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Pt. ,Badanie ekspresji biatek zwiazanych ze szlakiem przekaznictwa
mézgowych receptoréw al adrenergicznych w zwierzecych modelach
depresji”

Rozwdj cywilizacji niesie ze sobg wzrost liczby przypadkéw choréb uktadu
nerwowego zwigzanych nie tylko z wydtuzeniem wieku, ale tez trudnosciami z
przystosowaniem sie do codziennych wyzwan wspétczesnego $wiata i poradzenia sobie z
nimi. Jednym z takich schorzen jest depresja, objawiajaca sie probami unikania
codziennych wyzwar poprzez wycofanie i zaniechanie dziatai, co czesto prowadzi do
gtebokiej utraty wiary w siebie, mysli samobdjczych, czesto konczacymi sig
samobdjstwem. Przypadki takie wymagaja interwencji lekarskiej i odpowiednich narzedzi
do ich leczenia .

Niepokojacy jest fakt, ze liczba ludzi cierpigcych na depresjeg stale rosnie, a wiek
chorych obniza sie. Dzisiaj moina spokojnie stwierdzi¢, ze depresja jest choroba
cywilizacyjng i jako taka wymaga szczegélnej uwagi i dziatan mogacych pomdc
zahamowac obserwowany wzrost zachorowan. W tym celu niezbedne jest opracowanie
skutecznej terapii i lekéw, a do tego doprowadzi¢ moze dogtebne poznanie
mechanizméw wywotujgcych depresje, zwlaszcza mechanizméw na poziomie
komérkowym.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Adama Bielawskiego wtacza sie
w nurt badan nad wewnatrzkomérkowymi, molekularnymi mechanizmami depresji i
udziale w nich jednego z receptoréw monoamin, bedacych jednym z gtdwnych celéw

dziatania stosowanych obecnie lekéw przeciwdepresyjnych.



Tematem prezentowanej pracy s3 badania nad zmianami w ekspresji oraz
szlakiem przekaZnictwa receptora al adrenergicznego z uwzglednieniem réinic
wynikajacych z jego podtypow.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma typowy uktad, liczy ponad 180
stron tekstu, zawiera 48 rycin i 27 tabel.

Pierwsza cze$¢ wstepu wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy, podajac
informacje na temat charakterystyki i epidemiologii depresji oraz stosowanych obecnie
lekdéw, zapoznajac czytelnika ze zwierzecymi modelami depresji stosowanymi w
badaniach naukowych oraz znanymi mechanizmami i szlakami przekaznictwa
neuronalnego, ktdre sg zaangazowane w stanach depresyjnych.

Autor podaje dane dotyczace wysokiej zachorowalnosci na depresje w krajach
Unii Europejskiej, szkoda tylko, ze dane te s3 sprzed ponad 6 lat. Epidemia Covid-19 i
wynikajace z niej obostrzenia spowodowaty gwattowny wzrost liczby oséb z depresjg nie
tylko w Europie ale i na calym s$wiecie. Mysle, ze warto by bylo uzupetnic¢ rozprawe
aktualnymi danymi, wedtug ktérych ilo$¢ przypadkéw depresji w UE wzrosta z 4.5%
populacji w roku 2016 do 7.2% w 2022, nie méwigc o tym, ze gwattownie wzrést udziat
dzieci i mtodziezy.

W dalszej czesci wstepu znajdujemy informacje o stosowanych obecnie lekach
przeciwdepresyjnych i nieco wiecej informacji o leku stosowanym w prezentowanych w
rozprawie badaniach - imipraminie. W tej cze$ci wstepu zabrakfo ryciny przedstawiajacej
miejsca dziatania opisanych lekéw, ktora by znacznie przyblizyta temat czytelnikowi, ale
jest to tylko sugestia.

Nieco zamieszania wprowadzajg tez okreslenia ,up” i ,down” regulacja
(dopaminergiczna, serotoninergiczna), nie ze wzgledu na swoje dostowne znaczenie, ale
na brak wskazania konkretnego czynnika, ktéry miat by sie zmieniaé. Czy chodzi o
aktywnos¢ lub gestosé receptoréw czy moze zwiekszenie stezenia przekaznika?

Opis klasyfikacji, funkcji i rozmieszczenia receptorow adrenergicznych oraz opis
biatek biorgcych udziat w wewnagtrzkomérkowych szlakach uruchamianych przez
aktywacje receptoréw adrenergicznych oraz Rycina 2 dopetniajg czes¢ informacyjna

wstepu.



Uwaga do Ryc. 2 — strzatki faczace poszczegélne element ryciny sg rdine
(czerwone, i6tte pelne i przerywane). Czy jest to zamierzony efekt? Jedli tak to w
legendzie do ryciny powinien znaleZ¢ sie opis ich znaczenia.

Zatozenia i cel pracy wytyczaja $ciezke badawczg przedstawionej rozprawy i jasno
okreélajg iz autor spodziewa sie wyjasnié czy zaburzenia depresyjne wplywaja na
ekspresje biatek zwigzanych z przekazywaniem sygnatu generowanego przez receptory
al-adrenergiczne oraz ekspresje samych receptorow i czy podawanie odpowiedniego
leku o dziataniu antydepresyjnym bedzie miato wptyw na ewentualne zmiany.
Wymienione szczegétowe cele podaja listg biatek, ktorych ekspresja bedzie badana,
gtéwnie na poziomie mRNA, w dwdch réznych zwierzecych modelach depresji. W celach
szczegétowych w punkcie 3 zabrakto jednak informacji jakie biatka bedg badane w
grupach zwierzat poddanych leczeniu.

Rozdziat po$wiecony metodom zastosowanym w badaniach przedstawionych w
rozprawie, podaje bardziej szczegétowe informacje dotyczace uzytych zwierzgcych
modeli stresu/depresji, testu sacharozowego oraz sposobu podawania leku. Zaréwno
mysi model stresu manipulacji postnatalnej (czyli czasowego oddzielania od matki) jak i
szczurzy model chronicznego stresu w petni oddajg procesy prowadzace do
maksymalnego stresu i depresji.

Mam tylko mate zastrzezenia do opisu procedury testu sacharozowego w
paragrafie 3.1.1; umieszczenie go przed opisem stresu PSM wprowadza zamet i dopiero
Ryc. 3 uswiadamia czytajgcemu, ktére ze zwierzat poddawano temu testowi. tatwiej by
byto, gdyby kolejnos¢ paragraféw 3.1.1 o raz 3.1.2 byta odwrotna.

W dalszej czeéci rozdziatu zgrabnie opisane s3 zastosowanie metody
biochemiczne i molekularne, oraz odpowiedni do tych metod sposdb przygotowywania
materiatu biologicznego. Do tej czesci tekstu mam tylko jedng uwage - w czesci
poéwieconej autoradiografii receptoréw al-adrenergicznych zabrakto informacji
uzasadniajgcej uzycie znakowanej prazosyny i WB4101. Informacja, ze jeden z tych
zwigzkow jest selektywnym blokerem receptoréw al-adrenergiczne, natomiast drugi jest
antagonista receptora alB-adrenergicznego ufatwia zrozumienie metody. Mam tez

pytanie odnosnie naktadania ligandéw na preparat — czy oba zwiazki byty podawane



jednoczesnie czy najpierw WB4101 a potem znakowana prazosyna? Moze to mie¢ wptyw
na wigzanie znakowanego ligandu.

Wyniki prezentowane w Rozdziale 4 przedstawionej do oceny rozprawy sa
interesujace i jasno pokazuja, ze wywotana u zwierzat depresja prowadzi do zmian w
gestosci oraz ekspresji mRNA cafej puli receptorow adrenergicznych al oraz
specyficznych zmian w badanych podtypach. Zmiany gestosci odnotowano w obu
modelach zwierzecej depresji, jednak ich kierunek pokrywat sie jedynie w przypadku
wzgorza, gdzie odnotowano spadek w obu modelach.

W badaniach autoradiograficznych ilos¢ przeanalizowanych w tych
doswiadczeniach struktur moézgu wskazuje na zmudnos¢ pracy i niefatwe
przeanalizowanie obserwowanych zmian. Za to nalezy sie Doktorantowi duzy plus.

Przedstawione wyniki wskazujg tez na zmiany ekspresji mRNA biatek z grupy
biatek szoku cieplnego Hsp70 i Hsp90 i biatek z grupy Bcl-2 w obu modelach depresji,
jednak jak to pokazano w tabelach zamieszczonych w Dyskusji, brak jest korelacji migdzy
tymi wynikami i w kazdym modelu charakteryzuja sie one nieco innym wzorem. Pomiary
ekspresji biatek grupy G oraz ERK1/2 wykonano tylko w modelu chronicznego fagodnego
stresu, choé w obu wariantach; nie wykazaty one jednak znaczacych zmian. Podawanie
imipraminy w wariancie 8 tygodniowego stresu, mimo dobrego efektu behawioralnego,
nie zmieniato w zasadniczy sposéb ani ekspresji badanych receptoréw ani badanych
biatek, a jesli juz to gféwnie w grupie okreslonej jako nieodpowiadajaca behawioralnie
na stres.

Generalnie iloé¢ przedstawionych wynikow jest imponujaca, jednak ta czes$é
rozprawy jest petna btedéw edytorskich co sprawia, ze podoba mi sie najmniej (Zatgcznik
1). Ponadto musze zwrdci¢c uwage na biad, ktéry pojawit sie w opisie rycin
przedstawiajacych zdjeci autoradiograméw — Bregma jest anatomicznym punktem
orientacyjnym na czaszce w miejscu, w ktorym szew wiericowy przecina sie prostopadle
ze szew strzatkowym, od ktérego liczy sie pozycje struktur mézgu do przodu (+) lub do
tytu (-) przy przekroju koronalnym i okresla sig jako np. +1.20 mm od bregmy. Okreslenie
Bregma 1.20 mm nie jest wtasciwe.

Wielos¢ i réznorodnosé wynikéw badan przedstawionych przez Doktoranta w

prezentowanej rozprawie doktorskiej stwarza niewatpliwie trudnosci w ich interpretacji,



jednak doktorant poradzit sobie z tym wyzwaniem. Szeroka dyskusja, podparta dobrze
dobrang literaturg oraz trzema tablicami, w ktérych autor prébuje usystematyzowac
otrzymane wyniki wskazuje na umiejetnos¢ radzenia sobie z trudnym materiatem
naukowym i wyciggania odpowiednich wnioskéw z otrzymanych danych.

Jednak nieco zawiodta mnie czes¢ prezentujgca wiasnie te wnioski. Po
przedstawieniu 13 wnioskdw czastkowych, silnie opartych na otrzymanych wynikach,
zabrakto ogdlnego podsumowania, okreslajagcego jasno czy otrzymane wyniki
potwierdzajg gldwne zatozenia przedstawionej rozprawy czy tez sugerujg inng
odpowied?. Zamiast tego Uwagi Koncowe podsuwajg nastepne pytania i propozycje
badar majgcych dostarczyé wiecej wiedzy o udziale receptoréw al-adrenergicznych w
depresji i ewentualnym molekularnym celu przysztych, bezpiecznych lekéw
przeciwdepresyjnych.

Osobiscie uwazam, ze bardzo ciekawym watkiem prezentowanej rozprawy sg
wykazane zmiany ekspresji receptoréw adrenergicznych typu alB i interesowatoby mnie
bardzo jaka role odgrywajg w depresji wiasnie te zmiany.

Catoé¢ rozprawy doktorskiej wskazuje na dojrzatos¢ mgr Bielawskiego jako
badacza i na jego umiejetnos¢ radzenia sobie z trudnymi wynikami. Jednak wedtug mnie
doktorant powinien jeszcze popracowaé nad jasnoscig oraz systematycznoscig przekazu
przy pisaniu przysztych publikaciji.

Na koncu przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej znajduje sig spis 14
publikacji oryginalnych i przegladowych, ktére zostaty opublikowane w czasopismach o
miedzynarodowej renomie, w ktérych mgr Adam Bielawski jest wspétautorem. Znajduje
sie tam réwniez spis 41 doniesiefi konferencyjnych prezentowanych na konferencjach
miedzynarodowych i krajowych, w wiekszosci z nich mgr Bielawski jest pierwszym
autorem. Jest to dodatkowym dowodem, ze Doktorant jest doswiadczonym badaczem,
konsekwentnym w kierunku swoich badan.

Podsumowujac, chciatam zapewnié, ze wspomniane uchybienia w przedstawionej
do oceny rozprawie doktorskiej nie umniejszaja jej wartosci. Warsztat metodologiczny
Doktoranta wskazujacy na do$wiadczenie w prowadzeniu pracy badawczej oraz szeroka

znajomos$¢ literatury tematu dobrze rokujg na badawcza przysztosé Doktoranta.



W moim przekonaniu rozprawa doktorska mgr Adama Bielawskiego spetnia
warunki okreélone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 20R3 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003, nr
65, poz.595 z pdin. zm.).

Dlatego wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Naukowej o dopuszczenie mgr Adama Bielawskiego do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego wszczetego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o

zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

\\\_/‘,»\_,
Prof. Elzbieta Saliriska
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Zatacznik 1. do recenzji rozprawy doktorskiej mgr Adama Bielawskiego

Najwazniejsze btedy edytorskie i inne uwagi w rozdziale Wyniki:

1.

8.

9.

Tab. 8 C — warto$é¢ ekspresji mRNA receptora alD we wzgdrzu u zwierzat z grupy
CB jest znaczaco wyizsza niz w kontroli. Czy naprawde jest to wynik nieznamienny?
Str. 70 i 71 — w tekscie wspomniany jest spadek ekspresji mRNA Hsc73 i odnosnik
do Ryc. 11A — zmiany dotycza Hsc72. Podobnie — do zmian w ekspresji mRNA
Hsc90a przypisana jest Ryc. 12B odnoszaca sie do Hsc90B.

Str. 76 — w paragrafie 4.2.1.1. w drugim zdaniu ,grupa nie reagujaca na stres
(grupa stress reactive) — chyba powinno by¢ non-reactive

Ryc. 21 — dwa ostatnie panele zdje¢ powinny chyba by¢ podpisane stress/IMI resp
i stress/IMI non-redp, a nie sham/IMI resp i sham/IMI non-resp

Tab. 13B —ten sam bfad, ostatnia kolumna powinna by¢ stress/IMI non-resp

Str. 99 — w tekscie jest, ze 3 tyg. CMS nie zmieniat poziomu ekspresji Bcl-2 w
zadenej z badanych grup wzgledem kontroli, w Tab. 17 ekspresja Bcl-2 wzgorza w
grupie stress reactive jest prawie 150% kontroli — czy to btad?

Str. 105 —w pierwszym zdaniu brakuje fragmentu — jest ,, We wzgorzu 8 podawanie
IML...”

Ryc. 40B — opisy osi Y powinny byé jednakowe

Tab. 24A — brakuje danych z hipokampa — dlaczego?

10. Ryc. 43 — w legendzie btad podobny do Ryc. 21 — ,vs. Sham/IMI resp”
11. Ryc. 451 — panel zdje¢ D,E,F bardziej przypomina zdjecie hipokampa niz kory
12. Ryc.45 i 46 — jaki obszar hipokampa jest na zdjeciach?

W catym tekscie jest duzo literowek.



