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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Joanny Dunackiej

pt. “Wpilyw réznic w aktywnosci lokomotorycznej i reaklywnosci stresowej u szczuréw na
rozw6j zaburzeri kognitywnych i depresyjnych oraz efektywno$é terapii z uzyciem
insulinopodobnego czynnika wzrostu — 1 w streptozotocynowym modelu choroby
Alzheimera”.

Choroba Alzheimera (AD) jest chorobg cywilizacyjna, kidrej czestotliwosé wystepowania
wzrasta w szybszym tempie, co w duZej mierze zwigzane jest z wydituzeniem éredniej przezycia
wielu spoteczenstw. Pomimo ,populamosci” AD, podtoze dominujgcej - sporadycznej postaci tej
choroby pozostaje nadal niewyjasnione. Co wiecej, pojawiaja sie doniesienia wskazujace na
niedoskonato$ci dotychczasowych hipotez, kiére na przestrzeni wielu lat poszukiwar
badawczych probowaty zdefiniowa¢ podioze tego schorzenia. Obecnie sugeruje sie, ze
patogeneza AD jest wieloczynnikowa i zréznicowana, a wieloptaszczyznowe deficyty
implikujace pojawienie si¢ sporadycznej postaci tego schorzenia najczesciej w péZnym etapie
zycia, modyfikowane sg na wielu wczeéniejszych etapach jej rozwoju, a wiec na diugo przed
manifestacja objawow klinicznych. Z tego powodu temat badawczy podjety przez mgr Joanne
Dunacka jest aktualny i bardzo wazny. Giéwng ideg rozprawy jest bowiem préba poszukiwania
nowych terapii choroby Alzheimera z jednej strony, a analiza wptywu réznic behawioralnych i
wrazliwosci na stres na jej pojawienie sig i tempo rozwoju w poszczegdlnych etapach zycia z
drugiej, uzupetniajgc dotychczasowe poszukiwania podtoza tej patologii. Badania te wpisujg sie
doskonale w obszar zainteresowan naukowych realizowanych w Katedrze Fizjologii Zwierzat i
Cztowieka Uniwersytetu Gdanskiego przez Panig promotor dr hab. Danute Lewandowska.

Formalna i merytoryczna ocena rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jest bardzo obszernym dzietem
liczacym az 268 stron. Napisana zostata w formie hybrydowej igczac znaleziska opublikowane
w trzech oryginalnych pracach oraz wyniki doswiadczen jeszcze nieopublikowanych.
Przedstawione wyniki stanowia catos¢ i wskazujg na gruntowne opracowanie podjetej przez
Doktorantke problematyki. Nalezy podkreslic, iz we wszystkich trzech pracach oryginalnych mgr
Dunacka jest pierwszym autorem. Co wiecej analizujgc oéwiadczenia wspétautoréw wnioskuje o
znaczgcym wktadzie Doktorantki w powstanie tych prac zaréwno na etapie planowania,
wykonywania badan, analizy wynikow czy wreszcie przygotowywania manuskryptow i




przeprowadzeniu ich przez proces redakcyjnej korekty. W konspekcie rozprawy zgodnie z
wymaganiami nie zabraklo Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, a takZze rozdzialéw
takich jak Wstep, Opis metodyki wraz z wynikami jeszcze niebpubﬁkowanymi, Dyskusja,
Podsumowanie i Whnioski oraz Pismiennictwo. :

Rozdziat Wsltep jest obszerny i doskonale wprowadza w przedmiot rozprawy.
Znajdujemy w nim charakterystyke choroby Alzheimera z wyszczegolnieniem obrazu zmian
histopatologicznych oraz opisem deficytow behawioralnych obserwowanych w jej przebiegu.
Autorka zwraca uwage na dwoistos¢ wspétwystepowanie niektdrych zaburzen psychicznych w
tym depresji | leku jako przyczyny lub wyniku zaburzen indukowanych przez rozwéj demencii
AD. Na kolejnych stronach przedstawiono role proceséw zapalnych zaréwno na obwodzie jaki i
w osrodkowym ukiadzie nerwowym, zmian w neurotransmisji oraz zaburzen sygnalizaci
insulinowej, a takze udziat stresu oksydacyjnego w obrazie patologicznym tego schorzenia. W
rozdziale tym zapozna¢ mozna sie takze z opisem wybranych modeli zwierzecych stuzgcych
badaczom do analizy etiopatogenezy i mechanizméw rozwoju tej jednostki chorobowej, a
szczegolng role poswiecono procedurze podania streptozotocyny (icv) - modelowi do indukgii
sporadycznej postaci AD. Koncowe strony poéwigcita Autorka opisowi insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1) jako narzedziu do modulacji deficytéw zwigzanych z AD. Caly
rozdziat Wsfep napisany zostat poprawnie, chociaz 'Autorka nie ustrzegia sie w nim
niedociggnie¢ interpunkcyjnych czy ortograficznych. Nie jestem takze pewna czy Doktorantka
piszac o interleukinie 1, miata faktycznie w kazdym wypadku na mysli podjednostke o, gdyz w
kilku miejscach brakuje doprecyzowania tej istotnej kwestii;chciatabym takze zapytaé na
podstawie jakich przestanek Autorka wnioskuje, ze ,CX3CL1 wydzielana przez neurony
indukuje prozapalna odpowiedz mikrogleju i zwiekszona synteze prozapalnych cytokin” przez te
komorki, skoro wiekszo$¢ danych wskazuje, ze o$ CX3CL1-CX3CR1 odpowiada za prawidiowe
interakcje neuronalno-mikroglejowe regulujgc balans homeostatyczny w mézgu; mam tez
watpliwosci czy w oparciu o przedstawione dane Doktorantka powinna definiowaé
jednoznacznie role szlaku Pi3K/AKT jako ,szlaku Wsplerajacego redukcje objawow AD", w mojej
ocenie jest to uproszczenie.

Na kolejnych stronach rozprawy mgr Dunacka prZedstawE’ra w sposob jasny i klarowny
Cel i Hipotfezy pracy doktorskigj kiére obejmowaty:

- zbadanie wptywu roznic osobniczych w aktywndéci lokomotorycznej jako wyznacznik
wrazliwos$ci na stres w podatnosci na rozwoj sporadycznej postaci AD (sAD) i deficytéw pamieci
oraz zaburzen depresyjnych i lekowych;

- oceng wplywu dokomorowych podan IGF-1 w streptozotocynowym (STZ) modelu
postaci SAD na rozwoj patologii behawioralnych w tym zaburzen lekowych i depresyjnych oraz
deficyty pamieci;

- oraz korelacje efektywnosci terapii IGF-1 z poziomem aktywnosci zwierzat [wysoko
(HR) i nisko (LR) ruchliwe] na deficyty pamieci, zaburzenia lekowe i depresyjne w modelu sAD.

W rozprawie zamieszczono opis Mefodyki badar ‘nieopublikowanych, ktéry jest jasny i
generalnie wskazuje na wiasciwy dobdr narzedzi badawczych oraz technik do$wiadczalnych
przez Autorke. Tym niemniej chciatabym zapytaC czy faktycznie dobér zwierzat po pierwszej
weryfikacji behawioralnej byt ,Josowy” (str. 30), skoro w oparciu o testy behawioraine dokonano
podziatu na dwa fenotypy behawioralne HR vs LR? Co wigcej na Rycinie 1 nie oznaczono
prawidiowo wszystkich grup doéwiadczalnych w opisie czesci dotyczacej indukgcji modelu sAD




oraz procedury podania IGF-1. Chciatabym takze prosi¢ Doktorantke o komentarz dotyczgcy
przestanek zastosowania naprzemiennego schematu podan STZ oraz IGF-1 (po dwie dawki).

Kluczowe znaczenie dla ocenianej rozprawy maja wyniki w tym przedstawione w cyklu
opublikewanych artykutéw. Zostaly juz one podane ocenie i wnikliwej analizie przez redakcje
czasopism i niezaleznych recenzentow, a fakt ich opublikowania w prestizowych czasopismach
wskazuje na ich wysoka warto$¢ naukowa. Pierwsza z:prac cyklu (Dunacka J., Swigtek G.,
Wrona D) ,High behavioral reactivity to novelty as a susceptibility factor for memory and anxiety
disorders in streptozotocin-induced neuroinflammation as a rat model of Alzheimer’s disease”
opublikowana zostata w /nternational Journal of Molecular Science. Zastosowano w niej model
sporadycznej postaci choroby Alzheimera (AD) oparty na podaniu streptozotocyny (STZ, icv),
kidory zgodnie z dostepnym piSmiennictwem nasladuje aspekty sporadycznej postaci "u
pacjentéw prowadzac miedzy innymi do rozwoju w mébzgu opornosci insulinowej, zmian w
metabolizmie glukozy, nasilonej fosforylacji biatka tau, stresu oksydacyjnego., odpowiedzi
zapalnej oraz deficytow behawioralnych w tym zwiazanych z procesami pamieciowymi czy
wrazliwoscia lekowa. Wykorzystujac ten model Doktorantka wykazata zréznicowane,
zachodzace w przebiegu rozwoju patologii sAD zmiany. Co wazne, u szczurdw z wysoks
aktywnoscia ruchowa (HR) stwierdzono wieksza progresje choroby manifestujaca sie deficytami
pamigci referencyjnej i nasilonymi zaburzeniami lekowymi. Pokazano takze nasilenie
miejscowego procesu zapalnego w mozgu w podwzgdrzu (do oceny ktérego postuzyta analiza
llosci komorek mikrogleju z ekspresja antygenu CD68+) oraz zwickszong obecno$é ziogdw
amyloidu beta gtdwnie w jadrze pdtlezacym przegrody. Moj niedosyt budzi brak szerszej oceny
fenotypu komoérek mikrogleju w poszczegdlnych obszarach hipokampa | w innych
analizowanych strukturach moézgu, i mam watpliwo$¢ czy przeprowadzony pomiar tylko markera
CD68+ upowaznia do postulowania o nasilonym procesie zapalnym w mézgu
(.neurcinflammation”). Prosze takZze o doprecyzowanie jak ksztaltowaly sie w warunkach
bazalnych poziomy CD68+ w poszczegodlnych obszarach hipokampa oraz pozostatych
strukiurach, gdyz nie znalaztam tych warto$ci dla poréwnan przeprowadzonych i zilustrowanych
na rycinie 4.

W skiad cyklu wchodzi takze praca opublikowana w periodyku Pharmaceuticals
(Dunacka J., Grembecka B., Majkutewicz ., oraz Wrona D.} zatytutowana ,Central insulin-like
growth factor-1 ftreatment enhances working and: reference memory by reducing
neuroinflammation and amyloid beta deposition in a rat model of sporadic Alzheimer’s disease”
Autorka przedstawita w niej analize potencjatu IGF-1 na indukowane deficyty, podawanego we
wspomnianym juz powyzej modelu szczurzym. Wykazano, Zze neurotfrofina istoinie tagodzi
zaburzenia pamieci roboczej, a takze chociaz w umiarkowanym stopniu pamieci przestrzennegj
indukowane podaniem STZ. Podanie IGF-1 modulowato takZze proces zapalny, ale jedynie w
chszarze CA2 hipokampa. Jednoczesnie zaobserwowano zréznicowany wplyw IGF-1 na
poziom amyloidu beta w tym obnizenie ilosci ztogdow w regionie CA1, natomiast wzrost w
cbszarach CA3 oraz w zakrecie zebatym hipokampa. Mdje pytanie: jaki moze by¢ mechanizm
tlumaczacy te réznice i jakie moze mie¢ to znaczenie w kontekécie obserwowanych zmian w
testach pamieci? :

W ostatniej z prac wchodzgcych w skiad cykiu (Dunacka J., Grembecka B., Wrona D., ) ,Centraf
insulin-fike growth factor-1 induced anxiofytic and antidepressant effects in a rat model of
sporadic Alzheimer's disease are associated with the peripheral suppression of inflammation’
opublikowanej w Cells wykazano, ze podanie IGF-1 ma dziatanie przeciwdepresyine i
przeciwiekowe w tozsamym jak w pozostalych pracach paradygmacie doéwiadczalnym



Doktorantka postuluje takze, Ze podanie neurofrofiny moduluje poziom komoérek ukiadu
odpornosciowego oraz jego mediatoréw — cytokin indukujgc supresje peryferycznej odpowiedzi
immunologicznej, a efekt ten zalezny jest od etapu progresji patologii w modelu sAD.

Na kolejnych stronach rozprawy Pani mgr Joanna Dunacka prezentuje wyniki dodatkowych,
nieopublikowanych jak dotychczas badan. Ich celem byta odpowiedz na pytanie czy réznice
osobnicze we wrazliwosci na stres mierzone poziomem aktywnosci lokomotorycznej mogs
modulowac efektywnoé¢ terapeutycznego dziatania IGF-1. Efekt neurotrofiny analizowano
poprzez oceng je] wplywu na deficyty pamieci oraz podatnoéé na zaburzenia depresyjne i
lekowe oraz parametry histopatologiczne w modelu sAD. Badania przeprowadzono
poréwnawczo w fazach bardzo wczesnej, wczesne] oraz pdznej patologii AD. Wartosé
merytoryczng tych badan oceniam wysoko. Podkresienia wymaga ich staranne i pracochionne
wykonanie, a szczegblnie przeprowadzenie i analiza wielu parametrow behawioralnych z
zastosowaniem baterii testow przeprowadzonych zgodnie z odpowiednimi zgodami komisji LKE.,
Analizy te Autorka uzupeinifa stosujac techniki immunofluorescencyjne oraz hematologiczne.
Zapoznajgc sie z uzyskanymi przez Doktorantkg wynikami chciatabym prosi¢ o
doprecyzowanie: ktéra forma amyloidu beta (zlogi amyloidu-beta vs oligomery amyloidu beta
(np. str 236) faktycznie analizowane byla z zastosowaniem wspomnianych technik; a takze czy
w opinii Doktorantki ocena poziomu CD68+ bez jednoczesnego zastosowania znakowania Iba-
1 pozwala na jednoznaczne stwierdzenie, ze obserwowane zmiany dotycza aktywowanych
komoérek mikrogleju majac na uwadze fakt iz CD68+ jest niespecyficzng proteing o wysokiej
ekspresji komérek linii monocytarnej w tym krazacych fagocytarmych komérek wedrujgcych do
osrodkowego ukfadu nerwowego np. makrfoagow w przebiegu proceséw zapalnych?

Przedstawiong w dysertacji Dyskusje zawarto na 20 stronach maszynopisu. Jest ona autorskim
opracowaniem Doktorantki prezentujacym Jej zaséb wiedzy, umiejetnosé wykazania spojnosci
cyklu prac, formutowania wnioskoéw i postugiwania sie pismiennictwem naukowym. Zwraca
uwage logiczna konstrukcja tej czesci rozprawy, obiektywizm interpretacji wynikow wtasnych
Autorki i prawidtowe odniesienie ich do dostepnego pismiennictwa. Interpretacja uzyskanych
wynikow i ich kierunek wskazujg na pozytywng weryfikacje postawionych przez Doktorantke
hipotez, chociaz méj pewien niedosyt budzi brak bardziej wnikliwej analizy molekularnej
mechanizméw obserwowanych zjawisk co, pozwolitobhy na ich jeszcze Ilepsze
udokumentowanie. Dyskusje konczy Podsumowanie i Wr:?ioski wynikajace z rozprawy wraz z
wyszczegolnionymi przez Doktorantke ograniczeniami przeprowadzonych badan, co $wiadczy o
dojrzatosci naukowej i obiektywizmie badawczym Pani mgr Dunackiej.

Podsumowanie i wnioski

Reasumujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Joanny Dunackiej
skupia sie¢ na interesujgcym zagadnieniu naukowym ‘dotyczacym wykazania wplywu
zréznicowania behawioralnego ocenianego poziomem aktywnosci lokomotorycznej oraz
reaktywnosci stresowej na rozwdj patologii po podaniu streptozotocyny u szczuréw. Jest to
praca wartosciowa i wnosi nowe spojrzenie na te zjawiska w przebiegu sporadycznej postaci
choroby Alzheimera oraz proponuje nows strategie terapeutyczna opartg o zastosowanie
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1, natomiast poczynione z obowiazku recenzenta
uwagi nie wplywajg istotnie na jej wartosé merytoryczng. Warto podkreslié, ze walory
poznawcze oraz aplikacyjne uzyskanych przez Autorke wynikéw zostaly juz docenione przez
recenzentow czasopism, gdyz stanowia one przedmiot trzech opublikowanych spéjnych
tematycznie prac, w ktérych mgr Joanna Dunacka jest pieMszym autorem. Dlatego z petnym
przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt.” Wpfyw réznic w akfywnodoci




fokomotorycznej i reaktywnosci stresowej u szezuréw rja rozwoj zaburzen kognitywnych i
depresyjnych oraz efektywno$c terapii z uzyciem insulinopodobnego czynnika wzrostu — 1 w
streptozotocynowym modelu choroby Alzheimera” speinia warunki okreslone w art.187 ust 1
i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz. U. z 2018r.
poz.1668 z pozniejszymi zmianami) i przedkladam Radzie Dyscypliny Nauki biclogiczne
Uniwersytetu Gdanskiego wniosek o dopuszczenie mgr Joanny Dunackiej do dalszych
etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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