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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Kobrzyckiej zatytutowanej ”Osrodkowe
mechanizmy kompensacji dlugotrwalego uposledzenia immunosensorycznej
| immunosupresorowej funkcji nerwu blednego”, wykonanej w ramach Stacjonarnych Studiow
Doktoranckich Mikrobiologii, Biotechnologii i Biologii Eksperymentalnej w Katedrze
Neurobiologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu L.odzkiego, pod kierunkiem
promotora Pana dr hab. Marka Wieczorka oraz promotora pomocniczego Pana dr Adriana

Mateusza Stankiewicza.
I. Ocena formalna pracy

Pierwsza czeScig przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej sa cztery prace, w ktorych
Pani mgr Anna Kobrzycka jest pierwszym autorem.
1. Praca przegladowa, zawierajaca tez wyniki badan wtasnych, opublikowana w jezyku polskim
W czasopi$mie recenzowanym:
Kobrzycka A. , Rudnicki K., Jabtonski G., Wieczorek M. Immunosensoryczne funkcje nerwu
btednego. Kosmos. 2017; 66:651-663. Liczba punktow MEIN: 20.
2. Praca oryginalna opublikowana w czasopismie z listy JCR:
Kobrzycka A., Napora P., Pearson B. L., Pierzchata-Koziec K., Szewczyk R., Wieczorek M.
Peripheral and central compensatory mechanisms for impaired vagus nerve function during
peripheral immune activation. Journal of Neuroinflammation. 2019;16:150. IF= 8,322. Liczba
punktow MEIN:100.
3.Praca oryginalna w formie manuskryptu: Kobrzycka A., Stankiewicz A. M., Goscik J., Gora
M., Burzynska B., Iwanicka-Nowicka R., Pierzchata-Koziec K., Wieczorek M.”Hypothalamic
neurochemical changes in long-term recovered bilateral subdiaphragmatic vagotomized rats”
przestanego do redakcji czasopisma Brain Research.
4. Praca oryginalna w formie manuskryptu: Kobrzycka A., Stankiewicz A. M., Napora P.,

Pierzchata-Koziec K., Wieczorek M. “Bilateral subdiaphragmatic vagotomy modulates the



peripheral met-enkephalin and striatal monoamine responses to peripheral inflammation in rat”

przestanego do redakcji czasopisma Brain Research.

Do kazdej publikacji oraz do kazdego manuskryptu Doktorantka zataczyla pisemne
oswiadczenia wszystkich wspotautorow, ktorzy wyrazili zgode na przediozenie tych prac jako
czesci Jej rozprawy doktorskiej i szczegdtowo okreslili zakres swego indywidualnego
zaangazowania w wykonywaniu badan i przygotowaniu tekstow naukowych. Z tresci oswiadczen
jednoznacznie wynika wiodgcy udzial mgr Anny Kobrzyckiej we wszystkich etapach
powstawania wigczonych do rozprawy prac:

W pracy 1 (Kosmos, 2017) udzial ten wynosit 80% i1 obejmowat: przygotowanie preparatoOw
histologicznych wraz wykonaniem ich zdje¢, opracowanie koncepcji i napisanie kolejnych wersji
tekstu, prace nad przygotowaniem diagramow 1 ostateczna edycjg tekstu.

W pracy 2 (Journal of neuroinflammation, 2019) na indywidualny, wynoszacy 55%, wktad
Doktorantki ztozyta si¢ praca eksperymentalna zwigzana z izolacjg i przygotowaniem dyskretnych
struktur mozgu pobranych do oznaczenia stezenia amin biogennych oraz wykonaniem analiz
metodg chromatografii wysokocisnieniowej wraz z interpretacja otrzymanych danych, a takze
kompleksowa analiza wynikow uzyskanych w testach behawioralnych, przeprowadzenie analizy
statystycznej wszystkich danych eksperymentalnych, jak rowniez praca nad przygotowaniem
manuskryptu obejmujaca opracowanie koncepcji tekstu, napisanie kolejnych wersji i opracowanie
edytorskie manuskryptu.

W pracy 3 (Hypothalamic neurochemical changes in long-term recovered bilateral
subdiaphragmatic vagotomized rats) indywidualny wktad Doktorantki wynosit 50% i polegat na
udziale w czesci eksperymentalnej (operacje na zwierzgtach, kolekcja probek i ich adaptacja do
analiz HPLC i mikromacierzowych), wykonaniu analiz HPLC oraz analiz RT- gPCR wraz
Z interpretacja otrzymanych wynikow, analizie statystycznej otrzymanych danych, a takze na
pracy koncepcyjnej i edytorskiej zwigzanej z napisaniem kolejnych wersji manuskryptu
I przygotowaniem go do druku.

W pracy 4 (Bilateral subdiaphragmatic vagotomy modulates the peripheral me-enkephalin ans
straitea responses to peripheral inflammaton in rat ) indywidualny wktad Doktorantki wynosit
60% i obejmowal pracg¢ eksperymentalng zwigzang z przygotowaniem probek krwi i struktur
mozgowia do analiz i wykonanie oznaczen metoda HPLC wraz z interpretacja otrzymanych
danych, wykonanie analizy statystycznej otrzymanych wynikéw, a takze prace koncepcyjng

I edytorska zwigzang z napisaniem kolejnych wersji manuskryptu i przygotowaniem go do druku.



Druga, integralng czg$cig ocenianej rozprawy jest przygotowane w jezyku polskim
opracowanie, ktore zawiera syntetyczne wprowadzenie do podjetej tematyki badawczej,
wyodrebniony cel badanh wraz przyjetymi zalozeniami, opis zastosowanej metodyki
z uwzglednieniem charakterystyki zastosowanych procedur do$wiadczalnych i wykorzystanych
technik analitycznych, zwarte omowienie uzyskanych wynikéw badan zaprezentowanych na tle
wybranych danych literaturowych, wnioski wyptywajace z badan wtasnych, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim oraz bibliografie.

Uktad ocenianej rozprawy spetnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim
powstalym na podstawie wlasnych badan eksperymentalnych. Niebudzace watpliwosci,
wszechstronne zaangazowanie Pani mgr Anny Kobrzyckiej zarbwno w wykonywanie pracy
badawczej, jak tez w przygotowanie kazdej z powyzszych publikacji/manuskryptoéw, W mojej

ocenie w pelni uzasadnia ich tgczne przedstawienie jako czesci Jej rozprawy doktorskiej.

Il. Ocena merytoryczna rozprawy

Wzajemne oddziatywania uktadow immunologicznego i os$rodkowego sa od lat
przedmiotem badan, w wyniku ktorych zaproponowano kilka drog, jakimi uktad odporno$ciowy
komunikuje si¢ z centralnym uktadem nerwowym. Kluczowym elementem w tym procesie sg
cytokiny, ktére mogg przenika¢ przez narzady okotokomorowe, by¢ transportowane przez
biatkowe transportery btonowe lub by¢ syntetyzowane w mikrogleju. Ponadto, interakcja obu
uktadow moze odbywac si¢ drogg posrednia dzigki aktywacji cyklooksygenaz i w konsekwencji
syntezie prostaglandyn w srodblonku naczyn wlosowatych, a takze poprzez obwodowe, czuciowe
zakonczenia nerwu blednego. Podstawg podjecia ocenianych badan bylo zatozenie, ze
uposledzenie immunosensorycznej 1 immunosupresorowej funkcji nerwu btednego nie przerywa
komunikacji miedzy uktadem odpornosciowym i osrodkowym uktadem nerwowym, lecz indukuje
powstanie mechanizmu kompensacyjnego, ktory zapewnia utrzymanie ich funkcjonalnego
zwigzku. Doktorantka skoncentrowata si¢ nie tylko na poszukiwaniu zmian, jakie stan zapalny
wywoluje w wybranych strukturach osrodkowego uktadu, lecz takze zmian w zachowaniu

zwierzat w warunkach dlugotrwatej neuropatii nerwu btednego.

Przemyslane i wszechstronne badania Doktorantka wykonata na modelu in vivo, w ktorym
wykorzystala trzymiesigczne samce szczura Wistar poddane obustronnej wagotomii
podprzeponowej lub operacji pozorowanej bez przecigcia gatazek nerwu (ang. sham operated).
Po 30 dniach rekonwalescencji, u zwierzat byt indukowany stan zapalny przez jednorazowa
iniekcje lipopolisacharydu (LPS) aplikowanego dootrzewnowo. Po 120 minutach od iniekcji,

cze$¢ zwierzat poddawano testowi uniesionego labiryntu krzyzowego (ang. elevated plus maze
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test), w ktorym okre$lano trzy aspekty zachowan: aktywnos$¢ lokomotoryczng, podejmowanie
zachowan ryzykownych oraz Igk; natomiast cze¢$¢ poddano eutanazji w celu pobrania tkanek
wybranych do dalszych badan. Wybrany model do$§wiadczalny wynikal z ugruntowanego
dos$wiadczenia promotora rozprawy, Pana dr hab. Marka Wieczorka, ktéry jest uznanym,
0 migdzynarodowe]j renomie, specjalista w dziedzinie badan nad udzialem nerwu blednego
W procesie integracji funkcjonalnej uktadu odpornosciowego 1 osrodkowego uktadu nerwowego.
Na cze$¢ analityczng badan przeprowadzonych przez Doktorantke zlozyly si¢ oznaczenia st¢zenia
osoczowego cytokin prozapalnych ( IL-6, IL-1B, TNFa) oraz kortykosteronu i prostaglandyny
PGE 2, oznaczenia stezenia monoamin (noradrenaliny, serotoniny, dopaminy) i ich metabolitow
w ciele migdatlowatym, pniu mézgu, hipokampie, podwzgorzu, korze ruchowej, przysrodkowej
korze przedczotowej i istocie szarej okotlowodociggowej, 0znaczenia podwzgorzowego stezenia
asparaginianu, glutaminianu, glicyny, kwasu gamma mastowego, tyrozyny i tryptofanu, analiza
ekspresji gend6w na mikromacierzy, analiza ekspresji wybranych mRNA metodg amplifikacji w
czasie rzeczywistym, oznaczenia stgzenia met-enkefaliny w osoczu i w prazkowiu lewym
| prawym oraz st¢zenia neurotransmiteréw monoaminergicznych i ich metabolitow w prazkowiu
lewym 1 prawym. Wszystkie wyniki uzyskano przy zastosowaniu prawidtowo dobranych metod

analitycznych z wykorzystaniem nowoczesnej aparatury badawcze;.

IT.1. Cz¢s$¢ publikacyjna rozprawy

Praca 1. W publikacji tej Doktorantka skupita si¢ na charakterystyce anatomicznej i funkcjonalnej
nerwu blednego. Uwzgledniajac fakt, ze nerw bledny byt nastepnie kluczowym czynnikiem
doswiadczalnym w pracach eksperymentalnych, wlaczenie syntetycznego opracowania
dotyczacego jego aktywnosci do zestawu prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej jest
calkowicie zrozumiate. Cz¢$¢ wstepna artykutu dotyczy interakcji uktadow odpornosciowego
i centralnego nerwowego oraz charakterystyki mechanizmow uczestniczacych w procesie
wzajemnej komunikacji. Nastepnie Autorka wskazuje na udzial nerwu btgdnego w alternatywnym
mechanizmie przekazywania informacji o pobudzonym uktadzie immunologicznym do mozgu. W
kolejnej czesci omawia aspekt anatomiczny ktadac szczegolny nacisk na opis przebiegu i potagczen
nerwu blgdnego, a nastepnie charakteryzuje indukowane przez antygeny mechanizmy
pobudzajace ten nerw wskazujac na zaangazowanie komorek dendrytycznych, komoérek Kupffera
i komorek M. Tekst zawiera tez szczegotowe przedstawienie roli nerwu btednego w mechanizmie
komunikacji migdzy obydwoma uktadami. W Koncowym fragmencie Autorka zamiescita
podsumowanie wraz z oryginalnym schematem ilustrujgcym drogi pobudzenia zakonczen nerwu

btednego prowadzace do aktywacji osi podwzgorze - przysadka - nadnercze.



Praca 2. Intensywno$¢ $rodotrzewnowego stanu zapalnego wywotanego podaniem LPS-u byta
zalezna od funkcjonalnej aktywnosci nerwu btednego. Po wagotomii, w stosunku do zwierzat
sham-operated, wzrost stezenia IL-6 w osoczu byt zmniejszony, podczas gdy wzrost stezenia
PGE: byt nasilony. Wagotomia nie wplyneta natomiast na zmiany w dynamice aktywnosci osi
HPA mierzonej st¢zeniem kortykosteronu w osoczu. Wagotomia modulowata transmisje
monoaminergiczng w sposob zalezny od stanu infekcyjnego organizmu. U zwierzat bez zapalenia
zmniejszyto si¢ stezenie noradrenaliny i dopaminy w pniu moézgu oraz serotoniny w korze
przedczotowej. Jednoczesnie, zwigkszony poziom serotoniny pojawitl si¢ w korze ruchowe;.
W warunkach zapalnych u zwierzat po wagotomii, stezenie dopaminy w pniu oraz Serotoniny
w korze ruchowej nie ulegto takim zmianom, lecz utrzymato si¢ na poziomie wystgpujagcym
uzwierzat pozornie operowanych. W pniu moézgu, korze ruchowej, przysrodkowej korze
przedczotowej, ciele migdatlowatym oraz w podwzgorzu indeks utylizacji dopaminy (mierzony
stosunkiem kwasu homowanilinowego do dopaminy HVA/DA) u zwierzat po wagotomii i bez
stanu zapalnego byl zwigkszony, co $wiadczy o nasileniu transmisji dopaminergicznej. Stan
zapalny neutralizowal te zmiany w ciele migdalowatym i podwzgorzu. Jednoczesnie, w pniu
mobzgu, ciele migdatowatym, podwzgdrzu i korze ruchowej indeks utylizacji serotoniny (mierzony
stosunkiem kwasu 5 hydroksy indolooctowego do 5 hydroksytryptaminy SHAA/SHT) u zwierzat
po wagotomii i bez stanu zapalnego byl zmniejszony, co wigzalo si¢ z obnizong transmisjg
serotoninergiczng. W obszarze kory ruchowej stan zapalny neutralizowal te zmiany.
Podsumowujac, po 30 dniach od wagotomii funkcjonalny zwigzek miedzy uktadem
immunologicznym a centralnym uktadem nerwowym zostat utrzymany, a brak
immunosensorycznej funkcji nerwu blgednego byt zastgpowany przez wzmozonag synteze
prostaglandyny E> na obwodzie. W tescie behawioralnym zwierzg¢ta pozornie operowane nie
wykazywaly oznak Igku, natomiast w fazie rozwinigtego stanu zapalnego wystapita u nich
charakterystyczna reakcja na stan chorobowy: nizsza aktywno$¢ lokomotoryczna oraz
zmniejszona liczba zachowan ryzykownych. U zwierzat po wagotomii te zachowania indukowane
stanem zapalnym nie ulegaty modyfikacjom, jakkolwiek na poczatku testu obserwowano u nich
objawy leku. Analiza graficznej mapy lokalizacji zwierzat na arenie testu (ang. heat map)
zasugerowala jednak wpltyw wagotomii na charakterystyczne cechy zachowania zwierzecia

w chorobie: unikanie kontaktow spotecznych i samoizolacje.

Praca 3. Podanie LPS-u zwierzetom pozornie operowanym spowodowato $rodotrzewnowa
reakcje zapalng, ktorej przejawem byt gwattowny wzrost stezenia TNFa w osoczu. Skutkiem

wagotomii byta silnie zmniejszona odpowiedZ zapalna, lecz st¢zenie TNFa nadal pozostato



istotnie wyzsze w porownaniu do poziomu obserwowanego u zwierzat kontrolnych.
W podwzgdrzu ujawnily si¢, zalezne od funkcjonalnej aktywnosci nerwu blednego, roznice
W stezeniu aminokwaséw (pobudzajacych 1 hamujgcych) oraz aminokwasowych prekursorow dla
katecholamin. Wagotomia spowodowala wzrost stezenia asparaginianiu 1 glutaminianu,
a wywotany u tych zwierzat stan zapalny zwigkszyt stezenie jedynie asparaginiamu. Zmiany
nastapity tez w ukladzie aminokwasé6w hamujacych, anajwigksze roznice dotyczyly
neurotransmisji GABA-ergicznej. Stezenie GABA wzrosto po podaniu LPS-u zwierzetom po
operacji pozornej i po wagotomii, a najwyzszy putap osiggneto u zwierzat w stanie zapalnym i po
wagotomii. Wzrost st¢zenia tyrozyny i tryptofanu w podwzgdrzu nastgpit po wagotomii zarowno
w stanie niezapalnym jak i zapalnym. W fazie zapalnej st¢zenie tryptofanu wzrosto u zwierzat
pozornie operowanych oraz u zwierzat po wagotomii. Nie pojawily si¢ natomiast roznice

w ekspresji mRNA Zadnego z badanych genow.

Praca 4. Odpowiedzig zapalng na LPS podany zwierzetom pozornie operowanym lub poddanych
wagotomii byt wzrost stgzenia interleukiny IL-18 w osoczu. Wagotomia nie wplynela na zmiane
stezenia met-enkefaliny w osoczu w warunkach niezapalnych, jednak znaczaco obnizyta jej
poziom w fazie zapalnej w stosunku do poziomu w fazie niezapalnej. Zmiany stezenia
met enkefaliny, jakie zaobserwowano w prazkowiu, byly zwigzane z lateralizacja tej struktury,
gdyz pojawity si¢ jedynie w jej lewej czeSci. W obszarze tym stezenie met-enkefaliny u zwierzat
po wagotomii 1 w stanie zapalnym bylo wyzsze w poréwnaniu do poziomu stwierdzonego po
wagotomii i w stanie niezapalnym. Zwigzek z lateralizacja dotyczyl tez neurotransmisji
monoaminergicznej. Wagotomia spowodowala zmiany w transmisji serotoninergicznej, ktora w
tym przypadku zachodzita tylko w prawym prazkowiu. Obserwowano jej zwigkszenie (wzrost
indeksu SHAA/5HT) w warunkach zapalnych. Nie wystapily zmiany w transmisji
dopaminergicznej, jednak zwigekszona rezerwa dopaminy w obszarze presynaptycznym (wzrost
indeksu utylizacji DOPAC/DA) stwierdzona po wagotomii w warunkach niezapalnych

I zapalnych, wskazywata na potencjat tej Sciezki do aktywacji.
Lektura prac nasung¢ta mi nastepujace pytania:

1. Badania wujawnily, Ze w stanie neuropatii spowodowanej obustronng wagotomia
przedprzeponowa funkcjonalny zwigzek miedzy ukladem immunologicznym a centralnym
uktadem nerwowym nie zostaje przerwany, a brak immunosensorycznego odziatywania nerwu
btednego jest kompensowany aktywacjg syntezy prostaglandyny E2 na obwodzie. W konsekwencji
komunikacja migdzy tymi uktadami jest utrzymana. Czy istniejg dane, ktore wskazuja réwniez na

udzial leukotrienow w generacji takiej Sciezki kompensacyjnej?



2. U samcoéw poziom testosteronu we krwi nie podlega cyklicznym oscylacjom, podczas gdy
u samic, zmiany st¢zenia estradiolu zalezne od fazy cyklu sa cecha fizjologiczng. Czy i jak
zmienny poziom estrogenu w osoczu moze modulowa¢ aktywnos$¢ cyklooksygenazy w warunkach

stanu zapalnego?

3. W badaniach opublikowanych w pracy 2, indeks utylizacji dopaminy mierzony stosunkiem
kwasu homowanilinowego do dopaminy HVA/DA) w kilku badanych strukturach mozgu byt
zwiekszony. Natomiast, gdy mierzony byt stosunkiem kwasu dihydroksyfenylooctowego do

dopaminy (DOPAC/DA) zasadniczo nie wykazywal zmian. Co oznacza ta r6znica?

4. Jednym z parametrow analizowanych w pracy 3 byla ekspresja mRNA o$miu gendéw. Jakie

funkcje one petnig?

5. Jak, w $wietle modelu zaproponowanego w pracy 4, wskazujacego na bezposredni zwigzek
transmisji serotoninergicznej z synteza met-enkefaliny w prazkowiu mozna skomentowac fakt, ze
zmiany w transmisji enkefalinergicznej pojawily si¢ w lewej czgsci prazkowia, natomiast

W transmisji serotoninoergicznej w prawej czesci?

I1.2. Opracowanie w jezyku polskim

Woprowadzenie. Na siedmiu stronach tekstu Doktorantka w interesujacy i logiczny sposob
przedstawita najwazniejsze czynniki i procesy stanowigce koncepcyjne podtoze podjetych badan.
Zaczynajac od rozwazan nad reakcjg uktadu odpornosciowego na czynniki prozapalne i pirogenne,
wigze ich chemotaktyczny wptyw na komorki odpornosciowe z indukcja bolu, jako istotnego
elementu odpowiedzi zapalnej organizmu. Nastepnie wskazuje na zmiany, jakie w wyniku
nieefektywnej neutralizacji procesu zapalnego pojawiajg si¢ w zachowaniu zwierzat (ang. sickness
behawior). W dalszej czesci charakteryzuje stan zapalny jako proces naturalny i przechodzi do
omoéwienia szczegdlnej roli nerwu btgdnego w funkcjonalnej integracji uktadow odpornosciowego
I oSrodkowego. Autorka wyjasnia przebieg i polaczenia nerwu btednego oraz wskazuje na jego
toniczng aktywnos$¢ jako jedng z drog wspierajacych organizm w walce z infekcjami Przedstawia
tez wyniki prac dokumentujgce dotychczas poznane skutki zaburzen aktywnosci nerwu btgdnego,
ze szczegdlnym uwzglednieniem wptywu tych zaburzen na aktywno$¢ centralnego uktadu
nerwowego.

Wstep przekonujaco uzasadnia wybor podjetej tematyki badawczej 1 dowodzi dobrej orientacji

Doktorantki w biezacym piSmiennictwie specjalistycznym.



Cel i zalozenia badan. Rozdziat rozpoczyna si¢ jednostronicowym wprowadzeniem, w ktérym
Doktorantka, powotujac sig na dane literaturowe, omawia mechanizm dziatania nerwu btgdnego
W procesie integracji sygnalow nerwowych i sygnaléw immunologicznych w stanie zapalnym
(funkcja neuro-immuno-komunikacyjna), a nastepnie wskazuje na jego fizjologiczne znaczenie
jako gtdéwnego elementu uktadu przywspolczulnego w organizmie. Dalsza czesé tekstu zawiera
wyszczegolnione cele badan, ktore zostaly pogrupowane w postaci: celu gtownego, celow
szczegdtowych oraz celow dodatkowych. Rozdzial konczy sie omowieniem celéw | zadan
badawczych w kontekscie ich realizacji w poszczegdlnych pracach zgloszonych jako czgsé

rozprawy doktorskiej.
Uwagi.

1. Rozdziat jest najmniej klarowng czeg$cig opracowania. Opis funkcji nerwu btednego, jaki znalazt
si¢ w czgsci poczatkowej, nie miesci si¢ W konwencji formutowania hipotez i celow badawczych.
Przytaczane w tym fragmencie informacje i dane literaturowe moglyby by¢ natomiast
wykorzystane w tekscie Wstepu.

2. Mankamentem jest brak sformutowanych hipotez badawczych, ktore sg kluczowym elementem
koncepcyjnym w badaniach. Dopiero nastgpnym krokiem powinno by¢ okreSlenie celow
badawczych stuzacych weryfikacji testowanych hipotez. Wobec braku jasno okreslonych hipotez,
wprowadzony przez Doktorantkg podzial celoéw badawczych na cel gtowny, cele szczegdtowe
i cele dodatkowe jest niezrozumiaty. Nieklarowny i chaotyczny charakter rozdzialu jest
dodatkowo spotegowany przez zamieszczony na jego koncu fragment, ktory ponownie przywotuje
cele i zalozenia badawcze jakie, wedlug okreslenia Doktorantki, zostaty zrealizowane i opisane

W poszczegdlnych pracach.

Metody badawcze. W rozdziale tym Doktorantka zwigzle przedstawia wykorzystane procedury
doswiadczalne i analityczne. Ich bardziej szczegolowy opis zawieraja trzy prace z wynikami
oryginalnymi.  Zamieszczony tekst dostarcza jednak najwazniejszych  informacji
0 wykorzystanych zwierzetach, wybranym schemacie badawczym opartym o dwie gtowne grupy
eksperymentalne: poddanej operacji kontrolnej oraz poddanej pelnej wagotomii
przedprzeponowej, jak tez o zastosowanych metodach analitycznych, do ktorych nalezaly:
chromatografia wysokocisnieniowa (HPLC) uzyta do oznaczenia stezen amin katecholowych, ich
metabolitow oraz wybranych aminokwasow w dyskretnych strukturach mozgu, a wraz ze
spektrometria masows, rowniez do 0znaczenia stezenia prostaglandyny E> w osoczu, metoda
ELISA wykorzystana do oznaczen 0soczowego stezenia cytokin (IL-1f, IL6, TNFa) oraz

radioimmunologiczna do oznaczenia stgzenia Kortyzolu w osoczu oraz met-enkefaliny w osoczu
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i w prazkowiu, metoda izolacji RNA wraz z jego spektrofotometryczng i elektroforetyczna
identyfikacja iloSciowa 1 jako$ciowa. Rozdzial zawiera takze informacje o analizie ekspresji
MRNA na macierzach Rat Gene 2.1.ST Array Strip, o amplifikacji specyficznych mRNA w czasie
rzeczywistym oraz informacje o behawioralnym tescie uniesionego labiryntu krzyzowego. Taki
szeroki i kompetentnie dobrany zestaw nowoczesnych metod analitycznych jakie zastosowano w
badaniach stanowi niewatpliwy atut recenzowanej rozprawy. Ostatni podrozdziat dotyczy
zastosowanej analizy statystycznej. Na szczegélne podkreslenie zastuguje tu precyzyjny opis

| wyjasnienie uzytych procedur.
Uwagi i pytania:

1. Ze wzgledu na zamieszczone informacje dotyczace zwierzat uzytych w badaniach, tytut
rozdzialu powinien brzmie¢: Materiat i metody badawcze.

2. W podrozdziale ,,Zwierzgta doswiadczalne” Autorka podaje, ze catkowita liczba zwierzat
wykorzystanych w do$wiadczeniach wynosita 192. Jednakze, w publikacji w Journal of
Inflammation (2019) mowa jest o 123 uzytych zwierzgtach, natomiast w tekstach prac 3 i 4
odpowiednio 0 75 i 60 samcach szczura. Po zsumowaniu daje to liczbe 278 zwierzat. Prosze o
wyjasnienie tej rozbieznosci.

3.. Jaka byta czuto$¢ metody ELISA w oznaczeniach st¢zenia poszczegdlnych cytokin oraz
czutos¢ metod RIA zastosowanych do oznaczen stezen kortykosteronu i met-enkefaliny? Prace
oryginalne, do ktorych Doktorantka odwotuje si¢ w opisie metodyki analitycznej, nie zawieraja
takich informacji.

4. W lekturze opracowania w jezyku polskim pomogtoby, gdyby Autorka wymienita geny, ktérych
ekspresje badano metoda real-time PCR. Skroty nazw tych genow (ale nie pelne nazwy) odnalez¢é
mozna dopiero w pracy oryginalnej, do ktorej odsyta tekst opracowania.

5. Wyrazenie ,tkanka mézgowa”, uzyte w tytule paragrafu 3.3.1 jest nieprawidlowe. Wiasciwa
nazwa jest ,,tkanka nerwowa”. Tytut tego fragmentu powinien jednak odzwierciedla¢ fakt, ze do
analizy HPLC pobierano nie ,tkank¢ nerwowg”, lecz izolowane dyskretne struktury mozgu.
Zatem, tytul ten powinien brzmie¢: ,,Oznaczanie stezenia monoamin i1 aminokwasow w
dyskretnych strukturach mozgu”.

6. Tytut podrozdziatu 3.3.3. powinien zawiera¢ okreslenie ,,stezenie” a nie ,,poziom”, a tytut

podrozdziatu 3.3.5 powinien, zgodnie z jego trescig, odnosi¢ si¢ tylko do prostaglandyny Eo.

Omowienie wynikéw. Rozdzial liczacy bez mata dziesigé stron jest najdluzsza czgscig
opracowania. Przedstawiono w nim najwazniejsze wyniki badan wlasnych wraz z ich interpretacja

na tle piSmiennictwa specjalistycznego, odnoszacego si¢ przede wszystkim do prac prowadzonych
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na modelu szczura. Godne podkreslenia jest to, ze Doktorantka zrezygnowata tu ze standardowej
formy referowania kolejno wynikow z poszczegdlnych prac oryginalnych na rzecz przedstawienia
najistotniejszych danych w formie pieciu wyodrebnionych zagadnien. Dotyczyly one wptywu
wagotomii przedprzeponowej w warunkach septycznych i nieseptycznych na: (a) obwodowe
markery stanu zapalnego (kortykosteron, IL-1p, TNFa | PGE: - badania opisane w pracach 2,3,4);
(b) neurotransmisje monoaminergiczng w wybranych strukturach uktadu limbicznego (C)
zachowanie zwierzat w tescie uniesionego labiryntu krzyzowego (oba badania opisane w pracy 2);
(d) neurotransmisj¢ aminokwasowa i ekspresje specyficznych mRNA podwzgorzu (badania
opisane w pracy 3); oraz (e) neurotransmisj¢ monoaminoergiczng i enkefalinergiczng W prazkowiu
(badania opisane w pracy 4). Dzigki takiemu zamystowi koncepcyjnemu powstat oryginalny tekst
naukowy, ktory w przemyslany sposob ukazuje zlozonos¢ oraz komplementarny charakter
przeprowadzonych badan. Zwraca tez uwage konsekwentna integracja obu (zestawu prac
i opracowania w jezyku polskim) czgéci rozprawy. Jej wyrazem w rozdziale ,,Omoéwienie
wynikow” sa liczne odwolania do rycin 1 schematow zamieszczonych wylacznie w pracach
oryginalnych. Rozdzial zawiera natomiast wlasny schemat, opracowany na podstawie wynikow
opisanych w trzech pracach, w ktorym Doktorantka zaproponowata model dynamiki uwalniania
cytokin prozapalnych po 30-dniowym okresie rekonwalescencji samcoéw Sszczura poddanych
petnej wagotomii przedprzeponowej. Podsumowujac, rozdziat ,,Omoéwienie wynikéw”
zamieszczony w ocenianej rozprawie doktorskiej $wiadczy 0 dobrym przygotowaniu

merytorycznym Pani mgr Anny Kobrzyckiej do tworczej pracy koncepcyjnej.

Whnioski. Szes¢ wnioskow koncowych stanowi logiczng, majaca oparcie w uzyskanych danych,
odpowiedz na przyjete hipotezy i zatozenia badawcze. We wnioskach 2,4,6, stosownie do
otrzymanych danych, Doktorantka nie przesadza jednoznacznie, lecz jedynie wskazuje na
mozliwe mechanizmy zaangazowane W badanych przez siebie procesach. Taka ostroznosc¢

w formutowaniu koncowych wnioskéw dowodzi dojrzato$ci naukowej Autorki.

Streszczenie i Abstrakt. Oba rozdziaty zostaly przygotowane zgodnie z kanonem opracowania
tego typu tekstu naukowego i zawieraja syntetycznie podane informacje o zatozeniach

badawczych, celu badan. materiatach i metodach, wynikach oraz wnioskach.

Pismiennictwo. Naukowym zapleczem rozprawy jest umiejetnic dobrane pi$miennictwo
specjalistyczne. Lektura rozdziatéw ,,Wprowadzenie” i ,,Omowienie wynikow” w pelni
przekonuje o wnikliwej i wszechstronnej znajomosci przedmiotu przez Doktorantkg. Rozdziat
,Pismiennictwo” zawiera 150 pozycji, sposrod ktorych 71 to prace opublikowane od 2012 r.,

natomiast 40 pozycji ukazalo si¢ w latach 2017-2021. Najwiecej cytowanych prac (13) pochodzi
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z 2018 roku. Cytacje zamieszczone w tekscie pracy sg doktadnie i alfabetycznie odzwierciedlone

w Spisie literatury. Formalny zapis piSmiennictwa jest bez zarzutu.
I11. Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa jest oryginalnym, wnikliwie przemys$lanym dzietem
naukowym, ktoérego powstanie wymagato od Doktorantki nabycia odpowiedniej kompetencji
w zakresie teoretycznych podstaw podjetej tematyki, umiejetnosci formutowania celow i1 zadan
badawczych, bieglosci w postugiwaniu si¢ nowoczesnymi technikami analitycznymi, a takze
wykazania si¢ umiejetnoscig opracowania 1 przygotowania do druku publikacji naukowe;.
W moim przekonaniu szczegdlnym osiggni¢gciem badawczym Doktorantki jest (i) wykazanie, ze
w warunkach dlugotrwatej neuropatii zwigzanej z przedprzeponowym przecigciem gatazek nerwu
btednego pojawia si¢ kompensacyjny mechanizm przekazywania sygnatu zapalnego z obwodu do
dyskretnych struktur centralnego uktadu nerwowego, (ii) wykazanie, ze charakterystyczne cechy
zachowania zwierzecia w chorobie: unikanie kontaktéw spotecznych, samoizolacja, wigksza
wrazliwo$¢ na bol znajduja swoje biochemiczne podtoze w postaci specyficznie lateralnie
zlokalizowanych roznic aktywnosci specyficznych szlakéw monoaminergicznych, jak tez szlaku

enkefalinergicznego w prazkowiu.

Whnioskujgc na podstawie przekazanej] mi do oceny rozprawy doktorskiej oceniam, ze Pani
mgr Anna Kobrzycka jest w petni przygotowana merytorycznie do podjecia samodzielnej pracy

naukowe;j.
V. Wniosek koncowy

Oryginalne wyniki badan whasnych Pani mgr Anny Kobrzyckiej zawarte sg w pracy
opublikowanej w czasopismie indeksowanym w bazie Web of Science Core Collection oraz
w dwoch manuskryptach ztozonych przez Autorke do druku. Ponadto, do publikacyjnej czgsci
rozprawy nalezy praca przegladowa, zawierajaca tez wyniki badan whasnych, ktora ukazata si¢
w naukowym czasopi$mie recenzowanym. Spetniajac wymog oceny indywidualnego wktadu
Doktorantki w ich powstaniu, po zapoznaniu si¢ z pisemnymi o$wiadczeniami ztozonymi przez
wszystkich wspotautorow czterech przedstawionych prac jednoznacznie potwierdzajacym
kluczowa role Doktorantki przy planowaniu, wykonywaniu i catoSciowym opracowaniu
otrzymanych wynikéw oceniam, ze indywidualny, tworczy wkiad Pani mgr Anny Kobrzyckiej
w zakresie wykonanej pracy koncepcyjnej, eksperymentalnej i edytorskiej jest wystarczajacy do

uznania Jej za Autorke przedtozonej rozprawy doktorskie;j.
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Reasumujac pragng stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
zatytulowana: “OSrodkowe mechanizmy kompensacji dlugotrwalego uposledzenia
immunosensorycznej i immunosupresorowej funkcji nerwu blednego”, spelnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim okre$lone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku
o tytule naukowym i stopniach naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w dziedzinie sztuki
(Dz. U. 22003 r. Nr 65, poz.595 z p6zn. zm.) W zw. z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.

Przepisy wprowadzajgce — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669).

W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiej Komisji Uniwersytetu Lodzkiego
ds Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne z prosba o dopuszczenie Pani mgr Anny

Kobrzyckiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego, jak tez z wnioskiem o wyrdznienie
rozprawy.
V. Uzasadnienie wniosku o wyro6znienie rozprawy.

Pani mgr Anna Kobrzycka uzyskata nowatorskie dane dotyczace obwodowego
mechanizmu kompensujacego w warunkach zapalnych immunosensoryczng funkcje nerwu
btednego, jak i oryginalne wyniki charakteryzujace dynamike zaleznych od funkcjonalnego stanu
nerwu blednego zmian w transmisji monoaminergicznej i aminokwasowej w dyskretnych
strukturach mézgu. Wykazata takze, ze pojawiajace po dlugim okresie rekonwalescencji po
wagotomii 1 wywotane stanem zapalnym zmiany zachowania zwierzat w postaci wigksze]
wrazliwosci na bol i obnizonej aktywnosci spotecznej, znajduja swoje biochemiczne podioze w
postaci specyficznie lateralnie zlokalizowanych réznic aktywnos$ci specyficznych szlakow
monoaminergicznych, jak tez szlaku enkefalinergicznego w prazkowiu. W moim przekonaniu
potaczenie badan na poziomie obwodowym, centralnym i behawioralnym okazato si¢ bardzo
cenne poznawczo. Szeroki 1 wnikliwie zaplanowany zakres badan zostat wykonany z pelnym
zachowaniem wysokich standardow metodologicznych. Zatem, biorac pod uwage zakres
przeprowadzonych prac eksperymentalnych, naukowa warto$¢ uzyskanych wynikow, jak tez

kompetencje Autorki w ich opracowaniu, z pelnym przeswiadczeniem wnioskuj¢ o wyrdznienie

rozprawy.

Prof. dr hab. Alina Gajewska
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