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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr inz. Anny Solarz-Andrzejewskiej
pt: ,,The role of the blood-brain barrier, inflammation and endoplasmic reticulum stress
in the mechanisms of susceptibility and resilience to early-life stress”
wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Chocyk

Stres we wczesnym okresie zycia (ang. early-life stress, ELS) znaczgco zwieksza ryzyko wystgpienia
chordb neuropsychiatrycznych, w tym neurorozwojowych takich jak zaburzenia ze spektrum autyzmu, ADHD,
czy schizofrenia oraz neurodegeneracyjnych, np. choroby Alzheimera czy Parkinsona, ktére sg wazinym i
narastajgcym problemem zdrowotnym na catym $wiecie. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia WHO, ELS nie
tylko zwieksza ryzyko wystgpienia choroby psychicznej, ale rdwniez przyczynia sie do wczesniejszego
wystgpienia jej objawdw. ELS zaburza procesy rozwoju i dojrzewania mdzgu, nie sg jednak wyjasnione
molekularne mechanizmy odpowiedzialne za te zaburzenia. Konieczne sg dokfadnie kontrolowane badania
prospektywne, aby okresli¢ mozliwe procesy przyczynowe i mechanizmy lezgce u podstaw zwigzku pomiedzy
ELS i wystepowaniem choréb neuropsychiatrycznych. Badania ostatnich lat wskazuja na znaczenie stresu
zaleznego od siateczki $Sréddplazmatycznej w patomechanizmie chordb neurodegeneracyjnych. Kiedy w komérce
gromadzg sie uszkodzone biatka, dochodzi do stanu nazywanego wtasnie stresem siateczki srodplazmatycznej
charakteryzujgcego sie aktywacjg uktadéw enzymatycznych i czynnikéw transkrypcyjnych majgcych przywrdécic¢
komdérkom homeostaze. W komdrkach poddanych stresowi dochodzi do zahamowania translacji oraz do
degradacji w proteasomach nagromadzonych, dysfunkcyjnych biatek (ER-associated degradation; ERAD). Jest to

odpowiedz komodrek na nieprawidtowo sfatdowane biatka (Unfolded Protein Response; UPR). Wptyw ELS na
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gtéwne Sciezki stresu ER (zalezna od PERK (Protein kinase RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase), IRE1
(Inositol-Requiring-Enzyme 1) oraz ATF6 (Activating Transcription Factor 6) i UPR nie byt dotad badany. Dlatego
badania, ktére sg przedmiotem przedtozonej mi do oceny rozprawy doktorskiej s3 nowatorskie i niezwykle
wazne, wpisujg sie w nurt najnowszych dziatan badaczy zmierzajgcych do zrozumienia i wyjasnienia
molekularnych mechanizmdéw prowadzacych do zaburzen psychiatrycznych zaleznych od ELS. W przysztosci
moga doprowadzi¢ do opracowania nowych strategii terapeutycznych w leczeniu zaburzen psychiatrycznych.
Przedmiotem badan Doktorantki jest mato dotgd poznany udziat bariery krew mézg (ang. Blood Brain Barrier —
BBB) i proceséw zapalnych w biologii ELS oraz modulacja tych proceséw przez czynniki zwigzane z ptcia.
Kandydatka podjeta réwniez préobe wyjasnienia udziatu stresu siateczki srdédplazmatycznej (ER) i UPR w
molekularnych mechanizmach odpowiedzi na ELS. Rozprawa doktorska mgr inz. Anny Solarz-Andrzejewskiej
stanowi zatem oryginalne rozwigzanie waznego problemu naukowego.

Rozprawa ma charakter spéjnego tematycznie zbioru utworzonego przez cztery prace doswiadczalne
opublikowane w recenzowanych czasopismach z listy Filadelfijskiej: Developmental Neurobiology, Brain,
Behavior, and Immunity, Neuroscience i Pharmacological reports o tgcznym wspétczynniku oddziatywania IF =
26,3 uzyskujac 520 pkt. MEiIN. We wszystkich publikacjach Pani mgr inz. Anna Solarz-Andrzejewska jest
pierwszym autorem. Ze wzgledu na to, ze wszystkie cztery prace s wieloautorskie, zatgczono stosowne
oswiadczenia wspétautoréw oraz samej Autorki, wskazujagce na wiodacg role Doktorantki zaréwno w
planowaniu jak i wykonaniu doswiadczen jak i opracowaniu uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptéw. Dowodzi to, iz Kandydatka nabyta umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe; i
jest dojrzatym badaczem. Cykl prac dopetniajg badania uzupetniajgce jeszcze nie opublikowane. Konstrukcja
rozprawy jest zgodna z zaleceniami Komisji Rady d.s. Prowadzenia Czynnosci w Sprawie Nadania Stopnia
Doktora Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, zawiera bowiem: 1) strone tytutowsg, 2) spis artykutow
naukowych stanowigcych podstawe rozprawy, 3) spis skrétéw, 4) streszczenie w jezyku polskim i angielskim, 5)
wprowadzenie, 6) gtéwne i szczegdtowe cele badan, 7) dyskusje, 8) Whnioski kornicowe, 9) bibliografie
wykorzystang we wprowadzeniu oraz w dyskusji, 9) o$wiadczenia wspétautorow oraz 10) artykuty naukowe w
wersji oryginalnej. Dotgczono rdéwniez suplementy artykutdw. Integralng czescig rozprawy s3g badania
uzupetniajgce, ktdre opisano skrupulatnie i wyczerpujgco dzielac na podrozdziaty, Metodyka, Wyniki i
Podsumowanie.

W syntetycznym i bardzo intersujgcym Wstepie zajmujgcym 16 stron Doktorantka wprowadza
czytelnika w istote problemu badawczego podjetego w pracy. Kolejne podrozdziaty Wprowadzenia napisane
bardzo dojrzatym jezykiem naukowym (Stres we wczesnym okresie zycia — wptyw na zdrowie psychiczne i
fizyczne, Komdrkowa odpowiedz stresowa: stres siateczki Srédplazmatycznej i odpowiedz na niepoprawnie
zwiniete biatka, Bariera krew-madzg a stres, Procesy neurozapalne a stres, Modulacja proceséw zapalnych,
stresu ER i funkcji BBB przez chroniczny stres) wskazujg na ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki i doskonatg
znajomos$¢ najnowszej literatury z badanej dziedziny. Bardzo starannie przygotowany schemat przedstawiajacy

aktywacje $ciezek odpowiedzi na nieprawidtowo zwiniete biatka (UPR) zwigzanych z aktywacjg trzech gtéwnych
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receptorow PERK, IRE1 oraz ATF6, a takze Schemat budowy bariery krew-mézg (BBB) utfatwiajg analize
opisywanych procesow. Podsumowujgc ocene tej czesci pracy stwierdzam, ze Doktorantka doskonale porusza
sie w zagadnieniach zwigzanych z biologig stresu, w bardzo intersujgcy i wyczerpujacy sposdb przedstawia
komérkowe i molekularne podtoze stresu. Rozdziat napisany jest klarownie i bardzo precyzyjnie, dobrze
koresponduje z zatozeniami pracy i uzasadnia cele podjetych badan, ktére zostaty jasno sformutowane w
kolejnym rozdziale pracy i opatrzone schematami obrazujagcymi przebieg eksperymentéw. Sformutowano
cztery gtdwne cele pracy, ktére obejmowaty:

1. Zbadanie wptywu separacji od matki (MS) na dojrzewanie i integralnos¢ bariery krew-mdzg (BBB) u

szczuréw obu ptci na réznym etapie rozwoju;

2. Zbadanie, czy doswiadczenie MS wptywa na przebieg reakcji zapalnej w pdzniejszym okresie zycia

modelowanej podaniem lipopolisacharydu (LPS) zwierzetom obu ptci w 21 i 70 dniu po urodzeniu;

3. Sprawdzenie, czy MS moduluje ekspresje biatek rodziny HSP70 na rdéinych etapach rozwoju —

poszukiwanie mézgowego i obwodowego biomarkera ELS;

4. Zbadanie roli stresu ER i UPR w mechanizmach podatnosci bgdz opornosci na ELS u samcow;
Odpowiedzig na postawione cele jest cykl czterech publikacji Doktorantki oraz nie opublikowane jeszcze wyniki
badan, ktére stanowig uzupetnienie pierwszej z cyklu prac.

Do modelowania ELS w warunkach laboratoryjnych Kandydatka zastosowata procedure separacji
oseskow szczurzych od matki (z ang. maternal separation, MS), ktdrg przeprowadzata codziennie w dwdch
pierwszych tygodniach zycia. W tym okresie u gryzoni, niektdére struktury mézgu (np. przysrodkowa kora
przedczotowa - medial prefrontal cortex (mPFC)) nie sg jeszcze w petni wyksztatcone, dlatego sg szczegdlnie
narazone na zmiany wywofane dziataniem czynnikéw srodowiskowych. Wyselekcjonowanie do badan mPFC
oraz prazkowia i hipokampa, ktére sg szczegdlnie istotne w patologii zaréwno chordb neurorozwojowych jak i
neurodegeneracyjnych oraz w innych zaburzeniach neuropsychicznych jest zatem w petni uzasadnione.
Eksperymenty zostaty bardzo starannie zaplanowane i logicznie poprowadzone. Opublikowanie wynikéw w
dobrych pismach wskazuje na bardzo dobre opanowanie metod badawczych przez Autorke oraz umiejetnosc
zaplanowania, przeprowadzenia eksperymentdw oraz logicznego wnioskowania i dyskusji. Badania rozpoczeto
(publikacja 1) od oceny wptywu ELS na przepuszczalno$¢ i integralno$é bariery krew-mdzg u mtodych i
dorostych szczuréw z uwzglednieniem zmian zaleznych od pfci. Nieprawidtowosci w funkcjonowaniu BBB moga
prowadzi¢ do aktywacji procesdow prozapalnych w médzgu, a w konsekwencji predysponowac¢ do rozwoju
zaburzen neuropsychicznych i neurodegeneracyjnych w pdzniejszym zyciu. Gtéwnym celem tej pracy byto
sprawdzenie integralnosci i funkcjonowania BBB w kontekscie ELS. Chociaz badania nie wykazaty znaczgcego
wplywu wczesnego stresu na integralnos¢ BBB, to dowiedziono, ze proces uszczelniania BBB przebiegat
odmiennie u samic i u samcow szczurdw. Samce wykazywaty stopniowe uszczelnianie BBB w trakcie rozwoju,
natomiast w przypadku samic, poziom przepuszczalnosci BBB w przysrodkowej korze przedczotowej i w
hipokampie w PND 22 osiggat juz poziom typowy dla dorostych samic. W PND 22 samice charakteryzowaty sie

znacznie mniejszg przepuszczalnoscig BBB niz samce. Taka tendencja wystepowata réwniez u zwierzat MS. Sa
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to nowatorskie i bardzo wazne badania, ktére mogg przyczyni¢ sie do zrozumienia molekularnych
mechanizméw prowadzacych do nieprawidtowosci synaptycznych np. w zaburzeniach ze spektrum autyzmu,
Zwigzek pomiedzy ptcig a wystepowaniem zaburzen ze spektrum autyzmu wcigz stanowi przedmiot rozwazan i
badan naukowych, chciatabym wobec tego poprosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie sie podczas obrony do
uzyskanych wynikdw badan i wyrazenie opinii, czy zalezne od ptci réznice w dojrzewaniu BBB mogg miec
znaczenie w rozwoju zaburzen ze spektrum autyzmu i wptywac na znacznie czestsze diagnozowanie autyzmu u
chtopcéw niz u dziewczat. Doktorantka sugeruje, ze samice mogg uruchamia¢ pewne mechanizmy
kompensacji/adaptacji na poziomie BBB, ktére mogg potencjalnie determinowac jej odpowiedz funkcjonalng
na dziatanie réznych czynnikéw s$rodowiskowych w pdzniejszym okresie zycia. Hipoteze te weryfikowano
wykonujgc badania, ktére ztozyty sie na drugg publikacje z cyklu (Solarz i wsp. (2023).).

Do chwili obecnej nie badano =zaleznosci pomiedzy ELS, a rozwojem neurozapalenia w kontekscie
funkcjonowania BBB. Autorka rozprawy podjeta sie sprawdzenia, czy doswiadczenie ELS uwrazliwia badz
uodparnia na dziatanie czynnikéw $Srodowiskowych w pdzniejszym okresie zycia uwzgledniajgc funkcjonowanie
BBB. W celu nasladowania ostrej infekcji bakteryjnej i modelowania ogdlnoustrojowego zapalenia z
towarzyszagcym zaburzeniem BBB zastosowano iniekcje endotoksyny (lipopolisacharyd, LPS) bakterii Gram-
ujemnych, ktéra stymuluje komodrki uktadu odpornosciowego do produkcji mediatoréw zapalnych. W tym
wypadku badania prowadzono juz tylko z wykorzystaniem przysrodkowej kory przedczotowej (mPFC) i
hipokampa, dlaczego nie kontynuowano badan w prazkowiu? Nie zauwazytam w dysertacji wyjasnienia
dlaczego w pierwszej z cyklu prac wybrano do badan trzy kluczowe struktury mézgu, a w dalszych badaniach
pominieto prazkowie, ktére petni istotng role w kontroli funkcji motywacyjnych, motorycznych i
behawioralnych. Zaskakujgce jest rowniez, ze w Swietle zaobserwowanych zmian w ekspresji genéw (Ocln,
Cldn5) kodujgcych kluczowe biatka zaangazowane w utrzymanie prawidtowej struktury BBB (okludyna i
klaudyna-5) Autorka nie pokusita sie o zbadanie poziomu tych biatek. Klaudyna-5 jest najistotniejszym biatkiem
z rodziny klaudyn odgrywajacym role w utrzymaniu szczelnosci BBB, co zresztg podkresla Autorka w Dyskusji,
okludyna natomiast petni funkcje regulatorowe. Majgc na uwadze, ze zmiany ekspresji gendéw nie zawsze
korelujg ze zmiang poziomu biatka, analiza Western blot (lub inna) mogtaby wptyna¢ na interpretacje wynikow
dotyczacych stanu potgczen $cistych (tight junctions — TJs) i integralnosci BBB w badanym modelu.
Najwazniejszym osiggnieciem sposrdd opublikowanych w drugiej pracy z cyklu jest dowiedzenie, ze ELS
moduluje odpowied? neurozapalng na prowokacje LPS-em w sposdb zalezny od ptci. U samcéw poddanych MS
odpowiedz na pdzniejsze narazenie na LPS byta znacznie wieksza w stosunku do kontroli, natomiast samice
wykazywaty obnizone neurozapalenie po iniekcji endotoksyny. Badania wpisujg sie zatem w nurt poszukiwan
zaleznosSci pomiedzy ptcig, a zapadalnoscig na choroby neuropsychiczne i neurodegeneracyjne. Potwierdzono,
ze rola ptci ma duze znaczenie dla patogenezy i przebiegu tych zaburzen. Bardzo stusznie Doktoranta podkresla
w Dyskusji, ze ,rdznice ptciowe w funkcjonowaniu BBB mogg leze¢ u podstaw obserwowanych w klinice rdznic
ptciowych w podatnosci na niektdre choroby psychiczne i neurodegeneracyjne, a takze wptywac na sposoby ich

leczenia” Nalezy jednak podchodzi¢ z duzg ostroznoscig do uzyskanych wynikéw badan, co zreszty czyni
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Autorka prac. W zwigzku z sugestia, iz u samic narazonych na ELS dochodzi do uruchomienia mechanizméw
adaptacyjnych lub opornosci na stres w pdzniejszym zyciu, chciatabym ustysze¢ podczas obrony opinie
Doktorantki w sprawie znacznie wiekszej zapadalnosci na chorobe Alzheimera (chA) wsréd kobiet w stosunku
do mezczyzn (ok. 47 miliondw oséb na catym s$wiecie cierpi na chorobe Alzheimera, 2/3 tej grupy stanowig
kobiety) oraz znaczenia dysfunkcji BBB w patologii chA i toksycznosci peptydéw AR i biatka Tau. Czy w tym
przypadku kobiecy mézg jest bardziej podatny na rozwdj zaburzenia ?

W kolejnej, trzeciej pracy z cyklu Autorka konsekwentnie przechodzi do analizy ekspresji gendw i
poziomu biatek z rodziny HSP70 zwigzanych z komdrkowa odpowiedzig stresowg. Wnioskuje, ze w zwigzku z
zaobserwowang wiekszg wrazliwosciag samcéw na ELS badania prowadzono wytgcznie na samcach. Czy tak?
Zbadano réwniez procesy dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP) w mPFC i HP (PND 70) oraz
przeprowadzono testy behawioralne oceniajace lek, anhedonie i strategie radzenia sobie ze stresem.
Wykazano, ze ELS powoduje wzrost poziomu mRNA HSPA1B we krwi i w mPFC zwierzat na wczesnym etapie
zycia (PND 15 i 26). Zmianom w ekspresji HSP70 u zwierzat stresowanych towarzyszyty zaburzenia procesow
LTP w mPFC (ostabienie) i HP (nasilenie) oraz zmniejszona lekliwos¢ w tescie jasnego/ciemnego pudetka
sugerujgca zwiekszong impulsywnos$é zwierzat. Sg to badania nowatorskie, po raz pierwszy wykazano bowiem
istotny udziat biatek HSP70 w molekularnych mechanizmach odpowiedzi na ELS. Autorka stusznie konkluduje,
ze biatka z rodziny HSP70 mogg by¢ potencjalnymi kandydatami na biomarkery zaburzen zwigzanych z ELS,
niemniej potwierdzenie tej hipotezy wcigz wymaga szerszych badan.

Kontynuujac badania, w czwartej pracy z cyklu, Kandydatka podjeta prébe zbadania udziatu stresu ER i UPR w
molekularnych mechanizmach odpowiedzi na ELS, ale tylko u samcow i tylko w mPFC. Aktywacje i
programowanie procesow stresu ER i UPR oceniano na podstawie analizy ekspresji gendw i poziomu
kluczowych biatek PERK, IRE1 oraz elF2a zwigzanych z tymi procesami. Zbadano wptyw MS orz inhibitora stresu
ER, salubrinalu (SAL), na ekspresje markeréw UPR i apoptozy (brak analizy poziomu biatek). Nie wykazano
jednak jednoznacznego wptywu ELS na procesy stresu ER, UPR i apoptozy w badanych okresach rozwojowych
(PND 15, 26 i 70). Modulujacy wptyw salubrinalu i jego rozpuszczalnika (DMSO) na ekspresje markeréw UPR i
apoptozy oraz zachowanie zwierzat MS jest dyskusyjny i zaskakujacy, a dziatanie salubrinalu jest w zasadzie
niemozliwe do oceny i wyjasnienia. Autorka jest tego w petni swiadoma i podejmuje dtugg, rzeczowsq i
wyczerpujgcg dyskusje na ten temat zaréwno w publikacji jak i w Dyskusji rozprawy.

Niezaleznie od tego podjete badania znaczaco poszerzajg wiedze o molekularnych mechanizmach zaburzen
zaleznych od ELS i tym samym przyczyniajg sie do zrozumienia podtoza zaburzen neuropsychiatrycznych
wywotanych stresem we wczesnym okresie zycia, ktére sg ogromnym problemem medycznym, spotecznym i
ekonomicznym na catym swiecie.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Solarz-Andrzejewskiej porusza bardzo wazny i aktualny
problem naukowy. Wyniki badan uzyskane przez Doktorantke wnoszg nowga wiedze do literatury przedmiotu i
wskazujg na nowe punkty uchwytu w terapii choréb neuropsychiatrycznych indukowanych stresem we

wczesnym okresie zycia. Badania zostaty przemyslane, bardzo dobrze zaplanowane, wykonane i
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zinterpretowane, odzwierciedleniem tego sg cztery publikacje w dobrych czasopismach. Doktorantka jest
Autorem wiodgcym we wszystkich tych pracach, co $wiadczy o Jej duzej dojrzatosci naukowej. Dowodem tego
jest rowniez Dyskusja w rozprawie, w ktérej Doktorantka odnosi sie do uzyskanych wynikéw badan z duzym
krytycyzmem i konfrontuje je z najnowszg literaturg. Pod wzgledem edytorskim, praca zostata napisana z duzg
starannoscig, chciatabym jedynie zwréci¢ uwage Autorki na sformutowanie w Dyskus;ji (Str. 54), gdzie pisze o
ekspresji biatka, podczas gdy ekspresji ulegajg geny, a nie biatka, ktére sg produktami ekspresji gendw.
Nalezatoby zatem dyskutowac¢ o poziomie badanego biatka lub efektywnosci ekspresji genu, a nie o ,ekspresji
biatka”, cho¢ takie sformutowanie jest do$¢ czesto spotykane w polskojezycznej literaturze naukowe;j.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny praca jest dojrzatg rozprawg doktorskg, w ktérej jasno
sformutowane cele osiggnieto przy pomocy szerokiego wachlarza réznorodnych technik badawczych i dobrze
opracowanego modelu zwierzecego, a uzyskane wyniki sg przedstawione i przedyskutowane w sposéb
interesujacy i kompetentny. Pani mgr inz. Anna Solarz-Andrzejewska przedstawita sie jako doswiadczona
badaczka, ktéra doskonale potrafi zaprojektowaé i przeprowadzi¢ eksperymenty oraz wyciggna¢ prawidtowe
whnioski, a przede wszystkim opublikowaé badania w dobrych czasopismach.

Stwierdzam, wobec tego, ze przedtozona mi do recenzji praca doktorska mgr inz. Anny Solarz-
Andrzejewskiej 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). Wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr inz. Anny Solarz-Andrzejewskiej do dalszych etapéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie

nauki farmaceutyczne.

Whniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Solarz-Andrzejewskiej
pt: ,,The role of the blood-brain barrier, inflammation and endoplasmic reticulum stress in the
mechanisms of susceptibility and resilience to early-life stress”
wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Chocyk

Ze wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny rozprawy, nowatorstwo i znaczenie poznawcze uzyskanych
wynikéw badan oraz bardzo dobry sposdéb przygotowania rozprawy, a przede wszystkim opublikowanie
wynikdw w renomowanych pismach o zasiegu miedzynarodowym wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej

Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o wyrdznienie niniejszej rozprawy.
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