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Podstawe rozprawy doktorskiej stanowig dwie publikacje. Doktorant w obu jest pierwszym
autorem i autorem korespondencyjnym. Jest rowniez autorem koncepcji i metodyki badan,
walidacji wynikow, analizy uzyskanych danych, i ich wizualizacji i pierwotnego przygotowania
manuskryptu. Czasopisma, w ktdrych Doktorant opublikowat swoje wyniki cieszg sie uznang
renomg w miedzynarodowym s$rodowisku naukowym, o czym $wiadczg wysokie wartosci
wspotczynnika oddziatywania. tacznie wartos$é Impact Factor wynosi 9,96 a liczba punktéw w
klasyfikacji MNiSW wynosi 280.

Publikacja 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
B-deficient female mice. J Clin Med. 2022 Mar 22; 11(7): 1760. DOI: 10.3390/jcm11071760.
PMID: 35407369; PMCID: PMC8999607.

IF = 4,964 punkty MEiN = 140

Publikacja 2:

Kalinowski D, Bogus-Nowakowska K, Koztowska A, Rowniak M. Dopaminergic and cholinergic
modulation of the amygdala is altered in female mice with oestrogen receptor B deprivation.
Scientific Reports. 2023 Jan 17; 13, 897. DOI: 10.1038/s41598-023-28069-2. PMID: 36650256;
PMCID: PM(C9845293.
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Publikacje wtaczone do rozprawy doktorskiej, zostaty poddane doktadnemu/rzetelnemu
procesowi recenzji w gronie ekspertéw redakcyjnych, a opublikowane w nich wyniki i wnioski
staty sie podstawg do napisania dysertacji doktorskiej mgr Daniela Kalinowskiego. Dlatego tez
w dalszej czeSci mojej recenzji skupie sie na ocenie przedtozonej dysertacji.



Problematyka badawcza, ktérg podjgt mgr Daniel Kalinowski jest wazna i interesujgca z punktu
widzenia poznawczego i by¢ moze aplikacyjnego. Lek jest funkcjg wielu proceséw zachodzgcych
w OUN a przede wszystkim w ciele migdatowatym. Struktura ta generuje i reguluje wszelkie
zachowania emocjonalne u zwierzat. Ciato migdatowate jest silnie modulowane przez ukfady:
dopaminergiczny i cholinergiczny. Aktywujg one zaréwno neurony glutaminergiczne, jak i
GABAergiczne, a tym samym majg znaczacy wptyw na pobudzajgco-hamujgca réwnowage w tej
strukturze. Autor podjat sie okreslenia zmian ilosciowych w populacji neuronéw tworzacych
poszczegdlne jadra ciata migdatowatego oraz okreslenie/okreslenia zmian iloSciowych
markeréw uktadu GABAergiczego, dopaminergicznego i cholinergicznego w strukturach ciafa
migdatowatego u samic myszy z deficytem ERP. Wykorzystujac te zwierzeta, charakteryzujace
sie zwiekszonym niepokojem i nasilonymi reakcjami lekowymi, wykazano nieprawidtowosci w
charakterze i wzorze dystrybucji gtédwnych markerow uktadu GABAergicznego,
dopaminergicznego i cholinergicznego.

Praca zawiera 66 stron maszynopisu i dwa zafaczniki bedgce publikacjami (wraz z
oswiadczeniami wspoéfautorow). Wstep poprzedzony jest streszczeniami w jezyku polskim i
angielskim, wykazem publikacji stanowigcych podstawe pracy doktorskiej oraz wykazem
skrotéw. Nastepnie okreslony zostat cel pracy i postawione hipotezy i zadania badawcze.
Rozdziat ,Materiat i metody” zawarty na 9 stronach obejmuje opis materiatu zwierzecego,
przygotowania tkanek, zastosowanych barwien immunohistochemicznych, kontroli
specyficznosci przeciwciat, ocene zmian ilosciowych badanych markeréw, systemu analizy
skanéw, sposobu liczenia komoérek nerwowych, analize sieci interakcji PPl oraz analize
statystyczng. Praca zawiera 5 rycin, 4 tabele i 173 pozycji piSmiennictwa.

Wstep do rozprawy napisany zostat bardzo interesujgco co $wiadczy o duzej znajomosci
tematu. Cze$¢ ta zaczyna sie od charakterystyki natury leku w aspekcie zaburzen psychicznych
(DSM) stanowigcych powazny problem zdrowotny i spoteczny, w skali globalnej. Nastepnie
opisane zostato ciato migdatowate jako ztozona, niejednorodna komdérkowo struktura
odpowiedzialna za lek. Jego dwa kompleksy: podstawno-boczny i przysrodkowy wraz z
pobudzajgcymi neuronami piramidalnymi i hamujgcymi neuronami niepiramidalnymi. W
warunkach fizjologicznych powinny one funkcjonowa¢ w zakresie pewnej rownowagi, a jej
zaktécenie moze stanowié przyczyniaé sie do rozwoju choréb psychicznych w tym zaburzen o
charakterze lekowym. W dalszej cze$ci omdéwiono role hormondéw steroidowych w tym
estrogenéw (E1, E2) w aspekcie ich wigzania z receptorami estrogenowymi ERa i ERP.
Przedstawiono réwniez dane literaturowe uzasadniajgce wybor myszy z deficytem ERP jako
wtasciwy zwierzecy model do badania zaburzen lekowych chociaz podkreslono, ze
mechanizmy, ktdre zwiekszajg lek u tych myszy sg jak dotgd nieznane. W dalszej czesci wstepu
zwrocono uwage na impulsacje dopoaminergiczng, ktéra moze by¢ réwniez regulowana
posrednio poprzez uwalnianie DA, oraz bezposrednio przez estrogeny, poprzez jej degradacje,
wychwyt zwrotny i regeneracje. W konicowe] czesci wstepu przedstawiono dane dotyczace
projekcji do ciata migdatowatego z brzusznej gatki bladej i istoty bezimiennej — struktur
maozgowia bogatych w komorki nerwowe syntetyzujgce i uwalniajgce ACh. Ta poprzez receptory
muskarynowe i nikotynowe aktywuje neurony projekcyjne i interneurony. Uwalnianie ACh w
ciele migdatowatym jest zwigzane z bodzcami, takimi jak: generowanie, warunkowanie i
wygaszanie strachu. Podkreslono rowniez znaczenie technologii bioinformatycznej jako
narzedzia utatwiajgcego identyfikacje proceséw biologicznych takich jak emocje i funkcje
poznawcze u zwierzgt laboratoryjnych z udziatem estrogendéw i receptora (ERB) oraz neurondéw
dopaminergicznych i cholinergicznych.

Celem pracy byto okreslenie zmian ilosciowych w catkowitej populacji neuronéw tworzgcych
jadra ciata migdatowatego, a takie zmian iloSciowych markeréw uktadu GABAergiczego,
dopaminergicznego i cholinergicznego w ciele migdatowatym dorostych samic myszy z



deficytem ERB, charakteryzujgcych sie zwiekszonym niepokojem i nasilonymi reakcjami
lekowymi.

W czesci ,Materiaty i metody” Doktorant wyspecyfikowat odczynniki chemiczne oraz uzyty
sprzet laboratoryjny. Udokumentowano to w dwdch tabelach.

Zwierzeta uzyte w badaniach to dojrzate ptciowo samice myszy (w wieku 6-8 tygodni), tj.
ERB-/- zostaty pozyskane z Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Zastosowano wszelkie
procedury zwigzane z opiekg i obchodzeniem sie ze zwierzetami. Zadeklarowano ich zgodnos¢
z dyrektywa 2010/63/UE Unii Europejskiej w sprawie doswiadczen na zwierzetach. W dalszej
czesci tego rozdziatu doktorant przedstawit m.in. procedury tkankowe, zastosowane barwienia
IHC, analize statystyczna.

Skrécona forma wynikéw badan obejmowata odrebnie:

Publikacje 1, w ktdrej wykazano istotng redukcje liczby komdrek nerwowych we wszystkich
gtéwnych jadrach ciata migdatowatego u samic myszy ERB—/—, ktdrym towarzyszyta znacznie
wyzsza ekspresja GFAP. Ponadto w ciele migdatowatym myszy z deficytem ERP liczba komédrek
nerwowych wykazujgcych ekspresje CB byta obnizona w poréwnaniu do myszy kontrolnych,
podczas gdy ekspresja pozostatych markeréw GABAergicznych, utrzymywata sie na
niezmienionym poziomie.

W Publikacji 2 wykazano, ze poziom ekspresji struktur wykazujacych immunoreaktywnos¢
wobec gtéwnych markeréw dopaminergicznych (TH, DAT i DA2) byt istotnie podwyzszony w
analizowanych jadrach ciata migdatowatego samic myszy ERB—/—. Poziom ekspresji struktur
wykazujgcych immunoreaktywno$¢ wobec DA1 nie ulegt zmianie. Brak zmian w poziomie
ekspresji odnotowano réwniez w odniesieniu do markerdw cholinergicznych: AChE i VAChT. Z
kolei, dalsze analizy wykazaty istotny wzrost liczby komdrek nerwowych zawierajacych
receptory cholinergiczne tj. AChRM1 i AChRa7 w jadrach ciata migdatowatego samic myszy
ERB—/— w pordéwnaniu z samicami myszy ERB+/+.

Z ciekawosci naukowej recenzenta chciatbym w tym miejscu poprosi¢ Doktoranta o
ustosunkowanie sie do trzech kwestii:
1. W pracy wykazano deficyty neuronalne w jadrach ciata migdatowatego. Jakie mogg by¢
mechanizmy redukcji liczby tych neuronéw?
2. Prezentowane przez Pana wyniki badan dotyczg podtoza zachowan lekowych u samic
myszy z deficytem receptora estrogenowego beta. Czy znane sg dane na ten temat u samcow?
3. W jaki sposéb mozna interpretowac uzyskane wyniki u myszy z obnizong sygnalizacjg
estrogenowg w odniesieniu do powszechnie znanych problemdw z jakimi borykajg sie kobiety
w okresie menopauzy?

Podsumowujgc, rozprawa ,Zaburzenia lekowe a estrogeny — badania u myszy z deficytem
receptora estrogenowego beta” mgr Daniela Kalinowskiego jest tematycznie spdjna, zawiera
nowe, oryginalne i cenne pod wzgledem naukowym rezultaty. Znalezione w tekscie
niedoskonatosci sg na tyle nieistotne, ze nie uznatem za stosowne ich wymienienie i oczywiscie
w zaden sposdb nie obnizajg wartosci przedstawionej do oceny pracy. W trakcie jej realizacji
Doktorant wykazat sie adekwatnym zastosowaniem nowoczesnych technik badawczych,
umiejetnoscig krytycznej analizy i interpretacji wynikéw oraz ich publikacji w czasopismach z
listy JCR, i jak przypuszczam takze umiejetnoscig efektywnej pracy w zespole naukowym.
Praca zostata starannie opracowana od wzgledem edytorskim, uktad graficzny pracy, wykresy i
tabele sg bardzo dobrej jakosci, oznaczenia rozdziatdw i inne elementy technicznego
przygotowania tekstu — prawidtowe.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Daniela Kalinowskiego spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2023. 742 ze zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny nauk biologicznych



Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr Daniela Kalinowskiego
do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

dr hab. Jacek Kuchinka prof. UJK



