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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Szlagi pt. ,Elektrofizjologiczne i
anatomiczne badania oddzialywan miedzy ukladem katecholaminowym, jadrem

mi¢dzykonarowym i jadrem niepewnym szczura”.

Aby zrozumie¢ funkcjonowanie mozgu nie wystarczy bada¢ pojedyncze synapsy czy
neurony. Nie da si¢ opisa¢ funkcjonowania naszych umystow bez zglebienia modus operandi
sieci neuronalnych, w ktorych wykrystalizowuja sie nasze engramy pamieciowe i, ogélnie,
procesy myslowe. Sprzeciw wobec takiego redukcjonizmu nieco prowokacyjnie ujal socjolog
Tom Kondo (Univ. Sacramento) stwierdzajac ,,What is the mind ? Don’t study brain cells to
understand it”. Oczywiscie chegce zglebi¢ tajemnice umystu trzeba bada¢ neurony ale w wielu
roznych skalach od molekularnej do wielkich sieci neuronalnych i to nie tracac z pola
widzenia behawioru. Nie wystarczy rowniez wyspecjalizowac si¢ w opisie okreslonej
struktury mozgowej, choéby nie wiadomo jak waznej, gdyz to, co ostatecznie ujawnia si¢ nam
jako $wiadomy percept przechodzi najczesciej nieswiadomie dtugg droge poprzez szereg
roznych osrodkow mézgowych pozwalajacych na ekstrakcje najistotniejszych informacji i
nadanie im znaczenia emocjonalnego lub poznawczego na przyktad czy obserwowany
bodziec jest dla podmiotu nowy czy juz znajomy. W taki trend badan nad mozgiem wpisuje
si¢ wlasnie rozprawa doktorska mgr Agaty Szlagi wykonana pod opieka prof. Anny Blasiak i
dotyczaca badan nad polaczeniami zaréwno anatomicznymi jak i funkcjonalnymi miedzy
uktadem katecholaminowym (gléwnie pole brzuszne nakrywki, VTA i istota czarna,
substantia nigra, SN), jadrem miedzykonarowym (IPN) i jadrem niepewnym (NI) szczura.

Wstep jest ciekawie skomponowany i zaczyna si¢ od syntetycznego omdowienia stanu
wiedzy na temat struktur mézgowych odpowiedzialnych za detekcje nowosci w réznych
kontekstach — m. in. stresu i nagrody. Zwraca tu uwage fakt bardzo bogatego doboru
cytowanej literatury, w tym wielu prac z lat dwudziestych XXI-go wieku. Nastepnie Autorka
przechodzi do zwigztego omoéwienia uktadu dopaminergicznego w tym, gtéwnych struktur
mozgowych tego ukladu, klasytikacji receptoréw dopaminowych i najwazniejszych funkcji
ukfadu dopaminergicznego. Na tym tle sg nastgpnie omowione bardziej szczegotowo trzy
struktury: pole brzuszne nakrywki (VTA), jadro migdzykonarowe (IPN) oraz jadro niepewne
(NI). Te stosunkowo niedlugie podrozdzialy sa niezwykle bogate w cenne informacje, ktore
pozwalajg w sposob bardzo ciekawy sformutowaé¢ podejmowany w rozprawie problem.
Mowa jest nie tylko na temat lokalizacji tych struktur, ale réwniez projekcji aferentnych i
eferentnych 1 wystepujacych tam typach neurondéw oraz ich roli w kontekscie analizy
nowosci, znajomosci, nagrody i stresu. Prezentacja badan opierajgcych sie o tak
wieloplaszczyznowe podstawy poczawszy od behawioru a skonczywszy na szczegdtach
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dotyczacych wlasciwosci pojedynczych neuronéw nie bylto proste, ale Doktorantka poradzita
sobie z tym zadaniem bardzo dobrze.

Bogate, ale tez umiejetnie przedstawione informacje we wstepie pozwolity Autorce
sformutowac cel swoich badan w sposéb bardzo elegancji. W mojej praktyce recenzenckiej
nie zawsze bylo regulg by autor dysertacji sformutowat glowny cel pracy jako weryfikacje
explicite okreslonej hipotezy wiodacej. Swiadczy to o dojrzalosci naukowej Kandydatki,
ktora doskonale zdaje sobie sprawe, ze w badaniach naukowych stawiamy kolejne kroki
poprzez weryfikacje kolejnych hipotez. Bardzo dobrym pomystem byto schematyczne
zaprezentowanie badanych struktur mézgowych w podrozdziale dotyczacym celu badan a
nastepnie zamkniecie dyskusji rozprawy podobnym schematem, ktdry ilustruje w sposéb
graficzny glowne wyniki i wnioski otrzymane w ramach ocenianej dysertacji.

Bardzo duzym atutem rozprawy jest zastosowanie imponujgcego arsenatu
zaawansowanych technik eksperymentalnych poczgwszy od metod morfologicznych w tym
wsteczne znakowanie szlakow neuronalnych poszczegolnych struktur, wybarwianie
immunohistochemiczne, hybrydyzacja in situ oraz techniki pozwalajgce na ocene
funkcjonalng: patch-clamp oraz optogenetyka. Strategia zastosowania tych technik zostala
dobrze przemyslana i ich uzycie faktycznie przetozylo sie na uzyskanie bardzo cennych
wynikow dotyczacych okreslonemu celowi badan. Jedyna metodologiczng wskazowke, ktora
polecatbym uwadze na przysztos¢ to sugestia by zawrze¢ w metodologii dotyczacej uzycia
zwierzat statystyczng analize mocy (liczby uzytych zwierzat). Tego typu analiza jest aktualnie
uwazana jako bardzo wazna informacja metodologiczna bez ktorej trudno sie oby¢ przy
sktadaniu wnioskow o projekty badawcze. Skonfrontowanie tej analizy mocy z faktycznym
wykorzystaniem zwierzat stanowitoby cenng informacje w duchu aktualnych standardéw
wykorzystywania zwierzat w doswiadczeniach naukowych. Odnosnie reszty metodologii
mam tutaj tylko niewielkie uwagi czy moze raczej porady, o ktérych wspomne w dalszej
czescel recenzji.

Prezentacja wynikoéw rozpoczyna si¢ od zaprezentowania badan z wykorzystaniem
znakowania szlakow neuronalnych i oznaczen immunohistochemicznych wskazujacych na to,
ze neurony dopaminergiczne $rédmozgowia sg gtownym zroédtem dopaminy w IPN przy
czym neurony dopaminergiczne VTA i SN unerwiajg gtownie rostralng cze¢s¢ jadra IPN. W
podrozdziale 8.1.3 Autorka przytacza wyniki pomiardéw elektrofizjologicznych , ktore
wskazujg na pobudzajacy efekt aktywacji receptora DIR przez specyficznego agoniste
(SKF81297). Autorka w wigkszosci pomiarow stosuje stezenie 10 pM tego agonisty, ale
porownuje wyniki tych doswiadczen rowniez dla 20 i 100 uM. Brakuje tutaj troche
komentarza odnosnie tak szerokiego zakresu duzych stezen SKF81297. W doswiadczeniach
opisywanych w literaturze czesto stosuje si¢ stezenie 10 uM, cho¢ i tak wydaje si¢ one
nadmiarowe (wartos¢ Ki to 1.9 nM). Czy zastosowanie tak wysokiego stezenia tego agonisty
(100 pM) nie budzi obaw odnos$nie jego specyficznosci w tych warunkach ? W rozdziale tym
podana jest zmierzona warto$¢ pradu dokomorkowego ($rednia -23,4 pA). Mysle, ze bardziej
precyzyjna bylaby informacja o gestosci tego pradu (iloraz natezenia i pojemnosci
elekirycznej, ktora jest proporcjonalna do powierzchni blony). Aby moc ostatecznie
sklasyfikowa¢ ten prad jako wyltacznie pobudzajacy nalezatoby jeszcze dokonac analizy
oporu wejscia (input resistance) albowiem zmniejszenie wartosci tego parametru moze
zmniejszy¢ pobudliwos¢ nawet jesli towarzyszy temu prgdowi depolaryzacja. Dodatkowe
$wiatlo na pobudzajace dzialanie agonisty receptora D1R moglyby rzuci¢ analizy przebiegéw
napigcia blonowego w opcji current-clamp, ktore prawdopodobnie sg w posiadaniu Autorki.
W opisie dokomoérkowego pradu wywolanego podaniem SKF81297 stwierdza sig, ze w
dalszym ciggu wystepuje on w obecnosci TTX i klasycznych blokerow receptoréw
glutaminianu i GABA i Ze jest to zatem prad postsynaptyczny. Analiza pradow ePSC
wykazala, ze podanie SKF81297 powoduje spowolnienie narastania (rise time) ePSC. Z



czego to moze wynika¢ ? Czy zdaniem Autorki mozliwe jest, ze aktywacji przewodnictwa
skutkujgcego dokomorkowym pradem towarzyszy zwickszone elektrotoniczne filtrowanie
sygnatow synaptycznych szczegolnie w bardziej dystalnych czesciach drzewa
dendrytycznego ? Jako elektrofizjolog oczekiwatbym nieco bardziej dogtebnej dyskusji tych
wynikow, ale na pewno badania te beda kontynuowane i poznamy wtedy jaki jest mechanizm
generowania opisanych prgdow przy aplikacji SKF81297.

W dalszej czgscei rozprawy Autorka stosuje analogiczne instrumentarium badawcze do
opisu projekcji z NI do IPN i stwierdza, ze IN unerwia gldwnie grzbietowo-przysrodkowa
czes¢ IPN. W tych badaniach zastosowano metode¢ optogenetyczng wykorzystujge skrawki
mozgowe zwierzat, ktore zostaty zainfekowane odpowiednim wirusem wywotujacym
ekspresje channelrodopsyny w neuronach NI. Mam tutaj pytanie techniczne: czy
channelrodopsyna, ktorej ekspresja ma miejsce w tym modelu jest przepuszczalna dla jonow
wapnia ? Jest to wazne szczegolnie przy wielokrotnej aktywacji tych kanatow, ktore w
przypadku ich przepuszczalnosci dla tych jondw moglyby uruchamiaé¢ zmiany plastyczne w
komorkach postsynaptycznych, stymulowane sygnatem wapniowym. Badania funkcjonalne
dotyczace projekcji NI = IPN sg bardzo interesujace. Okazuje sie, ze aplikacja SKF81297
skutkuje wywolaniem podobnego do wspomnianego wyzej pradu dokomérkowego, ale
jednoczesnie oslabieniu ulegaja GABAergiczne prady hamujace IPSC. Bardzo jestem ciekaw
jaki jest mechanizm tego efektu, ale rozumiem, ze doglebne badania w tym kierunku nie
musiaty by¢ realizowane w ramach niniejszej rozprawy, ktora jest i tak bardzo bogata jesli
idzie o wyniki prac eksperymentalnych.

W dalszej kolejnosci Autorka przedstawia wyniki, ktore dowodzg, Ze brzuszna cze$é
VTA unerwiana jest przez zarowno neurony GABAergiczne i glutaminianergiczne
pochodzace z NL

W ramach badan dotyczacych dopaminergicznego sygnatowania w NI, Autorka
zaprezentowala w rozdziale 8.5 interesujace i przekonywujace wyniki, ze w jadrze tym jest
ekspresjonowany receptor typu D2R. Co bardzo interesujace, Autorka stwierdzita, ze mRNA
receptora D2R wspdtwystepuje w neuronach z NI najczesciej wespot z innymi markerami
synaptycznymi i neuronalnymi takimi jak vGATI1, vGlut2, CCK czy RLN3. Oprécz badan
morfologicznych przeprowadzono rdwniez studia funkcjonalne z wykorzystaniem techniki
patch-clamp w opcji current clamp i wykazano, ze podanie quinpirolu, selektywnego agonisty
receptorow typu D2R (receptory D2 i D3) powodowato w roznych rejestracjach albo
dzialanie pobudzajace (depolaryzacja ponadprogowa) jak i hamujgce — przerwanie serii
wytadowan potencjalow czynno$ciowych. Mechanizmy molekularne tych réznych efektow z
pewnoscig bedg badane przez grupe prof. Anny Btasiak jako kolejny etap tych rozwazan.
Dodatkowo zbadano wptyw aktywacji receptora D2R na prady synaptyczne zardwno
GABAergiczne jak i glutaminianergiczne i w neuronach typu I stwierdzono istotne
przyspieszenie czasu narastania ePSC. Bardzo bytbym ciekaw jak Autorka interpretuje ten
wynik. Mam tutaj problem z Ryc. 17, w ktorej opisie mowa jest o pradach [PSC jak i EPSC,
ale w sekcji A widzg tylko prady GABAergiczne (outward).

Rozprawe doktorska wienczy dos¢ obszerna dyskusja. Omdwione sg kolejne etapy
badan pod katem aktualnego status quo wiedzy w podjetej tematyce. Ze wzgledu na wielosc¢
watkow poruszonych w rozprawie rozdziatl ten jest podzielony na odpowiednie sekcje
tematyczne dzigki czemu tg czesé rozprawy czyta sie bardzo dobrze. Ogromna ilo$¢ wynikow
doswiadczalnych jest skonfrontowana z bogatym, aktualnym stanem wiedzy literaturowe;.
Warto tu podkresli¢, ze Autorka wlozyta ogromng prace nie tylko w otrzymanie tak
imponujacych wynikow, ale rowniez w zapoznanie si¢ z niezwykle obszerng literaturg w
podjetej tematyce. Liczba referencji jest 262 przy czym zdecydowana wiekszos¢ tych prac to
publikacje z ostatnich 10 lat. Sugeruje by tg wiedze wykorzysta¢ w postaci prac
przegladowych z tej tematyki. Jak juz wspomniatem, dyskusja jest zwienczona



zaprezentowaniem schematu, ktory jest odpowiedzig Autorki na gtdéwna hipoteze badawcza
zaprezentowang w rozdziale ,,Cel badan” tej dysertacji. Autorka, w nawigzaniu do gtéwne;j
hipotezy badawczej, wnioskuje, ze uktad katecholaminergiczny wraz z IPN i NI tworza
strukturalnie i funkcjonalnie potaczong .,petle”, ktora petni wazna role w procesowaniu
informacji pod katem ich nowosci. W szczegolnosci, zgadzam sie z Autorka, ze
przedstawione wyniki stanowig wazki argument za tym, ze IPN moze pelnié¢ role swego
rodzaju przelacznika, ktory dokonuje rozpoznania pomiedzy nowoscia (novelty) a
znajomoscig (familiarity) postrzeganych bodzcow.

Reasumujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Agaty Szlagi jest bardzo
wazkim dokonaniem naukowym i doskonale rokuje jesli idzie o dalszy rozw6j naukowy
Autorki. Polaczenie wielu watkow spdjng calosé stosujac wiele roznych technik bardzo
dobrze $wiadczy o dojrzalosci naukowej Doktorantki, ale rowniez o tym, ze pod opieka prof.
Anny Btasiak znalazla niezwykle stymulujgce $srodowisko do rozwoju swych zainteresowar
naukowych. Chociaz niniejsza rozprawa zostata zaprezentowana w postaci monografii to
warto zwroci¢ rowniez uwage na to, ze Doktorantka jest juz wspdtautorem licznych prac
badawczych, opublikowanych w liczacych sie periodykach, w tym w czesei z nich jako
pierwszy autor.

Biorac pod uwage powyzsze przestanki stwierdzam, ze recenzowana rozprawa
doktorska mgr Agaty Szlagi spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca

marca 2018 roku o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

Ust. 22018 r. poz. 1668 z pozniejszymi zmianami) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Agaty Szlagi do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne.

Majac na uwadze ponadprzecietny poziom tej rozprawy doktorskiej, doskonate
przygotowanie merytoryczne 1 bogaty warsztat badawczy wnioskuje do Rady Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellofiskiego o wyrdznienie zardwno recenzowanej
rozprawy jak i samej Doktorantki stosowng nagroda.
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