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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Dunackiej pt. ,,Wptyw réznic w
aktywnosci lokomotorycznej i reaktywnosci stresowej u szczuréw na rozwaj
zaburzen kognitywnych i depresyjnych oraz efektywnosé terapii z uzyciem
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 w streptozotocynowym modelu

choroby Alzheimera”

Rozprawa doktorska mgr Joanny Dunackiej jest ciekawym opracowaniem z zakresu
neurobiologii/neuroimmunologii i doskonale wpisuje sie w tematyke badawczg od lat
rozwijang w zespole kierowanym przez dr hab. Danute Lewandowska, prof. UG,
promotorke niniejszej rozprawy

Autorka postawita sobie ambitny cel zbadania czy roznice we wrazliwosci na stres
wplyng na podatnosci na rozwdj wywotanej streptozotocyng sporadycznej postaci
choroby Alzheimera (sAD) i zwigzanych z nig deficytow pamieci oraz zaburzen
depresyjnych i lekowych oraz czy dokomorowe podanie insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1 (IGF-1) zapobiegnie deficytom pamieci i/lub zmniejszy poziom zaburzen
depresyjnych/lekowych towarzyszacych progresji sAD. Roéwnolegle badata takze
parametry immunologiczne/hemtaologiczne, w tym m.in. liczbe komorek CD68+ w
réznych strukturach mézgu i zmiany sktadu leukocytow we krwi obwodowej.
Zasadniczg cze$¢ rozprawy stanowig 3 oryginalne prace naukowo-badawcze. Prace
ukazat sie w latach 2024 i 2025, a ich fgczny IF wynosi 14,9. Co nie dziwi, prace te sg
wielo-autorskie, jednak na koncu pracy znajdujg sie wszystkie wymagane
oswiadczenia wspotautorow.

Majac na wzgledzie czaso- i pracochtonno$é badan, w tym przede wszystkim testow
behawioralnych, nalezy doceni¢ ogrom pracy wykonanej przez Doktorantke.

Oprocz wymienionych artykutéw badawczych na prace sktada sie: i) bardzo obszerny
wstep, i) opis metodyki eksperymentoéw, ktére nie znalazty sie publikacjach, i) wyniki
tych eksperymentow, iv) ogélna dyskusja wszystkich uzyskanych wynikow, V)
bibliografia, na ktorg sktada sie 260 pozycji, z ktérych ponad 36 % to pozycje z
ostatnich 5 lat.



Taka konstrukcja pracy bardzo utatwia prace recenzenta bowiem wchodzgce w sktad
rozprawy artykuty naukowe przeszly juz przed przyjeciem do druku skrupulatng
kontrole ze strony niezaleznych recenzentéw. A zatem przy wykonywaniu recenzji
moja uwaga w gtéwnej mierze byta skupiona na polskojezycznej czesci pracy, bedgce;j
autorskim opracowaniem samej Doktorantki, ujawniajgcym jej zas6b wiedzy,
umiejetnosci postugiwania sie pismiennictwem naukowym, wyciggania wnioskoéw i

samodzielnosé.

Wstep

W obszernym wstepie pracy Autorka charakteryzuje chorobe Alzheimera, z
uwzglednieniem jej potencjalnych przyczyn takich jak zaburzenia sygnalizacji
insulinowej i rozwéj neurozapalenia.

W dalszej czeéci wstepu opisuje zwierzece modele choroby Alzheimera i
charakteryzuje dokfadniej zastosowany w obecnej pracy model sporadycznej postaci
choroby Alzheimera, w ktérym zaburzenia powodowane sg domézgowym podaniem
streptozotocyny.

Bardzo wazne, w konteks$cie obecnej pracy jest takze poréwnanie szczuréow HR i LR,
roznigcych sie wrazliwoscig na stres oraz opis roli insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1 (IGF-1) w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN) oraz jego wptywu na
behawior zwierzgt. Wstep koriczg jasno sprecyzowane cele i hipotezy pracy.

Wstep jest ciekawy i dobrze wprowadza czytelnika w tematyke pracy. Znalaztam
jednak w nim kilka stwierdzen, ktore budzg moje watpliwosci:

1) Na str. 29 znajdujemy stwierdzenie: ,W przebiegu AD dowiedziono, ze pro-
zapalny, mafo ruchliwy typ mikrogleju pojawia sie w poblizu blaszek starczych, a wiec
jest mato skuteczny w zwalczaniu tych patologicznych ztogéw”. Wydaje sie, ze
rzeczywiscie w warunkach in vivo mikroglej nie wykazuje lub wykazuje niska
aktywno$¢ fagocytarna wzgledem AP, jednak na podstawie obecnosci w poblizu
blaszek starczych i aktywno$ci pro-zapalnej raczej nie mozna wnioskowac o jego matej
skutecznosci.

2) W tym samy podrozdziale znalaztam informacje, ze IL-8 tworzy $rodowisko
chemoatrakcyjne przyciggajgce mikroglej. Podczas gdy IL-8 jest typowg chemoking
zwotujgcyg neutrofile, a mikroglej nie posiada wigzgcych IL-8 receptorow CXCR1 i
CXCR2.



3) Dane literaturowe wskazuja, ze AR aktywuje sygnalizacje poprzez kompleks
receptorowy obejmujgcy TLR2/4/6. Jednak kontekst w jaki Autorka opisata role TLR4
w tym procesie, piszac, ze rozpoznaje LPS, nie jest dla mnie do korca jasny.

4) Nie zgadzam sie tez, ze stwierdzeniem, ze aktywacja szlaku PPAR-y promuje

synteze cytokin prozapalnych.

Metodyka

W tym podrozdziale Autorka opisuje metody wykorzystywane w badaniach, ktére nie
weszty w sktad publikaciji.

Mam do tej czeSci kilka uwag/pytan. Majgc na wzgledzie duzg liczbe skrétéw
zawartych w opisie eksperymentu na stronie 51 witasciwsze wydaje mi sie
umieszczenie tego opisu jak i ryciny 2, po szczegélowych opisach testow
behawioralnych (podrozdziaty 2.2-2.5).

Czy w przypadku badan ICC/IHC wykonano préby z pominieciem przeciwciat I-
rzgdowych. W przypadku tego typu barwien warto w metodyce podaé takze
temperatury, w ktérych dokonuje sie inkubacji skrawkow.

Dlaczego jako marker aktywacji mikrogleju wybrano CD68+? Jest to marker gtéwnie
zwigzany z fagocytozg i charakterystyczny nie tylko dla mikrogleju ale tez m.in.
monocytéw/makrofagéw. Czy Doktorantka wyklucza zatem mozliwo$é naptywu do
mozgu aktywowanych makrofagéw z obwodu? Z literatury wiemy, ze to one wykazujg
wyzszg aktywnosc¢ fagocytarng wzgledem ztogdéw amyloidu niz rezydentny mikrogle;j.
W przypadku oznaczenie stezenia interleukin w osoczu technikg ELISA dobrze bytoby

podac czutos¢ testu.

Oryginalne prace naukowo-badawcze

Tak jak juz wspominano zasadniczg cze$¢ rozprawy stanowig 3 oryginalne prace
naukowo-badawcze. Kazda z nich zostata w rozprawie poprzedzona polskim
streszczeniem.

Pierwsza z prac (Dunacka et al., 2024, IJMS) poréwnuje tempo progresji sAD u
szczurow HR i LR. Autorzy udowodnili w niej, ze szczury z wysokg aktywnoscia
ruchowa (HR) wykazujg wigkszg progresje sAD, mierzong wiekszymi deficytami
pamigci referencyjnej i zaburzeniami lekowymi oraz, ze tym zaburzeniom

behawioralnym towarzyszy zwigkszenie w okreslonych obszarach moézgu liczby



komorek CD68+ (co w pracy interpretowane jest jako aktywacja mikrogleju) i
odkfadanie ztogow B-amyloidu.

W polskim streszczeniu tego artykutu znajdujemy stwierdzenie, ze liczba
aktywowanych komoérek mikrogleju (CD68+), jak rowniez liczba ztogow B-amyloidu
(BA) w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) byly markerami neurozapalenia.
Wydaje mi sig, ze jest to stwierdzenie nieco na wyrost i ze lepiej bytoby wskaza¢, ze
podniesiona ekspresja CD68 byta wskaznikiem wzrostu aktywnos$ci fagocytarne;
mikrogleju (makrofagéw?), a liczba ztogéw amyloidu wskazywata na stopien rozwoju
sAD.

Ponadto w pracy zanalizowano ogéiny poziom aktywacji uktadu odporno$ciowego,
mierzono: liczbe limfocytéw T — catkowita i z podziatem na limfocyty Thi Tc, limfocytow
B i komérek NK w PBML oraz poziom IL-6 i IL-10 osoczu krwi. Podczas obrony
chciatabym prosi¢ Doktorantke o doprecyzowanie czemu te dwie cytokiny zostaty
wybrane do badan. Chciatabym sie takze dowiedzie¢ czemu do oznaczania liczby
limfocytow B uzyto jako markera CD45RA? Wydaje mi sie, ze bardziej specyficzny
bytoy w tym kontekscie antygen B220 (CD45R). W rozdziale materiaty i metody tej
publikacji znalaztam takze informacje, ze analiz procentowego udziatu réznych
populacji limfocytow dokonywano takze w zawiesinie komoérek pozyskanych ze
sledziony. W pracy nie udato mi sie jednak odszukaé wynikéw tych analiz.

W osoczu mierzono takze poziom kortykosteronu.

Wyniki pokazaty pewien stopien immunosupresji, co moze by¢, jak sugeruja Autorzy
pracy w dyskusji, zwigzane z poziomem/aktywnos$cig kortykosteronu.

Stwierdzono takze, ze wywotanie u szczuréw sAD powoduje zmiany obwodowych
wskaznikow hematologicznych i ze zmiany te sg zalezne od wrazliwosci zwierzat na
stres. | tak, u zwierzgt z grupy STZ HR stwierdzono we krwi nizszg liczbe erytrocytow,
nizszg zawartos¢ hemoglobiny, nizszy hematokryt oraz nizsze stezenie hemoglobiny
na wczesnym etapie sAD w poréwnaniu do zwierzat z grupy STZ LR.

Wyniki pracy sg ciekawe i spojne, chociaz w moim przekonaniu bytoby wygodniejsze
dla czytelnikow, gdyby w poréwnaniu wynikdéw pozyskanych od szczuréw HR i LR na
wykresach (a nie tylko w tabeli) uwzgledniac¢ nie tylko zwierzeta, ktérym podano STZ,
ale réwniez te potraktowane no$nikiem (z rozdziatem na HR i LR). Datoby to mozliwo$¢
szybkiego poréwnania kierunku i nasilenia zmian wywotanych STZ w tych dwéch

grupach.



Druga z prac (Dunacka et al., 2025, Pharmaceuticals) skupia sie na wptywie IGF-1 na
wywotane STZ zaburzenia pamieci przestrzennej i neurozapalenie. Stwierdzono w
niej, ze dokomorowe podanie IGF-1 w modelu sAD redukuje zaburzenia referencyjnej
pamieci przestrzennej. Zauwazono réwniez, ze ézczury potraktowane IGF-1 maja
nizszg liczbe ztogdw BA w rejonie CA1 hipokampa i nizszg liczbe komoérek CD68+ w
obszarze CA2 hipokampa, w poréwnaniu ze zwierzetami, ktérym nie podano tej
neurotrofiny. Na podkreslenie zastuguje wnikliwa dyskusja tej pracy, wskazujaca
réwniez na ograniczenia modelu.

Charakterystyke wptywu dokomorowego podania IGF-1 w modelu sporadycznej
postaci choroby Alzheimera Doktorantka kontynuowata w trzeciej zamieszczonej w
rozprawie publikacji (Dunacka et al., 2025, Cells). W tym przypadku skupiono sie na
wptywie IGF-1 na poziom anhedonii i zaburzen lekowych obserwowanych w sAD.
Dodatkowo badano nasilenie zapalenia obwodowego. Stwierdzono, ze w pbéznej fazie
sAD dokomorowe podanie szczurom IGF-1 zredukowato poziom zaburzen
depresyjnych i lekowych (mierzonych odpowiednio w testach preferencji sacharozy i
uniesionego labiryntu krzyzowego). Pokazano takze, ze IGF-1 obniza we krwi liczbe
leukocytow, w tym limfocytow (B i Th), komérek NK, monocytow jak i granulocytéw, a
takze stezenie IL-6 i kortykosteronu w osoczu.

Podczas obrony chetnie przedyskutuje z Doktorantkg potencjalny mechanizm, za
pomocg ktorego podany dokomorowo IGF-1 wplywa na liczbe poszczegoblnych

subpopulacji leukocytow i IL-6 w krgzeniu.

Wyniki nieopublikowane

Wartosciowym  uzupetnieniem rozprawy jest rozdziat zawierajgcy dane
nieopublikowane. Zapewne wygodniej dla czytelnika bytoby, gdyby metodyka (teraz
umieszczona po wstepie w rozdziale 2) znajdowata sie bezposrednio przed wynikami,
a rozdziat ten zamykat rodzaj krétkiego podsumowania. Rozdziat 3 jest bardzo bogaty
w wyniki, a najwazniejszym celem badan w tym przypadku byto sprawdzenia czy
ograniczenie zaburzen behawioralnych wywotanych STZ, w wyniku dziatania IGF-1,
zalezne jest od osobniczej wrazliwos$ci na czynniki stresowe, mierzone zréznicowang
aktywnoscig lokomotoryczng (HR vs LR). Badano zaréwno zmiany behawioralne, jak
i liczbe komoérek CD68+ i liczbe ztogdw amyloidu w réznych strukturach mozgu,
parametry hematologiczne, ze szczegélnym uwzglednieniem zmian w skiadzie

leukocytow krwi, a takze ogélne parametry takie jak masa narzadoéw limfatycznych.
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Stwierdzono, ze IGF-1 redukuje poziom zmian histopatologicznych w mézgu szczuréw
z sAD, a zjawisko to jest lepiej widoczne u zwierzat HR niz LR, Wywotane IGF-1
zmiany wptywajg pozytywnie na pamieé przestrzenna, a redukcja deficytow pamieci
jest skuteczniejsza w przypadku zwierzat o wiekszej wrazliwosci na stres.

Rozdziat jest bogato ilustrowany 15 rycinami (w tym 7 rycin ztozonych) i 17 tabelami.

Dyskusja

Pomimo, ze w kazdej z opublikowanych prac znajdujemy dyskusje wynikow,
Doktorantka pokusita sie o napisanie ogéinej dyskusiji, zbierajgcej wszystkie
opublikowane i nieopublikowane wyniki. Bardzo to doceniam, a ta czesé pracy podoba
mi si¢ najbardziej. Dyskusja jest napisana w spos6b jasny i kompetentny i wskazuje
na bardzo dobra orientacje w temacie i dojrzato$¢ naukowg Doktorantki. Wyniki
dyskutowane sg na tle dotychczasowej wiedzy, ale ta cze$¢ pracy wskazuje tez jasno
ograniczenia i dalsze kierunki badan. Zgadzam sie z Autorkg pracy, ze bardzo
warto$ciowym uzupetnieniem pracy bytoby pokazanie ewentualnych réznic pomiedzy
szczurami HR i LR z sAD w indukowanej IGF-1 neurogenezie. Wydaje sie, ze wazne
bytoby réwniez wykonanie u tych zwierzat pomiaréw nasilenia neurodegeneracji.
Dyskusje konczy 5 wnioskéw. Sg one w wigkszosci jasno sformutowane i znajduja
potwierdzenie w wynikach. Chociaz wniosek, w ktorym znajdujemy stwierdzenie
,Przywrocenie  zaburzonej sygnalizacji insulinowej we wczesnym stadium
sporadycznej postaci choroby Alzheimera, poprzez o$rodkowe podanie neurotrofiny
IGF-1 przywracajgcej prawidtowg sygnalizacje insulinowg we wczesnym etapie AD...”
wydaje mi sie zbyt ,zapetlony”.

W tym miejscu warto zauwazy¢, ze wyniki pokazujgce, ze przywrocenie zaburzonej
sygnalizacji insulinowej poprzez osrodkowe podanie IGF-1, we wczesnym stadium
sAD, zmniejsza deficyty pamigci przestrzennej, zaburzenia depresyjne/lekowe, a takze
redukuje liczbe ztogbw BA, obniza liczbe komoérek CD68+ w rejonie CA2 hipokampa
oraz wywotuje obwodowy efekt przeciwzapalny, wydaje sie mieé¢ potencjalne
znaczenie aplikacyjne.

Uzyskane wyniki zostaty w sposob ciekawy podsumowane na rycinie 19, chociaz
pewnie liczba umieszczonych na niej wynikoéw szczegotowych, bardziej niz schemat
podsumowujgcy, czyni z niej graficzny abstrakt pracy.

Trzeba réwniez wspomnie¢, ze jakkolwiek stwierdzenia na temat réznic w poziomie

biatek pro- i anty-apoptotycznych i szczelnosci bariery krew-mézg pomiedzy szczurami
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HR i LR sg ciekawe, na tym etapie maja jednak charakter raczej spekulatywny i
wymagatby weryfikacji eksperymentalne;j.

Na stronie 233 znajdujemy stwierdzenie: Glikokortykoidy indukujg apoptoze biatych
krwinek. W tym kontekscie nalezy jednak pamieta¢, ze sg tez takie leukocyty, ktérych
apoptoza jest hamowana przez glikokortykoidy.

Moje dodatkowe uwagi co do tej czesci pracy sg nastepujace:

1) Na stronie 230 komentujgc réznice hematologiczne Autorka pisze ,BY¢ moze
efekt ten byt spowodowany zmniejszong migracjg mediatoréw zapalenia z o$rodka na
obwod.” Podczas obrony poprositabym o bardziej szczegétowe wyjasnienie tego
zagadnienia.

2) Zarowno w opisie wynikow jak i w dyskusji Doktorantka wspomina, o obnizeniu
albo podwyzszeniu jaki§ parametréw zastrzega jednak, ze ,zmiana nie osiggneta
poziomu istotnosci statystycznej’. W moim przekonaniu nie mozna zatem moéwié o
zmianie, a jedynie o tendenciji i to pod warunkiem, ze w tym wypadku p miescito sie w
zakresie pomiedzy 0.05 a 0.1.

Pozostale uwagi

Zapewne z uwagi na duzy rozmiar pracy wkradly sie do niej btedy literowe, stylistyczne
I interpunkcyjne a takze niezreczno$ci jezykowe. Dobrym przyktadem czestego
wykorzystywania przez Doktorantke sktadni angielskiej jest zamieszczone we wstepie
(strona 29) zdanie: Gdy w OUN rozwinie sie patologiczny proces, mikroglej uruchamia
silng fagocytarng odpowiedz, prezentuje antygeny, jak réwniez syntetyzuje prozapalne
zwigzki. Zgodnie z polskimi zasadami gramatyki powinno ono brzmie¢: Gdy w OUN
rozwinie si¢ proces patologiczny, mikroglej uruchamia silng odpowiedz fagocytarng,
prezentuje antygeny, jak réwniez syntetyzuje zwigzki prozapalne. Pewne, ale

powtarzajgce sig problemy, miata Autorka takze z zapisem nie z imiestowami.

Whnioski koncowe

Rozprawe doktorskg Pani magister Joanny Dunackiej przeczytatam z duzym
zainteresowaniem i oceniam wysoko, a moje nieliczne i raczej drobne krytyczne uwagi
W niczym nie obnizajg jej bardzo dobrej oceny. W zwigzku z tym stwierdzam, ze
rozprawa ta spetnia warunki okreslone w artykule 187 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pézn. zm.).

Zwracam sie zatem z wnioskiem do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
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Gdanskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani magister Joanny Dunackiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Réwnoczesnie, majgc na wzgledzie oryginalno$é uzyskanych wynikow, fakt, ze zostaly

one w wigkszosci juz opublikowane oraz biorgc uwage bardzo duzy naktad pracy i

roznorodno$¢ uzytych technik badawczych, wnioskuje o wyréznienie pracy.

Z powazaniem,

h. %QANM(



