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1. Zasadnos¢ podjecia tematu pracy doktorskiej

Praca doktorska dotyczy zagadnien zaburzen lekowych, ktére dotykajg 3%-8% osdb rocznie.
Co wiecej 5%-30% osdb badanych boryka sie z tego rodzaju problemami przez cate zycie. Stad tez
zaburzenia te stanowig niezwykle istotny problem zdrowotny i spoteczny. Ponadto wspotwystepuja
one czesto z depresjg i uzaleznieniami od narkotykdw. Dodatkowo dane kliniczne wskazujg na
dwukrotnie czestsze ich wystepowanie u kobiet w porownaniu z mezczyznami. Dlatego wazne jest
poznanie neurobiologicznych podstaw tych zaburzen.

Niniejsza praca doktorska ma na celu poznanie neuroanatomicznego podtoza zaburzen
lekowych na poziomie ciata migdatowatego, struktury mézgu odpowiedzialnej za generowanie leku.
Autor rozprawy doktorskiej wychodzi z zatozenia, ze za utrzymanie réwnowagi pomiedzy
pobudzeniem i hamowaniem w ciele migdatowatym oprécz neurotransmiteréw pobudzajgcego —
glutaminianu oraz hamujgcego — GABA odpowiadajg réwniez hormony steroidowe m.in. estrogeny.

Ponadto ciato migdatowate jest silnie modulowane przez uktad dopaminergiczny i cholinergiczny,



ktore dziatajg zardwno na neurony glutaminergiczne, jak i GABA. Liczne badania dowiodty, ze
wahania poziomu estrogendw przyczyniajg sie do zwiekszonego ryzyka wystepowania zaburzen
lekowych. Wykazano, np. ze obnizony poziom estrogendw, jaki obserwuje sie w zespole stresu
pourazowego (ang. PTSD), wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem wystepowania zaburzen lekowych.
Natomiast suplementacja estrogenami w okresie postmenopauzalnym prowadzi do obnizenia
poziomu stresu.

Uwazam, ze podjecie powyziszej tematyki jest zasadne nie tylko z punktu widzenia badan
podstawowych, ale réwniez klinicznych, gdyz wyniki prowadzonych eksperymentéw mogg przyczynié
sie do zrozumienia mechanizmodw lezacych u podstaw zaburzen lekowych. Ponadto, poniewaz
estrogenny dziatajg poprzez receptory estrogenowe ER alfa i ER beta, ktore wystepujg w ciele
migdatowatym, uzasadnione jest rowniez podjecie badan na mysim modelu pozbawionym tego
receptora. Wykazano bowiem we wczesniejszych eksperymentach, iz samice myszy z deficytem ER
beta charakteryzowaty sie zaburzeniami lekowymi.

W ramach rozprawy doktorskiej testowana jest nastepujgca hipoteza badawcza: ,,Zmieniona
sygnalizacja estrogenowa w wyniku deficytu ER beta powoduje istotne zaburzenia
w neurotransmisji ciata migdatowatego, co w konsekwencji prowadzi do zaburzen lekowych”.
Ponadto mgr Kalinowski zaktada, ze zaburzenia te bedg obejmowaty: 1) zmiany iloSciowe w
catkowitej populacji neurondéw w poszczegdlnych subpopulacjach GABAergicznych ciata
migdatowatego (te zagadnienia sg przedmiotem publikacji nr 1) oraz 2) zmiany iloSciowe
w zaopatrzeniu dopaminergicznym i cholinergicznym ciata migdatowatego (co z kolei jest podane
analizie w publikacji nr 2).

Doktorant przeprowadzit szeregu badan z wykorzystaniem technik immunohistochemicznych,
ktore sg adekwatne do testowania powyzszej hipotezy badawczej. Autor rozprawy doktorskiej
zastosowat badania immunohistochemiczne (metode immunoenzymatyczng oraz
immunofluorescencje) dokonujgc oceny ilosciowej badanych markeréw. Ponadto mgr Daniel
Kalinowski wykorzystat baze danych STRING, ktora jest doskonatym narzedziem bioinformatycznym,
pozwalajgcym na analize fizycznych i funkcjonalnych powigzan pomiedzy biatkami. Przy uzyciu wyzej
opisanych metod Doktorant dokonat zautomatyzowanej analizy skanéw liniowych, jak rowniez
manualnego i automatycznego liczenia komdrek nerwowych. Wyniki zostaty poddane analizie
statystycznej przy uzyciu programu Statistica 13.3. Metody badawcze stosowane w ocenianegj
rozprawie doktorskiej s dobrze dobrane do testowania postawionej hipotezy badawcze;.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw Doktorant wysuwa nastepujgce wnioski:



1) Samice myszy z deficytem ER beta charakteryzowaty sie:

a) Znaczng redukcjg liczby komodrek nerwowych we wszystkich gtéwnych jadrach ciata
migdatowatego

b) Wyiszym poziomem ekspresji astrocytéw szczegdlnie w jadrze przysrodkowym, podstawno-
przysrodkowym i korowym

c) Obnizong liczbg komdrek nerwowych wykazujgcych ekspresjg kalbindyny (CB)

d) Wzrostem ekspresji hydroksylazy tyrozynowej (TH), transportera dopaminy (DAT) i receptora
dopaminergicznego D2-podobnego (DA2) w wszystkich analizowanych jadrach ciata
migdatowatego

e) Wozrostem liczby komdrek nerwowych w jadrach ciata migdatowatego zawierajgcy receptory
cholinergiczne tj. receptor muskarynowy acetylocholiny typu 1 (AChRmi) i receptor
nikotynowy acetylocholiny alfa-7 (AChRaia7)

Na podstawie przeprowadzonych badan wyciggnieto wniosek, ze samice myszy z deficytem ER
beta charakteryzujg sie nieprawidtowosciami w charakterze i wzorze dystrybucji gtdwnych markerow
uktadu GABAergicznego, dopaminergicznego i cholinergicznego. Wykazane zmiany mogg z kolei
prowadzi¢, badz by¢ efektem zmienionej sygnalizacji przyczyniajacej sie do zaktdcenia plastycznosci
synaptycznej ciata migdatowatego u tych zwierzat. Doktorant upatruje, iz powyzsze obserwacje
dotyczace nieprawidtowosci na poziomie neuroanatomicznym mogg przyczyniac sie do powstawania
zaburzen lekowych. Cho¢ jak Autor stusznie zauwaza, to ostatnie stwierdzanie wymaga

przeprowadzenia dalszych badan.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej eksperymenty i analiza wynikéw sg bardzo czasochtonne
oraz wymagajg cierpliwosci oraz skrupulatnosci, ktérymi niewatpliwie musiat wykazac sie Doktorant.
Uzyskane wyniki przyczyniajg sie do zrozumienia na poziomie neuroanatomicznym mechanizmow,
ktore mogg leze¢ u podstaw zaburzen lekowych. Niewatpliwie tego typu badania sg waznym
elementem  koniecznym do prowadzenie dalszych  eksperymentéw  behawioralnych
z wykorzystaniem prezentowanego w rozprawie doktorskiej modelu zwierzecego. Badania moga
przyczyni¢ sie do zrozumia powigzan pomiedzy zmianami w mdzgu i w zachowaniu
charakteryzujagcym zaburzenia lekowe. Powyzsze podejscie jest dobrym przyktadem obrazujagcym
przydatnos¢ modeli zwierzecych do badania probleméw lekowych, ktore sg powszechne we

wspotczesnym Swiecie.



2. Ocena formalna pracy doktorskiej

Praca doktorska ma posta¢ monotematycznego cyklu dwdch publikacji wraz z ich omdwieniem.
Opracowanie liczy 67 strony i posiada ukfad typowy dla pracy doktorskiej, tj. sktada sie
z nastepujacych rozdziatdw: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis skrotéw (2 % strony),
wstep (str. 12-21), hipoteza i cele pracy (1 strona), materiaty i metody (str. 23-32), wyniki (str. 33-43),
podsumowanie (1 strona), wnioski (1 % strony), pismiennictwo (15 stron), spisu rycin (1 strona),

zataczniki (1 strona) oraz zataczone 2 publikacje wraz z oswiadczeniami wspétautoréw.
W skfad rozprawy doktorskiej wchodzg nastepujace publikacje:

1) Kalinowski D, Bogus-Nowakowska K, Koztowska A, Réwniak M. Expression of Calbindin,
a Marker of Gamma-Aminobutyric Acid Neurons, Is Reduced in the Amygdala of Oestrogen
Receptor pB-Deficient Female Mice. J Clin Med. 2022 Mar 22;11(7):1760. doi:
10.3390/jcm11071760.
2) Kalinowski D, Bogus-Nowakowska K, Koztowska A, Rdwniak M. Dopaminergic and cholinergic
modulation of the amygdala is altered in female mice with oestrogen receptor B deprivation.
Sci Rep. 2023 Jan 17;13(1):897. doi: 10.1038/s41598-023-28069-2.
W obu publikacjach Doktorant jest pierwszym i korespondencyjnym autorem, co wskazuje na
znaczacy Jego wktad w ich powstanie. Ponadto oswiadczenia wspotautoréw potwierdzajg powyzsze
stwierdzenie. Artykuty ukazaty sie dobrych czasopismach o IF odpowiednio 4,964 i 4,996 i 140 pkt
MEIN. Praca napisana jest jezykiem naukowym z duzg doktadnoscig, zawiera 5 starannie

przygotowanych ryciny i obejmuje bogate, liczace 15 stron pismiennictwo.

3. Ocena merytoryczna pracy doktorskiej

We wstepie Autor przedstawia problem zaburzen lekowych, ktdéry niewatpliwie pogtebit sie
w ostatnich czasach w zwigzku z pandemig COVID 19 (o czym jednak mgr Kalinowski nie wspomina).
Z kolei Doktorant ptynnie przechodzi do omdwienia zagadnien zwigzanych z neuroanatomicznymi
podstawami zaburzen lekowych generowanych na poziomie ciata migdatowatego. Doktorant opisuje
anatomie ciata migdatowatego oraz neurotransmitery modulujace dziatanie tej struktury, t;j.
glutaminian i GABA, a takze uktad dopaminergiczny i cholinergiczny. Mgr Daniel Kalinowski réwniez

wprowadza zagadnienie regulacji ciata migdatowatego poprzez hormony steroidowe,



a w szczegolnosci estrogeny odwotujgc sie do licznych i dobrze dobranych przyktadéw badan, np.
dotyczacych PTSD, czy terapii hormonalnych w badaniach postmenopauzalnych kobiet. Ten zabieg
umozliwia przejscie do badan prowadzonych na zwierzetach modelowych, tj. majgcych deficyt ER

beta. Samice myszy z tym defektem charakteryzujg sie bowiem zaburzeniami lekowymi.

Podsumowujac tg cze$é¢ rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzi¢, ze jest ona napisana
w zwiezty i interesujgcy sposdb. Autor przedstawia zagadnienia bedgce tematyka doktoratu
powotujgc sie na obszerng literature. Do tej czesci pracy doktorskiej mam pytanie i uwagi, ktére

zamieszczam ponize;j.

1. Na str. 12 napisano , Zaburzenia te stanowig powazny problem zdrowotny i spoteczny,
poniewaz czesto towarzyszy im depresja, uzaleznieni od narkotykoéw czy tez alkoholu”. Czy
Doktorant uwaza, ze alkohol nie jest narkotykiem ?

2. Przy omawianiu anatomii ciata migdatowatego (str. 13) mozna byto umiesci¢ rycine
obrazujaca podziaf tej struktury na omawiane kompleksy podstawno-boczny i przysrodkowy.

3. Przy opisywaniu wynikow badan powotujgc sie na innych autorow z wykorzystaniem myszy
z deficytem ER beta warto wspomnie¢ o fazach cyklu, w ktérych prowadzone byty

eksperymenty.

Cele badan i hipotezy badawcze sg jasno przedstawione. Postawiana hipoteza badawcza brzmi:
»Zmieniona sygnalizacja estrogenowa w wyniku deficytu ER beta powoduje istotne zaburzenia
W neurotransmisji ciata migdatowatego, co w konsekwencji prowadzi do zaburzen lekowych”.
Ponadto Doktorant zaktada, ze zaburzenia te bedg obejmowaty: 1) zmiany ilosciowe w catkowitej
populacji neurondw w poszczegdlnych subpopulacjach GABAergicznych ciata migdatowatego (te
zagadnienia sg przedmiotem publikacji nr 1) oraz 2) zmiany ilosSciowe w zaopatrzeniu
dopaminergicznym i cholinergicznym ciata migdatowatego (co z kolei jest podane analizie w publikacji
nr2).
Rozdziat Materiaty i metody opisuje metody stosowane w pracy i zaopatrzony jest w dwie tabele
zawierajgce szczegotowe informacje dotyczace uzytych odczynnikédw chemicznych, sprzetu
laboratoryjnego oraz wykaz przeciwciat wykorzystanych w badaniach prezentowanych
w publikacjach 1 i 2. Tabele te s3 pomocne i w jasny sposob przedstawiajg dane dotyczgce
odczynnikow. Do tej czesci rozprawy doktorskiej mam kilka uwag i pytan.

1. Cho¢ w poszczegdlnych publikacjach poddane s3 liczby zwierzat uzyte w eksperymentach, to

w czesci Materiaty i metody ich brak.



2. W czesci polskojezycznej rozprawy doktorskiej nie ma réwniez informacji na temat numeru

5.

zgody komisji etycznej, na podstawie ktorej przeprowadzono badania.

Na str. 27 Autor napisat ,,Wybrane skrawki ptukano trzykrotnie..” Do czego odnosi sie
sformutowanie ,, wybrane”, na jakiej podstawie dokonano tego wyboru ?

Na str. 28 napisano: ,Przeciwciata pierwszorzedowe i drugorzedowe uzyte w prezentowanych
badaniach zostaty starannie dobrane oraz potwierdzong ich swoisto$¢ przedstawiono
w Publikacji 1.” Czy Doktorant modgtby przedstawi¢ procedury kontrolne wymagane
w badaniach immunohistochemicznych ?

Str. 29 Co Autor rozumie pod pojeciem ,gestosci numerycznej” ? i na czym polegata

,Zautomatyzowana analiza skanéw liniowych”.

Wyniki zostaty przedstawione w jasny sposéb i sg ilustrowane piecioma rycinami i dwoma tabelami.

Do tej czesci rozprawy doktorskiej mam rowniez kilku pytan.

1.
2.

Str. 35 Na czym polegata ,ocena arbitralna skrawkow” ?

Str. 39 Doktorant napisat, ze obecnos¢ TH i DAT zaobserwowano przede wszystkim we
wtdknach nerwowych i zakonczeniach synaptycznych. Co mogto by¢ przyczyng takiego stanu
rzeczy ? To samo pytanie dotyczy receptoréw dla dopaminy DA; i DA; (str. 40).

Rycina 5, str. 45 Dlaczego wyodrebniono na diagramie kotowym ,,uczenie sie i pamie¢” oraz
»uczenie sie asocjacyjne ?” Uczenie sie asocjacyjne jest przeciez jednym z rodzajéw uczenia

sie.

Podsumowanie wtasciwie czesciowo powiela sie z nastepujgcy czescig, czyli wnioskami. Jako

recenzent czuje troche niedosyt gdyz brakuje mi czesci, ktéra zwykle znajduje sie w rozprawach

doktorskich, a mianowicie dyskusji. Co prawda w publikacjach stanowigcych integralng czesc¢

rozprawy doktorskiej wyniki s3 dyskutowane, to jednak w opisie w jezyku polskim tego nie ma. By¢

moze jest to podyktowane zaleceniami macierzystej uczelni dotyczgcymi sposobu przygotowania

rozprawy doktorskiej.

Whioski sformutowane sg jasno, cho¢ mozna byto je przedstawi¢ w formie zdan, a nie od mysInikéw

i ponumerowacd. Mgr Kalinowski napisat w jednym z wnioskéw (str. 48), ze wyzszy poziom ekspresji

GFAP w jadrze podstawno-przysrodkowym i korowym, ktory towarzyszyt obnizonej liczbie komodrek

nerwowych, moze by¢ zwigzany z nasileniem stanu zapalnego w jadrach ciata migdatowatego. Sadze,

ze ten wniosek jest troche za daleko idacy. Autor nie badat bowiem markeréw stanu zapalnego, np.

cytokinin proinflamacyjnych.



4. Uwagi edycyjne, jezykowe i inne
Tekst rozprawy doktorskiej napisany jest z duzg starannoscia. Ponizej przedstawitam tylko drobne
uchybienia, ktére nie obnizajg jakosci pracy:
1. Tabela 3, str. 38 i tabela 4 str. 46 — legenda nie zawiera opisu skrétéw stosowanych
w tabelach.
2. Narycinie 5, str. 45 brak jest liter A i B. Znajdujg sie one jedynie w legendzie do ryciny.

3. Brak stosowania akapitéw w czesci rozprawy doktorskiej napisanej w jezyku polskim.

5. Podsumowanie

Stwierdzam, ze przestawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Daniela Kalinowskiego pt.
»Zaburzenia lekowe a estrogeny — badania u myszy z deficytem receptora estrogenowego beta”
spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym

i nauce (tekst jednolity: Dz.U.2023.742 ze zm.).

Na tej podstawie wnosze do wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapdéw przewodu

doktorskiego.
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