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RECENZJA 

 

rozprawy doktorskiej Wiktorii Mrozek pod tytułem: „Badanie roli ko-transmisji 

serotoninergicznej i glutaminianergicznej w ciele migdałowatym jako neuromodulatora 

emocji w uzależnieniu” 

 

 

Rozprawa doktorska pt. „Badanie roli ko-transmisji serotoninergicznej i 

glutaminianergicznej w ciele migdałowatym jako neuromodulatora emocji w uzależnieniu” 

została przygotowana przez mgr Wiktorię Mrozek w Pracowni Pamięci Przestrzennej, w 

Instytucie Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. 

Promotorem rozprawy jest dr hab. Adam Hamed, a funkcję promotora pomocniczego pełni dr 

Miron Kursa. Realizacja projektu została sfinansowana ze środków Narodowego Centrum 

Nauki w ramach projektu badawczego OPUS nr 2018/29/B/NZ7/02021. 

Rozprawa doktorska liczy łącznie 230 stron i ma klasyczny układ. Składa się ze 

streszczeń w języku polskim i angielskim (7 stron), wstępu (34 strony), celów (1 strona), opisu 

materiałów i metod (22 strony), wyników (77 stron), dyskusji (19 stron), wniosków (3 strony), 

bibliografii zawierającej 663 pozycji literaturowych oraz suplementu (23 strony). Procedury 

eksperymentalne uzyskały akceptację Lokalnej Komisji Etycznej - uchwała numer: 539/2018. 

Rozprawa doktorska Wiktorii Mrozek podejmuje ambitny i nowatorski temat z 

pogranicza neurobiologii emocji, uzależnień oraz neurotransmisji. Głównym celem pracy było 
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zbadanie roli współdziałania dwóch systemów neuroprzekaźnikowych – serotoninergicznego i 

glutaminianergicznego w regulacji odpowiedzi emocjonalnych wywołanych ekspozycją na 

kontekst skojarzony z substancją uzależniającą (morfiną). W badaniach wykorzystano 

zaawansowane techniki chemogenetyczne DREADD, modele behawioralne jak również 

przeprowadzono analizę neurochemiczną a uzyskane wyniki poddano zaawansowanej obróbce 

statystyczno-matematycznej.  

 

Wstęp 

We wstępie Doktorantka dokonała przeglądu literatury klinicznej, eksperymentalnej 

oraz neurobiologicznej dotyczącej uzależnień, ze szczególnym uwzględnieniem zaburzeń 

związanych z używaniem opioidów (OUD). Autorka odwołała się do kryteriów 

diagnostycznych DSM-5 i omówiła klasyczne koncepcje uzależnienia, takie jak wzmocnienie 

pozytywne, tolerancja, rozwój objawów odstawiennych, mechanizmy głodu narkotykowego i 

jego inkubacji. Następnie przedstawiła neurobiologiczne podłoże tych zjawisk, akcentując rolę 

ciała migdałowatego, jądra półleżącego, hipokampa i kory przedczołowej. Autorka omówiła 

również technikę DREADD, znaczenie wokalizacji ultradźwiękowej (USV) w badaniach nad 

emocjami.  

Wstęp został napisany sprawnie i przejrzyście i jako taki nie budzi poważnych 

zastrzeżeń. Niemniej pewne kwestie, moim zdaniem, można by zmodyfikować lub rozszerzyć. 

Opis sytuacji epidemiologicznej związanej z uzależnieniami od opioidów opiera się głównie na 

danych z USA, Kanady, Australii i krajów azjatyckich. Nie przedstawiono danych dotyczących 

tego problemu w Polsce czego mi wyraźnie brakuje. 

Kolejną kwestią, którą można wziąć pod uwagę to odniesienie się również do 

mechanizmu wzmocnienia pozytywnego w przypadku stosowania substancji psychoaktywnych 

o innych mechanizmach działania jak LSD czy psylocybina, których wpływ na układ nagrody 

nie jest tak oczywisty jak opioidów. Podobnie kwestia pojawiania się uzależnienia u osób z 

ciężkimi dolegliwościami bólowymi stosującymi opioidy. Czy mechanizm jest identyczny jak 

w przypadku ich rekreacyjnego stosowania? Jak się wydaje kolejność klasycznych faz 

uzależnienia będzie inna, co więcej uważa się, że ryzyko rozwoju uzależnienia jest wyraźnie 

niższe. Ponadto wskazane jest rozszerzenie opisu „cichych synaps” pojawiających się w 

kontekście inkubacji głodu narkotykowego. Zjawisko to jest wyjątkowo ciekawe a z tekstu 

Doktorantki nie wynika jasno czy ich obecność i dojrzewanie są wskaźnikiem nasilenia głodu, 

czy też mechanizmem adaptacyjnym redukującym jego siłę. Na koniec warto zwrócić uwagę, 

że część definicyjna wstępu zawiera czasem zbyt proste elementy, jak np. wyjaśnienia co to 

jest neuron, synapsa czy potencjał czynnościowy. Moim zdaniem, chociaż ma to niewątpliwie 

walor popularyzatorski, to w pracy doktorskiej można by tego rodzaju informacje skrócić lub 

całkowicie pominąć. 

 

Metody 

Część metodologiczna pracy jest szczegółowa. Autorka omówiła zastosowany 

behawioralny model eksperymentalny z użyciem szczurów Long-Evans, u których po 

zastosowaniu wektorów wirusowych AAV do ekspresji receptorów DREADD (hM3Dq, 

hM4Di) specyficznych dla neuronów serotoninergicznych i glutaminianergicznych 
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(hamujących lub pobudzających) podawano przewlekle morfinę w teście warunkowania 

miejsca a następnie po okresie odstawienia (inkubacji głodu narkotykowego) oceniano 

odpowiedź kontekstową.  

Selektywne pobudzenie lub hamowanie aktywności tych neuronów w ciele 

migdałowatym wywoływane było podaniami liganda aktywującego - JHU37160, a następnie 

oceniano reakcję emocjonalną (USV) i motywacyjną (dystans). Po zakończeniu testów 

przeprowadzono analizę danych audio, wideo, analizę neurochemiczną (spektrometria 

masowa) oraz barwienia immunohistochemiczne oraz oceniono uzyskane dane przy użyciu 

algorytmu Boruta.  

Zastosowane metody są zaawansowane i adekwatne do celu pracy. Niemniej niektóre 

elementy metodologii wymagają pewnego uszczegółowienia. Pierwsza wątpliwość dotyczy 

aktywności receptorów podanych przy użyciu wektora. W jaki sposób potwierdzono ich 

aktywność w badanej grupie? W badaniu potwierdzającym przeprowadzonym na dodatkowej 

grupie zwierząt zaprezentowano obecność receptorów jednak nie ma danych o ich aktywności. 

Czy zatem potwierdzenie lokalizacji należy traktować jako potwierdzenie ich aktywności? 

Ponadto Autorka podała, że w eksperymentach zastosowano ligand JHU37160, który 

aplikowano 30 minut przed testem, jednak nie uzasadniono wyboru czasu podania. Czy wynika 

on z farmakokinetyki związku tzn. czasu działania i szczytowego stężenia czy być może wynika 

z przeprowadzonej wcześniej optymalizacji tego parametru? Doprecyzowania wymaga także 

kwestia jakie bodźce kontekstowe, poza światłem w suficie zawierały klatki stosowane do 

warunkowania. Czy wcześniej klatki weryfikowano w innej procedurze warunkowania np. 

warunkowania strachu? Wskazane jest też określenie czy wszystkie osobniki, którym podano 

wektory, zostały uwzględnione w analizach końcowych, ani czy zdarzały się przypadki 

nieprawidłowej lokalizacji iniekcji, braku ekspresji, komplikacji pooperacyjnych lub innych 

problemów zmuszających do wykluczenia danego zwierzęcia z analiz. 

Autorka wskazuje też, że bregma jest punktem w obszarze ciemiączka, jest to chyba 

tylko punkt przecięcia szwów a definicyjnie ciemiączko jest nieskostniałym obszarem na 

miejscu styku kości czaszki. 

 

Wyniki 

Rozdział poświęcony wynikom to najdłuższa i najbardziej szczegółowa część rozprawy, 

obejmująca blisko 80 stron. Autorka przejrzyście zaprezentowała dane z różnych poziomów 

eksperymentalnych: behawioralnego (wokalizacje i dystans), neurochemicznego (poziomy 

neuroprzekaźników i ich metabolitów w siedmiu strukturach mózgowych) oraz korelacyjnego 

(sieci zależności neuroprzekaźników, analiza Boruta). Podział jest logiczny i klarowny, a dane 

są dobrze zorganizowane i opatrzone licznymi rycinami, które znacząco ułatwiają orientację w 

materiale. 

W części behawioralnej wykazano, że liczba wokalizacji ultradźwiękowych w paśmie 

50 kHz, różniła się istotnie pomiędzy grupami eksperymentalnymi. W grupie, w której 

chemogenetycznie hamowano transmisję serotoninergiczną (grupa 5-HT-), liczba wokalizacji 

spadła w porównaniu do grupy kontrolnej. Jeszcze silniejszy spadek zaobserwowano w grupie 

Glu+5-HT-, w której jednocześnie aktywowano transmisję glutaminianergiczną i hamowano 
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serotoninergiczną. Co ciekawe, grupa Glu+5-HT+, czyli jednoczesna aktywacja obu systemów, 

wykazywała wzrost liczby wokalizacji względem kontroli.  

W przypadku drugiej zmiennej behawioralnej – dystansu pokonywanego przez 

zwierzęta w klatce testowej – wyniki były mniej wyraziste. Kierunek zmian (zwiększenie 

przebywanego dystansu) była identyczna pomiędzy grupami z przeciwstawnymi 

manipulacjami np. 5-HT+ i 5-HT- oraz GLU+ i GLU-. Uzyskane dane w tym aspekcie są dosyć 

trudne do interpretacji.  

Następnie Autorka zaprezentowała analizę części neurochemicznej. Wykorzystując 

spektrometrię masową, zmierzono poziomy kilkunastu substancji: serotoniny, glutaminianu, 

dopaminy, noradrenaliny, GABA, a także metabolitów (DOPAC, HVA, 5-HIAA) i 

aminokwasów (Gln, Gly, Asp). Pomiarów dokonano w siedmiu strukturach: ciele 

migdałowatym (Amy), jądrze półleżącym (NAcc), prążkowiu (CPu), polu brzusznym nakrywki 

(VTA), przyśrodkowej korze przedczołowej (mPFC), hipokampie (Hipp) i korze 

retrosplenialnej (RSC). W ciele migdałowatym zaobserwowano, że hamowanie transmisji 

serotoninergicznej (grupa 5-HT-) skutkowało istotnym obniżeniem poziomu 5-HT oraz jej 

metabolitu 5-HIAA. Jednoczesna aktywacja Glu i 5-HT (grupa Glu+5-HT+) prowadziła do 

wzrostu poziomów glutaminianu. Podobne tendencje obserwowano w pozostałych strukturach, 

przy czym ich siła i kierunek były zależne od struktury i rodzaju manipulacji. Przykładowo, w 

NAcc aktywacja systemu glutaminianergicznego skutkowała wzrostem Glu, ale nie wpływała 

istotnie na poziom 5-HT. W hipokampie zaś zauważono wyraźną redukcję noradrenaliny w 

grupie Glu+5-HT-, co może mieć znaczenie dla przetwarzania kontekstu przestrzennego. 

Najbardziej złożoną część stanowi analiza korelacji między parametrami 

neurochemicznymi. Autorka wykorzystała algorytm Boruta, by wyodrębnić te czynniki, które 

najlepiej różnicują poszczególne grupy behawioralne. Analiza korelacji wykazała istnienie 

skomplikowanej sieci współzależności między neuroprzekaźnikami – zarówno w obrębie 

jednej struktury, jak i między strukturami. Przykładowo, liczba USV była dodatnio 

skorelowana z poziomem 5-HT w ciele migdałowatym i ujemnie z GABA w NAcc. W innej 

analizie stwierdzono dodatnią korelację pomiędzy Glu w ciałach migdałowatych a 5-HT w 

mPFC – co może sugerować trans-strukturalną synchronizację aktywności tych układów. 

Całość wyników wskazuje na bardzo istotną rolę współdziałania układów 

serotoninergicznego i glutaminianergicznego w warunkowaniu odpowiedzi emocjonalnej na 

kontekst nagradzający. Jednak nie wszystkie zależności są jednoznaczne. W niektórych 

przypadkach zmiany neurochemiczne nie miały odpowiednika w zmianach zachowania, nie 

jest łatwo ustalić także kierunek zależności – czy to poziom neuroprzekaźników determinuje 

zachowanie, czy też zmiany zachowania wpływają wtórnie na układ neurotransmisyjny. Czy 

wobec uzyskanych danych Autorka uważa, że zmiany neurochemiczne są pierwotne czy wtórne 

wobec zmian behawioralnych?  

 

Dyskusja 

Rozprawę kończy dyskusja, w której Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki z 

danymi pochodzącymi z aktualnego piśmiennictwa. Dyskusja wyników została opracowana 

bardzo rzetelnie i obejmuje interpretację danych z każdego poziomu: zachowania, neurochemii, 
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oraz interakcji między strukturami. Autorka omawia każde z zaobserwowanych zjawisk, 

odnosząc się do literatury, oraz wskazując możliwe mechanizmy leżące u ich podstaw. 

Redukcja liczby USV po hamowaniu systemu serotoninergicznego (grupa 5-HT-) 

została zinterpretowana jako dowód na to, że serotonina w ciele migdałowatym odgrywa istotną 

rolę w ekspresji pozytywnego afektu w odpowiedzi na kontekst uzależniający. Analogicznie, 

wzrost liczby USV w grupie Glu+5-HT+ potraktowano jako potwierdzenie synergii pomiędzy 

układami glutaminianergicznym i serotoninergicznym. Interpretacja ta jest spójna z 

obserwowanymi wzrostami poziomów neuroprzekaźników w tych grupach oraz ze znanym 

udziałem ciała migdałowatego w przetwarzaniu emocji, jednakże niemal identyczny wynik 

USV w obu grupach, moim zdaniem świadczy raczej o dominującym wpływie układu 

serotoninowego. 

W ciekawy sposób autorka omawia brak korelacji między dystansem a liczbą 

wokalizacji. Sugeruje, że te dwa parametry odpowiadają różnym komponentom odpowiedzi 

kontekstowej – afektywnemu (USV) i motywacyjnemu (dystans). Jest to interpretacja logiczna, 

jednak wymagałaby dalszego wsparcia eksperymentalnego, np. przez zastosowanie 

dodatkowych miar motywacji w innych eksperymentach behawioralnych. Interesująca jest 

także analiza korelacyjna, gdzie autorka wykazuje, że podobne poziomy zachowania mogą 

wynikać z różnych wzorców neurochemicznych. Oznacza to, że zbliżone zachowania mogą 

być generowane przez różne „konfiguracje” aktywności układów neurotransmisyjnych – co ma 

duże znaczenie translacyjne i stanowi sugestię dla personalizacji terapii uzależnień. Autorka 

sugeruje, że skuteczne leczenie może wymagać dostosowania do „profilu neurochemicznego” 

danego pacjenta, a nie tylko do objawów behawioralnych. 

Mimo wysokiego poziomu dyskusji, niektóre interpretacje wydają mi się zbyt 

spekulatywne. Na przykład, wpływ aktywacji układu glutaminianergicznego na poziom emocji 

jest trudny do jednoznacznej oceny, ponieważ glutaminian pełni rolę pobudzającą w wielu 

szlakach, zarówno nagradzających, jak i awersyjnych. Nieco brakuje również bardziej 

szczegółowego odniesienia do zmian w poziomach badanych aminokwasów (np. alaniny). 

Ostatnią kwestią jest płeć badanych zwierząt. Biorąc pod uwagę płciowe różnice 

neurochemiczne i behawioralne wskazane byłoby odniesienie się na ile uzyskane dane można 

traktować uniwersalnie a na ile są płciowo specyficzne. 

Pracę kończą podsumowanie i wnioski. Wnioski zaprezentowane przez Doktorantkę 

odnoszą się wprost do danych eksperymentalnych. W moim przekonaniu zabrakło wniosku 

odnoszącego się wprost do celu czyli mechanizmu inkubacji głodu, chociaż zdaję sobie sprawę, 

że wobec bardzo licznych danych, w wielu miejscach trudnych do jednoznacznej interpretacji 

nie byłoby to łatwe. 

Należy stwierdzić, że pewne niedoskonałości zidentyfikowane w pracy nie umniejszają 

jej wartości. Rozprawa doktorska Wiktorii Mrozek to praca nowatorska i kompleksowa i 

stanowi oryginalny wkład w badaniach dotyczących regulacji stanów emocjonalnych 

związanych z nawrotem uzależnienia. Zdefiniowanie problemu, osadzenie go w realiach 

społecznych wskazuje na rozległą wiedzę teoretyczną adekwatną dla osoby ubiegającej się o 

stopień doktora. W pracy zastosowano zróżnicowaną metodologię, uwzględniono szeroki 

zakres pomiarów – obejmujący zarówno zachowanie, jak również poziomy neuroprzekaźników 

oraz ich wzajemne relacje, a także nowoczesne metody analityczne – m.in. wykorzystanie 
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algorytmu Boruta. Zastosowane metody są adekwatne to podjętego problemu, co jednoznacznie 

świadczy o odpowiednim przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia samodzielnych badań 

naukowych. Na szczególne podkreślenie zasługuje fakt, że autorka w toku dyskusji wykazuje 

dużą świadomość ograniczeń swoich danych i wielokrotnie zaznacza, że zależności korelacyjne 

nie są tożsame z przyczynowymi. To podejście krytyczne i dojrzałe. Wskazuje to na wysoką 

jakość przygotowania naukowego doktorantki i zdolność do samodzielnej oceny wartości oraz 

ograniczeń własnych badań.  

Podsumowując, rozprawa doktorska spełnia warunki określone w art. 187 Ustawy z dnia 

20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz.742 z 

późniejszymi zmianami). W związku z powyższym, wnioskuję do Rady Naukowej Instytutu 

Biologii Doświadczalnej o dopuszczenie Wiktorii Mrozek do dalszych etapów postępowania 

w sprawie nadania stopnia doktora. 
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