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1. Wartos$¢é naukowa rozprawy
a. Oryginalnosé badan (25-200 stéw):

Rozprawa doktorska pana Michata Kietbinskiego skupia sie na opisaniu wybranych aspektow
anatomicznych, fizjologicznych i molekularnych dysplazji korowych, wywotanych u gryzoni w trakcie
rozwoju ptodowego promieniowaniem jonizujgcym. Tak wywotane zmiany struktury madzgu
odpowiadajg tym obserwowanym klinicznie u ludzi z ciezko objawowag, czesto lekooporng padaczka.
W zwigzku z tym, ze problem ten lezy w centrum zainteresowan wielu badaczy ciezko jest znalez¢
pole do nowatorskich i znaczacych badan. Jednak w moim przekonaniu Doktorantowi sie to udato. W
mojej opinii o oryginalnosci podjetych badan przesadzity (i) skupienie sie na poréwnaniu efektéw
anatomicznych, fizjologicznych i molekularnych napromieniowania (pierwotnego bodzica
patogennego) w réznych dniach rozwoju médzgu (ii) skupienie sie na dotychczas nie analizowanych
aspektach elektrofizjologicznej charakterystyki aktywnosci moézgu pod wptywem tych zmian (iii)
analiza efektéw molekularnych pofaczenia bodica pierwotnego i rézinych bodicow wtérnych
wywotujgcych epilepsje (iv) wykorzystanie do analizy technik powszechnie uzywanych w klinice
takich jak MRI czy EEG. W konsekwencji opisane badania zaowocowaty licznymi nowymi
obserwacjami pogtebiajgcymi zrozumienie patogenezy dysplazji korowych o potencjalnym znaczeniu
klinicznym.

b. Warto$¢ naukowa rozdziatéw/artykutéw (25-200 stow):
Oceniana rozprawa w moim przekonaniu ma duzg wartos¢ naukowa w zwigzku z nowatorskim
podejsciem do tematu. W niniejszym punkcie oceny odniose sie tylko do wartosci naukowej
uzyskanych wynikéw podczas gdy pozostate rozdziaty oceniam w pkt. 2. W moim przekonaniu do
najbardziej wartosciowych naukowo obserwacji Doktoranta nalezy zaliczy¢:
1. Potwierdzenie hipotezy, iz wystgpienie pierwotnego bodzca (w tym wypadku napromienienia) na
réznych etapach rozwoju prowadzi do zmian mézgu o réznej charakterystyce; przy czym wczesniejsze
wystgpienie zmian ma najwieksze konsekwencje. Pomimo, iz jest to hipoteza dos$¢ intuicyjna, jej
potwierdzenie, np. w modelach dysplazji wywotanych genetycznie, byto bardzo trudne do
przeprowadzania z uzytg w niniejszej pracy rozdzielczoscig czasowa.
2. Szczegotowe okreslenie charakterystyki spektralnej sygnatu EEG, co moze mie¢ wartos¢
diagnostyczng w przysztosci u ludzi w okresie latentnym epileptogenezy.
3. Jednoznaczne wykazanie, iz anatomiczny profil dysplazji nie determinuje profili spektralnych EEG.
Jest to bardzo ciekawa obserwacja w kontekscie genetycznie uwarunkowanych dysplazji korowych u
ludzi np. w przypadku TSC. Od wielu lat toczy sie dyskusja pomiedzy eksperymentatorami i
klinicystami czy zmiany anatomiczne (np. liczba guzkéw korowych) sg konieczne dla wystgpienia
epilepsji. Jednakze badania przeprowadzone przez Doktoranta nie odpowiadajg na pytanie czy



lokalizacja zmian bardziej niz ich rozlegtos¢ moze mieé taki wptyw co postulowano w przypadku
eksperymentalnych modeli TSC.

4. Opis zmian ekspresji gendw wywotanych przez promieniowanie jonizujgce na rdznych etapach
rozwoju mézgu i w kombinacji z réznymi metodami wywotania drgawek.

Naukowa oryginalnos¢ i warto$¢ omawianych powyzej wynikéw przeszty niezalezng ewaluacje, gdyz
zostaty opublikowane w dwdéch artykutach w czasopismach miedzynarodowych.

2. Warto$é merytoryczna rozprawy
(umiejetnos¢ wprowadzenia w tematyke badawczq i jasnos¢ sformutowanych hipotez
badawczych, dobdr metod badawczych i narzedzi statystycznych do analizy danych, sposob
przedstawienia wynikdw, krytyczna analiza wynikow i umiejetnosc ich interpretacji na tle
literatury przedmiotu, jasnosc i poprawnos¢ wnioskéw) (25-200 stéw):
Bardzo wysoko oceniam warto$s¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej pana Michata Kietbinskiego.
Wstep stanowi bardzo dobre kompendium wiedzy na temat réznych typéw dysplazji korowych, ich
klasyfikacji, obrazéw klinicznych i hipotez dotyczgcych ich przyczyn. Autor umiejetnie i krytycznie
przedstawit rézne punkty widzenia co jasno pozwolito mu zdefiniowac obszary gdzie wiedza jest
niewystarczajgca i dalsze badania s3 konieczne. To zaowocowato jasnym okresleniem celi
badawczych i alternatywnych hipotez. Ich krytyczna dyskusja jest szczegdlnie widoczna w Dyskusji.
Podsumowujac, jako osoba, studiujgca zagadnienie mechanizméw molekularnych stwardnienia
guzowatego i dysplazji korowych, uwazam Wstep i Dyskusje, za wartoSciowe i bardzo inspirujace.
Materiaty i metody sg dobrane adekwatnie do celéw i opisane przewaznie dobrze i wyczerpujaco,
cho¢ kilka uwag krytycznych zawartem w pkt. 4. Jesli chodzi o metody analizy wynikéw to Doktorant
na pewno wykazat sie duzg inwencjg i oprdécz analiz standardowych starat sie postugiwac szerszg
paletg podejs¢ (np. analizy EEG czy automatyczna analiza obrazéw mikroskopowych). Wyniki sg
przeanalizowane krytycznie. Whnioski przedstawione jasno a literatura, do ktdrej odnidst sie
Doktorant jest dobrze dobrana i wyczerpujaca, przynajmniej w mojej ocenie.

3. Poprawno$¢ redakcyjna rozprawy
(uktad pracy, jasnos¢ stylu, szata graficzna itp.) (25-200 stow):

Uktad ocenianej rozprawy jest standardowy i poprawny. Wyniki sg zilustrowane rycinami dobrej
jakosci, choc jak pisze w pkt. 4 mozna byto przestawi¢ w niektérych fragmentach przyktady danych
pierwotnych a nie tylko wyniki automatycznych analiz. Rozprawa jest napisana poprawnym
specjalistycznym jezykiem polskim co zastuguje niewatpliwie na pochwate, choé¢ w kilku miejscach
autor nie unikng kalek jezykowych. Wstep i Dyskusja sg szczegdlnie dopracowane, przemyslane i
niemalze pozbawione bteddéw interpunkcyjnych, gramatycznych, stylistycznych czy edytorskich.
Dlatego ich lektura stanowi niewatpliwg przyjemnosé. Natomiast w rozdziatach Materiaty i Metody
oraz Wyniki bteddw stylistycznych i edytorskich (brakujgce spacje) znalaztem nieco wiecej ale nie byto
to zjawisko nagminne.

4. Uwagi krytyczne

Na wstepie chciatbym zaznaczy¢, iz nie mam zbyt wielu uwag krytycznych a te wymienione ponizej
nie wptywajg znaczagco na mojg bardzo wysokg ocene rozprawy doktorskiej pana Michata
Kietbinskiego.

1. W mojej ocenie, Wstep cho¢ napisany w sposdb bardzo sprawny i wciggajgcy czytelnika jest zbyt
dtugi i zwiera elementy, ktére dowodzg erudycji Doktoranta ale nie sg bezposrednio zwigzane z
badaniami przedstawionymi w niniejszej rozprawie. Zaliczytbym do nich na przyktad nadmiernie
rozbudowany opis roli Sciezki kinazy mTOR w dysplazji korowej i epilepsji. W gruncie rzeczy poza
wykazaniem w mikromacierzach, ze zmienia sie ekspresja kilku gendw zwigzanych z tg Sciezka praca
doktorska pana Kietbinskiego nie dotyczy tego zagadnienia.

2. Wstep, str. 17. Doktorant wymienia trzy kategorie patogenezy dysplazji korowych zwigzanych z
neurogenezy, migracja neurondw i ich dojrzewaniem. Chciatbym zwrdéci¢ uwage Doktorantowi, iz
prawidtowa definicja neurogenezy zwiera w sobie zaréwno proces generacji neuronéw, ich migracji




jak i réznicowania a zatem proponowany podziat o ile ma sens jesli chodzi o etapy rozwoju neuronu
zaweza nieprawidtowo, w moim przekonaniu, definicje neurogenezy.

3. Wstep, str. 20. Autor pisze: " Powyzej mTOR znajdujg sie liczne szlaki sygnatowe z czynnikami
transkrypcyjnymi, insuling, ..... ". To zdanie wydaje mi sie nieprawidtowe. Moze Doktorant miat na
mysli czynniki troficzne, gdyz regulacja transkrypcji mTOR jest bardzo stabo poznana.

4. Wstep str. 21. Autor pisze, ze "w przypadku stwardnienia guzowatego, zaangazowane sg mutacje
w TSC1 i 2, bezposrednich i kluczowych regulatorach mTORC1". Mutacje sg w genach ktore nie sg
regulatorami biatek ale rozumiem, iz byt to skrét myslowy. Jednak jest on nieprawidtowy o tyle, iz z
biochemicznego punktu widzenia TSC1/TSC2 regulujg GTPaze Rheb a nie mTOR. To Rheb jest
bezposrednim regulatorem mTORC1.

5. Metody: w opisie materiatow i metod zabrakto numerdow katalogowych czesci przeciwciat (np. str.
48), sktadu czesci buforow (str. 48), informacji w jakich buforach rozciericzano przeciwciata w trakcie
barwien  immunohistochemicznych  (str.  48), informacji jak dokfadnie  okreslano
spektrofotometrycznie stezenie biatek (str. 51), informacji o numerach katalogowych i/lub
sekwencjach wykorzystanych sond Tagman.

6. Wyniki: pkt. 4.1.3. i 4.1.4. W moim przekonaniu warto byto zamiesci¢ przyktadowe zapisy EEG i
mikrofotografie wybarwionych immunohistochemicznie skrawkdéw a nie same wyniki analiz.

7. Wyniki: Na stronie 67 Doktorant stwierdza, ze nie stwierdzono istotnych réinic w poziomie
ekspresji GFAP. Jednoczesnie w analizach immunohistochemicznych Autor stwierdzit spadek
powierzchni znakowania GFAP. Jak to wyttumaczy¢? Zastanawiam, sie rowniez nad adekwatnoscig
akurat modelu zmian wywotanych napromienieniem do badania zmian astrocytow w dysplazjach.
Badania np. w przypadku modeli TSC wykazujg wzrost ekspresji GFAP.

6. Uwagi ogdlne: nie jest dla mnie jasne dlaczego rejestracje EEG jak réwniez traktowania srodkami
prokonwulsyjnymi dokonywano u dorostych zwierzat podczas gdy zmiany EEG u ludzi jak réownie
napady drgawkowe pojawiajg sie czesto duzo wczesniej. Np. w przypadku TSC dzieci przyjmowane w
osrodkach klinicznych wykazujg nieprawidtowosci EEG przed 3 miesigcem zycia a napady drgawkowe
wystepujg przed koricem 1 roku. Czy w przypadku zaproponowanego schematu doswiadczalnego nie
stracono wielu waznych informacji na temat procesu epileptogenezy?

5. Ocena koncowa (uzasadnienie 25-200 sfow):

Pomimo kliku uwag krytycznych przedstawiong mi do oceny rozprawe oceniam bardzo wysoko.
Przeprowadzono ciekawe i szeroko zakrojone badania, przy uzyciu metod adekwatnych do tych
uzywanych w klinice. W efekcie uzyskano wiele nowych obserwacji jasno wskazujacych odpowiedzi
na najbardziej kontrowersyjne pytania w polu badan doktoranta. Uzyskane wyniki zostaty opisane i
przedyskutowane bardzo sprawnie i ze Swiadomoscig ograniczerr metodycznych.

Ja, nizej podpisany stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska pana Michata Kietbinskiego
spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pdin. zmianami)
i wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie o dopuszczenie pana
Michata Kietbinskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

TAK/NIE

Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
Uzasadnienie wniosku (25-200 stéw)

TAK/NIE



Jak wspomniatem powyziej zarowno problem badawczy jak i zaproponowane podejscia
eksperymentalne oraz uzyskane wyniki sg bardzo ztozone i nowatorskie. Przeprowadzenie badan
wymagato ogromnego naktadu pracy i potgczenia metod z zakresu obrazowania mdézgu technikami
nieinwazyjnymi, technik mikroskopowych oraz biochemii i biologii molekularnej. Dodatkowo
Doktorant wykazat sie nieszablonowym podejsciem do analizy danych. Warto podkresli¢, iz uzyskane
wyniki przynajmniej czes$ciowo zostaty opublikowane w dwdch pierwszoautorskich publikacjach w
czasopismach miedzynarodowych. Dlatego nie mam watpliwosci, iz niniejsza rozprawa zastuguje na
wyrdznienie o co niniejszym whnioskuje.

8.05.2018

data sporzadzenia recenzji is recenzenta

INFORMACIJE DLA RECENZENTA:

1. Informacja o wymogach Rady jednostki dotyczgca konstrukcji rozprawy doktorskiej link do strony:
http://www.wb.uj.edu.pl/stopnie-tytuly/doktoraty

2. Po obronie rozprawy doktorskiej Komisja doktorska przedstawia Radzie jednostki organizacyjnej
przeprowadzajgcej przewdd doktorski ocene publicznej obrony oraz projekt uchwaty w sprawie
nadania kandydatowi stopnia doktora.

3. Prosze o przestanie elektronicznej wersji recenzji na adres:
wydzial.biologii@uj.edu.pl
Réwnoczesnie prosze przesta¢ podpisany oryginat recenzji na adres:

Dziekanat Wydziatu Biologii
Uniwersytet Jagiellonski

ul. Gronostajowa 7

30-387 Krakow
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