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pt. ,,Zaburzema lekowe a estrogeny — badania u myszy z deficytem receptora
estrogenowego beta”,
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i Pani promotor pomocniczej dr Krystyny Bogus-Nowakowskiej.

Ocena uktadu rozprawy doktorskiej, w tym informacje o jej poszczegoinych
czesciach skiadowych

Rozprawa doktorska mgr Daniela Kalinowskiego sktada sie z obszernej
polskojezycznej czesci pracy, do ktérej zostaty dotgczone w formie zatgcznikow dwa
artykuly zamieszczone w wysoko notowanych czasopismach naukowych. Tekst
rozprawy zawarty jest na 67 kartkach jednostronnie zadrukowanego maszynopisu
i podzielony zostat na klasyczne czesci. Prace rozpoczyna 10-stronicowy wstep,
poprzedzony streszczeniem i wykazem stosowanych skrétow, a zakonczony
przedstawieniem celu badan oraz hipotez i zadar badawczych. W tej czesci pracy
Doktorant charakteryzuje pojecie leku i zaburzenia lekowe, opisuje osrodkowe
struktury odpowiedzialne za powstawanie i regulacje strachu, leku i agresji,

a nastepnie na podstawie dostepnego pi$miennictwa wykazuje zwigzek deficytow
recepcji estrogenowej z podwyzszonym poziomem lgku u myszy, szczurow i ludzi.
W dalszej cze$ci rozdziatu omawia zalety eksperymentalnego modelu myszy

z genetycznym deficytem receptoréw estrogenowych i dotychczasowe ustalenia
dotyczace zmian neuronalnych w ich mézgach. Nastepnie Autor opisuje zwigzek
sygnalizacji estrogenowej z aktywnoscig gtéwnych neurotransmiterow OUN,
zwlaszcza w obszarze ciata migdatowatego (a takze hipokampa, kory czotowe;j

i podwzgérza). Na koniec, nawigzujac do ztozonej sieci funkcjonalnych powigzan
neuromodulacyjnych, wskazuje przydatno$é metod analizy bioinformatycznej do
opisu procesow biologicznych. Ta teoretyczna cze$¢ pracy napisana jest obszernie
i wyczerpujaco, Autor sprawnie przedstawia i omawia kolejne zagadnienia,
przygotowujgc czytelnika do wyprowadzenia celu pracy (oméwienie celu znajduje sie
w dalszej czesci recenzji). |



Rozdziat 2. to przedstawienie stosowanych w eksperymentach metod

i materiatéw z tabelarycznymi wykazami uzytych odczynnikéw i przeciwciat oraz
szczegbtowym opisem programu wykorzystanego do automatycznego zliczania
neurondéw w skrawkach wybranych struktur. W trzeciej cze$ci pracy doktorant
w skréconej formie prezentuje i omawia uzyskane wyniki, dzielgc je tematycznie na
publikacje 1 i 2 oraz ilustrujac 5 wielopanelowymi rycinami, bedgcymi nieco
zmodyfikowang, polskojezyczng wersjg niektérych rycin pochodzacych
z dofgczonych artykutow. Dane z analiz statystycznych umieszczone zostaty
w 2 tabelach. Nastepne rozdziaty zawierajg jednostronicowe podsumowanie
i wnioski. Na koncu umieszczony zostat spis piSmiennictwa, spis rycin oraz dwie
wspomniane publikacje wraz z o$wiadczeniami wspotautoréw dotyczgcymi
‘indywidualnego wktadu pracy. W artykutach tych znajduje sie szczegétowy opis
otrzymanych wynikéw oraz ich obszerna i znakomita dokumentacja fotograficzna.
Skrawki mézgdw dosdwiadczalnych i kontrolnych przedstawione na zamieszczonych
zdjeciach sg odpowiednio dobrane, struktury prawidtowo wybarwione i oznaczone,
a same fotografie sg bardzo dobre technicznie, o wiasciwym tle i ostrosci obrazu.
W obu publikacjach znajduje sie réwniez wielowatkowe i wyczerpujgce omdwienie

wynikdw z licznymi odniesieniami do odpowiedniego piSmiennictwa. Uktad pracy jest
A logiczny i w jasny sposéb przedstawia badane zagadnienie, sprawnie fgczac cze$é
opisowa pracy z trescig dotgczonych publikaciji.

Ocena wykorzystanego pismiennictwa

Spis pismiennictwa zawiera 172 nienumerowane anglojezyczne artykuty,
zaréwno pozycje klasyczne jak i najbardziej aktualne zwigzane z tematykg rozprawy.
Ponad 75% cytowanych prac pochodzi z lat 2001-2022. W zatgczonych publikacjach
cytowano facznie 210 artykutéw (bez powtoérzen), ktore w wiekszosci znajduja sie
réwniez we wspomnianym spisie. Jest to obszerne piSmiennictwo, ktére we
wszystkich przypadkach zostato wiasciwie dobrane i prawidtowo wykorzystane.

Wskazanie i ocena celu pracy

Celem podjetych badan, wykonanych na dorostych samicach myszy
z deficytem receptoréw estrogenowych beta, byto 1/ okreslenie zmian ilosciowych
w catkowitej populaciji neuronéw jader ciata migdatowatego, a takze 2/ zmian
ilosciowych markeréw uktadu GABA-ergicznego, dopaminergicznego
i cholinergicznego w ciele migdatowatym tych zwierzat. Myszy takie charakteryzuja
sie nasilonym niepokojem i reakcjami lekowymi, co jest wiadome z piSmiennictwa.
Doktorant postawit hipoteze, ze deficyt receptorow estrogenowych w ciele
migdatowatym zmienia neurotransmisje w tym osrodku, a to prowadzi do zmian
ilociowych w populacji neuronéw GABA-ergicznych tej okolicy; co wiecej, wskutek
plastycznoéci potgczen neuronalnych ilosciowym zmianom ulegnie neuromediacja
dopaminergiczna i cholinergiczna w obrebie ciata migdatowatego. Tymi
zachodzgcymi zmianami Autor probuje ttumaczy¢ neuroanatomiczne podtoze
zachowan lekowych u myszy pozbawionych receptoréw estrogenowych. Przestanki
do podjecia powyzszych badar oparte sg na obszernych dowodach naukowych



wskazujacych na racjonalno$¢ wysunietej hipotezy oraz potrzebie wyjasnienia
elementow podtoza i mechanizmu zaburzen lekowych.

Wskazanie i ocena zastosowanych metod badawczych

Do doswiadczen doktorant uzyt dorostych, miodych samic myszy z genetycznie
okreslonych szczepéw, bedacych homozygotami pozbawionymi receptoréw
estrogenowych beta oraz homozygotami z oboma allelami tych receptoréw.
Wszystkie myszy miaty oznaczany cykl piciowy i pobranie ich mézgowia nastapito
w fazie metestrusu, gdy poziom estrogenu jest najnizszy. Po wstepnych précedurach
utrwalenia tkanki i uzyskaniu skrawkéw mozgu, doktorant wykonat szereg barwien
immunchistochemicznych aby oszacowac liczbe neuronéw wchodzacych w sktad
‘badanych struktur oraz okresli¢ zmiany ilosciowe oznaczanych markeréw. W tym
celu zastosowat barwienia immunoenzymatyczne, ktére obejmowaty oznaczenie
markera biatka jgdrowego (wyréznienie dojrzatych neuronéw) oraz oznaczenia
subpopulacji neuronéw GABA-ergicznych za pomoca specyficznych przeciwciat CB
(kalbindyny), PV (parwalbuminy) i CR (kalretyniny). Przy uzyciu metody barwienia
immunofluorescencyjnego doktorant wykonat oznaczenie markeréw uktadu GABA-
ergicznego, dopaminergicznego i cholinergicznego oraz markera kwasnego biatka
widkienkowego. Réznice ilosciowe badanych markeréw u myszy pozbawionych
receptoréw estrogenowych w poréwnaniu do myszy szczepu dzikiego oceniat za
pomoca mikroskopu fluorescencyjnego w 6 gtéwnych jadrach ciata migdatowatego
na 15 przekrojach czotowych w osi przednio-tylnej struktury. Pozyskane dane
z ramek testowych przeliczat na jednostke powierzchni i objetosci. Zastosowat
metode zautomatyzowanej analizy skanéw liniowych (oprogramowanie wyliczajace
wartosci w przestrzeni tréjwymiarowej) oraz przeprowadzit manualne
i zautomatyzowane liczenie komérek nerwowych we wszystkich badanych
subpopulacjach neuronalnych (GABA — markery CB, PV, CR; somatostatyna;
dopamina — markery D1, D2; acetylocholina - markery AChRM1, AChR-alfa7/N).
Ponadto Doktorant wykonat analize sieci interakcji miedzy badanymi markerami
i estrogenami przy pomocy bazy danych interakgji biatko-biatko (STRING) w celu
wskazania potencjalnych funkcji biologicznych badanych markerow
dopaminergicznych, cholinergicznych i estrogenowych. Analiza statystyczna
wykonana zostata przy pomocy programu Statistica 13.3, po zbadaniu normalnosci
rozktadu doktorant zastosowat testy parametryczne (analize wariancji i test T-
studenta). Podsumowujgc, Doktorant w przemyslany sposéb pobrat materiat
doswiadczalny, postuzyt si¢ ztozonym i nowoczesnym warsztatem histochemicznym,
dokonat obszernej i dogtebnej analizy obrazu mikroskopowego pozyskanej tkanki
oraz przeprowadzit prawidtowg ocene funkcjonalng i statystyczna.

Ocena cze$ci rozprawy dotyczacej oméwienia wynikow badan

Wyniki, z podziatem na zakres pierwszej i drugiej publikacji, oméwione zostaty
w czesci opisowej pracy doktorskiej. Ich bardziej szczegbtowy opis znajduje sie
- rébwniez w pracach zatgczonych do rozprawy. Wykazano znaczace zmniejszenie
liczby neuronéw we wszystkich badanych jadrach ciata migdatowatego u samic



pozbawionych receptoréw estrogenowych. W niektorych jadrach zanotowano
podwyzszony poziom ekspresji markera kwasnego biatka wtdkienkowego, co moze
swiadczyé o uszkodzeniach (np. stan zapalny) wystepujacych w obrebie tych
struktur. Szczegotowe analizy wykazaty zmniejszenie liczby neuronow GABA-
ergicznych wykazujacych ekspresje CB-kalbindyny. Poziom ekspresji pozostatych
badanych markeréw GABA byt podobny u myszy dzikich i knock-out. Natomiast
poziom ekspresji niektorych markeréw dopaminowych i cholinergicznych (TH, DAT,
DA2, M1, alfa7) u myszy pozbawionych receptoréw estrogenowych byt znaczaco
wyzszy, co moze oznaczaé ze neurony ich ciat migdatowatych byty pobudzane przez
dopamine i acetylocholine w wyzszym stopniu niz u myszy kontrolnych. Z kolei
poziom ekspresji struktur ciata migdatowatego immunoreaktywnych wobec
pozostatych markeréw DA i ACh (DA1, AChE, VAChT) w obu badanych grupach by+
zblizony.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autor sformutowat 6 prawidiowych
wnioskéw, wskazujacych, ze deficyt receptoréw estrogenowych beta moze prowadzi¢
do zaburzen lekowych oraz do proceséw neurodegradacyjnych i zapalnych w ciele
migdatowatym, za$ niedobor GABA-ergicznych neuronéw kalbindynowych (gtéwnie
interneuronow) moze byé przyczyna zwiekszonej aktywnoéci komérek piramidowych
ciata migdatowatego, a to moze by¢ takze powodem nasilenia zachowan lgkowych.
Ponadto zachowania te moga byé regulowane przez wplywy dopaminergiczne
i cholinergiczne, ktérych dziatanie prowadzi¢ moze zaréwno do zmniejszania
(poprzez wzrost aktywnosci TH, DA2, AChR-M1) jak i wzmacniania lgku (DAT).
Nieoczywiste, dwukierunkowe efekty w tym zakresie wywierajg zwtaszcza receptory
ACh-alfa7. Natomiast brak zmian w poziomie ekspresji pozostatych badanych
markerdw $wiadczy o tym, ze nie biorg udziatu w promowaniu zachowan lgkowych.

Ocena indywidualnego wkiadu kandydata w powstanie pracy

Cata polskojezyczna czesc rozprawy w warstwie tekstowej jest oryginalnym
utworem Autora. Do pracy dotaczone sg 2 obszerne artykuty opublikowane w 2022
i 2023 r, w czasopismach z ministeriaine; Ilsty, ocenionych na 140 pkt. W obu tych
publikacjach Doktorant jest autorem pierwszym i jedynym autorem korespondujgcym,
a pozostatych 3 wspdtautoréw sg jednoczesénie promotorami i promotorem
pomocniczym rozprawy. W dotaczonych o$wiadczeniach Autor wykazat swoj wiodgcy
udziat na wszystkich etapach planowania i wykonania pracy eksperymentalne;,
opracowania i wizualizacji wynikéw oraz przygotowania publikacji. Zgodnie ’
z o$wiadczeniem Doktorant brat udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki badan,
przeprowadzeniu badan i walidacji wynikéw, analizie uzyskanych danych,
zarzadzaniu danymi i oprogramowaniem, opracowaniu i wizualizacji wynikow,
przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu, udzielaniu odpowiedzi recenzentom
i przygotowaniu publikacji do druku. Wsp6tautorzy petnili role wspomagania i nadzoru
merytorycznego oraz pomagali w udzielaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.



Praktyczne zastosowanie otrzymanych wynikéw

Tematyka przedstawionej pracy miesci sie w zakresie badan podstawowych
i nie ma bezposredniego przetozenia na praktyczne zastosowanie otrzymanych
wynikéw; niemniej poznanie procesoéw biologicznych zwigzanych z zachowaniami
emocjonalnymi i funkcjami poznawczymi warunkowanymi aktywno$cia estrogendw,
ich receptorami oraz czynnos$cig neuronéw dopaminergicznych i cholinergicznych
w przyszios$ci moze przetozy¢ sie na opracowanie terapii farmakologicznej,
skierowanej do os6b z podwyzszonym poziomem leku oraz niedoborem esfrogenéw,
np. kobiet w wieku postmenopauzalnym.

Informacja o nieprawidiowos$ciach — bledy, sformutowania

Tytut rozprawy: ,Zaburzenia lekowe a estrogeny — badania u myszy z deficytem
receptora estrogenowego beta” sugeruje, ze gtdbwnym tematem badar beda
zaburzenia lekowe modyfikowane estrogenami. Tymczasem praca jest
histochemiczng analizg ciata migdatowatego u wyzej wspomnianych myszy.

Co prawda Autor wiekszo$¢ wstepu do pracy poswieca na przytaczanie danych

z piSmiennictwa, ktoére dowiodty wystepowanie podwyzszonego poziomu leku

u myszy pozbawionych receptoréw estrogenowych, ale to nie jest przedmiotem jego
doswiadczen i stanowi watek poboczny. Potwierdzajg to tytuty obu dotgczonych
artykutéw, w ktdrych nie ma zadnej wzmianki o zaburzeniach lekowych. Nie ujmujgc
nic cato$ci wykonanej pracy, wydaje sie, ze jej tytut zostat niezbyt trafnie
sformutowany. :

w podrodeiale opisujgcym zwierzeta doswiadczalne nie podano liczby uzytych
myszy — mozna jg znalez¢ w metodykach artykutéw, nie wiadomo jednak, czy byty to
te same, czy rézne zwierzeta. Z drugiej strony nie ma to szczegdlnie istotnego
znaczenia, poniewaz Autorzy informujg, ze réznice indywidualne byty niewielkie,
wzrost liczby n od 3 do 6 nie wptynat istotnie na uzyskane wyniki, a grupa 6 myszy
byta wystarczajgco liczna do przeprowadzenia witasciwej analizy statystyczne;.

Uwagi dotyczace edycji: w tekScie wyStepujq literéwki, nieliczne, lecz razace
w wyrazach, ktore nie sg pospolitym tekstem (np. ankjolityczny, aksjogenny),
zdarzajg sie pewne uchybienia w formatowaniu spisu piSmiennictwa
(niekonsekwentne wpisywanie et al. po réznej liczbie nazwisk autoréw; rézne
sposoby zapisu tytutdow, brak numeracji, niepotrzebne justowanie) oraz w sposobie
stosowania przecinkéw w tekscie.

Przedstawione artykuly przed opublikowaniem przeszly juz proces wielokrotne;
recenzji redakcyjnej, wiec mozna uznac je za poprawne.

Whiosek koncowy

Wszystkie te drobne uchybienia, wymienione z obowigzku recenzenta, nie majg
wplywu na ostateczng wysoka ocene pracy doktorskiej pana mgr Daniela
Kalinowskiego. Przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie
postawionego problemu badawczego a poprawnie i wyczerpujgco napisana czes¢



teoretyczna oraz obszerne i wielowatkowe dyskusje zawarte w publikacjach
potwierdzajg ogoélng wiedze posiadang przez Doktoranta. Pan mgr Kalinowski
posiada umiejetnosé wiasciwego planowania badan oraz wnikliwej i krytycznej oceny
wynikéw. Badania przeprowadzit stosujgc ztozone metody pozyskiwania i analizy
danych. Doktorant potwierdzit, ze potrafi zaplanowac Sciezke badawcza oraz
skrupulatnie i samodzielnie realizowaé poszczeg6lne jej etapy, a przedstawione
badania prezentujg wysoki poziom naukowy oraz wnoszg nowe i wazne watki do
wiedzy dotyczace] sposobu funkcjonowania ciata migdatowatego w odpowiedzi na
dziatajace na nie neurotransmitery.

Stwierdzam, ze przediozona do oceny rozprawa doktorska pana mgr Daniela
Kalinowskiego spetnia wymogi stawiane rozprawom na stopier naukowy doktora
w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, okre$lone w artykule 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
2023.742 ze zm.) _

Doktorant w swojej rozprawie przedstawit oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz wykazat sie ogolng wiedzg teoretyczng z zakresu biologii, a takze
umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Na tej podstawie wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne
Uniwersytetu Warminisko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie doktoranta do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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