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OCENA

Rozprawy doktorskiej mgr Wieslawy Florek
pt. ,Maternal immune activation and its consequences on offspring behavior in an ovine
model of prenatal infection” (Aktywacja ukladu immunologicznego matki i jej wplyw na

zachowanie potomstwa w owczym modelu infekcji prenatalnej)

Przedstawiona do oceny praca podejmuje wazne zagadnienie jakim jest wplyw
aktywacji uktadu immunologicznego matki w okresie prenatalnym, wywotany takimi
czynnikami jak infekcje, na wystapienie zaburzen neurorozwojowych u potomstwa.
Recenzowana rozprawa skupia si¢ na badaniu wptywu aktywacji uktadu immunologicznego
matki poprzez podanie endotoksyny bakteryjnej na zachowanie potomstwa wykorzystujac |
niekonwencjonalny model zwierzgcy jakim jest owca (Ovis aries). Wykorzystanie modelu
owcy do badan nad zaburzeniami neurorozwojowymi wzbudza duzo mniej watpliwosci na tle
etycznym i jest mniej wymagajace finansowo niz badania z wykorzystaniem ssakéw z rzedu
naczelnych. Z kolei badania na gryzoniach, ktore byty do tej pory najczesciej stosowanym
modelem zwierzecym w tego typu badaniach maja wiele ograniczen zmniejszajacych ich
wartos¢ translacyjng w zakresie przysztych zastosowan klinicznych ze wzgledu na réznice

gatunkowe.



Autorka przedstawionej do recenzji pracy podjela si¢ zadania majgcego na celu
zweryfikowanie hipotezy badawczej zakladajacej, ze iniekcja endotoksyny bakteryjnej —
lipopolisacharydu (LPS) podawana ciezarnym owcom prowadzi do wystepowania u
potomstwa zaburzen behawioralnych charakterystycznych dla zaburzen ze spektrum autyzmu
takich jak deficyty spoteczne, zachowania perseweracyjne i zaburzenia komunikacji.

Praca stanowi opracowanie w jezyku angielskim liczace 130 stron, zawierajace 5 tabel
i 40 rysunkéw oraz 339 pozycji piSmiennictwa. Rozprawa napisana zostala zgodnie z ogélnie
obowigzujacym schematem - opracowania rozpraw naukowych i zawiera nastepujace
rozdzialy: wstegp (18 stron), hipotezy (1 strona), cel pracy (1 strona), materiat i metody (22
strony), wyniki (31 stron), dyskusja (14 stron), wnioski (1 strona), piSmiennictwo obejmujgce
339 pozycji (30 stron). Praca zawiera takze objasnienia skr6tow, spisy tresci oraz streszczenia

w jezyku polskim i angielskim.

We wstepie Autorka zapoznala nas z dotychczasowym stanem wiedzy na temat
wplywu probleméw zdrowotnych matki w okresie prenatalnym na wystgpienie zaburzen
neurorozwojowych u potomstwa ze szczegblnym uwzglednieniem zaburzen ze spektrum
autyzmu. W rozdziale tym oméwiono rézne zaburzenia neurorozwojowe i ich wystepowanie
na S$wiecie jak' rowniez w Polsce. Szczegélowo zostaly omoéwione wybrane problemy
zwigzane ze spektrum autyzmu. Szeroko omoéwione zostaly réwniez zwierzece modele
stosowane w badaniach zaburzen neurorozwojowych wraz z podaniem charakterystyki ;cych
zaburzen. Osobny podrozdzial zostal poswigcony interakcji pomiedzy ukiadem
immunologicznym a zaburzeniami w Centralnym Uktadzie Nerwowym (CUM). W kolejnych
podrozdziatach Wstepu zostal poruszony problem aktywacji uktadu immunologicznego matki
i jego wptywu na zdrowie psychiczne potomstwa, jak réwniez opisano modele zwierzece
stosowane w tego typu badaniach. Ostatni podrozdzial Wstepu dotyczy alternatywnych
modeli zwierzecych do obecnie stosowanych jakimi sg badania na gryzoniach i naczelnych.
W ostatnich latach coraz czesciej podkresla sie potrzebe prowadzenia badan na innych niz
gryzonie modelach badawczych. I tak np. owce reprezentuja powszechnie uznany model
zwierzgey, odpowiedni do badania regulacji proceséw neuroendokrynnych. Tego typu
badania, wykorzystujace model owiec, prowadzone sa w takich instytucjach naukowych jak
Unite Mixte de Recherché — Physiologie de la Reproduction ET des Comportements w Tours-
Nouzilly, University of Cambridge, University of Auckland. Réwniez zgodnie z zaleceniem
Agencji ds. Zywno$ci i Lekéw Departamentu Zdrowia i Opieki Spolecznej Stanéw

Zjednoczonych wszystkie nowe leki, ktore maja zostaé zastosowane w medycynie, przed



rozpocz¢ciem badan klinicznych musza zostaé przetestowane na alternatywnym modelu
badawczym innym niz gryzonie, szczegdlnie jesli dotyczy to badan nad ukladem
immunologicznym. Podsumowujac badania na modelu owcy nad wpltywem aktywacji uktadu
immunologicznego matki na zachowania potomstwa moga wykazywaé wyzsza wartos$é
translacyjng niz badania na gryzoniach a ponadto wzbudza¢ mniejsze watpliwosci natury
etycznej w poréwnaniu do badan na ssakach z rzedu naczelnych.

W przedstawionej do recenzji rozprawie autorka postawila sobie nastepujgce hipotezy
badawcze do zweryfikowania:

Gléwna hipoteza badawcza: endotoksyna bakteryjna (lipopolisacharyd - LPS)

podawana cigzarnym owcom prowadzi do wystepowania u potomstwa zaburzef
behawioralnych charakterystycznych dla zaburzen ze spektrum autyzmu (deficyty spoteczne,
zachowania perseweracyjne i zaburzenia komunikacji).

Przedstawiona praca zaklada dwie szczegétowe hipotezy badawcze:

1. Aktywacja ukladu immunologicznego matki w réznych okresach zycia
prenatalnego moze mie¢ rézny wplyw na pozniejszy rozwdj fenotypu
behawioralnego u potomstwa;

2. Intensywnos¢ odpowiedzi immunologicznej matki na iniekcje LPS moze byé
powigzana z nasileniem zaburzeri zachowania u potomstwa.

W rozdziale ,,Cel Pracy” Autorka przedstawita cel podjetych badan i wyszczeg6lnita

w 3 punktach zakres pracy:

1. zbadanie wplywu aktywacji ukladu immunologicznego cigzarnej owcy na
zachowanie jagniat;

2. Zzbadanie odpowiedzi uktadu immunologicznego owiec na podanie endotoksyny
bakteryjnej - LPS;

3. analiza zwigzku pomigdzy natezeniem reakcji uktadu immunologicznego matki a
poziomem zmian behawioralnych u jagniat.

Rozdziat ,Materiat i Metody” zostal opisany bardzo dokladnie, wyczerpujaco i
klarownie, w spos6b zgodny z przyjetymi dla prac naukowych zasadami. W rozdziale tym
podano podstawowe informacje o zwierzetach do$wiadczalnych, ukladzie doswiadczen i
opisano stosowne metody badawcze. Do realizacji zalozonych badah doktorantka uzyla
przede wszystkim metod opartych na testach behawioralnych majacych na celu oceng
zaburzen w zachowaniach typowych dla pacjentéw z zaburzeniami neuror(;zwojowymi:
deficyty spoleczne, zaburzenia uczenia sig, pamieci i elastycznosci poznawczej, a takze

wystgpowanie zachowan powtarzalnych. W tym celu zastosowano test izolacji od matki, test



ominigcia przeszkody (V-detour test) oraz test labiryntu w ksztalcie litery T (T-maze test).
Uzyskane materialy wideo analizowano programem Noldus EthoVision XT 11.5, ktore
umozliwiat rejestracje i analize behawioru zwierzat. Poziom cytokin IL-6 i TNF-a oraz
poziom kortyzolu w osoczu oznaczano metoda immunoenzymatyczng (ELISA). Otrzymane
wyniki zostaty poddane odpowiednim testom statystycznym.

W pracy uzyskano wiele oryginalnych i wartosciowych wynikéw, ktore zostaly
przedstawione i opisane wyczerpujaco w sposéb jasny i precyzyjny. Na uwage zastuguje
niezwykle staranne przygotowanie wykresoéw przedstawiajagcych wyniki poszczegblnych
do§wiadcze. Stanowig one niezwykle bogaty material Zrédlowy, o niewatpliwie
nowatorskim charakterze. Sposréd uzyskanych wynikéw na szczegélne podkreslenie
zashiguja:

1. Podanie LPS indukuje aktywacje uktadu immunologicznego u cigzarnych owiec,
prowadzac do wzrostu ekspresji cytokin zapalnych, szczegélnie IL-6 i reakeji
fizjologicznych charakterystycznych dla stanu chorobowego;

2. Jagnieta poddane aktywacji uktadu immunologicznego matki w okresie prenatalnym

- wykazywaly zmiany w zachowaniu, wskazujace na zaburzenia procesu uczenia sig,
zapamigtywania oraz elastycznosci poznawczej.

3. Wykazano korelacje odpowiedzi ukladu immunologicznego matki na LPS,
szczegblnie w odniesieniu do poziomu IL-6 z nasileniem zaburzeni behawioralnych u
potomstwa, obejmujgcych zaburzenia kontroli hamowania oraz wystqpoWanie
zachowan perseweracyjnych.

Wyniki pracy Doktorantka oméwila na tle dotychczasowych danych w $wiatowym
pi$miennictwie. Dyskusja jest przeprowadzona w sposéb dowodzacy znajomosci literatury,
Autorka licznie cytuje najnowsze piSmiennictwo. Trzeba przyznaé, ze liczba cytowanych prac
jest imponujaca (339 pozycji) i dowodzi szerokiej wiedzy Autorki jak i syntetycznego
myslenia. Mimo duzej liczby danych, pochodzacych z wilasnych badan, dyskusja jest
uporzadkowana, dzieki podzieleniu jej na czg$ci poswigcone najwazniejszym problemom
zwigzanym z tematem pracy. Autorka dyskutuje w niej:

1. Fizjologiczng i immunologiczng odpowiedz owiec na podanie LPS w czasie cigzy

2. Wplyw podania endotoksyny bakteryjnej owcom w czasie cigzy na zdrowie oraz

masg ciata potomstwa

3. Wplyw immunologicznej aktywacji matki w czasie ciazy na zachowanie jagniat

4, Zwigzek pomiedzy odpowiedzig immunologiczng matki na podanie LPS a

odpowiedzig behawioralng jagniat badang przy pomocy V-detour testu



3.

6.

Odpowiedz jagnigt na aktywacje uktadu immunologicznego matki w czasie cigzy
na stres izolacji

Oméwienie analizy video przeprowadzonych testow

Prace koficza Podsumowanie i poprawnie sformutowane Wnioski, ktére syntetycznie

podsumowuja uzyskane przez Doktorantke wyniki. Uzyskane wyniki pozwalaja na

wyciagniecie nastgpujacych wnioskow:

1.

Testy behawioralne opracowane w ramach tej pracy skutecznie uwidacznialy
subtelne zmiany zachowania = jagniat wywotane niskimi dawkami LPS
podawanymi ciezarnym owcom. Uzyskane wyniki pozwalajg zatem stwierdzi¢, ze
badanie to przyczynilo si¢ do opracowania modelu behawioralnego zaburzen u
owiec, ktére mozna wykorzysta¢ do modelowania objawéw u ludzi.
MIA (Maternal Immune Activation) u cigzarnych owiec wywoluje jedynie
subtelny wplyw na zachowanie potomstwa. Niemniej jednak wlgczenie wigkszej
liczby badanych zwierzat mogtoby prowadzi¢ do uzyskania bardziej istotnego
statystycznie wyniku.
Podawanie LPS ciezarsnym owcom prowadzi do wystgpienia objawow
chorpbowych niezaleznie od okresu cigzy. Iniekcja LPS prowadzi do zwigkszonej
ekspresji cytokin prozapalnych w osoczu u cigzarnych owiec.
Aktywacja ukladu immunologicznego ci¢zarnych owiec wptywata na okreslone
zmiany w zachowaniu jagnigt wskazujace na zaburzenia procesu uczenia sig,
zapamietywania oraz elastycznosci poznawczej na ktére czgsto cierpig osoby z
zaburzeniami neurorozwojowymi.
Test ominigcia przeszkody (V-detour test) jest dobrym narz¢dziem do badania
zmian behawioralnych w zaburzeniach neurorozwojowych u jagnigt i moze by¢
przydatny do modelowania innych zaburzen psychiczno-neurologicznych u owiec.
Oprogramowanie do automatycznego $ledzenia wideo EthoVision® XT moze
zosta¢ wdrozone do badania zachowan owiec, a takze innych modeli zwierzecych
w celu skrocenia czasu analizy i poprawy odtwarzalnosci uzyskanych danych.

7. Przeprowadzone eksperymenty pozwolity na stworzenie podstaw
nowego zwierzecego modelu zaburzen neurorozwojowych wykazujacego

potencjalnie wyzsza warto$¢ translacyjna niz gryzonie.

PYTANIA 1 UWAGI



Z obowigzku recenzenta, mimo iz generalnie prace oceniam wysoko, musz¢ takze

wskazaé na pewne uchybienia:

1.

Moje uwagi dotycza glownie opisu wynikéw, a wlasciwie rysunkéw.
Doktorantka uzywa okreslenia ,,Jamb” zaréwno w stosunku do matek jak i
jagniat. Jest to bardzo mylace bo np. na Rys.16 w opisie mozemy przeczytac,
ze jest to przedstawienie réznic temperatury w réznych punktach czasowych u
»MIA lambs”. I to juz zmusza czytelnika do zastanowienia si¢ czy chodzi o
owce matke czy potomstwo. Proponowatabym ograniczy¢é uzycie pojecia
»lamb” tylko do jagniat.

W niektorych opisach rysunkéw znalaztam bledy, np. w Rys. 16 zamiast T1
jest T2.a w opisie wynikow do Rys.28 w ostatniej linijce zamiast °.... of the
Isolation Test with having visual contact..... jest ,,..... without”.

Oznaczenia istotnosci literami jest czytelne dopiero po przeczytaniu opisu
rysunku, a jednak wg wszelkich zasad statystyki juz samo spojrzenie na
rysunek powinno umozliwi¢ stwierdzenia, ktére wyniki sg istotne
statystycznie.

Dlaczego wybrano do oznaczenia tylko I1-6 i TNF-a a nie oznaczano IL-1. Czy
tésty ELISA do oznaczania cytokin byly przeznaczone dla owiec, czy byly to
testy bydlece.

Co kierowalo Doktorantkg przy wyborze tych konkretnych dni ciqZ); do
przeprowadzenia aktywacji immunologicznej oraz konkretnych dni do
przeprowadzenia testow behawioralnych.

Dlaczego kortyzol oznaczany byt tylko w trzecim do$wiadczeniu.

Na jakiej podstawie zostaly dobrane dawki LPS.

Dyskusja wydaje mi si¢ nieco zbyt krétka w stosunku do bardzo obszernego
wstepu. Uwazam, ze ze wzgledu na powigzanie przeprowadzonych badan z
zaburzeniami neurorozwojowymi wiecej miejsca powinno byé po$wiecone
opisowi interakcji pomigdzy CUN a ukiladem immunologicznym. Réwniez
dodatabym akapit o r6znicach w odpowiedzi uktadu immunologicznego ludzi i
gryzoni co wyjasnialoby m in. dlaczego model owcy mdglby byé lepszy niz
model szczura czy myszy do tego typu badan.

Doktorantka na podstawie uzyskanych wynikow sformutowata poprawne

wnioski. Uwazam jednak, ze praca powinna konczy¢ si¢ jednym lub dwoma



wnioskami bardzo ogdélnymi bgdacymi odpowiedzig na postawione hipotezy

badawcze.

Podsumowujac, stwierdzam z catym przekonaniem, Ze rozprawa doktorska
mgr Wiestawy Florek jest pracg zawierajacg liczne i wazne elementy nowatorskie,
wnikliwie badane i dyskutowane. Autorka rozprawy wykonata w petni postawione
cele badawcze stosujac wlasciwe metody. Z pewnoscig uzyskane wyniki mogg by¢
opublikowane w czasopismach o dobrej renomie naukowej. W ocenianej pracy
Doktorantka wykazata si¢ dobrym opanowaniem warsztatu badawczego, pelnym
zrozumieniem rozpatrywanego problemu i dobra znajomoscia pismiennictwa z

zakresu tematyki prowadzonych badan.

WNIOSEK KONCOWY

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Wieslawy Florek pt. ,,Maternal
immune activation and its consequences on offspring behawior in an ovine
model of prenatal infection” (Aktywacja ukladu immunologicznego matki i
jej wplyw na zachowanie potomstwa w owczym modelu infekcji prenatalnej)
spelnia wszystkie wymagania stawiane przez ustawe o stopniach naukowych i
tytule naukowym z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce
z uwzglednieniem wprowadzonych zmian Dz. U. z 2022 r poz. 574 w zakresie
nadawania stopni naukowych i mieSci si¢ w zakresie dziedziny nauk
rolniczych, dyscyplinie zootechnika i rybactwo i na tej podstawie wnosz¢ do
Wysokiej Rady Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej
Akademii Nauk o dopuszczenie pani mgr Wieslawy Florek do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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