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W ostatnich dekadach dokonat si¢ ogromny postep w diagnostyce 1 leczeniu chordb
neurorozwojowych (NDD). Coraz wigcej wiemy tez o mechanizmach lezgcych u podstaw ich rozwoju.
Na pierwszy plan wysuwaja si¢ wczesnorozwojowe zaburzenia struktury i funkcji synaps prowadzace
do nieprawidtowosci w funkcjonowaniu catych obwodow neuronalnych, a w ich konsekwencji, do
pojawienia si¢ zaburzen psychoruchowych, kognitywnych oraz zaburzen w zachowaniach
spotecznych. Niemniej jednak doktadna etiologia NDD pozostaje nieznana. Zidentyfikowano wiele
czynnikow genetycznych i §rodowiskowych przyczyniajacych si¢ do rozwoju tych chordb. Wsrod
czynnikéw srodowiskowych szczegolng role moze odrywaé stan zapalny w okresie prenatalnym i
wczesnodziecigcym prowadzacy do rozszczelnienia bariery krew-mozg 1 neurozapalenia mogacych z
kolei interferowa¢ z neurorozwojem. Jednym z waznych biatek uczestniczacych w powyzszych
procesach, a takze w procesach plastyczno$ci synaptycznej jest metaloproteaza macierzowa 9 (MMP-
9). Co ciekawe, we krwi i mézgach pacjentow z NDD obserwuje si¢ podwyzszony poziom MMP-9,
za$ podanie inhibitorow tej proteazy tagodzi deficyty behawioralne w zwierzgcych modelach NDD.
Jednak rola MMP-9 w patomechanizmach tych choréb nie jest do konca poznana. Rozszerzeniem
wiedzy w powyzszej tematyce zajela si¢ Pani mg Karolina Protokowicz w swojej pracy doktorskiej,
wykorzystujac zwierzgcy model zapalenia oraz genetycznego obnizenia poziomu MMP-9 (MMP-9
KO).

Rozprawe doktorskg Pani mgr Karoliny Protokowicz stanowi tradycyjne opracowanie
monograficzne liczace 157 ponumerowanych stron, podzielone na typowe czesci/rozdziaty, takie jak:
1. Wstep, 2. Cele pracy, 3. Materiaty i Metody, 4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Podsumowanie 1 Wnioski,
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7. Bibliografia. Praca zawiera tez streszczenia w j¢zyku polskim i angielskim, wykaz skrotow
oraz informacje o zrodtach finansowania badan i publikacjach wtasnych Doktorantki. Uktad
monografii nie budzi zastrzezen. Bibliografia sktada si¢ z 292 pozycji. Sa to w wigkszosci prace
z ostatniej dekady, wsrdd nich wiele opublikowanych w ostatnich latach, co $wiadczy o
nowoczesnosci i aktualnosci przeprowadzonych badan. Ogdlnie, praca doktorska zostata
napisana zwi¢zlym, ciekawym jezykiem, z edytorskg staranno$cig i stanowi bardzo spdjne
dzieto, co utatwia czytelnikowi zrozumienia zawartego w nim materiatu.

Rozdzial pierwszy —Wstep — bardzo rzeczowo i ciekawie wprowadza w tematyke badan.
Krotko definiuje NDD, potencjalne czynniki etiologiczne; szerzej skupia si¢ na odpowiedzi
uktadu odpornosciowego, neurozapaleniu, zwierzecych modelach NDD oraz funkcjach MMP-
9. Rozdzial ten prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki w obszarze zainteresowan
badawczych. Niemniej jednak mam kilka drobnych uwag do tej czgséci rozprawy. Po pierwsze,
rozwini¢cie skrétu ADHD powinno zawierac¢ fraze ,,z deficytem uwagi”. Na stronie 18 brakuje
informacji o produktach genéw shank3, cntnap2, synl, fmrl, reln2, ktoéra ulatwitaby
zrozumienie potencjalnego zaangazowania tych genéw w rozwo6j NDD. Chcialam tez zwrécié
uwage na sformulowanie ,czynniki ryzyka diagnozy NDD” (strona 18 oraz 40).
Postawienie/otrzymanie diagnozy zwigzane jest z wieloma czynnikami zaleznymi i
niezaleznymi od pacjenta. Mozna nie mie¢ oficjalnej diagnozy np., ADHD a wykazywac
symptomy tego zaburzenia, wigc raczej méwimy o czynnikach ryzyka rozwoju czy powstania
NDD. Natomiast w rozdziale —Urazy psychiczne— (str. 20) Doktorantka w do$¢ ogolnikowy i
uproszczony sposéb ttumaczy mechanizmy dzialania stresu we wczesnym okresie zycia:
., Nadmierna i dlugotrwata aktywnos¢ osi HPA moze prowadzi¢ do obnizenia odpornosci, a
takze rozregulowania fizjologicznej odpowiedzi na bodzce”. Przede wszystkim zwigkszony
poziom glikokortykoidow we wczesnym okresie zycia (jako konsekwencja nadmiernej
aktywacji osi HPA) jest poteznym czynnikiem programujacym rozwdj organizmu, w tym
moézgu. Glikokortykoidy, dziatajac przez receptory jadrowe, bezposrednio reguluja ekspresje
gendw 1 moga indukowa¢ tez zmiany epigenetyczne modulujace, np., tworzenie i1
funkcjonowanie szlakow neuronalnych, c¢zy plastyczno$¢ synaptyczng. Ponadto
glikokortykoidy (kortyzol, kortykosteron, stres) maja nie tylko dzialanie przeciwzapalne,
obnizajace odpornosé, jak to napisata Doktorantka na stronie 20 czy w rozdziale 1.2.1. (str. 26).
Moga one réwniez potegowaé dziatanie uktadu odpornosciowego i uwrazliwia¢ go na kolejne
czynniki. Stres moze indukowac, tzw., ,.sterylne zapalenie”. Zatem zdecydowanie zbrakto
precyzji w opisie tych kwestii, a sam fragment o wplywie hormondw stresu zostat dos¢
niefortunnie i niespojnie wiaczony do rozdziatu dotyczacego de facto roznic plciowych w
odpowiedzi immunologicznej.

Cele pracy doktorskiej zostaly jasno sprecyzowane w rozdziale 2. Bylo nimi
scharakteryzowanie modelu wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego, a w szczegotach
zbadanie: 1) Czy jednorazowe podanie czynnika bakteryjnego, tj. lipopolisacharydu (LPS), w
siodmym dniu zycia doprowadzi do zmian w zachowaniu dorostych zwierzat, 2) Jaki jest
przebieg stanu zapalnego u siedmiodniowych myszy, 3) Czy MMP-9 jest modulatorem zmian
behawioralnych obserwowanych u dorostych zwierzat poddanych wczesnej stymulacji uktadu
odporno$ciowego. Cele pracy sa w petni uzasadnione i oryginalne, szczego6lnie jesli chodzi o
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rolg MMP-9 w patofizjologii NDD. Co wazne, podjgcie i rozszerzanie badan w tej tematyce
moze przyczyni¢ si¢ w przysztosci do wskazania nowych biomarkeréw NDD, czy tez do
rozwoju nowych terapii tagodzacych objawy tych chorob.

Rozdziat trzeci pracy —Materialy 1 Metody— ze szczegdtami wprowadza w warsztat
badawczy Doktorantki, wykazujac rowniez jej ogolng wiedze teoretyczng. Zamieszczone w tej
czgsci pracy ryciny 1 zdjecia bardzo ulatwiaja zrozumienie zastosowanych technik
eksperymentalnych. Do realizacji zaplanowanych celow mgr Karolina Protokowicz wybrata
zwierzecy model wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego lipopolisacharydem (LPS) i
genetycznego obnizenia poziomu MMP-9 (MMP-9 KO), a takze klasyczne testy behawioralne
badajace lek (podniesiony labirynt krzyzowy, EPM) i zachowania spoleczne (test
trojkomorowy, aparat Eco-HAB™) oraz techniki molekularne, takie jak, test
immunoenzymatyczny Luminex®, zymografi¢ zelowa i RT-qPCR. Zastosowana metodyka jest
nowoczesna i adekwatna do badania wyznaczonych celow. Na szczegodlne uznanie zastuguja
obserwacje zwierzat w aparacie ECO-HAB™ umozliwiajace §ledzenie aktywnosci dobowej i
zachowan spotecznych zwierzat w grupie do 16 osobnikéw. Cho¢ same metody zostaly opisane
szczegblowo 1 wyczerpujaco, to w mojej ocenie W rozdziale 3.1. —Zwierzeta wykorzystywane
w dos$wiadczeniach— brakuje kilku waznych informacji. Na przyktad, warto bytoby podac
doktadniej akty prawne regulujace wykorzystanie zwierzagt oraz przepisy okreslajace
wymagania w zakresie opieki nad zwierzgtami, tym bardziej ze w do§wiadczeniach braty udziat
zwierzeta modyfikowane genetycznie. Ponadto, skoro zwierzeta genotypowano W czternastym
dniu po urodzeniu, a podanie LPS nastgpito w siddmym, to wszystkie zwierzeta w miocie, w
tym heterozygoty, otrzymywaty LPS, zatem, jaki byt dalszy los heterozygot. Kolejne pytania
to, ile miotow wykorzystano w badaniach do stworzenia ostatecznych grup eksperymentalnych
i jak te grupy tworzono, czyli, w jaki sposob rozwigzywano kwesti¢ efektu miotu. Czy
wszystkie zwierzgta przechodzily wszystkie testy behawioralne, czy tez osobne kohorty
zwierzat byly dedykowane konkretnym testom.

Czwarty rozdziat rozprawy przedstawia wyniki badan. Rozdziat ten zostal napisany
bardzo klarownie, zawiera wszystkie niezbedne dane statystyczne umozliwiajace przesledzenie
toku analizy oraz 30 staranie wykonanych rycin i dwie tabele. Doktorantka wykazata, ze
podanie LPS w sid6dmym dniu Zycia myszy wptywa na zachowanie zwierzat w pozniejszym
okresie zycia, a w szczegotach, obniza aktywno$¢ tych zwierzat i w sposob zalezny od genotypu
wplywa na ich lgkliwo$¢. Ponadto LPS w sposob zalezny od pitci modulowal zachowania
spoteczne. Co ciekawe, efekt ten (w reakcji na nieznany bodziec spoteczny) nie wystgpowal u
zwierzat linit MMP-9 KO, co moze §wiadczy¢ o zaangazowaniu biatka MMP-9 w powstawanie
zaburzen spotecznym w badanym modelu. Natomiast badania biochemiczne potwierdzity, ze
stosowany model wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego wywoluje stan zapalny na
obwodzie i w mozgu oraz zwigksza ekspresje MRNA MMP-9 i jej aktywno$¢ zelatynolityczng
w mozgu. Bez watpienia uzyskane wyniki stanowig podwaliny nowego modelu NDD do badan
nad patomechanizmami tych chorob. Wskazuja takze biatko MMP-9 jako potencjalnego
kandydata na obwodowego i mézgowego biomarkera NDD.



Doktorantka zdecydowata si¢ analizowac uzyskane w do$wiadczeniu dane za pomoca
analiz wieloczynnikowych, w tym wieloczynnikowej ANOVA. Najlatwiej interpretowac
wyniki takich analiz, jesli uzyskuje si¢ znamienne statystycznie interakcje migdzy czynnikami.
W przypadku uzyskiwania istotnych statystycznie tylko gléownych czynnikow analizy, nalezy
zachowac ostrozno$¢, gdyz szczegdtowe analizy post hoc nie sg wtedy zwykle uprawnione. W
mojej ocenie Doktorantka w kilku przypadkach nie zachowatla takiej ostroznosci, co wptyneto
na interpretacj¢ cze¢sci wynikow pokazujacych zmiany zalezne od pici i genotypu. Na przykiad
dane dotyczace aktywnos$ci dobowej myszy B6 (str. 65) — analiza wykazata znamienny wptyw
podanej substancji i pici, ale nie interakcji migdzy nimi, a Doktorantka stosuje w nastgpnym
kroku analiz¢ post hoc badajac wptyw LPS osobno u samcoéw i samic, czy tez pordwnuje samce
z samicami po podaniach NaCl. Podobna sytuacja, ale dotyczaca trojczynnikowej ANOVA,
wystepuje W przypadku wynikéw aktywnosci zwierzat w modelu MMP-9 KO (str. 91, EPM).
ANOVA wykazata wptyw wszystkich gtownych czynnikow (substancja, pte¢, genotyp), ale
zadnej interakcji, wigc szczegotowe pordwnania wptywu LPS u danej pici i okreslonego
genotypu nie s3 w mojej ocenie uprawnione. Kolejny przyktad to analiza aktywno$ci dobowe;j
myszy linii MMP-9 KO (str. 94), gdzie nie uzyskano znamiennego wptywu pici i interakc;ji ptci
z innymi czynnikami, natomiast Doktorantka napisata, ze dalsza ,,Analiza post- hoc miedzy
grupami wykazata istotne roznice wylqcznie w grupie samcow”. Podobne watpliwosci budzi
we mnie analiza testami Manna-Whitneya w obrgbie czynnikow, ktére nie okazaly si¢
znamienne w globalnej analizie Kruskala-Wallisa. Dotyczy to gléwnie wynikow
biochemicznych. Wiele analiz nie wykazato np., znamienno$ci czynnika plci, a i tak
prowadzono dalsza analiz¢ osobno dla samcéw i1 samic. Moze lepszym rozwigzaniem dla
wykazania roznic plciowych byloby zredukowanie liczby czynnikdw (np. po wstepnych
analizach globalnych) i przeprowadzanie analiz, np. w konkretnych punktach czasowych
(poziom biatek w surowicy) lub strukturach moézgu (poziom mRNA). Pomimo tych
rozbieznosci w interpretacji niektorych danych pragne podkreslic, ze ogoélny przekaz
uzyskanych wynikow i ostateczne wnioski z do§wiadczenia pozostajg takie same. Do tej czgsci
rozprawy mam jeszcze jedno pytanie, czy indukowana LPS zmniejszona ogdlna aktywnos¢
zwierzat w modelu MMP-9 KO mogta wptyna¢ na pomiar i interpretacje ich zachowania w
tescie EPM (badanie Iekliwosci i podejmowania zachowania ryzykownego).

W pigtym rozdziale swojej rozprawy doktorskiej Pani mgr Karolina Protokowicz
wnikliwie dyskutuje uzyskane w doswiadczeniu wyniki na tle dostgpnych danych
literaturowych, wykazujac ogolng wiedze teoretyczng W temacie oraz zdolno$¢ zaréwno do
analizy, jak i syntezy badan. Jednak moim zdaniem fragment Dyskusji opisujacy potencjalng
geneze rdznic ptciowych w odpowiedzi uktadu odpornosciowego wymagatby uzupehienia.
Doktorantka stymulowata uktad immunologiczny we wczesnym okresie postnatalnym, kiedy
to hormony plciowe niekoniecznie moge mie¢ kluczowe znaczenie w ekspresji rdznic
ptciowych. Warto bylo wspomnie¢ o plci genetycznej, obecnosci genow regulujacych uktad
immunologiczny na chromosomie X i o tym, Ze czgs¢ gendw ,ucieka” inaktywacji
chromosomu X, co moze leze¢ u podstaw odmiennej odpowiedzi odpornosciowej u samic i
samcow od samego poczatku. Tym bardziej, ze ta kwestia nie zostata doktadnie opisana we
Wstepie. W mojej ocenie brakuje tez w Dyskusji (badz we Wstepie) szerszego wyjasnienia
wyboru do badan nad wczesng stymulacja uktadu odporno$ciowego akurat sibdmego dnia po
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urodzeniu zwierzat. Doktorantka wspomina, ze chodzito o badania w okresie intensywnej
synaptogenezy i w okresie postnatalnym jako uzupelnienie badan w okresie prenatalnym.
Niemniej jednak przyjmuje si¢, ze pod wzgledem rozwoju, mézg gryzonia w 1-10 dniu
postnatalnym odpowiada mézgowi cztowieka w trzecim trymestrze cigzy. W tym konteks$cie
wybor siddmego dnia postnatalnego do badan jest jak najbardziej sensowny, bo wiekszo$¢
NDD rozwija si¢ prawdopodobnie w okresie prenatalnym i okotourodzeniowym. Na koniec
zwracam uwage na niefortunny btad, ktéry wkradt si¢ w trzecim podrozdziale Dyskusji (str.
118), ACTH nie jest uwalniany z jadra przykomorowego podwzgdrza, a CRH nie jest
produkowany przez przysadke, tylko na odwrot.

Rozprawe doktorska konczy rozdziat —Podsumowanie i Wnioski—, w ktorym
Doktorantka poprawnie formutuje nastgpujace konkluzje: 1) Jednorazowa stymulacja uktadu
odporno$ciowego w okresie intensywnej synaptogenezy moze stanowi¢ nowy mysi model
zaburzen neurorozwojowych, 2) Ze wzgledu na réznice migdzy samcami i samicami, niezbgdne
jest prowadzenie badan na obu piciach, 3) MMP-9 jest niezbedna do zaj$cia zmian w
zachowaniu spotecznym obserwowanych po wczesnej stymulacji uktadu odporno$ciowego, 4)
biatko MMP-9 moze by¢ potencjalnym celem terapeutycznym i/lub wskaznikiem
molekularnym wykorzystywanym w terapii NDD.

Podsumowujac, przedtozona mi do recenzji rozprawe doktorska Pani mgr Karoliny
Protokowicz oceniam pozytywnie. Stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
o czym S$wiadczg wszystkie rozdzialy rozprawy. Jest ona niewatpliwie cennym zrédiem
wynikow uzupelniajgcych wiedz¢ o patomechanizmach zaburzen neurorozwojowych.
Zamieszczone przeze mnie uwagi krytyczne nie wptywaja na moja ogdlnie pozytywna oceng
pracy. Zdecydowanie rozprawa ta prezentuje ogdlng wiedz¢ teoretyczng Doktorantki w
wybranej przez nig dziedzinie nauki oraz wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
badan naukowych, w tym ich zaplanowania, analizy i przedstawienia uzyskanych wynikow
oraz ich dyskusji.

Stwierdzam, wobec tego, ze rozprawa doktorska mgr Karoliny Protokowicz spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szKolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii
Nauk o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Protokowicz do dalszych etapéw postgpowania w
sprawie nadania stopnia doktora.

dr hab. Agnieszka Chocyk
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Karoliny Protokowicz
pt: ,,Udziat metaloproteazy macierzowej 9 (MMP-9) w powstawaniu zmian w zachowaniu spotecznym
w mysim modelu wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego czynnikiem o pochodzeniu bakteryjnym”
wykonanej w Pracowni Neurobiologii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie

pod kierunkiem Prof. dr hab. Leszka Kaczmarka

Zaburzenia neurorozwojowe (ang. neurodevelopmental disorders, NDD) stanowig heterogenng grupe
schorzen, obejmujgcg m.in. zaburzenia ze spektrum autyzmu (autism spectrum disorder, ASD) oraz zespot
nadpobudliwosci psychoruchowej (attention deficit hyperactivity disorder, ADHD). Charakteryzujg sie one
trudnosciami w interakcjach spotecznych, zaburzeniami komunikacji werbalnej i niewerbalnej oraz
wystepowaniem sztywnych, stereotypowych wzorcéw zachowan i zainteresowan, ktore istotnie wptywajg na
funkcjonowanie jednostki we wszystkich aspektach zycia. Aktualne dane epidemiologiczne wskazujg na staty
wzrost liczby diagnoz NDD, co czyni te zaburzenia istotnym wyzwaniem zaréwno dla naukowcdw, jak i
klinicystéw. Pomimo intensywnych badan prowadzonych w wielu osrodkach na s$wiecie, etiologia oraz
molekularne mechanizmy lezgce u podstaw tych schorzen pozostajg w duzej mierze niepoznane. W zwigzku z
tym kazda préba pogtebienia wiedzy w tym obszarze jest niezwykle cenna i moze przyczynic sie do opracowania
nowych strategii diagnostycznych oraz terapeutycznych.

Tematyka przedtozonej mi do oceny rozprawy doktorskiej wpisuje sie zatem w aktualne kierunki badan
nad NDD, podejmujgc wazne i aktualne zagadnienia zwigzane z rolg uktadu odpornosciowego w patogenezie tych
zaburzen. Praca ta nie tylko wzbogaca naszg wiedze na temat mechanizmoéw molekularnych lezgcych u podstaw
NDD, lecz takze moze stanowic inspiracje do dalszych badan nad nowymi, potencjalnie skutecznymi metodami
leczenia.

Opracowanie cechuje sie sprawdzong i tradycyjng struktura. Liczy 157 stron i zostato zgodnie z przyjetymi
standardami podzielone na gtéwne rozdziaty: Wstep, Cele Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja,

Podsumowanie i Whnioski oraz Bibliografia. Kazdy z rozdziatéw zawiera konsekwentnie ponumerowane
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podrozdziaty, co znaczgco utatwia orientacje w tresci. W pracy umieszczono réwniez streszczenie w jezyku
polskim i angielskim. Doktorantka dofgczyta takze spis publikacji wtasnych, co swiadczy o jej duzej aktywnosci
naukowej.

Wstep pracy stanowi bardzo dobre wprowadzenie w zagadnienie objete tematem badan. Doktorantka
umiejetnie prowadzi narracje, przechodzac od ujecia ogdlnego do szczegdétowego — rozpoczyna rozdziat od
przedstawienia istoty zaburzen neurorozwojowych, a nastepnie przechodzi do omdwienia roli czynnikéw
genetycznych oraz srodowiskowych w etiologii NDD. W kolejnych fragmentach wstepu Doktorantka rzetelnie i w
oparciu o kluczowa literature naukowg omawia coraz czesciej podkreslane réznice w odpowiedzi odpornosciowej
miedzy ptciami, ktére mogg miec istotne znaczenie dla rozwoju i przebiegu zaburzen neurorozwojowych. Jest to
szczegblnie wartosciowy element rozprawy, swiadczacy o jej aktualnosci oraz wnikliwej analizie zagadnienia.
Rozwazania te prowadzg do rozdziatu poswieconego roli stanu zapalnego w osrodkowym ukfadzie nerwowym
(OUN), ze szczegdlnym uwzglednieniem funkcji bariery krew-mézg (BBB) w mechanizmach patologicznych
zwigzanych z aktywacjg uktadu odpornosciowego. Analiza ta zostata wzbogacona o starannie opracowany
schemat BBB, ktéry znaczaco podnosi wartos¢ dydaktyczng pracy, utatwiajgc zrozumienie przedstawionych
tresci. Kolejna cze$é wstepu poswiecona jest modelom zwierzecym NDD. Doktorantka w sposéb przemyslany
uzasadnia wybdr zastosowanego w pracy modelu aktywacji uktadu odpornosciowego we wczesnym okresie
postnatalnym, co stanowi kluczowy aspekt metodologiczny dysertacji. W tej czesci pracy znalazta sie takze
syntetyczna, lecz wyczerpujgca charakterystyka metaloproteazy macierzowej 9 (MMP-9), enzymu o istothym
znaczeniu w mechanizmach plastycznosci neuronalnej oraz procesach zapalnych. Catos$¢ zostata oparta na
starannie dobranej literaturze. Cho¢ wstep pracy jest merytorycznie bogaty i dobrze skonstruowany, nie udato
sie catkowicie unikng¢ drobnych btedéw edytorskich. Nie wptywajg one jednak na ogdlng wartos¢ rozprawy.

Na stronie 40 Doktorantka okresla gtéwny cel pracy, ktérym byta charakterystyka modelu wczesnej
stymulacji uktadu odpornosciowego. Model ten zostat oparty na podaniu siedmiodniowym mysim oseskom
lipopolisacharydu (LPS) w dawce 0,05 mg/kg masy ciata. W ramach badan postawiono trzy zasadnicze pytania:

1. Czy jednorazowe podanie LPS w siédmym dniu zycia doprowadzi do zmian w zachowaniu dorostych
zwierzat?

2. Jaki jest przebieg stanu zapalnego u siedmiodniowych myszy?

3. Czy MMP-9 jest modulatorem zmian behawioralnych obserwowanych u dorostych zwierzat poddanych
wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego?

Analiza sformutowanego celu badawczego w kontekscie tytutu dysertacji ,Udziat metaloproteazy
macierzowej 9 (MMP-9) w powstawaniu zmian w zachowaniu spotecznym w mysim modelu wczesnej stymulacji
uktadu odpornosciowego czynnikiem o pochodzeniu bakteryjnym” sugeruje pewng niepetng kompatybilnos¢
miedzy nimi. Cho¢ gtowny kierunek badan jest jasny, wskazane bytoby doprecyzowanie celu tak, aby w petni
korespondowat z tytutem rozprawy.

W pracy zastosowano szeroki wachlarz starannie dobranych metod badawczych, obejmujgcych zaréwno

techniki biologii molekularnej, jak i testy behawioralne. Kazda z zastosowanych metod zostata szczegétowo



@& Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. Mirostawa Mossakowskiego
’ Polskiej Akademii Nauk

scharakteryzowana, z uwzglednieniem jej istoty oraz znaczenia dla prowadzonych badan. Dodatkowym atutem
jest przejrzysta prezentacja metodologii w postaci czytelnych schematéw ilustrujgcych przebieg eksperymentéw,
co nie tylko utatwia zrozumienie zastosowanych procedur, ale takze swiadczy o wysokim poziomie kompetencji
Doktorantki w zakresie samodzielnego planowania i realizacji badan naukowych. W opisie metodologicznym nie
podano jednak, czy podjeto dziatania majgce na celu eliminacje efektu miotu (litter effect), ktdry moze istotnie
wptynaé na wiarygodnos$¢ wynikéw. Efekt ten wynika z faktu, ze zwierzeta pochodzace z jednego miotu majg
bardziej zblizony profil genetyczny oraz podlegaja podobnym wptywom prenatalnym i postnatalnym. W
konsekwencji zmienno$¢ miedzy miotami moze zosta¢ btednie przypisana do efektu badanej zmiennej, co
zwieksza ryzyko btednej interpretacji wynikdw i moze prowadzi¢ do fatszywych wnioskow, zwtaszcza jesli nie
uwzgledniono go w analizie statystyczne;.

W sekgc;ji 3.2. (s. 40) Doktorantka stwierdza, ze ,,caty miot otrzymywat te samg substancje”. Nie jest jednak
jasne, czy oznacza to, ze wszystkim oseskom z jednego miotu podawano LPS, a oseskom z innego miotu NaCl, czy
tez z kazdego miotu losowo wybierano okreslong liczbe zwierzat do réznych grup eksperymentalnych. Ponadto
nie wiadomo, czy w analizie statystycznej za n przyjeto $rednig ze zwierzat z jednego miotu, czy tez liczba n
odpowiadata liczbie zwierzat, ktére pochodzity z danego miotu lub z kilku réznych miotédw. Informacje te nie
zostaty zawarte ani w sekcji dotyczacej metodologii, ani w legendach pod wykresami w sekcji wyniki, co utrudnia
ocene sposobu przeprowadzenia eksperymentu. Dlatego poprosze o wyjasnienie tej kwestii podczas obrony
pracy.

Aby potwierdzié, ze model stymulacji uktadu odpornosciowego we wczesnym okresie postnatalnym
wplywa na powstawanie dtugotrwatych zmian w zachowaniu, przeprowadzono kompleksowg analize
aktywnosci, emocjonalnosci oraz socjalnosci dorostych zwierzat po jednorazowym podaniu LPS 7-dniowym
oseskom. Szczegdlnie istotnym aspektem badan jest uwzglednienie wptywu ptci, co stanowi wazny wktad w
dalsze prace nad mechanizmami lezagcymi u podstaw chordb neurorozwojowych. Moze to przyczynié sie do
lepszego zrozumienia, dlaczego zaburzenia takie jak np. autyzm czesciej diagnozuje sie u chtopcéw — czy wynika
to z rzeczywistych réznic biologicznych, czy tez z niedoszacowania przypadkéw u dziewczat ze wzgledu na tzw.
kobiecy fenotyp autyzmu. Dalsze badania w tym obszarze mogg pomdc w opracowaniu bardziej precyzyjnych
narzedzi diagnostycznych oraz strategii terapeutycznych uwzgledniajgcych specyfike ptci.

W kontekscie przedstawionych wynikéw warto jednak doprecyzowaé, czy samce i samice pochodzity z
tego samego, czy tez z réinych miotéw, np. w przypadku analizy czasu spedzanego na czyszczeniu futra
(grooming) (Ryc. 4.6.), gdzie zaobserwowano istotny wptyw ptci, czy w ocenie lekliwosci (Ryc. 4.7.). Ponadto
warto wyjasnié, czy przy okreslaniu liczby zwierzat w grupach eksperymentalnych, oprdcz uwzglednienia zasady
3R (Replacement, Reduction, Refinement), przeprowadzono analize mocy testu w celu optymalizacji wielkosci
proby. W badaniach behawioralnych odpowiednia liczba zwierzat jest kluczowa dla uzyskania wiarygodnych
wynikéw, dlatego zastosowanie metod statystycznych, takich jak analiza mocy testu (np. za pomoca
oprogramowania G*Power) zwieksza precyzje i rzetelnos¢ uzyskanych danych. Zalezny od ptci wzrost stezen

kluczowych cytokin prozapalnych oraz MMP-9 w surowicy oseskdow, a takze zwiekszona aktywnosc oraz ekspresja
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MMP-9 w wybranych strukturach médzgu, sSwiadczg o inicjacji proceséw prozapalnych oraz rozwoju
neurozapalenia. Obserwowane zmiany mogg wskazywa¢ na dtugofalowe konsekwencje dla funkcjonowania
uktadu nerwowego, potencjalnie wptywajgc na plastycznosc synaptyczng, bariere krew-mdzg oraz podatnosc na
rozwdéj neurozapalenia w pdzniejszym zyciu. W dalszej czesci pracy Doktorantka konsekwentnie koncentruje sie
na wyjasnieniu roli MMP-9 w ksztattowaniu zachowan dorostych myszy narazonych na LPS we wczesnym okresie
postnatalnym.

Doktorantka dostrzega rozbieznosci w zachowaniach oseskéw myszy C57BL/6J (B6) i MMP-9 KO (WT) w
odpowiedzi na LPS. Na rycinie 4.2 (s. 63) pokazano, ze LPS nie wptywa na aktywnos¢ samcéw i samic B6, podczas
gdy na rycinie 4.20 (s. 91) wykazano, ze u samcéw myszy WT powoduje jej obnizenie, co kontrastuje z wynikami
dla B6. Podobne rdznice zaobserwowano w analizie self-groomingu — rycina 4.6 (s. 68) wskazuje, ze LPS nie
wplywa na czyszczenie futerka u B6, natomiast na rycinie 4.24 (s. 97) widaé, ze samce i samice WT po wczesnej
aktywacji uktadu odpornosciowego LPS-em poswiecajg na te czynnos¢ wiecej czasu.

Autorka podejmuje prébe wyjasnienia tych rozbiezno$ci w Dyskusji, odwotujgc sie m.in. do badan
sugerujacych, ze wptyw LPS na emocjonalnos$¢ zwierzat moze byé niejednorodny. Jednak w kontekscie
przedstawionych wynikéw pojawia sie pytanie o jednorodnos¢ stosowanego preparatu LPS. Jego toksycznosé
zalezy od skfadu lipidowej czesci (lipidu A) oraz dtugosci fancucha polisacharydowego, co wptywa na
rozpoznawanie przez receptory TLR4 i site odpowiedzi immunologicznej. Roznice miedzy partiami preparatu
moga zatem wptywac na powtarzalnos¢ wynikdéw i ich interpretacje. Warto wiec doprecyzowac, czy w badaniach
kontrolowano sktad i toksycznos¢ LPS oraz czy mogto to mieé¢ wptyw na zaobserwowane réznice miedzy B6 a WT.

Dyskusja pracy zostata przeprowadzona w sposdb spdjny i klarowny, co swiadczy o wysokiej kulturze
naukowej Autorki. Doktorantka rozpoczyna ten rozdziat od syntetycznego i przejrzystego przedstawienia
uzyskanych wynikéw badan, po czym konfrontuje je z najnowszg, starannie dobrang literaturg. Wykazuje sie przy
tym nie tylko szeroka znajomoscig aktualnego stanu badan, ale takze umiejetnoscig krytycznej analizy
dostepnych Zrédet. Na podstawie $wiatowego dorobku naukowego prowadzi wnikliwg dyskusje nad uzyskanymi
rezultatami, wskazujac zaréwno ich znaczenie, jak i ograniczenia. Swiadomie podkresla, ze formutowanie
jednoznacznych wnioskéw na tym etapie badan byloby przedwczesne, co dowodzi jej naukowej dojrzatosci i
rzetelnosci badawczej. Wykazuje przy tym umiejetnosc refleksyjnego i obiektywnego podejscia do wtasnych
wynikéw, a takze otwarto$¢ na dalsze eksploracje tematu. Warto doceni¢ rowniez jej umiejetnosé formutowania
perspektyw badawczych oraz identyfikowania obszaréw wymagajgcych kontynuowania badan, co dodatkowo
podkresla jej kompetencje naukowe. Szczegdlnie interesujgce i wartosciowe sg dwa ostatnie rozdziaty dyskusji,
w ktérych Doktorantka wnikliwie analizuje role MMP-9 w ksztattowaniu zachowan spotecznych po wczesnej
stymulacji uktadu odpornosciowego. Przedstawia réwniez potencjalne mechanizmy lezgce u podstaw zmian
behawioralnych obserwowanych u zwierzat poddanych takiej stymulacji. W oparciu zaréwno o wyniki wtasnych
badan, jak i dane z najnowszej literatury, dochodzi do wniosku, ze MMP-9 odgrywa istotng role w regulacji
interakcji spotecznych. Jednoczesnie z duzg Swiadomoscia naukowg zaznacza, ze ,petne zrozumienie

molekularnego mechanizmu wymaga dalszych badan”, podkreslajgc tym samym potrzebe kontynuacji prac w
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tym obszarze. Co istotne, Doktorantka formutuje pytania badawcze, ktédre mogg stanowié inspiracje do dalszych
poszukiwan skutecznych zwigzkéw protekcyjnych w terapii zaburzen neurorozwojowych indukowanych wczesng
aktywacjg uktadu odpornosciowego. Wysuwa réwniez hipoteze dotyczgcy zwiekszonej przepuszczalnosci BBB
pod wptywem aktywacji cytokin i innych mediatoréw stanu zapalnego. Proponuje, ze wynikajacy z tego naciek
komérek odpornosciowych z obwodu do OUN moze by¢ kluczowym czynnikiem inicjujgcym nieodwracalne
zmiany w organizacji sieci neuronalnych, prowadzace do zaburzen neurorozwojowych. Hipoteza ta jest spdjna z
aktualnym stanem wiedzy i znajduje potwierdzenie w najnowszych doniesieniach naukowych, ktére wskazujg na
zwigzek miedzy przewlektym neurozapaleniem, uszkodzeniem BBB a patogenezg zaburzen ze spektrum autyzmu.
W kontekscie tych ustalen, praca Doktorantki wnosi istotny wktad w zrozumienie roli czynnikéw zapalnych w
etiologii zaburzen neurorozwojowych oraz otwiera nowe perspektywy badawcze nad potencjalnymi strategiami
terapeutycznymi.

Rozdziat Podsumowanie i Wnioski stanowi klarowne i syntetyczne zestawienie najwazniejszych wynikéw
przeprowadzonych badan. Autorka w sposéb przejrzysty i logiczny podsumowuje kluczowe ustalenia. Wnioski
zostaty sformutowane w sposéb rzetelny i dobrze uzasadniony, co swiadczy o dogtebnym zrozumieniu tematu
oraz umiejetnosci krytycznej analizy wynikow.

Podsumowujac, pomimo przedstawionych uwag i sugestii, nalezy podkreslié, ze tematyka rozprawy jest
niezwykle istotna nie tylko z perspektywy naukowej, lecz takze praktycznej. Moze stanowi¢ inspiracje do
poszukiwania nowych strategii terapeutycznych w leczeniu zaburzen neurorozwojowych, w tym ASD,
wynikajgcych z nadmiernej aktywacji uktadu odpornosciowego.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska $wiadczy o solidnym przygotowaniu merytorycznym Autorki
w dziedzinie nauk biologicznych. Kandydatka wykazata sie zdolnosciag do samodzielnego prowadzenia badan
naukowych, umiejetnoscig formutowania i weryfikacji hipotez, a takie projektowania oraz realizacji
eksperymentdéw i wyciggania wnioskéw. Zastosowanie mysiego modelu opartego na postnatalnej aktywacji
uktadu odpornosciowego oraz dazenie do identyfikacji molekularnych mechanizméw lezgcych u podstaw
zaburzen neurorozwojowych stanowi oryginalne i nowatorskie podejscie badawcze. Co wiecej, wyniki i wnioski
ptyngce z pracy majg istotne znaczenie nie tylko dla lepszego zrozumienia mechanizmoéw patogenezy zaburzen
neurorozwojowych, ale réwniez dla przysztych badan nad potencjalnymi strategiami terapeutycznymi. W obliczu
rosnacej liczby diagnoz tych schorzen zaréwno w Polsce, jak i na swiecie, podjeta problematyka ma nie tylko
wymiar naukowy, lecz takze wazny kontekst kliniczny i spoteczny.

Stwierdzam, wobec tego, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z pdin.
zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego o dopuszczenie mgr Karoliny Protokowicz do dalszych etapow postepowania w sprawie

nadania stopnia doktora.
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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Karoliny Protokowicz:

»Udziat metaloproteazy macierzowej 9 (MMP-9) w powstawaniu zmian w zachowaniu
spotecznym w mysim modelu wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego czynnikiem
o pochodzeniu bakteryjnym”.

Katedra i Zaktad Fizjologii

Wydziat Nauk Medycznych
w Katowicach

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska powstata w Pracowni Neurobiologii
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie, pod kierunkiem
promotora, pana prof. Leszka Kaczmarka.

Dysertacja zostata zredagowana w typowym uktadzie monografii i obejmuje 157 stron

40-752, Katowice

R CHRAES sktadajacych sie na osiem rozdziatéw podzielonych na dalsze podrozdziaty.

Tres¢ pracy rozpoczynajg streszczenia w jezyku w jezyku polskim i angielskim, przyblizajace
czytajgcemu kwintesencje rozprawy. Na stronie 10, w streszczeniu polskim znajduje sie
okreslenie ,zawieszony labirynt krzyzowy”. Wtasciwa nazwa to ,uniesiony labirynt

prof. dr hab. n. med. Jarostaw Barski
krzyzowy” co odpowiada nazwie angielskiej ,elevated plus maze”.
jbarski@sum.edu.pl g - : oy
Po streszczeniach autorka zamiescita ,, Alfabetyczny wykaz najczesciej stosowanych
skrétéw”, ktéry wyjasnia skroty zastosowane w tekscie rozprawy, lecz wbrew tytutowi nie

SEKRETARIAT
jest on jednak alfabetyczny.

tel.: (+48 32) 208 8476
Rozdziat numer 1 to , Wstep” podzielony na 4 podrozdziaty, ktére na podstawie danych
literaturowych, wchodzgcych w sktad bogatej bibliografii przybliza wiedze na temat
zagadnien, bedgcych meritum przygotowanej dysertacji. W podrozdziale 1.1. doktorantka
przybliza czytajgcemu definicje zaburzen neurorozwojowych oraz jej zakres obejmujacy 6
schorzen zgodnie z klasyfikacjg zaburzen psychicznych Amerykanskiego Towarzystwa
Psychiatrycznego - DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders).
Zamieszczony diagram 1.1. w jasny sposob informuje na temat powigzanych ze sobg

l & uwarunkowan fizjologiczno-morfologicznych lezgcych u podstaw schorzen

\r neurorozwojowych. W mojej opinii okreslenie ,,objawy w OUN” nalezatoby zastgpi¢ mniej

FR EXCELLENCE IN RESFARCH klinicznym okresleniem ,,zmiany w OUN”. Zdajac sobie sprawe z ograniczen

objetosciowych rozprawy doktorskiej, w zaburzeniach neurorozowjowych, a tym samym
wsrdd czynnikdw genetycznych (podrozdziat 1.1.1.) nalezatoby tez koniecznie wymienié¢
stwardnienie guzowate (tuberous sclerosis comlex). Mam tez watpliwos¢ czy stan zapalny

wymieniony w podrozdziale 1.1.2. ,,Czynniki Srodowiskowe”, nie jest raczej zaburzeniem

metabolicznym, a moze caty rozdziat czynniki srodowiskowe nalezatoby nazwac ,,Czynniki

epigenetyczne?
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W powyizszym rozdziale mozna by tez wspomniec o niektérych czesto zazywanych lekach jak np. B-
adrenolityki, a w czesci mowigcej o diecie mozna by wymienic rosliny krzyzowe (obecnie
kapustowate, Brassicaceae), ktére majg wptyw na gospodarke hormonami tarczycy.

Podrozdziat 1.2 koncentruje sie na odpowiedzi immunologicznej i jej roli w etiologii zaburzen
neurorozwojowych. W tym aspekcie autorka pracy wskazuje na role, jakg petni bariera krew-mézg,
ktérej funkcja moze by¢ modyfikowana aktywnoscig metaloproteaz macierzowych. Jedno z tych
biatek, matrix metalloproteinase-9 - MMP-9, jego rola w ksztattowaniu odpowiedzi uktadu
odpornosciowego oraz modyfikowaniu zachowania, jest przewodnim tematem ocenianej pracy
doktorskiej. Bardziej szczegétowe informacje dotyczagce MMP-9, oparte na danych literaturowych
oraz badaniach wtasnych zespotu promotora tej pracy znajdujg sie w podrozdziale 1.4.
Przedostatnim podrozdziatem czesci wstepnej jest podrozdziat 1.3, w ktérym doktorantka skupita sie
na przedstawieniu wybranych, zwierzecych modeli zaburzen neurorozwojowych oraz wybranych
aspektach metodycznych badan tych modeli. Doktorantka wskazuje tez na bardzo istotng role
genetycznych modeli zwierzecych, w szczegdlnosci zwierzat transgenicznych. Chciatbym tutaj
podkresli¢, iz poprawnym terminem, opisujgcym nokaut genetyczny jest wytaczenie lub
zablokowanie ekspresji genu, a nie jego uszkodzenie, jak napisano na stronie 30.

Na stronie 31 doktorantka wskazuje na zjawisko eliminacji komérek jako elementu dojrzewania
uktadu nerwowego oraz ksztattowania jego docelowych potgczen synaptycznych. Zjawisko tzw.
naturalnej Smierci komdrkowej, czyli apoptoza rézni sie w swoim przebiegu od degeneracji neuronéw
i wskazany bytby krétki opis charakterystycznych cech apoptozy.

W dalszej czesci podrozdziatu 1.3. znajdujemy opis podstaw metodycznych, wybranych do czgsci
eksperymentalnej testéw behawioralnych, uniesionego labiryntu krzyzowego oraz testéw badajgcych
zachowania socjalne — testu tréjkomorowego i testu w systemie Eco-HAB.

Rozdziat 2 to ,Cele pracy”, gdzie znajdziemy wyjasnienie podstawowych zatozen eksperymentu oraz
trzy jasno sprecyzowane cele/pytania, na ktére ma odpowiedzie¢ cze$¢ doswiadczalna rozprawy i
wyniki bedace jej rezultatem.

»Materiat i metody” to trzeci rozdziat pracy doktorskiej. Podrozdziat 3.1 zawiera informacje na temat
zwierzat wykorzystanych do zaplanowanych badani. Cennym uzupetnieniem byty by numery
szczepdw zgodne z katalogiem Jackson Laboratory oraz linki do stron katalogu. Pozwolitoby to na
uzyskanie bardziej precyzyjnych informacji, dotyczacych szczegdlnie linii z wytgczong ekspresjag MMP-
9 (np. jak stworzono linig, jak inaktywowano ekspresje, jakie jest tto genetyczne linii).

Podrozdziat 3.1.3 to ,|dentyfikacja genotypu (genotypowanie)”. W tym miejscu ma zastrzezenia
odnosnie sposobu pobierania biopsji do izolacji DNA. Po pierwsze obcinanie paliczkéw dopiero w

czternastym dniu wydaje sie by¢ nieuzasadnione, mozna to byto robi¢ wczesniej, co jest mniej
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dotkliwe, po drugie, jezeli juz pobieramy paliczki to mozna byto z nich izolowaé DNA, bez
koniecznosci dodatkowego pobierania ,fragmentu ogona”. Po trzecie w publikacji “Identification
methods in newborn C57BL/6 mice: a developmental and behavioural evaluation” w czasopi$mie
Laboratory animals, 44/2, 2009, znajduje sie nastepujace zalecenie, popierajace powyzszg opinie:
»Toe clipping has been widely used in the past, but is currently not recommended due to welfare and
ethical grounds.1,8,9 Recommendations and guidelines indicate toe clipping as a method only
acceptable for altricial neonates (<7 postnatal day [pnd]), when no other methods are feasible and
several Institutional Animal Care and Use Committees (IACUC) only allow toe clipping when strong
scientific justification is presented. Toe clipping can be applied to newborn mice as early as one day
after birth, but it is easier to perform between pnd 5 and 7, when the toes are larger but ossification
is not yet complete. An advantage of toe clipping is that the tissue removed can be used for DNA
extraction and genotyping, particularly useful when studying transgenes and/or mutations requiring
analysis in the early postnatal period.”

Podrozdziat 3.3 poswiecony jest opisowi metod behawioralnych wykorzystanych podczas czesci
eksperymentalnej rozprawy.

W zwigzku z faktem, iz zachowania socjalne stojg w centrum zainteresowania tej pracy, chciatbym
zapyta¢, czy doktorantka rozwazata przeprowadzenie testu izolacji i rejestracji USV celem
sprawdzenia interakcji pomigdzy matka i potomstwem, co mozna badaé réwniez po 7 dniu po
urodzeniu?

Doktorantka przeprowadzita dwa testy behawioralne, test w uniesionym labiryncie krzyzowy oraz
test tréjkomorowy, a takze dwie obserwacje behawioralne bez wymuszania zachowania, obserwacje
w klatce oraz dtugoterminowa obserwacje w systemie EcoHAB. Jezeli chodzi o test tréjkomorowy, to
chciatbym zapytac, dlaczego jako bodziec, zamiast zywej myszy zastosowano $cidtke i czy podczas
habituacji w metalowym koszyczku znajdowata sie czysta $ciétka? Moim zdaniem w czesci opisujgcej
metodyke, szczegdlnie testy behawioralne powinna znalez¢ sie informacja o liczbie zwierzat
wykorzystanych w tych badaniach.

Podrozdziat 3.4. zawiera informacje dotyczgce badar molekularnych przeprowadzonych w czesci
eksperymentalnej, w tym oznaczer wskazujacych na istniejgcy stan zapalny. Poniewaz w pierwszym
zdaniu tego rozdziatu znajduje sie informacja, iz badania molekularne wykonano na tkankach
pobranych do 24 godzin po stymulacji LPS, chciatbym zapytaé, czy poziom stanu zapalnego byt
réwniez badany przed testami behawioralnymi? Ostatni podrozdziat czesci ,Materiaty i metody”
opisuje metody statystyczne zastosowane do analizy danych utrzymanych w czesci eksperymentalnej

dysertacji.
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Wyniki uzyskane podczas wykonywania rozprawy doktorskiej pani mgr Karoliny Protokowicz zostaty
zebrane w rozdziale czwartym. Wyniki opisano po podzieleniu ich na trzy czesci. Czesc pierwsza to
podrozdziat 4.1 skupiajgcy sie na analizie zachowania niezmienionych genetycznie myszy szczepu
C57BI/6J — grupa eksperymentalna B6, ktérych system odpornosciowy byt stymulowany w 7 dniu po
urodzeniu przy pomocy LPS. Aktywnosc¢ opisana w podrozdziale 4.1.1 byta analizowana w tescie
uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM) oraz analizy zachowania w systemie Eco-HAB. Myszy z grupy
B6, podzielone na samce i samice oraz zwierzeta stymulowane i niestymulowane LPS obserwowano
przez 5 minut podczas eksploracji labiryntu. Uzyskane wyniki i ich analiza nie wykazaty réznic
pomiedzy grupami. Jak wynika z wykresu na rycinie 4.2 jedynym analizowanym parametrem w tym
tescie byt czas spedzony w ruchu. Chciatby zapytaé, dlaczego nie analizowano aktywnosci w tescie
otwartego pola (OF), ktéry pozwolitby na rejestracje i analize wiekszej liczby parametréw istotnych
dla spontanicznej eksploracji, w tym przede wszystkim dystansu, co pokazatoby tez motoryke
badanych zwierzat. Drugim rodzajem aktywnosci, analizowanym w systemie Eco-HAB, byta
aktywnosc eksploracyjna, mierzona podczas 6 godzin przebywania w systemie, mierzona jako liczba
wizyt w klatkach. Konfiguracja grup eksperymentalnych byta taka sama jak w przypadku testu w EPM.
Tu chciatbym zapytac, czy jest przetozenie wizyt w klatkach na przebyty dystans? Eksperyment ten
pokazat wyzszg aktywnosc¢ eksploracyjna samcéw, przy czym podanie LPS miato wptyw (hamujgcy)
jedynie na samice. Kolejnym, trzecim parametrem badanym w systemie Eco-HAB byta aktywnos¢
dobowa, mierzona pomiedzy 36 a 96 godzing. Na stronie 65 pojawia sie okreslenie ,tryb dobowy”,
ktére chyba odnosi sie do tego samego parametru. W mojej opinii zamiast okreslenia ,,aktywnosc¢
dobowa” mozna uzy¢ okreslenia ,aktywnosc okotodobowa” mimo, iz parametr ten nie byta mierzony
w , klasyczny” sposéb w kotach biegowych. Konfiguracja grup eksperymentalnych byta taka sama jak
w przypadku testu w EPM. Wyniki uzyskane podczas tej obserwacji wykazaty, iz podanie LPS, w
przypadku tego parametru, rowniez mierzonego iloscig wizyt w klatkach, hamuje aktywnos¢ samcéw.
Podrozdziat 4.1.2 opisuje zachowania zwierzat zdefiniowane przez doktorantke jako
»emocjonalnos¢”, obejmujace obserwacje niewymuszonego zachowania w klatce bytowe;.
Doktorantka skupita sie na poszukiwaniu zachowan typu kompulsywnego czy stereotypii ruchowych.
Analiza uzyskanych wynikow nie wykazata réznic pomiedzy grupami. Tu chciatbym zapytaé, w jaki
sposob rejestrowane/zliczane byty badane zachowania, ,recznie” przez obserwatora czy w sposéb
zautomatyzowany? W ramach analizy emocjonalnosci zwierzat doktorantka wykorzystata
zachowanie zwierzat prezentowane podczas w EPM i przyjrzata sie lekliwosci myszy przez pryzmat
czasu spedzonego w ramionach otwartych i zamknietych. Efektem tej analizy byto okreslenie
stosunku pomiedzy tymi dwoma wartos$ciami. Na tej podstawie mozna byto stwierdzi¢, iz podanie LPS

w grupie samcow obnizato poziom lekliwosci w tescie EPM, natomiast pozostawato bez wptywu na
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ten parametr u samic. Kolejnym analizowanym parametrem wtgczonym przez doktorantke do
kategorii ,emocjonalnos¢” byta ,che¢ podejmowania ryzyka” mierzona jako liczba wychylen z
otwartych ramion labiryntu EPM. W przypadku tego parametru eksperyment nie wykazat zadnych
réznic pomiedzy grupami. Chciatbym zapytaé, czy doktorantka rozwazata zastosowanie testu
konkurencji ryzyko/pokarm lub dyskryminacji jasno/ciemno, ktéry w bardziej bezposredni sposéb
mierzy chec¢ podejmowania ryzyka?

Trzecim z przebadanych aspektem behawioralnym byta ,,socjalnos¢” opisana w podrozdziale 4.1.3. W
ramach tej grupy testéw wykorzystano popularny test trojkomorowy oraz test w aparacie Eco-HAB.
Test ten wykazat spadek zainteresowania nowym bodZzcem socjalnym w efekcie podania LPS, w
grupie samcow, zachowanie samic w tym tescie pozostato bez zmian. Nalezy jednak zwrdcic¢ uwage,
iz w tescie tym zamiast nieznanej myszy zastosowano $ciétke pochodzgca z nieznanej klatki. Czy
zdaniem doktorantki taki rodzaj bodzca mogt mie¢ wptyw na wyniki testu? Stosujac scidtke jako
bodziec wykluczono potencjalng role bodzcéw wzrokowych i akustycznych (USV). Podobne
zachowania doktorantka badania w grupach myszy tej samej ptci obserwowanych a systemie Eco-
HAB, z wykorzystaniem bodzZca tego samego rodzaju jak w przypadku testu tréjkomorowego. Wyniki
wskazujg, iz warunkach systemu Eco-HAB, podaniu LPS bodziec budzacy zainteresowanie stawat sie
bodzcem awersyjnym. W przypadku samic zaobserwowano odwrotng sytuacje, gdzie awersyjny efekt
nieznanej sciétki ulegat odwréceniu po podaniu LPS. Na rycinie 4.12 doktorantka przedstawita wyniki
badan nad ostatnim parametrem zwigzanym z socjalnoscig, ktorym byta sktonnos¢ do spedzania
czasu z innymi osobnikami. Eksperyment ten zostat przeprowadzony z wykorzystaniem system Eco-
HAB, ktéry pozwala na $ledzenie pojedynczych zwierzat w grupie. Analiza statystyczna wykazata, iz
podanie LPS samcom podwyzszyto ich socjalnos¢ w tym badaniu, natomiast u samic zaobserwowano
efekt odwrotny.

W podrozdziale 4.2 doktorantka przeanalizowata wyniki dotyczace odpowiedzi na podanie LPS na
poziomie molekularnym, u zwierzat w wieku P7. Analize wykonano w oparciu biatka izolowane z
surowicy lub mdzgowia. Analiza ekspresji gendw zostata przeprowadzona w oparciu o RNA
wyizolowany z réznych struktur mézgowia: kory mézgu, prazkowia, podwzgérza, wzgdrza, hipokampa
i mézdzku. W pobranych prébkach osocza oznaczano stezenie biatek MMP-9, MMP-2, TIMP-1, CCLS,
TNF-a, IL-6, IL-10 i IFN-y. Wyniki w postaci wykreséw zostaty zebrane na rycinie 4.14. Najwazniejszym
whnioskiem wynikajgcym z tej ryciny jest wzrost stezenia MMP-9 w wyniku podania LPS u samcéw i
samic oraz wzrost czynnikéw prozapalnych. Przeprowadzona analiza aktywnosci zelatynolitycznej
enzymow MMP-9 i MMP-2 wykazata wzrost aktywnosci MMP-9 po podaniu LPS za réwno u samcow

jak i u samic. Doktorantka zbadata tez poziom ekspresji gendw powigzanych z odpowiedzig
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immunologiczng po podaniu LPS i wykazata wzrost poziomu ekspresji wiekszosci z nich we wszystkich
przebadanych strukturach OUN.

Trzecia cze$¢ eksperymentalna dysertacji opisana w rozdziale 4.3 skupia sie na roli biatka MMP-9 w
ksztattowaniu zachowania dorostych myszy po podaniu LPS. Eksperymenty te przeprowadzono z
wykorzystaniem tych samych metod behawioralnych, ktére zastosowano w pierwszej czesci rozdziatu
wyniki. Schemat stymulacji przy pomocy LPS réwniez byt identyczny jak w przypadku badan z
wykorzystaniem zwierzat C57BI/6J. Do badan wykorzystano zwierzeta z wytaczong ekspresjg genu
kodujgcego MMP-9 dobierajgc do tego odpowiednig grupe kontrolng z niezaburzong ekspresja tego
biatka. Zachowanie byto analizowane oddzielnie dla samic i samcow. W przypadku badania
aktywnosci w tescie EPM uzyskano inne wyniki niz w przypadku zwierzat z grupy B6. Samce z grupy
WT byty mnie aktywne po podaniu LPS podobnie jak samice, cho¢ w tym drugim przypadku réznica ta
nie byta znamienna statystycznie. W przypadku zwierzat z grupy KO podanie LPS powodowato
znamienny spadek aktywnosci dla obu pfci. Prosze o komentarz na temat réznic pomiedzy wynikami
dla grupy B6 z pierwszego eksperymentu i grupy WT z trzeciego eksperymentu opisanego w
podrozdziale 4.3. Te same grupy badawcze i kontrolne byty réwniez testowane pod wzgledem
spontanicznej aktywnosci eksploracyjnej w systemie Eco-HAB. Podobnie jak poprzednio analizowano
dwa parametry, aktywnos¢ w ciggu pierwszych 6 godzin eksperymentu oraz aktywnos¢
dobowg/okotodobowg po habituacji do sytemu, od 36 do 96 godziny eksperymentu. Oba parametry
byty analizowane na podstawie liczby wizyt w klatkach.

Nie zagtebiajgc sie w interesujgce i wazne wyniki jakie doktorantka uzyskata w trzeciej czesci
eksperymentalnej nasuwa sie jeden istotny wniosek:

e Zwierzeta z szczepu wsobnego C57Bl/6) reagowaty inaczej na procedury eksperymentalne
wykonane podczas realizacji rozprawy. Widac tu wyraznie, iz réznice w tle genetycznym
moga diametralnie zmienia¢ wyniki eksperymentu. Dlatego tez eksperyment
przeprowadzony na zwierzetach C57BI/6J nalezy potraktowac jako odrebny eksperyment,
pozwalajgcy wprawdzie na wycigganie bardzo interesujgcych wnioskéw, jednak wynikéw
tych nie mozna poréwnywac z wynikami uzyskanymi podczas analizy szczepu zwierzat, u
ktérych wytaczono ekspresje genu kodujgcego biatko MMP-9.

Dyskusja jest pigtym rozdziatem przygotowanej rozprawy doktorskiej. Doktorantka komentuje wyniki
otrzymane w czesci eksperymentalnej, porownujgc je do wynikdw innych eksperymentéw opisanych
w bogatej bibliografii, zawierajgcej az 292 pozycje literaturowe. Na stronie 108 znajduje sie zdanie,
ktore w mojej opinii wprowadza nieco zamieszania w opisie grup eksperymentalnych, a co za tym
idzie w interpretacji wynikow. Doktorantka pisze: ,Podanie LPS oseskom linii MMP-9 KO prowadzito

do spadku aktywnosci, ale odwrotnie niz w przypadku zwierzat o genotypie dzikim (B6), wzrostu
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lekliwosci.” Zwierzeta opisane jako B6, nie s3 zwierzetami o genotypie dzikim, ale zwierzetami o
genotypie C57BI/6). Zwierzetami o genotypie dzikim mozna umownie (cho¢ do$¢ niezrecznie) okresli¢
zwierzgta z grupy WT (wild-type) nalezace do szczepu z wytaczong ekspresja MMP-9. Zresztg, jak
wspomniatem powyzej poréwnywanie tych dwdch grup nie moze przyniesé zadnych kluczowych
wnioskow, ze wzgledu na rézne tto genetyczne. W dalszej czesci tego rozdziatu doktorantka omawia
wyniki eksperymentéw analizujacych zachowanie, odnoszac sig tez do kwestii roli tta genetycznego i
jego wptywie na wyniki. Wida¢ wiec, iz doktorantka jest $wiadoma jak wazny jest wtasciwy dobdr
grup kontrolnych w eksperymentach wykorzystujacych zwierzeta modyfikowane genetycznie.
Po dyskusji nastepuje rozdziat numer 6 ,,Podsumowanie i wnioski”, podsumowujacy otrzymane
wyniki oraz ptyngce z nich wnioski, bedace tez odpowiedziami na hipotezy badawcze postawione w
rozdziale ,Cele pracy”. Doktorantka bardzo stusznie wskazuje tu na koniecznoéé¢ oddzielnej analizy
samcow i samic. Z dysertacji tej ptyng wiec tez cenne wnioski dla badaczy planujacych podobne
eksperymenty. Po przeczytaniu tego rozdziatu nasuwa mi sie pytanie: czy zmiany na poziomie
translacyjnym i transkrypcyjnym zwigzane z odpowiedzig na podanie LPS zwierzetom szczepu
C578BI/6) sg tozsame ze zmianami zachodzacymiu zwierzat pochodzacych ze szczepu z zablokowana
ekspresjag MMP-9?
Bogata bibliografia zostata spisana w rozdziale 7, a rozprawe koriczy rozdziat 8 zawierajacy
bibliografie wtasng doktorantki.
Podsumowanie:
Po zapoznaniu sie z rozprawga doktorskg pani mgr Karoliny Protokowicz oceniam jg wysoko, a
opierajac sig na uzasadnieniu zawartemu w sporzadzonej przeze mnie recenzji stwierdzam, iz

1. Tredc rozprawy doktorskiej potwierdza ogdlng wiedze jakg prezentuje doktorantka w

dyscyplinie nauki biologiczne

2. Doktorantka wykazata umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

3. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
Na tej podstawie stwierdzam, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wymagania
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN o
dopuszczenie pani mgr Karoliny Protokowicz do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora. Majgc na uwadze nowatorski charakter ocenianej przeze mnie dysertacji wnioskuje

7, Bot

frm; dr hab. Jarostaw Barski

\

do Wysokiej Rady o jej wyrdznienie.
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