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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Adama Bielawskiego pt. ,,Badanie ekspresji
biatek zwigzanych ze szlakiem przekaznictwa mozgowych receptorow
aladrenergicznych w zwierzgcych modelach depresji”, wykonanej w
Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja, Polskiej Akademii Nauk, pod

kierunkiem prof. dr hab. Ireny Nalepy

Depresja nalezy do glownych zaburzen afektywnych i jest zlozong
choroba, nie tylko ze wzgledu na objawy, ale rOwniez na etiologie i podtoze
fizjologiczne. Chociaz choroba ta badana jest od wielu lat u ludzi i z
wykorzystaniem zwierzecych modeli u ssakow, a nawet bezkrggowcoOw,
mechanizmy wywolujace depresje nie sa do konca poznane. Obecnie
stosowane terapie depresji nie zawsze sg skuteczne, a moga wywotywac
niepozadane skutki uboczne. W rozwoju depresji stwierdzono wpltyw
czynnikow  psychicznych, S§rodowiskowych, jak rowniez podloza
genetycznego, a u chorych jak i zwierzat doswiadczalnych stwierdzono
zmiany poziomu wielu neuroprzekaznikow w moézgu, ich receptorow, a takze
zmiany morfologiczne neurondéw, zwlaszcza w korze przedczotowej,
hipokampie i ciele migdatowatym. Konsekwencja tych zmian sg silne
zaburzenia nastroju u chorych, smutek, mysli samobdjcze, pesymizm,
anhedonia, brak apetytu, zaburzenia rytmiki dobowej snu i czuwania,
uposledzenie uczenia si¢ i pamieCi, brak zdolnosci do normalnego

funkcjonowania.
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W rozprawie doktorskiej Doktorant starat si¢ zbada¢ role receptorow '::

UNIWERSYTET
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ERK1/2, niektorych biatek szoku cieplnego (Hsp) i apoptozy w depresji W KRAKOWIE

al-adrenergicznych, biatek G zwigzanych z tymi receptorami oraz biatek

wywolanej przez brak kontaktu z matka po urodzeniu (stres manipulacji
postnatalnej, PSM) u myszy i w depresji wywoltywanej tagodnym
chronicznym stresem (CMS) u szczuréw. Ponadto, Doktorant przetestowat u
szczurow poddanych CMS wplyw imipraminy, leku obecnie juz rzadko

stosowanego u pacjentow W leczeniu depresji. Zbadanie roli receptoréw al-

Wydzial Biologii
adrenergicznych polegalo na ocenic gestoSci podtypow receptorow ol- — Zm:
adrenergicznych (oua, ag | aip) i ekspresji genow kodujgcych te receptory w
wybranych strukturach mézgu myszy i szczura. Ponadto Doktorant zbadat »
poziom mRNA genéw kodujacych podjednostke o biatek Gg, G11, G1o, biatka AgEYRUE R on
anty-apoptotyczne Bcl-2, Bel-x| oraz pro-apoptotyczne Bax oraz bialka HSP: | 0Uef Blomeoycznyeh
Hsp72, Hsc73, Hsp90a i Hsp90b.

Zaktad Biologi

Rozprawa doktorska liczy 201 stron i ma nastepujacy uktad: spis tresci, wykaz Obrazowania Komorki
najwazniejszych skrotow, wstep (20 str.), zalozenia i cele pracy, materiaty i
metody (20 str.), wyniki (55 str.), dyskusja (30 str.), wnioski (13 wnioskow),
pismiennictwo (230 pozycji), streszczenie, summary, wykaz rycin (48), wykaz
tabel (27), lista publikacji i doniesien konferencyjnych Autora.

Odnosnie uktadu pracy, streszczenia w j. polskim i angielskim zwykle
umieszczone sa na poczatku pracy, po spisie tresci.

Lista publikacji i doniesien konferencyjnych wskazuje na duzg aktywnosc p.
mgr. Bielawskiego. Jednak w 11 oryginalnych publikacjach i 2 przegladowych
Doktorant nie jest autorem wiodacym (tzn. pierwszym lub ostatnim).
Pierwszym autorem jest natomiast w 2 publikacjach przegladowych oraz w 23
z 41 doniesien konferencyjnych. Czy te wyniki badan opisane w doniesieniach
konferencyjnych, w ktorych Doktorant jest pierwszym autorem, jeszcze si¢ nie

ukazaly?

Przedmiot i ocena rozprawy doktorskiej J0.387 K
U-30/ Krakow

We ,,Wstepie” rozprawy Doktorant opisal zagadnienia, ktore dobrze

wprowadzaja w jej tematyke. Opisat zwierzgce modele depresji, mechanizmy i



szlaki neuroprzekaznictwa zaangazowane W zaburzeniach depresyjnych,
stosowane leki przeciwdepresyjne oraz klasyfikacje i funkcje receptoréw ol-
adrenergicznych, szlaki przekazywania sygnatu w komoérkach od receptorow
al-adrenergicznych, role biatek apoptotycznych i szoku cieplnego w stresie i
depresji. Wstep zostal dobrze napisany pod wzgledem merytorycznym i
dowodzi szerokiej wiedzy teoretycznej Autora. We wstepie brakuje mi jedynie
informacji o wptywie depresji na plastyczno$¢ moézgu, synaptyczng i
neuronalng, ktora jest kluczowa dla funkcjonowaniu mézgu. Warto o tym
wspomnie¢, chociaz to zagadnienie nie byto przedmiotem rozprawy.

Cel pracy oraz cele szczegdtowe zostaly jasno przedstawione. We
wstepie zamieSzCzone sg dwie dobre ryciny (Ryc. 1 - Schemat uktadu
noradrenergicznego w mozgu szczura i Ryc. 2 - Szlaki przekazywania sygnatu
od receptorow al-adrenergicznych do wewnatrzkomérkowych biatek
efektorowych). W przypadku Ryc. 2 Doktorant nie podat, czy ta rycina jest
jego autorstwa, czy zapozyczona z innej publikacji.

W rozdziale ,Materialy i metody” Doktorant opisal procedury

behawioralne zwigzane z wywotywaniem stresu separacji od matki (PSM) u
myszy i chronicznego tagodnego stresu u szczurow. W przypadku PSM po
odstawieniu od matki, myszy przechodzity trening konsumpcji sacharozy, a
nastepnie test sacharozowy. W przypadku CMS szczury przechodzity trening
konsumpcji sacharozy, chroniczny stres (deprywacja wody i jedzenia,
przechylanie klatek o 45° przerywane o$wietlenie, moczenie $ciokki,
stroboskopowe oswietlenie) i podawanie imipraminy.
W obu rodzajach stresu, zastosowanie testu sacharozowego miato na celu
stwierdzenia anhedonii u badanych zwierzat. Gegstos¢ receptorow ol-
adrenergicznych badano metoda autoradiograficzng z zastosowaniem
[3H]prazosyny lub radioligandu i WB4101. W opisie metody
autoradiograficznej nie podano, dlaczego zastosowano te substancje. Tego
mozna si¢ dowiedzie¢ dopiero z dalszych rozdziatow pracy. Rejony mézgu, w
ktorych zbadano gesto$¢ receptorow przedstawiono szczegdtowo na Ryc. 5 i
6. Poziom mRNA genow badanych biatek badano metoda RT-PCR, a poziom
biatek metodg Western blottingu.
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Przeprowadzono rowniez badania lokalizacji biatek Hsp, Bcl2 i receptorow '::

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
analizowano w mikroskopie konfokalnym. Doswiadczenia zostaty prawidlowo W KRAKOWIE

al-adrenergicznych w neuronach metoda immunohistochemiczng, a wyniki

przeprowadzone, metody wyczerpujaco opisane W rozprawie.
W tym rozdziale nie znalaztam jedynie informacji o wieku szczurow, u
ktorych rozpoczeto adaptacje do warunkoéw doswiadcezalnych.

Na koncu rozdziatu M&M zamieszczono listg¢ uzytych odczynnikow i

buforow. ——
Wydzial Biologii
Rozdziat ,,Wyniki” jest najdtuzsza cze¢scig rozprawy. Doktorant opisat :
Nauk o Ziemi
spozycie sacharozy oraz gesto$¢ podtypow receptorow al-adrenergicznych w
wielu (16) strukturach mézgu myszy po stresie PSM i u zwierzat kontrolnych.
. . ;s . nstytut Zoolog
Ryc. 8 przedstawia przyktadowe autoradiogramy gestosci receptorow, ale na IRSLYRUE; Sopiom
zdjeciach nie zaznaczono roznic pomiedzy grupg kontrolng i CB (ten skrét nie ' Badan Biomedycznyeh

jest tez wyjasniony ani w wykazie skrotow, ani w legendzie rycin
przedstawiajacych wptyw stresu PSM na spozycie 0,5% roztworU sacharozy  7uuiad gioloq)
oraz autoradiogramy. Spozycie sacharozy bylo nizsze u zwierzat Obrazowania Komorki
doswiadczalnych, a gegstos¢ podtypow receptorow byta wyzsza lub nizsza w
réznych strukturach mozgu myszy w poréwnaniu z kontrolg. Wyniki
przedstawiono w tabelach i na wykresach. W badaniach zastosowano r6zna
liczbg zwierzat w grupach, w niektorych ,,n” byto rowne tylko 2 lub 3, co
moglo mie¢ wplyw na analize statystyczng wynikow. Z Kolei ekspresja genow
kodujacych podtypy receptorow al-adrenergicznych byta badana tylko w
trzech strukturach moézgu: korze przedczotowej, hipokampie i1 wzgbrzu.
Zmiany przedstawiono w Tab. 8 i na wykresie (Ryc. 10), jako procent
kontroli.
Podobng metodg zbadano ekspresj¢ gendow kodujacych wybrane biatka Hsp
konstytutywne i indukowane oraz biatka apoptotyczne. Prosze o wyjasnienie
nazewnictwa biatek Hsp, bo zwykle biatka Hsp konstytutywne okresla si¢ jako
Hsc, a indukowane jako Hsp, natomiast w pracy wymienione biatka maja
rézne nazwy.
W przypadku stresu CMS u szczurow przedstawiono wyniki wptywu o
3-tygodniowego CMS na spozycie 1% roztworu sacharozy oraz 8- 987 Krskan

tygodniowego CMS oraz podawania imipraminy na spozycie sacharozy. W



doswiadczeniach wyrdzniono grupe szczurOw reagujacych na stres oraz nie- '::
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imipraminy nie byl jednakowy, poniewaz nie wszystkie zwierzgta W KRAKOWIE

reagujacych, ale nie podano jak liczne byly to grupy. Podobnie wpltyw

odpowiedzialy na imipraming, ale nie podano, ile zwierzat odpowiedziato na
imipraming i1 spozycie roztworu sacharozy oraz powracato do poziomu grupy
kontrolnej. W opisie wynikéw spozycia sacharozy nie podano jednostek, ale
podane liczby prawdopodobnie odpowiadaja spozyciu sacharozy podanej w

gramach. Poniewaz byt to roztwor sacharozy, czy podane wyniki nie powinny

Whydzial Biologii
by¢ podane w ml? Autor podat w legendzie Ryc. 17, ze ,,Spozycie wyrazono T“ ' l L_L "
w wartosciach $rednich [g]+SEM masy spozytej sacharozy”. To zdanie N R
powinno raczej brzmieé: ,,Srednie spozycie sacharozy wyrazono w gramach”.

U obu grup do$wiadczalnych szczuréw zbadano ggsto$é podtypow receptorow  |Mstytut Zoologi

al-adrenergicznych. Ryc. 18 przedstawia przykladowe autoradiogramy grupy ' Badan Biomedycznych

kontrolnej (sham), reagujacej na stres (stress reactive) i niereagujacej (stress

non-reactive), ale réznice pomigdzy grupami nie sa zaznaczone i trudno jest .. . Biolog|

stwierdzi¢ na podstawie zdjec. B
U szczura gestos¢ receptorow zbadano w 20 strukturach mozgu, ale

zmiany pomigdzy powyzej wymienionymi grupami w gestosci receptorow ol-

adrenergicznych (wiazanie®H prazosyny) oraz a.1B-adrenergicznych (wiazanie

®H prazosyny i WB4101) w wickszosci struktur nie byly istotne statystycznie.

To $wiadczy o zmianach gestosci receptorow tylko w okreslonych strukturach.

Wpltyw CMS oraz imipraminy na gesto$¢ receptorow badano w 23 strukturach

moézgu w grupach: sham/sal, stress/sal/, sham/IMI, sham/IMIresp, sham/IMI

non-resp i rowniez istotnie statystycznie zmiany pomiedzy grupami nie byly w

wiekszosci istotne statystycznie.

U szczurdw po zakonczeniu obu procedur doswiadczalnych, w Kkorze

przedczotowej, hipokampie i wzgorzu mézgu zbadano poziom mRNA gendéw

kodujacych podtypy receptorow ol-adrenergicznych, podjednostki o kilku

biatek G (Gq, G11 i G12), wybranych biatek Hsp oraz biatek apoptotycznych.

Ponadto zbadano poziom fosforylacji kinaz ERK1/2 w korze przedczotowe;j i

hipokampie. G

W przypadku 8-tygodniowego CMS oraz podawania imipraminy zbadano

réwniez poziom wybranych bialek Hsp w korze przedczotowe;.



W ostatnim etapie badan wykazano lokalizacj¢ biatek receptorow ol- ':f
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hipokampa. Wyniki te zostaly przedstawione na dobrych zdjeciach z W KRAKOWIE

adrenergicznych, Hsp72 i Hsp90p oraz Bcl2 w neuronach kory mozgowej i

mikroskopu konfokalnego.
Doktorant przeprowadzit wszechstronne badania udziatu receptorow
ol-adrenergicznych  oraz  bialek  zaangazowanych ~w  szlakach

wewnatrzkomérkowych po aktywacji receptorow al-adrenergicznych w

odpowiedzi na stres PSM u myszy i CMS u szczura. Przeprowadzone badania  ywyzial Biologi
wykazaly roznice indywidualne u badanych zwierzat w odpowiedzi na stres i Nauk o Ziemi
imipraming 0raz roznice w gestosci receptorow ol-adrenergicznych w
roznych strukturach moézgu, w ekspresji genow i biatek zwigzanych z )
sygnalizacja wewnatrzkomorkowa. e

Badan Biomedycznych

Dyskusja
Dyskusja wymagata od Doktoranta dobrej znajomosci literatury  Zakiad Biolog
naukowej i duzej umiej¢tnosci interpretacji skomplikowanych wynikow, ktore | gnrazowania Komork:

uzyskatl w trakcie badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskie;.
Dyskusja podzielona jest na rozdziaty, w ktorych Doktorant omawia
wlasne wyniki na tle literatury naukowej, dotyczace dwoch modeli
zwierzecych depresji. Wszystkie zastosowane procedury i wyniki, zaréwno
pozytywne, jak i negatywne, sa wyczerpujaco omowione. Doktorant poréwnat
rowniez zmiany w iloéci receptorow ol-adrenergicznych i biatek w mézgu
myszy i szczura poddanych réznym Stresom, w réznych okresach zycia.
Rozprawa jest wartoSciowa pod wzgledem merytorycznym i
naukowym. Doktorant wykazat, ze stres pod wptywem separacji od matki u
myszy oraz chroniczny tagodny stres U Szczura, powoduje stan anhedonii i
zmiany ilosci receptorow ol-adrenergicznych w specyficznych strukturach
mozgu. Podawanie szczurom imipraminy w modelu CMS (8-tyg.)
powodowato przywrocenie ilosci receptorow oal-adrenergicznych, podobnej
do zwierzat kontrolnych. W obu modelach depresji stwierdzono réwniez
zmiany w poziomie mRNA i bialek zwigzanych z regulacja procesOW 54987 krakaw
neuroprotekcyjnych. Przedstawione wyniki wskazuja na umiejetnosé

prowadzenia samodzielnych badan przez Doktoranta, a dyskusja na



X
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Autor nie ustrzegt si¢ jednak bledow w tekécie pracy. Rozwinigcia W KRAKOWIE

umiejetnos¢ ich interpretacji. Rozprawa stanowi oryginalne podejscie

naukowe, wykazujace role receptorow al-adrenergicznych w depres;ji.

skrotow, ktore zostaty podane w wykazie najwazniejszych skrotow sg inne niz
te podane w tekscie pracy. W wykazie skrotow sa podane biedne nazwy np.
GABA jako kwas y-aminooctowy. Nie uwazam réwniez, aby byla potrzeba
wyjasniania takich skrotow jak godz., min., vs., PAN. W tekscie catlej

rozprawy sg tez liczne bledy literowe, sktadniowe, a nawet ortograficzne. To

Wydzial Biologii
jednak nie wptywa na wysoka ocen¢ merytoryczng i naukowa pracy. Mam —
Nauk o Ziemi
jedno pytanie do Doktoranta, dlaczego zastosowal imipraming, ktorej wptyw
byt juz szeroko badany, a nie inny lek obecnie uzywany w terapii depresji.
Instytut Zoologii

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr.
Adama Bielawskiego zawiera oryginalne wyniki, ktére poszerzaja nasza ' Badan Biomedycznych
wiedze na temat uktadu noradrenergicznego w depresji. Rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 1. 0 754124 Biologii
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003, nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.).

Obrazowania Komorki

W zwiagzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja, Polskiej Akademii Nauk, o dopuszczenie mgr.

Adama Bielawskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Elzbieta Pyza
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