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w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne

Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest monografiag skladajacg si¢
Z rozdziatow utozonych wg wymaganego porzadku dla tego typu opracowan: Wstepu (42
strony), Celu (1 strona), Materiatéw i Metod (13 stron), Wynikow i dyskusji (93 strony),
Whnioskéw (9 stron), Aneksu (35 rycin), PiSmiennictwa (251 publikacji 1 opracowan
naukowych). Lacznie rozprawa ma 215 stron, zawiera 83 ryciny oraz 11 tabel.

Zgodnie z obowigzujacym prawem rozprawa doktorska powinna prezentowaé ogolng
wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie albo dyscyplinach oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Natomiast przedmiotem rozprawy doktorskiej
ma by¢ oryginalne rozwiazanie problemu naukowego oraz oryginalne rozwigzanie w zakresie
zastosowania wynikow wilasnych badan naukowych w sferze gospodarczej lub spoteczne;.

Poniewaz prezentowane w rozprawie doktorskiej wyniki i ich omowienie dotycza
tylko jednego modelu depresji (bulbektomii), nie bior¢ pod uwage wynikow uzyskanych
w innych doswiadczeniach z modelami depresji: chronicznym nieprzewidywalnym stresie
oraz chronicznym umiarkowanym stresie. Nie oceni¢ takze poprawno$ci tych wynikow

pomimo o$wiadczenia Doktorantki, ze zostaty juz opublikowane w pracach:
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Zadrozna M, Nowak B, Lason-Tyburkiewicz M, et al. Different pattern of changes in calcium
binding proteins immunoreactivity in the medial prefrontal cortex of rats exposed to stress
models of depression. Pharmacol Rep. 2011;63(6):1539-1546. doi:10.1016/s1734-
1140(11)70718-6 oraz
Nowak B, Zadrozna M, Ossowska G, et al. Alterations in hippocampal calcium-binding
neurons induced by stress models of depression: a preliminary assessment. Pharmacol
Rep.2010;62(6):1204-1210. doi:10.1016/s1734-1140(10)70383-2;
ze wzgledu na: 1/prace te nie dotycza bezposrednio tematu rozprawy doktorskiej;
2/przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma charakter monografii, a nie jest
potaczeniem monografii i oryginalnych publikacji (jedna z nich dotyczy innej struktury
moézgowia); 3/ Doktorantka nie wykazata wktadu wlasnego i innych autorow w powstanie
tych prac; 4/nie dotaczono do rozprawy kopii tych prac. Na podstawie powyzszych faktow
wyniki te nie mogg by¢ uznane za ,,oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, oryginalne
rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikow wilasnych badan naukowych w sferze
gospodarczej lub spolecznej” 1 nie powinny by¢ przedmiotem dyskusji nad rozprawa
doktorska. Natomiast podkreslam, ze uzyskane wyniki oraz wnioski z tych wczesnych prac
umozliwily Doktorantce wlasciwe przeprowadzenie trzeciego eksperymentu dyskutowanego
w rozprawie doktorskiej i wykazanie naukowej istotnosci uzyskanych wynikow.

Dlatego tez uwazam, ze zgodnie z zapisami ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia wymogi formalne,
a wyniki w niej prezentowane istotnie poszerzaja wiedz¢ o roli hipokampalnych

interneuronéw GABAergicznych oraz amitryptyliny w modulowaniu objawow depresji.

Ocena merytoryczna celu i etapow realizacji pracy doktorskiej

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia depresja stanowi gléwng przyczyne
niesprawno$ci 1 niezdolnosci do pracy na $wiecie, jest takze najczesciej spotykanym
zaburzeniem psychicznym. Niestety, ponad potowa przypadkow depresji pozostaje
nierozpoznana, a spos$rod osob z diagnozowang depresja jedynie potowa otrzymuje wlasciwe
leczenie. Z tego wzgledu niezwykle wazng kwestig jest znajomos$¢ natury i objawdéw depresji
oraz podstaw jej diagnostyki i leczenia. Liczne badania wykazaty, ze depresja jest efektem
wspotdzialania r6znych czynnikow wystepujacych réwnolegle lub
sekwencyjnie. Na szczegélng uwage zashuguja czynniki biologiczne takie jak czynniki
genetyczne, zmiany poziomu neuroprzekaznikow w moézgu, stan zdrowia somatycznego,

choroby przewlekle, uzaleznienia. Ze wzgledu na rozne przyczyny depresji, a takze mnogos¢



objawow, utrudnione jest diagnozowanie choroby oraz opracowanie metod jej leczenia.
Odpowiednia farmakoterapia powinna by¢ dobrana do przyczyn i objawow depresji
wystepujacych u chorego. Jednak pomimo wielu interdyscyplinarnych badan wciaz trudno
jest jednoznacznie okresli¢ zmiany w strukturach mozgowia, fizjologicznym dzialaniu

neuronow i odpowiednich neurotransmiteréw podczas depresji.

W obszernym i szczegétowym Wstepie Doktorantka przedstawita najnowszg wiedze
dotyczaca fizjologicznej aktywnosci hipokampa, przyczyn rozwoju i przebiegu depresji oraz
scharakteryzowata amitryptyling, lek stosowany w leczeniu depresji. Pani mgr Nowak
zwrocita uwage na wcigz mato poznang role uktadu GABAergicznego w przebiegu depresji
ze szczegblnym uwzglednieniem interneurondw majacych wptyw na hipokampalne komorki

glowne.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska miata na celu wyjasnienie roli
interneuroné6w uktadu GABAergicznego w regulacji eksperymentalnie wywolanego stanu
depresji przy zastosowaniu bulbektomii opuszek wechowych (OB). Ponadto, zaktadano
weryfikacje tezy o odmiennym wzorcu wrazliwosci 1 funkcjonowania uktadu GABA-
ergicznego w dorsalnej 1 wentralnej cze$ci formacji hipokampa, oraz badanie wptywu leku
antydepresyjnego, amitryptyliny, na zmiany zaistniate w obrebie uktadu GABAergicznego

W nastepstwie procedur eksperymentalnych.

Badanym sktadnikiem uktadu GABAergicznego byty hipokampalne interneurony
zawierajace kalbindyne, parwalbuming i kalretyning, odpowiedzialne za inhibicj¢ komoérek

glownych 1 synchronizacj¢ pracy innych interneuronow.

Realizacja zatozonego celu byta mozliwa dzigki szerokiej wiedzy mgr Anny Nowak
0 eksperymentalnych procedurach wywotania depresji, a takze wczesniej uzyskanych
wynikach dotyczacych: szczegdtowe] gestosci numerycznej komoérek reaktywnych
immunohistochemicznie we wszystkich subregionach formacji hipokampa; zrdéznicowanej
dystrybucji i1 gestosci numerycznej komodrek reaktywnych immunohistochemicznie w osi
septalno-temporalnej oraz dorsalno-wentralnej formacji hipokampa; gestosci optycznej

produktu immunoreakcji w ciatach komoérkowych neuronéw 1 w neuropilu.

Opiniujac cel, hipotezy badawcze oraz zadania badawcze uwazam, ze zostaly one
prawidlowo zaplanowane i potwierdzaja ogolng wiedze¢ Doktorantki ubiegajacej sie

0 nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.



Ocena procedur oraz metod zastosowanych podczas realizacji doswiadczen

Realizacje zatozonych celéw pracy prowadzono w doswiadczeniu (bulbektomia
opuszek wechowych) wykonanym w Instytucie Farmakologii Polskiej Akademii Nauk.
Doswiadczenie wykonano na 24 dojrzalych samcach szczurow Wistar po uzyskaniu zgody

LKE wtasciwej dla miejsca wykonywania eksperymentu (nie podano numeru zgody).

Niestety opis do$wiadczenia jest niepelny, a odsytanie do Wstepu z adnotacjg: ,,wg
procedur przedstawionych powyzej” (bez podania wilasciwej strony) w celu doktadnego
poznania procedury jest niewtasciwe, tym bardziej, ze opis jest nieprecyzyjny. Zaktadajac, ze
Doktorantka samodzielnie wykonywata eksperyment, wymagane jest podanie doktadnego

opisu przebiegu dos§wiadczenia.

Na pozytywng oceng tej cze$ci rozprawy wplyneta logiczna argumentacja wyboru
takiej procedury przedstawiona przez Doktorantk¢ w sposdb potwierdzajacy Jej wiedze w tym
zakresie. Ponadto, Pani mgr Nowak podata dokladny opis metodyk uzytych
w doswiadczeniach-metod histologicznych, histochemicznych z wykorzystaniem technik
Nissla, PAS, i trojchromatyczne]j Massona-Goldnera, oraz immunohistochemicznych

z zastosowaniem przeciwcial dla kalbindyny, kalretyniny, parwalbuminy, GFAP, Bax; Bcl2.

Pobrane skrawki tkankowe, dla OB osobno z trzech czgsci hipokampa: dorsalnego
(z bieguna septalnego), posredniego, i wentralnego (z bieguna temporalnego) zostaty
odpowiednio wybarwione. Nastepnie oceniano gesto$¢ numeryczng interneuronow (pomiary
morfometryczne) oraz nasilenie immunoreaktywno$ci (pomiary densytometryczne gestosci
optycznej produktu reakcji). Do doktadnej oceny morfologicznej i histologicznej struktur

mozgowia uzyto odpowiednich metod immunohistochemicznych i histologicznych.
Ocena uzyskanych wynikow, ich interpretacji oraz wnioskow

Bulbektomia stosowana jako model depresji opiera si¢ na utracie zmystu wechu, ktory
prowadzi do rozwoju zachowania zwierzat charakterystycznego dla depresji. Analiza
morfologiczna 1 morfometryczna tkanek hipokampdéw zwierzat po usunigciu opuszek
wechowych wskazata, ze lokalne zmiany degeneracyjne tkanki charakterystyczne sg dla wielu
chorob neurodegeneracyjnych nie tylko dla depresji. Degeneracja neuronéw w tkance
hipokampa miata rozne nasilenie, najsilniejsze zmiany obserwowano w dorsalnych
I wentralnych czgéciach szczurzego hipokampa. Stwierdzono, ze zmiany degeneracyjne

obserwowane w dystalnym CA1l byly efektem apoptozy lub atrofii neurondéw, natomiast
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w CA3 dominowaty neurofibrylarne zmiany degeneracyjne, zachwianie réwnowagi
osmoregulacyjnej i pecznienie neurondw. Doktorantka stusznie mogla sugerowaé, ze zmiany
degeneracyjne mogly mie¢ wptyw na zaburzenia zachowania szczuréw.

Wykazano takze, iz interneurony z ekspresja trzech rodzajéw biatek wigzacych wapn
(kalbindyny, kalretyniny, i parwalbuminy) naktadajg si¢ na siebie i wykazujg cz¢$ciowa
kolokalizacje ekspres;ji biatek wigzacych. Stwierdzono takze zr6znicowana reakcje neuronow
na bulbektomig, ktora doprowadzita do istotnej utraty badanych populacji interneuronéw
obserwowang tylko w przypadku degeneracji neuronow.

Traktowanie szczurow amitryptyling wywotato modulacje ekspresji biatek wigzacych
wapn w neuronach, co prawdopodobnie moglo przyczyni¢ si¢ odmiennej reakcji
interneuronéw. Uzyskane wyniki wykazaly takze zwickszong immunoreaktywnos¢
perineuronalng w warstwie komorek gldownych potwierdzajac neurotroficzne wlasciwosci

amitryptyliny.

Oceniajac przedstawienie i dyskusje uzyskanych wynikéw stwierdzam, ze rozprawa

wykazuje umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktorantke.

Na podstawie wynikow przedstawionych w monografii Doktorantka sformutowata
szczegotowe stwierdzenia dla eksperymentu, ktore sg bardziej podsumowaniem uzyskanych

wynikoéw niz wnioskami.

W 10 ogoélnych stwierdzeniach mgr Nowak strescita uzyskane wyniki, tylko jeden
z nich jest wnioskiem: , Wybitna zmienno$¢ badanego materialu tkankowego oczywiscie
moze wynika¢ z indywidualnej reakcji organizmu na procedury eksperymentalne
bezposrednio, lub na procesy zapalne rozwijane nastgpczo w tkance mozgowej, na tle
zroznicowanie genetycznego lub/i epigenetycznego. W pewnym stopniu to zréznicowanie
moze wynika¢ takze z precyzji wykonanych operacji. Ten aspekt nalezy bardzo starannie

uwzglednia¢ w podobnych badaniach”.

Ponadto, Doktorantka oddzielnie podsumowata wyniki dotyczace zmian w interneuronach
wykazujacych ekspresj¢ trzech réznych biatek 1 ws$réd nich najwazniejszymi

wnioskami/osiggnieciami moga by¢:

1. Niezaleznie od warunkow doswiadczenia, wzdluz osi dorsalno-wentralnej nastgpowat
wzrost liczebnosci interneuronéow kalbindynowych, istotne statystycznie roznice

czgsto obserwowano mi¢dzy poziomem dorsalnym, a posrednim hipokampa.



2.

Przeciwstawne wyniki otrzymane w analizie neuronéw CB+ i CR+, tj. odpowiednio
wzrost 1 spadek liczebnos$ci neuronéw w niektorych rejonach hipokampa pod
wplywem traktowania amitryptyling zyskuja racjonalnos¢ w $wietle unikalnego
mechanizmu dziatania tego leku.

Zageszezenie sieci neurytow wokot komorek gtownych oraz presynaptyczna
strukturalna plastycznos¢ (zwigkszanie liczby potaczen synaptycznych) pod wptywem
amitryptyliny wystapity w obszarach hipokampa najbardziej narazonych na procesy
degeneracyjne w warunkach tego doswiadczenia 1 moglo to mie¢ zwigzek

Z neurotroficznymi wtasciwosciami zastosowanego leku.

Z obowigzku recenzenta pragne zwroci¢ uwage na kilka elementow, ktéore moglyby

udoskonali¢ prace nad rolg uktadu GABAergicznego w modelu depresji.

1.

Doktadny opis procedur badawczych powinien by¢ umieszczony w rozdziale
Materiaty i Metody.

Nalezy szerzej uzasadni¢ role amitryptyliny w modulacji aktywnosci neurondw.
Niezbg¢dna jest poprawa bledow gramatycznych, interpunkcyjnych (po tytule nie
powinna by¢ kropka).

Unika¢ zamiennego uzywania termindw ,,liczno$¢” 1 liczebnosc™.

Podsumowanie

Uwagi zamieszczone w powyzszej opinii nie umniejszajg pozytywnej oceny

uzyskanych wynikéw, ich dyskusji i sposobu przedstawienia na wykresach i dobrze

opracowanych fotografiach poszczegolnych struktur hipokampa. Przedstawienie wynikow

oraz ich przedyskutowanie odpowiadaja tematowi rozprawy doktorskiej, jej celom 1 wskazuja

na potencjalng przydatnos¢ uzyskanych wynikow dla specjalistow zajmujacych si¢ badaniem

depres;ji.

Ponadto, podjecie przez Doktorantke proby zmierzenia si¢ z tak trudnym problemem

jakim bylo okreslenie roli amitryptyliny w modulowaniu zmian neuronéow wywotanych

procedura bulbektomii uwazam za wazne, celowe 1 mogace przyczynic si¢ do rozwoju nauk

farmaceutycznych.



Whiosek koncowy

Uwazam, ze oceniana praca spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2016r. poz. 882 z p6zn. zm.),
w zwigzku z art. 179 ust.1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r.poz.1669) oraz
W paragrafie 6 ust. 5 Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie
szczegdtowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim,
w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora.

Dlatego tez zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki farmaceutyczne UJ
w Uniwersytecie Jagiellonskim-Collegium Medicum z prosba o dopuszczenie Pani mgr
Anny Nowak do dalszych etapéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim
wszczetym w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki

farmaceutyczne.

Krystyna Koziec

Krakow 26.11.2023r.



