage przyciaga receptor 5-HTs, Ktorego ligandy
wykazujg potencjal jako nowe strategie terapeutyczne w leczeniu depresji. W badaniach
przedklinicznych i wst¢pnych badaniach klinicznych wykazano, ze receptor ten odgrywa

istotna role w regulacji plastycznosci synaptycznej. Jego modulacja wplywa zarowno na

morfologie kolcéw dendrytycznych, jak i aktywnosc kluczowych szlakoéw sygnalowych w
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obrgbie hipokampa - struktury odpowiadajacej m.in. za funkcje poznawcze i regulacj¢ nastroju.
Zrozumienie mechanizmow, za posrednictwem ktorych receptor 5-HT7 wplywa na strukturg i
funkeje neurondw, moze mie¢ kluczowe znaczenie w opracowywaniu nowych metod leczenia
depresji oraz innych zaburzen neuropsychiatrycznych.

Biorac powyzsze pod uwage, postawiony w rozprawie cel pracy, czyli szczegolowe
zbadanie molekularnych mechanizméw dziatania szlaku zaleznego od receptora 5-H17 oraz
jego wplywu na zmiany w morfologii i funkcji kolcow dendrytycznych, uwazam za w peini
uzasadniony. Poruszony temat badawczy jest niezwykle aktualny, a uzyskane przez Autorke
wyniki dostarczaja cennych danych, ktére moga mie¢ istotne znaczenie dla rozwoju nowych,
skuteczniejszych metod leczenia zaburzen depresyjnych.

Przedstawiona do oceny praca liczy 120 stron i ma typowy dla prac eksperymentalnych
uklad edytorski: Spis tresci, Lista skrotéw, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep.
Cele pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski, Bibliografia (238
pozycji, odpowiednio dobranych i cytowanych) oraz Spis publikacji wlasnych. Zachowane
zostaly odpowiednie proporcje pomiedzy poszczegdlnymi rozdziatami pracy.

Prace otwieraja streszczenia w jezyku polskim i angielskim, ktore w zwiezly i klarowny
sposOb wprowadzaja czytelnika w tematyke rozprawy oraz przedstawiajg najwazniejsze
wyniki. Nastepujacy po nich, 17-stronicowy Wstep, podzielony na cztery podrozdzialy, stanowi
przejrzysty przeglad aktualnej wiedzy na temat neurobiologicznych podstaw plastycznosci
synaptycznej. W pierwszym z podrozdzialow Autorka omawia podstawowe mechanizmy
plastycznosci neuronalnej, ze szczegélnym uwzglednieniem roli kolcow dendrytycznych jako
struktur odpowiedzialnych za tworzenie 1 modyfikacje potaczen synaptycznych.

Nastepnie szczegdétowo charakteryzuje receptory serotoninowe, koncentrujac si¢ na
budowie, szlakach éyghalowych 1 funkcjach receptora 5-HT7. Podkresla zlozonos¢ sygnalizacii
zaleznej od tego receptora (m.in. sprz¢zenie z biatkami Gas 1 Ga2) oraz jego rosngce znaczenie

jako potencjalnego celu terapeutycznego w leczeniu zaburzen neuropsychiatrycznych, w tym
depresji.

W kolejnym podrozdziale omawia rodzing matych GTPaz Rho jako istotnych
regulatorow reorganizacji cytoszkieletu aktynowego, a tym samym ksztaltu i stabilnosci
kolcow dendrytycznych. Autorka przystepnie przedstawia mechanizmy ich aktywacji oraz
snaczenie dla funkcjonowania neurondw 1 plastycznosci synaptyczne;.

Ostatnia cze$¢ wstepu poswigcona jest budowie 1 funkcji hipokampa, z uwzglednieniem
jeco podregionow: CA1, CA3 oraz zakrgtu zgbatego. Autorka akcentuje znaczenie tej struktury

w regulacji emocji i procesach poznawczych oraz wskazuje na jej rol¢ w patofizjologii depresii.
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Wstep konezy sie logicznym i przekonujacym uzasadnieniem potrzeby badan nad rolg
receptora 5-HT7 w modulowaniu plastycznosci synaptycznej w hipokampie. Przytoczone dane
literaturowe wskazuja, ze dysfunkeja tej struktury moze prowadzi¢ do zmian w plastycznosci
synaptycznej, co potencjalnie przyczynia si¢ do deficytow poznawczych i objawow

depresyjnych. Ta cz¢$¢ pracy stanowi solidne i dobrze udokumentowane merytoryczne

wprowadzenie do podjetych badan eksperymentalnych

Cele badawcze sformutowane zostaly w sposéb czytelny i jasny. Glowne zalozenia
badawcze obejmowaly oceng wplywu stymulacji receptora 5-HT7 in vivo na ksztalt i ggstos¢
kolcow dendrytycznych w hipokampie. Kolejnym celem byla analiza mechanizmu aktywacji
metaloproteinazy MMP-9 oraz okre$lenie, czy proces ten zalezy od udziatu biatek Gas lub

Gapo, pelniacych kluczowa role w sygnalizacji zwiazanej z receptorem 5-HT7. Autorka

zaplanowala rowniez oceng aktywnosci bialek RhoA i Cdc4?2 po stymulacji receptora 5-H17,

aby wyjasni¢ ich potencjalny udzial w regulacji plastycznosci synaptycznej w hipokampie.
Rozdzial .Material i metody” zostal opracowany rzetelnie i zawiera klarowny opis

technik zastosowanych w badaniach. Autorka przedstawia uzyte odczynniki, charakterystyke

zwierzat (samce myszy szczepu C57BL/6J), sposob podawania agonistow receptora 5-H17 oraz

procedury operacyjne, w tym stereotaktyczne iniekcje wektorow wirusowych. Opisano takze
test preferencji sacharozy, test zawieszenia za 0gon i test otwartego pola. W czesci
biochemicznej wykorzystano m.in. zymografig¢, Western blot, testy aktywnosci bialek RhoA 1
Cdc4?2 oraz technike FLIM. Dokladnie przedstawiono takze analizg kolcow dendrytycznych w

materiale tkankowym i w hodowlach neuronéw. Metody s3 dobrze dobrane do celow pracy, a

eksperymenty przeprowadzono starannie, zgodnie z wymogami etycznymi i po uzyskaniu

stosownych zgod.
Otrzymane wyniki przedstawiono na 30 stronach w sposob doktadny 1 przejrzysty, z

wykorzystaniem 21 rycin. W pierwszej czesci rozdzialu wynikow Autorka wykazala, ze

stymulacja receptora 5-HI7 przez zwiazek LP-211 prowadzi do zréznicowanych zmian
morfologii kolcow dendrytycznych w poszczegdlnych podregionach hipokampa — wydtuzania

Loledw w obszarze CAl oraz dojrzewania kolcow w zakrecie zgbatym (DG).

W kolejnych podrozdziatach szczegotowo omowiono wyniki analiz aktywnosci
metaloproteinazy MMP-9 oraz bialek sygnalowych RhoA i Cdc42, wskazujac na réznice w ich
aktywacji zalezne od badanych obszaréw hipokampa oraz od udzialu poszczegdlnych szlakow
syenalowych. Autorka zaprezentowala rowniez dane wskazujace na kluczowa rolg biatka Gas
w aktywacji MMP-9 po stymulacji receptora 5-H17.

Wynikiem eksperymentow jest takze charakterystyka wplywu stymulacji receptora

5-HT7 na zachowanie zwierzat w testach behawioralnych, obejmujacych oceng czasu bezruchu

-
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W tescie zawieszania za ogon, anhedonii w tescie preferencji sacharozy i aktywnosci
lokomotorycznej, co stanowi istotne uzupelnienie badan na poziomie molekularnym i
morfologicznym.

Dyskusja. obejmujaca 15 stron, zostata przeprowadzona w sposob poprawny. spojny 1
kKlarowny. W tej czesci pracy mgr Julia Masternak szczegdlowo oméwila oraz zinterpretowala
uzyskane wyniki badan, zestawiajac je z aktualnym stanem wiedzy i dostgpnymi danymi
literaturowymi z zakresu neurobiologii plastycznosci synaptycznej i roli receptorow
serotoninowych. Autorka trafnie wskazala podobienstwa i réznice pomiedzy wlasnymi

obserwacjami a wynikami innych autoréw, podkreslajac nowatorski charakter prowadzonych

badan oraz mozliwe mechanizmy lezace u podstaw zaobserwowanych zjawisk.

W szczegblnoscei zwrécita uwage na znaczenie zréznicowanej aktywacji MMP-9 oraz
biatek RhoA 1 Cdc42 w poszczegdlnych podregionach hipokampa, co moze wyjasnia¢ roznice
w odpowiedzi morfologicznej neuronéw na stymulacje receptora 5-HT7. Autorka podkreslita
takze znaczenie uzyskanych wynikow dla dalszych badan nad rola receptora 5-HT7 w regulacji
plastycznosci synaptycznej, zwlaszcza w kontekscie zaburzen depresyjnych i potencjalnych
strategii terapeutycznych.

Z przeprowadzonych badan Autorka wyciagneta wnioski, ktore sa logiczne, spdjne 1
jednoznacznie wynikaja z uzyskanych wynikow eksperymentalnych.

Wysoko oceniam wartos¢ merytoryczna przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej.
Zatozone cele zostaly w pelni zrealizowane, a otrzymane wyniki sa nowatorskie 1 stanowia
punkt wyjscia do dalszych badan nad mechanizmami regulujacymi plastycznos¢ synaptyczna i
ich znaczeniem w zaburzeniach depresyjnych. Prace oceniam pozytywnie, jednak podczas je;

lektury nasunelo mi si¢ kilka uwag 1 pytan:

1. Wstep pracy zawiera wiele wartosciowych informacji, jednak mozna odnie$¢ wrazenie,
ze brakuje w nim spdjnego, syntetyzujacego wprowadzenia osadzajgcego cel pracy w
kontekscie depresji. Informacje dotyczace roli hipokampa 1 receptora 5-HT; w
patofizjologii zaburzen depresyjnych pojawiaja si¢ w roznych miejscach, ale nie sa
wprost polaczone w jedno spdjne uzasadnienie badawcze.

2. W opisie podawania agonistow receptora 5-HT7 podano, ze przed kazda iniekcja
dootrzewnowa zwierzeta byly wprowadzane w narkoze¢ izofluranowa. Wydaje sie to
nietypowe, poniewaz dootrzewnowe iniekcje u myszy zwykle nie wymagaja
znieczulenia ogodlnego, a izofluran wykazuje znany wplyw na neuroprzekaznictwo i
zachowanie, rowniez po krotkotrwale) ekspozycji. W zwiagzku z tym warto bytoby

wyjaéni¢ powod zastosowania znieczulenia oraz wskazac, czy wszystkie grupy (w tym
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kontekscie interpretacji wynikow behawioralnych.

W pracy zabraklo opisu metody izolacji poszczegolnych podregionow hipokampa
wvkorzystywanych do analiz biochemicznych. Informacja ta jest istotna dla oceny
precyzji 1zolacjl.

W pracy opisano wykorzystanie wirusow AAV niosacych sekwencje shRNA oraz
biosensory FRET, jednak nie podano, czy wektory zostaly przygotowane samodzielnie,

czy pozyskane z zewnetrznego zrodia.

Nie podano szczegdlow dotyczacych informacji na temat procedur randomizacji 1
zaslepienia w badaniach behawioralnych. Jesli eksperymenty byly randomizowane 1
zaslepiane, warto doprecyzowaé, jakiego rodzaju randomizacje¢ zastosowano oraz Czy
osoba analizujaca dane znata przynalezno$¢ grupowg zwierzat.

W opisie testu zawieszenia za ogon pojawia si¢ stwierdzenie, ze sluzy on ocenie

zachowan anhedonicznych. Warto doprecyzowaé, ze test ten klasycznie interpretuje Sie

jako miernik bezradnosci behawioralnej, natomiast anhedonia - rozumiana jako utrata

zdolnosci odczuwania przyjemnosci - oceniana jest zazwyczaj testem preferencii

sacharozy.

Opis analizy statystycznej wymaga kilku doprecyzowan. Wyniki przedstawiono jako

érednie + SEM, co moze prowadzi¢ do zanizonej percepcji zmiennosci biologicznej w
orupach. W badaniach przedklinicznych czgsciej zaleca sig prezentacj¢ danych jako

srednie = SD, ktore lepiej oddaja rzeczywiste rozproszenie wynikéw w badanej

populacji. Dla analiz nieparametrycznych (np. test Manna-Whitneya) bardzie;
odpowiednig forma prezentacji bytaby mediana 1 rozstep miedzykwartylowy. W opisie
metod wspomniano o zastosowaniu ,,testu Fishera” do oceny jednorodnosci wariancji -
warto doprecyzowaé, czy odnosi si¢ to do pordwnania wariancji dwoch grup, czy tez do
wiekszej liczby grup. W tym drugim przypadku warto rozwazy¢ zastosowanie
alternatywnych testow, takich jak test Browna-Forsytha. Nie wskazano rowniez, czy
ANOVA byla jedno- czy dwuczynnikowa ani jaki test post hoc zastosowano.
Dodatkowo. nie zawarto informacji, czy 1 wedtug jakich kryteriow wykluczano wartosci

odstajace z analiz. Doprecyzowanie tych kwestii z pewnoscig ulatwiloby oceng

przejrzystosci i poprawnosci zastosowanej analizy statystyczne.

kontrolne) byly poddane identycznej procedurze. Ma to szczeg6lne znaczenie w

Niejasnosci budzi opis analizy probek w zymografii (Ryc. 22). W opisie wynikow

wskazano, ze do analizy taczono probki z trzech zwierzat, natomiast w legendzie figury

podano nmys,y=5 dla kazdej grupy. Czy liczba n odnosi si¢ do pigciu zbiorczych probek

(kazda z trzech zwierzat), czy do probek od pieciu pojedynczych zwierzat?

N



9. Warto rozwazy¢, czy zastosowanie testu preferencji sacharozy u zwierzat bez
uprzedniej indukcji anhedonii pozwala na rzetelng oceng potencjalnego dzialania
antyanhedonicznego badanej substancji. Przy wysokim poziomie preferencji w grupie
kontrolnej (np. powyzej 80%) trudno oczekiwaé istotnego wzrostu w grupie badanej, co
moze ogranicza¢ interpretacje uzyskanego efektu. W przysziosci celowe byloby
rozwazenie zastosowania odpowiedniego modelu depresji, w ktorym preferencja
sacharozy ulega obnizeniu, co pozwoliloby trafniej oceni¢ dzialanie zwigzku w
kontekscie anhedonii.

10. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono na samcach myszy, jednak kwestia ta nie
zostala omowiona. Zwazywszy na czestsze wystepowanie depresji u kobiet oraz
mozliwe r6znice plciowe w dzialaniu receptorow serotoninowych, warto byloby krotko

odnies¢ si¢ do tego ograniczenia w interpretacji wynikow.

Wymienione wyze] uwagi nie wplywaja na moja ogdlnie bardzo pozytywna oceng
recenzowane] rozprawy. Przedlozona do recenzji praca prezentuje wysoki poziom
merytoryczny, a uzyskane wyniki wnosza istotny wklad w zrozumienie mechanizmow
regulujacych plastycznos$é¢ synaptyczna w hipokampie, zaleznych od aktywacji receptora
5-HT7. Wyniki te moga w przysztosci przyczyni¢ sie do rozwoju nowych strategii
terapeutycznych w leczeniu depresji 1 innych zaburzen neuropsychiatrycznych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2023 r.

poz. 742 z p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu

Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr Juliit Masternak do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage wysoki poziom merytoryczny rozprawy, nowatorski
charakter postawionych hipotez oraz interdyscyplinarnos¢ 1 nowoczesnos¢ zastosowanych

metod, wnosze o wyrdznienie pracy doktorskie;.

O
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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Julii Masternak zatytutowanej
Roznice w plastycznosci synaptycznej w podregionach hipokampu
zalezne od receptora 5-HT;
przygotowane] pod kierunkiem dr hab. Moniki Bijaty
w Pracowni Biofizyki Komérki Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego

Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska skupia sie na analizie rdéznic
w zachowaniu zwierzat oraz zmian morfologii i gestosci kolcow dendrytycznych komérek
piramidowych pola CA1 oraz komorek ziarnistych zakretu zebatego w odpowiedzi na
stymulacje receptoréw 5-HT;. Bedaca przedmiotem badan niniejszej rozprawy formacja
hipokampa wigzana jest od lat z szeregiem kluczowych funkcji osrodkowego uktadu
nerwowego, jak integracja czuciowo-ruchowa, nawigacja przestrzenna, procesy uczenia sie
i zapamietywania, a nawet funkcje jezykowe. Z drugiej strony zmiany morfologiczne
i funkcjonalne w obrebie tej struktury obserwowane sg podczas wielu stanéw patologicznych
OUN, na przyktad u pacjentéow cierpigcych na padaczki, migreny, chorobe Alzheimera,
depresje czy zespot stresu pourazowego. Uwazam zatem, ze podjete przez Doktorantke
badania zmian plastycznosci synaptycznej w obrebie formacji hipokampa w odpowiedzi na
specyficzng aktywacje uktadu serotoninergicznego majg duze znaczenie naukowe i moga
przyczynic sie do lepszego zrozumienia odpowiedzi organizmu na bodiZce stresowe i zwigzane

z tym mechanizmy adaptacyjne.

Recenzowana praca doktorska posiada typowy ukiad monografii, jezyk manuskryptu

oceniam jako bardzo dobry, wypowiedZ prowadzona jest w sposdb jasny, bez powtdrzen
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i zauwazalnych btedéw. Wstep pracy jest rzeczowy i w sposéb logiczny prowadzi do
przedstawienia zasadniczych celéw badawczych, ktére postawita Doktorantka. Rozdziat
metodyczny jest klarowny, opis zastosowanych technik i analiz nie budzi wiekszych
zastrzezern. Wyniki uzyskane podczas przeprowadzonych badan przedstawione zostaly
w sposob jasny a ich szeroka i krytyczna dyskusja w Swietle najnowszej literatury tematu
przeprowadzona zostata w sposéb kompetentny i rzeczowy. O szerokiej wiedzy i dobrym
przygotowaniu merytorycznym Pani mgr Julii Masternak $wiadczy liczba 238 pozycji, trafnie
wyselekcjonowanego i aktualnego pismiennictwa. Szata graficzna pracy stoi na dobrym
poziomie. Zamieszczone w odpowiednich miejscach manuskryptu ryciny sg czytelne i w jasny
sposdb ilustruja otrzymane przez Doktorantke wyniki. Dysertacja poprzedzona jest spisem
treséci, wykazem uzytych skrétéw, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, a zakoriczona
spisem literatury oraz zestawieniem publikacji Autorki. Struktura manuskryptu jest czytelna,
a podziat na poszczegdlne czesci prawidtowy i logiczny. W trakcie czytania pracy zauwazytem
kilka drobnych btedéw literowych oraz ,,podwadjnych spacji”, co nie wptyneto jednak na ogdlng
ocene, ze pod wzgledem redakcyjnym recenzowany manuskrypt spetnia wszelkie wymogi

stawiane rozprawom doktorskim.

Wprowadzenie teoretyczne do badan prowadzonych przez Doktorantke
zaprezentowane zostato w liczacym 18 stron wstepie. Ta czgs¢ manuskryptu, podobnie jak
pozostate jego rozdziaty, zostata dobrze przemyslana, a przedstawione w niej informacje
oparte sg na najnowszych danych literaturowych. Dzieki temu wstep rozprawy w jasny sposob
prowadzi czytelnika do przyjetych przez Doktorantke celéw badawczych. W pierwszej czgsci
rozdziatu Pani mgr Masternak charakteryzuje zjawisko plastycznosci synaptycznej, opisuje
i klasyfikuje receptory serotoninergiczne ze szczegélnym uwzglednieniem receptorow 5HT7,
a nastepnie przedstawia szczegotowy opis funkcji biatek nalezacych do grupy matych Rho
GTPaz. Ostatnie fragmenty tego rozdziatu pracy poswiecone zostaty przedstawieniu struktury
oraz podstawowych funkcji formacji hipokampa. Mam kilka uwag do zaprezentowanych we
wstepie rozprawy doktorskiej informacji. Uwazam, ze przedstawiony przez Panig Magister na
str. 15 opis podstaw budowy neuronu jest zbedny w pracy tego typu, a dane w nim zawarte
sa na poziomie rozprawy doktorskiej oczywiste. Ponadto, informacja o dwoch rodzajach
neurytow (aksonach i dendrytach) jest wg mnie btedna, gdyz ,neuryt” to pojgcie tozsame

z ,aksonem”. Btad ten jest istotny w kontekscie informacji zawartej na str. 23, gdzie czytajac
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ze ,aktywacja szlaku 5-HT;R prowadzi do wzrostu neurytow” nie wiemy czy chodzi o wzrost
aksondéw czy dendrytow. Dodatkowo, stwierdzenie, iz ”"Informacja w postaci impulsu
nerwowego jest przesytana miedzy neuronami za pomocq synaps” jest wedtug mnie zbyt
daleko idagcym uogodlnieniem, mogacym wskazywac, ze to nie potencjaty postsynaptyczne
a czynnosciowe s3 generowane i przekazywane w synapsach. Mam réwniez zastrzezenia do
dwadch rycin umieszczonych we wstepie. Na dolnej czesci ryciny 3 przedstawione zostaty kolce
dendrytyczne (2., 4. i 5. od lewej) o ksztafcie nieujetym w opisie A-F, natomiast dendryty
szczytowe komorek piramidowych pola CA1l na rycinie 6 korcza sie w potowie warstwy
promienistej, a powinny chyba siegac az do bruzdy hipokampalnej. Pomimo przedstawionych
uwag, nalezy stwierdzi¢, ze wstep recenzowanej rozprawy potwierdza obszerng wiedze
Doktorantki i znajomos¢ pismiennictwa zwigzanego z podejmowanymi badaniami, informacje
w nim zawarte sg przejrzyste, a catos¢ dobrze wprowadza czytelnika w tematyke

prowadzonych przez Panig Magister badan.

Za gtowny cel pracy Doktorantka postawita sobie zbadanie mechanizmow
molekularnych aktywacji hipokampalnego szlaku zaleznego od 5-HT7R oraz jego wptywu na
zmiany w morfologii i funkcji kolcow dendrytycznych. W ramach tak okreslonego celu
gtéwnego wyszczegolnione zostaty trzy cele szczegétowe, ktore maja gtebokie uzasadnienie
merytoryczne, a ich realizacja moze doprowadzi¢ do znaczacego poszerzenia wiedzy
o funkcjonowaniu formacji hipokampa, w szczegdlnosci w kontekscie zaburzen nastoju. Biorac
pod uwage dane prezentowane w dalszych czesciach rozprawy sadze, ze Doktorantka mogfa
pokusi¢ sie o sformutowanie czwartego, szczegdétowego celu, adresujgcego analize zmian
zachowania zwierzat po pobudzeniu 5-HT;R, co byto istotnym elementem prowadzonych

badan.

Materiatem biologicznym wykorzystywanym przez Doktorantke w badaniach byty
samce myszy szczepu C57BL/6) o fenotypie dzikim. W kolejnych podrozdziatach czesci
metodycznej rozprawy Pani mgr Masternak szczegdtowo opisata stosowane w prowadzonych
badaniach techniki i procedury eksperymentalne, przedstawita rowniez tabelaryczny wykaz
uzytych w badaniach odczynnikéw i roztworow. Na szczegdlng uwage zastuguje szeroki
wachlarz metod opanowanych i z powodzeniem wykorzystywanych przez Doktorantke, od
operacji stereotaktycznych, poprzez testy behawioralne, techniki biochemiczne, hodowle

neuronalne, az po techniki obrazowania kolcow dendrytycznych. Mam kilka uwag do tej czesci
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rozprawy. W rozdziale metodycznym nie przedstawiono ogdlnej liczby zwierzat
wykorzystanych do przeprowadzonych badan, nie podano réwniez liczebnosci zwierzat
w poszczegolnych grupach eksperymentalnych. Czes¢ tych informacji pojawia sie w rozdziale
poswieconym wynikom, w podpisach do rycin. Uwazam jednak, ze najwtasciwszym miejscem
do przedstawienia takich danych jest rozdziat metodyczny. Co wiecej, liczba zwierzat
wykorzystanych do zatozenia hodowli neuronéw piramidowych i ziarnistych nie zostata
przedstawiona z zadnym miejscu rozprawy. Rozumiem, ze na procedure pobrania tkanek nie
jest wymagana odrebna zgoda wtasciwej Lokalnej Komisji Etycznej, jednak sadze ze sama
liczba uzytych zwierzat w pracy doktorskiej powinna zostac przedstawiona. Rycina 7A wydaje
sie by¢ mylaca, gdyz miejsca iniekcji dohipokampalnych wyznaczane byty na czaszce
operowanego zwierzecia a nie na powierzchni mézgu. Podobnie, jak w przypadku wstepu
i podstawowego opisu neuronu, sadze ze na tym poziomie pracy naukowej zbedny doktadny
opis charakteryzujacy czym sg punkty bregma i lambda. Pomimo przedstawionych uwag
uwazam, ze opis metodyki prowadzonych przez Doktorantke badan oraz zastosowanej analizy
statystycznej otrzymanych wynikéw jest klarowny i nie budzi wiekszych zastrzezen.
Podsumowujac, moja ocena czesci metodycznej rozprawy jest jednoznacznie pozytywna, a na
szczegllng uwage zastuguje fakt znakomitego przygotowania Pani mgr Masternak do

samodzielnego prowadzenia nowoczesnych badan neurofizjologicznych.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke opisane zostaty w syntetyczny i klarowny sposéb,
dodatkowo zilustrowane one zostaty dwudziestoma dwoma czytelnymi rycinami.
Przeprowadzane badania pozwolity na wykazanie, ze aktywacja receptorow 5-HT; prowadzi
do zmian plastycznych zaleznych od regionu formacji hipokampa. W komdrkach
piramidowych pola CAl zaobserwowany zostat wzrost kolcow dendrytycznych, natomiast
w komorkach ziarnistych zakretu zebatego — dojrzewanie kolcow. Co ciekawe, dalsze wyniki
wskazaty, ze zaobserwowane zmiany majg charakter zalezny od czasu, a chroniczne
pobudzenie 5-HT7R nie wywotuje podobnych efektéw. Chciatbym w tym miejscu poprosi¢
Doktorantke o dodatkowy komentarz przejsciowego charakteru obserwowanych zmian
w kontekscie ewentualnego potencjatu aplikacyjnego prowadzonych przez nig badan.
W kolejnych etapach pracy Pani mgr Masternak wykazata, ze opisane wczesniej zmiany
plastyczne zwigzane s3 z zaleznym od biatka Gas wzrostem aktywnosci metaloproteinazy 9

w obu badanych podregionach hipokampalnych. Z kolei dalsze badania Doktorantki
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;
nakierowane byty na okreslenie roli regulatorowych biatek cytoszkieletu - Cdc42 oraz RhoA
na obserwowane zmiany morfologii i gestosci kocow dendrytycznych. Uzyskane w tym etapie
badan wyniki nie byly jednorodne i roznity sie w zaleznosci od zastosowanej techniki
i badanego regionu formacji hipokampa, ale moga wskazywac na wzrost aktywnosci obu tych
biatek w procesie plastycznosci wywotanej stymulacjg receptoréw 5-HT;. Wreszcie seria
badan behawioralnych przeprowadzonych przez Panig Magister pozwolita stwierdzié, iz
podanie agonisty 5-HT7R nie wptywa w istotny statystycznie sposob na wystepowanie
zachowan depresyjnych, natomiast ma wyrazny hamujacy wptyw na aktywnosé
lokomotoryczng badanych zwierzat. Przedstawione przez Doktorantke wyniki wskazuja na
petng realizacje zatozonych wczesniej celow badawczych, majg nowatorski charakter
i poszerzaja aktualny stan wiedzy dotyczacy genezy zjawisk plastycznych zachodzacych
w sieciach neuronalnych formacji hipokampa pod wptywem wybidrczej aktywacji uktadu
serotoninergicznego. Mam kilka uwag dotyczacych przedstawionych wynikdw, sg to
w wiekszosci kwestie techniczne. Przedstawiona w wynikach liczebnos$¢ grup
eksperymentalnych wynosi w wiekszosci przypadkéw 5 zwierzat. Dlaczego zatem
w niektorych przypadkach zostata ona zwigkszona do 10 i 14 (Wyciszanie ekspresji gendw,
str. 64); 16, 18, 14, 12 (Obrazowanie czasu zycia fluorescencji, str. 74)? Z kolei w badaniach
behawioralnych dotyczacych preferencji sacharozy rozbieznosé liczebnosci w obrebie jednego
eksperymentu byta jeszcze wigksza i wynosita od 10 do 25. Chciatbym réwniez zapytac o test
zawieszenia z ogon oraz test lokomotoryczny. Doktorantka opisuje, ze: ,,... przeprowadzono
test zawieszenia za ogon. |...] Nastepnie przeprowadzono test lokomotoryczny...”. Czy testy te
zostaty przeprowadzone na tej samej grupie zwierzat, jeden po drugim tak jak to wynika
z przytoczonego opisu, czy na roznych grupach, jak to wynika z liczebnosci podanej w podpisie

do ryciny 28?7

Uzyskane przez Doktorantke wyniki zostaly szczegétowo i krytycznie omdwione
w obszernym rozdziale dyskusyjnym, w ktorym Pani Magister zestawita je z najnowszymi
danymi literaturowymi. Sposéb prowadzenia dyskusji wskazuje na bardzo dobre
przygotowanie merytoryczne mgr Masternak. W mojej opinii, na szczegolng uwage zastuguja
fragmenty dyskusji, w ktérych Doktorantka omawia wyniki nie w petni jednoznaczne
i w wyczerpujacy sposob przedstawia mozliwe przyczyny obserwowanych réinic oraz

dostrzega koniecznos¢ przeprowadzenia kolejnych badan dotyczacych uzyskanych przez nia
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wynikow. Takie podejscie do efektow wtasnej pracy doswiadczalnej swiadczy o wysokiej
dojrzatosci naukowej i bardzo dobrym przygotowaniu do prowadzenia samodzielnych badan
na wysokim poziomie. W tym miejscu chciatbym zada¢ Doktorantce pytanie. Omawiajac
roznice pomiedzy badaniami prowadzonymi in vivo oraz in vitro, Pani Magister wskazuje,
stusznie z resztg, na rdoznice w interakcjach pomiedzy neuronami a astrocytami czy na
dostepnos¢ neurotrofin w preparatach utrzymywanych w warunkach pozaustrojowych,
jednak nie odnosi sie do faktu, iz podstawowag réznicag pomiedzy tymi dwoma modelami jest
odnerwienie struktury i brak potaczen zaréwno aferentnych jak i eferentnych w warunkach in
vitro. Czy to wtasnie nie moze byc jedng z istotnych przyczyn obserwowanych przez

Doktorantke roznic?

W podsumowaniu chciatbym wyraznie podkresli¢, ze praca doktorska Pani mgr Julii
Masternak stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Autorka postawita jasne
i logiczne cele pracy, ktére konsekwentnie zrealizowata. W rozdziale wstepnym Doktorantka
udokumentowafa swojg szeroka wiedze teoretyczng dotyczacg badanego tematu,
a przeprowadzone przez nig kompleksowe badania i krytyczna dyskusja otrzymanych
wynikow S$wiadcza o dojrzatosci naukowej i wskazuja na umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Biorgc pod uwage powyisze fakty nalezy uzna¢, ze
przedstawiona do recenzji praca zatytutowana ,RoZnice w plastycznosci synaptycznej
w podregionach hipokampu zalezne od receptora 5-HT;” spetnia wszelkie wymagania

stawiane rozprawom doktorskim. Konkludujgc, stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa

doktorska Pani mgr Julii Masternak spetnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia

20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.).

W zwiazku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.

Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie mgr Julii

Masternak do dalszych etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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