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1. Wartos$é naukowa rozprawy
(Oryginalnosc badari i wartosé naukowa rozdziatow/artykuiow)

Bardzo wysoko oceniam oryginalnos¢ badan przedstawionej rozprawy. Dotyczy ona sieci

pofaczen uczestniczacych w przekazywaniu informacji zmystowych do osrodkéw dopaminergicznych
Srodmozgowia (pola brzusznego nakrywki (ventral tegmental area, VTA) i czesci zbitej istoty czarnej
(substantia nigra pars compacta, SNc)). Komdrki dopaminergiczne (DA) tych struktur m.in. regulujg
aktywnosé uktadu ruchowego, w tym takze orientacyjne reakcje ruchowe w kierunku istotnych
bodZcéow zmystowych. Warunkiem takiego ich dziatania jest dostepnos¢ adekwatnych informacji
zmystowych, a takze — na co we wstepie zwraca uwage Doktorant — mechanizm wymuszajacy
zlateralizowanie aktywnosci wzbudzanej przez jednostronne bodice. Dotychczasowe dane
z literatury wskazywaty, ze istotnym Zrédtem informacji zmystowych dla struktur dopaminergicznych
sg dolne warstwy wzgdrkdéw czworaczych gornych (superior colliculi, SC). Przeglad tej literatury
sugerowat takie dominacje jednostronnych potaczen z SC do VTA i SNc, nie bylo jednak
konsekwentnych badan weryfikujacych i kwantyfikujgcych te przestanki. Uzupetnienia tej istotnej luki
podjat sie Doktorant w ramach przygotowywane] rozprawy. Wykorzystujgc metody histologiczne
wyznakowat potgczenia aksonalne miedzy badanymi strukturami a dzieki eksperymentom opto-
elektrofizjologicznym zweryfikowat ich dziatanie. Warto podkresdli¢, ze poza oczywistymi elementami
tej sieci, czyli SN¢, VTA i SC, Doktorant zwrécit uwage na przednio-przysrodkowe jadro nakrywki
(rostromedial tegmental nucleus, RMTg) zawierajagce GABAergiczne komorki, specyficznie hamujace
komorki uktadu dopaminergicznego. Aby odpowiedzie¢ na postawione pytania zrealizowat projekt
sktadajacy sie z czterech eksperymentdw anatomicznych i pieciu eksperymentéow opto-
elektrofizjologicznych.

Istotno$¢ zadanych pytarn badawczych, metodyczna jakos¢ eksperymentdow i wynikajgca
z tego naukowa warto$é uzyskanych wynikdw jest bardzo wysoka. Cze$é¢ badan, dotyczaca
funkcjonowania potaczen SC z RMTg, i potwierdzajgca ich znaczaca lateralizacje, przeszig jui przez
proces recenzji i zostata opublikowana w bardzo dobrym czasopismie Journal of Neuroscience.
Zgodnie z deklaracja Doktroranta wyniki pozostatych eksperymentow, charakteryzujacych potaczenia
CS do VTA i SNr, takie zostaty juz przygotowane do publikacji i spodziewam sie, ze nie bedzie
problemu z ich przyjeciem do dobrego czasopisma.



2. Wartosé merytoryczna rozprawy
(umiejetnos¢ wprowadzenia w tematyke badawczq i jasnosc sformufowanych hipotez badawczych, dobor metod badawczych i

narzedzi statystycznych do analizy danych, sposdb przedstawienia wynikow, krytyczna analiza wynikow | umiejetnosc ich
interpretacji na tle literatury przedmiotu, josnosc i poprawnosé wnioskéw) (25-200 stow):

Wartoéé badan jak i przygotowanej rozprawy jest bardzo wysoka. Wstep szeroko i dogtebnie
wprowadza w tematyke badawcza. Starannie zarysowuje zakres dotychczasowej wiedzy i w logiczny
sposdb wskazuje na luki, ktdére wymagaja uzupetnienia. Rozdziat ten stanowi bardzo wartosciowy
materiat przegladowy i w zasadzie mogtby by¢ jako taki opublikowany; nie mniej cenny bytby gdyby
zostat udostepniony w polskiej wersji jezykowej.

Czes¢ eksperymentalna takze bardzo jest bardzo dobra. Badania zrealizowano korzystajac
z szerokiego wachlarza metod — zaréwno sprawdzonych, klasycznych podejsé jak i najnowszych
osiggniec¢ inzynierii genetycznej, dopasowanych do kolejnych pytan badawczych. Pofaczenia
neuronalne znakowano wstrzykujac barwniki fluorescencyjne i trans-synaptyczne wektory wirusowe.
Sygnat elektrofizjologiczny z jadra RMTg rejestrowano 32-kanatowymi sondami krzemowymi,
zapewniajacymi populacyjny sygnat z wielu komérek i znacznego obszaru tkanki. Do rejestracji
i identyfikacji dopaminergicznych komodrek w VTA i SNc wykorzystano technike rejestracji
pojedynczych komorek elektrodami szklanymi, zapewniajacymi bardzo dobry stosunek sygnatu
iglicowego do szumu, oraz pozwalajacymi na precyzyjne oznakowanie kazdego punktu rejestracji.
Transfekcja komorek SC wektorami kodujgcymi pobudzeniowe (depolaryzujace) opsyny i stymulacja
laserowa ich zakoriczer aksonalnych w VTA i SNc pozwolifa na potwierdzenie wyrainej przewagi
ipsilateralnych potaczer skierowanych na komdrki DA (co zostato potwierdzone farmakologicznie).
Podwdjne iniekcje wektorow cre-zaleznych pozwolity na zidentyfikowanie populacji neuronow
w RMTg unerwianych przez przeciwstronny CS i hamujacych neurony DA w VTA i SNc. Metody
analizy obrazu, danych elektrofizjologicznych i metody statystyczne zostaly opisane wyczerpujaco
i nie budzg zastrzezen. Pojedyncze pytania o szczegdty wymienie w dalsze] czesci recenzji.

Dyskusja zaczyna sie od przejrzystego podsumowania wynikéw, nastepnie wyczerpujaco
pokazuje w jaki sposob uzyskane wyniki potwierdzajg wczesniejsze doniesienia i uzupetniajg wiedze
dotychczas niedostepna.

3. Poprawnosé redakcyjna rozprawy

{uktad pracy, jasnosc stylu, szata graficzna itp.) (25-200 stow):

Praca zostata napisana w jezyku angielskim, bardzo poprawnie. Zauwazytam nieliczne btedy
interpunkcyjne czy pojedyncze brakujgce rodzajniki; mas¢ to po angielsku ointment nie balm
{(a Tribiotic to masc¢ nie balsam). W pracy sg tez pojedyncze usterki edytorskie takie jak np.
pojedyncze litery (rodzajniki czy spgéjniki) na koncu linii, niepotrzebnie pogrubiona czcionka (opis
panelu B Figury 8.)

Uktad pracy jest klasyczny. Po streszczeniu polskim i angielskim dostepna jest lista skrotow,
spis tresci, typowe gtowne rozdziaty rozprawy i spis publikacji. Dodatkowo na koncu rozprawy
Doktorant przygotowat ,Liste figur i tabel” oraz podsumowanie swojego dotychczasowego dorobku
naukowego. Spis tabel i figur w zasadzie nie jest potrzebny — tabela jest jedna a ilustracji 16 i znajduja
sie one w adekwatnych miejscach tekstu wiec nie ma trudnosci z ich poszukiwaniem.

Bibliografia obejmuje 376 pozycji (podanych alfabetycznie, zgodnie z nazwiskiem pierwszego
autora). Sg to artykuly zardwno znajnowszej jak iklasycznej literatury. Ta bogata literatura
odzwierciedla bardzo szczegétowy Wstep rozprawy.



Opisowy styl rozprawy bardzo sprawdza sie we Wstepie i Dyskusji. Mniej w czesci dotyczacej
wynikow — lity tekst wymieniajacy kolejne wartosci liczbowe Srednich, ich odchyler i miar istotnosci
statystycznej jest trudny do $ledzenia — zdecydowanie lepiej bytoby podawac te dane w formie tabel
i/lub wypunktowanych list. W przyswojeniu duzej ilosci wynikéw pomagaja krotkie podsumowania
podawane na koncu kazdego podrozdziatu opisujgcego kolejne eksperymenty.

Ryciny. Z jednej strony musze przyznaé, ze sg to doskonatej jakosci ilustracje zgodne ze
stylistyka publikacji w wysoko punktowanych czasopismach. Niestety oznacza to réwniez, ze czesé
znich jest przetadowana — zawieraja nawet po kilkanascie malutkich paneli. Tekst rozprawy
doktorskie] nie ogranicza liczby figur, wigc mozna byto rozdzieli¢ ztozone ilustracje na wiecej,
wigkszych figur co znacznie poprawiatoby ich czytelnosé. Niektére istotne elementy sg tak mate, ze
prawie nie do odczytania (np. rozmiar kropeczek na Fig. 3B (dolny panek), linia i wypetnienie
kropeczek na Fig. 71). Opisy figur sg takze bardzo dtugie, trudno odnalei¢ fragmenty dedykowane
poszczegdlnych panelom, tym bardziej, ze w kilku przypadkach (Fig. 3, 7, 10, 13) opisy hie mieszcza
sie na tej samej stronie co figura. Wiekszosé ilustracji znajduje sie w rozdziale ,Results”. To w nich
zostaty umieszczone takze metodyczne schematy — zdecydowanie wolatabym, aby te byly dostepne
w rozdziale Metody, przy opisach poszczegdlnych eksperymentoéw.

Poza kwestig przetadowania, figury przygotowane byty bardzo starannie. Zauwazytam jeden
btad edytorski — legenda koloréw dla paneli C i F na Figurze 7. jest zamieniona — zgodnie z intuicja
(i kolejnymi podobnymi rycinami) pobudzenie to kolor czerwony nie niebieski; hamowanie to
niebieski nie szary, a brak efektu powinien by¢ szary nie czerwony. Nie jest tez jasne do czego
odnoszg sie pionowo ustawione gwiazdki istotnosci na wykresach znormalizowanej czestotliwosc i
zmian czestotliwosci (np., Fig. 7E, Fig. 11B).

4. Pytania

Od strony merytorycznej w zasadzie nie mam istotnych uwag krytycznych, a jedynie pytania o
dodatkowe wyjasnienia. Konieczna jest drobna korekta jesli chodzi o mianownictwo anatomiczne —w
jezyku polskim superior colliculus to wzgdrek czworaczy gdrny a nie wzgorek gérny {odpowiednio jest
tez wzgorek czworaczy dolny).

Nie zrozumiatam algorytmu i celu taczenia danych elektrofizjologicznych z rdznych systemow
rejestrujgcych (Plexon, CED, Multichannel System) w plikach smrx.

Czy jednostronne iniekcje wektorow wirusowych zawsze byty po jednej stronie maézgu? I czy
rejestracje z VTA, CNc i RMTg byty zawsze po jednej stronie? Jesli tak, to czy nie ma ryzyka, ze
lateralizacja jest zwigzana z ogdlng lateralizacjg funkcji ruchowych w mézgu?

W metodzie nie widze informacji o tym, czy skrawki modzgu po doswiadczeniach
elektrofizjologiczych z rejestracjg z jadra RMTg byty barwione przeciwko FoxP1. Byty? Istotna czes$c
wynikow w sekcji 4.2.3 dotyczy rozkladu przestrzennego komdrek charakteryzujgcych sie rézna
odpowiedza na pobudzenie toisamo- i przeciwstronnegowzgdrka czworaczego gornego. W tym
kontekscie precyzyjne oznaczenie granic struktury wydaje sie bardzo waine aby wybraé wtasciwa
populacje komérek do analizy. Dobrze bytoby mie¢ na figurze 13, w panelach Ade i Dde wrysowane
granice RMTg.

Nie wiem co Doktorant rozumie przez ,automated statistical effect detection (details in the
3.5.2. Electrophysiological data analysis section)”? Opis metod statystycznych znajduje sie w sekg;i
3.5.3 i nie wynika z niego, zeby analiza ta byta w jakis sposéb zautomatyzowana.

e



Na podstawie pokazanych wynikéw nie jest uprawniona konkluzja, ze RMTg jest unerwione
gtéwnie przez bocza czesc przeciwstronnego wzgdrka czworaczego bocznego. Zgodnie z Fig. 6A,
efektywna ekspresje biatka fluorescencyjnego (a zatem takze i opsyn) wida¢ jedynie w bocznej czesci
SC - zatem nie wiemy czy unerwienie z czesci przysrodkowej nie byto by réwnie silne.

5. Ocena koncowa:

Podsumowujgc, bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorska pana mgr. Kamila Pradela
zaréwno w zakresie opisu teoretycznego tta badan jak i jakosci przeprowadzonych eksperymentéw
oraz uzyskanych wynikéw. Nie mam tei zastrzezed odnosnie starannosci przygotowania tekstu
rozprawy.

Ja, nizej podpisana Ewa Kublik stwierdzam bez najmniejszych watpliwosci, ze recenzowana
rozprawa doktorska mgr. Kamila Pradela spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz.U. nr 65 poz. 595 z pdin. zmianami) 1 _wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne

Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr. Kamila Pradela do dalszych etapdéw
przewodu doktorskiego.

Whnioskuje takze o wyrdinienie rozprawy doktorskiej mgr. Kamila Pradela. Uwazam, ze
wykazat sie gteboka wiedzg teoretyczng i umiat na jej podstawie zadaé wazkie pytania. Wysokie

kompetencje i zaangazowanie pozwolity mu na przeprowadzenie licznych eksperymentéw opartych o
ztozone metody badawcze. Uzyskatanbardzo ciekawe wyniki z ktarych czes¢ juz opublikowat w bardzo
dobrym czasopiémie. Dodam, Ze rozprawa zostata przygotowana z duzg starannoscia a
dotychczasowy dorobek takze zastuguje na wyrdznienie. Doktorant byt kierownikiem dwdch grantéow
NCN (Preludium i Etiuda) i dwéch grantéw z uczelni; jest pierwszym autorem dwodch publikacji i
wspdtautorem dwunastu artykutéw z pokrewnej tematyki. Siedem razy prezentowat wyniki na
konferencjach i jest autorem lub wspdétautorem 33 posterow.
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