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1. Wartoéé naukowa rozprawy
a. Oryginalnos$¢ badan (25-200 stow):

Synchronizacja aktywnosci neurondw w okreslonych pasmach czgstotliwosci stanowi jeden z
elementarnych mechanizméw odpowiedzialnych za realizacje ztozonych funkcji mozgu.
Zaobserwowane w formacji hipokampa oscylacje w pasmie theta wigzane sg z funkcjami takimi jak
nawigacja i orientacja w przestrzeni, koordynacja zmystowo-ruchowa czy pamigc. Podstawowy
generator rytmu theta poczatkowo lokowano w prostym ukfadzie potgczeri hipokampa i
przyérodkowych jader przegrody. Obecnie wiadomo, ze system ten jest duzo bardziej ztozony, i ze
podlega silnym wptywom modulujacym z podwzgérza i pnia mézgu. Niestety, dalecy jestesmy od
petnego zrozumienia wszystkich jego elementow.

Rozprawa pani Trenk wpisuje sie zatem w bardzo wainy nurt badawczy majacy na celu
szczegotowe—anatomiczne,  hodologiczne i fizjologiczne  scharakteryzowanie  struktur
uczestniczacych w_indukcji, utrzymaniu i desynchronizacji rytmu theta. Na podstawie przestanek
z literatury pani Trenk wskazata kolejny istotny element tej sieci—jadro niepewne mostu (NI)
i zaplanowata rozbudowane badania majace na celu jego doktadng charakterystyke. Uzyskane wyniki
stanowiag oryginalny wkiad w dziedzine badawczg; zostaly zaprezentowane na konferencjach i
nagrodzone Young Investigator Award Polskiego Towarzystwa Badari Uktadu Nerwowego.
Prowadzone przez panig Trenk badania uzyskaly tez pozytywna oceng recenzentow—otrzymata ona
finansowanie z NCN (Etiuda 6) oraz z funduszy Uniwersytetu Jagieloriskiego.

b. Wartoé¢ naukowa rozdziatéw/actykutéw (25-200 sfow):

Wartoéé naukowa badawczej czesci rozprawy jest bardzo wysoka zarowno ze wzgledu na
wazkoé¢ postawionych pytan jak i na jako$¢ przeprowadzonych badari opartych o doskonatg
metodyke badawcza. Poziom naukowych poszczegélnych rozdziatow jest wyréwnany. Niestety na
liécie publikacji pani Trenk nie ma jeszcze pracy z tego materiatu, a szkoda - badania zdecydowanie
powinny zosta¢ przygotowane do publikacji w dobrym miedzynarodowym czasopismie.

2 Wartos¢ merytoryczna rozprawy
(umiejetnosc wprowadzenia w tematyke badawczq i jasnos¢ sformutowanych hipotez badawczych, dobér metod badawczych i
narzedzi statystycznych do analizy danych, sposéb przedstawienia wynikéw, krytyczna analiza wynikéw i umiejetnos¢ ich
interpretacji na tle literatury przedmiotu, jasnos¢ i poprawnosc wnioskow) (25-200 stéw):




Wysoko oceniam merytoryczng wartos¢ rozprawy. We wstepie Autorka przedstawita tto
badan wskazujgc luki w obecnej wiedzy dotyczacej charakterystyki jgdra niepewnego oraz jego
udziatu w sieci struktur odpowiedzialnych za generacje i utrzymanie hipokampalnego rytmu theta. Na
tej podstawie sformutowata konkretne pytania badawcze dotyczace fizjologicznej aktywnoéci tych
neuronow, ich cech neurochemicznych i sieci potaczen. Poza drobnymi zastrzezeniami wskazanymi w
punkcie 4. dobdr tych szczegdtowych zagadnier uwazam za whasciwy.

Zdecydowanie godny pochwaty jest szeroki zakres wykorzystanych metod i potaczenie
klasycznych technik elektrofizjologicznych i histologicznych z najnowoczeéniejszymi metodami
optogenetyki. Wykorzystanie nowoczesnych, wielokanatowych sond krzemowych pozwolifo na
zarejestrowanie aktywnosdci iglicowej duzej liczby neuronéw (przy poéwieceniu stosunkowo matej
liczby zwierzat) i wiarygodne okreélenie liczebnosci poszczegélnych elektrofizjologicznych klas
komorek. Migdzy innymi udato sie udowodni¢ istnienie zsynchronizowanych z rytmem theta
komérek o ,paczkowym” trybie wyladowari iglicowych i wskaza¢ ich lokalizacje w bocznej,
rozproszonej czesci jgdra niepewnego.

Rejestracje wielokanatowymi sondami potgczono z precyzyjng optogenetyczng stymulacja
neuronow przysérodkowej przegrody (MS) i (w drugim do$wiadczeniu) retrogradnie transfekowanych
neuronéw jadra niepewnego dajacych projekcje do MS. Dzieki temu pokazano, ze za dwukierunkowe
potgczenie tych strukiur odpowiedzialne sg rézne populacje neurondw. Wyijscia z NI do MS pochodzg
z komérek o spontanicznej akiywnosci niezaleznej od rytmu theta; natomiast wejscia z MS dostaja
komdrki theta-zalezne.

Wykorzystanie klasycznych elektrod szklanych i wzmacniacza mostkowego pozwolito na
zarejestrowanie aktywnosci iglicowej i wypetnienie barwnikiem pojedynczych komdrek NI, a w
nastgpnym kroku ich wyznakowanie metodami immunohistochemicznymi. Dzieki temu moina byfo
do eiektrofizjologicznej charakterystyki neuronéw dodaé informacje o ich cechach neurochemicznych
a w szczegolnosci o ekspresji relaksyny-3. Tu musze podkresli¢ duzg warto$¢ tego typu doswiadczen.
Wraz z rozwojem i miniaturyzacjg elektroniki, wielkoskalowe rejestracje elektrofizjologiczne duzych
populacji komérek staty sie stosunkowo tatwe i powszechne; niestety nie daja one moiliwosci
precyzyjnej charakterystyki konkretnych neuronéw. Klasyczne rejestracje jednokanatowe w trybie
»juxtacellular” to ,wyisza szkota” elektrofizjologii, stosowana przez najlepsze laboratoria.

Nie budzg zastrzezen zastosowane przez Autorke metody statystyczne. Wyniki przedstawione
s3 W spos6b bardzo czytelny i zilustrowane rycinami bardzo dobrej (merytorycznie i graficznie)
jakosci. W Dyskusji Autorka dobrze interpretuje wyniki na tle literatury przedmiotu i proponuje
przekonujgce wyjasnienia zaobserwowanych rozbieznosci.

3. Poprawnosé redalicyjna rozprawy (ukfad pracy, jasnosé stylu, szata graficzna itp.) (25-200 stow):

Praca doktorska pani Aleksandry Trenk zostata przygotowana w jezyku angielskim, w formie
tradycyjnej rozprawy podzielonej na Wstep, Cele, Metody, Wyniki, Dyskusje i finalne podsumowanie
w punktach gtéwnych konkluzji rozprawy. Szkoda, ze podobnego zestawienia byto na koniec rozdziatu
Wyniki—pomogto by to w ptynnym przejéciu do Dyskusji. Ostatnia czes¢ rozprawy zawiera informacje
0 udziale Autorki w realizacji projektéw i uzyskanym finansowaniu badan, prezentacjach
konferencyjnych i publikacjach. Orientacje w tekscie utatwia spis tresci, w wersji pdf z aktywnymi
powigzaniami do wtasciwych sekcji; przydatna jest lista stosowanych w pracy skrdtow. Autorka cytuje
156 pozycji z literatury zarowno klasycznej jak i najnowszej, co dobrze $wiadczy o dogtebnym
zapoznaniu sig z tematyka badawczg. Drobng niedogodnosé¢ stanowi kolejnos¢ podawanych w spisie
cytacji—alfabetyczna, zgodnie z nazwiskiem pierwszego, a potem drugiego autora zamiast roku
publikacji (kolejno$¢ oémiu prac Ma et al. w Referencjach jest przez to zupetnie nieintuicyjna).




Rozprawa zawiera 106 stron, 25 ilustracji i dwie tabelki doskonale ilustrujgce cze$¢ wynikowa
rozprawy. We wstepie zabrakto mi schematu ukazujgcego pozycje badanej struktury w omawianych
sieciach funkcjonalnych. Figura 1.3 pokazuje uproszczony schemat uktadu generujgcego rytm theta
ale jadro niepewne nie zostato w nim uwzglednione.

Praca jest napisana tresciwie i przejrzyscie. Sekcja metodyczna opisana jest bardzo rzetelnie
w zakresie technik optogenetycznych, elektrofizjologicznych i anatomicznych. Nieco stabiej wypada
akapit o analizie danych—brakuje tu detali dotyczacych typéw i parametréw stosowanych filtrow,
informacji o algorytmie wykorzystanym do policzenia spektrogramu, parametréw detekcji
potencjatéw czynnosciowych (podana konfiguracja programu Kilosort nie méwi nic osobie, ktéra z
niego nie korzysta).

4, Uwagi krytyczne

Nie mam powaznych uwag krytycznych ani do przeprowadzonych eksperymentéw ani ich
opisu czy dyskusji w rozprawie. Nasunety mi sig jednak komentarze, ktére przedstawiam ponizej.

We wstepie pojawia sie informacja o obecnosci w jadrze niepewnym nie tylko komérek GABA
i komdrek z ekspresjg relaksyny-3, ale tez komdrek glutaminianergicznych, komérek z ekspresja
cholecystokininy, neuromedyny B, neurotensyny i innych neuropeptydéw. Znaczenie neuromedyny
B dla generacji rytmu theta Autorka opisuje we wstepie a dodanie informacji o pobudzeniowym lub
hamujacym charakterze opisanych elekotrfizjologicznie klas komdrek badanych projekeji z NI bytoby
w oczywisty sposéb interesujgce i wazne. Dlaczego zamiast tego zdecydowano sie na zbadanie
obecnosci w neuronach cholecystokiny?

Woezesniejsze badania nie wykazaly istnienia w NI neurondéw o ,paczkowym” (bursting)
charakterze wytadowan (poza jednym przypadkiem w pracy Ma i in. 2013). Pani Trenk zarejestrowata
26% takich komdérek w danych z wielokanatowych sond krzemowych (MEA) ale tylko 12%
w rejestracjach elektrodami szklanymi (w technice juxtacellular). Podany w dyskusji—przekonujgcy—
argument o specyficznym wystepowaniu tego typu neuronéw jedynie w bocznej, rozproszonej czesci
jadra niepewnego zostat oparty o analize lokalizacji komodrek z rejestracji MEA. Dziwi brak takiej
analizy dla barwionych metodg juxtacellular neurondw z rejestracji pipetami.

W pracy byto kilka bteddw edytorskich nie wartych uwagi poza dwiema, ktére wptywajg na
merytoryczne znaczenie tekstu:
1) podana dawka mieszanki znieczulajacej ketamina z ksylazyna jest zdecydowanie za duza—
prawdopodobnie pomytkowo podano jag jako dawke na 100 g zamiast na kilogram masy ciata;
2) podana w opisie wynikow (str. 48) czestotliwos¢ wytadowan komdérek theta-ON to mediana 5,2 Hz
oraz 1.i 3. kwartyl odpowiednio 2.0i 4.0 Hz—zapewne chodzito o 14 Hz?

Ponadto zauwazytam niekonsekwencje w stosowaniu nazwy anatomicznych struktur:
wigkszos¢ podawana byta w nomenklaturze angielskiej z wyjatkiem faciriskiego ,reticularis pontis
oralis” nucleus. Pierwsze przywotanie tej nazwy poparte jest cytacjg pracy Goto i in. 2001, w ktérej
autorzy stosowali angielskg nazwe rostral part of pontine reticular nucleus.

5. Ocena koticowa (uzasadnienie 25-200 stow):

W podsumowaniu pragne powtdrzy¢, ze w rozprawie doktorskiej pani mgr Aleksandry Trenk,
przeprowadzita rzetelny przeglad literatury i postawita ciekawe pytania badawcze, zaplanowata
badania oparte o szeroki zakres klasycznych i najnowszych metod badawczych i analitycznych, a
uzyskane (oryginalne i ciekawe) wyniki opisafa i przedyskutowatg w tresciwy i przejrzysty sposob.



Ja, nizej podpisana stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska pani Aleksandry Trenk spefnia
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)
i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie o
dopuszczenie pani Aleksandry Trenk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

TAK/MNIE

Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
Uzasadnienie wniosku {25-200 siéw)

FAK/NIE
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