Krakow, 7 stycznia 2023 roku

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agaty Szlagi zatytutowanej
»Electrophysiological and anatomical studies of interactions between the catecholaminergic system,
interpeduncular nucleus and nucleus incertus of the rat",
przygotowanej pod opieka dr hab. Anny Blasiak
w Zaktadzie Neurofizjologii i Chronobiologii Instytutu Zoologii i Badah Biomedycznych
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Szlagi skupia sie funkcjonalnej anatomii pofaczen miedzy
brzusznym polem nakrywki w $rodmaézgowiu, przylegajacym do niego jadrem miedzykonarowym, a jagdrem
niepewnym w tylomdzgowiu i jagdrem Darkszewicza w istocie szarej okotowodociggowej. Przedstawione
badania wskazuja na sprzezenie miedzy kluczowymi obszarami uktadu nagrody mézgu, a osrodkami
kontrolujacymi reakcje na stres i zagrozenie. Doktorantka wskazuje badane szlaki jako kluczowe dla reakcji
na nowe bodZce w otoczeniu istad tez istotne ich znaczenie dla zrozumienia mechanizmdw rozwoju zaburzen
w zachowaniu indukowanym przez stres. W peini zgadzam sie z tym uzasadnieniem znaczenia badan;
dodatbym tez, ze nazwa jgdra niepewnego nadal trafnie odzwierciedla ograniczong wiedze wzgledem jego
znaczenia funkcjonalnego, co nadaje dodatkowej wagi podjetej w rozprawie tematyce.

Przedstawiona do oceny rozprawa przygotowana zostata w jezyku angielskim, posiada 121
numerowanych stron i ma klasyczny uktad, w tym wymagane streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wstep, metody, wyniki, dyskusje oraz liczace 262 pozycje pismiennictwo. Do pracy zostaty dotgczone spisy
skrotéw, rycin itabel, wykaz publikacji i doniesier zjazdowych oraz informacja o projektach badawczych w
ktérych doktorantka brata udziat. Praca zostata przygotowana starannie. Znalaztem w kilku miejscach
potkniecia edytorskie (na przyktad strona 9 drugi akapit pisownia ,modulate" lub strona 21 drugie zdanie w
akapicie otwierajagcym rozdziat 5.4.1 na stronie 21, ,exemplary" w znaczeniu ,przykfadowy" w wielu
miejscach, c-Fos w trzech réznych pisowniach) lub zargon laboratoryjny (na przyktad ,bloker" na stronie 5),
niemniej potknigcia byly rzadkie i nie mialy zadnego wpltywu na zrozumiato$¢ tekstu, ani poprawnosc
opisywanych wynikow.

Wstep rozprawy liczny 19 stron i rozpoczyna sie od wprowadzenia mechanizmoéw odpowiedzialnych
za reakcje na nowe bodzce, ich pofaczenia z wptywem stresu Na mozg oraz wybranymi funkcjami neuronow
katecholaminergicznych, w koncu skupiajac sie na rolach odgrywanych w tym konteks$cie przez brzuszne pole
nakrywki, jadro miedzykonarowe oraz jgdro niepewne. Opis stanu wiedzy zawiera liczne odniesienia do
piSmiennictwa i wyraznie pokazuje bardzo dobrg znajomos$é tematyki badan oraz og6lng wiedze doktorantki.
Mam og6lna uwage wzgledem Wstepu w kwestii wyboru gtéwnych omawianych zagadnien. Pojawia sie
synteza katecholamin, wprowadzenie do dziatania ukladu mezolimbicznego oraz ogdlniej szlakéw
dopaminergicznych i opis szeregu mechanizmow dla istotnych dla efektéw stresu, ale brak pézniejszego
nawigzania do tych watkow w dyskusji wobec czego nie jestem pewien, czy te zagadnienia sg kluczowe w
kontekscie prezentowanych wynikow. Z drugiej strony, brak we Wstepie wzmianki o jgdrze Darkszewicza i
jego znaczeniu w omawianym ukfadzie, brak tez ogdlniejszego podsumowania catosci Wstepu. Dodatbym tez
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drobng uwage, gen kodujacy receptor dopaminy DI u ludzi i myszy posiada dwa eksony (jakkolwiek cata
sekwencja kodujgca biatko jest na jednym). Niemniej bez wzgledu na uwagi do uktadu tekstu, Wstep
jednoznacznie potwierdza wiedze doktorantki w obszarze prowadzonych badan oraz szerokg znajomos¢
piSmiennictwa.

Cel pracy zdefiniowany jest jako ustalenie funkcjonalnych pofaczen miedzy ukfadami
katecholaminergicznymi, jgdrem miedzykonarowym i jadrem niepewnym. W opisie celu ponownie
podkreslone jest znaczenie badanego uktadu dla kontroli zachowan wywotanych nowymi bodZcami w
otoczeniu, zawarty jest rowniez doktadny plan badan. Cel postawiony jest jako hipoteza, ale jego opis raczej
wskazuje na eksploracyjne podejscie. Do opisu celéw dotgczona jest réwniez rycina (jakkolwiek nie znalaztem
odniesienia do niej w tekscie), ktora graficznie podsumowuje caly zarys badan. Rycina umiejetnie oddaje
schemat badan i nieco szkoda, ze nie jest obszerniej wykorzystana.

Rozdziat metod liczy jedenascie stron i w sposdb skondensowany ale szczegdtowy opisuje wszystkie
procedury badawcze. Rozpoczyna go opis przygotowania zwierzat doswiadczalnych, przez transdukcje z
wykorzystaniem wektoréw wirusowych, barwienia z wykorzystaniem immunofluorescencji oraz in situ
hybrydyzacji do metod rejestracji aktywnosci neuronéw ex vivo w skrawkach, z wykorzystaniem
optogenetyki, metodyki patch-clamp i macierzy elektrod. Sposéb opisu metod uwazam za optymalny;
informacje sg skondensowane, ale w wiekszosci przypadkow zawierajg wszystkie istotne szczegbty konieczne
do powtodrzenia doswiadczen. Jako drobne niedociagniecia wymienitbym brak wskazania konkretnych zgéd
wiasciwej komisji etycznej przy opisie przygotowania zwierzat do$wiadczalnych oraz brak wydzielenia metod
analizy statystycznej jako osobnego podrozdziatu metod (i tu pozwole sobie dodaé, ze przy analizie rozktadu
testuje sie znamienne odstepstwo od normalnosci, a nie normalny charakter rozkladu). Jesli dobrze
rozumiem, analizy zostaty przeprowadzone wylgcznie na samcach szczuréw. Zrozumiatym jest, ze przy
ztozonosci i skali przeprowadzonych doswiadczen uwzglednienie obu pici mogtoby przekraczaé ramy czasowe
doktoratu ale pozostaje niepewnos¢, czy badane potgczenia majg identyczng funkcjonalng anatomie u samic.
Podsumowujac, chciatbym pokreslié, ze bez wzgledu na drobne uwagi krytyczne zastosowana w pracy
metodyka badan jest imponujgca, wymaga od eksperymentatora ogromnych umiejetnosci i wykorzystuje
szereg najnowoczesniejszych narzedzi stuzacych do analizy aktywnos$ci neuronéw.

Wyniki pracy przedstawione sga na 36 stronach w sposéb, ktéry ponownie okreslitoym jako zwieztly,
ale szczeg6towy. Podzielone sg na trzy gtowne czesSci. W pierwszej kolejnosci przestawiona jest analiza
anatomiczna obecnosci zakonczenn dopaminergicznych w jadrze miedzykonarowym, ktére zgodnie z
obserwacjg doktorantki pochodzg w przewazajacej mierze z brzusznego pola nakrywki, znajdujg sie w
grzbietowych czesciach jadra miedzykonarowego i pobudzajg aktywno$¢ neuronow. Druga cze$é poswiecona
jest analizie potaczen miedzy jadrem niepewnym ijadrem miedzykonarowym, ich rodzajowi oraz modulacji
przez dopamine. Przy tej czesci wynikOw opisane sg rowniez potaczenia miedzy jadrem niepewnym ibrzuszna
czescig brzusznego pola nakrywki. Ostatnia, trzecia cze$¢ wynikow przedstawia analize zakonczen
katecholaminergicznych w jadrze niepewnym i wskazuje na jadro Darkszewicza jako gtéwne miejsce ich
pochodzenia. Whnikliwej analizie poddany jest rodzaj wydzielanych neuroprzekaznikéw, funkcjonalne
znaczenie poszczegblnych rodzajow potaczeh oraz modulacja szlakéw przez receptory dopaminy typu DI lub
D2. W czesci poswieconej jadru miedzykonarowemu przeprowadzona jest dodatkowo analiza wrazliwosci
neuronéw na dziatanie nikotyny, ktéra w znacznej mierze pokrywa sie podatnoscig na dziatanie agonisty
receptorow typu DI. Przedstawione wyniki wskazujg na duzg ztozono$¢ analizowanych potgczen,
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przeplatanie sie szlakdw pobudzajgcych i hamujgcych, wyrazng role dopaminy (lub katecholamin) w
pobudzaniu aktywnosci czesci neuronéw jadra miedzykonarowego i mieszane efekty aktywacji receptorow
dopaminy D2 na aktywno$¢ komdrek w jgdrze niepewnym.

Wyniki to zdecydowanie robigca najwieksze wrazenie cze$¢ pracy, zaréwno ze wzgledu na skale i
ztozono$¢ przeprowadzonych badan, jak rowniez szczeg6towa i ostrozng analize danych. Aby zilustrowag ilo$¢
przedstawionych danych mozna wskaza¢, ze wigkszos$¢ z 13 rycin ma ponad 10 paneli, a kilka ponad 20 paneli
z mikrofotografiami, przebiegami aktywnosci lub wykresami podsumowujgcymi. Kazda z rycin przedstawia
duzy zbiér doswiadczen, najczesciej pokazujac przykltadowe rejestracje/mikrofotografie i podsumowanie w
postaci wykreséw kotowych lub stupkowych. Uzupetnieniem dla czesci rycin sg tabele, ktére podsumowujg
liczbe obserwacji w kazdej grupie i podajg wyniki analiz statystycznych. zZlozonos$¢ jest chyba réwniez
najistotniejsza staboscig jaka wskazatbym w tej czeSci pracy - nie fatwo jest nadazy¢ za kolejnoscia
przedstawianych danych i $ledzi¢ ogélniejszych schemat wytaniajacy sie z poszczeg6lnych informacii.
Ogromnie pomocne byly dla mnie schematy pokazane na Rycinach 3,18 oraz 19 ijak juz wczes$niej zostato to
zaznaczone uwazam, ze mogly zostaé obszerniej wykorzystane w tekscie dla tatwiejszego pokazania
wzajemnego kontekstu poszczegllnych obserwacji. Mam tez dwie drobniejsze uwagi wzgledem metodyki
analizy wynikéw. Nie do konca rozumiem, dlaczego Tabela 5 podsumowujgca wyniki zliczenia neuronéw
przygotowana jest inaczej niz Tabela 1. Druga kwestia to analiza znamiennosci statystycznej pokazana w
Tabelach 2 i 6. Liczba przeprowadzonych réwnolegle poréwnan jest bardzo duza, co moze sugerowac
potrzebe ostroznos$ci w interpretacji. Bez wzgledu na zastrzezenia, wszystkie analizy sg poprawne, a og6lna
interpretacja wynikow nie budzi watpliwosci.

Dyskusja rozprawy liczy 14 stron i skupiona jest na zestawieniu uzyskanych wynikow ze stanem
wiedzy i ostatnimi doniesieniami literaturowymi. Szczeg6lnie umiejetnie przeprowadzone jest to w pierwszej
czesci, gdzie dyskutowane sg réznice w uzyskanych wynikach wzgledem postulowanych potgczen (lub ich
braku) miedzy brzusznym polem nakrywki a jadrem miedzykonarowym, opisane w trzech niedawnych
publikacjach. Ogoélnie, znaczny nacisk stawiany jest na dyskusje metodycznych aspektéw przeprowadzonych
badan (w szczegOllnosci elektrofizjologii) oraz na role transmisji dopaminergicznej. Bardzo pomocne w
podsumowaniu wynikdw sg Ryciny 18 i 19; szkoda ze ta druga pojawia sie dopiero na konhcu tekstu. Podobnie
jak Wstep, Dyskusja pokazuje znajomos¢ tematyki badan oraz wczesniejszych publikacji istotnych dla
prowadzonych badan. Dodatkowo, w potgczeniu z Metodami potwierdza bardzo dobra znajomo$¢ metodyki
badafn w obszarze elektrofizjologii. Mam jedynie drobne uwagi wzgledem tego rozdziatu; przy wzmiance o
sygnale dopaminowym skalowanym do wielkosci nagrody warto chyba wskaza¢ tez prace Fiorillo i Schultza,
nie bylem tez pewien w jakim znaczeniu receptory dopaminy typu D2 moga by¢ ,,presynaptyczne" przy opisie
na 84 stronie.

W odpowiedzi na recenzje prositbym o przedyskutowanie nastepujacych kwestii:

1. Duzy nacisk w wynikach i dyskusji stawiany jest na zalezng od receptoréw dopaminy DI
aktywnos$¢ neurondw, ktéra badana jest z wykorzystaniem agonisty SKF 81,297. Czy mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze aktywuje on swoiscie receptory dopaminy DI?

2. Postuluje sie, ze transmisja dopaminergiczna jest objetosciowa. Zwazywszy na wzglednie niskie
powinowactwo dopaminy do receptoréw typu DI moze to oznacza¢, ze aktywowane beda
jedynie te znajdujace sie w poblizu zakonczen dopaminergicznych. Czy moze to mie¢ wpltyw na
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interpretacje wynikéw uzyskanych przy pomocy agonisty o wysokim powinowactwie dodanym
do medium na skrawku?

3. Jaki moze by¢ potencjalny mechanizm wzrostu aktywnosci neuronéw w jadrze niepewnym po
podaniu agonisty receptoréw dopaminy typu D2?

4. W rozprawie pojawiajg sie rozwazania wskazujace na noradrenaline jako ligand dla receptoréw
dopaminy w jadrze niepewnym. Czy jest mozliwym, ze neurony posiadajagce ekspresje beta
hydroksylazy dopaminy wydzielajg znaczgce iloSci dopaminy?

Podsumowujgc chciatbym stwierdzi¢, ze przedstawione w rozprawie przez Pani mgr Agaty Szlagi
wyniki sg znaczagcym wkiadem w badania nad dziataniem modzgu, a zatem oryginalnym rozwigzaniem
problemu naukowego. Doktorantka jest wspétautorkg oSmiu opublikowanych prac naukowych (w tym w
dwaoch jest gtdwna autorka), ktére zawierajg znaczng cze$¢ wynikéw zaprezentowanych w rozprawie. Praca
doktorska prezentuje 0g6lng iszerokg wiedze teoretyczng Pani mgr Agaty Szlagi oraz potwierdza umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stad tez z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa
doktorska Pani mgr Agaty Szlagi spetnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia z 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym inauce (Dz. U. Z2018 r. poz.1668 z pézn. zm.). Zwracam sie do Rady Dyscypliny
Nauk Biologicznych Uniwersytetu Jagiellonskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Agaty Szlagi do
dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne.

W recenzji zawartem bardzo wiele uwag krytycznych, ale w zadnej mierze nie umniejszajg one
znakomitej jakosci naukowej przedstawionych wynikow. Stad tez, majgc na uwadze bardzo dobry dorobek
publikacyjny doktorantki potwierdzajagcy wptyw wynikdw na rozwoj dziedziny badan, zwracam sie réwniez
do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Jagielloriskiego z wnioskiem o wyréznienie rozprawy.

dr hab. Jan Rodriguez Parkitna

Zastepca Dyrektora ds. Naukowych

Kierownik Zaktadu Neurofarmakologii Molekularnej

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

Smetna 12, 31-343 Krakéw, tel.: +48 12 6623316, e-mail: janrod@if-pan.krakow.pl


mailto:janrod@if-pan.krakow.pl

