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Zaburzenia depresyjne naleza do jednych z najpowazniejszych choréb psychicznych,
o heterogennym modelu dziedziczenia i zwigkszajacym si¢ corocznie odsetku zachorowat.
Etiologia zaburzen depresyjnych wcigz pozostaje nie do kofica poznana, przyjmuje sie, iz jest
uwarunkowana wieloczynnikowo. Nadal prowadzone sa badania identyfikujace wplyw
ekspresji roznych genéw na powstawanie i rozwdj zaburzef depresyjnych. Coraz czgscie]
podnosi si¢ role zjawiska neuroplastyczno$ci w zaburzeniach depresyjnych. Wcigz badany
jest wptyw czynnikow genetycznych na rozwdj moézgu, réznicowanie neurondw na ich zwigzek
z depresja. Depresja nalezy obecnie do jednych z najczesciej wystepujacych choréb
psychicznych na §wiecie i w Polsce. Aktualne Zrodta podaja, ze na $wiecie choruje juz okoto
350 miliona ludzi, co stanowi okoto 4% wszystkich zachorowan. W Polsce na depresj¢ choruje
okoto 1,5 miliona oséb, w tym okoto 3% osdb w grupie oséb pracujacych do 65 roku zycia.
Dostepne badania podaja, ze wérdd oséb chorujacych na depresje 40-80% ujawnia mysh
samobdjcze, 20-60% z nich podejmuje proby samobojcze a 15% chorych odbiera sobie zycie.
Wedlug danych WHO prawdopodobnie do 2030 roku depresja bedzie prawdopodobnie
uznawana za najczeScie] wystepujacg chorobe na $wiecie Etiologia zaburzen depresyjnych

nadal nie jest do konca odkryta. W rozwoju zaburzef depresyjnych waznga rol¢ pelnig zaréwno
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czynniki genetyczne, biochemiczne, strukturalne jak i srodowiskowe.

W depresji naukowcy wskazujg, ze dochodzi do neurodegeneracji, nasilenia procesu
wymierania neuronéw, zmniejszania ilo§ci powstawania nowych neuronéw. Depresje opisuje
si¢ jako awari¢ w neuronach, szczegoélnie w ukladzie polgczen pomiedzy korg przedczotows,
zespotem jader migdatowatych i hipokampem. Utrata neuroplastyczno$ci struktur moézgu
zwigzana jest z czynnoscig kontrolowania nastroju. Z cala pewnoscig, znalezienie odpowiedzi
na te problemy wymaga wielu jeszcze badaf. Do tej pory w Polsce nie prowadzono badan
oceniajacych znaczenie ekspresji badanych genéw pod wzgledem plei, wieku, wyksztatcenia
czy nasilenia zaburzen depresyjnych. Stad tez projekt badawczy Doktorantki stanowi cenne
uzupelnienie dotychczasowego stanu badan. Autorka zaprojektowata interesujace badanie,
majace na celu poznanie zwigzku pomigdzy ekspresja na poziomie mRNA oraz na poziomie
biatka dla wybranych genéw a wystgpowaniem zaburzefi depresyjnych, nasileniem objawow
depresji i przebiegiem klinicznym choroby.

Rozprawa liczy 166 strony, zawiera 63 tabele, 54 rycin, , spis skrotéw oraz wykaz
zalgcznikoéw (Zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu medycznego w Lodzi, zastosowane
narzgdzia badawcze). Rozprawg wienczy obszerne pi$miennictwo (102 pozycji, w tym 78

publikacji z ostatnich 10 lat) oraz streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim.

Przedlozona praca doktorska dotyczy oceny ekspresji na poziomie mRNA
1 na poziomie biatka dla genéw ELAVL4, HOMER, REST, MKL1, MKL2 w grupie
0s6b z zaburzeniami depresyjnymi, grupie os6b z zaburzeniami depresyjnymi
ze wspolchorobowoscia oraz w grupie oséb zdrowych. Kolejnym celem jest ocena zwiazku
miedzy ekspresja na poziomie mRNA i na poziomie biatka dla genéw ELAVL4, HOMER,
REST, MKL1, MKL2 a zmiennymi klinicznymi i socjodemograficznymi w tych samych
grupach oséb. Dysertacje opracowano na podstawie analizy dostepnej literatury przedmiotu
oraz w oparciu o wyniki przeprowadzonych innowacyjnych badan. Praca ma budowe typows

dla prac empirycznych.

Czg$¢ teoretyczna rozprawy jest obszerna i w petni umozliwia postawienie
szczegOtowych celow badawczych, opracowanie zalozeh o wzajemnych zaleznosciach oraz
wskazuje na kierunki wnioskowania. W czesci teoretycznej Autorka zaprezentowata zaburzenia

depresyjne w ujeciu historycznym, przeprowadzita rozwazania definicyjne, wskazala



charakterystyke kliniczng zaburzeft depresyjnych z uwzglednieniem podziatu, epidemiologii,
etiologii oraz kryteriéw diagnostycznych. Oméwita takze wystepowanie zaburzef depresyjnych
w  chorobach  depresyjnych, znaczenie lekoopornosci, neurobiologie, zjawisko

neuroplastycznosci oraz scharakteryzowata geny ELAVL4, HOMER, REST, MKL1 i MKL2.

Rozwazania Doktorantki s merytoryczne, charakteryzujg sie wnikliwoscia,
szczegolowoscia oraz $wiadcza o duzym znawstwie problematyki. Ta cze§é jest napisana
poprawnie pod wzgledem jezykowym oraz w sposéb komunikatywny. Wywéd teoretyczny jest

poprowadzony w sposéb logiczny i uporzadkowany.

Czg$¢ empiryczna oznaczona jako rozdziat czwarty ma charakter empiryczny,
Przedstawiono w nim przygotowany projekt badawczy, opisano cel pracy, cel szczegolowe,
zaprezentowano material i metody badawcze. Przedstawiono organizacje badaf wlasnych.
Zaprezentowano takze wyniki, przeprowadzono ich dyskusje, wyciagnieto syntetyczne wnioski.

Doktorantka sformutowata nastepujace cele szczegdtowe swojej pracy badawcze:

1. Ocena ekspresji na poziomie mRNA i na poziomie biatka dla genéw ELAVLA,
HOMER, REST, MKL1 i MKL2 w grupie 0séb z zaburzeniami depresyjnymi
1 w grupie oséb z zaburzeniami depresyjnymi z towarzyszacymi chorobami

somatycznymi oraz w grupie kontrolnej.

2. Ocena zwigzku migdzy ekspresja na poziomie mRNA i na poziomie biatka
dla genéw ELAVL4, HOMER, REST, MKL1 i MKL2 a zmiennymi klinicznymi
1 socjodemograficznymi w grupie osob z zaburzeniami depresyjnymi i w grupie
0s6b z zaburzeniami depresyjnymi z towarzyszgcymi chorobami somatycznymi

oraz w grupie kontrolnej.



W badaniach Doktorantka wykorzystal nastgpujace narzedzia badawcze:

1. Autorska ankieta nazwana: Ankieta personalna, stuzyla w pozyskaniu danych
demograficznych,  informacji o  przebiegu choroby i jej  leczeniu.
Podczas przeprowadzania ankiety uzyskano szczegdtowe informacje od oséb z grupy
badanej 11 Il oraz od osdb z grupy kontrolnej dotyczace: wieku, pici, wyksztatcenia,
miejsca zamieszkania. Dodatkowo od oséb z grupy badanej I IT uzyskano informacje
dotyczace rozpoznania choroby wedlug obowigzujacej Klasyfikacji Zaburzen
Psychicznych i Zaburzen Zachowania ICD-10, czasu trwania choroby, ilosci przebytych
epizodéw depresji, wczesniejszych hospitalizacji psychiatrycznych, stosowanego

leczenia psychiatrycznego

2. Skala Depresji Hamiltona (Hamilton Depression Rating Scale, HDRS) opracowana
przez Maxa Hamiltona nalezy do powszechnie uzywanych narzedzi oceniajacych
stopien cigzkosci zaburzen depresyjnych i oceny skutecznosci stosowanego leczenia
przeciwdepresyjnego. Kwestionariusz HDRS skiada si¢ z 17 lub 21 pytan. Dla potrzeb

niniejszego badania zastosowano 17 punktowa wersj¢ skali.

Przed przystapieniem do badan Doktorantka uzyskala zgode na przeprowadzenie badania
wydana przez Komisje Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w Lodzi nt RNN 136/18/KE z dnia

15 maja 2018r. Projekt badan oparto na zatozeniach longitudinalnego procesu badawczego.

Projekt naukowy obejmowat nastepujace etapy badawcze:

1 Rekrutacja oséb badanych. Badanie zostalo przeprowadzone w Klinice Psychiatrii Dorostych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi i w Wojewddzkim Szpitalu dla Nerwowo i Psychicznie
Chorych w Swieciu w okresie od 19 lipca 2018. W badaniu wzigto udziat tacznie 184 osoby w
wieku od 18-65 lat, w grupie badanie I (N=68), w grupie badanej II (N=67) i w grupie kontrolnej
(N=49). Wszyscy badani byli rodowitymi, niespokrewnionymi Polakami, zdolnymi do
wyrazenia $wiadomej zgody. Kazda z oséb zostata poinformowana, ze udzial w badaniu jest
dobrowolny, uzyskane dane osobowe i wyniki nie beda rozpowszechnione a jedynie
wykorzystane dla potrzeb prowadzonej pracy badawczej.

Wszystkie osoby po zapoznaniu si¢ z formularzem $wiadomej zgody, wyjasnieniu

niezrozumiatych terminéw, odpowiedzi na zadane pytania poproszone zostaly o podpisanie



swiadomej zgody na udzial w prowadzonej pracy badawcze;.

2 Etapy badania ankietowego i badania krwi: Osoby biorace udzial w badaniu z grupy badanej
Ii IT otrzymywaly farmakologiczne leczenie przeciwdepresyjne. Udzial w badaniu nie byt
zwigzany ze zmiang prowadzonego leczenia. Osoby z grupie badanej I i II spetniaty kryteria
rozpoznania zaburzen depresyjnych nawracajacych, epizodu depresyjnego lub organicznych
zaburzen depresyjnych, rozpoznanych wedtug obowiazujacej klasyfikacji ICD-10.

Nasilenie objawow zaburzen depresyjnych w grupach badanych Ii II oceniane bylo dwukrotnie
za pomocg Skali Depresji Hamiltona w dniu wigczenia do badania po uzyskaniu odpowiedzi na
leczenie (Srednio po 8-10 tygodniach terapii). U wszystkich pacjentéw w grupach badanych III
oceniany byl czas trwania choroby, wiek zachorowania, liczba przebytych epizodoéw
depresyjnych wedlug ustalonych metod badania. Kryterium wylaczajagcym udziat w badaniu
bylo rozpoznanie choroby nowotworowej, powaznej choroby neurologicznej, przewleklej
choroby o podtozu zapalnym.

Od wszystkich 0séb bioracych udzial w badaniu pobrana zostala krew dwukrotnie
przez wykwalifikowany personel medyczny, w dniu wiaczenia do badania oraz po uzyskaniu
odpowiedzi na leczenie, kazdorazowo w iloéci 10ml - 2 probdéwki o objetoéci Smi. Krew
zylna byla pobierana na czczo, przy uzyciu sterylnego sprzetu jednorazowego uzytku. Probowka
na wykrzepianie zostala zamrozona w temperaturze minus 20°C. Probowka
z EDTA zostata odwirowana w parametrach: 1500 x g przez 10 minut w temperaturze 4°C;
osocze 1 osad zostaly zebrane do osobnych probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 2ml
i zostaly zamrozone w temperaturze minus 20°C. Wiréwka laboratoryjna - model MPW-
35IR, rok produkcji 2009. Pobrany material badawczy zostal opracowany w Katedrze i

Zakladzie Biochemii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Izolacje catkowitego RNA z krwi pacjentéw i kontroli wykonano zestawem InviTrap
Spin Universal RNA Kit (Stratec molecular, Berlin Niemcy) zgodnie z zaleceniami
producenta. 300 pl krwi w probéwee inkubowano z 300 pl Lysis/Binding Buffer. Do lizatu
komorkowego dodano 300 pl mieszaniny kwasny fenol:chloroform a po wymieszaniu probke
wirowano (5 min, 10000xg) w celu oddzielenia fazy wodnej od fazy organicznej. Frakcje
goémg (wodng) przeniesiono do S$wiezej proboéwki, zawierajacej 375 pl 96% etanolu
1 po wymieszaniu calos¢ przelano do probowki zawierajacej kolumne =z filtrem.

Po odwirowaniu (15 s, 10000xg) kolumne z filtrem przeniesiono do §wiezych probéwek



i ptukano w 700 pl RNA Wash Solution 1, a nastepnie wirowano (10 s., 10000xg). Kolumne
z filtrem przemywano dwukrotnie w 500 pl Wash Solution 2/3 i wirowano (1 min., 10000xg).
Kolumne z filtrem umieszczono w $wiezej probowce a wyizolowane RNA eluowano 30 pl
wody wolnej od nukleaz o temperaturze 95°C poprzez wirowanie (30 s, 10000xg).
Absorbancje mierzono za pomocg spektrofotometru (Picodrop) przy X = 260 nm a st¢Zenie
catkowitego RNA odczytywano z tabeli. Wyizolowane RNA przechowywano w temperaturze
-80°C.

Zastosowane przez Doktorantke narzedzia badawcze oraz metodyka badan w ocenie
Recenzenta zostaly uzyte prawidtowo, odpowiednio i adekwatnie. Zastosowane testy
statystyczne s3 poprawne i wskazuja na bardzo duze umiejetnosci Doktorantki w tym obszarze.
Opracowanie statystyczne i graficzne wykonano uzywajac programu Statistica 13. Za najnizszy
poziom istotnosci statystycznej przyjeto p<0,05. Referowanie wynikéw badan jest logiczne,
staranne i przejrzyste Wnikliwa analiza statystyczna zgromadzonych danych empirycznych
prowadzi do warto$ciowych wnioskéw i ciekawej dyskusji. Doktorantka $wietnie poradzita
sobie z bardzo duzg liczba szczegbtowych informacji zawartych w materiale badawczym, ktére
zaprezentowata 1 opisata w syntetyczny sposdb, co pozwolito na wykrycie zasadniczych
prawidtowoséci wystepujacych w badanej populacji. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty
istotne statystycznie roznice w badanej zbiorowosci w zmiennych takich jak : strukturze plci -
najwiecej kobiet brato udziat w badaniu w grupie oséb zdrowych; wyksztalcenia - najwigcej
0s0b z wyksztatlceniem $rednim byto w grupie oséb zdrowych a najmniej w grupie oséb z
zaburzeniami depresyjnymi ze wspotchorobowoscia; wieku - najmlodsze osoby byly w grupie
0sdb z zaburzeniami depresyjnymi a najstarsze w grupie z zaburzeniami depresyjnymi ze
wspolchorobowoscig, liczby epizodéw, ktéra byla istotnie statystycznie wyzsza w grupie 0sob
z zaburzeniami depresyjnymi ze wspoéichorobowoscia. Analizy statystyczne porownujace
badane grupy wskazaly istotne statystycznie réznice w grupie osob z zaburzeniami
depresyjnymi i osdb z zaburzeniami depresyjnymi ze wspdtchorobowoscia w poréwnaniu do
0sob zdrowych dla ekspresji genu ELAVL4, MKL1, REST, HOMER zarowno na poziomie
biatka jak i na poziomie mRNA a dla genu MKL2 jedynie na poziomie mRNA .Uzyskanie przez
Doktorantke wyniki badania nie ujawniaja wpltywu liczby epizoddw i wyksztatcenia, struktury



pici na ekspresi¢ genu HOMER zaréwno na poziomie biatka jak i na poziomie mRNA.
Wykazano natomiast zaleznosé dotyczaca wplywu wieku na ekspresje genu HOMER. Wraz ze
wzrostem wieku wzrasta ekspresja HOMER zaréwno na poziomie mRNA jak i na poziomie
bialka. Wsréd badanych gendw, takze ELAVL4 wplywajac na procesy plastycznosci
zachodzace w strukturach mézgu, moze odgrywaé réwniez wazna role w powstawaniu nowych
terapii przeciwdepresyjnych. Wyniki badan w mojej pracy wskazujg na brak wplywu liczby
epizodow, plci i wyksztatcenia na ekspresje genow ELAVL4 zaréwno na poziomie biatka jak i
na poziomie mRNA ale wskazuja na istotne statystycznie zmniejszenie ekspresji genu ELAVL4
na poziomie biatka i na poziomie mRNA u os6b z zaburzeniami depresyjnymi w poréwnaniu
do 0s6b zdrowych. Moze to potwierdza¢ znaczenie ELAVL4 w procesie patogenezy zaburzefi
depresyjnych. Ponadto Doktorantka wykazata istotne statystycznie zmniejszenie ekspresji genu
RESTna poziomie biatka w grupie os6b z zaburzeniami depresyjnymi i oséb z zaburzeniami
depresyjnymi ze wspotchorobowoscia w poréwnaniu do oséb zdrowych, natomiast
na poziomie mRNA wykazano istotnie statystycznie wyzsza ekspresje dla genu REST
w tych samych badanych grupach. Analizy wynikéw badan wskazuja na brak wpltywu liczby
epizodow, wieku, pici, wyksztalcenia na ekspresje genéw REST zardwno na poziomie biatka
jak i na poziomie mRNA. Uzyskane przez Autorke Dysertacji wyniki dowodzg znaczenia genu
MKLI1, MKL2 w zaburzeniach depresyjnych z zachodzgcymi procesami neurogenezy i
plastycznosci. Uzyskano takze istotne statystycznie zmniejszenie ekspresji genu MKL1 na
poziomie biatka i na poziomie mRNA i zmniejszenie ekspresji genu MKL2 na poziomie mRNA
u o0séb z zaburzeniami depresyjnymi i o0s6b z zaburzeniami depresyjnymi
ze wspotchorobowoscia w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych, ale bez zaleznosci
statystyczne] na poziomie biatka dla genu MKL2 w tych samych grupach. Struktura plci
posiada istotny statystycznie wplyw na ekspresje genu MKL1 na poziomie biatka w grupie
0s0b zdrowych. Nie wykazano zwiazku liczby epizoddw, poziomu wyksztatcenia,
wieku z ekspresja genéw MKL1, MKL2 zaréwno na poziomie biatka jak i na poziomie

mRNA w badanych grupach.



W dyskusji wynikéw Autorka odniosta si¢ do wynikow innych badan starajgc sig

pokazaé na ich tle swoje rezultaty. Dyskusja przeprowadzona jest bardzo rzeczowo i doktadnie,

co $wiadczy o dobrym warsztacie naukowym. Literatura przedmiotu, bedaca podstawa pracy

jest obszerna 1 aktualna.

Na podstawie analizy wynikéw badania sformutowano nastepujace wnioski:

1. Ekspresia genow HOMER, ELAVL4, REST, MKL1, MKL2 ma znaczenie

w patogenezie zaburzef depresyjnych, w szczegolnosci:

a.

Ekspresja genu ELAVL4 na poziomie mRNA i na poziomie bialka jest nizsza
w grupie oséb z zaburzeniami depresyjnymi i grupie osob z zaburzeniami

depresyjnymi ze wspotchorobowoscia w pordwnaniu z osobami zdrowymi.

Ekspresja genu HOMER na poziomie mRNA i na poziomie biatka jest najwyzsza
w grupie 0sob zdrowych w poréwnaniu z grupa osob z zaburzeniami depresyjnymi
ze wspbtchorobowoscia i grupg oséb z zaburzeniami depresyjnymi.

Ekspresja genu REST na poziomie mRNA jest wyzsza w grupie oséb
z zaburzeniami depresyjnymi i grupie osdb z zaburzeniami depresyjnymi ze
wspolchorobowoscia w poréwnaniu z osobami zdrowymi natomiast na poziomie
biatka jest nizsza w grupie osob z zaburzeniami depresyjnymi i grupie osob
z zaburzeniami depresyjnymi ze wspolchorobowoscia w poréwnaniu z osobami

zdrowym.

Ekspresja genu MKL1 na poziomie mRNA i na poziomie biatka jest niZsza
w grupie 0séb z 0séb z zaburzeniami depresyjnymi i grupie oséb z zaburzeniami

depresyjnymi ze wspétchorobowoscia w poréwnaniu z osobami zdrowymi.

Fkspresja genu MKL2 na poziomie mRNA jest nizsza w grupie oséb
z zaburzeniami depresyjnymi i o0séb z zaburzeniami depresyjnymi ze
wspotchorobowoscig w poréwnaniu z osobami zdrowymi natomiast na poziomie

biatka nie wykazuje istotno$ci statystycznej.



2. Wiek wykazuje dodatnig korelacje na ekspresje genu HOMER na poziomie biatka
i na poziomie mRNA w grupie os6b zdrowych.

3. Poziom wyksztalcenia i liczba epizodéw depresyjnych nie wplywa istotnie
statystycznie na ekspresj¢ genéw ELAVL4, REST, HOMER, MKL1, MKL2 zar6wno
na poziomie bialka jak i na poziomie mRNA.

4. Ple¢ posiada istotny statystycznie wplyw na ekspresje genu MKL1 na poziomie bialtka
w grupie 0s6b zdrowych.

Doktorantka dokonata takze krytycznej analizy swoich badan, dowodzac swiadomosci ich
ograniczef. Kolejnos¢ rozdzialéw jest poprawna. Rozprawa doktorska zostata zredagowana w
sposob typowy dla prac o charakterze empirycznym - czesé teoretyczna i empiryczna jako
sprawozdanie z badan wraz z dyskusja i wnioskami. Praca zostata zredagowana bardzo starannie
i poprawnie. Bledy literowe i stylistyczne zdarzaly si¢ niezmiernie rzadko. Z formalnego punktu
widzenia oceniana rozprawa jest napisana poprawnie. Podstawy teoretyezne, plan badan i jego
realizacja nie budzg Zadnych zastrzezen, a wrecz przeciwnie wskazuja na bardzo duze
kompetencje Doktorantki. W ocenie Recenzenta jest to najcickawszy rozdzial rozprawy
doktorskiej. Nalezy podkresli¢, iz w realizacji programu badan oraz redagowaniu tekstu
Doktorantka wykazala si¢ doskonalym rozeznaniem zastanej wiedzy oraz dojrzaloscig
warsztatu badawczego. Badania niewatpliwie byly czasochlonne, wymagaly pracowitosci,
dokladnosci i rzetelnosci. Zamierzony plan analiz zostal przeprowadzony konsekwentnie, z
wykorzystaniem réznorodnych, zaawansowanych, adekwatnych metod analizy statystycznej, co

zostalo zaprezentowane w rozprawie doktorskiej.






Podsumowujgc, rozprawa doktorska Pani lek med. Ewy Gromniak-Hanieckiej pt.,,
Neuroplastyczno$¢ a zaburzenia depresyjne .Znaczenie genéw :ELAVL1,REST, HOMER,
MKL1 i MKL2.” spelnia warunki okreslone w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003r.0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz.U.
z 2017 poz.1789). Dysertacja doktorska spelia wszelkie wymagania stawiane roZprawom
doktorskim, to jest stanowi oryginalne rozwigzanie zagadnienia naukowego oraz dowodzi
ogblnej wiedzy teoretycznej i umiejetnosci tworzenia warsztatu badawczego, dlatego mam
zaszezyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypling Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie lek med. Ewy Gromniak-Hanieckiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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