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1. Podstawa formalna opracowania recenzji:

Recenzja zostata opracowana na zamdwienie Dyrektora Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, prof. dr. hab. Wtadystawa Lasonia, na podstawie uchwaty Rady
Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie z dnia 25
lutego 2020 .

2. Tematyka rozprawy i uzasadnienie podjecia tematu badan

Zaburzenia depresyjne (ang. major depressive disorder) nalezg do grupy choréb afektywnych. Szacuje
sie, iz charakterystyczne dla depresji objawy osiowe - obnizenie nastroju i anhedonia, oraz
wspotwystepujgce  objawy wtérne (np. zaburzenia snu, lek, zmeczenie, obnizony naped
psychoruchowy, zaburzenia apetytu, bdl psychogenny) dotyczg ok. 4.5% populacji swiatowej,
stanowigc istotny i wcigz narastajacy problem medyczny, spoteczny i ekonomiczny, okreslany
mianem choroby cywilizacyjnej XXI wieku.

Depresja to schorzenie majace ztozong etiologie, uwarunkowang czynnikami zaréwno endogennymi,
psychologicznymi, czy somatycznymi, a objawy cechuje przewlekty charakter i tendencja do
okresowych nawrotéw. Wysoka heterogennos¢ objawdw, przy jednoczesnym braku swoistych
endogennych biomarkeréw choroby, sprawia, ze diagnoza depresji, zwtaszcza w kontekscie
mozliwych psychiatrycznych schorzen wspdtistniejgcych oraz podobienstwa objawdw depresyjnych
do objawdw pojawiajgcych sie w przebiegu innych zaburzen psychicznych, jest niezwykle trudna. Co
wiecej, leczenie depresji jest procesem dtugotrwatym, a wiekszo$¢ stosowanych obecnie lekéw

przeciwdepresyjnych ma opdzniony poczatek dziatania klinicznego i jest skuteczna jedynie u czesci
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pacjentéw. Ponadto, cze$¢ lekdw przeciwdepresyjnych obarczonych jest bardzo powaznymi
dziataniami niepozgdanymi oraz wykazuje interakcje z innymi stosowanymi jednoczesnie lekami, co
znaczgco ogranicza mozliwosci farmakoterapii depresji u wielu pacjentow.

Patogeneza depresji nie zostata do chwili obecnej jednoznacznie zdefiniowana — prowadzone od
wielu lat badania naukowe doprowadzity do sformutowania kilku teorii ttumaczacych mozliwe
mechanizmy powstawania tego schorzenia. Do najwazniejszych a zarazem najstarszych nalezg: teoria
monoaminergiczna wigzgca powstawanie depresji z deficytem monoamin w mdozgu oraz teorie zmian
adaptacyjnych gestosci mdzgowych receptordow dla neuroprzekaznikdw i zaburzehn réwnowagi
wewnatrzkomérkowych szlakdw sygnatowych. Nowe hipotezy ttumaczace patomechanizmy
powstawania depresji ktadg silny nacisk na wzajemne interakcje pomiedzy uktadem nerwowym,
immunologicznym i hormonalnym. Badania ostatnich lat wskazujg bowiem, iz to wtasnie zaburzenia
funkcji tych uktadéw (m.in. przewlekty proces zapalny i towarzyszagcy mu stres oksydacyjny w
osrodkowym uktadzie nerwowym, zmiany ilosSciowe i morfologiczne neurondw i komédrek glejowych,
zaburzenia wydzielania hormondéw i nieprawidtowosci metaboliczne) mogg by¢ przyczyng i/lub
konsekwencjg depresji, a stosowana terapia przeciwdepresyjna przywraca prawidtowe funkcje ww.
uktadéw. Wydaje sie zatem, ze zaburzenia depresyjne to wysoce heterogenna grupa schorzen o
zblizonych objawach psychofizycznych, ale czesto bardzo zréinicowanym fenotypie, co istotnie
utrudnia diagnoze pacjentéw i ich skuteczne leczenie.

Molekularne mechanizmy lezgce u podtoza rozwoju depresji nie zostaty w petni poznane, jednak w
Swietle badan przedklinicznych i klinicznych ostatnich lat, istotng role w patogenezie tej choroby
przypisuje sie stanowi zapalnemu i stresowi oksydacyjnemu. Problematyke zwigzku zaburzen
depresyjnych ze stanem zapalnym w osrodkowym uktadzie nerwowym, stresem oksydacyjnym i
zmianami w obrebie uktadu immunologicznego podejmuje rozprawa doktorska mgr inz. Patrycji
Panczyszyn-Trzewik. Praca ta wykonana zostata pod kierownictwem naukowym prof. dr. hab.
Gabriela Nowaka — promotora pracy oraz dr hab. Magdaleny Sowa-Kuémy, prof. UR — promotora
pomocniczego. Przedstawione w pracy badania byty realizowane w ramach projektu PRELUDIUM 12
Narodowego Centrum Nauki, zatytulowanego ,Rola aktywacji nuklearnego czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 indukowanej podaniami (R,S)-sulforafanu w regulacji zachowan typu
depresyjnego w modelu usuniecia opuszek wechowych u myszy” (nr projektu: UMO-

2016/23/N/NZ4/01337), w ktérym to projekcie Doktorantka petnita funkcje Kierownika.

3. Charakterystyka rozprawy
Rozprawa napisana jest w jezyku polskim, sktada sie z 11 rozdziatéw, w tym spisu literatury,

obejmujgcego 220 pozycji. Spis literatury zostat zaprezentowany w porzadku alfabetycznym, w
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przewazajgcej czesci zawiera on najnowsze pozycje - 15 polskich, pozostate w jezyku angielskim, z
szeroko rozumianego zakresu neurobiologii stresu, depresji i zagadnien pokrewnych. Wykaz
literatury zredagowany zostat jednolicie i bez wiekszych btedow.

Catos¢ pracy doktorskiej przedstawiona jest na 115 stronach. Rozprawa ma typowy dla prac
doktorskich uktad rozdziatéw stanowigcych logiczng cato$é; zawiera 25 rycin oraz 10 tabel
przedstawiajgcych uzyskane wyniki.

Przed ztozeniem rozprawy Doktorantka opublikowata 1 prace przegladowa z zakresu tematyki
rozprawy doktorskiej (rozdziat X — PiSmiennictwo, pozycja 138) oraz prezentowata niektére wyniki
swoich badan na kongresie European College of Neuropsychopharmacology (rozdziat X -

Pismiennictwo, pozycja 137).

Rozprawa doktorska, ktérej autorky jest mgr inz. Patrycja Panczyszyn-Trzewik rozpoczyna sie
przedstawionym w porzadku alfabetycznym wykazem najwazniejszych skrétéw uzywanych w dalszej
czesci pracy. Spis ten znaczgco utatwia analize rozprawy.

Rozdziat pierwszy stanowi wprowadzenie do podjetej w pracy tematyki. Doktorantka przedstawita w
nim przeglad literatury dotyczacej ogdlnej charakterystyki zaburzen depresyjnych — definicje,
najwazniejsze przyczyny choroby, kluczowe objawy. Opisata etiopatogeneze zaburzen depresyjnych,
koncentrujac sie na teorii zapalnej tej choroby oraz wywotanych stanem zapalnym i terapig
przeciwdepresyjng zmianach aktywnosci uktadu immunologicznego. Zaprezentowata réwniez dane
literaturowe dotyczace roli stresu oksydacyjnego w patogenezie depresji, wskazujgc dodatkowo, jak
terapia lekami przeciwdepresyjnymi moze przywréci¢c homeostaze w zakresie stanu redoks komoérek.
We Wstepie, Doktorantka bardzo szczegdtowo scharakteryzowata sciezke sygnatowg nuklearnego
czynnika transkrypcyjnego Nrf2, przedstawiajgc strukture i najwazniejsze funkcje Nrf2, ze
szczegélnym uwzglednieniem jego roli w mechanizmach odpowiedzi komérkowej na stres
oksydacyjny i modulacji odpowiedzi organizmu na stan zapalny. Bazujgc na dostepnych danych
przedklinicznych i klinicznych, powigzata mozliwe znaczenie zmienionej ekspresji czynnika Nrf2 w
patogenezie depresji i efektach farmakologicznych lekéw przeciwdepresyjnych. W koricowej czesci
rozdziatu Doktorantka opisata pochodzenie, wifasciwosci chemiczne, farmakokinetyczne i
farmakologiczne sulforafanu — egzogennego aktywatora czynnika Nrf2, koncentrujac sie na jego
mozliwym dziataniu przeciwdepresyjnym, postulowanym w oparciu o dostepne wyniki badan na
modelach zwierzecych i dane kliniczne pochodzace od pacjentdw z zaburzeniami afektywnymi.
Wstep napisany jest w sposéb interesujacy i przejrzysty; stanowi on bardzo dobre wprowadzenie do

dalszej czesci rozprawy.
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W rozdziale drugim Doktorantka opisata szczegdétowo cel podjecia badan i uzasadnita dlaczego
zdecydowata sie podjg¢ oceny roli czynnika Nrf2 i regulowanych nim proceséw w patogenezie
depresji. Wskazata, ze badania podzielita na dwie czesci — pierwsza obejmowata badania post mortem
na tkance ludzkiej, natomiast druga dotyczyta doswiadczen na modelu zwierzecym depresji (model
usuniecia opuszek wechowych u myszy) — byty to badania behawioralne (wybrane testy in vivo) oraz
analizy biochemiczne ex vivo.
W tym miejscu Doktorantka podkreslita, iz dostepne dane literaturowe wskazujg, ze modulacja
ekspresji i aktywnosci czynnika Nrf2 to bardzo obiecujgcy kierunek badan nad depresjg i jej terapia.
Zatem zgtebienie tego zagadnienia — okreslenie roli czynnika Nrf2, stanu zapalnego i stresu
oksydacyjnego w patogenezie zachowan samobdjczych oraz depresji wybrata jako cel badan
stanowigcych podstawe recenzowanej rozprawy.
W mojej opinii cel ten zostat sformutowany w sposdéb przejrzysty, zaplanowane zadania badawcze
stuzgce realizacji celu doswiadczenia zostaty dobrane w sposéb logiczny, a dalsza cze$¢ rozprawy
doktorskiej jest konsekwentnym nawigzaniem do postawionej hipotezy badawczej.
W rozdziale trzecim Doktorantka przedstawita doktadny opis metodyki i wykorzystanych do badan
materiatow. Czes¢ A tego rozdziatu rozprawy (badania tkanki ludzkiej post mortem) zawiera opis
sposobu pobierania tkanki pochodzacej od ofiar samobdjstw, przygotowania jej do badan oraz
zastosowang metodyke oznaczen biochemicznych (oznaczenie poziomu IL-1a, IL-1B, produktow
peroksydacji lipidédw i biatek karbonylowanych, biatek Nrf2, p-S40-Nrf2, PKC, Keapl, NFkB-p65,
analiza aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej). Cze$¢ B rozdziatu trzeciego rozprawy to opis
metodologii badan na modelu mysim. Doktorantka uzasadnita wybdr modelu do badan, przedstawita
schemat i warunki przeprowadzenia doswiadczen — scharakteryzowata grupy zwierzat
eksperymentalnych, ich pochodzenie, warunki bytowania w laboratorium. Opisata tez szczegétowo
sposéb chirurgicznego usuniecia opuszek wechowych oraz metodyke przeprowadzanych testéow
behawioralnych — testu wolnego pola, testu czynnosci pielegnacyjnych i testu aktywnosci
lokomotorycznej. W tej czesci rozprawy przedstawiona zostata tez metodyka oznaczen
biochemicznych z wykorzystaniem tkanek (tkanka mdzgowa — hipokamp i kora czotowa oraz
surowica) pochodzacych od zwierzat wykorzystanych w doswiadczeniu (oznaczenia poziomu IL-10,
TNFa, wybranych markeréw stresu oksydacyjnego, kortykosteronu i niektorych biatek, m.in. Nrf2,
p-S40-Nrf2, GIuN2A, GIuN2B, CREB, p-S133-CREB i BDNF, jak rowniez analiza poziomu mRNA gendw,
np. Bdnf, Creb1iin.).
Rozdziat trzeci koriczy sie opisem wykorzystanych do analizy danych testéw statystycznych.
Rozdziat czwarty jest rozdziatem kluczowym dla catej rozprawy. Doktorantka opisata w nim uzyskane

wyniki badan. Czes¢ A tego rozdziatu to analiza poziomu mediatoréw stanu zapalnego w korze
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czotowej i hipokampie samobdjcéw (IL-1a, IL-1B, pomiar parametréw stresu oksydacyjnego i stezenia
biatek, m.in. Nrf2, PKC, Keapl). Poza szczegétowym opisem uzyskanych danych, Doktorantka
przedstawita wyniki badan na rycinach (Ryc. 6-10).
Cze$¢ B tego rozdziatu to wyniki badan na modelu zwierzecym — Doktorantka ocenita wptyw
procedury usuniecia opuszek wechowych i 14-dniowych podan trzech dawek (R,S)-sulforafanu oraz
jednej dawki leku referencyjnego — amitryptyliny, na zachowanie zwierzat w testach wolnego pola,
czynnosci pielegnacyjnych i aktywnosci lokomotorycznej. Wyniki tych doswiadczen zobrazowata na
rycinach (Ryc. 11-15).
W czesci dotyczacej badan biochemicznych Pani mgr inz. Patrycja Panczyszyn-Trzewik opisata wptyw
procedury usuniecia opuszek wechowych, 14-dniowych podan (R,S)-sulforafanu w dawce 10 mg/kg
m.c. i amitryptyliny w tej samej dawce na poziom IL-10 i TNFa, wybrane parametry stresu
oksydacyjnego (TBARS, TAC, SOD), poziom kortykosteronu, niektérych biatek, w tym Nrf2, p-S40-
Nrf2, GIuN2A, GIuN2B, CREB i BDNF oraz poziom mRNA gendéw (Nfe212, Grin2a, Grin2b, Creb1, Bdnf)
w korze czotowej, hipokampie i surowicy myszy poddanych bulbektomii. Oprécz szczegétowego
opisu, wyniki przedstawita na rycinach (Ryc. 16-25).
Rozdziat pigty stanowi wnikliwa dyskusja wynikéw uzyskanych badan. Dyskusja podzielona jest na
mniejsze podrozdziaty, co bardzo utatwia odnoszenie jej poszczegdlnych czesci do uzyskanych i
opisanych w poprzednim rozdziale wynikéw badan. Rozpoczyna sie ona krétkim opisem, w ktérym
Doktorantka przytoczyta dane epidemiologiczne dotyczgce liczby samobdjstw na swiecie. Nastepnie
omoéwita zaobserwowane w prébkach pochodzacych z mdzgédw samobdjcédw zmiany dotyczace
poziomu mediatoréw stanu zapalnego, markerdw stresu oksydacyjnego i biatek Sciezki zaleznej od
Nrf2. Dane te kazdorazowo odniosta do wynikdw uzyskanych przez innych badaczy.
W dalszej czesci dyskusji Doktorantka skoncentrowata sie na wynikach uzyskanych w badaniach na
modelu zwierzecym. Zanalizowata wnikliwie zaobserwowane zmiany zachowania zwierzat poddanych
bulbektomii, ocenita w jaki sposéb (R,S)-sulforafan i amitryptylina wptynety na obserwowane
zjawiska.
Kolejna cze$¢ rozdziatu pigtego to szczegdtowa interpretacja uzyskanych wynikéw badan
biochemicznych, ktérych celem byto zdefiniowanie molekularnego mechanizmu potencjalnego
dziatania przeciwdepresyjnego (R,S)-sulforafanu w modelu zwierzecym. W tej czesci Dyskusji
Doktorantka skupita sie na wptywie 14-dniowego podawania (R,S)-sulforafanu na poziom markeréw
zapalenia (cytokin przeciwzapalnych i prozapalnych), stresu oksydacyjnego, kortykosteronu,
wybranych biatek i mMRNA gendéw w tkankach pobranych od zwierzat doswiadczalnych. Podobnie jak

wczesniej, wyniki swoich badan odniosta do danych literaturowych.
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W mojej opinii Dyskusja prowadzona jest w sposdéb ptynny i logiczny, a wnioski dotyczgce uzyskanych
rezultatdw sg poprawne i poparte danymi literaturowymi z ostatnich lat.
Rozdziat szésty to krotkie podsumowanie poprzednich dwdch rozdziatéw. Analogicznie do rozdziatéw
IV oraz V zostat on podzielony na czes¢ dotyczacag badan tkanki ludzkiej post mortem oraz cze$é
dotyczacg badan na modelu zwierzecym. Podsumowanie zostato przygotowane w zwieztej i bardzo
czytelnej formie opisu uzyskanych wynikéw, ktérych czesé Doktorantka zebrata dodatkowo w
tabelach (Tab. 5-10).
W rozdziale sio)dmym Doktorantka przedstawita wnioski koricowe i najwazniejsze osiggniecia
uzyskane w ramach prowadzonych badan.
Rozdziaty 6smy i dziewigty to streszczenia rozprawy doktorskiej w jezykach polskim i angielskim.
Rozdziat dziesiaty to spis pismiennictwa wykorzystanego w pracy doktorskiej, a rozdziat jedenasty to

spis rycin i tabel zawartych w rozprawie.

4, Najwazniejsze osiagniecia rozprawy

Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan, rzetelnie poparte danymi literaturowymi, wskazuja, ze
zardéwno stan zapalny, jak i zwigzany z nim stres oksydacyjny nalezg do kluczowych zjawisk lezgcych u
podtoza depresji i zachowan samobdjczych u ludzi, a szlak zalezny od czynnika transkrypcyjnego Nrf2
moze by¢ zaangazowany w patogeneze depresji. Modulacja szlaku transmisji Keap1-Nrf2 oraz udziat
kompleksu receptora NMDA sg mozliwymi mechanizmami ttumaczgcymi obserwowang w modelu
zwierzecym potencjalng aktywnos¢ przeciwdepresyjng (R,S)-sulforafanu.

Whikliwa analiza wynikéw zaprezentowanych w recenzowanej pracy pozwala okresli¢ najwazniejsze
dokonania naukowe i poznawcze, ktdre w ujeciu ogdlnym s3g nastepujace:

1. W korze czotowej i hipokampie ofiar samobdjstw obserwuje sie istotnie statystycznie
podwyzszone poziomy IL-1, wskazujgce na wzmozong aktywacje uktadu immunologicznego;
rowniez niektére parametry stresu oksydacyjnego sg podwyziszone w sposdb znamienny
statystycznie. Oprécz tego obserwuje sie zmiany poziomu biatek szlaku zaleznego od czynnika
Nrf2 w tych strukturach. Odmienne poziomy biatka Nrf2 w subfrakcjach komdrkowych
(cytozolowej i jadrowej) mogg wskazywaé na istotne znaczenie procesu translokacji
cytozolowo-jgdrowej tego biatka w patogenezie zachowan samobdjczych. Mozliwe jest tez
zaangazowanie szlaku sygnalizacyjnego regulowanego przez Nrf2 w procesy zapalne i
oksydacyjne lezgce u podtoza rozwoju depresji i zachowan samobdjczych.

2. Bulbektomia powoduje wzrost aktywnosci lokomotorycznej myszy mierzony w tescie
wolnego pola i tescie aktywnosci lokomotorycznej, natomiast 14-dniowe podawanie

dootrzewnowe (R,S)-sulforafanu w dawce 10 mg/kg normalizuje indukowang zabiegiem

6



COLLEGIUM MEDICUM
WYDZIAL FARMACEUTYCZNY

4){5 UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
chirurgicznego  usuniecia opuszek wechowych hiperaktywnos¢ zwierzat. Efekt
farmakologiczny tej substancji jest porownywalny do efektu wywotanego analogiczng dawka
zwigzku referencyjnego — amitryptyliny.

3. Zabieg bulbektomii negatywnie wptywa na zachowania motywacyjne myszy oceniane w
tescie czynnosci pielegnacyjnych. Obydwa badane zwigzki — (R,S)-sulforafan i amitryptylina
(dawka 10 mg/kg m.c., podanie dootrzewnowe przez 14 dni) odwracajg efekt zabiegu
chirurgicznego obserwowany w tym tescie, co potwierdza sugerowang wczeséniej potencjalng
aktywnos¢ przeciwdepresyjng (R,S)-sulforafanu. Wyniki te wskazujg na znaczenie aktywacji
szlaku zaleznego od Nrf2 w efekcie przeciwdepresyjnym.

4. Indukowanym bulbektomig zachowaniom prodepresyjnym towarzyszy nasilenie stanu
zapalnego i stresu oksydacyjnego w strukturach mézgu, w tym zmiany poziomu kluczowych
dla stanu zapalnego cytokin: IL-10 i TNFa. Wielokrotne podania (R,S)-sulforafanu i
amitryptyliny odwracajg te zmiany. Podobne zmiany notuje sie w zakresie parametrow stresu
oksydacyjnego w surowicy pobranej od zwierzat. Sugeruje to, ze potencjalne dziatanie
przeciwdepresyjne (R,S)-sulforafanu w modelu usuniecia opuszek wechowych u myszy moze
by¢ zwigzane z obnizaniem poziomu TNFa i modulacjg niektérych parametrow stresu
oksydacyjnego w korze czotowej i hipokampie myszy. To z kolei potwierdza role efektu
przeciwzapalnego i aktywnosci antyoksydacyjnej (R,S)-sulforafanu w jego dziataniu
przeciwdepresyjnym u myszy poddanych bulbektomii.

5. Moiliwe jest réwniez zaangazowanie szlaku transmisji Keapl-Nrf2 w aktywnos¢
przeciwdepresyjng tego zwigzku i powigzanie tej aktywnosci z ostabieniem funkcji uktadu
glutaminianergicznego - przede wszystkim z obnizeniem poziomu biatka podjednostki

GIluN2B receptora NMDA w korze czotowej u myszy.

Podsumowujgc, w przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej eksperymentach, mgr inz. Patrycja
Panczyszyn-Trzewik wykazata, iz stan zapalny i powigzane z nim zjawisko stresu oksydacyjnego sa
waznymi czynnikami patogenetycznymi rozwoju depresji a szlak sygnalizacyjny zalezny od czynnika
Nrf2 jest zaangazowany w regulacje tych procesow w depresji. Aktywacja Nrf2 indukowana
podaniem (R,S)-sulforafanu moze by¢ w przysztosci nowym podejsciem terapeutycznym do leczenia
depres;ji.

Moim zdaniem, przedstawione w rozprawie osiggniecia Swiadczg o wysokich kompetencjach

naukowych Doktorantki.
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5. Uwagi do rozprawy

Uwagi o charakterze ogdélnym, ktdére sg zaréwno pytaniami do Doktorantki, komentarzami, jak

réwniez uwagami, ktére wymagajg wyjasnienia:

1. Wstep:

- Zacytowana na stronie 20 praca autorstwa Bouvier i wsp. (Nrf2-dependent persistent
oxidative stress results in stress-induced vulnerability to depression. Mol Psychiatry. 2017
Dec;22(12):1701-1713. doi: 10.1038/mp.2016.144) to praca dotyczgca badan na szczurzym
modelu porazki spotecznej — w jezyku angielskim ‘social defeat’, a nie jak pisze Doktorantka
‘social defect’.
- W ramach pracy doktorskiej Doktorantka badata dziatanie farmakologiczne (R,S)-sulforafanu,
ktorego doktadng charakterystyke przedstawita we Wstepie rozprawy, na stronach 22-26. Czy
dostepna literatura wskazuje na istnienie réznic w aktywnosci chemicznej lub
farmakologicznej pomiedzy obydwoma enancjomerami, R-sulforafanem i S-sulforafanem?

2. Materiaty i metodyka:

- W czesci A rozdziatu lll, na stronie 29, Doktorantka wskazata, ze materiat do badan post mortem
pochodzit z Zaktadu Medycyny Sadowej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum i byt
pobierany w trakcie sadowo-lekarskich sekcji zwtok. Nie wykazata natomiast, czy ten etap badan
prowadzony byt zgodnie z Zarzadzeniem nr 9 Prorektora Uniwersytetu Jagiellonskiego ds. Collegium
Medicum z 26 lipca 2019 roku w sprawie: wprowadzenia Regulaminu pobierania tkanek lub/i
narzagdéw ze zwtok ludzkich w celach naukowych oraz na potrzeby prowadzenia prac badawczych z
zakresu nauk medycznych w trakcie przeprowadzanych sekcji sgdowo-lekarskich w Pracowni
Ekspertyz Sadowo-Lekarskich Katedry Medycyny Sgdowej Uniwersytetu Jagiellonskiego — Collegium
Medicum. Analizujgc zatgcznik do tego zarzadzenia nasuwa sie pytanie, czy wypetnione zostaty
tacznie wszystkie warunki umozliwiajgce pobranie materiatu, w tym - czy badanie prowadzone byto
po uzyskaniu zgody witasciwej komisji bioetycznej? W tym rozdziale pracy doktorskiej, w czesci B,
Doktorantka zaznacza, ze badania na zwierzetach wykonano na podstawie zgody Il Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie, wyrazonej Uchwatg nr 231/2017, brak
natomiast analogicznej informacji dotyczacej zgody Komisji Bioetycznej UJ na badania tkanek
ludzkich post mortem.

- W rozdziale Ill pracy zabrakto tez bardziej szczegdtowej informacji dotyczacej grupy kontrolnej
uzytej w badaniach post mortem (np. przyczyna zgonu).

- W rozdziale Ill, w podrozdziale 2.1.2, str. 34, wskazano, ze badania na modelu zwierzecym

prowadzono w warunkach bez wzbogacenia srodowiska. Doktorantka zaznacza, ze wzbogacenie
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Srodowiska mogtoby wptyngé na koncowy wynik doswiadczenia i uniemozliwitoby weryfikacje
poprawnosci jego przeprowadzenia. Szkoda, ze nie rozwineta tej mysli, ewentualnie cytujac literature
potwierdzajgcyg zasadnos¢ niestosowania elementdw wzbogacajacych w warunkach prowadzonego
doswiadczenia. Stad moja prosba o komentarz w tej kwestii.
- Rozdziat lll, podrozdziat 2.1.3, str. 35 - po zakoriczeniu operacji zwierzeta otrzymywaty podskdrnie
Metacam jako srodek przeciwbdlowy i przeciwzapalny. Metacam to nazwa firmowa leku o nazwie
meloksykam, a nie jak pisze Doktorantka metoksyny.
- Podanie badanych zwigzkéw. Co byto powodem nieuwzglednienia w schemacie eksperymentu
podania jednorazowego (R,S)-sulforafanu - dlaczego Doktorantka zdecydowata sie tylko na podanie
14-dniowe testowanych substancji? Czy sg jakies dane literaturowe wskazujgce ze sulforafan
wykazuje (lub nie) aktywnos¢ po podaniu jednorazowym?
- Czy Doktorantka moze wyjasni¢, dlaczego w schemacie doswiadczenia zaplanowata poréwnania
wytgcznie w obrebie grupy myszy poddanych operacji pozorowanej (sham) i myszy poddanych
zabiegowi chirurgicznego usuniecia opuszek wechowych? Czy zasadnym bytoby zwalidowac uzyty
model poprzez uwzglednienie dodatkowej grupy kontrolnej, nie poddawanej operacji pozorowanej,
tak, aby wykluczy¢ ewentualne rozbieznosci wynikajace z samego zabiegu chirurgicznego?
(Lit.: de Almeida RF, Pocharski CB, Rodrigues ALS, Elisabetsky E, Souza DO. Guanosine fast onset
antidepressant-like effects in the olfactory bulbectomy mice model. Sci Rep. 2020 May
21;10(1):8429. doi: 10.1038/541598-020-65300-w)
- Analiza statystyczna wynikéw — Doktorantka wskazata, ze w czesci B pracy do analizy statystycznej
uzyfa jednoczynnikowej analizy wariancji oraz testu post hoc Bonferroniego, podczas gdy w rozdziale
IV, na stronach 50 (Ryc. 11) i 52 (Ryc. 13) napisata, ze dane analizowata za pomocg testu t-Studenta.

3. Wyniki — w tej czesci pracy nalezatoby doprecyzowac opis niektdrych uzyskanych rezultatéw:
- Str. 45 i 46 - w tekscie brak odniesienia do Ryc. 8B, C, E, F, H, |, J.
- Str. 46 - brak odniesienia w tekscie do Ryc. 9B, D, G oraz do Ryc. 10.
- Str. 52: Doktorantka napisata, ze ,zabieg usuniecia opuszek wechowych spowodowat u myszy
istotne wydtuzenie latencji oraz znamienne obnizenie liczby i czasu podejmowanych czynnosci
pielegnacyjnych”. Wskazuje, ze wyniki te zaprezentowata na Ryc. 14. Te wyniki raczej przedstawiono
na Ryc. 13A-C, natomiast Ryc. 14 dotyczy drugiego punktu czasowego, w ktérym wykonano test
czynnosci pielegnacyjnych — po podaniu badanych zwigzkéw.
- Str. 56 - w tekscie brak odniesienia do Ryc. 17D

- W tekscie brak odniesienia do Ryc. 25.
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- W niektérych miejscach rozprawy Doktorantka odnosi sie w opisie wynikdw do rezultatéw
nieznamiennych statystycznie (np. na str. 61), podczas gdy w innych miejscach nie robi tego (np. str.
43 - Ryc. 6B, str. 56 — Ryc. 17D).
4. Dyskusja:
- Dyskusja jest prowadzona w sposéb wnikliwy, chociaz zabrakto w niej wyjasnienia, dlaczego w
badaniach behawioralnych uzyto testu czynnosci pielegnacyjnych a nie na przyktad testu

wymuszonego ptywania, czy testu zawieszenia za ogon.

Drobne uwagi redakcyjne

Pragne zaznaczyg, ze ponizsze uwagi redakcyjne nie maja istotnego wpltywu na ocene merytoryczng
pracy i nie komplikuja jej odbioru.

- Opis Ryc. 21 na str. 62 — niepotrzebny symbol » p < 0.05; podobnie w opisie Ryc. 22 - symbol
** p <0.01 jest zbedny.

- Na str. 63 — opis ,Analiza Real-Time PCR nie wykazata istotnych zmian w poziomie mRNA gendéw... w
hipokampie...” — opis dotyczy Ryc. 24A-E (a nie 23A-E).

- Opis pod Ryc. 23 - zbedne sg symbole ** p < 0.01, » p < 0.05 i A p < 0.01, natomiast brak
uwzglednienia symbolu A2 p < 0.001; z kolei w opisie Ryc. 24 niepotrzebnie wprowadzono symbole:
**p<0.01, M p<0.01.

- Opis na str. 63-64 i Ryc. 23 - poziom mRNA genu Grin2b w korze czotowe]j pokazano na Ryc. 23C a
nie 23B, podobnie na Ryc. 24 - poziom mRNA genu Grin 2b pokazano na panelu C, a nie jak pisze
Doktorantka na panelu B.

- Praca napisana jest poprawnym jezykiem, jedynie w niektérych miejscach pojawiajg sie bfedy
literowe (np.str. 3,4, 6, 7,9, 14, 16, 20, 25, 31, 33, 34, 36, 40, 42, 56, 67, 73-77, 79, 81, 84, 92, 93).

- Dyskutujgc wyniki zawarte w rozprawie doktorskiej Doktorantka wielokrotnie uzywa sformutowan
takich jak ,nasze badania”, ,badania wykonane przez nas”, ,nasze doswiadczenia”, itp. Majac
Swiadomosc, iz prowadzone obecnie badania farmakologiczne sg badaniami interdyscyplinarnymi, w
ktorych prowadzenie zaangazowane sg cate zespoty badawcze i niemozliwym bytoby wykonanie ich
przez jedng osobe, recenzent zauwaza, iz w rozprawie doktorskiej, dla podkreslenia istotnego wktadu
pracy Doktorantki, bardziej wtasciwe bytoby uzywanie formy bezosobowej, np. “badania wykazaty”,
,wWyniki przeprowadzonych badan wskazujg na...”, ,,wyniki przeprowadzonych doswiadczenr”, itp.

- Skroty wyjasnione przy pierwszym uzyciu powinny by¢ konsekwentnie uzywane w dalszych
czesciach pracy, np. na str. 22 — SFN, a w kolejnych rozdziatach pojawia sie petna nazwa — sulforafan;

na str. 75 ,,OB”, a dalej — na str. 76 ,usuniecie opuszek wechowych”; str. 80 — ,,CORT” a dalej

10



COLLEGIUM MEDICUM
WYDZIAL FARMACEUTYCZNY

Qx“ UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
,kortykosteron”, str. 87 - wyjasnienie skrétéw TAC i SOD, ktére juz wczesniej byty uzywane i
objasniane.
- Termin ,,uktad glutaminergiczny” (str. 83) — poprawnym terminem jest ,,uktad glutaminianergiczny”
(w ktérym przekaznikiem jest glutaminian).
- Tytuty tabel powinny znajdowac sie nad tabelami a nie pod nimi.
6. Ogdlna ocena rozprawy
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, ktdrej autorka jest mgr inz. Patrycja Panczyszyn-
Trzewik skupia sie na bardzo interesujgcym zagadaniu naukowym jakim jest zwigzek depresji ze
stanem zapalnym, stresem oksydacyjnym oraz szlakiem zaleznym od czynnika transkrypcyjnego Nrf2.
W mojej ocenie badania sg ciekawe, szczegdlnie z uwagi na potaczenie wynikéw badan na tkance
ludzkiej z badaniami w modelu zwierzecym. Sg one wazne nie tylko z naukowego, ale i potencjalnie
uzytecznego punktu widzenia, poniewaz wskazujg na mozliwe wykorzystanie uzyskanych wynikéw do
dalszych badan przyczyn powstawania zaburzen depresyjnych. Mogg tez by¢é pomocne w wytyczaniu
kierunkéw poszukiwania nowych lekéw przeciwdepresyjnych.
Cele zatozone na wstepie pracy byty konsekwentnie realizowane i w mojej ocenie zostaty osiggniete.
Doswiadczenie Doktorantki w zakresie wykorzystania réznych metod badawczych, szczegélnie testow
behawioralnych i analiz biochemicznych, wskazujg jednoznacznie na Jej zaawansowang wiedze
dotyczacg tematyki opisanej w pracy. Na podkreslenie zastuguje fakt logicznego zaplanowania
zestawu doswiadczen, ktére pozwolity zweryfikowaé postawione hipotezy badawcze. Rozprawa
wnosi istotny wktad naukowy w problematyke patogenezy depresji, a Doktorantka wykazata sie nie
tylko praktyczng umiejetnosciag prowadzenia badan naukowych, ale i zdolnoscig wnikliwej dyskusji

dotyczacej rédznych aspektdw powstawania zaburzen depresyjnych.

Podsumowujac, uwazam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska, ktérej autorka jest mgr
inz. Patrycja Panczyszyn-Trzewik spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez
Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z
péin. zm.). Dlatego stawiam wniosek o przyjecie i dopuszczenie przez Rade Naukowg Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie pracy doktorskiej mgr inz. Patrycji Panczyszyn-
Trzewik do publicznej obrony.

Jednoczesnie, z uwagi na range podjetej tematyki, kompetencje Doktorantki, nowatorski charakter
prowadzonych badan, umiejetnos¢ prowadzenia interesujgcej dyskusji oraz znaczenie uzyskanych
wynikéw dla rozwoju badan nad depresja, zwracam sie z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani
mgr inz. Patrycji Panczyszyn-Trzewik zatytulowanej ,Znaczenie stanu zapalnego i stresu
oksydacyjnego w patogenezie depresji — badanie roli nuklearnego czynnika transkrypcyjnego
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Nrf2”, wykonanej pod kierownictwem naukowym Promotora, Pana prof. dr. hab. Gabriela Nowaka
i Promotora pomocniczego, Pani dr hab. Magdaleny Sowa-Ku¢my.
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