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rozprawy doktorskiej Pani magister Anny Kobrzyckiej pt.

,O8rodkowe mechanizmy kompensacji dlugotrwalego uposledzenia
immunosensorycznej i immunosupresorowej funkcji nerwu btednego”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska poswiecona zostata badaniu
mechanizméw, ktére umozliwiajg komunikacie miedzy uktadem nerwowym i
immunologicznym po wytgczeniu jednego z gtéwnych szlakéw przekazywania informacji czyli
uszkodzeniu nerwu bfednego. Warto$¢ dysertacji podnosi fakt, iz badania zostaty wykonane
w ramach projektu badawczego finansowanego przez NCN, ktérego kierownikiem byt
promotor dysertacji dr hab. Marek Wieczorek, prof. UL.

W sktad przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej wchodzi praca przegladowa,
opublikowana w czasopi$mie Kosmos, publikacja opublikowana w czasopiémie J
Neuroinflammation o wysokim impact factor 8,322 i dwa manuskrypty, ktore ze wzgledu na
warto$¢ opisanych badan réwniez powinny zosta¢ opublikowane w wysokopunktowanych
czasopismach. A zatem, zaréwno sama tematyka badan, jak tez cze$¢ wynikéw wchodzacych
w sktad rozprawy zostaty juz pozytywnie ocenione przez recenzentéw tych publikacji. Warto
tez podkresli¢, ze Pani mgr Kobrzycka jest pierwszym autorem we wszystkich wymienionych
pracach.

Konsekwencje uszkodzenia czy obnizonej aktywnosci nerwu btednego obejmuja
szeroki zakres zjawisk, dotyczg réznych uktadéw czy narzadéw i tym samym potwierdzono,
ze mogg stanowi¢ wazny element etiologii wielu schorzen np. 1) neurodegeneracyjnych takich
jak choroba Alzheimera, choroba Parkinsona i epilepsja oraz 2) chorob o podtozu zapalnym:
choroba Crohna i reumatoidalne zapalenie stawoéw. A zatem znalezienie alternatywnych
mechanizmoéw kompensujgcych tego typu deficyt moze by¢ istotnym elementem opracowania
skutecznych metod terapeutycznych tych schorzen. Badania opisane w dysertaciji wpisujg sie
w ten nurt badawczy.

Publikacje i manuskrypty wchodzace w sktad rozprawy zostaty podsumowane w
komentarzu autorskim. Uktad tej czesci rozprawy jest typowy dla prac do$wiadczalnych.
Komentarz zostat podzielony na 7 rozdziatéw: 1. Wprowadzenie, 2. Cele i zatozenia badan, 3.
Metody badawcze, 4. Omoéwienie wynikdw, 5. Whnioski, 6. Streszczenie i 7. Pismiennictwo.
Cytowana literatura jest bogata (150 pozyciji!), co dowodzi dogtebnej analizy badanego tematu
przez doktorantke. Na szczegolne podkreslenie zastuguje estetyka przygotowania rozprawy:
przejrzysty, poprawny jezyk naukowy i schematy o duzej wartosci informacyjne;j.
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We wstepie rozprawy doktorantka bardzo czytelnie i jasno przedstawia problem
badawczy, zwracajgc szczegding uwage na te elementy, ktore staly sie podstawg do
sformutowania celéw pracy. Autorka omawia mechanizm odpowiedzi organizmu na infekcje
czy urazy mechaniczne, ktéra obejmuje rozwdj stanu zapalnego i behawior chorobowy, tzw.
sickness behawior. Ponadto przedstawia role nerwu btednego w komunikacji pomiedzy
uktadem odpornos$ciowym i nerwowym i konsekwencje jego uszkodzenia. We wstepie znalazt
sie rowniez opis dotychczasowych badan, ktére stanowity podstawe do sformutowania
hipotezy o istnieniu alternatywnych drog komunikacji miedzy uktadem nerwowym i
immunologicznym.

Prezentacje wiedzy doktorantki na temat funkcji nerwu bfednego stanowi pierwsza z cykiu
prac wchodzgcych w skiad rozprawy - praca przegladowa. W pracy tej dokonano przegladu
dotychczasowych badan nad udziatem nerwu blednego W mechanizmach
neuroimmunokomunikacji oraz przedstawienie anatomicznych i fizjologicznych przestanek o
jego aktywnosci immunosensorycznej. Te cze§¢ mozna uznac za szerokie wprowadzenie w
tematyke badan eksperymentalnych zawartych w pozostatych pracach wchodzacych w sktad
rozprawy.

Wstep w logiczny sposob prowadzi do kolejnej czesci rozprawy, czyli zatozen i celéw
podjetych przez doktorantke badan. Nadrzednym, gtéwnym celem pracy doktorskiej byto
okreslenie czy istniejg przestanki wskazujgce na istnienie mechanizméw kompensujgcych
brak immunosensorycznych i immunosupresorowych funkcji nerwu btednego,
obserwowanych trzydziesci dni po zabiegu wagotomii podprzeponowej. Autorka wskazuje, ze
ten cel zostat osiggniety badaniami opisanymi w pracy nr 2. Nastepnie wyrézniono 5 celow
szczegotowych do celu gtéwnego, réwniez wskazana jest praca nr 2. Na koncu sg
wyszczegolniono cele dodatkowe, i tu ich osiagnieciu postuzyty badania opisane w pracy nr 3
i 4.

Po przeczytaniu publikacji nie mam watpliwosci, ze jest to spéjny cykl dotyczgcy
konsekwencji uszkodzenia nerwu bfednego i wytypowania potencjalnych szlakow
alternatywnych dila regulacji stanu zapalnego i sickness behawior. Wedtug mnie cel gtéwny
powinien odnosi sie¢ do wszystkich badan, ktére tworza rozprawe doktorskg, a cele
szczegOtowe do kolejnych cykli badawczych prezentowanych w kolejnych pracach.
Wyréznienie ktéregos aspektu przeprowadzonych badan jest kwestia subiektywng, dla autorki
wyraznie kluczowe sg badania opisane w pracy nr 2, a dla mnie np. w pracy nr 3. Generalnie
cele sg sformutowane poprawnie, natomiast moje zastrzezenia dotyczg przyjetego spojrzenia
na badania na etapie formutowania celdw, tzn. uznanie ze praca numer 2 jest giéwna,
najwazniejsza, a pozostate sg dodatkowe. Wedtug mnie zasadne bytoby podkreélenie w
celach rozprawy spéjnosci przeprowadzonych badan, ktéra jak wspomniatam nie budzi
watpliwosci i zostata wykazana w oméwieniu wynikéw, gdzie wida¢ wyraznie, ze badania
przedstawione w poszczegdlnych pracach uzupetniajg sie wzajemnie i dajg peten obraz
zjawisk, ktére majg miejsce po wagotomii podprzeponowe;.

Metodyka przeprowadzonych badan, nie budzi zastrzezen. Byly to badania prowadzone
in vivo na modelu szczurzym. Zwierzeta zostaty poddane wagotomii podprzeponowej, po
eutanazji zwierzat, uzyskany materiat biologiczny poddano analizom z zastosowaniem takich
technik jak, HPLC, RT-gPCR, Elisa, analiza mikromacierzowa. U czesci zwierzat
przeprowadzono analize behawioru w te$cie uniesionego labiryntu krzyzowego (elevated plus
maze, EPM).

Dobrze przemys$lane, logicznie zaplanowane badania, a takze ich konsekwentna i
precyzyjna realizacja, przyniosty spodziewane efekty w postaci interesujgcych wynikow.
Autorka w sposob spéjny, logiczny oméwita je w komentarzu autorskim, konsekwentnie do
podjetych zadan badawczych. Natomiast chciatabym zwrécié uwage na te wersje
rozbudowang czyli publikacje, ktére czyta sie z ogromng przyjemnoscig i uznaniem dla bardzo
dobrze poprowadzonej argumentacji dla wyprowadzanych wnioskéw ze zrealizowanych
badan.

Wedtug mnie szczegélnie interesujgcym aspektem przeprowadzonych badan jest
mechanizm regulacji stezenia kortykosteronu po wagotomii podprzeponowej. Stezenie
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kortykosteronu jest markerem aktywnosci osi podwzgérzowo-przysadkowo-nadnerczowej (osi
HPA). Podczas infekcji wzrost uwalniania kortykosteronu $wiadczy o uruchomieniu waznego
mechanizmu przeciwzapalnego czyli o wzroscie aktywnosci osi HPA. Jest to kluczowe
zjawisko w przebiegu infekcji - stuzgce wygaszaniu wzmozonej aktywnosci ukfadu
odpornosciowego, ktora jest jak najbardziej zjawiskiem protekcyjnym, jednak diugotrwate
utrzymywanie sie takiego stanu jest niekorzystne i stwarza ryzyko sepsy, albo tez moze
skutkowa¢ rozwojem chordb autoimmunologicznych. Wagotomia podprzeponowa skutkuje
obnizeniem poziomu kortykosteronu w pierwszych dniach po zabiegu. Natomiast doktorantka
dowiodta, Ze pomimo wytgczenia szlaku komunikacyjnego z udziatem nerwu btednego 30 dni
po wagotomii u wigkszosci zwierzat zaobserwowano przywrdcenie petnej aktywnosci
wydzielniczej osi HPA. Obserwacja ta jest zgodna z hipotezg o intensyfikujgcych sie wraz z
uptywem czasu po zabiegu wagotomii, alternatywnych mechanizmach
neuroimmunokomunikacji. Weryfikacjg tych mechanizméw kompensacyjnych autorka zajeta
sie w kolejnym etapie badan i okazato sie, ze utrzymanie wzmozonej aktywnosci osi HPA
odbywa sie z udziatem transmisji GABA-ergicznej, ktora jest nasilona w podwzgérzu po
wagotomii. Autorka sugeruje, ze w wyniku wzrostu natezenia tej sygnalizacji dochodzi do
odblokowania uwalniania korykoliberyny (CRH) w podwzgorzu i ostatecznie na drodze
sprzezen zwrotnych - podniesienie poziomu kortykosteronu we krwi podczas stanu zapalnego
u zwierzagt z grupy poddanej wagotomii w stopniu podobnym do tego u zwierzat kontrolnych.
Pojawia sie pytanie o przyczyne wzrostu transmisji GABAergicznej po uszkodzeniu nerwu
btednego. Doktorantka wskazuje na zmieniong aktywnos$¢ ciat migdatowatych jako zrodta tego
zjawiska. Jest to ciekawa hipoteza i chetnie poznam argumenty, ktére wskazujg na takg
interpretacije opisanych zjawisk.

Kolejnym waznym aspektem pracy jest stwierdzenie wzrostu poziomu prostaglandyny 2
(PGE2, gtébwnego produktu indukowanych podczas stanu zapalnego cyklooksygenaz) po
indukcji stanu zapalnego u zwierzat poddanych wagotomii w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
Prostaglandyna ma kluczowe dla modulacji aktywnosci uktadu immunologicznego. Stad
odkrycie wzrostu PGE2 po wagotomii i jednocze$nie obserwacja zmienionego profilu
cytokinowego $wiadczg o tym, ze reakcja zapalna przebiega w inny sposéb niz u zwierzat
kontrolnych. Wedtug autorki szlaki komunikacyjne z udziatem prostaglandyny 2 moga
kompensowac¢ brak sygnatu o stanie zapalnym, ktéry w fizjologicznych warunkach bytby
przekazywany do OUN za posrednictwem nerwu btednego.

Analiza zmian w neurotransmisji monoaminergicznej wywotanych uszkodzeniem nerwu
btednego wykazata, ze w warunkach nieseptycznych, u zwierzat poddanych wagotomii
dochodzi do obnizenia stezenia noradrenaliny i dopaminy w pniu moézgu, obnizenia stezenia
serotoniny w korze przedczotowej oraz wzrostu stezenia serotoniny w korze ruchowej w
stosunku do zwierzat z grupy kontrolnej. Co ciekawe indukcja stanu zapalnego prowadzi do
normalizacji poziomu wymienionych neuroprzekaznikow, jedynie obnizony poziom serotoniny
autorka stwierdzita w ciatach migdatowatych. | ten efekt wigze z obserwowanymi zmianami
behawioru w tej grupie zwierzat.

Do analizy zmian behawioru po wagotomii podprzeponowej doktorantka wybrata
podwyzszony labirynt krzyzowy, ktéry jak sama autorka wskazuje stuzy do oceny trzech
aspektoéw behawioru: aktywnosci lokomotorycznej, podejmowania zachowan ryzykownych i
leku.

U zwierzat z uszkodzonym nerwem btednym w warunkach infekcji stwierdzono obnizong
aktywno$¢ lokomotoryczng i zmniejszong liczbe zachowan ryzykownych — na poziomie
zblizonym do obserwowanego u zwierzat kontrolnych, co wskazuje, ze behawior chorobowy
rozwinat sie prawidtowo. Wielokrotnie w pracy i publikacjach autorka odnosi uzyskane wyniki
w tescie uniesionego labiryntu krzyzowego do oceny zachowan socjalnych, nawet taki wniosek
zostaje sformutowany, ktéry mowi o tym, ze obserwowane zmiany sg spowodowane
uwrazliwieniem uktadu nagrody na bodzce socjalne. Uwazam, ze wyniki uzyskane w EPM jak
najbardziej mogg by¢ wskaznikiem rozwoju sickness behawior, natomiast wycigganie
whioskoéw dotyczacych zachowan socjalnych bytoby uprawnione jedynie na podstawie testu,
ktéry jest dedykowany do analizy zachowan spotecznych, EPM takim testem nie jest.
Natomiast w zwigzku z tym, ze celem pracy byta analiza przebiegu stanu zapalnego, funkgji
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uktadu limbicznego i rozwoju sickness behawior jako reprezentacji zmian w uktadzie
limbicznym wybér testu PEM jest jak najbardziej prawidtowy. Natomiast zeby analizowac¢
zachowania socjalne nalezatoby wybra¢ inny test, o czym autorka sama w pracy wspomina.

Ostatnim aspektem badan doktorantki byta ocena wrazliwosci na bél u zwierzat po
wagotomii na podstawie poziomu met-enkefaliny we krwi, endogennego $rodka
przeciwbdlowego. U zwierzat kontrolnych iniekcja LPS spowodowata wzrost stezenia met-
enkefaliny we krwi, natomiast nie stwierdzono takiego efektu u zwierzat, u ktérych uszkodzono
nerw btedny. Ten wynik wskazuje na zaburzenie endogennego mechanizmu
przeciwbolowego u tych zwierzat, co moze skutkowaé nasilonym behawiorem chorobowym.

Dyskusja wynikéw $wiadczy o duzej wnikliwosci doktorantki. Pani mgr Kobrzycka
dowiodta, ze doskonale porusza sie w zagadnieniach zwigzanych z tematem dysertacji i w tej
czesci pracy elegancko w oparciu o literature ttumaczy uzyskane wyniki.

Podsumowaniem pracy mgr Kobrzyckiej jest 6 wnioskéw, uzasadnionych uzyskanymi
wynikami, ktére potwierdzajg zrealizowanie postawionych celéw badawczych. Tutaj jeden
komentarz, rada dla doktorantki - w sytuacji kiedy wyniki sg jednoznaczne powinno sie we
whiosku wskazywac kierunek zmiany zamiast stwierdzac tylko, ze zmiana miata miejsce.

Czytajgc prace znalaztam kilka literéwek czy skrétow myslowych, na ktére z obowigzku
recenzenta musze zwréci¢ uwage. Przytocze kilka przyktadow:

- ,stan wzbudzenia uktadu odporno$ciowego” — wzbudzenie jest bardziej odpowiednie w
odniesieniu do aktywnoséci elektrycznej komérek, w przypadku ukfadu odpornos$ciowego
mozna uzy¢ wielu innych terminéw, chociazby ,stan aktywnosci”.

- na str 22 autorka pisze, ze ,nie zaobserwowano znaczgcego wptywu zabiegu wagotomii
podprzeponowej na poziom cytokin we krwi w warunkach nieseptycznych w zadnej z grup
eksperymentalnych (SH, VG). Grupa SH nie byta poddawana wagotomii podprzeponowe;.

- dla kortykoliberyny doktorantka uzywa skrétu CRF- corticotropin releasing factor, ten sktot
byt uzywany, kiedy wtasciwosci tej substanciji nie byty doktadnie znane, obecnie wiemy, ze jest
to hormon, a zatem bardziej prawidiowe jest uzywanie skrétu CRH — corticotropin releasing
hormone.

To sg drobne uchybienia, ktére nie wptywajg na mojg bardzo wysokg ocene dysertacji.

W podsumowaniu chciatabym wyraznie podkresli¢, ze mgr Anna Kobrzycka wynikami
swojej pracy zrealizowata zamierzone cele. Bylo to mozliwe dzieki dobrze zaplanowanym
badaniom, a takze ich konsekwentnej realizacji z uzyciem réznorodnych technik i metod
badawczych. Jak juz wspomniatam na poczatku ostabiona aktywno$¢ nerwu btednego
wystepuje w przebiegu wielu chordb i zaburzen, a zatem okres$lenie jak organizm kompensuje
brak  immunomodulatorowych funkcji nerwu btednego, jakie szlaki neuronalne czy
metaboliczne sg uruchamiane moze stanowi¢ podstawe do wytypowania nowych miejsc
uchwytu dla lekéw. Ponadto, opisanie wptywu wagotomii podprzeponowej na neurotransmisje
w strukturach zwigzanych z emocjami i zwigzanym z nimi sickness behavior, wydaje sie
szczegolnie wazne w kontekscie badan nad chorobami i zaburzeniami psychicznymi, ktére
mogg mieé¢ podtoze zapalne.

Badania przeprowadzone przez doktorantke sg bardzo interesujgce i nowatorskie,
przedstawiajg zupetnie nowe spojrzenie na procesy indukowane uszkodzeniem, nie tyle
skupiajgc sie na negatywnych konsekwencjach co na endogennych mechanizmach
adaptacyjnych, kompensacyjnych, ktére sg uruchamiane w sytuacji zagrozenia. | co istotne
poznanie tych proceséw otwiera droge do poszukiwania nowych rozwigzan terapeutycznych.

Przedstawione wyniki w istotny sposdb uzupetniajg istniejgcg wiedze wnoszgc
zupetnie nowe elementy w zrozumienie dtugoterminowych konsekwencji uszkodzenia nerwu
btednego, i co w moim odczuciu wazniejsze wskazanie innych mozliwych drég komunikaciji
pomiedzy uktadem nerwowym i immunologicznym. Ponadto rozprawa pozwala stwierdzi¢, ze
doktorantka posiada ogdlng wiedze teoretyczng w dyscyplinie biologia i umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy badawcze;.

Konkludujgc, uwazam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust.
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) i zwracam sie do Komisji Uniwersytetu



t.édzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o nadanie Pani mgr
Annie Kobrzyckiej stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ze wzgledu na bardzo wysokg jakos¢ przedstawionych badan, ich znaczenie
aplikacyjne, takze ogromny naktad pracy, jaki doktorantka wiozyta zaréwno w realizacje
badan, jak réowniez w ich opracowanie merytoryczne wnioskuje Szanownej Komisji o
wyréznienie rozprawy. Badania zrealizowane przez p. Kobrzycka majg charakter innowacyjny
i podobnie jak pierwsza z prac eksperymentalnych dysertaciji, tak rowniez pozostate dwie maja
szanse na publikacje w renomowanych czasopismach naukowych.
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