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w dyscyplinie nauki biologiczne.

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Wigner na temat:
»Rola stresu oksydacyjnego i nitracyjnego oraz szlaku katabolitéw tryptofanu w patogenezie
depresji”.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska podejmuje niezwykle istotng tematyke
badawcza, dotyczaca mechanizméw depresji, jednego z najpowazniejszych zaburzen afektywnych
cztowieka. Autorka rozprawy postanowila okresli¢ szczegbtowo zwiazki polimorfizméw SNP w
wybranych genach zaangazowanych w mechanizmy stresu oksydacyjnego, nitracyjnego oraz
metabolizmu tryptofanu z ryzykiem wystgpowania tej choroby oraz wplywu tagodnego stresu i terapii
wenflaksyng na poziom ekspresji tych gendw.

Praca doktorska jest de facto podsumowaniem i omowieniem wynikow badan Autorki
opublikowanych w postaci pigciu prac eksperymentalnych i jednej pracy przegladowej, ktore ukazaty
si¢ w znakomitych czasopismach, ujetych w tzw. Liécie Filadelfijskiej.

Na ukfad pracy sktadaja sie:

1. Zrodta finansowania, grant NCN OPUS 10, ktorego kierownikiem byt prof. dr hab. Tomasz
Sliwiriski, Promotor Doktorantki oraz dotacja celowa Wydzialu BiO$ UL na finansowanie
badan stuzacych rozwojowi mitodych naukowcéw. Jest oczywiste, ze badania naukowe
wymagajg naktadéw finansowych, brakuje w tej czgéci informacji o wysokosei uzyskanych
srodkow.

2. Dorobek naukowy. Publikacje wchodzace w skfad rozprawy doktorskiej, jedna praca
przegladowa i pig¢ prac eksperymentalnych, to dorobek bardzo dobry, nieczesto az tak wysoki
przy realizacji zadan, prowadzacych do uzyskania stopnia doktora. Sumaryczny Impact
Factor tych czasopism, wynoszacy prawie 22, to swiadectwo wysokiej klasy prowadzonych
badan, co jest niewatpliwa zastuga Doktorantki i Jej Promotora. Dorobek ten oceniam bardzo
wysoko.

3. Pozostaly dorobek naukowy, to zestaw dwodch publikacji autorskich i dziesigciu
wspotautorskich o facznym wspotezynniku IF prawie 60. Jest to osiggnigcie samo w sobie, za
co sktadam Doktorantce szczere gratulacje. Ten element dorobku Pani mgr Pauliny Wigner
oceniam réwniez bardzo wysoko.

4. Wybrane komunikaty zjazdowe. Na t¢ cz¢$¢ dorobku Doktorantki sklada sie 11
komunikatow, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem, prezentujgcym wyniki i 14
komunikatow, w ktérych jest wspotautorem. Swiadczy to o duzym zaangazowaniu w
prowadzenie badan naukowych i o umiejgtnosci prezentowania publicznie uzyskanych przez
siebie rezultatow.



5. Streszczenie. W tej czgsci rozprawy Autorka zawarla zasadnicze elementy obejmujace
omowienie depresji w kontekscie innych zaburzen afektywnych oraz zacytowata wiele danych
epidemiologicznych, ukazujacych jak istotnym problemem klinicznym a takze ekonomicznym
Jest ta jednostka chorobowa. Zwrdcita rowniez uwagg, co uwazam za bardzo istotne, ze cyt.:
...ponad polowa chorych nie korzysta z pomocy lekarza, a okofo jedna trzecia pacjentéw
poddanych leczeniu nie odpowiada na tradycyjng farmakoterapie”. Juz samo to, jest istotnym
powodem prowadzenia szeroko zakrojonych badan, jakich podjeta sie Doktorantka.
Dodatkowo, wieloczynnikowy i nie do kofica zbadany mechanizm ujawniania si¢ tej choroby,
jej nasilenia i prognoz na wyleczenie stanowi wystarczajagcg podstawg dla podjgcia tych
badan.

Analizujagc dane dostgpne w literaturze naukowej, Doktorantka opisata doktadnie
najwazniejsze fakty i wynikajace z nich konkluzje dotyczace najbardziej prawdopodobnych
mechanizméw lezacych u podstaw rozwoju depresji — indywidualnych cech biologicznych,
czynnikéw genetycznych, molekularnych i §rodowiskowych. Brak réwnowagi pomigdzy
produkcja a neutralizacja reaktywnych form tlenu i azotu a rowniez zaburzen metabolizmu
tryptofanu uznata shlusznie za jedne z wazniejszych elementéw istotnych w powstaniu i
rozwoju tej choroby. Na Rycinie 1 pokazano ogolny schemat metabolizmu tryptofanu, co jest
przydatne w zrozumieniu wielorakiej roli tego aminokwasu. Jednak, wiele elementéw na
rycinie jest nieczytelnych, nie wszystkie sa opisane, ma zbyt male rozmiary fontéw, co jednak
to zrozumienie utrudnito. Pomocny jest podpis do ryciny, ktéry to ulatwia interpretacje
schematu.

W dalszej czgsci Streszezenia Doktorantka szezegdtowo dyskutuje mozliwy udziat
wybranych gendéw i ich produktdw, istotnych w procesach stresu oksydacyjnego i nitracyjnego
oraz gendéw zaangazowanych w katabolizm tryptofanu. Na tej podstawie okredla zestaw
enzymoéw wybranych do badan a ich opis i charakterystyke przedstawia w Tabeli 1. W tej
sekcji pracy doktorskiej Autorka prawidtowo przedstawita tlo naukowe planowanego
projektu, co doprowadzito do okreslenia celéw pracy. Te cz¢$¢ doktoratu oceniam réwniez
wysoko. '

6. Cel pracy. Cele pracy zostaly przedstawione prawidlowo, zakladajgc zasadnicze zadania
majace okresli¢ zwiazki genotypow i alleli 16 polimorfizméw typu SNP wystepujacych w
genach zaangazowanych w stres oksydacyjny, stres nitracyjny oraz szlak katabolizmu
tryptofanu, z ryzykiem wystapienia depresji, a takze zbada wplyw procedury tagodnego stresu
i terapii wenflaksyng na poziom ekspresji i stopien metylacji regionéw promotorowych
powyzszych gendw.

7. Materialy i metody. Zastosowane materialy i metodyka badawcza nie budza zadnych
watpliwosci. Pacjentéw klasyfikowano do badan biorgc pod uwage wiasciwe kryteria
wykluczenia, zgodne z migdzynarodowymi standardami. Wyjasnienia wymagatoby okreslenie
weeo innych zaburzen osi 1i 117, nie jest to wyjasnione w odpowiednim paragrafie. Co istotne i
oczywiste w tego typu badaniach, Autorka uzyskata odpowiednig zgode Komisji Bioetycznej
UM w Lodzi.

Izolacj¢ genomowego DNA i oznaczanie genotypdéw polimorfizméw SNP badanych genow
zostato przeprowadzone odpowiednimi technikami biologii molekularnej i analizowane
stosujac wlasciwe oprogramowanie.

Charakterystyka zwierzat, a wlasciwie opis procedur stresowych stosowanych w ramach
prowadzonych eksperymentow, obejmowala pig¢ grup osobnikow: zwierzeta kontrolne,
stresowane, kontrolne poddane terapii wenflaksyna, stresowane po podawaniu (nie terapii!)
soli fizjologicznej i stresowane po terapii wenflaksyna. Wybor takich grup jest zasadniczo



prawidiowy, nie ma natomiast, co wydaje si¢ wazne, wyjasnienia, dlaczego wybrano jedynie
osobniki mgskie? Wszystkie badania uzyskaly zgod¢ odpowiedniej Komisji Bioetyczne;.

W kolejnych podrozdziatach Autorka opisuje techniki stosowane w oznaczaniu pozioméw
ekspresji gendw kodujacych enzymy zaangazowane w trzech badanych systemach (stres
oksydacyjny, nitracyjny i szlak katabolitdw tryptofanu) oraz stopnia metylacji ich regionéw
promotorowych. Doktorantka opisuje stosowane techniki molekularne i wyjasnia zasade ich
dziatania, co jest przydatne w zrozumieniu tych technik. Podobnie, opisuje oznaczanie
ilosciowe bialek zaangazowanych w badanych procesach.

Odpowiednie Tabele prezentujg zestaw uzytych starteréw do oznaczania poziomu metylacji
region6w promotorowych oraz warunki inkubacji przeciwciat w reakcjach Western Blot.
Calo$¢ uzupelnia opis stosowanych metod statystycznych.

Ten rozdziat oceniam dobrze, jedyna uwaga, to brak wyraznego podzialu sekcji na czedé
dotyczaca badan na zwierzgtach i czg$¢ zawierajaca opis badan materiatu od pacjentow.
Wyniki zostalty oméwione skrétowo, podsumowujac gtéwne rezultaty uzyskane w ramach
przeprowadzonych badan. Jest to zrozumiate, ze wzgledu na to, ze pelne spektrum analiz
zostato szczegblowo omoéwione w publikacjach naukowych wchodzacych w rozprawy
doktorskiej. Rowniez i w tej czgéci brakuje wedlug mnie jasnego rozdziatu tego, co dotyczy
badan pacjentéw od tego, co zostalo przeprowadzone z udzialem zwierzat laboratoryjnych.
Nie zmienia to jednak faktu, ze Autorka przedstawita ciekawe korelacje pomiedzy piecioma
polimorfizmami w badanych genach SOD2, CAT i GPx4, wykazujac tendencje zwigkszonej
czgstosci wystgpowania depresji lub zaleznos¢ odwrotng. Co ciekawe, nie wykazano takich
korelacji w przypadku gendw NOS! i NOS2. Interesujacy wydaje si¢ by¢ réwniez odmienny
rozktad genotypow i polimorfizméw w obregbie plci, wykazujacy réznice pomigdzy populacja
kobiet i mgzczyzn. Podobnie, w przypadku analiz wybranych polimorfizméw w genach
zaangazowanych w szlak katabolitow tryptofanu Doktorantka udowodnita, ze w zaleznosci od
rodzaju polimorfizmu mamy do czynienia ze zwigkszona lub obnizong czestoscia
wystgpowania depresji i réwniez, ze niektore polimorfizmy mialy charakter neutralny. I tu
rowniez, roznice pomigdzy populacja mgzczyzn i kobiet okazaly si¢ by istotne statystycznie
pokazujgc, ze jeden z genotypow genu KAT] byl negatywnie skorelowany z rozwojem
depresji, ale tylko w populacji me¢zczyzn.

W tej czgéci omowienia Wynikéw zdecydowanie brak syntetycznego podsumowania wplywu
poszczegdlnych polimorfizméw w badanych genach na obserwowane efekty fenotypowe.
Zbiorcza tabela bardzo utatwitaby mozliwos¢ catosciowego spojrzenia na wyniki tych badan.
Podsekcja dotyczaca oznaczenia poziomu spozycia roztworu sacharozy jako miary zdolnosci
reagowania na bodZce nagradzajace, to dwa zdania, ktére mozna byto prawdopodobnie
zawrzec w kolejnych podrozdziatach.

W dalszych dwoch czesciach Autorka przedstawila wplyw lagodnego stresu i terapii
wenflaksyng na zmiany ekspresji na poziomie mRNA i biatka oraz stopiefi metylacji regiondéw
promotorowych gendéw powigzanych ze stresem oksydacyjnym, nitracyjnym oraz genow
biorgcych udzial w katabolizmie tryptofanu. Efekt ten przejawial si¢ rdznorodnie, w
zaleznosci od tego, w jakiej lokalizacji w moézgu byl on okreslany. Takze i tutaj, przydatne
byloby przedstawienie uzyskanych obserwacji w postaci ujmujacej to syntetycznie Tabeli.
Podsumowanie zawiera ogdlne tlo naukowe, bedgce podstawa dla badan zawartych w
niniejszej rozprawie i krotkie omoéwienie ewentualnych dalszych kierunkéw dociekan
majacych na celu wyjasnienie skomplikowanego i wieloczynnikowego mechanizmu
patogenezy depresji. Autorka zaznacza, co prawda jednym zdaniem, bardzo wazng konkluzje
wynikajaca posrednio z Jej badan, ze istotnym celem powinno byé w przysztosci dgzenie do
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opracowania spersonalizowanych terapii, opracowywanych dla pojedynczego pacjenta.
Zabrakto mi w tej czgsci szerszego odniesienia si¢ Doktorantki do zastosowanego
zwierzgcego modelu badawczego i wynikajacych z tego faktu mozliwych odniesien do
czfowieka. Jak silne odniesienia mozna przyjaé, bazujagc na wynikach uzyskanych na
zwierzetach laboratoryjnych? Majac swiadomosé, ze duza czg$é eksperymentéw nie jest
mozliwa do wykonania w przypadku pacjentdw, jakie rozwigzana widzialaby Doktorantka dla
rozszerzenia przysztych badan?

Whioski sa przedstawione bardzo dobrze. Pokazuja gtéwne wyniki pozwalajace stwierdzi, ze
wszystkie trzy badane mechanizmy — stres oksydacyjny, stres nitracyjny oraz zaburzenia w
katabolizmie tryptofanu biorg udzial w patogenezie depresji. Dodatkowo, ze terapia przy
uzyciu wenflaksyny moduluje poziom ekspresji gendéw zaangazowanych w powyzsze
mechanizmy, i Ze jest to dzialanie specyficzne tkankowo. Brakuje mi tu jednak klarownego
stwierdzenia czy i jezeli tak, to w jakich przypadkach, wenflaksyna jest lub moze by¢
sugerowana jako lek w terapii tej przewleklej choroby.

Literatura uzupelniajgca to lista publikacji sugerowanych czytelnikowi i cytowanych w
rozprawie przez Doktorantkg. Zawiera giéwnie prace z ostatnich 20 lat, dotyczacych
zagadnienn powigzanych z mechanizmami depresji, mechanizméw oksydacji i nitracji,
metabolizmu tryptofanu i odniesien do stosowanej metodyki badawczej. Nie wszystkie
cytowania sg wedtug mnie konieczne, na przyktad publikacja opisujgca oznaczanie bialek z
uzyciem odczynnika Folina z roku 1951. Niemniej jednak, dobdr literatury naukowej jest
prawidlowy.

Nastepnie Autorka przedstawia tekst Rozprawy w jezyku angielskim oraz

Publikacje bedace podstawa rozprawy doktorskiej. Nie mam zastrzezen do tych czesci
pracy.

Oswiadczenia o udziale w publikacjach. We wszystkich przedstawionych publikacjach
udzial Doktorantki byt wiodgcy, wynosit 55-60% i obejmowal zaplanowanie prac, realizacje
czg¢sci doswiadczalnej, przygotowanie rycin i tabel, opracowanie i interpretacje wynikéw oraz
przygotowanie manuskryptu.

Autorka uzyskala réwniez wymagane oSwiadczenia od wspélautoréw, potwierdzajace Jej
udziat jako gtéwnego Autora prac.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Pauliny Wigner, stanowi zbiér bardzo dobrych publikacji naukowych, w ktorych Doktorantka
zaprezentowala oryginalne rozwigzania podjetych probleméw badawczych, dowiodla, Zze posiada
umiejg¢tnosci prowadzenia samodzielnej pracy naukowej i posiada niezbgdng wiedze teoretyczng do
prowadzenia tych badan.

Zwracam si¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do Spraw Naukowych w dyscyplinie nauk
biologicznych o nadanie Pani mgr. Paulinie Wigner stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.
Jednoczesnie, doceniajac wktad Doktorantki w rozwdj badan dotyczacych patogenezy depresji,
wysoki poziom zaprezentowanych publikacji naukowych wnosze o wyrdznienie rozprawy stosowng
nagroda.
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