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Recenzja
rozprawy doktorskiej pana mgr Jana Rucinskiego pt.:

»Wplyw galaktooligosacharyddéw na behawior oraz wybrane obwodowe i
oérodkowe komponenty reakcji stresowej u szczuréw w warunkach dtugotrwatej
elektrycznej stymulacji jadra srodkowego ciata migdatowatego”
wykonanej w Katedrze Fizjologii Zwierzat i Cztowieka Uniwersytetu Gdanskiego

pod kierunkiem

dr hab. Jolanty Orzet-Gryglewskiej, Profesor U.G.

1. Uwagi ogodlne.
Mikrobiota jelitowa, sktadajgca sie nie tylko z réznych szczepow bakterii ale réwniez
wirusow i grzybow, jest niezwykle istotnym elementem naszego organizmu. Liczebnos¢
bakterii w gramie treéci pochodzacej z jelita grubego wynosi okoto 10'2 komoérek. To
powoduje, ze stosunek komorek bakteryjnych do ludzkich w organizmie wynosi prawie 1:1.
Co wiecej, genom mikrobiomu jelitowego zawiera ponad 100x wiecej genow niz genom
ludzki. Z tego wzgledu traktowanie jelita grubego i zamieszkujaca je mikrobiote jelitowg
jako nasz ,drugi mozg’ staje sie w pelni zasadne | poparte wieloma obserwacjami
naukowymi. Jak sie okazuje, drobnoustroje zasiedlajace jelito grube oraz produkowane
przez nie neuroaktywne metabolity dzieki tzw. osi jelitowo-mbzgowe] moga modulowac
funkcje uktadu immunologicznego, odpowiedZ na stres oraz zachowanie.

Pytaniem zasadniczej wagi pozostaje zakres mozliwego wplywu mikrobioty jelitowej
na funkcjonowanie oérodkowego uktadu nerwowego. Pytanie to jest o tyle istotne, ze w
ostatniej dekadzie pojawity sie wyniki prac badawczych, ktore jednoznacznie wskazujg na
udziat wybranych gatunkow i szczepow bakteryjnych pochodzgcych z jelit w ksztattowaniu
obrazu kiinicznego choréb psychicznych. Zaburzenia lekowe, depresja czy zespot stresu

pourazowego (PTSD) dotyka ok 40% ludzkiej populacji. Kazda zatem rozprawa naukowa
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adresujgca problem interakgji jelito grube-osrodkowy uktad nerwowy powinna by€ z uwaga
odnotowywana ze wzgledu na wyjatkowa range naukowa i aplikacyjna.

2. Charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Jana Ruciskiego adresuje
wspomniany powyzej problem. Dobér modelu eksperymentalnego uwazam za nadzwyczaj
trafny bowiem jadro srodkowe (CeA) ciata migdatowatego (Amg) z jednej strony wiaczone
jest w o$rodkowy substrat neuronalny regulujgcy reakcje zwiazane ze strachem i lekiem a
z drugiej bierze udziat w przetwarzaniu sygnatéw pochodzacych z mikrobioty jelitowey.

Recenzowana rozprawa doktorska ma Klasyczny 4-rozdz. ukiad. Opatrzona jest
dodatkowo streszczeniami w . polskim i angielskim, podsumowaniem wynikow, wieloma
tabelami i kolorowymi rycinami oraz spisem zastosowanych w pracy skrotow.

W ciekawie napisanym, bogato ilustrowanym i liczacym ponad 60 str. wstepie
doktorant dokonuje charakterystyki ciata migdatowatego w kontekécie odpowiedzi na stres.
W kolejnym podrozdziale charakteryzuje role i funkcje osi mikrobiom-jelita-mézg w etiologii
dysfunkcji  psychicznych. Osobny  podrozdziat poswigcony  jest roli
galaktooligosacharydow (GOS) w terapii choréb psychicznych. Uwazam, ze po
przeredagowaniu wstep mégiby by¢ opublikowany w naukowym czasopismie
polskojezycznym jako interesujgcy esej poswiecony interakcjom osi mikrobiom-jelita-
moézg w powstawaniu dysfunkcji psychicznych, w tym zwilaszcza depresji czy zespotu
stresu pourazowego. Wstep konczy podrozdziat uzasadniajgcy gitdwne zatozenia i cele
rozprawy.

Postawione w pracy doktorskiej cele naukowe oceniam jako bardzo ambitne i
wymagajace trudnych i zmudnych badar. Co wiecej, bez watpienia majg one charakter
nowatorski. Pierwszym celem przeprowadzonych doswiadczen byto poszerzenie wiedzy
na temat wptywu nadaktywnosci Amg wywotanej diugotrwata stymulacjg elektryczng CeA
na behawioralne, hematologiczne, immunologiczne i neurochemiczne komponenty
odpowiedzi stresowej oraz jakosciowy i ilosciowy sktad mikrobioty jelitowej u szczurdw.
Drugim celem przeprowadzonych badarn byta ocena potencjatu terapeutycznego GOS w
kontekscie ttumienia zmian wywotanych diugotrwata stymulacja CeA a trzecim poréwnanie
skutecznosci suplementacji GOS z efektami wywotanymi terapig citalpromem (CIT),
lekiem o dziataniu przeciwlgkowym i antydepresyjnym.

Na 20 str. autor szczegétowo opisuje zastosowane metody. Rozdziat ten ma bardzo
dobrg i klarowng konstrukcje. Na str. 69/70 mgr Jan Rucinski omawia sposéb podawania
GOS i CIT. Spozycie roztwordw badanych substanciji byto codziennie monitorowane przez
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wazenie poidet. Z przedstawionego opisu wnioskuje, ze dawka obu zwiazkéw bylta
przyblizona chyba, ze szacowano ja posrednio jako procent ubytku roztworu o znanym
stezeniu (?). Prositbym autora o komentarz w tej sprawie.

Musze przyznaé, ze jestem pelen uznania dla doktoranta. Praca w zespole
naukowym wykorzystujgcym liczne i bardzo trudne techniki laboratoryjne wymagata od
mgr Jana Rucinskiego znakomitego teoretycznego przygotowania i opanowania duzej
liczby metod iaboratoryjnych w ograniczonym przeciez czasie szkoty doktorskiej. W
ramach niniejszej rozprawy zastosowano fnodel elektrycznego draznienia CeA. Natezenie
pradu dobierano indywidualnie dla kazdego zwierzecia. Na str. 71 autor pisze, ze (cyt.):
pod koniec kazdej sesji ustalano natezenie pradu, od kforego zaczynano stymulacje CeA
w kolejnym dniu, przy czym wartosé te stopniowo zwigkszano z sesji na sesje”. W tym
“miejscu prositbym doktoranta o odpowiedZ na pytanie: czy zwiekszanie natgzenia pradu
z sesji na sesje bylo podyktowane akomodacig tkanki mézgowej szczura do apiikowanego
natezenia pradu czy innym czynnikiem?

Wyniki wielu eksperymentow i analiz zostaty bardzo dokfadnie przedstawione na 70
str. rozprawy. Rozdziat ten jest ciekawie ilustrowany wieloma starannie opisanymi
kolorowymi rycinami. Bardzo dobrym zabiegiem redakcyjnym autora byto wprowadzenie
osobnego podrozdziatu pt.: Zestawienie gtéwnych wynikéw uzyskanych w pracy. Utatwia
on czytelnikowi ,ogarniecie” wielu danych behawioralnych, wskaznikéw hematologicznych,
wskaznikéw neurochemicznych, zmian w mikrobiocie jelitowej jak rowniez wielu danych
uzyskanych po suplementacji GOS oraz CIT.

Jak pokazaty przeprowadzone badania, 14-dniowa elektryczna stymulacja CeA
wywotata wzrost aktywnosci osi sfresowej, prowadzac do wielu niekorzystnych zmian na
poziomie behawioralnym, obwodowym i osrodkowym a takze zaburzenia ilosciowe |
jakosciowe w mikrobiomie jelitowym U szczurow. W testach behawioralnych zwierzat
wykazano wzrost aktywnoéci motorycznej i wzorcow zachowan lekowych. Obserwowano
obnizenie prawie wszystkich podstawowych wskaznikéw morfotycznych krwi. Diugotrwaia
stymulacja CeA przyczynita sie do nasilenia odpowiedzi stresowej: obserwowano obnizony
poziom GABA, podwyZzszony poziom adrenaliny i noradrenaliny we wszystkich badanych
strukturach moézgu oraz podwyzszony poziom kortykosteronu w 0SOCZU. Wykazano
rowniez zmiany stezenia cytokin, w tym obnizenie stezenia przeciwzapainej IL-10, wzrost
prozapalnego TNF-alfa.

Nadzwyczaj] wartosciowe, ciekawe i nowatorskie wyniki dotyczyly zmian w

mikrobiocie jelitowej szczurow. Okazalo sie, Ze diugotrwata stymulacja CeA spowodowaia
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istotne zmiany w liczebnosci wybranych gatunkéw bakterii w tym m.in. spadek liczebnosci
gatunkow pro-biotycznych. Co cieckawe, suplementacja GOS ogolnie  odwrdcita
niekorzystne zmiany wywotane przez elektryczne draznienie CeA. Obserwowano m.in.
obnizenie aktywnosci motorycznej, zwiekszenie wzorcéw zachowan pro-socjalnych oraz
normalizacje wskaznikéw hematologicznych. Podawanie GOS spowodowalo szereg
spektakularnych zmian: wzrost stgzenia przeciwzapalnej IL-10 oraz obnizenie stezenia
prozapalnego TNF-aifa. Przyjmowanie GOS spowodowaio podwyzszenie poziomu GABA
oraz obnizenie poziomu adrenaliny i noradrenaliny we wszystkich badanych strukturach
moézgu. Obnizeniu ulegt réwniez poziom kortykosteronu w osoczu. lstotne Zmiany
zaobserwowano w liczebnosci wybranych gatunkéw bakterii, w tym m.in. wzrost
liczebnosci gtéwnie gatunkow pro-biotycznych. Suplementacja GOS okazata sig bardziej
skuteczna niz suplementacja CIT.

Dyskusja jest obszerna i wielowatkowa. Jednak znakomite jej zredagowanie pozwala
czytelnikowi zrozumieé¢ zlozonosé naukowych rozwazan autora. Analiza uzyskanych
wynikow skiania doktoranta do sformutowania bardziej ogéinych refleksji, ktore zresztg w
peini podzielam. Otrzymane dane eksperymentalne wskazujg na wysoki potencjat
terapeutyczny GOS w ograniczeniu, lub nawet catkowitym zniesieniu, zmian wywotanych
stymulacjg elektryczng CeA. Wartosé kiiniczna tej obserwacji jest nie do przecenienia.
GOS, jako prebiotyk, mogiby byé wykorzystywany jako preparat wspomagajacy terapie
pacjentdw cierpigcych na zaburzenia lekowe, depresje czy PTSD. Suplementacja GOS
mogiaby by¢ w przysziosci wykorzystana klinicznie w dziataniach profilaktycznych,
zapobiegajgcych rozwojowi zaburzen zwigzanych z lekiem i stresem.

3. Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Jana Rucinskiego wskazuje, ze
doktorant jest znakomicie przygotowany zaréwno pod wzgledem teoretycznym jak i
praktycznym do samodzielnej pracy naukowej. Duza erudycja autora sprawia, ze bardzo
obszerne, wielowatkowe | trudne badania zostaly opisane w sposob  klarowny
merytorycznie i poprawnym jezykiem.

Recenzowana praca stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego.
Jest starannie przemys$lang koncepcyjnie, bardzo dobrze wykonang i opisang rozprawg
doktorska, co skiada sie na wartosciows i dojrzatg prace naukowg. Autor wykazat sie
doskonatg znajomoscia literatury. Jednak cytowanie w pracy ponad 400 pozyciji
pi$miennictwa uwazam za przesade. Doktorant mogt jednak dokonad bardziej wnikliwe;]
selekcji pismiennictwa.
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Uwazam, ze recenzowana rozprawa w peini spetnia wymogi okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
I tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 585 z p6zn. zm.), w zw. z art. 179 Ustawy
z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe- Prawo o szKolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 z pézn. zm.). Na tej podstawie przedkiadam Wysokiej
Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki biclogiczne Uniwersytetu Gdanskiego wniosek o
dopuszczenie mgr Jan Rucinskiego do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora.

Nie znalaziem w rozprawie informacji o publikacji przynajmniej czgsci tak
wartosciowych wynikow ani o ich prezentacji w postaci komunikatu konferencyjnego.
Wielka szkoda. Pomimo nadzwyczaj szerokiego spektrum badanych i analizowanych
zagadnien, nowatorstwa uzyskanych wynikow i duzej wartosci naukowej i aplikacyjnej
rozprawy, brak jakiejkolwiek formy wczesnigjszej prezentacji uzyskanych wynikéw nie
upowaznia mnie do wystapienia z wnioskiem o stosowne jej wyréznienie.
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