Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anety Jaszczyk
pt.: ,,Effects of prolonged treatment with corticosterone on brain transcriptome in laboratory
mice”, w zwigzku z powierzeniem obowigzkow recenzenta przez Rad¢ Naukowa Instytutu

Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzebcu

Rozprawa doktorska mgr Anety Jaszczyk powstata w Instytucie Genetyki i
Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzebcu pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Tadeusza
Jezierskiego oraz promotora pomocniczego dr Grzegorza Juszczaka. Rozprawe stanowi cykl
trzech publikacji przedstawiony w formie zalecanej dla prac promocyjnych i obejmuje tgcznie
z o$wiadczeniami 124 strony. Rozprawa zostata przygotowana w jezyku angielskim.

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy:

1) Jaszczyk A, Juszczak GR. Glucocorticoids, metabolism and brain activity. Neurosci
Biobehav Rev. 2021 Jul;126:113-145. doi: 10.1016/j.neubiorev.2021.03.007. Epub
2021 Mar 13. 200 punktow ministerialnych, IF 9,052, liczba cytowan 14 (Web of
Science, 21.08.2023);

2) Jaszczyk A, Stankiewicz AM, Juszczak GR. Dissection of Mouse Hippocampus with
Its Dorsal, Intermediate and Ventral Subdivisions Combined with Molecular
Validation. Brain Sci. 2022 Jun 18;12(6):799. doi: 10.3390/brainsci12060799. 100
punktow ministerialnych, IF 3,333, liczba cytowan 7 (Web of Science, 21.08.2023);

3) Jaszczyk A, Stankiewicz AM, Goscik J, Majewska A, Jezierski T, Juszczak GR.
Overnight Corticosterone and Gene Expression in Mouse Hippocampus: Time Course
during Resting Period. Int J Mol Sci. 2023 Feb 1;24(3):2828. doi:
10.3390/ijms24032828. 140 punktéw ministerialnych, IF 6,208.

Doktorantka jest pierwsza autorka wszystkich prac, catkowita liczba punktéw
ministerialnych wynosi 440, a wspotczynnik oddziatywania IF 18,593, co jest bardzo duzym
osiggnieciem. Recenzent uznaje niniejsza rozprawe jako bardzo dobra, stanowigcg kontynuacje
tematyki realizowanej przez Autorke w Zaktadzie Behawioru i Dobrostanu Zwierzat, ktory od
wielu lat zajmuje si¢ badaniami genotypu w dobrostanie i zachowaniu zwierzat ze szczegdlnym
uwzglednieniem zmian transkryptomicznych w osrodkowym uktadzie nerwowym zwigzanych
z zakldceniem dobrostanu. Rozprawa zostata przygotowana w ramach realizacji projektu OPUS
»Wplyw dlugotrwatego dzialania kortykosteronu na transkryptom mozgu myszy
laboratoryjnej”, nr 2017/27/B/NZ2/02796, ktorego kierownikiem by} promotor pomocniczy dr

Grzegorz Juszczak. Rowniez zainteresowania badawcze promotora rozprawy - prof. dr hab.



Tadeusza Jezierskiego dotyczace genetyki i epigenetyki zachowania si¢ i dobrostanu zwierzat
w pelni odpowiadajg zakresowi prezentowanej do oceny rozprawy.

Pierwszy artykul wlaczony do rozprawy doktorskiej stanowi praca przegladowa
podsumowujgca dostepne informacje dotyczace glikokortykoidow, ich metabolizmu i
aktywno$ci mézgu. Doktorantka przedstawia roznorodne podejscia badawcze umozliwiajgce
oceng wptywu podwyzszonego poziomu glikokortykoidow na aktywno$¢ i metabolizm mozgu.
Glikokortykoidy zmieniaja dynamike aktywno$ci neuronalnej, prowadza rowniez do
dywersyfikacji dostepnych zrédet energii ze wzgledu na podwyzszony poziom glukozy,
mleczanu, pirogronianu, mannozy i hydroksymaslanu (cial ketonowych), ktore moga by¢
wykorzystywane do zasilania mézgu oraz utatwiaja przechowywanie i wykorzystanie rezerw
weglowodanow w mézgu utworzonych przez glikogen. Odnosi si¢ rowniez do warunkéw stresu
metabolicznego zwigzanego z podwyzszonym poziomem glukozy w mézgu. Wskazuje ponadto
na wpltyw nadmiernej podazy glikokortykoidow na produkcje energii (ATP) i utlenianie
mitochondrialne. Doktorantka zwraca ponadto uwage na czas wykonywanych badan, ktore
stosunkowo rzadko skupiajg si¢ na efektach powyzej czterech godzin. Cz¢s¢ ta stanowi bardzo
dobre wprowadzenie i umozliwia recenzentowi zapoznanie si¢ z tematyka rozprawy. O
warto$ci pracy przegladowej z pewnoscig bardzo dobrze $§wiadczg liczne cytowania.

W kolejnej pracy Doktorantka przedstawia zagadnienia praktyczne zwigzane z
uzyskaniem prawidtowych preparatow wybranych fragmentow mozgu myszy - hipokampa,
wskazujac rowniez na koniecznos$¢ prawidlowego przygotowania probek do analiz. Wskazuje
na ograniczenie zanieczyszczenia preparatu splotem naczyniowkowym, ktéry moze maskowacé
dane dla hipokampa na poziomie transkryptomu. Do walidacji poprawnosci prowadzonej sekcji
wybrano analize ekspresji genu transtyretyny Ttr jako markera splotu naczyniéwkowego oraz
ekspresji genéw Trhr i Lct jako markeréw molekularnych poddzialéow anatomicznych
hipokampa.

Przedstawiona w drugim artykule metodyka zostala wykorzystana do uzyskania
wynikow opisanych w trzeciej publikacji, dotyczacej podania kortykosteronu myszom i
ekspresji genow w hipokampie myszy ze szczegdélnym uwzglednieniem przebiegu czasowego
w okresie spoczynku. Kortykosteron podawano myszom przez 12 godzin podczas aktywnej
fazy cyklu okotodobowego. Doktorantka okreslita okotodobowe zmiany w ekspresji genow i
czas zaniku odpowiedzi transkryptomicznej na kortykosteron z wykorzystaniem
mikromacierzy. Wykazala, ze odpowiedzi na poziomie transkryptomu na glikokortykoidy
r6znig si¢ pod wzgledem czasu zaniku, a niektore geny wykazuja trwate zmiany w ekspresji

podczas 9-godzinnego odpoczynku. Doktorantka zaobserwowata, ze wiele genow



regulowanych przez kortykosteron bierze udziat w odpowiedzi na stres, co sugeruje mozliwos¢
wykorzystania w badaniach mechanizmow odpowiedzi na ten czynnik. Geny zaangazowane
w odpowiedz na kortykosteron zwigzane z odpowiedzig na stres to Acer2, Agt, Apod, Aqp4,
Etnppl, Fabp7, Fam107a, Fjx1, Fmo2, Galntl5, Gjc2, Heph, Hes5, Htral, Jdp2, Kif5a, Lfng,
Lrgl, Mgp, Mtl, Pglyrpl, Pla2g3, Plin4, Plip, Ptgds, Ptn, Slc2al, Slcolcl, Sultlal, Thbd i
Txnip. Artykul ten nie posiada jeszcze cytowan, ale z pewno$cig wykazuje duzg warto$é
poznawcza.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana jak wczesniej wspomniano w jezyku
angielskim i zawiera gtowne elementy wchodzace w sktad typowej pracy promocyjnej i
obejmuje: spis tresci, zestawienie publikacji wchodzgcych w sklad rozprawy, streszczenie w
jezyku angielskim i polskim, wprowadzenie, hipotezy, cel pracy, materiat i metody, wyniki,
dyskusje, wnioski, pismiennictwo, o$wiadczenia wspotautorow publikacji oraz publikacje
bedace podstawa rozprawy. Jest to uktad wystarczajacy do przygotowania recenzji rozprawy.

Doktorantka zatozyla trzy hipotezy badawcze sugerujace wystepowanie innych zmian
na poziomie transkryptomu po 12-godzinnym podawaniu kortykosteronu, wptyw dlugosci
okresu spoczynku na ekspresj¢ genéw oraz mozliwos¢ obserwacji opdznionych reakcji po
powrocie poziomu hormonu we krwi do wartosci wyjsciowych. Sprawdzenie prawidtowosci
hipotez uwazam za zadanie bardzo ambitne i wymagajace duzo pracy ze wzgledu na
wykorzystanie modelu in vivo. Cel rozprawy doktorskiej zostat przedstawiony w formie bardzo
zwartej i dotyczy wyjasnienia proceséw zachodzacych w mozgu w odpowiedzi na przedtuzony
(12 godz.) podwyzszony poziom kortykosteronu, na szczescie hipotezy wskazuja odpowiednie
zadania.

Ciekawg czgs¢ rozprawy stanowi Dyskusja, ktorg Doktorantka podzielita na dwie czesci
odnoszace si¢ do prac eksperymentalnych zwigzanych z opracowaniem i1 walidacja metody
izolacji hipokampa oraz oceny zmian na poziomie transkryptomu po podaniu kortykosteronu.

Mgr Aneta Jaszczyk przedstawila trzy wnioski, w pelni potwierdzajace zaktadane
hipotezy. Recenzent odczuwa jednak pewien niedosyt, ze wzgledu na ich forme¢ przedstawienia
i brak wskazania konkretnych obserwaciji.

Uprzejmie prosz¢ aby Doktorantka podczas publicznej obrony ustosunkowala si¢ do
ponizszych pytan:

1) Czy podobne badania mogg by¢ przeprowadzone w uktadach in vitro? Czy mozna

rozwazy¢ dalsze niz 9 godzin punkty czasowe analiz?

2) Czy zastosowanie hydroksypropylo-p-cyklodekstryny podawanej zarowno myszom

kontrolnym jak i myszom badanym umozliwiajac rozpuszczenie kortykosteronu, nie



zmienia ekspresji genow? Czy pordéwnywano poziomy ekspresji w odniesieniu do
czystej wody, poniewaz hydroksypropylo-p-cyklodekstryna moze sama stanowic
czynnik stresogenny, potencjalnie zmieniajacy uktad badawczy?

3) Czy otrzymane wyniki mozna ekstrapolowa¢ na szczury? Jak wyglada mozliwosé
odniesienia modelu myszy do czlowieka, zakladajac udziat odmiennych
glikokortykoidow?

4) Poprosze o wyjasnienie ewentualnych réznic migdzy pojeciami glikokortykoidy a
glukokortykoidy, zastosowanymi przez Doktorantke w Streszczeniu rozprawy.

Jako recenzent musz¢ zwroci¢ uwage rowniez na drobne niedociggnigcia, np. przyleganie
jednostek do warto$ci liczbowych, nie umniejsza to jednej ogdlnej wysokiej oceny
merytorycznej rozprawy.

Ze wzgledu na specyficzng forme przygotowania rozprawy w oparciu o trzy artykuty,
ktore podlegaly recenzjom na etapie przyjecia do druku, pozwalam sobie wskaza¢ na istotne
znaczenie przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. Bardzo wazne jest podjecie analiz
wpltywu dhuzszego podawania — 12 godz., zamiast standardowo 3-4 godzin — glikokortykoidow,
w przypadku myszy kortykosteronu oraz ocena zmian na poziomie transkryptomu takze po
dhluzszym czasie oddziatywania jak i po powrocie naturalnego poziomu kortykosteronu we
krwi. Sg to z pewnoscig wartosci dodane.

Whniosek koncowy. Zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki i
Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzgbcu 0 nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo mgr Anecie Jaszczyk. Rozprawa doktorska
spetnia warunki okre§lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. 0 - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742, 1088, 1234).

Ze wzgledu na opracowanie bardzo szerokiej problematyki zwigzanej z analiza wptywu
dhugiego podawania kortykosteronu na ekspresj¢ gendw w hipokampie myszy tacznie z
metodykg przygotowania preparatow wybranych fragmentow moézgu myszy, wnioskuje o
wyrdznienie rozprawy. Rozprawa oparta jest o wyniki opublikowanie w czasopismach o
szerokim migdzynarodowym zasiggu: 1) Jaszczyk A, Juszczak GR. Glucocorticoids,
metabolism and brain activity. Neurosci Biobehav Rev. 2021 Jul;126:113-145. doi:
10.1016/j.neubiorev.2021.03.007. Epub 2021 Mar 13. 200 punktow ministerialnych, IF 9,052,
liczba cytowan 14 (Web of Science, 21.08.2023); 2) Jaszczyk A, Stankiewicz AM, Juszczak
GR. Dissection of Mouse Hippocampus with Its Dorsal, Intermediate and Ventral Subdivisions
Combined with Molecular Validation. Brain Sci. 2022 Jun 18;12(6):799. doi:
10.3390/brainsci12060799. 100 punktéw ministerialnych, IF 3,333, liczba cytowan 7 (Web of



Science, 21.08.2023); 3) Jaszczyk A, Stankiewicz AM, Goscik J, Majewska A, Jezierski T,
Juszczak GR. Overnight Corticosterone and Gene Expression in Mouse Hippocampus: Time
Course during Resting Period. Int J Mol Sci. 2023 Feb 1;24(3):2828. doi:
10.3390/ijms24032828. 140 punktéw ministerialnych, IF 6,208. Pani mgr Aneta Jaszczyk jest
pierwsza autorka wszystkich prac, catkowita liczba punktow ministerialnych wynosi 440, a
wspotczynnik oddziatywania IF 18,593, warto$ci te sg bardzo wysokie i1 sg porownywalne z

osiggnieciami habilitacyjnymi.
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