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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Iwony Majcher-Maslanki pod tytutem
»Wplyw wezesnego stresu postnatalnego (separacja od matki) na procesy plastycznosci i
Junkcje kory przedczolowej w okresie adolescencji”
(The impact of early postnatal siress (maternal separation) on the plasticity and function of
the prefrontal cortex during adolescence)
przygotowanej po opieka naukowg dr hab. Agnieszki Chocyk, adiunkta w Pracowni Farmakologii
1 Biostruktury Mo6zgu, Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk.

Przedstawiona do oceny rozprawa sklada si¢ z tematycznie spojnego cyklu trzech prac
naukowych, opublikowanych w latach 2018-2019, oraz dodatkowych badann behawioralnych,
dotychczas nicopublikowanych. Zostaly one opatrzone spisem tresci, streszczeniem (w jezyku
polskim i angielskim), wstepem, zwiezlym opisem celéw badan, a takze wynikami niepublikowanych
badan oraz dyskusjg. Uklad ten jest zgodny z wytycznymi Rady Naukowej IF PAN. Wszystkie trzy
artykuly, opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej, sa pracami wieloautorskimi, ktoérych
Igczny wspélczynnik oddziatywania jest bliski dziesigciu. Pomimo krotkiego czasu od publikacji,
zostaly one zacytowane przez innych autoréw juz 23 razy, co $wiadczy o zainteresowaniu §rodowiska
naukowego prezentowanymi wynikami. Do rozprawy zostaly dolgczone pisemne oswiadczenia
wspolautorow prac bedacych podstawg doktoratu. Wynika z nich, ze Pani Majcher-Maslanka
uczestniczyla aktywnie w planowaniu badan, uzyskala zgode Lokalnej Komisji Etycznej na



wykonanie badan, przeprowadzila procedure separacji od matki, wykonywala doswiadczenia
behawioralne, podawata wymagane substancje, wykonata szereg oznaczen i barwien, oraz
przeprowadzifa analizy statystyczne. W kazdej z tych publikacji Doktorantka zajmuje pozycje
pierwszego autora. Co istotne, Doktorantka pozyskata fundusze na przeprowadzenie czesci badan,
jako Kierownik projektu badawczego Preludium 9, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Wszystkie materialy zebrane w omawianej rozprawie dotycza problemu stresu u osobnikow
miodocianych. Dane opublikowane przez UNICEF pozwalaja stwierdzié, ze stres na wcezesnym
etapie rozwoju postnatalnego dotyka wiekszosci dzieci na $wiecie i wigze si¢ z trwalymi
konsekwencjami w dorosto$ci. Separacja od matki (ang. maternal separation; MS) jest powszechnie
stosowanym zwierzgcym modelem takiego stresu i polega na oddzielaniu samicy od mtodych w
pierwszych tygodniach zycia, na kilka godzin dziennie. Zaréwno dla mtodych, jak i dla samicy
separacja jest silng sytuacja stresowa. Opieka matczyna zapewnia prawidlowe dzialanie osi
podwzgérze-przysadka-nadnercza (HPA) w reakcji na stres u potomstwa, a jej zniesienie moze
prowadzi¢ do dhigotrwatych zmian, objawiajacych sie, miedzy innymi, wzrostem niepokoju,
zachowaniami depresyjnymi, zaburzeniami pamigci oraz dysfunkcjami emocjonalnymi. Autorka,
poprzez przeprowadzone badania wykazata, Ze stres przezywany we wczesnym okresie zycia wpltywa
na funkcjonowanie przysrodkowej kory przedczolowej u zwierzat dorostych. Ponadto, poprzez
jednokrotne podanie kortykosteronu, sprawdzita jak stres wywotany we wezesnych okresach rozwoju
modyfikuje reakcj¢ na stres przezywany po osiagnigciu dojrzalosci, zarowno na poziomie
komorkowym, jak i behawioralnym.

Omawiana praca stanowi cenne uzupelnienie badan przeprowadzanych dotychczas przez

zespot dr hab. Agnieszki Chocyk oraz innych badaczy.

Praca 1. Majcher-Maslanka, 1., Solarz, A. & Chocyk, A. (2019). Maternal separation
disturbs postnatal development and the maturation of the medial prefrontal cortex in
adolescent rats. Neuroscience, 423, 131-147.

Celem tego opracowania byla ocena wptywu MS na czeé¢ prelimbiczng mPFC u zwierzat
dojrzatych i dorostych. Aby ja zrealizowac, Doktorantka uzyta procedury separacji mtodych od matki
(poczawszy od pierwszego do czternastego dnia zycia), zgodnie z metodyka jaka stosowana jest w
zespole, w ktorym pracuje. Po osiggnieciu przez zwierzeta wieku 35 lub 70 dni, przeprowadzita testy
behawioralne (test jasnego/ciemnego pola, test aktywnosci lokomotorycznej oraz preferencii
glukozy). Nastepnie, po odpowiednim przygotowaniu tkanki, wykonata analizy biochemiczne oraz
histologiczne i, uzywajac klasycznych markeréw komérek nerwowych czy glejowych, takich jak
fiolet krezylu, GFAP, NG2, Ibal, wykazala wazrost liczby atrocytOw oraz komdrek NG2-
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pozytywnych w czesci prelimbicznej mPFC u zwierzat poddanych MS. Co cickawe, w tej samej
grupie zwierzat zaobserwowano zmniejszenie liczby komorek mikrogleju. Z wynikami tymi
skorelowane byly wyniki badan ekspresji genéw regulujacych proces apoptozy. Ekspresja genow
proapoptotycznych byla obnizona u zwierzat, ktére we wezesnych etapach rozwoju byly narazone na
MS, natomiast ekspresja genéw promujacych przezycie komorek byla podwyzszona. Test eksploracji
jasnego/ciemnego wykazat zwigkszong lgkliwo$é u zwierzat po MS, natomiast w tescie aktywnosci
lokomotorycznej w nowym Srodowisku oraz tescie preferencji glukozy brak bylo znaczacych roznic.
Wynikom tym towarzysza odpowiednie ryciny, w przejrzysty sposob ilustrujace istotnosci
statystyczne roznic migdzygrupowych oraz mikrofotografie uwidoczniajgce wybarwiong tkanke.
Przedstawione wyniki jasno dowodza, ze skutki wczesnego stresu postnatalnego wywieraja wplyw
zarOwno na komponentg komoérkowa badanego obszaru, jak i na zdolnosci proliferacyjne komorek.
Wzmagajg takze zachowania lekowe zwierzat.

Zgodnie z opisem metody, po urodzeniu, mioty ograniczano do 8 sztuk, po cztery samce i
samice. Nastepnie zwierzeta przydzielano do grupy poddawanej MS Iub hodowanej w warunkach
standardowych. Dopiero w 22 dniu zycia zwierzeta roznych plci byly rozdzielane, by w dalszych
czgsciach eksperymentu uzywac tylko samcow. Bardzo prosz¢ o wyjasnienie dlaczego samce
oddzielano dopiero po zakonczeniu procedury MS ? Czy samice zostaly uzyte w innym
eksperymencie? Czy przeprowadzano na nich podobne analizy?

Praca 2. Majcher-Maslanka, 1., Solarz, A., Wedzony, K. & Chocyk, A. (2018). Previous
early-life stress modifies acute corticosterone-induced synaptic plasticity in the medial prefrontal

cortex of adolescent rats. Neuroscience, 379, 316-333.

Celem tych badan bylo ustalenie jak MS moduluje odpowiedz na ostry stres u zwierzat dorostych.
OdpowiedZ na to pytanie jest bardzo istotna w kontekécie doniesief informujgcych o roéznych
przejawach stresu na jaki obecnie narazone sg dzieci i mlodziez.

W doswiadczeniu tym, podobnie jak w poprzednio przytoczonej pracy, postuzono si¢
modelem MS, by sprawdzi¢ jak stres wywolany we wczesnych etapach rozwoju wplywa na
plastycznos¢ synaptyczna w obszarze mPFC po naraZeniu na stres zwierzat dorostych. By nasladowad
warunki ostrego stresu, u osobnikéw dorostych, zastosowano jednokrotne podanie kortykosteronu
(CORT). Eksperyment przeprowadzono w dwaoch punktach czasowych - 30 minut i dwie godziny po
podaniu CORT. Skutki przeprowadzonych procedur sprawdzano, badajgc dlugotrwate wzmocnienie
synaptyczne w mPFC, ekspresj¢ genow i biatek zaangazowanych w plastyczno$é synaptyczng oraz
poziom CORT we krwi. Jak si¢ okazalo, poziom ten byl prawidlowo podwyzszony w obydwu
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punktach pomiarowych u zwierzat hodowanych w warunkach standardowych, natomiast narazenie
na MS spowodowalo iz jego poziom byl istotnie nizszy. Podobnie, iniekcja CORT wzmocnita LTP
w badanym obszarze u zwierzgt kontrolnych, natomiast u zwierzat po MS jego natezenie byto
mniejsze. Takze poziom bialek zwigzanych z genami wczesnej odpowiedzi byt podwyzszony u
zwierzat hodowanych przez caty czas z samica. Przedstawione wyniki, tak jak w poprzedniej pracy,
s3 zilustrowane odpowiednimi rycinami oraz kolorowymi mikrofotografiami. Doéwiadczenia te bez
watpienia dowodzg, ze narazenie na stres w okresie neonatalnym prowadzi do wytworzenia swoistej
plastycznos¢ adaptacyjnej w odpowiedzi na stres wywolany w zyciu dorostym. W polaczeniu z
osobniczymi uwarunkowaniami genetycznymi moze ona prowadzi¢ do wzmocnienia lub ostabienia

odpornosci psychicznej osobnika.

Praca 3. Majcher-Masianka, 1., Solarz, A. & Chocyk, A. (2019). The impact of early-life
stress on corticosteroid carrier protein levels and 11B-hydroxysteroid dehydrogenase 1 expression in

adolescent rats. Pharmacological Reports, 71, 347-350.

Celem badan opisanych w tej pracy bylo ustalenie czy MS modyfikuje dziatanie glikokortykoidow
(GC) na drodze niezaleznej od aktywacji osi HPA. Ponownie zastosowano procedure MS, a krew,
tkanka mozgu oraz watroby zwierzat, ktore ja przeszly zostata pobrana do dalszych badafn w 35 dniu
zycia. Autorka wybrata ten okres rozwoju szczura poniewaz w tym czasie dochodzi do szeregu zmian
strukturalnych w mPFC, co powoduje wickszg wrazliwos¢ na zmiany sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej zaleznej od glikokortykoidow, czego poOzZniejszg konsekwencja moze byé
nawet rozwoj chordb o podlozu psychicznym. Analizujac surowice tych zwierzat zauwazono, ze
separacja zmniejszyla stezenie biatek nos$nikowych GC, nie wykazano zmian zawarto$ci samego
kortykosteronu. W watrobie nie wykryto zmian ekspresji globuliny wigzgcej kortykosteroidy ani
albuminy, natomiast w mPFC zaobserwowano zwigkszona ekspresj¢ dehydrogenazy 11p-
hydroksysteroidowa typu 1. Mozna wigc uznaé, ze stres wywolany przez MS zwicksza dostepnosé
GC u dorastajacych szczurow, to zas w przysziosci moze modyfikowaé podatnosé lub odpornosé na
inne czynniki stresogenne.

Praca zawiera odpowiednie tabele przedstawiajace poziomy omawianych zwigzkéw w

poszczegolnych strukturach oraz przyktadowe fotografie immunoblotow.

Badania behawioralne (niepublikowane). Aby uzupelni¢ badania zachowania przedstawione w
pracy 1, Doktorantka wykonata szereg doswiadczen, ktore miaty oceni¢ jak MS wplywa na
zachowanie zwierzat dorostych. Jako najodpowiedniejsze do tego typu badan Autorka wybrala testy
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wymuszonego plywania, test eksploracji jasnego/ciemnego pola oraz test aktywnosci
lokomotorycznej w nowym $rodowisku. Dwa ostatnie testy wykonano dodatkowo u zwierzat
poddanych ostremu stresowi wywolanemu przez podanie CORT. Wszystkie testy przeprowadzono u
zwierzat dojrzatych. Sposdb wykonania oraz interpretacja poszczegdlnych testow zostata opisana
szczegbtowo. Pomimo tego nie udafo mi sig znaleZ¢ informacji o pici zwierzat uzytych w badaniach.
Domyslam sig, ze podobnie jak w opublikowanych badaniach, byly to samce. Rowniez bardzo
przejrzyscie przedstawiono uzyte metody statystyczne, konieczne obliczenia zostaly zgrupowane w
tabeli, a wyniki na dobrze opisanych pigciu rycinach.

Jak wykazat test eksploracji jasnego/ciemnego pola oraz test aktywnosci lokomotorycznej w
nowym $rodowisku, zwierzeta poddane MS byly bardziej Iekliwe. Natomiast podanie CORT na 30
minut przed testem aktywnosci lokomotorycznej zmniejszato ich lekliwosé. W tescie wymuszonego
plywania nie zaobserwowano réznic pomigdzy zwierzgtami po MS a grupa hodowang w warunkach
normalnych. Bioragc pod uwage podobny brak réznic w tescie preferencji glukozy, opisanym w
opublikowanej pracy 1, mozna przypuszczaé, ze stres separacji od matki na jaki byly narazone
zwierzeta nie ma wplywu na zachowania depresyjne badane u zwierzat dorostych. Réwniez wyniki
testow aktywnosci lokomotorycznej pozwalaja sadzi¢, ze MS nie nasila odpowiedzi na ostry stres
wywotany w wieku dorostym. Stanowi to wazne uzupehienie poprzednich badaf Doktorantki i mam

nadziejg, ze w najblizszym czasie zostanie przygotowane do druku.

Rozprawa doktorska mgr Iwony Majcher-Maslanki zostata przygotowana bardzo starannie,
nie znalazlam w niej powazniejszych uchybien natury redakcyjnej. Z pewnoscia dlatego, iz
recenzowany cykl prac zostal wiclokrotnie poddany rzeczowej i wnikliwej ocenie przez
kompetentnych recenzentow wydawniczych. Polskojezyczna cze$é pracy jest napisana w sposob
zwigzly, poprawng polszczyzng, z rozlegla znajomoscia przedstawianego tematu. Rowniez uzyta w
pracy literatura jest obszerna i zacytowana w spos6b poprawny. Opis metodyki jest precyzyjny, co
swiadczy o doskonalym opanowaniu warsztatu badawczego. Analiza i oméwienie wynikow sg takze
opisane bez zarzutu, co potwierdza szerokie umiejetnosci analityczne Autorki. Wszystkie wyniki sa
spdjne i odpowiadaja celom sformmowanym przez Doktorantke. Dyskusja obejmujgca zaréwno
wnioski z prac opublikowanych, jak i nowe badania, jest napisana w sposéb zajmujacy.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa jest dowodem, iz
Doktorantka posiada umiejetno$¢ samodzielnego rozwiazywania probleméw naukowych i
badawczych, wykazujac potrzebng do tego wiedze, jak i przygotowanie praktyczne i teoretyczne w
zakresie zagadnien, ktorych rozprawa dotyczy. Spelnia wigc kryteria art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
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U. Nr65/2003, poz. 595, z pozn. zm.). Uwzgledniajac warsztat badawczy, wartoci poznawcze 1 duze
znaczenie praktyczne dociekan nankowych przedstawionych w pracy, z prawdziwg przyjemnoscia
przedkladam Radzie Naukowej Instytutu Farmakologii Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie Pani mgr Iwony Majcher-Maslanka do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage bardzo aktualna tematyke badan opracowanych przez Doktorantke oraz
cickawe i nowatorskie koncepcje badawcze, ktére pozwolity na publikacie wynikow w

renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej, wnioskuj¢ o wyroznienie pracy.
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