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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Magdaleny Walczak
pt.",, NMDA receptor independent, acetylcholine induced bursting activity
of mice midbrain dopaminergic neurons - in vivo electrophysiological
and pharmacological studies”
wykonanej w Zaktadzie Neurofizjologii i Chronobiologii
Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagielloriskiego
pod opieka dr hab. Tomasza Blasiaka, prof. UJ

Komérki dopaminergiczne zlokalizowane w $rédmézgowiu (w strukturach
brzusznego pola nakrywki, VTA oraz istoty czarnej, SN) stanoWiq poczatek ukfadu
" mezolimbicznego, zwiazanego z nagroda i motywacjg oraz ukfadu
nigrostriatalnego, kontrolujacego czynnosci ruchowe. Zréznicowane tryby
wydzielania dopaminy (DA) w strukturach docelowych, decydujé o przebiegu oraz
efektach ich aktywacji i maja swoje podioze w roznych wzorcach aktywnosci
elektrycznej neuronéw dopaminergicznych, od toniczhych i nieregularnych
wytadowan, do fazowej aktywnosci typu ,burst”. Gtéwnymi regulatorami czynnosci -
neuronow dopaminergicznych sg aferenty pochodzace z pnia mézgu przy czym
uwaza sie, ze aktywacja glutaminianergiCZha VTA w duzym stopniu podiega
bramkowaniu przez pre- i postsynaptyczne receptory cholinergiczne, za$
blokowanie receptorow NMDA znacznie ostabia reakcje cholinergiczne.
Wiekszo$¢ wiedzy na powyzszy temat pochodzi z badan in vitro. Doktorantka
W swojej pracy postanowita wiec sprawdzié w badaniach in vivo, czy aktywacja
receptorow NMDA jest konieczna do aktywowania wytadowan fypu Jourst’

w dopaminergicznych neuronach srodmézgowia. Cele badawcze Pani mgr
Walczak zrealizowata przy uzyciu genetycznie zmodyfikowanych myszy z delecja
podjednostki' NR1 receptorow NMDA wystepujaca specyficznie w neuronach
dopaminergicznych. Na zwierzetach w narkozie uretanowej p‘rzeprowadz'i’fa v

pozakomoérkowe rejestracje aktywnosci neuronéw DA, w potaczeniu



z jonoforetyczng domdzgowa aplikacjg $rodkow cholinergicznych. Uzyskany zapis -
sygnatu elektrycznego przeanalizowata wszechstronnie, opisujgc poziom i wzory
~ aktywnosci neuronéw DA wystepujace w roznych warunkach doéwiadczalnych
i poszukujgc szczegdlnie wzorcow wytadowan typu ,burst” pojawiajgcych sie po
aktywacji cholinergicznej. Przeprowadzajgc te trudne technicznie eksperymenty
oraz dokonujac analizy i interpretacji ich wynikéw, doktorantka dowiodta, ze
posiada duze kompetencje merytoryczne, jak i umiejetnosci techniczne. »
Otrzymane wyniki pokazaly, ze wiekszo$¢ zarejestrowanych neuronéw w reakcji
na karbachol zwiekszyta swoja aktywnbéé. W pewnej populacji neuronow,
poréwnywalnej pod wzgledem wielkosci w grupie kontrolnej jak i u myszy
zmutowanych wystapia wyrazna odpowiedz wykazujgca podobienstwo do
klasycznych fazowych seriilwy’(adowaﬁ opisanych w pi$miennictwie. Selektywna
aktywacja receptorow muskarynowych wywotywata rowniez odpowiedzi fazowe,
podobne pod wzgledem parametréw do reakcji obserwowanych po karbacholu.
Natomiast podanie nikotyny, zwiekszato aktywno$¢ elektryczng testowanych
neuronéw DA, ale nie zdotato wywotaé fazowych odpowiedzi w zadnej z badanych
komorek. Okazuje sie wiec, ze neurony dopaminergiczne moga zachowac
zdolnoéé do generowania fazowych serii impulsow pbmimo braku podjednostki
NR1 w receptorie NMDA, a stymulacja receptoréow cholinergicznych moze by¢
‘wystarczajgca do rozwiniecia_odpbwiedzi typu ,burst”. Dane otrzymane przez mgr
Magdalene Walczak sg bardzo interesujace zwlaszcza w $wietle hipotezy
o bramkowaniu przez acetylocholine transmisji glutaminianergicznej jako sposobie
dziatania prowadzacym do fazowych wytadowan komorek dopaminergicznych
w VTA. | |

Rozprawa przedstawiona zostata w jezyku angielskim — z wyjasnienia
Autorki wynika, ze powodem tego jest uprzednie przygotowanie wszystkich
danych w celu publikacji w formie anglojezycznego artykutu naukowego. Praca
zawiera 129 stron numerowanych, 24 ryciny i 33 tabele, a jej ukfad jest typowy dla.
prac doéwiadczalnych. Tekst gtowny poprzedzony jest streszczeniem i spisem
uiywanych skrotéw. Wstep stanowi 16 stron wprowadzenia do tematu, jest 6n
napisany logicznie, jasno, wyczerpujaco | tresciwie. Autorka omawia kolejno
lokalizacje, potaczenia i czynno$é neurondw DA sréodmobzgowia, oraz opisuje typy
ich aktywnoéci elektrycznej. Nastepnie przedstawia efekty aktywacii

cholinergicznej tych komérek, omawia znaczenie tej aktywacji w czynnoséci VTA,



opisuje cholinergiczne projekcje do VTA i typy receptoréw Ach, a na koniec
charakteryzuje cechy mutacji indukowanej u zwierzat doswiadczalnych w celu
uniemozliwienia aktywacji neuronéw DA za pomocg receptorow NMDA.

W osobnym rozdziale przedstawiony zostat cel pracy, ktéry zostat sformutowany
bardzo szczegdétowo w postaci wypunktowanej listy, a w zarysie polegat na
analizie efektéw aplikacji cholinomimetykéw do VTA/SN i drobiazgowym opisie
parametréw otrzymanych odpowiedzi neuronalnych. '

Opis metody zajmuje 7 stron tekstu. Doktorantka w swoich bédaniach uzyta
szeregu nowoczesnych i trudnych metod eksperymentalnych, takich jak operacja
stereotaktyczna i mikrojonoforeza potgczona z rejestracjg sygnatu elektrycznego,
zastosowata wiarygodng metode potréjnej identyfikacji komérek DA
przeznaczonych do analizy‘, obejmujgcej odpowiednie parametry )
elektrofizjologiczne, prawidtowg reakcje na agoniste i antagoniste receptoréw D2
oraz weryfikacje histologiczng. Przedstawita takze sposob przetwarzania i analizy
pozyskanych danych. Natomiast nie znalaztam tu informaciji o liczbie uzytych do
doswiadczen myszy — znajduje sie ona dopiero w rozdziale o efektach podawania
NMDA, ale nie jest jasne, czy dotyczy wszystkich doswiadczen, czy tylko tej Czeéci
eksperymentu. Zbyt ogdiny jest tez opis sposobu podawania stosowanych
substancji — ile ich otrzymywato pojedyncze zwierze i (skoro mikropipety do
jonoforezy skiadaty sie z 3 lub 4 cylindrow, a aplikowano 5-6 roztworow) jak
mozna mie¢ pewnos¢, ze na badanej komoérce sprawdzono dziatanie catego
zestawu Srodkéw? Mam réWniez pytanie dotyczace kryterium ustalania dawek
oraz niskiego pH roztworéw wiekszosci substancji uzytych w mikrojonoforezie —
czy nie zaktécato ono normalnego procesu aktywacji neurondw? Zwtaszcza wyniki
uzyskane po podaniu karbacholu (pH 4), nikotyny (pH 7) i oksotremoryny-M
(pH 4,1) wydaja sie trudne do poréwnania, jezeli jeden z agonistéw wprowadzany
jest w innym $rodowisku niz pozostate — moze wiasnie z tego powodu nikotyna nie .
indukowata polifazowych wytadowan komérek DA? ‘ : ’

Na nastepnych 60 stronach rozprawy w 3 podrozdzia%ach zostaty
przedstawione wyniki przeprowadzonych doswiadczen. Doktorantka otrzymata
mnogo$¢ danych, ktére zostaly przez nig starannie opracowane. Opis efektow
dziatania kazdej z pieciu zastosowanych substancji obejmuje analize 6 réznych
parametréw badanych potencjatéw w ramach kazdego z 4 typoéw otrzymanych

odpowiedzi. Srodki farmakologiczne uzyte do jonoforezy zostaty dobrane w taki -



sposob, aby przesledzi¢ wszystkie warianty aktywowania wybranych komoérek
oraz ich receptoréw. Autorka przeanalizowata réwniez topograficzny rozktad
badanych neuronéw we wszystkich trzech wymiarach koordynat
stereotaktycznych VTA. Obszernie i wyczerpujgco napisany rozdziat zakonczony
jest krétkim podsumowaniem najwazniejszych wynikéw. Tekst wzbogacony zostat
wieloma szczegétowymi tabelami srednich parametréw potencjatéw mierzonych
w doswiadczeniu, a takze tabelami wartosci parametréw analizy statystycznej;
stanowig one rodzaj drobiazgowej dokumentaciji przeprowadzonych'badar'\.
Towarzysza im znakomite ilustracje, ddpracowane, staranne, rozbudowane
w formie podpunktéw i wstawianych paneli, z wyraznym przeznaczeniem do
wykorzystania w przysztym artykule. Zauwazytam tu jedynie pomytke
W numerowaniu rycin — opuszczony zostat nr 4.13. '

Dyskusja wynikéw poprzedzona jest oméwieniem uwarunkowar
technicznych eksperymentéw i $wiadczy o duzym rozeznaniu doktorantki
w prawidtowym planowaniu przebiegu do$wiadczen. Autorka rozwaza tu kilka
mozliwo$ci wystapienia réznych efektéw jonoforetycznie podawanego karbacholu,
niespecyficzne wptywy pradu elektrycznego stosowanego w procedurze
jonoforezy oraz ttumaczy konieczno$¢ zastosowania metod wielostronnej
identyfikacji neuronéw DA. Wiasciwa dyskusja zajmuje 7 stron, jest podzielona
na 6 podrozdziatow i zawiera ciekéwe rozwazania dotyczace poréwnania
podobienstw i réznic pomiediy otrzymang odpowiedzig fazowa a klasycznymi
opisami wytadowan typu ,,burst”; Oméwiony zostat mechanizm odpowiedzi
fazowych w badaniach in vitro oraz zaprezentowane zostaty alternatywne
mechanizmy rozwoju fazowych odpowiedzi neuronéw dopaminergicznych.
Zaobserwowane reakcje na agonistéow cholinergicznych zostaty poréwnane
z doniesieniami innych autoréw. Rozdziat koriczg rozwazania nad
konsekwencjami funkcjonalnymi dziatania acetylocholiny}na neurony
dopaminergiczne. Dyskusja jest interesujaca, sprawnie poprowadzona, éwiadczy‘
o duzym oczytaniu doktorantki i umiejetnosci spojrzenia z ré6znych stron na
otrzymane dane oraz zawiera prébe wyttumaczenia niespéjnosci z niektorymi
doniesieniami z piémiennictwa. Natomiast zdecydowanie brakuje mi '
wyodrebnionego rozdziatu ,Whnioski”, ktérych trzeba posrednio domy$lac sie

w tekscie dyskusiji.



Spis pi$miennictwa obejmuje 146 anglojezycznych pozycji i zawiera
zarowno klasyczne jak i najnowsze doniesienia. Na koricu rozprawy doktorantka
umiescita krotki wykaz swoich catkiem sporych osiagnieé¢ naukowych: jest to spis
otrzymanych i zrealizowanych grantow, publikacji, wystapien na konferencjach
oraz plakatéw.

Przedstawiona rozprawa jest kontynuacjg badan pani Magdaleny Walczak
wykonanych w ramach pracy mgr, a dotyczacych wptywu selektywnego tsuniecia
podjednostki NR1 receptora NMDA na aktywno$¢ elektryczna neurohéw
dopaminowych §rédmoézgowia myszy. Wydaje sie, ze rozdziaty nr4.1i4.2
niniejszej rozprawy pokrywajg sie tematycznie z jej pracg dyplomows, cho¢
zapewne stanowig postep w stosunku do niej. Jednak tres¢ streszczen w obu
pracach rozni sie tylko nieznacznie (w streszczeniu pracy doktorskiej zostato
dopisane 10 wierszy, stanowigcych 20% tekstu), co sugeruje, ze doktorantka
w pewnym stopniu obnizyta stopien dbatosci o szczegéty dopracowania rozprawy,
zwlaszcza, ié pozostawita w streszczeniu te same drobne btedy redakcyjne (brak
uzycia polskich nazw karbacholu i uretanu, 3 literéwki). Innym przyktadem sg
edycyjne uchybienia w formatowaniu pi$miennictwa, np: nr 1i 2 to jedna pozycja
(Addy i wsp., 2015) podzielona na 2 akapity; nr 17 — brak cze$§ci nazwisk autoréw;
nr 28 — brak stron i woluminu; nr 73 zawiera w sobie 2 pozycje i jest catkowicie
niezredagowany. Ponadto, mimo duzej staranno$ci, zdarza sig tu brak petne;
jednolitosci cytowania (sporadycznie: przestawianie inicjatéw z nazwiskami,
symbol & wpisany przed osfatnim autorem, wszystkie wyrazy tytutu pisane wielkg
literg, rok wydania podawany w réznych miejscach/w réznej kolejnosci, w nawiasie
i bez niego). |

Wszystkie te (stosunkowo drobne) uchybienia zostaty wymienione tu
z obowigzku recenzenta i nie majg wplywu na ostateczng wysokg ocene pracy
doktorskiej pani mgr Magdaleny Walczak. Przedstawiona rozprawa stanowi
oryginalne rozwigzanie postawionego problemu badawczego. Pani mgr Walczak
posiada umiejetnos¢ planowania badan oraz wnikliwej i krytyt:znej oceny wynikow.
Badania przeprowadzita na obszernym materiale, stosujac ztozone metody
“pozyskiwania i analizy danych. Doktorantka potwierdzita, ze potrafi zaplanowaé
éciezke badawczg i skrupulatnie realizowaé poszczegdlne jej etapy,

a przedstawione badania prezentujg wysoki poziom naukowy oraz wnoszg nowe

i wazne watki do wiedzy dotyczacej sposobu funkcjonowania Srédmézgowiowych

5



neurondéw dopaminergicznych w odpowiedzi na dziatajgce na nie
neurotransmitery.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, Zze przedtozona do oceny rozprawa doktorska pani mgr
Magdaleny Walczak spetnia wymogi stawiane rozprawom ha stopien naukowy
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki ‘
biologiczne, okre$lone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie situki (Dz.U.
22003 r. Nr 65, poz.595 z péZniejszyrhi zmianami — Dz.U. z 2011, nr 84 poz. 455).

Doktorantka w swojej rozprawie przedstawita oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego oraz wykazata sie ogéing wiedzg teoretyczng z zakresu
biologii, a takze umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Na tej podstawie wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Gdansk, 22 czerwca 2022 r



