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pt.. . Zmiany w poziomie ekspresiji gendéw oraz biatek transporterow cynkowych

w depresiji”.

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia na depresje, schorzenie coraz bardziej
rozpowszechniajgce sie we wspotczesnym Swiecie, choruje obecnie ponad 300-350
miliondw ludzi na $wiecie, dotykajac nie tylko pacjentéw, ale i ich rodziny. Niestety
pomimo intensywnych badan etiologia i patofizjologia tej choroby wcigz wymaga
dalszych intensywnych badan. W ostatnich latach wyniki badan zaréwno
farmakologicznych jak i klinicznych i epidemiologicznych zwrécity uwage na istotng
role cynku w depresji. Niewatpliwie duze znaczenie majg tutaj prace prof. dr hab.
Gabriela Nowaka oraz dr hab. Bernadety Szewczyk z Instytutu Farmakologii PAN,
odpowiednio promotora i promotora pomocniczego Doktorantki, ktérych logiczna
kontynuacjg sg badania Doktorantki mgr Anny Rafato-Ulinskiej. Biorgc powyzsze
pod uwage tematyka przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej jest zaréwno
aktualna jak i celowa.

Rozprawa doktorska mgr Anny Rafato-Ulinskiej skitada sie z typowych
rozdziatdw. Logiczny uktad pracy, poprawny styl, prawidtowe cytowanie literatury (176
pozycji), a takze przedstawienie i omowienie wynikow wskazujg na dobrze opanowang
przez Doktorantke umiejetnos¢ pracy naukowej. Nowatorstwo przedstawionej mi
do oceny pracy zwigzane jest miedzy innymi z faktem, ze az 84% pozycji literaturowej
pochodzi z tego wieku, 14% z lat 1990-1999, a tylko 2% zostato opublikowane przed
1990 r. Pragne podkreslic, ze cze$S¢ uwzglednionych w rozprawie doktorskiej wynikow
zostata zamieszczona w 2 pracach opublikowanych w renomowanych
miedzynarodowych czasopismach Journal of Psychiatric Research oraz Progress in
Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry o tgcznym Impact Factor 8,2
punktow. Pierwszym autorem obydwu prac jest przy tym Doktorantka, co niewatpliwie
Swiadczy o jej wiodacej roli w realizacji niniejszego projektu.

We wstepie mgr Rafato-Ulinska w bardzo ciekawy i przystepny sposob
wprowadza czytelnika w tematyke pracy. Co wazne, znajduje sie w nim wyjasnienie
wszystkich podstawowych poje¢ patofizjologicznych oraz farmakologicznych
niezbednych do zrozumienia dalszych czesci pracy, a poza tym wyrazne uzasadnienie
celu podjetych badan. Przedstawione sg w nim najwazniejsze dane epidemiologiczne

zwigzane z depresja, aktualne poglady na neurobiologie zaburzeh depresyjnych,
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a takze w skrocie farmakologiczna i niefarmakologiczna terapia depresji. Czy dieta
moze by¢ jednym ze sposobow niefarmakologicznej terapii depresji? Ze zrozumiatych
wzgledow najszerzej przedstawione jest znaczenie i utrzymanie homeostazy cynku
w fizjologii oraz jego rola w patofizjologii i terapii depresji. Szczegdtowo omowieni sg
przy tym gtéwni bohaterowie niniejszej pracy transportery cynkowe, w tym przede
wszystkim odpowiedzialne za obnizenie stezenie jondéw Zn?* w cytoplazmie
transportery ZnT. Uzasadnienie wyboru okreslonych transporteréw cynku do badan
znajdujemy w dyskusji pracy. We wstepie zabrakto mi jedynie przyblizenia modelu
usuniecia opuszek wechowych, co utatwitoby szybkie zrozumienie pierwszego celu
,Zbadanie wptywu usuniecia opuszek wechowych....”. Model ten zostat szczegdtowo
przedstawiony i uzasadniony w dyskusji. Pewnym utrudnieniem w czytaniu pracy jest
niekonsekwentne wyjasnianie skrotdéw przy ich pierwszym wprowadzaniu np. LPD (leki
przeciwdepresyjne — 1-sze pojawienie si¢ na stronie 3, wyjasnienie na str. 4; Hp czy
PEC - 1-sze pojawienie sie na stronie 1, wyjasnienie na str. 19), wprowadzenie
w metodyce skrotu AMI bez uprzedniego wyjasnienia. Oczywiscie wyjasnienia tych
skrotow mozna byto znalez¢ w umieszczonym na poczgtku pracy ich spisie. Wyjatkiem
jest skrot testu TST, ktérego nie ma w spisie.

Doktorantka postanowita zbada¢ potencjalng role szeregu transporterow ZnT
(poziom ekspresji jego MRNA oraz biatka) w dwdch strukturach moézgu korze
przedczotowej (PFC) i hipokampie (Hp) zaréwno w dwoch modelach zwierzecych
(1) depresji agitowanej wywotanej usunieciem opuszek wechowych oraz (2) niedoboru
cynku (w obydwu przypadkach w warunkach kontrolnych oraz pod wptywem
chronicznego podawania amitryptyliny), a takze w bardzo cennym materiale
pochodzacym od osbéb ze zdiagnozowang depresjg oraz ofiar samobojstwa. Catosé
umozliwito kompleksowa, zawarta w tytule niniejszej pracy doktorskiej ocene zmiany
w poziomie ekspresji gendw oraz biatek transporteréw cynkowych w depresji. Wydaje
mi sie, ze pierwszy i drugi cel wymaga troche bardziej precyzyjnego sfomutowania,
gdyz w obecnej formie druga cze$¢ kazdego z tych celéow sg identyczne ,zbadanie
wptywu chronicznych podan amitryptyliny na poziom ekspresji mRNA oraz biatka ZnT
w mozgu szczurow’. Moze bardziej klarowne sformutowanie celéw bytoby mozliwe
dzieki potaczeniu metod np.

1. Zbadanie wptywu usuniecia opuszek wechowych | diety niskocynkowej

na poziom ekspresji mMRNA oraz biatka ZnT w mozgu szczurdw.



2. Zbadanie wptywu chronicznych podan amitryptyliny na poziom ekspresji mRNA
oraz biatka ZnT w mézgu szczuréw w modelu usunigcia opuszek wechowych i diety
niskocynkowej.

Materiat i metody sg bardzo szczegodtowo opisane, a dodatkowo zilustrowane
pomocnymi schematami doswiadczen chronicznych oraz tabelami zawierajacymi spis
uzywanych przeciwciat oraz bardzo doktadng charakterystyke osob (w tym
odpowiednich grup kontrolnych), od ktorych pobrano tkanki do badan. Jedynie
pomytkowo napisano, ze charakterystyka demograficzna oséb psychicznie chorych
oraz ofiar samobojstw zostata zamieszczona w Tabeli 4, a nie 5 jak jest prawidiowo.

Wyniki zostaty przedstawione na 16 ztozonych, szczegétowo opisanych
rycinach i opracowane za pomocg odpowiednich testow statystycznych. Omytkowo
zostaly jedynie ponumerowane i zacytowane w tek$cie wynikow dwie ostatnie ryciny
(21, 19). Wérdd wynikéw, oprocz zasadniczych danych biochemicznych, znajdujg sie
tez bardzo wazne wyniki testow behawioralnych: (1) wplyw usuniecia opuszek
wechowych oraz chronicznego podania amitryptyliny na ruchliwo$é szczurow w tescie
wolnego pola, ktore umozliwity potwierdzenie poprawnosci usuniecia opuszek
wechowych oraz chronicznego podawania amitryptyliny; (2) testy wymuszonego
ptywania i ocena aktywnosci lokomotorycznej pozwalajgce na ocene pro-depresyjnego
behawioru. Ponadto zasadno$¢ stosowania w zasadniczych badaniach oceniajacych
ekspresje transporterow ZnT diety o zmniejszonej zawartoéci cynku przez 6, a nie
przez 4 tygodnie zostata wykazana dzigki ocenie (za pomocg fluorescyjnego barwienia
z uzyciem odpowiedniego znacznika) wewngtrzkomoérkowego stezenia jondow Zn2*
w korze przedczotowej i hipokampie.

Na uwage zastuguje niewatpliwe fakt, ze najwiecej zmian w poziomie ZnT
zanotowano na materiale pochodzgcym od cztowieka. W PFC i hipokampie
pochodzacym zaréwno od ofiar samobojstw jak i pacjentow ze zdiagnozowana
depresjg (MDD; oceniano jedynie PFC) stwierdzono wzrost ZnT1 i ZnT4, ponadto
w PFC, ale nie w hipokampie zaobserwowano wzrost poziomu ZnT5, ale spadek ZnT3,
a w tkankach pobranych od ofiar samobdjstw, ale nie MDD, zanotowano ponadto
wzrost ZnT6. Podobng tendencje zmian, ale jedynie w przypadku ZnT1 i ZnT3
zaobserwowano u szczurdw po bulbektomii, czyli odpowiednio wzrost (PFC i Hp) oraz
spadek (PFC). Jak stusznie zauwaza Doktorantka, poniewaz powyzsze zmiany
zachodzity jedynie na poziomie biatka, a nie mRNA, sugeruje to posttranslacyjne

mechanizmy regulujgce poziom transporterow ZnT w modelu OB. Natomiast dieta
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niskocynkowa indukowata analogiczne zmiany w poziomie transporteréw cynkowych
zaroéwno na poziomie mRNA jak i biatka. Jednak, co ciekawe, byty one przeciwstawne
w PFC i Hp. | tak wspomniany powyzej wzrost poziomu ZnT1 i ZnT4 wystepowat
jedynie w Hp (w przypadku ZnT4 jedynie na poziomie mRNA), a spadek poziomu ZnT3
jedynie w PFC. Natomiast w PFC zanotowano spadek ZnT1, a w Hp wzrost mRNA dla
ZnT3.

W obydwu modelach zwierzecych Doktorantka zaobserwowata jedynie
niewielki wptyw chronicznego podania amitryptyliny na poziom ZnT (odwrécenie zmian
w poziomie ZnT1 w PFC szczurow po bulbektomii), co jak stusznie zauwaza
w dyskusji, éugeruje, ze dziatanie tego leku nie wigze sie ze zmianami w poziomie
transporterow. Co ciekawe amitryptylina obnizata poziom mRNA dla ZnT4 i ZnT5
w PFC oraz ZnT1, ZnT3 i ZnT4 w Hp szczuréw kontrolnych (pozornie operowanych),
a nie otrzymujgcych pasze z prawidtowg zawartoscig cynku. Powstaje pytanie, jak
mozna to wyttumaczyc?

Rozdziat VI rozprawy doktorskiej stanowi wspdlne podsumowanie wynikow
I wnioski, oddzielne dla kazdego modelu badawczego. Jak stusznie podsumowuje
Doktorantka, przeprowadzone przez nig badania z wykorzystaniem modeli
zwierzecych depresji jak rowniez tkanek pochodzacych od cztowieka wskazuja, ze
patofizjologia depresji jest zwigzana ze zmianami w poziomie transporterow
cynkowych w sposob zalezny od struktury mézgu i niewatpliwie wymaga dalszych
badan. Nie ukrywam, ze zaréwno w dyskusiji jak i w podsumowaniu troche brakuje mi
bardziej ogodlnego, niezaleznego od modelu podejscia Doktorantki. Koncowe,
wspomniane przeze mnie podsumowanie mogtoby stanowi¢ niezalezne wnioski.
Niewatpliwie cenne jest podsumowujgce zestawienie w Tabeli 6 zaobserwowanych
zmian w poziomie poszczegolnych transporterow w PFC i Hp we wszystkich modelach
badawczych (niestety bez jej omowienia w dyskusji lub podsumowaniu). Omytkowo
zaznaczono przy tym w niej brak zmian w poziomie poszczegdlnych transporterow
w hipokapnie pochodzgcym od pacjentdw z depresja, a przypadki samobojstw zostaty
okreslone po angielsku.

Biorac pod uwage fakt, ze rozprawa doktorska jest przewaznie pierwszag
powazng pracg naukowa, nieliczne uwagi lub zagadnienia do dalszej dyskusiji
W niczym nie umniejszajg wartosci niniejszej rozprawy doktorskiej. Otrzymane wyniki
sg nowatorskie, ciekawe, spdjne, bardzo dobrze przedstawione i przedyskutowane
I uzyskane w oparciu o zastosowanie precyzyjnych, wnikliwie opisanych metod

4



oraz spetniajg warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach haukowych | tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz.
620, Nr 182, poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455).

Dlatego tez z przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii Instytutu Zoologii
i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wniosek

o dopuszczenie mgr Anny Rafato-Ulinskiej do dalszych etapéw przewodu
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