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Rozprawa doktorska mgr Joanny Ewy Sowy dotyczy proby opisania wptywu
chemokin CXCL12 i CX3CL1 na transmisje synaptyczng oraz na wiasciwosci elektrofizjologiczne
neurondw jadra podstawno-bocznego (BLA) i Srodkowego (CeA) ciata migdatowatego. Dodatkowo,
poprzez farmakologiczne hamowanie aktywnosci astrocytow oraz komdrek mikrogleju, oceniano
wptyw populacji tych komorek na elektrofizjologiczny fenotyp neurondw, indukowany interakcjg
CX3CL1/CX3CR1 oraz CXCL12/CXCR4. W odniesieniu do receptora CX3CR1 badano réwniez znaczenie
jego pobudzenia na procesy plastycznosci synaptycznej oraz kolokalizacje z markerami neuronalnymi
MAP2 i CAMKIlla. Przeprowadzone badania byty mozliwe dzieki zastosowaniu metody rejestracji
elektrofizjologicznej ex vivo pojedynczych neurondéw metodg whole-cell patch-clamp, ktorg
wykorzystano do oceny spontanicznych i miniaturowych pradéw  postsynaptycznych

(SEPSCs/mEPSCs/sIPSCs/mIPSCs) przed i po podaniu badanych chemokin.

Praca ma klasyczny ukfad, zawiera nastepujace czesci: Wstep, Cele pracy, Materiat i metody,
Wyniki, Dyskusje, Whnioski, Pismiennictwo oraz Suplement (zawierajgcy informacje dotyczace
aktywnosci naukowej Doktorantki oraz dane uzupetniajgce, zawierajgce szczegotowe wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw). Praca liczy 242 strony, 41 rycin, 12 tabel, 393 pozycje
aktualnego pismiennictwa.

Na wstepie chciatbym zaznaczyé, ze cata praca jest koherentna, napisana jezykiem
wskazujacym na bardzo dobrg i szerokg znajomosc¢ przez Autorke zagadnien z zakresu neuronauki, ze
szczegblnym uwzglednieniem elektrofizjologii. Wszystko to sprawia, ze pomimo specjalistycznej

tematyki, rozprawe czyta sie bardzo dobrze, chetnie zagtebiajac sie w kolejne etapy opisu badan.



Wstep formalnie podzielony jest na dwie czesci; w pierwszej Doktorantka precyzyjnie
omawia klasyfikacje, strukture i sygnalizacje uktadu chemokinowego, ze szczegélnym zwrdceniem
uwagi na funkcjonalne znaczenie komplekséw (chemokina/receptor) - CX3CL1/CX3CR1 oraz
CXCL12/CXCR4/ACKR3. W drugiej czesci, Autorka pochyla sig nad anatomig czynnosciowq (takze
w ujeciu elektrofizjologicznym) ciata migdatowatego gtéwnie w odniesieniu do kompleksu
podstawno-bocznego ciata migdatowatego (BLA), jadra centralnego (CeA) oraz neurondéw masy
wtraconej (ITCs). Nalezy pokresli¢, ze ta czes¢ rozprawy napisana jest na bardzo wysokim poziomie
merytorycznym. Doktorantka wykazuje ponadstandardowq biegtos¢ w doborze i poruszaniu sie
pomiedzy danymi literaturowymi, Scisle trzymajac sig zagadnien bgdacych przedmiotem badania.
Jedyna uwaga jaka mam na tym etapie dotyczy faktu, ze charakterystyka poszczegdlnych chemokin
jest prowadzona w sposdb rozdzielny , co moze powodowac przeSwiadczenie, ze ich efekty
biologiczne nie wynikaja z ich tacznego oddziatywania z komorkami OUN. Przy czym, Doktorantka ma
tego $wiadomos$¢ piszac —,Odpowiednio, neuroanatomiczne rozmieszczenie chemokin i
odpowiadajgcych im receptoréw, w tym opisanych powyzej CX3CL1/CX3CR1 i CXCL12/CXCR4/ACKR3
nakfadajq sie na siebie w wielu regionach prawidtowo funkcjonujgcego OUN, co sugeruje ich udziat w
lokalnej komunikacji, zwtaszcza w komunikacji miedzy neuronami a komérkami glejowymi”.

Cele pracy (opisane powyzej) zostaly zdefiniowane w sposéb precyzyjny, niebudzgcy
watpliwoéci co do zakresu stawianych pytan badawczych oraz oczekiwanych odpowiedzi.

W rozdziale Materiat i metody Doktorantka opisata, zgodnie z zasadami, przebieg i zakres
prowadzonych eksperymentéw w sposéb pozwalajacy na ich replikacje przez innych badaczy.
Szczegétowo opisala migdzy innymi: zagadnienia etyczne; populacje zwierzat uzytych
w doéwiadczeniach oraz zwigzki chemiczne wykorzystane w eksperymentach. Dodatkowo, bardzo
precyzyjnie zaprezentowata metodologie rejestracji elektrofizjologicznej whole-cell patch-clamp
pojedynczych neuronéw, w tym: przygotowanie tkanek do eksperymentéw, protokoty rejestracji,
sposéb analizy danych oraz elektrofizjologiczng identyfikacje i klasyfikacje neurondw w BLA i CeA.
Ponadto, opisano protokoty badania LTP i oznaczeri immunocytochemicznych w BLA oraz
zastosowane techniki statystyczne.

Przedstawiony opis metodologiczny daje petne przekonanie 0  poprawnosci
przeprowadzonych badar, w tym poprawnej identyfikacji badanych neuronéw. Przyktadowe zdjgcia
cech morfologicznych w podczerwonym, réznicowym kontrascie interferencyjnym (DIC) pozwalaja na
zobrazowanie skali trudnosci przedsiewziecia. Zakres uzytych technik badawczych wskazuje na
bardzo zaawansowany warsztat badawczy Doktorantki juz na tak wczesnym etapie rozwoju kariery
naukowej.

Niemniej analiza tej czes$ci dysertacji rodzi pewne kwestie wymagajace dopowiedzenia:



e \Wydaje sie, ze nalezy doprecyzowac selektywnos¢ obserwowanych efektéw podczas
zastosowania antagonistow receptorow CX3CR1 i CXCR4 (AZD8797 i AMD3100), ktdre byty
rozpuszczone w dimetylosulfotlenku (DMSQ), ktory sam moze modyfikowaé wtasciwosci
elektrofizjologiczne bton komaérkowych.

e Pewnego dopowiedzenia wymaga takie opis statystyki -,/stotnosc statystyczna zostata
ustalona na poziomie p = 0,05. "n" reprezentuje liczbe neurondw/plastréw uzytych w kazdej
grupie, podczas gdy "N" reprezentuje liczbe szczurdw w kazdej grupie”. Opis taki sugeruje, ze
w eksperymentach, kiedy n> N, zmiennos¢ miedzyosobnicza dla poszczegolnych oznaczen
mogtaby by¢ pozorna - poniewaz skrawki czesciowo pochodza od tego samego zwierzecia,
o okreslonym fenotypie elektrofizjologicznym.

e Uwzgledniajgc fakt, ze obserwowane efekty elektrofizjologiczne wywotane podaniem dwdch
dawek zastosowanych chemokin byty zréinicowane i nieliniowe, np. ,w zaleZnosci od
stezenia (2nM vs. 5nM), CXCL12 powodowat przeciwny trend w kierunku zmniejszenia lub
zwiekszenia czestotliwosci pobudzajgcych zdarzeri synaptycznych”, dlatego nalezy bardziej
szczegdtowo okreslic kryterium doboru badanych dawek. Moina sobie wyobrazi¢, ie

przyjecie innego zakresu dawek mogtoby prowadzi¢ do odmiennych konkluzji badania.

Otrzymane Wyniki (zardwno w czesci zasadniczej jak i w suplemencie) Doktorantka przedstawita
w sposob bardzo czytelny, postugujac sie odpowiednio wykresami i tabelami, co znacznie utatwia
Sledzenie i interpretacje otrzymanych rezultatéw. Duzym utatwieniem dla czytajacego jest
prezentacja wynikow w postaci boxplotow z wartosciami dla wszystkich pomiaréw oraz wykresy
przedstawiajgce proporcje odpowiedzi neuronow po aplikacji okreslonej chemokiny. Pozwala to na
stwierdzenie duzej heterogennosci otrzymanych wartosci parametrow pomiarowych co sugeruje, ze
by¢ moze, préba rozszerzenia populacji badanych zwierzat wspomagana statystycznym szacowaniem
liczebnos$ci proby, ufatwitaby interpretacje otrzymanych wynikdw. Mam tez przekonanie, ie
wzbogaceniem prowadzonych badarn bytaby ocena statusu elektrofizjologicznego BLA, CeA i ITCs po

jednoczasowym podaniu CXCL12 i CX3CL1, co bytoby blizsze rzeczywistym warunkom fizjologicznym.

Sumarycznie, otrzymane wyniki przedstawiajg sie nastepujgco:
e W BLA, podanie chemokiny CX3CL1 zwiekszylo prad progowy, prowadzac do
zmniejszonej pobudliwosci neurondw gtéwnych
o efektowi temu towarzyszyta ostabiona plastyczno$c¢ synaptyczna w synapsach
korowo-podstawnobocznych oraz zmniejszona czestotliwo$¢ spontanicznych

hamujacych pragdow postsynaptycznych (sIPSCs).



= efekty te blokowane byly w obecnosci antagonisty receptora CX3CR1,
AZD8797.
= zastosowanie inhibitora aktywnosci mikrogleju, minocykliny, blokowato

efekty podania chemokiny CX3CL1.

e W CeA, chemokina CX3CL1 zmniejszata opornos¢ btony komdrkowej neurondw
regularnie wytadowujacych sie (RS), co skutkowato spadkiem ich pobudliwosci.

o Spadek aktywnosci tych neuronéw spowodowat zmniejszenie sIPSCs
rejestrowanych w neuronach o péZnym poczatku wytadowania (LF).

o Efekty te byly blokowane w obecnosci antagonisty receptorow CX3CR1
(AZD8797) Iub po zahamowaniu aktywnosci komdrek mikroglejowych
minocykling.

= Fakt ten sugeruje, ze aktywnos¢ sieciowa CeA jest przynajmniej w czesci

modulowana przez aktywacje receptoréw CX3CR1.

e Podanie CXCL12 zwiekszyto pobudliwos¢ zaréwno neurondw RS jak i LF w CeA.

o podanie CXCL12 nasilato rowniez czestotliwo$¢ spontanicznych pobudzajacych
praddw synaptycznych rejestrowanych z neurondw RS.

o efekty te blokowane byly przez antagoniste receptora CXCR4, AMD3100.

o aktywacja receptorow CXCR4 zwiekszata takie czestotliwosé sIPSCs
rejestrowanych z neurondw RS.

o rejestracja z neurondw LF wykazata hamujgce dziatanie CXCL12 na amplitude
pradow GABA-ergicznych.

o Efekty te byly blokowane przez antagoniste receptora CXCR4, jak i przez
zablokowanie aktywnosci astrocytow podaniem fluorocytrynianu.

e Efekty podania CXCL12 w BLA nie uzyskaty istotnosci statystyczne;j.

Przewazajgca czes¢ Dyskusji robi bardzo dobre wrazenie, poniewaz w oparciu o biezaca
literature tematu, Doktorantka buduje spdjng interpretacje otrzymanych wynikéw. Dla przyktadu,
Doktorantka, z duzg sprawnoscig poradzita sobie z interpretacjg nieintuicyjnego wyniku dotyczacego
powoddw, dla ktorych uposledzenie LTP w BLA po podaniu CX3CL1 nie jest sprzeczne z ttumieniem
hamowania aktywnosci GABA-ergicznej.

Fragmentami mozna jednak odnies¢ wrazenie, ze sprawnosc interpretacyjna Doktorantki nie
znajduje pefnego wsparcia we wiasnych wynikach. Przyktadowo, rozbudowana analiza przyczyn

braku wptywu CX3CL1 na pobudzajgca transmisje synaptyczng w BLA, oparta m. in. o: zrdéznicowane



oddziatywanie adenozyny; dywersyfikacje sygnatdw pobudzeniowych i hamujacych w obrebie
samego BLA czy tez postsynaptyczny charakter dziatania CX3CL1, wydaje sie bardzo ciekawa, ale
nadmierna, w stosunku do faktéw wynikajgcych wprost z otrzymanych wynikéw. Podobng uwage
mozna odnies¢ do sformutowan typu ,Dlatego teZ, biorgc pod uwage dobrze udokumentowang
neuroprotekcyjng role CX3CL1 w innych strukturach modzgu, obnizona aktywnos¢ PCs wraz
z uposledzong LTP w BLA moze sugerowac anksjolityczne dziafanie CX3CL1.” O ile uwaga taka wydaje
sie nieco przedwczesna, wskazuje natomiast na ciekawy kierunek badawczy, w ktérym najbardziej
interesujgce wyniki otrzymane w trakcie przeprowadzonych eksperymentéw mozna bytoby

powt6rzy¢ z zastosowaniem zwierzecych modeli zaburzen lekowych i afektywnych.

Podsumowanie

Uwazam, ze Doktorantka podjeta sie bardzo ambitnego zadania polegajacego na probie
okreslenia mechanizméw i efektéw aktywacji receptoréw CX3CR1 i CXCR4 na przekaznictwo
nerwowe oraz wiasciwosci elektrofizjologiczne neurondw w dwéch jadrach ciata migdatowatego -
BLA i CeA, przy zastosowaniu precyzyjnych protokotéw elektrofizjologicznych, modyfikowanych
oddziatywaniami farmakologicznymi oraz technik immunocytochemicznych. Dziatania podjete przez
Doktorantke pozwalajg na jasne stwierdzenie neuromodulacyjnej roli chemokin CXCL12 i CX3CL1 w
procesie komunikacji pomiedzy neuronami a komaorkami glejowymi ciata migdatowatego, co stwarza
duzy potencjat do dalszych badan aplikacyjnych w zakresie zburzen neuropsychiatrycznych.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy skomplikowanego obszaru badan
naukowych, wymagajgcego zastosowania zaawansowanych technik analitycznych, pomimo tego Pani
mgr Joanna Ewa Sowa, zarowno w zakresie wiedzy teoretycznej jak i technik badawczych, porusza sie
w tym obszarze w sposéb ponadprzecietny. Chciatbym doda¢, ze wszystkie wymienione przeze mnie
uwagi majg charakter wytgcznie polemiki naukowej i nie zmieniajg mojej bardzo wysokiej oceny

catoksztattu przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej.

Wszystkie przedstawione argumenty w sposob bezsprzeczny wskazujg, ze Pani mgr Joanna
Ewa Sowa wykazata sie ponadstandardowag wiedzg teoretyczng w dyscyplinie oraz posiada
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych, tym samym, rozprawa doktorska
spetnia warunki okresSlone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (art. 219 ust. 1 pkt. 2).i spetnia wszystkie

wymagania stawiane pracom promocyjnym na stopien doktora.



W zwigzku z tym zwracam sie z wnioskiem do wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Farmakologii PAN w Krakowie o dopuszczenie magister Joanny Ewy Sowy do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego oraz z powodow wymienionych powyzej prosze o wyrdznienie pracy.
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