Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Emilii Kosonowskiej pt. “Zmiany struktury tkanki nerwowej wywotane
ogélnoustrojowym stanem zapalnym jako korelaty podatnosci na napady drgawkowe”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Emilii Kosonowskiej zostata wykonana w
Zakfadzie Neuroanatomii Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellorskiego pod
opieka dr hab. Zuzanny Setkowicz-Janeczko. Tematyka pracy dotyczy interesujgcego, a jednoczesnie
w niewielkim stopniu wyjasnionego zagadnienia, jakim jest zaleznos¢ pomiedzy indukowanym
stanem zapalnym zaburzeniem postnatalnego rozwoju ukfadu nerwowego a podatnoscig na napady
padaczkowe w okresie dojrzatosci. Wybor tematu rozprawy doktorskiej jest uzasadniony, poniewaz
wyjasnienie powyiszej zaleznosci moze istotnie przyczynié sie do zrozumienia neurobiologicznego
podtoza i patomechanizméw padaczki, a w perspektywie do opracowania nowych, skuteczniejszych
form zapobiegania i terapii tego schorzenia. Padaczka jest czestg, przewlektg chorobg neurologiczng
o tylko czesciowo poznanej etiopatogenezie. Leczenie padaczki jest objawowe, a prawie 30% chorych
jest oporna na farmakoterapie. Zwazywszy na ogromng dynamike zmian rozwojowych tkanki
nerwowej oraz niemniej ztozone mechanizmy molekularne stanu zapalnego, podjete przez
doktorantke zadanie mozna uzna¢ za niezwykle ambitne, pracochtfonne, wymagajgce nie tylko
gruntownego opanowania podstaw teoretycznych neuroanatomii i immunologii, ale takze
praktycznej znajomosci wielu technik analitycznych. Zamieszczone na poczatku rozprawy
podziekowania jasno dowodzg, ze realizacja zatozer badawczych wymagata umiejetnosci wspétpracy
z innymi ekspertami.

Dysertacja ma typowag konstrukcje i uktad rozdziatéw dla tego rodzaju opracowan, przy czym
ryciny i zdjecia mikroskopowe wraz z opisami doktorantka zdecydowata sie umiesci¢ w osobnej
czesci. Dzieto liczy ogotem 136 stron, zawiera 8 przejrzyscie opracowanych tabel, w tym 5 w rozdziale
Materiaty i Metody i 24 ryciny obejmujace schematy procedur doswiadczalnych, zdjecia z
wybarwionymi immunohistochemicznie skrawkami mézgu oraz wykresy przedstawiajgce wyniki
analiz ilosciowych mierzonych parametréw. Ostatnia rycina jest ilustracyjnym podsumowaniem
rozprawy i przedstawia mozliwy mechanizm rozwoju tolerancji o$rodkowego uktadu nerwowego na
umiarkowany stan zapalny. Wszystkie ryciny sg czytelne i poprawnie opisane, a jakos¢ zdjec
mikroskopowych jest takze zadowalajaca. Do rozprawy dotfgczono spis 256 pozycji numerowanego
piémiennictwa, utozonego w porzadku alfabetycznym. Wszystkie pozycje pismiennictwa zostaty
wiaéciwie wybrane, s reprezentatywne dla omawianych probleméw i poprawnie cytowane w tekscie
rozprawy. Duzg liczbe cytowanych pozycji usprawiedliwia szeroki zakres wybranego obszaru
badawczego. Rozprawa zostata starannie opracowana pod wzgledem edytorskim. Wyrdznia jg ptynna
narracja i estetyczna szata graficzna.

Streszczenie (tylko w jezyku polskim), umieszczone na poczatku rozprawy, zawiera najwigcej
informacji dotyczacych uzasadnienia badar i komentarz do uzyskanych wynikéw. Mniej natomiast
napisano na temat metodyki. Zdaniem recenzenta, oprécz wymienienia zastosowanych modeli
badawczych, warto bytoby wspomnieé w tym rozdziale o réznorodnych technikach analitycznych tj.
immunohistochemia, Western blott etc. Uwaga: na str. 4: jest wyrazenie: ,Napady drgawkowe
(SE)...”. Skrét SE odnosi sie raczej do stanu padaczkowego (status epilepticus), o czym zreszta
doktorantka pisze na dalszych stronach dysertacji.

Poprzedzony krétkim wprowadzeniem Wstep liczy 27 stron i zostat logicznie podzielony na 5
podrozdziatéw, z ktérych dwa pierwsze dotyczg charakterystyki padaczki i jej modeldw zwierzegcych, a
w kolejnych zawarte s3 podstawowe informacje na temat patomechanizméw ogdlnoustrojowego
stanu zapalnego, jego modeli doswiadczalnych i przestanki dotyczace wptywu stanu zapalnego na



napady padaczkowe. Caty rozdziat napisany jest przystepnym jezykiem, a prezentowane w nim
poglady autorki sg oparte na wiasciwych materiatach zrédtowych i odpowiadajg wspoétczesnemu
stanowi wiedzy. Szczegdlnie interesujaco doktorantka charakteryzuje rozwdj stanu zapalnego w
osrodkowym uktadzie nerwowym i jego pdzniejsze konsekwencje w odniesieniu do zmian w
pobudliwosci neuronalnej. Wysoce kompetentnie przedstawiono wspotczesne poglady na role
stanow zapalnych we wczesnych okresach postnatalnych na wzrost odpornosci tkanki mézgowejna
czynniki uszkadzajace. Poruszajac sie w tak rozlegtych dziedzinach biologii i medycyny, doktorantka,
sitg rzeczy, nie unikneta pewnych uproszczen i zbytnich uogélniel. Nieco nadmiernie rozbudowany
jest podrozdziat omawiajgcy modele sepsy, nie zwigzanych z celem rozprawy, ktéry dotyczy
umiarkowanych stanéw zapalnych.

Drobne uwagi krytyczne:

1. Na str. 14 autorka pisze: , ...leki pierwszej generacji takie jak pentobarbital czy kwas
walproinowy...”. Powinno by¢: fenobarbital.
Poprawniej jest uzywac nazwy leki przeciwpadaczkowe niz antyepileptyczne (str. 14)
. Str. 18: Komorki PV+ i ich funkcja powinny byé doktadniej scharakteryzowane
4. Str. 24: Receptory TLR — brak rozwiniecia skrétu.

Zatozenia i cel pracy zostaty dokfadnie przedstawione na 3 stronach rozprawy, przy czym
najwiecej miejsca przeznaczono na uzasadnienie podjetych badan i wybranych modeli
doswiadczalnych. Podkreslono, ze gtdbwnym celem rozprawy jest ocena wplywu uogdlnionego stanu
zapalnego o umiarkowanej intensywnosci, wywotanego w dwdéch réznych stadiach rozwoju
postnatalnego na podatnos$¢ na napady drgawkowe w wieku dojrzatym oraz na liczebnos¢ i
morfologie komérek glejowych i nerwowych. Szczegdtowe cele badawcze, odzwierciedlajgce kolejne
etapy projektu, zostaty jasno sformutowane w 4 punktach. W przypadku punktéw 3 i 4, nasuwa sie
watpliwosc¢ czy okreslenie ,funkcjonalna ocena zmian tkanki nerwowej” jest adekwatna, poniewaz
sugeruje uzycie technik elektrofizjologicznych, natomiast wyniki analiz morfologicznych mogg tylko
posrednio $wiadczy¢ o zmianach funkcjonalnych.

Materiaty i metody zostaty rzetelnie opisane i uzupetnione piecioma tabelami zawierajgcymi
dane na temat liczebnosci grup, schematu procedur doswiadczalnych, charakterystyki uzytych
przeciwciat, zasad oceny zmian behawioralnych oraz analiz morfologicznych. Warunki prowadzonych
eksperymentéw i bytowania zwierzat spetniaty wymogi ustawowe, co byto potwierdzone zgoda
wiasciwej komisji etycznej. Doktorantka zastosowata szeroki wachlarz odpowiednio wybranych
technik badawczych. Zastosowano model uogélnionego, umiarkowanego stanu zapalnego
indukowanego niskg dawka LPS, uznany zwierzecy model padaczki skroniowej wywotany pilokarping,
oraz behawioralng ocene intensywnosci drgawek wg zmodyfikowanej skali Racine’a. Poprawnie takze
przeprowadzono barwienia immunohistochemiczne na obecno$¢ GFAP oraz Iba-1 bedgcych
znacznikami odpowiednio astrocytéw i mikrogleju. Starannie opisano analize Sholla, obejmujgca
pomiary kilku parametréw morfologicznych dla wyzej wspomnianych komérek oraz technike zliczania
komodrek nerwowych wybarwionych na obecno$¢ parwalbuminy w formacji hipokampa i korze
mozgowej. Oprdcz badar immunohistochemicznych doktorantka zastosowata technike ELISA do
oznaczer prozapalnych cytokin oraz Western blott do oceny zmian poziomu ekspresji GFAP, AQP4,,
GS oraz Kird.1. Kryteria wyboru i opis analizy statystycznej, obejmujacej jednoczynnikowg ANOVA,
test Kruskala-Wallisa oraz test Manna-Whitney’a nie budzg zastrzezen recenzenta.

Uwagi:

1. W jaki sposdb kontrolowano specyficzno$é barwienia immunohistochemicznego?
2. Jaka byta $miertelno$¢ zwierzat po drgawkach indukowanych pilokarping?



3. Jak stusznie pisze doktorantka na str. 19 i 20, w modelu pilokarpinowym padaczki skroniowe;j
obserwuje sie zmiany neuropatologiczne gtéwnie w hipokampie, ale takze w innych
obszarach mézgowia m.in. w korze srédwechowej, wzgorzu i ciele migdatowatym. Czy
zanotowano réznice w uszkodzeniach tych struktur u zwierzat, ktére oprécz pilokarpiny
otrzymaty wczesniej LPS? Czy oprdcz ubytku interneuronéw PV+ oceniano rdznice
miedzygrupowe w stopniu uszkodzenia komérek piramidowych CA1 i CA3?

4. O ile celowos$¢ analizy zmian morfologicznych w formacji hipokampalnej nie budzi
najmniejszych watpliwosci, to wybhér kory przedczotowej powinien by¢ lepiej uzasadniony
poniewaz ten rejon nie jest szczegdlnie wrazliwy na uszkodzenia podrgawkowe. Niewiele
danych tez wskazuje, ze kora przedczotowa jest czescig obwoddéw neuronalnych istotnych dla
patomechanizmoéw padaczki skroniowe]. Wieksze znaczenie przypisywano petli neuronalne;j :
kora Srodwechowa — droga przeszywajgca—formacja hipokampalna. Co zadecydowato o
wyborze kory przedczotowej jako obszaru szczegdtowej analizy ?

5. Ograniczeniem metodycznym niniejszej rozprawy jest ocena intensywnosci i czasu trwania
drgawek wytgcznie na podstawie obserwacji zachowania zwierzat. Nie zawsze intensywnosc¢
drgawek behawioralnych w takich modelach jak kwas kainowy czy pilokarpina $cisle korelujg
z pézniejszymi zmianami neuropatologicznymi. Pomiary elektrofizjologiczne in vivo moglyby
dostarczy¢ dodatkowych, bardziej precyzyjnych danych.

Wyniki przeprowadzonych analiz opisano precyzyjnie na 14 stronach rozprawy. Ponadto na 20
dokfadnie opisanych rycinach zaprezentowano zdjecia preparatow mikroskopowych i wykresy
obrazujgce wyniki obserwacji behawioralnych, analiz immunohistochemicznych i morfologicznych a
takze analizy Western blott. Autorka wykazata, ze przejéciowy uogdlniony stan zapalny u zwierzgt 30
dniowych prowadzit do wzrostu opornosci na dziatanie drgawkogenne pilokarpiny u dorostych
osobnikdw. Efekt ten wigzat sie z mniejszym uszkodzeniem tkanki nerwowej i stabszg aktywacja
komarek glejowych. U tych zwierzat obserwowano natomiast zwiekszenie rozgatezienia astrocytéww
oraz liczby ich wypustek co mogto zwiekszy¢ ich wiasnosci buforujgce, przyczyniajac sie do
skuteczniejszego wygaszania napaddéw padaczkowych. Interesujacy jest wynik wskazujacy, ze
podanie LPS w 6 dniu zycia nie hamowato intensywnosci napadodw, lecz takze chronito tkanke
nerwowag przed uszkodzeniem. Analiza morfologiczna dowiodta, ze w tym przypadku szlaki
neuroprotekcyjne mogg byc¢ zwigzane z komdrkami mikrogleju, a brak efektu przeciwdrgawkowego
mozna wigza¢ z mniejszg liczbg komadrek parwalbumino-pozytywnych w hipokampie. Uzyskane
wyniki sg oryginalne i posiadajg wysoka warto$¢ merytoryczng. Niezaprzeczalnie stanowig istotny
przyczynek do aktualnej wiedzy w zakresie wptywu standw zapalnych we wczesnych okresach
rozwoju uktadu nerwowego na podatno$é¢ organizmu na wystepowanie napadow drgawkowych w
okresie dojrzato$ci i wskazujg na prawdopodobne mechanizmy tych ztozonych procesdéw. Ponadto o
merytorycznej wartosci wynikdw rozprawy Swiadczy fakt, ze wigkszosc¢ z nich zostata juz
opublikowana w dwdch recenzowanych czasopismach miedzynarodowych:

1. Setkowicz Z, Kosonowska E, Janeczko K.: Inflammation in the developing rat modulates
astroglial reactivity to seizures in the mature brain. J Anat. 2017 Sep;231(3):366-379.

2. Kosonowska E, Janeczko K, Setkowicz Z.: Inflammation induced at different developmental
stages affects differently the range of microglial reactivity and the course of seizures evoked in the
adult rat. Epilepsy Behav. 2015 Aug;49:66-70.

Uwaga: W opisie Ryciny 10 B na str. 120 powinno by¢ : ,dwie osobne osie Y”, a nie X.

Dyskusja wynikow zostata poprowadzona wysoce kompetentnie. Doktorantka swobodnie
dyskutuje wyniki swych obserwacji na tle ustalen innych grup badaczy, zachowujgc jednak krytycyzm



i godng pochwaty wstrzemiezliwo$¢ w wycigganiu zbyt daleko idacych wnioskéw. Rozdziat
rozpoczyna przypomnienie najwazniejszych rezultatéw, po czym nastepuje wielostronna analiza
indukowanych stanem zapalnym zmian liczebnosci i morfologii komérek nerwowych i glejowych.
Ciekawa i przekonujgca jest analiza zmian morfologicznych astrocytéw oraz ekspresji kanatéw
potasowych Kird.1 oraz akwaporyny AQP4. W tej czesci rozdziatu doktorantka szerzej omoéwita
zaburzenia w sygnalizacji glutaminianergicznej migdzy reaktywnymi astrocytami i neuronami,
zaktocenia funkcji kanatéw wodnych i potasowych oraz obnizenie aktywnodci syntetazy
glutaminowej. Wspomniane dysfunkcje promujg w formacji hipokampalnej ekscytotoksyczne
uszkodzenie neurondéw i nadpobudliwo$¢ lokalnych sieci neuronalnych, zatem nowe dane dotyczace
modulujacego wptywu stanu zapalnego na te procesy znaczaco uzupetniajg neuroimmunologiczna
teorie padaczki. Zaskakujgco dojrzata jest cze$¢ dyskusji poswiecona znaczeniu zmian
morfologicznych komdrek mikrogleju (str. 80 - 82). Autorka zaznacza, ze przejéciowy uogdlniony stan
zapalny wywotuje dtugotrwale zmiany w morfologii komérek mikrogleju, przy czym wystepuija
roznice jakosciowe w zaleznosci od obszaru mézgu (zakret zebaty vs kora). Trudnymi interpretacyjnie
okazaty sie wyniki analizy Sholla, nie zawsze pokrywajace sie z wynikami pomiaréw innych
parametrow aktywacji mikrogleju np. powierzchnig immunoreaktywng na obecnoé¢ biatka 1Ba-1.
Rozbudowana i dogtebna jest dyskusja wynikéw dotyczacych dtugotrwatego wptywu stanu zapalnego
na liczbg interneuronéw PV+ u zwierzat po przebyciu stanu padaczkowego. Wczeéniej przebyty stan
zapalny ograniczyt indukowany drgawkami ubytek tych komdrek, a zatem prawdopodobnie
zmniejszyt podatnos¢ tkanki nerwowej na powstawanie wytadowan padaczkowych. Szkoda, ze
autorka nie miata mozliwosci zbada¢, czy oprdcz zmian w intensywnosci i czasie trwania drgawek
wywotanych pilokarping, wcze$niejszy stan zapalny zapobiegat pojawianiu sie napadéw
nieprowokowanych po 2 lub 3 tygodniach po przebyciu stanu padaczkowego. Taki pomiar pozwolitby
odpowiedzie¢ na pytanie czy LPS podany w 6 i 30 dniu zycia istotnie wptywa na zaindukowang
drgawkami wtdrng epileptogeneze. Dyskusje koriczy syntetyczne opisanie indukowanych
umiarkowanym stanem zapalnym mozliwych mechanizmoéw rozwoju tolerancji tkanki nerwowej na
czynniki uszkadzajgce (preconditioning). Podsumowanie i rozwiniete w 4 punktach wnioski kofncowe
sg przejrzyscie sformutowane i uzasadnione uzyskanymi przez doktorantke wynikami. Wykaz skrotow
zostat prawidtowo opracowany z uwzglednieniem nazw w jezyku polskim i angielskim. Drobna
uwaga: str. 5: cklooksygenaza

Rozprawe doktorskg mgr Emilii Kosonowskiej pt. “Zmiany struktury tkanki nerwowej
wywotane ogdlnoustrojowym stanem zapalnym jako korelaty podatnosci na napady drgawkowe”
oceniam wysoce pozytywnie. Uznanie budzi wazna tematyka i rozbudowany, nowoczesny warsztat
metodyczny. Pracochtonnos$¢ przeprowadzonych eksperymentow oraz oryginalnosé i wysoka wartosc
merytoryczna uzyskanych wynikow upowazniajg mnie do wysuniecia wniosku o wyrdznienie
rozprawy. Wymienione z obowigzku recenzenta nieliczne uwagi nie obnizajg merytorycznej wartosci
rozprawy. Stwierdzam réwniez, ze rozprawa spetnia wymagania okreslone w Ustawie nr 595 o
Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14.03.2003
r. (wraz z pézniejszymi zmianami). Wnioskuje o dopuszczenie mgr Emilie Kosonowska do dalszych
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etapow przewodu doktorskiego.



