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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr. Jana Rucinskiezo pt.:

» Wplyw galaktooligosacharydéw na behawior oraz wybrane obwodowe i o§rodkowe
komponenty reakcji stresowej u szczuréw w warunkach dlugotrwalej elektrycznej
stymulacji jadra Srodkowego ciala migdalowatego”
wykonanej w Katedrze Fizjologii Zwierzat i Cztowieka,

Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego,
pod opieka naukowg dr hab. Jolanty Orzet-Gryglewskiej, prof. UG.

i promotora pomocniczego dr Doroty Myslinskiej.

Podstawa formalno-prawna

Ocene Pracy doktorskiej Pana mgr. Jana Rucinskiego wykonatam w oparciu o pismo
skierowane przez Przewodniczaca Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego Panig dr hab. Joanng N. lzdebskg, prof. UG, z dnia 18.07.2024, w ktérym,
w imieniu Rady Dyscypliny Nauki biologiczne, zwraca si¢ do mnie z prosba o opracowanie
recenzji w/w Rozprawy.

Ogdlna charakterystyka Rozprawy i ocena merytoryczna

Coraz wigcej wynikéw badan naukowych wskazuje na interakcj¢ migdzy mikrobiota
Jelitows, jelitami i osrodkowym ukiadem nerwowym. Zaleznosci te w literaturze s3 opisywane
jako 0§ mikrobiom-jelita-mozg. Dysregulacja tej osi moze mie¢ zwiazek z zaburzeniami
czynnosciowymi jelit, w tym zespolem jelita drazliwego i zmianami w mikrobiocie jelitowe;.
Ponadto wykazano, ze brak i/lub modyfikacja mikroflory jelitowej wptywa na reakcje osi
podwzgérze-przysadka-nadnercza na  stres i moze prowadzi¢ do  zaburzen
neuropsychiatrycznych. Kwas gamma-aminomastowy jest gtéwnym neuroprzekaznikiem
hamujgcym OUN i jest znaczaco zaangazowany w regulacje wielu proceséw fizjologicznych
i psychologicznych. Zmiany w ekspresji osrodkowego receptora GABA s powigzane
z patogenezg Igku i depresji, ktore, jak twierdzi wielu naukowcow, sa wspotwystepujace
z zaburzeniami czynnosciowymi jelit. Czy suplementacja prebiotykow moze tagodzi¢ zmiany
behawioralne, endokrynne, immunologiczne i neurochemiczne bedace efektem nadaktywnosci
struktur mézgowia np. ciata migdatowatego? Czy faktycznie prebiotyki, wykazuja skutecznosé
terapeutyczng w stosunku do zmienionej w wyniku hiperaktywacji ciata migdatowatego
mikrobioty jelitowej? Czy na pewno istnieje zwiazek pomigdzy dysbioza mikrobioty jelitowej
i zaburzeniami neuropsychiatrycznymi? Probe odpowiedzi na te i inne pytania podjat w swej
pracy doktorskiej Pan mgr Jan Rucifiski.
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Rozprawa doktorska Pana mgr. Jana Rucinskiego zostata przygotowana w postaci
klasycznej monografii naukowej, pieknie napisana w Jezyku polskim. Rozprawa liczy 211
stron, jest podzielona na rozdzialy - typowe dla tego rodzaju opracowan tj.: Oswiadczenie o
finansowaniu str. 3, Spis tabel str. 9-10, Spis rycin str. 10-12, Wykaz najwazniejszych skrotéw
str. 13-15, Streszczenie str. 16-17, Abstract str. 18-19. Wstep (w tym zalozenia, hipotezy
badawcze i cele pracy) str. 20-62, Materialy i metody str. 63-81, Wyniki str. 82-155,
Oméwienie wynikéw i dyskusja str. 156-178, Podsumowanie i wnioski str. 179, Pi$miennictwo
str. 180-198. Suplement str. 199-211.

Podj¢ty przez Doktoranta temat rozprawy doktorskiej jest bardzo wazny ze wzgledéw
poznawczych jak i praktycznych, bo przeciez poszerzenie wiedzy na temat wplywu
nadaktywnosci ciata migdatowatego na wybrane markery hemalologiczne, czynnosciowe,
immunologiczne i neurochemiczne organizméw, moze przyczyni¢ si¢ do tworzenia nowych
terapii zaburzen neuropsychicznych. Ponadto. Autor wzbogacil swoje badania o analize
mikrobioty jelitowej, ktorej przypisywana jest olbrzymia rola w utrzymaniu zdrowia
1 homeostazy catego organizmu. Klamra spinajgcg powyzsze tematyki badawcze staly sic
galaktooligosachrydy, prebiotyki suplementowane dla poprawy pracy jelit i ogélnego stanu
uktadu pokarmowego, a Doktorant sprawdzit ich potencjal terapeutvczny w leczeniu zaburzen
lgkowych i depresji. Zycze Panu mgr. Janowi Rucinskiemu aby wyniki jego badan staly si¢
inspiracja do ich kontynuowania, zgodnie z tym co napisat w akapicie konczacym rozdziat
Wstgp: ,.Potwierdzenie potencjatu terapeutycznego galaktooligosacharydéw w mojej pracy
moze zainicjowa¢ dalsze badania przedkliniczne i kliniczne, co pozwoli na wykorzystanie tych
prebiotykéw jako suplementacji uzupetniajgcej terapie pacjentéw cierpigcych na zaburzenia
neuropsychiatryczne zwiazane z lekiem i stresem”.

Wstep obejmuje 3 podrozdzialy (plus 4. Zatozenia. hipotezy badawcze i cele pracy), ktére
teoretycznie — w oparciu o studium literatury - wprowadzajg czytelnika w zagadnienia
zwiazane z podjgta tematyka badawcza. W podrozdziale 1.1. czytelnik zapoznaje sie z budowg
i funkcjg ciata migdatowatego, ze szczegdlnym  jego udziatem w reakcji stresowej. Autor
opisal rodzaje stresu i stresoréw oraz powiazat te wiadomosci z fizjologiczng odpowiedzia na
stres. W kontekscie patofizjologii zaburzeni bedacych efektem stresu istotng funkcja ciata
migdatowatego jest zaangazowanie w regulacje aktywnosci osi podwzgérze-przysadka-
nadnercza. Lezja jadra srodkowego ciata migdatowatego tagodzi zachowania lekowe
indukowane chronicznym stresem, a takze oslabia aktywacje osi PPN. Ponadto, biorac pod
uwage doniesienia naukowe. mozna tez stwierdzi¢. ze cialo migdatowate odgrywa istotniejsza
rolg w przypadku stresu przewleklego niz w warunkach stresu ostrezo. Prosze aby Doktorant
podjgt probe wyjasnienia mechanizmow powyiszych réinic w roli Amg w réznych rodzajach
Stresu,

Duza czgs¢ tego podrozdziatu zajmuje opis tematyki dotyczacej patogenezy zaburzen
neuropsychiatrycznych w szczegdlnosci depresyjnych i Igkowych. Stwierdzono, ze nasilenie
objawow ciezkich zaburzen depresyjnych koreluje z ze wzrostem si¢zenia kortyzolu w §linie
10soczu w poréwnaniu do stezen tego hormonu u pacjentéw z tagodniejszymi postaciami
zaburzen depresyjnych. Podobnie jak w przypadku depresji, u znacznego odsetka pacjentéw
z zespotem lgku uogélnionego oraz zespofem lgku napadowego dochodzi do nadreaktywnosci
0si podwzgorze - przysadka - nadnercza i hiperkortyzolemii. Reaktywno$é osi PPN moga
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modulowac systemy neurotransmisyjne zwigzane np. z serotoning. noradrenaling czy kwasem
gamma-aminomastowym. Mozna przypuszczaé, ze na skutek stresu dochodzi do reorganizacji
interneurondéw i zaburzen neurotransmisji GABA-ergicznej, szczegdélnie w  korze
przedczotowej, ktora petni funkcje m.in. w regulacji proceséw poznawczych, dziataniu pamieci
roboczej, planowaniu ruchéw i dziatan, rozwazania ich konsekw encji, odpowiedzi na stres,
atakze wptywa hamujaco na spontaniczne i czesto gwaltowne stany emocjonalne, ktérych
zrodtem jest podwzgorze i uktad limbiczny. Dlaczego transmisja GABA-ergiczna jest tak
wazna w odniesieniu do wigkszosci aspektow proceséw zachodzgcych w mozgu?

W konkluzji Doktorant stwierdzit, ze zaburzenia homeostazy organizmu w odpowiedzi na
stres, w tym zmiany reaktywnosci osi podwzgérze-przysadka-nadnercza. odgrywaja kluczows
role w patogenezie zaburzen neuropsychiatrycznych, takich jak depresja, zaburzenia lekowe,
Czy zespot stresu pourazowego, przez co moga by¢ cennym biomarkerem diagnostycznym oraz
stanowi¢ cel dla opracowania nowych metod terapeutycznych.

Na uwagg zastuguje fakt, ze w tym podrozdziale Autor zwrécil uwage na znaczacy rozwoj
i unowoczesnienie technik neuroobrazowych i elektrofizjologicznych (funkcjonalnego
rezonansu — magnetycznego, pozytonowej tomografii emisyjnej, elektroencefalografii,
funkcjonalnej  spektroskopii  w bliskiej podczerwieni) stuzacych lepszemu poznaniu
anatomicznego i czynnosciowego podioza mechanizméw patofizjologicznych zaburzen
neuropsychiatrycznych, czyli lepszej diagnozie pacjentéw. Oby zawsze po bardzo dobrej
diagnostyce nastgpowato prawidtowe leczenie.

Kolejno mgr Jan Ruciniski opisuje zwiazek pomigdzy stresem i ukladem odpornosciowym,
w kontekscie zaburzen neuropsychiatrycznych.

Nastepny podrozdziat (1.2.) to spotkanie z mikrobiomem. Autor. przedstawit kilka definicji
mikrobiomu i przede wszystkim scharakteryzowal mikrobiom jelitowy, czgsto tajemniczo
okreslany jako ..ukryty narzad”, wpltywajacy na procesy fizjologiczne organizmu, w ktérym
bytuje. O¢ mikrobiota-jelita-mézg zyskuje coraz wieksza popularnoéé w badaniach
analizujgcych  biologiczne i fizjologiczne  podstawy  zaburzen psychiatrycznych,
neurorozwojowych, zwiagzanych z wiekiem i neurodegeneracyjnych. Stres moze znaczaco
wplyna¢ na o$ mikrobiota-jelita-mézg na wszystkich etapach Zycia. Wyniki wielu prac
badawczych wiazg dysbioze mikrobioty jelitowej z wieloma schorzeniami, w tym autyzmem,
zaburzeniami lekowymi, depresja, schizofrenia, choroba Parkinsona, choroba Alzheimera,
otytoscia.

Kolejny interesujacy podrozdziat (I 3.) dotyczy charakterystyki i potencjatu
terapeutycznego prebiotykéw. Autor w przystepny i ciekawy dla czytelnika sposdb opisat
przyktady prebiotykoéw, ich naturalne i syntetyczne zrodia oraz ich wptyw na mikroorganizmy.

Po przeczytaniu tej czesci wstepu nasuwa si¢ pytanie: Czy dokiorant zalecilby codzienng
suplementacje prebiotykow, czy tylko w stanach chorobowych?

Wstep konczy podrozdzial, w ktérym Doktorant przedstawit zalozenia i cel pracy oraz
sformutowat hipotezy badawcze. W dalszej kolejnosci w celu weryfikacji hipotez badawczych
przedstawit oryginalne zadania badawcze.

Na podkreslenie zastuguje to, ze kazdy podrozdzial zakonczony jest klarownym
podsumowaniem. Ponadto, Doktorant nie boi si¢ konfrontowaé ze soba czesto odmiennych
wynikow badan roznych autoréw. O Jego dojrzatosci naukowej moze swiadczy¢ fakt, ze
krytycznie, z duzym zapleczem wiedzy merytorycznej. odnosi sie do stanu wiedzy na
podjety temat. W licznych migjscach monografii pieknie opisuje jak zmieniata sie wiedza na
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intersujacy Go temat. Zwracam rowniez uwage na czytelne opracowanie Wykazu
najwazniejszych skrotow uzywanych w tekscie z poprawnymi tfumaczeniami polskimi, co
z jednej strony znacznie ulatwia czytanie rozprawy doktorskiej, jednak z drugiej, w wielu
miejscach dysertacji wydaje si¢, ze zasadne byloby stosowanie petnych okreslen, a nie skrotéw
np. ,, Przewlekty stres i wysoki poziom GK prowadzq do wzrostu wytwarzania CRH w CeA, co
skutkuje zwigkszeniem ekspresji mRNA CRH w PVN i fym samym moze wzmacnia¢ wphw Amg
na stymulacje osi PPN (str. 24).

W czesci metodycznej dysertacji mgr J. Rucinski przedstawia zwierzgta doswiadczalne tj.
48 samcow szczurow stada niekrewniaczego Wistar Han. ktére w wieku 3 miesigcy
i poczatkowej Sredniej masie ciata 250+50 g zostaly przywiezione do Zwierzetarni Katedry
Fizjologii Zwierzat i Czlowieka Wydziatu Biologii Uniwersyteiu Gdanskiego, gdzie byly
utrzymywane w warunkach LD 12:12, 60+10% wilgotnosci powietrza, przy $redniej
temperaturze w pomieszczeniu 21£1°C, z pelnym dostepem do wody i pozywienia. Przed
rozpoczeciem procedur doswiadezenia szczury przeszty miesigczny okres adaptacji do nowych
warunkéw, w tym dwutygodniowy okres adaptacji do osoby eksperymentatora, wyjmowania z
klatki oraz krétkotrwatego przytrzymywania w pozycji, ktéra wykorzystywano poZniej podczas
»Przypinania” do aparatury stymulacyjne;. Nastepnie zwierzgta zostaty podzielone na VI grup
doswiadczalnych po 8 osobnikéw kazda.

Ta czgs¢ rozprawy jest bardzo szczegdtowa, procedury/metody badan doktadnie opisane, co
sugeruje praktyczne zaangazowanie Autora w wykonywanie zmudnych i wymagajacych
doswiadczenia metod badawczych. Wszystkie  zastosowane metody sa roznorodne,
standardowo wykorzystywane w tego typu badaniach naukowych i nowoczesne. Sadzg, ze po
przeczytaniu wszystkich podrozdziatow tego rozdziatu, wzbogaconych schematem procedur
doswiadczalnych, serig zdje¢ szczuréw stymulowanych w aktometrach, serig zdje¢ etapow
socjalnego testu trojkomorowego, bez problemu. majac podstawowe zdolnoéci manualne,
techniczne i wiedze w tej tematyce, mozna powtorzy¢ cafe doswiadczenie. Na przeprowadzenie
doswiadczen uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach
w Bydgoszczy.

Po przeczytaniu tego Rozdziatu dysertacji nasungty mi sie kolejne pytania, na ktore proszg
aby mgr J. Rucinski udzielit odpowiedzi:

1. Dlaczego w eksperymencie wykorzystano samce? - w publikacjach zwraca sie uwage
na roznice w reakcjach organizmow samic i sameoéw, a tym samym w wynikach analizy
roznych parameiréw np. fizjologicznych chociazby na rozne stresory, a w efekcie
zaburzenia neuropsychiatryczne.

2. Dlaczego Doktorant wybral do swych badari wiasnie taki model zwierzecy?

3. Dlaczego do badan poréwnawczych  wybrano citalopram, a nie inny lek
przeciwdepresyjny?

Kolejny rozdziat rozprawy doktorskiej — Wyniki, zostat podzielony na podrozdziaty, ktére
ufatwiaja czytelnikowi zaznajomienie si¢ z uzyskanymi wynikami badan. Rozdzial ten jest
bardzo szczegétowy, logiczny, klarowny, wskazujacy na ogrom pracy, ktéra wykonat
Doktorant. Wzbogacony jest licznymi, czytelnymi wykresami (36). tabelami (11), zdjeciami
z programu EthVision XT 10 (3) oraz zdjeciem preparatow mikroskopowych, wybarwianych
metoda Nissla skrawkow mozgowia przyktadowych szczuréw stymulowanych. Wyniki zostaly
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poddane prawidlowej analizie statystycznej. Dodatkowo w rozdziale 7. Suplement,
umieszczono 12 tabel, zawierajacych wyniki podstawowych statystyk opisowych: srednia,
odchylenie standardowe, biad standardowy sredniej oraz wartosci p testu Shapiro-Wilka.
Stwierdzam. ze krotkie podsumowania na zakonczenie kazdego podrozdziatu, jak réwniez
podrozdziat 3.9. Zestawienie gléwnych wynikéw uzyskanych w pracy 1 tabele 9, 10, 11 s3
dodatkowymi atutami pracy.

Po przeczytaniu tego rozdziatu monografii doktorskiej uwazam. ze zamiast stosowaé zwrot
‘poziom’ (np. poziom adrenaliny, GABA, 1L-10) powinno sie stosowa¢ zwrot ‘stezenie’ ( Autor
stosuje wymiennie). Prosze Doktoranta o odpowiedz na ponizsze p)tania:

1. Czy zwracal Pan uwage na rytmike okolodobowq wydzielania kortykosteronu?

(0 czym zreszta pisal we wstepie str. 23)

2. Jak zinterpretuje Pan uzyskane wyniki dotyczgce gatunkow bakterii wyhodowanych na
podiozach BSM oraz krwawym, (ryc. 40, str. 144; ryc. 42, str.146) w mikrobiocie jelitowej
szezurow poddanych dlugotrwalej stymulacji elektrycznej i przy/mujgcych wylgeznie wode
(Stim)?

W rozdziale Omoéwienie wynikéw i Dyskusja. Autor z powodzeniem, dojrzatoscig
i wnikliwoscig doswiadczonego naukowca, omawia oraz interpretuje uzyskane wyniki badan
wiasnych, odnosi je do hipotez badawczych i zestawia z wynikami badan innych autoréw. Ta
czgs$¢ dysertacji na pewno stafa si¢ odpowiedzia na pytania, kiére zadat sobie Doktorant przed
przystapieniem do badan naukowych. Przede wszystkim  Autor  stwierdzil, ze
galaktooligosacharydy charakteryzujac sie wysokim potencjatem terapeutycznym, mogtyby
by¢ suplementowane jako uzupetnienie w terapii pacjentow cierpiacych na zaburzenia lekowe,
depresj¢ czy zespot stresu pourazowego, ponadto zasadne mogfoby byé ich stosowanie
w kontekscie dziatan profilaktycznych, zapobiegajacych rozwojowi zaburzen zwigzanych ze
stresem, takich jak lek i depresja.

W koncowej czesci dysertacji Doktorant formutuje trzy wnioski, ktére podsumowuja
uzyskane wyniki badan.

Z kolei w rozdziale Pismiennictwo Autor cytuje 414 anglojezycznych pozycji literatury.
Cytowane s3 réwniez publikacje z 2023 (38). a nawet 2024 roku (33), przedstawiajg wiec
najnowszy i najbardziej aktualny stan wiedzy na zawarty w rozprawie doktorskiej temat.
Cytowana literatura jest scisle zwiazana z tematem ocenianej pracy doktorskiej.

Na koniec tej czesci recenzji rozprawy doktorskiej mgr. Jana Rucinskiego zadam jeszcze
jedno pytanie:

Jakie jest Pana stanowisko w temacie wykorzystania wynikéw badan prowadzonych na
modelach zwierzecych w terapii ludzi?

Podsumowanie i wniosek koricowy

Stwierdzam, ze Pan mgr Jan Rucinski w catosci zrealizowal zadania badawcze. Zakres
przeprowadzonych eksperymentéw, wybér metod badawezych umozliwily uzyskanie nowych
i bardzo interesujacych wynikéw. Podjgta tematyka jest bardzo aktualna, wigze ze sobg
zagadnienia z zakresu biologii i medycyny. Rozprawa doktorska powstata na podstawie bardzo
duzego wkiadu pracy w przeprowadzenie badan. Praca bardzo starannie napisana, doskonatym
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Jezykiem (co obecnie jest niestety coraz rzadsze). Doktorant ma umiejetnosé jasnego,
syntetycznego, precyzyjnego, zrozumiatego dla czytelnika formutowania mysli, co wskazuje na
Jego dojrzato$¢ naukowa. Swiadczy tez o bardzo dobrym przygotowaniu Doktoranta do
prowadzenia badan naukowych na wysokim poziomie. Ponadto, rozprawa wskazuje na duze
oczytanie Doktoranta w temacie, umiejetnosé interpretacji skomplikowanych wynikéw
i niewatpliwie wnosi nowe elementy do nauki. Jest znaczgcym osiggnigciem Doktoranta.

W konkluzji, jednoznacznie twierdze, ze prowadzone badania stanowia rozwiazanie
oryginalnego problemu naukowego zatozonego w celu badan, a przedtozona mi do oceny
dysertacja pt. ,,Wplyw galaktooligosacharydéw na behawior oraz wybrane obwodowe
i osrodkowe komponenty reakcji stresowej u szczuréw w warunkach dtugotrwatej elektryczne;j
stymulacji jadra srodkowego ciata migdalowatego” jest nowatorska, wartosciowa i spelnia
wszystkie wymogi okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 maca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003, nr 65,
poz. 595 z pézn. zm.), w zw. z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace
ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 201§ poz.1669 z pdzn. zm.).
W zwigzku z powyzszym przekladam Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pana mgr. Jana
Rucinskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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