Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Danielewicz pt. ,, Wplyw stresu separacji od matki na

przekaznictwo Synaptyczne i plastycznosé Synaptyczng w ciele migdalowatym szczura”.

Wykonana w Zaktadzie N, eurofizjologii i Chronobiologii Instytutu Zoologii Uniwersytetu
Jagielloniskiego pod opieka prof. dr hab., Grzegorza Hessa rozprawa doktorska mgr J oanny
Danielewicz zostata zredagowana zgodnie 7z powszechnie przyjetymi zasadami i »
zachowaniem konwenc;j onalnego uktadu rozdzialow. Rozprawa wywiera na czytelniku bardzo
korzystne wrazenie ogolne dzieki estetycznej szacie graficznej i starannej edycji tekstu. Praca
doktorska liczy 131 stron, zawiera 32 przejrzyscie Opracowane ryciny, w tym 20 w rozdziale
Wyniki, oraz 5 tabel. Do rozprawy dotaczono pismiennictwo liczace 266 numerowanych
pozycji utozonych w porzadku alfabetycznym, Temat rozprawy wpisuje si¢ w wazny i
aktualny kierunek badawczy, majgcy na celu wyjasnienie neurofizjologicznych mechanizméw
stresu i zaproponowanie nowych, skuteczniejszych form terapii zaleznych od stresu zaburzefi
funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego. W swietle najnowszych teorii, nadmierna
ekspozycja na czynniki stresogenne we wezesnych etapach zycia moze ujemnie wplywaé na
rozwoj mézgowia i zwiekszaé ryzyko wystgpienia w pozniejszych okresie stanow lekowych,
chor6b afektywnych i schizofrenii.

Liczacy 25 stron Wstep posiada logiczng i przejrzystg konstrukcje. W pierwszych
podrozdziatach doktorantka zamieszcza podstawowe informacje na temat fizjologicznej
odpowiedzi organizmu na bodgce stresowe 1 przedstawia zwigzly charakterystyke
neuroendokrynnych ukladow zaangazowanych w tym procesie. Zgodnie ze wspolczesnym
stanem wiedzy na temat biologicznego podioza stresu, autorka rozprawy opisuje gléwne
cechy uktadu wspélczulno — nadnerczowego oraz osi podwzgérze — przysadka- nadnercza,
przeznaczajac najwiecej miejsca na genomowe i nie genomowe dzialania glukokortykoidow.
Na kolejnych stronach omoéwiono kluczowe miejsca interakcji uktadu endokrynnego i
nerwowego w odpowiedzi na czynniki stresogenne z podkresleniem rolj hipokampa, kory
przedczolowej i ciala migdatowatego, ktére to struktury posiadajg bezposrednie lub posrednie
potaczenia z jadrem przykomorowym podwzgorza oraz miejscem sinawym skupiajgcym
komorki noradrenergiczne. Doktorantka trafnie odniosta sie do kontrowersyjnych danych
dotyczacych wptywu kortykosteronu na plastycznosé Synaptyczng, zwracajac uwage,
ze zarowno zbyt wysoki, jak 1 zbyt niski poziom  glukokortykoidéw nie sprzyja

prawidfowemu funkcjonowaniu synaps glutaminianergicznych. Prawidtowo opisano zmiany



morfologiczne neuronéw hipokampa i kory przedczolowej w warunkach chronicznego stresu,
obejmujace obkurczenie dendrytéw apikalnych neuronéw piramidowych i spadek gestodci
kolcow dendrytycznych. Co ciekawe, chroniczny stres wywoluje przeciwne zmiany w ciele
migdatowatym, prowadzgc do wydhuzenia dendrytéw i diugotrwatego zageszczenie kolcow
dendrytycznych. W  poréwnaniu do najczgsciej wykorzystywanej w  badaniach
elektrofizjologicznych formacji hipokampalnej, znacznie mniej wiadomo o procesach
neuroplastycznych w ciele migdalowatym, pomimo ze ten obszar mozgowia odgrywa
kluczowg role w regulacji stanéw emocjonalnych, w tym lgkowych. Autorka rozprawy
przytacza wiasciwie wybrane dane z pismiennictwa na temat indukowanych czynnikami
stresogennymi  zmian w aktywnodci osi podwzgérze — przysadka - nadnercza i
funkcjonowaniu obwodéw neuronalnych ciata migdalowatego, zwlaszcza w modelu stresu
separacji od matki na wczesnych etapach rozwoju postnatalnego. Ostatnie podrozdziaty
zapoznajg czytelnika ze szczegotowg charakterystykg neuroanatomiczng i fizjologiczng ciata
migdatowatego. Zgodnie z obowigzujgcym nazewnictwem anatomicznym, doktorantka
wyroznia w powyzszej strukturze kompleks podstawno — boczny, kompleks przysrodkowy
oraz powierzchniowy kompleks korowy. Wyczerpujgco opisano obszary mézgowia
unerwiajgce poszczegolne kompleksy jader ciata migdatowatego oraz unerwienia wychodzace
z tych struktur, przy czym zrozumienie hermetycznego miejscami tekstu utatwiaja przejrzyste
ryciny ze schematami tych potgczen. Niemniej dokfadnie doktorantka przedstawita
morfologiczng i elektrofizjologiczng charakterystyke neuronéw oraz polgczen synaptycznych
w obrebie kompleksu podstawno — bocznego bgdacego gléwnym obiektem zaplanowanych w
ramach rozprawy badan. Z drugiej strony, doktorantka wielokrotnie zwraca uwage we
Wstepie na niepelny stan obecnej wiedzy i liczne kontrowersje na temat roli ciata
migdatowatego w neurofizjologicznych ~ mechanizmach chronicznego stresu, ktorych
wyjasnienie zaleze¢ bedzie od dobrze zaprojektowanych uktadéw eksperymentalnych.
Interesujgcym modelem stresu jest separacja od matki, wywolujaca w pzniejszym okresie

zycia zalezne od czynnosci ciata migdatowatego niekorzystne zmiany behawioralne, w tym
nasilenie reakcji strachu i lgku. Kierujac sie powyzszymi przestankami, mgr Joanna
Danielewicz postanowila okresli¢ wplyw separacji od matki na wilasciwosei komorek
nerwowych oraz pobudzajace polgczenia synaptyczne i ich plastyczno$é, bedace podiozem
warunkowania, w ciele migdatowatym dorostych szczuréw. Powyzszy cel ogdlny rozprawy
doktorskiej precyzyjnie podzielono na zadania badawcze, realizowane w trzech etapach. W
pierwszej fazie badari analizowano wplyw separacji od matki na pobudliwo$é neuronow

projekcyjnych w  jadrze bocznym ciala migdatowatego, podstawowe przekaznictwo



synaptyczne i krotkotrwala plastycznos$é synaptyczng w unerwieniu korowym i wzgorzowym
jadra bocznego ciata migdatowatego. W drugim etapie postanowiono zbadaé wptyw separacji
od matki na indukowane dtugotrwale wzmocnienie synaptyczne (LTP) i dugotrwatg depresje
synaptyczng (LTD), a takze na calkowity zakres mozliwosci modyfikacji synaptycznej w
powyzszych wejsciach do jadra bocznego ciata migdatowatego. W trzecim etapie sprawdzano
czy wywolane stresem separacji zmiany czynnosciowe polaczen synaptycznych w jadrze
bocznym ciata migdalowatego sg odwracalne przez lek przeciwdepresyjny — imipramine. Tak
sformulowane cele pracy doktorskiej sg logiczne i adekwatne do zalozonej hipotezy
badawczej. Niewielkie zastrzezenie mam do uzycia imipraminy, ktérej wybér jako leku
odwracajgcego zalezne od stresu zmiany neuroplastyczne powinien by¢ szerzej uzasadniony.
W zaburzeniach Igkowych, ktére mogg by¢ zwigzane z nieprawidtowg funkcjg ciata
migdatowatego, lekami z wyboru sg inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny np.
fluoksetyna. Imipramina jest obecnie rzadziej stosowana, ze wzgledu na dzialania
niepozadane.

Materiaty i metody opisano doktadnie na 19 stronach rozprawy. W pierwszej czesci
tego rozdzialu przedstawiono charakterystyke zwierzat doswiadczalnych, warunki
przetrzymywania zwierzgt tj. temperatura, wilgotnos¢ 1 fazy cyklu dobowego, procedury
przygotowawcze i separacj¢ od matek oraz zamieszczono numer zgody Lokalnej Komisji
Etycznej. W tabeli mozna znalezé szczegotowe dane na temat producentéw i skladu
mieszanek paszowych dla zwierzgt do§wiadczalnych. Separacje od matki prowadzono trzy
godziny dziennie od 1 do 21 dnia po urodzeniu. Na pochwale zastuguje dokladny, lecz
przystepny opis aparatury badawczej,  przygotowania tkanki i prowadzenia badan
elektrofizjologicznych, wzbogacony w liczne, przejrzy$cie opracowane ryciny i tabele.
Wybor technik badawezych byl prawidtowy. W badaniach zastosowano wewnatrzkomérkowe
rejestracje metodg tatkowg (patch clamp) oraz zewnatrzkomoérkowe rejestracje potencjatéw
polowych. Krotkotrwalg plastyczno$é synaptyczna badano stosujac procedure stymulacji
bodZcami sparowanymi z rosngcymi interwalami czasowymi. W drugim etapie projektu
badano dlugotrwatg plastycznos$¢ synaptyczng indukowang jednokrotng oraz wielokrotng
stymulacjg, pozwalajaca na uzyskanie calkowitego zakresu mozliwosci modyfikacji
synaptycznej. Sg to nowoczesne, wysoce zaawansowane techniki badawcze, wymagajgce od
eksperymentatora gruntownego przygotowania teoretycznego, odpowiednich predyspozycji i
dlugiej praktyki. W tym miejscu nalezy podkres$lié ogromng pracochlonnosé
przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy badan, obejmujacych szereg

wielogodzinnych rejestracji  elektrofizjologicznych. Wyjatkowo obszerny jest opis



matematycznego opracowania wynikéw z wykorzystaniem adekwatnych do stosowanych
technik eksperymentalnych testéw i programéw statystycznych.

Rozdzial Wyniki zajmuje 35 stron rozprawy. Opis uzyskanych rezultatow jest
precyzyjny i odpowiada danym przedstawionym na 21 dobrze skonstruowanych i opisanych
rycinach 1 dwdch tabelach. Zaréwno ryciny jak i tabele rozmieszczono w sgsiedztwie opisow
w tekscie, co jest dogodne dla czytelnika. Doktorantka wykazata, ze separacja od matki
nasila pobudliwos$¢ neuronéw projekcyjnych w jadrze bocznym ciata migdatowatego i ostabia
przekaznictwo synaptyczne w wejsciu wzgorzowym do tej struktury, pozostajac bez wpltywu
na wejscie korowe. Ponadto stwierdzila, ze powyzsza procedura nie wplywa na krotkotrwatg
plastyczno$é synaptyczng w obydwu wejsciach do jadra bocznego ciata migdatowatego, lecz
oslabia maksymalne LTP oraz nasila maksymalne LTD w wejsciu korowym do jadra
bocznego ciata migdatowatego, natomiast w wejsciu wzgorzowym ostabione sg obydwa
parametry. Co wigcej, wykazano, ze lek przeciwdepresyjny imipramina odwraca zmiany
wywolane separacja od matki w wejsciu wzgoérzowym do jadra bocznego ciata
migdatowatego i maksymalnym LTD, lecz nie LTP w wejsciu korowym do tego obszaru.
Uzyskane przez mgr Joanne Danielewicz wyniki stanowig istotny post¢p w zrozumieniu
zwigzku jaki zachodzi miedzy zaburzeniami czynnosci obwodoéw neuronalnych ciata
migdatowatego a patogeneza zaburzen lekowych. Wyniki sg w pelni oryginalne, a o ich
wysokiej merytoryczne] wartosci $wiadczy fakt, ze zostaly opublikowane z pierwszym
autorstwem doktorantki w renomowanym czasopi$mie naukowym Behavioral Brain
Research.

Dyskusje wynikow  przeprowadzono klarownie i kompetentnie na 16 stronach
rozprawy. Zmiany wywolane separacjg od matki w pobudliwosci neuronéw projekcyjnych, w
przekaznictwie synaptycznym w jgdrze bocznym ciala migdalowatego oraz w krotko- i
diugotrwatej plastycznosci synaptycznej komentowane sg w oparciu o gruntowng znajomosé
systeméw  neurotransmisyjnych. W dalszej cze$ci dyskusji doktorantka omawia
prawdopodobne mechanizmy zaobserwowanych modyfikacji synaptycznych, kladac nacisk
na znaczenie procesdw epigenetycznych tj. potranslacyjne modyfikacje histonéw i metylacje
DNA. Jakkolwiek w swojej dysertacji doktorantka nie stosowata technik molekularnych, to
jej argumenty oparte na poprawnie wybranych i cytowanych w tekscie pozycjach
pi$miennictwa sg w pelni przekonywujace. Wnioski, majace charakter rzetelnego
podsumowania najwazniejszych rezultatéw, ujeto logicznie w 7 zwigztych zdaniach.
Streszczenie w jezyku polskim zawiera istotne informacje z poszczegdlnych rozdziatéw

rozprawy. Wykaz skrétéw jest obszerny 1 zawiera prawidlowe nazwy  struktur



neuroanatomicznych oraz zwigzkéw chemicznych w jezyku polskim i angielskim. Z
obowigzku recenzenta wymienig drobne uchybienia lub niescistodci jakie napotkatem podczas
czytania rozprawy:

- W spisie tresci na str. 3 jest wyrazenie ,,w jadrze bocznym”. Powinna byé petna
nazwa: ,, w jadrze bocznym ciata migdatowatego™

- biagd w numerowaniu rycin (brak ryciny nr 12)

- tytul rozdzialu ,Metodologia badan” powinien by¢ zmieniony na ,Materialy i
Metody” poniewaz metodologia oznacza nauke o metodach badan naukowych.

- powinno by¢ ,,szczury szczepu, a nie rasy Wistar”

- nieliczne bledy typograficzne: glukcocorticoids (str. 14), ptach — clamp (str. 43).

Rozprawe doktorska mgr Joanny Danielewicz pt. ,,Wplyw stresu separacji od matki na
przekaznictwo synaptyczne i plastyczno$é synaptyczng w ciele migdalowatym szczura
oceniam bardzo wysoko, a poczynione krytyczne uwagi nie umniejszaja tej oceny. Otrzymane
w pracochfonnych behawioralnych i elektrofizjologicznych eksperymentach wyniki sa
wysoce oryginalne i wartosciowe pod wzgledem merytorycznym. Znaczaco wzbogacaja
nasza wiedz¢ na temat indukowanych czynnikami stresogennymi zaburzeniami w
funkcjonowaniu obwodéw neuronalnych ciata migdatowatego i wskazuja na mozliwosé
odwracania tych zmian przez leki przeciwdepresyjne. Zakres do$wiadczalnego materiatu
przewyzsza zwyczajowe wymogi dla prac doktorskich. W zwigzku z powyzszym, skladam
wniosek o wyrdznienie rozprawy. Ponadto stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Joanny
Danielewicz spetnia warunki okreslone w art. 13 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 pdzn. zm.). Wnioskuj¢ o dopuszezenie mgr Joanne Danielewicz do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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