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Tematyka rozprawy i uzasadnienie podjecia tematu badan

Uzaleznienia lekowe — skutkujgce miedzy innymi katastrofg epidemii opioidowej w USA,
wywotang klinicznie dostepnymi, syntetycznymi opioidami — sg wcigz w kregu
zainteresowan badaczy. Jakkolwiek rola transmisji serotoninowej i glutaminianergicznej w
uzaleznieniach wydaje si¢ niepodwazalna, nowoczesne techniki chemogenetyczne
otwierajg nowe mozliwosci w miare selektywnego wptywania na funkcjonowanie mézgu. W
tym sensie, tematyke rozprawy Pani mgr Wiktorii Mrozek oceniam jako na wskros aktualng

i niestychanie istotng.

Uktad pracy, struktura podziatu tresci i poruszane zagadnienia

Przedstawiona do recenzji praca doktorska posiada tradycyjny uktad monografii i napisana
jest w jezyku polskim. Rozprawa jest niespotykanie obszerna: 230 stron, 663 pozycje
pismiennictwa, 81 rycin i dodatkowe 44 ryciny w suplemencie. Tak obszerny materiat

swiadczy niewatpliwie o pracowitosci Doktorantki, cho¢ nie utatwia percepcji catosci.

We Wstepie Doktorantka omawia zaburzenia zwigzane z uzywaniem substancji, w tym,
klasyfikacje kryteriow diagnostycznych zaburzen zwigzanych z uzywaniem substancji
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opioidowych (OUD) wg DSM-5, sytuacje rynku narkotykowego, nawet w Afganistanie i
Afryce Zachodniej i Srodkowej, behawioralne rozumienie fenomenu uzaleznienia, role
wzmochienia pozytywnego, tolerancji, gtodu narkotykowego oraz teoretyczne podstawy
selektywnej manipulacji aktywnoscig neuroprzekaznikow przy uzyciu wektoréw
wirusowych DREADD. W tym podrozdziale, jak mozna sgdzi¢, mozna by pominaé
stwierdzenia typu Podstawowymi jednostkami strukturalnymi i funkcjonalnymi uktadu
nerwowego sg neurony — elektrycznie pobudliwe komorki wyspecjalizowane w odbiorze,
integracji i transmisji sygnafow elektrycznych i chemicznych. Nastepnie, Doktorantka
omawia wszystkie znane systemy neuroprzekaznictwa, receptory jonotropowe i
metabotropowe, az wreszcie dociera do istoty chemogenetyki i omawia charakterystyke
roznych typow receptorow DREADD wykorzystywanych w badaniach neurobiologicznych,

w tym, wykorzystanych w obecnej pracy.

Dowiadujemy sie réwniez o uktadzie nagrody, jego podstawach anatomicznych,
modelowaniu uzaleznien, i tutaj przydatoby sie nieco wiecej informacji o uzytym modelu.
Jakkolwiek o samym modelu dowiadujemy sie wiecej w Dyskusji, wnikliwego czytelnika
zastanowi, w jakim stopniu, dystans przebyty w klatce w ktérej podawano morfine
odzwierciedla gtod narkotykowy, i czy w istocie jest zbiezny z doniesieniami literaturowymi,
zgodnie z ktérymi ponowna ekspozycja na kontekst uprzednio skojarzony z podaniem
substancji psychoaktywnej wywotuje wzrost aktywnosci lokomotorycznej u szczuréw [574—
577], poniewaz cytowane prace dotyczg poedania dopamino-mimetycznych

psychostymulantow, a nie opioidow. Stgd pytania, a) czy uzyty model opiera sie na

warunkowaniu klasycznym, czy na instrumentalnym? b) dlaczeqo nie uzyto klasycznego

testu warunkowe| preferencii miejsca?

Doktorantka omawia réwniez wokalizacje ultradzwigkowe, szczegdlnie w konteks$cie
badan nad uzaleznieniami. Oceniam to niezwykle wysoko, poniewaz wokalizacje sg
obiektywng miarg emocji zwierzat, w tym, gryzoni. Wstep konczy Hipoteza dotyczgca roli

ko-transmisji serotoninergiczno — glutaminianergiczney.

Cel pracy jest przedstawiony jasno i poprawnie jako analize roli ko-transmisji
serotoninergicznej i glutaminanergicznej w ciele migdatowatym w kontekécie zZwigzanym z
podaniem opioidowej substancji uzalezniajacej, cho¢ zastanawia cel 4 czyli Ocena
ingerencji chemogenetycznych w kontekscie potencjatu terapeutycznego w leczeniu

uzaleznien. Pytanie, czy Doktorantka w istocie postuluje stosowanie technik wi rusowych

W leczeniu zaburzen psychicznych?




Recenzja metodyki

W podrozdziatach 1.3.3, Doktorantka omawia rozmaite wektory wirusowe, a takze zalety,
oraz rozmaite wady syntetycznych ligandow aktywujgcych receptory DREADD, co
odnotowuje z uznaniem, poniewaz $wiadczy to o krytycznym spojrzeniu Doktorantki na
metodyke. Ogdlinie, rozdziat dotyczgcy metod jest niezwykle obszerny i doskonale opisuje

metody w najdrobniejszych szczegoétach, co przyjmuje z uznaniem.

Pytanie, czy Doktorantka zgodzitaby sie, ze dobdr grup doswiadczalnych mogtby zostaé

uzupetniony o grupy, ktérym podawano by morfine i sél fizjologiczng poza klatka

kontekstowg. W przedstawionym schemacie (rysunek 2) przez 10 dni podawano morfine i
umieszczano szczury w klatce kontekstowej — nie napisano na jak dtugo — w podgrupach
(3.5.4). Gdyby zbadano efekty morfiny/soli podawanej poza klatka, czyli poza kontekstem,
a nastepnie badano ruchliwosé w klatce kontekstowej, wokalizacje i neurochemie,
wiedzielibysmy czy uzyskane wyniki sg specyficzne dla kontekstu, opioidu czy kontekstu

zwigzanego z dziataniem narkotyku (o co chodzito w dysertac;ji).

Mozna rowniez sgdzi¢, ze warunkowanie na efekt narkotyku w podgrupach, czyli w
towarzystwie innych zwierzat i badanie osobnikéw solo nieco ,zmylato” szczury.
Spekulujgc, mozna sgdzi¢, ze atrakcyjno$é klatki kontekstowej wynikata z przebywania w
grupie, a zwierzeta badane samotnie, nie do$wiadczaty pozytywnych emocji. Pytanie, czy

Doktorantka zgodzitaby sie z takg hipotezg?

Poniewaz zwierzeta umieszczano w klatce kontekstowej po 13 dniach od ostatniej dawki
narkotyku, powstaje pytanie, czy caty schemat doswiadczenia nie dotyczyt raczej badania
wptywu odstawienia (zespotu abstynencyjnego), charakteryzujacego sie przykrymi

odczuciami, anizeli apetytywnego oddziatywania kontekstu. Pytanie, jak dtugo u czlowieka

i u szczura utrzymuje sie opioidowy zespét abstynencyjny wywotany wielokrotnym

podaniem wzrastajgcych dawek morfiny?

Nie do konca rozumiem umieszczenia (pod)rozdziatéw 3.9. Barwienia
immunohistochemiczne i kolejnych, 3.9.2. i 3.9.3. poniewaz nie mogtem znalezé wynikéw
tego doswiadczenia. Jesli dobrze rozumiem, barwienia wykonano w celu wyznakowania
konstruktow wirusowych oraz neuronéw serotoninergicznych dla potwierdzenia obecnosci

neuronow serotoninowych w ciele migdatowatym. Pytanie czy jedyny wynik doswiadczen

Z barwieniem przedstawiono na, dos¢ skromnym. Rysunku 67




Pytanie, czy oceniano trafno$¢ podan nosnikéw wirusowych — nie znalaztem tej informacii.

Pojawia sie rowniez moja prosba/pytanie do Doktorantki 0 uzasadnienie wyboru pici
zwierzat. Czy w dalszych badaniach planowane jest przeprowadzenie doswiadczen
rowniez na samicach? Jaka bytaby opinia Doktorantki na temat wynikow uzyskanych u

samic. Czy co$ wiadomo o réznicach ptciowych w kontekscie reaktywnosci na taskotki i
behawioralne oraz neurochemiczne aspekty dziatania morfiny a takze hamowania i

pobudzania uktadu serotoninowego i glutaminianergicznego w amygdalach?

Recenzja wynikoéw i dyskusji

Wyniki zaprezentowano na 125 rycinach, co jest z jednej strony niestychanie imponujgce,
choc¢ z drugiej, nie utatwia interpretacji. Doktorantka zbadata wptyw pobudzenia oraz
hamowania uktadu serotoninowego i glutaminianergicznego (razem i osobno) na
behawioralng aktywnos¢ w klatce kontekstowej oraz na szereg parametrow
neurochemicznych w kilku strukturach mézgu. Wykonata analize ilosciowg poziomu
wybranych monoamin i aminokwaséw z wykorzystaniem spektrometrii masowej, wykonata
barwienie immunohistochemiczne, oraz barwienie neuronéw serotoninergicznych i
hydroksylazy tryptofanowej, a nastepnie korelowata rozmaite parametry i analizowata

wspotwystepowanie za pomoca algorytmu ,Boruta”.

Przyktadowo, na rycinie 8, Doktorantka analizowata wptyw pobudzenia oraz hamowania
uktadu serotoninowego i glutaminianergicznego (razem i osobno) na liczbe ultradzwigkdw
emitowanych przez szczury po umieszczeniu w klatce skojarzonej z podawaniem
narkotyku i tutaj, zwierzeta morfinowe niepoddane zabiegom chemogenetycznym
emitowaty wigcej USV niz solne, hamowanie uktadu serotoninowego w jgdrze
migdatowatym obnizato USV, a pobudzanie uktadu serotoninowego i
glutaminianergicznego podnosito liczbe wokalizacji. Tego rodzaju analiz jest zbyt wiele, by
je tutaj omowi¢, dlatego trudno sig pokusi¢ o jednoznaczne wnioski, co rzecz jasna, nie
zalezato wytgcznie od Doktorantki: dane sa rzetelne, rzetelnie przeanalizowane i

przedstawione.

Co ciekawe, Doktorantka nie stwierdzita korelacji pomigdzy liczbg wokalizacji
emitowanych w wyniku taskotania szczuréw oraz emitowanych podczas testu odpowiedzi
kontekstowej. Sugeruje to, ze naturalna/bazowa zdolno$é do wyrazania pozytywnych

emocji nie przektada sie na subiektywne, prawdopodobnie przyjemne odczucia wynikajgce



Zz umieszczenia w klatce, gdzie zwierze doswiadczato efektu narkotyku. To raczej
nieoczekiwane odkrycie jest rzetelnie dyskutowane przez Doktorantke w dalszych
czesciach dysertacji. Podobnie, nie znaleziono korelacji pomiedzy emisjg USV a miarg
gtodu narkotykowego (rycina 11), co rowniez jest zaskakujgce i rzetelnie

przedyskutowane.

Przedstawienie wszystkich rezultatéw analiz neurochemicznych i tego, co z nich wynika
przekracza objgtosc tej recenzji. Nawet izolowany wynik wskazujacy na spadek stezenia
noradrenaliny w korze retrosplenialnej zaréwno u zwierzat, ktérym zahamowano jak i
pobudzono migdatowatg serotoning jest ciekawy i zaskakujacy, podobnie jak i holistyczne
spojrzenie na catos¢ wynikdw. Reasumuijac i cytujgc Doktorantke, z pewnoscig mozna
stwierdzi¢, ze podfoze neurochemiczne ekspresji stanu afektywnego poprzez emisje
wokalizacji ultradzwigkowych jest ziozone i zréznicowane, za$ aktywacja odrebnych sieci

neurotransmisyjnych moze indukowac jednakowy efekt behawioralny.

Podsumowanie pracy doktorskiej

Dysertacja mgr Wiktorii Mrozek to znakomity przyktad interdyscyplinarnego podejécia do
badania mechanizmow odpowiedzialnych za uzaleznienie opioidowe. Autorka wykazata
si¢ 0gblng wiedzg teoretyczng w dyscyplinie albo dyscyplinach, umiejetnoscia
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, wysokimi kompetencjami badawczymi,
oryginalnie taczqc zaawansowane metody behawioralne z nowoczesnymi technikami

chemogenetycznymi i statystycznymi.

Praca cechuije sig klarowng struktura, a jej tres¢ obfituje w szczegdtowe analizy. Wyniki
badar wnoszg istotny wktad w zrozumienie mechanizméw lezgcych u podstaw

uzaleznienia opioidowego, co czyni rozprawe wartoéciowym zrodiem wiedzy dla badaczy.

Przedstawiony w rozprawie opis aktualnego stanu wiedzy jak i badan wtasnych, dyskusja
wynikow jak i czes¢ eksperymentalna sg dobrze zredagowane. Na pochwale zastuguje
rowniez strona techniczna, edytorska i jezykowa pracy. Pi$miennictwo jest aktualne i

zostato odpowiednio dobrane.



Rozprawa doktorska mgr Wiktorii Mrozek spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. 2023, poz. 742 z

pézn. zm.).

Whnosze wniosek do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Wiktorii Mrozek do dalszych etapéw

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Rozprawa w petni spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim i z petnym

przekonaniem rekomenduje jej przyjecie oraz nadanie stopnia doktora.

Piotr Popik S
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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Wiktorii Mrozek pt.: ,,Badanie roli ko-transmisji
serotoninergicznej i glutaminergicznej w ciele migdalowatym jako neuromodulatora

emocji w uzaleznieniu”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala wykonana w Pracowni Pamieci
Przestrzennej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN pod kierunkiem
Promotora dr hab. Adama Hameda oraz Promotora pomocniczego dr Mirona Kursy. Rozprawa
doktorska obejmuje badania zrealizowane w ramach projektu badawczego OPUS

2018/29/B/NZ7/02021 finansowane przez Narodowe Centrum Nauki.

Ciato migdalowate jest struktura mézgu kluczows dla przetwarzania emocji, zwlaszcza reakcji
lekowych i stresowych, ktdre odgrywaja istotng role w procesie uzaleznienia. Serotonina (5-
HT) oraz glutaminian (Glu) wspoldziataja w regulacji plastycznosci synaptycznej i
wzmacnianiu ~ emocjonalnych  skojarzen  zwiazanych z  uzywaniem  substancji
psychoaktywnych. W warunkach uzaleznienia zaburzona rownowaga tych neuromodulatorow
w ciele migdalowatym moze zwigksza¢ podatnos¢ na stres, utrwala¢ skojarzenia zwigzane z
narkotykami oraz sprzyja¢ nawrotom. Ko-transmisja 5-HT i Glu w tej strukturze moze
modulowa¢ aktywno$¢ mezolimbicznego uktadu nagrody oraz wplywac na procesy uczenia sig
i pamieci zwiazane z uzaleznieniem. Zgadzam si¢ z Doktorantka, ze zrozumienie interakcji tych
neuroprzekaznikéw w kontekscie regulacji emocji ma istotne znaczenie i moze przyczynic si¢
do opracowania nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na leczenie uzaleznien.
Rozprawa doktorska mgr Wiktorii Mrozek ma standardowy uklad typowy dla prac tego
rodzaju. Liczy 230 stron i obejmuje wstep, cele badawcze, opis materiatéw i metod, wyniki,

dyskusje, podsumowanie z wnioskami, spis piSmiennictwa, spis publikacji wiasnych oraz



suplement. Praca zostala napisana jezykiem naukowym i zawiera 81 starannie przygotowanych
rycin w tekscie glownym oraz 44 dodatkowe ryciny w suplemencie. Imponujace, liczace 663
pozycje piSmiennictwo $wiadczy o rzetelnosci analizy literaturowej. Calos¢ uzupelniajg
zalaczniki, w tym powigkszone ryciny 78 i S43, przedstawiajace analize korelacji
neuroprzekaznikow w badanych strukturach.

We Wstepie omowiono problematyke zaburzen zwiazanych z uzywaniem substancji
(SUD), ze szczegdlnym uwzglednieniem opioidéw. Autorka odnosi si¢ do klasyfikacji DSM-
5, definiujacej SUD jako zespol objawow prowadzacych do trwalych zmian neuronalnych.
Analizuje globalny kryzys opioidowy, zwlaszcza w USA, oraz czynniki wplywajace na rozwoj
uzaleznienia, takie jak wzmocnienie pozytywne i negatywne, tolerancja oraz glod
narkotykowy. Przedstawia takze neurobiologiczne aspekty SUD, rol¢ uktadu nagrody i
zaangazowanych neuroprzekaznikow, a takze techniki manipulacji ich aktywnoscia. Podkresla
znaczenie modelowania uzaleznien oraz metod stosowanych do oceny efektow substancji
psychoaktywnych, m.in. wokalizacji ultradzwigkowe;.

Brakuje mi jednak krotkiej charakterystyki poszezegdlnych jader ciata migdatowatego
w kontekscie regulacji proceséw zaangazowanych w rozwoj uzaleznienia. Takie wprowadzenie
pomogloby lepiej uzasadni¢ wybor tej struktury jako obiektu badawczego, zwlaszcza ze cialo
migdalowate nie jest jedynym regionem mozgu zaangazowanym Ww proces uzaleznienia.
Cennym uzupelnieniem bylby rowniez krotki opis naduzywania opioidow w Polsce, co
pozwolitoby osadzi¢ problem w lokalnym kontekscie.

Cele: ich przedstawienie nie budzi zastrzezen

Material i metody badan zostaly szczegdélowo opisane, a zastosowane techniki
charakteryzujg sie wysokg pracochtonnoscia. Jestem pod ogromnym wrazeniem metodologii
zastosowanej przez doktorantke. Badania przeprowadzono na samcach szczuréw Long-Evans,
hodowanych w standardowych warunkach laboratoryjnych. Zwierzgta podzielono na grupy
eksperymentalne i kontrolne, a ich zachowanie analizowano podczas ponownej ekspozycji na
kontekst zwigzany z morfing, po okresie odstawienia. Odpowiedz na kontekst oceniano na
podstawie wokalizacji ultradzwigkowych oraz dystansu, jaki pokonaly zwierzgta. Manipulacje
neurobiologiczne wykonano z wykorzystaniem techniki chemogenetycznej DREADD,
umozliwiajgcej selektywna modulacje aktywnosci neurondéw serotoninergicznych 1
glutaminianergicznych w  ciele migdalowatym. Dodatkowo oznaczono poziom
neuroprzekaznikow w strukturach mézgu zwigzanych z mechanizmami uzaleznienia. Analiza
statystyczna zostala przeprowadzona rzetelnie, nie budzac zastrzezen. Zastosowanie algorytmu
Boruta pozwolilo na identyfikacje kluczowych zmiennych neurochemicznych powigzanych z

odpowiedzia behawioralng zwierzat.



Doktorantka szczegdlowo opisala przebieg eksperymentow, jednak pewne kwestie
wymagaja doprecyzowania. Cialo migdalowate sklada si¢ z kilku jader o specyficznych
funkcjach, m.in.: jadro podstawno-boczne (BLA) integrujace bodzZce sensoryczne i
uczestniczace w warunkowaniu strachu oraz uczeniu si¢ emocjonalnym; jadro centralne (CeA)
kontrolujace reakcje autonomiczne i hormonalne, odpowiadajac za generowanie strachu i
stresu; jadro przysrodkowe (MeA) przetwarzajace sygnaly spoleczne oraz regulujace
zachowania seksualne i agresywne. Uwazam, ze konieczne jest doprecyzowanie do ktdrego
jadra wykonano iniekcje konstruktoréw wirusowych. Ponadto, czy zwierzeta byly losowo
przydzielane do grup kontrolnych na poczatku eksperymentu, czy podzial nastepowal w
trakcie? Jesli tak, czy przebywaly w tych samych klatkach domowych co zwierzeta z grup
badanych, czy tez byly umieszczone oddzielnie, co mogto wplynaé na ich poziom stresu? Warto
rowniez wyjasni¢, dlaczego zwierzeta kontrolne nie zostaly poddane operacjom
stereotaktycznym.

Wiyniki zostaly zaprezentowane w sposob przejrzysty i wzbogacone licznymi rycinami.
Mam jednak kilka pytan dotyczacych tej czgsci rozprawy doktorskiej. Nie do konca jasne jest,
czym doktorantka kierowala si¢ przy wyborze neuroprzekaznikéw do szczegolowej analizy
statystycznej w glowne] czesci pracy. Zastosowanie algorytmu Boruta pozwolito na
identyfikacj¢ istotnych statystycznie zmiennych neurochemicznych oraz struktur moézgu
wplywajacych na odpowiedz organizmu na kontekst zwiazany z opioidami. Na przyktad w ciele
migdalowatym algorytm wykazal zmiany w poziomach glutaminianu, B-alaniny, DOPAC-u,
GABA, glicyny, glutaminy, noradrenaliny, tauryny i serotoniny (niezaleznie od modyfikacji
chemogenetycznych). Natomiast dalsza analiza statystyczna koncentrowala sie na serotoninie,
5-HIAA, glutaminianie, glicynie, sarkozynie, dopaminie, 3MT, GABA i noradrenalinie,
podczas gdy pozostate neuroprzekazniki umieszczono w suplemencie. Podobna selekcja
wystepuje w przypadku innych analizowanych struktur.

Analiza wynikéw zostata przeprowadzona za pomoca testu Kruskala-Wallisa, jednak w
opisie wynikow brakowato wartosci funkcji testowej (chi-squared, df, p-value). Zwykle, przy
prezentowaniu wynikow, podaje si¢ wartos¢ funkcji testowej, a dla poziomu istotnosci
statystycznej stosuje si¢ przedzialy (np. p < 0,05, p <0,01, p <0,001). Cho¢ podanie doktadne;j
wartosci p nie stanowi bledu, stosowanie naprzemiennie obu podej$s¢ wydaje sie
nieuzasadnione.

Nie znalazlam takze wynikéw dotyczacych analizy immunocytochemicznej badanych
skrawkow.

Zaprezentowane badania dostarczyly ogromnej ilosci danych. Ich podsumowanie, np.
w formie tabeli, z podzialem na zmiany zwigzane z wokalizacjg oraz dystansem, ktore

odzwierciedlaja rézne aspekty zmian wywolywanych przez substancje psychoaktywne
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znaczaco ulatwiloby analize i dyskusje wynikoéw. Dodatkowo, czytelnosé danych uzyskanych
przy uzyciu algorytmu Boruta mozna by poprawié, umieszczajac obok siebie wykres i opis
wynikow.

Dyskusja wynikow zostala napisana w sposob przejrzysty. Doktorantka logicznie
omawia uzyskane wyniki, potwierdzajac hipoteze, Ze modulacja ko-transmisji
serotoninergicznej i glutaminergicznej w jadrach ciata migdatowatego odgrywa istotng role w
odpowiedzi na kontekst zwigzany z podaniem morfiny.

Odwolania do najnowszych publikacji swiadcza o dobrej znajomosci tematu oraz
aktualnych trendéw w badaniach nad mechanizmami gtodu narkotykowego. Réwniez obszerny
wykaz literatury, obejmujacy ponad 663 pozycje, potwierdza solidne przygotowanie
merytoryczne autorki.

Ponizej przedstawiam kilka uwag i pytan dotyczacych Dyskusji:

1. Nastronie 157 doktorantka napisala: ,,Badania neurochemiczne wykazaly, ze wigkszos¢
substancji psychoaktywnych o potencjale uzalezniajacym powoduje ostry (ang. acute)
wzrost aktywno$ci serotoniny w calym moézgu [498]. Rola 5-HT w rozwoju 1
utrzymaniu zachowan zwigzanych z uzywaniem morfiny wydaje si¢ jednak
zréznicowana i specyficzna dla danego obszaru mézgu [599-602].” Czy doktorantka
moglaby szerzej skomentowac te kwestie, odnoszac si¢ réwniez do wynikow wlasnych
badan?

2. Na stronie 163 czytamy: ,,W celu identyfikacji statystycznie istotnych roznic
neurochemicznych pomig¢dzy grupami 'Glu+5-HT-' i 'Glu+5-HT+' przeprowadzono
dodatkows analize z wykorzystaniem algorytmu Boruta, ktérej wyniki przedstawiono
na rysunku 81. Wyniki analizy wskazaty, ze istotne znaczenie dla zréznicowania grup
mialy: noradrenalina i kwas y-aminomastowy (GABA) w przysrodkowej korze
przedczolowej  (mPFC),  glutaminian = w  hipokampie = (Hipp), kwas
dihydroksyfenylooctowy (DOPAC) w jadrze pollezacym (Nacc) oraz 5-
hydroksyindolooctowy (5-HIAA) w ciele migdatowatym, polu brzusznym nakrywki
oraz korze retrosplenialnej.” W obu grupach (‘Glu+5-HT-’ i ‘Glu+5-HT+’) poziom
GABA w mPFC byl obnizony, co nie stanowilo czynnika réznicujacego. Dodatkowo,
istotno$¢ 5-HIAA odnotowano w ciele migdalowatym, korze retrosplenialnej 1 polu
brzusznym nakrywki. Czy Doktorantka moglaby szerzej omowi¢ znaczenie tych
neuroprzekaznikow w kontekscie réznic migdzy grupami? W analizie statystycznej
wszystkie wyniki odnoszono do grupy kontrolnej morfinowej. Dlaczego nie
przeprowadzono poréwnania miedzy grupami, co mogloby ulatwi¢ interpretacje

wynikow?



3. Na stronie 155 Doktorantka nie dokonczyla akapitu rozpoczynajgcego sie od zdania:

»~Analiza z wykorzystaniem algorytmu Boruta wykazala ...”.

Pod koniec rozprawy Doktorantka przedstawia swoj dorobek naukowy, w tym wspétautorstwo
dwoch publikacji — w jednej jako pierwsza autorka, w drugiej jako trzecia sposréd dziesieciu

autoréw. Prosze o uzupelnienie danych tych publikacji.

Drobne uchybienia redakcyjne:

Tekst rozprawy doktorskiej napisany jest z duza starannoscig. Ponizej przedstawiam tylko
drobne uchybienia, ktore nie obnizajg jakosci pracy:

- powtarzajgce si¢ wyjasnianie skrotow np.: Neuroprzekazniki (NT) str 24 i 25; w rozdziale 3.8.
str 62 autorka wyjasnia skréty monoamin i aminokwasow 1 powtarza rozwiniecia na str. 77, 79,
81, 83, 88, 89, itd., wielokrotnie wyjasnia réwniez skroty analizowanych struktur mozgu np.:
rozdziat 1.4 1 str 158.

- strona 23, w zdaniu ,,Badania funkcjonalnego rezonansu magnetycznego (fMRI) z udzialem
ludzi potwierdzily potwierdzily kluczowa rol¢ ciala migdalowatego w generowaniu glodu
opioidowego

wywolanego bodZcem (ang. cue-elicited) [127, 172—-175].”— powtoérzenie stow

- strona 53, rys 2 ,,(B) iniekcja konstruktow wirusowych do ciata migdatowatego i
rekonwalescencja pooperacyjnej (C) (z wyjatkiem osobnikéow zakwalifikowanych do grup
kontrolnych);” powinno by¢ rekonwalescencja pooperacyjna.

- strona 57, rozdziat 3.5.4, w zdaniach:

,,» Po aklimatyzacji zwierzagt w grupie rozpoczynano procedure warunkowania miejsca (rys. 3
D).” powinno by¢ rys 2 D;

,»Przez 10 kolejnych dni szczur, raz dziennie, podawano roztwér morfiny (podanie podskére
w okolice karku; ...” powinno by¢ szczurom;

,,Po iniekcji zwierzgta umieszezano do klatkach testowych w podgrupach, ograniczonych do
wspoldomownikow z klatek domowych w celu ograniczenia stresu zwigzanego ze zmiang
miejsca oraz izolacja.” powinno by¢ umieszczano w klatkach, aby unikna¢ powtarzania
ograniczonych lepiej uzy¢ okreslenia w celu zredukowania stresu.

- strona 64, rozdzial 3.9.2, w zdaniu ” Skrawki tkanek przeznaczone do barwienia znacznikdw
mCherry wybierano skrawki tkanek przeniesiono do 12-dotkowej ptytki testowej.” Powinno
by¢ mCherry przeniesiono do.

- strona 79, dwukrotnie zostaly opisane zmiany w jadrze pollezgcym

- strona 148, w zdaniu ,,Hipoteza dotyczacg roli ... pozytywne korelacje migdzy miedzy

poziomem serotoniny ...” powtorzone stowo miedzy.



- strona 152, w zdaniu ,,Dlugotrwale stosowanie morfiny moze prowadzi¢ do reorganizacji sieci
neuronowej, co wpltywa dziatanie obwodéw neuronalnych i przetwarzanie sygnatow, w tym
potencjalnie zwigzanych z indukowaniem wokalizacji ultradzwigkowych [113, 405]”, powinno
by¢ co wptywa na dziatanie obwodow.

- strona 156, w zdaniu ,,Zwiazki te sa najprawdopodobniej zaangazowane sa w odpowiedz
kontekstowa, niezaleznie od, formy jej ekspresji.” powtorzone stowo sa.

- strona 158, w zdaniu ,,W grupie "5-HT-" zaobserwowano réwniez spadek poziomow
dopaminy (DA) w ciele migdatlowatym (Amy) (rys. 20), jadrze potlezacym (Nacc) (rys. 29),
prazkowiu (Cpu) (rys. 38) i polu brzusznym nakrywki (VTA) (rys. 47), czyli strukturach
zwigzanych min. In. Z mezolimbicznym szlakiem dopaminergicznym, w ktérym ten
neuroprzekaznik odgrywa kluczowa role w przetwarzaniu informacji o nagrodzie (wiecej
informacji przedstawiono w punkcie 1.4).” powinno by¢ m.in. z mezolimbicznym.

- strona 161-162, w zdaniu ,,Zgodnie z danymi literaturowymi glutaminian peni role

modulatora modulatora uktadu dopaminergicznego [648].” Powtorzone stowo modulatora.

Rozprawa doktorska mgr Wiktorii Mrozek potwierdza jej doglebng wiedze teoretyczng
oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Autorka wykazata sie
znajomoscia nowoczesnych metod eksperymentalnych, takich jak technika DREADD i
algorytm Boruta, co stanowi innowacyjne podejécie do analizy mechanizméw uzaleznienia.
Praca jest starannie opracowana pod wzgledem metodologicznym i wnosi istotny wklad w
zrozumienie roli ko-transmisji serotoninergicznej i glutaminergicznej w ciele migdatowatym.
W mojej ocenia, rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.).
W zwiazku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej o
dopuszczenie mgr. Wiktorii Mrozek do dalszych etapdéw postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora.
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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Wiktorii Mrozek pod tytulem: ,, Badanie roli ko-transmisji
serotoninergicznej i glutaminianergicznej w ciele migdatowatym jako neuromodulatora
emocji w uzaleznieniu”

Rozprawa doktorska pt. ,Badanie roli ko-transmisji serotoninergicznej i
glutaminianergicznej w ciele migdatlowatym jako neuromodulatora emocji w uzaleznieniu”
zostala przygotowana przez mgr Wiktori¢ Mrozek w Pracowni Pamigci Przestrzennej, w
Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
Promotorem rozprawy jest dr hab. Adam Hamed, a funkcj¢ promotora pomocniczego petni dr
Miron Kursa. Realizacja projektu zostata sfinansowana ze $rodkéw Narodowego Centrum
Nauki w ramach projektu badawczego OPUS nr 2018/29/B/NZ7/02021.

Rozprawa doktorska liczy tacznie 230 stron i ma klasyczny uktad. Sktada si¢ ze
streszczen w jezyku polskim i angielskim (7 stron), wstepu (34 strony), celow (1 strona), opisu
materiatéw i metod (22 strony), wynikéw (77 stron), dyskusji (19 stron), wnioskow (3 strony),
bibliografii zawierajacej 663 pozycji literaturowych oraz suplementu (23 strony). Procedury
eksperymentalne uzyskaty akceptacj¢ Lokalnej Komisji Etycznej - uchwata numer: 539/2018.

Rozprawa doktorska Wiktorii Mrozek podejmuje ambitny i nowatorski temat z
pogranicza neurobiologii emocji, uzaleznien oraz neurotransmisji. Gléwnym celem pracy byto
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zbadanie roli wspotdziatania dwoch systemow neuroprzekaznikowych — serotoninergicznego i
glutaminianergicznego w regulacji odpowiedzi emocjonalnych wywotanych ekspozycja na
kontekst skojarzony z substancja uzalezniajacg (morfing). W badaniach wykorzystano
zaawansowane techniki chemogenetyczne DREADD, modele behawioralne jak rdwniez
przeprowadzono analiz¢ neurochemiczng a uzyskane wyniki poddano zaawansowanej obrobce
statystyczno-matematycznej.

Wstep

We wstepie Doktorantka dokonata przegladu literatury klinicznej, eksperymentalnej
oraz neurobiologicznej dotyczacej uzaleznien, ze szczegbélnym uwzglednieniem zaburzen
zwigzanych z uzywaniem opioidow (OUD). Autorka odwotata si¢ do kryteriow
diagnostycznych DSM-5 i omowita klasyczne koncepcje uzaleznienia, takie jak wzmocnienie
pozytywne, tolerancja, rozwoj objawow odstawiennych, mechanizmy gtodu narkotykowego i
jego inkubacji. Nast¢pnie przedstawita neurobiologiczne podtoze tych zjawisk, akcentujac role
ciala migdatowatego, jadra potlezacego, hipokampa i kory przedczotowej. Autorka omowila
rowniez technike DREADD, znaczenie wokalizacji ultradzwickowej (USV) w badaniach nad
emocjami.

Wstep zostal napisany sprawnie i przejrzyscie i jako taki nie budzi powaznych
zastrzezen. Niemniej pewne kwestie, moim zdaniem, mozna by zmodyfikowac lub rozszerzy¢.
Opis sytuacji epidemiologicznej zwigzanej z uzaleznieniami od opioidow opiera si¢ gtownie na
danych z USA, Kanady, Australii i krajow azjatyckich. Nie przedstawiono danych dotyczacych
tego problemu w Polsce czego mi wyraznie brakuje.

Kolejng kwestia, ktéra mozna wzig¢ pod uwage to odniesienie si¢ réwniez do
mechanizmuwzmocnienia pozytywnego w przypadku stosowania substancji psychoaktywnych
o innych mechanizmach dziatania jak LSD czy psylocybina, ktorych wptyw na uktad nagrody
nie jest tak oczywisty jak opioidow. Podobnie kwestia pojawiania si¢ uzaleznienia u 0sob z
cigzkimi dolegliwo$ciami bélowymi stosujgcymi opioidy. Czy mechanizm jest identyczny jak
w przypadku ich rekreacyjnego stosowania? Jak si¢ wydaje kolejnos¢ klasycznych faz
uzaleznienia bedzie inna, co wigcej uwaza si¢, ze ryzyko rozwoju uzaleznienia jest wyraznie
nizsze. Ponadto wskazane jest rozszerzenie opisu ,.cichych synaps” pojawiajacych si¢ w
kontekscie inkubacji gtodu narkotykowego. Zjawisko to jest wyjatkowo ciekawe a z tekstu
Doktorantki nie wynika jasno czy ich obecnos¢ i dojrzewanie sa wskaznikiem nasilenia glodu,
czy tez mechanizmem adaptacyjnym redukujacym jego sil¢. Na koniec warto zwroci¢ uwage,
ze cze$¢ definicyjna wstepu zawiera czasem zbyt proste elementy, jak np. wyjasnienia co to
jest neuron, synapsa czy potencjal czynno$ciowy. Moim zdaniem, chociaz ma to niewatpliwie
walor popularyzatorski, to w pracy doktorskiej mozna by tego rodzaju informacje skrocié¢ lub
catkowicie poming¢.

Metody

Cze$¢ metodologiczna pracy jest szczegOtowa. Autorka omoéwita zastosowany
behawioralny model eksperymentalny z uzyciem szczurow Long-Evans, u ktorych po
zastosowaniu wektoréw wirusowych AAV do ekspresji receptorow DREADD (hM3Dq,
hM4Di) specyficznych dla neurondow serotoninergicznych i glutaminianergicznych
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(hamujacych lub pobudzajacych) podawano przewlekle morfing w tescie warunkowania
miejsca a nastgpnie po okresie odstawienia (inkubacji glodu narkotykowego) oceniano
odpowiedz kontekstowsa.

Selektywne pobudzenie lub hamowanie aktywnosci tych neuronow w ciele
migdalowatym wywolywane byto podaniami liganda aktywujacego - JHU37160, a nastepnie
oceniano reakcj¢ emocjonalng (USV) i motywacyjng (dystans). Po zakonczeniu testow
przeprowadzono analize danych audio, wideo, analize¢ neurochemiczng (spektrometria
masowa) oraz barwienia immunohistochemiczne oraz oceniono uzyskane dane przy uzyciu
algorytmu Boruta.

Zastosowane metody sa zaawansowane i adekwatne do celu pracy. Niemniej niektore
elementy metodologii wymagaja pewnego uszczegdétowienia. Pierwsza watpliwos¢ dotyczy
aktywnos$ci receptorow podanych przy uzyciu wektora. W jaki sposob potwierdzono ich
aktywnos$¢ w badanej grupie? W badaniu potwierdzajgcym przeprowadzonym na dodatkowej
grupie zwierzat zaprezentowano obecnos¢ receptoréw jednak nie ma danych o ich aktywnosci.
Czy zatem potwierdzenie lokalizacji nalezy traktowac jako potwierdzenie ich aktywnosci?
Ponadto Autorka podata, ze w eksperymentach zastosowano ligand JHU37160, ktory
aplikowano 30 minut przed testem, jednak nie uzasadniono wyboru czasu podania. Czy wynika
on z farmakokinetyki zwigzku tzn. czasu dzialania i szczytowego st¢zeniaczy by¢ moze wynika
z przeprowadzonej wezesniej optymalizacji tego parametru? Doprecyzowania wymaga takze
kwestia jakie bodzce kontekstowe, poza §wiattem w suficie zawieraty klatki stosowane do
warunkowania. Czy wcze$niej klatki weryfikowano w innej procedurze warunkowania np.
warunkowania strachu? Wskazane jest tez okreslenie czy wszystkie osobniki, ktorym podano
wektory, zostaly uwzglednione w analizach koncowych, ani czy zdarzaly si¢ przypadki
nieprawidlowej lokalizacji iniekcji, braku ekspresji, komplikacji pooperacyjnych lub innych
problemoéw zmuszajacych do wykluczenia danego zwierzecia z analiz.

Autorka wskazuje tez, ze bregma jest punktem w obszarze ciemigczka, jest to chyba
tylko punkt przecigcia szwow a definicyjnie ciemigczko jest nieskostniatym obszarem na
miejscu styku ko$ci czaszki.

Wyniki

Rozdziat poswiecony wynikom to najdtuzsza i najbardziej szczegdtowa czgsé rozprawy,
obejmujaca blisko 80 stron. Autorka przejrzys$cie zaprezentowata dane z ré6znych poziomdow
eksperymentalnych: behawioralnego (wokalizacje i dystans), neurochemicznego (poziomy
neuroprzekaznikow i ich metabolitéw w siedmiu strukturach mézgowych) oraz korelacyjnego
(sieci zaleznosci neuroprzekaznikow, analiza Boruta). Podziat jest logiczny i1 klarowny, a dane
sg dobrze zorganizowane i opatrzone licznymi rycinami, ktére znaczgco utatwiajg orientacje w
materiale.

W czg¢$ci behawioralnej wykazano, ze liczba wokalizacji ultradzwigkowych w pasmie
50 kHz, réznita si¢ istotnie pomiedzy grupami eksperymentalnymi. W grupie, w ktorej
chemogenetycznie hamowano transmisje serotoninergiczng (grupa 5-HT-), liczba wokalizacji
spadta w porownaniu do grupy kontrolnej. Jeszcze silniejszy spadek zaobserwowano w grupie
Glu+5-HT-, w ktorej jednoczesnie aktywowano transmisje¢ glutaminianergiczng i hamowano
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serotoninergiczng. Co ciekawe, grupa Glu+5-HT+, czyli jednoczesna aktywacja obu systemow,
wykazywala wzrost liczby wokalizacji wzgledem kontroli.

W przypadku drugiej zmiennej behawioralnej — dystansu pokonywanego przez
zwierze¢ta w klatce testowej — wyniki byly mniej wyraziste. Kierunek zmian (zwigkszenie
przebywanego dystansu) byla identyczna pomigdzy grupami z przeciwstawnymi
manipulacjaminp. 5-HT+ i 5-HT- oraz GLU+ i GLU-. Uzyskane dane w tym aspekcie sg dosy¢
trudne do interpretacji.

Nastepnie Autorka zaprezentowata analize czg¢$ci neurochemicznej. Wykorzystujac
spektrometri¢ masowsg, zmierzono poziomy kilkunastu substancji: serotoniny, glutaminianu,
dopaminy, noradrenaliny, GABA, a takze metabolitow (DOPAC, HVA, 5-HIAA) i
aminokwasow (GIln, Gly, Asp). Pomiarow dokonano w siedmiu strukturach: ciele
migdatowatym (Amy), jadrze potlezacym (NAcc), prazkowiu (CPu), polu brzusznym nakrywki
(VTA), przysrodkowej korze przedczolowej (mPFC), hipokampie (Hipp) 1 korze
retrosplenialnej (RSC). W ciele migdatlowatym zaobserwowano, ze hamowanie transmisji
serotoninergicznej (grupa 5-HT-) skutkowato istotnym obnizeniem poziomu 5-HT oraz jej
metabolitu 5-HIAA. Jednoczesna aktywacja Glu i 5-HT (grupa Glu+5-HT+) prowadzita do
wzrostu poziomoéw glutaminianu. Podobne tendencje obserwowano w pozostatych strukturach,
przy czym ich sitai kierunek byty zalezne od struktury i rodzaju manipulacji. Przyktadowo, w
NAcc aktywacja systemu glutaminianergicznego skutkowata wzrostem Glu, ale nie wptywata
istotnie na poziom 5-HT. W hipokampie za§ zauwazono wyrazng redukcj¢ noradrenaliny w
grupie Glu+5-HT-, co moze mie¢ znaczenie dla przetwarzania kontekstu przestrzennego.

Najbardziej ztozong cze$¢ stanowi analiza korelacji miedzy parametrami
neurochemicznymi. Autorka wykorzystata algorytm Boruta, by wyodrebni¢ te czynniki, ktore
najlepiej réznicuja poszczegodlne grupy behawioralne. Analiza korelacji wykazala istnienie
skomplikowanej sieci wspotzaleznosci miedzy neuroprzekaznikami — zar6wno w obrgbie
jednej struktury, jak 1 miedzy strukturami. Przyktadowo, liczba USV byta dodatnio
skorelowana z poziomem 5-HT w ciele migdatowatym i ujemnie z GABA w NAcc. W inngj
analizie stwierdzono dodatnig korelacje pomigdzy Glu w ciatach migdatowatych a 5-HT w
MPFC — co moze sugerowac trans-strukturalng synchronizacj¢ aktywnosci tych uktadow.

Calos¢ wynikow wskazuje na bardzo istotng rol¢ wspodldziatania ukladow
serotoninergicznego i glutaminianergicznego w warunkowaniu odpowiedzi emocjonalnej na
kontekst nagradzajacy. Jednak nie wszystkie zaleznosci sa jednoznaczne. W niektérych
przypadkach zmiany neurochemiczne nie miaty odpowiednika w zmianach zachowania, nie
jest tatwo ustali¢ takze kierunek zalezno$ci — czy to poziom neuroprzekaznikéw determinuje
zachowanie, czy tez zmiany zachowania wplywaja wtérnie na uktad neurotransmisyjny. Czy
wobec uzyskanych danych Autorka uwaza, ze zmiany neurochemiczne sg pierwotne czy wtorne
wobec zmian behawioralnych?

Dyskusja

Rozprawe konczy dyskusja, w ktérej Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki z
danymi pochodzacymi z aktualnego piSmiennictwa. Dyskusja wynikéw zostata opracowana
bardzo rzetelnie i obejmuje interpretacj¢ danych z kazdego poziomu: zachowania, neurochemii,
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oraz interakcji miedzy strukturami. Autorka omawia kazde z zaobserwowanych zjawisk,
odnoszac si¢ do literatury, oraz wskazujac mozliwe mechanizmy lezace u ich podstaw.

Redukcja liczby USV po hamowaniu systemu serotoninergicznego (grupa 5-HT-)
zostala zinterpretowana jako dowdd na to, ze serotonina w ciele migdatowatym odgrywa istotng
role w ekspresji pozytywnego afektu w odpowiedzi na kontekst uzalezniajacy. Analogicznie,
wzrost liczby USV w grupie Glu+5-HT+ potraktowano jako potwierdzenie synergii pomiedzy
uktadami glutaminianergicznym 1 serotoninergicznym. Interpretacja ta jest spojna z
obserwowanymi wzrostami poziomow neuroprzekaznikow w tych grupach oraz ze znanym
udziatem ciata migdatowatego w przetwarzaniu emocji, jednakze niemal identyczny wynik
USV w obu grupach, moim zdaniem $wiadczy raczej o dominujacym wptywie uktadu
serotoninowego.

W ciekawy sposob autorka omawia brak korelacji migedzy dystansem a liczba
wokalizacji. Sugeruje, ze te dwa parametry odpowiadaja réznym komponentom odpowiedzi
kontekstowej — afektywnemu (USV) i motywacyjnemu (dystans). Jest to interpretacja logiczna,
jednak wymagataby dalszego wsparcia eksperymentalnego, np. przez zastosowanie
dodatkowych miar motywacji w innych eksperymentach behawioralnych. Interesujgca jest
takze analiza korelacyjna, gdzie autorka wykazuje, ze podobne poziomy zachowania mogag
wynika¢ z réznych wzorcow neurochemicznych. Oznacza to, ze zblizone zachowania moga
by¢ generowane przez rozne ,,konfiguracje” aktywnosci uktadéw neurotransmisyjnych —co ma
duze znaczenie translacyjne i stanowi sugesti¢ dla personalizacji terapii uzaleznien. Autorka
sugeruje, ze skuteczne leczenie moze wymagac¢ dostosowania do ,,profilu neurochemicznego”
danego pacjenta, a nie tylko do objawoéw behawioralnych.

Mimo wysokiego poziomu dyskusji, niektore interpretacje wydaja mi si¢ zbyt
spekulatywne. Na przyktad, wptyw aktywacji uktadu glutaminianergicznego na poziom emocji
jest trudny do jednoznacznej oceny, poniewaz glutaminian petni rolg pobudzajacg w wielu
szlakach, zarowno nagradzajacych, jak i awersyjnych. Nieco brakuje réwniez bardziej
szczegotowego odniesienia do zmian w poziomach badanych aminokwasow (np. alaniny).
Ostatnig kwestig jest pte¢ badanych zwierzat. Biorac pod uwage plciowe rdznice
neurochemiczne i behawioralne wskazane bytoby odniesienie si¢ na ile uzyskane dane mozna
traktowa¢ uniwersalnie a na ile sg ptciowo specyficzne.

Prace konczg podsumowanie i wnioski. Wnioski zaprezentowane przez Doktorantke
odnoszg si¢ wprost do danych eksperymentalnych. W moim przekonaniu zabrakto wniosku
odnoszacego si¢ wprost do celu czyli mechanizmu inkubacji gltodu, chociaz zdaje sobie sprawe,
ze wobec bardzo licznych danych, w wielu miejscach trudnych do jednoznacznej interpretacji
nie byloby to tatwe.

Nalezy stwierdzi¢, ze pewne niedoskonatosci zidentyfikowane w pracy nie umniejszaja
jej wartosci. Rozprawa doktorska Wiktorii Mrozek to praca nowatorska i kompleksowa i
stanowi oryginalny wkitad w badaniach dotyczacych regulacji stanoéw emocjonalnych
zwigzanych z nawrotem uzaleznienia. Zdefiniowanie problemu, osadzenie go w realiach
spotecznych wskazuje na rozlegla wiedz¢ teoretyczng adekwatng dla osoby ubiegajgcej sie 0
stopien doktora. W pracy zastosowano zréznicowang metodologie, uwzgledniono szeroki
zakres pomiaréw — obejmujacy zarowno zachowanie, jak réwniez poziomy neuroprzekaznikow
oraz ich wzajemne relacje, a takze nowoczesne metody analityczne — m.in. wykorzystanie
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algorytmu Boruta. Zastosowane metody sg adekwatne to podjetego problemu, co jednoznacznie
$wiadczy o odpowiednim przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia samodzielnych badan
naukowych. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze autorka w toku dyskusji wykazuje
duza $wiadomos$¢ ograniczen swoich danych i wielokrotnie zaznacza, Ze zalezno$ci korelacyjne
nie s3 tozsame z przyczynowymi. To podejscie krytyczne i dojrzate. Wskazuje to na wysoka
jako$¢ przygotowania naukowego doktorantki i zdolno$¢ do samodzielnej oceny warto$ci oraz
ograniczen wtasnych badan.

Podsumowujac, rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone wart. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz.742 z
p6zniejszymi zmianami). W zwiazku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie Wiktorii Mrozek do dalszych etapow postgpowania
w sprawie nadania stopnia doktora.

Dr hab. n. med. Janusz Szyndler

Katedra i Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej i Klinicznej
Warszawski Uniwersytet Medyczny
ul. Banacha 1B, 02-091 Warszawa
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