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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Klaudii Nowickiej

Pt. ,, Rozkiad biatka c-FOS w catym mézgu podczas uczenia
apetytywnego”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w
Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN pod kierunkiem
Promotora prof. dr hab. Leszka Kaczmarka oraz Promotora pomocniczego dr Marzeny
Stefaniuk.

W przedstawionej pracy podstawe przeprowadzonych badan stanowit uznana
rola biatka c-Fos jako markera aktywacji neuronéw prowadzacych do zmian
plastycznosci komérek. Zmiany takie sg nieodtgczng czescig procesdw uczenia sie |
zapamietywania, ktore stanowig niezbedny element przystosowania do zmieniajgcych
sie warunkéw srodowiska gwarantujgcy przezycie organizmu.

W przedstawionych badaniach wykorzystano mysi model uczenia awersyjnego,
a w kluczowej czesci badan uczenia apetytywnego, ktérego molekularne mechanizmy
$g poznane w mniejszym stopniu niz te, zwigzane z uczeniem awersyjnym. BodzZce

apetytywne warunkuja nie tylko wybér np. odpowiedniego pozywienia, stanowig



rowniez element procesu uzaleznien, gdzie pogon za pozytywnymi odczuciami
przybiera postaé patologiczng, stajgc sie uzaleznieniem. Szeroka gama uzaleznien
jest wspotczesnie obecna w prawie kazdym spoteczenstwie i dlatego zgadzam sie z
teza autorki tej pracy, ze poznanie neuronalnych mechanizméw uczenia apetytywnego
ma duze znaczenie, gdyz mogg one wskaza¢ droge do skutecznego wyprowadzania
Z natogow.

Rozprawa doktorska mgr Nowickiej ma typowy uktad dla prac tego typu, miesci
sie na ponad stu stronach zawierajgcych Wstep, Cele pracy, opis Materiatéw i Metod
uzytych w badaniach, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie wraz z Wnioskami oraz Spis
Pismiennictwa. Cato$¢ uzupetniajg dodatki w postaci zatgcznikéw, spisu rycin oraz
publikacji wtasnych, wsrod kiorych, chyba przez pomytke znalazta sie praca autorstwa
Lenart i wsp. z 2017, w ktérej mgr Nowicka nie miata udziatu.

We Wstepie znajdziemy dosy¢ zwiezty opis mechanizméw ksztattowania sie
reakcji zwierzat na bodzce zewnetrzne oraz komoérkowych mechanizméw
prowadzgcych do utrwalenia i zapamietania przyczyn i okolicznosci powstatych reakgji,
czyli uczenia sie i zapamietywania. Ta czes¢ tekstu skupia sie na podaniu informacji
wskazujgcych na kluczowy udziat biatka c-Fos w tych procesach. We Wstepie
znajdziemy rowniez informacje dotyczace uzytej w prezentowanej pracy techniki
mapowania ekspres;ji biatka c-Fos w mézgu za pomoca mikroskopii opartej na arkuszu
Swiatta. Jest to bardzo ciekawa metoda i stowa uznania dla konstruktorki mikroskopu,
jednak wolata bym znalez¢ te informacje w rozdziale poswigconym metodom, albo
jeszcze lepiej w Dyskusiji, jako dyskusje przydatnosci uzytych metod.

Natomiast to, czego mi brakuje we Wstepie, to bardziej szczegotowego opisu
przyjetego obecnie modelu inicjacji sygnatéw wewngtrzkomoérkowych prowadzgcych
do aktywacji ekspresji genow wczesnej odpowiedzi w procesach zwigzanych z
formowaniem pamieci. Na miejscu byta by réwniez krétka charakterystyka i opis
budowy ciata migdatowatego, a zwtaszcza typéw neuronéw tworzacych tg strukture
mozgu. Pomogto by to zrozumie¢ wybér badacza wtasnie tej struktury i okreslonych
typow neuronéw w przedstawionych badaniach, gdyz ciato migdatowate nie jest
jedynym obszarem mézgu zaangazowanym w procesy uczenia.

W rozdziale Materiaty i Metody znajdujemy doktadny opis przeprowadzonych
badan behawioralnych oraz metod uzytych do kompleksowego pomiaru ekspresji
biatka c-Fos w mbzgu myszy poddanych treningowi. Wolata bym jednak aby w opisie



umiejscowienia butelek z napojami uzywano okresélenia naroznik zamiast rog, ale jest
to tylko sugestia na przysztosé.

Szczegolnie pracochtonng wydaje sie metoda przygotowania mézgéw do
obrazowania obecnosci c-Fos przy uzyciu mikroskopu opartego na arkuszu $wiatta raz
analiza uzyskanych wynikéw i konstrukcja tréjwymiarowych map aktywacji c-Fos. Nie
jest jednak jasne czy doktorantka analizowata ekspresje tego biatka w potkulach
mo6zgowych osobno czy razem. Uwaza sie bowiem, ze ciata migdatowate prawej i
lewej potkuli, cho¢ wspolpracujg ze soba, jednak odpowiadajg intensywniej na inne
bodzce, a odpowiedZz na bodZce apetytywne wigzana jest najczesciej z ciatem
migdatowatym lewej pétkuli. Ciekawe by byto pokazanie, czy w prowadzonych przez
doktorantke badaniach taka réznica faktycznie wystepuie.

W opisie apetytyenego treningu zwierzat, ktérych skrawki mézgu postuzyty do
badan elektrofizjologicznych nie jest jasne czy zwierzeta mogty wybiera¢ miedzy
butelkami zawierajacg wode lub roztwor sacharozy, a jest to informacja istotna.

Na koricu rozdziatu Materiaty i Metody powinna sie znajdowaé informacja jakich
testow statystycznych uzywata doktorantka w analizie danych.

Whyniki przedstawione w pracy sg interesujace i wyraznie wskazujg na udziat
ciata migdatowatego, a zwlaszcza bocznej czesci jadra $rodkowego zawierajgcej
neurony somatostatynowe (SST+) w reakcji na pozytywne bodzce smakowe i ich
poszukiwanie. Jednak w tym rozdziale autorce nie udato sie uniknaé pewnych btedow.
W legendzie do Ryc. 13 wymieniony jest wykres D, ktérego tam nie ma. Podobnie w
legendzie do Ryc. 25 — wymienione sg tam wykresy D i E nie bedgce czescig tej figury.
Z kolei Ryc. 27 przedstawiajgca wyznakowanie neuronéw VIP, PV i SST w CeL i CeM
nie jest przekonywujgca. By¢ moze to kwestia ztego doboru zdjecia, bo na tych
umieszczonych w pracy iloS¢ wszystkich badanych neuronéw w strukturze CeM
wydaje sie znikoma, podczas gdy komorek zawierajgcych c-Fos jest catkiem duzo.
Ten obraz rzutuje na odbiér wynikéw przedstawionych na Ryc. 28A, zwlaszcza
odnosnie neuronéw SST+ - trudno dopatrze¢ sie tak duzego procentu komoérek c-Fos
pozytywnych zidentyfikowanych jako SST+.

Szczegdlnie skrupulatna wydaje sie by¢é analiza regionéw anatomicznych
mozgu, w ktérych zaobserwowano najwigksze zmiany w poziomie ekspresji c-Fos.
Zdziwitam sie jednak nie znajdujgc wsrdd nich hipokampa, ktory uwazany jest za rejon
moézgu szczegodlnie aktywny w procesach uczenia. Nie znalaztam go na Zadnej z

przedstawionych figur ani w Zatgczniku. Wyniki badania ekspresji c-Fos w réznych



strukturach mézgu przedstawione na Ryc. 19 pokazujg, ze wzrost ekspres;ji tego biatka
obserwowano w ponad 50 strukturach. Na wykresach pokazana jest réznica w ilosci
c-Fos pozytywnych komérek w mézgach myszy pijgcych tylko wode lub tylko 10%
sacharoze. Ten sposéb przedstawienie wynikéw nie oddaje faktycznych réznic. Takie
réznice najlepiej oceni¢ przy prezentacji procentowych zmian (woda vs. sacharoza)
lub krotnosci wzrostu jak na Ryc. 18.

Wspominajgc Zatgcznik 1 — drobny btad w okresleniu istotnosci, w tabeli
wskazana jest jako p< 0.005, podczas gdy wszystko, facznie z legendg, wskazuje, ze
jest ona p < 0.05.

Duzo btedéw znajduje sie w tekScie na str. 72 — wymieniona jest Ryc. 23, a
powinna by¢ Ryc. 28, w legendzie do Ryc. 28 réwniez sg btedy, Ryc. 28A przedstawia
wyniki z obszaru CeM a nie Cel, opis Ryc. 28B, zresztg tez btedny, oznaczony jest
jako C, a co za tym idzie, Ryc. 28C jest oznaczona w legendzie jako D. Na str. 83
autorka prawdopodobnie pomylita sie, piszgc o Ryc. 27A zamiast Ryc. 34

Poza tym w rozdziale Wyniki duzg cze$¢ tekstu zajmujg opisy metodyczne,
ktore sg albo powtdrzeniem albo rozszerzeniem tych znajdujgcych sie w rozdziale
Materiaty i Metody. Uwazam, ze wiekszo$¢ z nich powinna jednak znalez¢ sie w opisie
Metod.

Prezentowane w przedstawionej do oceny pracy doktorskiej badania pozwolity
na wyjasnienie udziatu ciata migdatowatego w awersyjnym i uczeniu apetytywnym i
reakcji na pozytywne bodzce, w tym wypadku bodZce smakowe. Stworzenie mapy
oddziatywan réznych struktur i projekcji sygnatéw na podstawie ekspres;ji biatka c-Fos
po treningu apetytywnym jest przedsiewzieciem interesujgcym, mogacym byé furtkg
do nowych badan.

Interesujgce sg réwniez wyniki wskazujgce na rézny udziat dwoéch struktur
tworzacych ciato migdatowate oraz zidentyfikowanie neuronéw SST+, znajdujgcych
sie w CeA, jako potencjalnie zaangazowanych w uczenie apetytywne.

Dyskusja wynikow jest napisana w sposob przejrzysty i w petni uzasadnia
koricowe wnioski. Uwazam, Ze cele pracy wymienione na koricu Wstepu zostaty w
peti osiggniete i udokumentowane zaprezentowanymi wynikami.

Powotywanie sie w dyskusji na najnowsze publikacje wskazuje na znajomos$é
doktorantki tematu i najnowszych trendéw w badaniach nad mechanizmami
formowania pamieci. Wskazuje tez na to lista prac cytowanych w przedstawionej pracy
doktorskiej obejmujaca ponad 260 pozyc;ji.



Dojrzata argumentacja wycigganych wnioskéw i polemika z wynikami innych
autorow wskazuje na dobre przygotowanie doktorantki do prezentowania wynikéw
wiasnych badan.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Klaudii Nowickiej stanowi
oryginalne i bardzo szczegétowe badanie rozktadu ekspresji biatka c-Fos w uczeniu
apetytywnym i szczegb6towg analize zaangazowania ciata migdatowatego w ten
proces. Niewatpliwie zastosowanie niekonwencjonalnych metod oraz osiggniecie
postawionych celéw, jak rowniez obszerna, wnikliwa dyskusja wynikéw sg mocnymi
stronami tej pracy. Pragne odkresli¢, ze zawarte w tej recenzji komentarze, uwagi
krytyczne czy sugestie nie wptywaja na mojg pozytywna ocene rozprawy doktorskiej
mgr Klaudii Nowickiej.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska mgr Kaludii Nowickiej zatytutowana ,Rozklad biatka c-Fos w catym mézgu
podczas uczenia apetytywnego” spetia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619,
1630)”.

Whnosze zatem do Komisji ds. Przewodéw i Postepowan Doktorskich Rady
Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie o
dopuszczenie mgr Klaudii Nowickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Recenzja pracy doktorskiej mgr Klaudii Nowickiej
pt. ,Rozktad biatka c-Fos w calym mézgu podczas uczenia apetytywnego”
wykonanej w Pracowni Neurobiologii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
pod kierunikem prof. dr hab. Leszka Kaczmarka i dr Marzeny Stefaniuk

1. Zasadnos¢ podjecia tematu pracy doktorskiej

Praca doktorska dotyczy uczenie sie rozumianego jako zdolno$é organizmu do zmiany swojego
zachowania pod wptywem przebytych doswiadczen. Zatozenia do podjecia tematyki badawczej
wynikajg z faktu, ze o ile dos¢ dobrze poznano zmiany neuronalne lezgce u podstaw zachowan
awersyjnych, to te zwigzane z zachowaniem apetytywnym sg mniej zrozumiane. Stad tez gtéwnym
celem doktoratu byto zmapowanie aktywnosci neuronalnej prowadzacej do powstania zmian
plastycznych w mdzgu podczas uczenia apetytywnego. Tematyka doktoratu obejmuje bardzo istotne
zagadnienia nie tylko z punktu widzenia badari podstawowych, ale réwniez tych o potencjalnym
aspekcie aplikacyjnym.

Eksperymnety wykonano na modelu mysim, w ktérym uczenie apetytywne z wykorzystaniem
systemu klatek Intelii Cage byto oparte na wyksztatceniu preferencji miejsca do 10% roztworu
sacharozy. Natomiast aktywacje neuronalng oceniano przy uzyciu markera - biatka c-Fos i
obrazowano w mikroskopie opartym na arkuszu $wiatta. Dokonano réwniez charakterystyki
fenotypowej neurondéw wykazujgcych ekspresje c-fos oraz przeprowadzono badania
elektrofizjologiczne. Metody sg nowoczesne, wtasciwie dobrane do realizacji celu badawczego i

pozwolity na:.



1. Stworzenie mapy mézgu ukazujgcej wzrost ekspresji c-Fos w okoto 170 strukturach.

2. Udowodnienie, ze najwigcej potaczen neuronalnych z innymi aktywowanymi strukturami
wykazuje jgdro srodkowe ciata migdatowatego (CeA).

3. Wykazanie, ze podczas uczenia sig zdarzen apetytywnych c-Fos ulega ekspresji gtéwnie w
neuronach wykazujacych eskpresje somatostatyny (SST+) i w niewielkim stopniu
wazoaktywnego peptydu jelitowego (VIP+) i parwalbuminy (PV+).

4. Stwierdzenie, ze w obrebie SST+ w CeA wystepujg dwie podgrupy charakteryzujacych sie
innymi wzorami potencjatéw czynnosciowych. Natomast uczenie apetytywne zwieksza

wewnetrzng pobudliwosé neuronéw SST+, zlokalizowanych w CeA.

Na podstawie przprowadzonych eksperymnetéw Doktoraka trafnie wnioskuje, ze uczenie
apetytywne powoduje przebudowe funkcjonalnej architektury mézgu. Wyniki wskazuja takze na
wplyw uczenia apetytywnego na globalng aktywacje wielu struktur mézgu. Wykazano réowniez, ze

CeA jest kluczowe dla uczenia sie zdarzen pozytywnych, poprzez aktywacje neuronéw SST+.

Badania s3 nowatorskie i przyczyniajg sie¢ do zrozumienia mechanizméw dotyczacych zmian
neuronalnych lezgcych u podstaw zachowan apetytywnych. Podkresli¢ nalezy, ze rezultaty uzyskane
w zwierzgcym modelu o globalnej aktywnosci mézgu pod wptywem uczenia apetytywnego znacznie

przekraczaja rozdzielczo$¢ strukturalng w badaniach prowadzonych z udziatem ludzi z uzyciem fMRI.
2. Ocena formalna pracy doktorskiej

Opracowanie liczy 134 strony i posiada uktad typowy dla pracy doktorskiej, tj. sktada sie z
nastepujacych rozdziatéw: wstep (str 12-24), cele pracy (3/4 strony), materiaty i metody (str 26-43),
wyniki (str 44-83), dyskusja (str 84-103), podsumowanie i wnioski (1/2 strony), spisu rycin, spis
piSmiennictwa, spis publikacji wtasnych, zrédta finansowania i zatgczniki. Praca napisana jest jezykiem
naukowym z duzg doktadnoscia, zawiera 34 starannie przygotowane ryciny i obejmuje bogate, liczace
261 pozycji pismiennictwo. Badania zostaty sfinansowane ze $rodkéw Fundacji na Rzecz Nauki
Polskiej - TEAM6-2016 (POIR.04.04.00-00-1ACA/16-00) , Pursuing addiction: appetitive learning and
synaptic plasticity in the amygdala”, a kierownikiem projektu jest promotor rozprawy doktorskiej

prof. dr hab. Leszek Kaczmarek.



3. Ocena merytoryczna pracy doktorskiej

We wstepie Autorka przedstawia procesy uczenia sig powotujgc sie na eksperymenty opisujace
warunkowanie klasyczne i instumnetalne. Z kolei Doktorantka ptynnie przechodzi do zaganien
plastycznosci synaptycznej konkludujac, ze zaktécenie mechanizméw lezgcych u podstaw adaptacji
do pozytywnych lub negatywnych bodzcéw srodowiskowych moze przyczyniaé sie do rozwoju wielu
choréb psychicznych. Pani mgr Klaudia Nowicka podaje réwniez przyktad rozwoju uzaleznien, w
ktérym sygnaty $rodowiskowe nie zawsze wyzwalajg zachowania adaptacyjne. Ze wzgledu rosnacy
problem wystepowania zaburzeh psychicznych oraz uzaleznien tematyka badawcza poruszana w
doktoracie jest bardzo wazna. Zrozumienienie mechanizméw neuronalnych uczestniczgcych w
przetwarzaniu emocji apetytywnych moze przyczynié do opracowania nowych metod terapii leczenia
tych zaburzen. Z kolei Doktorantka przechodzi do omdwienia molekularnego podtoza procesu
uczenia sig podkreslaja¢ znacznie badari z wykorzystaniem aktywacji tzw. gendéw odpowiedzi
wczesnej (ang. immediate early genes, IEGs) bedacych markerami plastycznosci synaptycznej
skupiajac sie gtéwnie na c-fos. Wybdr ten podyktowany jest wczesniejszymi doniesianiami grupy
badawczej pod kierunkiem prof. Kaczmarka, ktéra wykazata, ze aktywacja c-fos zachodzi w
odpowiedzi na dziatanie zaréwno bodzcéw apetytywnych, jak i awersyjnych. Doktorantka przytacza
dobrze dobrane przyktady badan wskazujacych na zwigzek miedzy ekspresjg c-Fos, a plastycznosécia
synaptyczna wywotang dziataniem réznorodnych bodzcéw oraz procesami uczenia sie. W ostatniej
czgsci wstepu Autorka przedstawia metody stosowane do mapowania aktywnosci mézgu. Podkresiny
zostat problem ograniczonej rozdzielczoéci obrazu w badaniach funkcjonalnego rezonansu
magnetycznego (fMRI), ktéry nie pozwalna na pomiar aktywnosci neuronalnej na poziomie
komérkowym. Stad tez Doktorantka skupia sie na mikroskopii Swietlnej, konfokalnej i dwufotonowej
oraz omawia potgp w metodach zautomatyzowanego obrazowania catych mozgbéw, potaczonych z
optycznym oczyszczaniem tkanek. To wprowadzenie pozwala Autorce przejéé do techniki uzywanej
w doktoracie a mianowicie metody umozliwiajacej obrazowanie catych struktur anatomicznych w
wymiarze 3D i 4D. przy zachowaniu wysokiej rozdzielczosci obrazu tj. mikroskopii opartej na arkuszu

$wiatta (LSFM, ang. light sheet fluorescence microscopy).

Podsumowuijac tg cze$é rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzi¢, ze wstep napisany jest w
zwiezty i ciekawy sposdb. Autorka przedstawia zagadnienia bedgce tematyky doktoratu powotujac

sie na obszerna literature. Dodatkowo zamieszczone ryciny utawiajg czytanie tekstu.



Cele pracy (3/4 strony) sa jasno przedstawione. Gtéwnym celem doktoratu byto zmapowanie za
pomoca znakowania c-Fos obszaréw moézgu, w ktérych dochodzi do zainicjowania procesu
plastycznodci synaptycznej wywotanej uczeniem apetytywnym. Dodatkowo wyznaczono 4
szczegdtowe cele:

1. Stworzenie globalnej mapy struktur mézgowych wykazujacych ekspresje biatka c-Fos podczas
treningu apetytywnego.

2. Wytypowanie kluczowych struktur zaangazowanych w proces uczenia apetytywnego.

3. Identyfikacja poszczegdlnych typédw neuronéw wykazujacych ekspresje biatka c-Fos w
odpowiedzi na uczenie apetytywne.

4. Charakterystyka fizjologicznych cech wyselekcjonowanych typéw neuronéw oraz
zachodzacych w nich zmian pobudliwosci podczas uczenia apetytywnego.

Materiaty i metody Ten rozdziat zostat przygotowany szczegétowo i zawiera opis poszczegdlnych
metod stosowanych w pracy, ktdry zaopatrzony jest w szereg figur umozliwiajacych zrozumienie
przebiegu doswiadczen. Lektura tej czesci pracy sktania do zadania pytania w kontekscie informacji
zawartych w materiatach i metodach - str. 26 ,Wszystkie eksperymenty przeprowadzone byly z
wykorzystaniem myszy w wieku od 8 do 12 tygodni”. Czy badania przeprowadzone zostaty na
samcach ?

Wyniki zostaty przedstawione w jasny sposéb i sa bogato ilustrowane rycinami. Do tej czeéci
rozprawy doktorskiej mam kilku pytan:

1. W jaki sposéb dokonywano oceny wielkosci ,n” w poszczegdnych eksperymetach, np. z opisu
treningu apetytywnego (str 45) w klatce IntelliCage wynika, ze n=6, natomiast w
eksperymencie mapowania ekspresji c-Fos w mézgu po treningu apetytywny - grupa
kontrolna n=4, a do$wiadczalna n=6.

2. Str 60, ryc 21 D - w opisie ryciny brak wyjasnienia co oznaczajg poszczegdlne kolory (oprécz
rézowego — tj. projekcji wysytanej do CeA.)

3. Str 65 ,Jadra komdrkowe, ktére wykazywaty ekspresje biatka c-Fos zaznaczano i zliczano w
programie Imagel.” Czy Doktorantka mogtaby przedstawi¢ szczegéty dokonania tej analizy,
gdyz liczba komérek wykazujgcych ekspresje c-Fos w niektérych przypadkach byta bardzo

duza. Czy brano pod uwage w analizie tzw. ,tto” (ang. background) i z jakiego obszaru mézgu?

Dyskusja rozpoczyna sie podsumowaniem wynikéw i wnioskami. Pierwsza cze$¢ dyskus;ji (str 85) jest

powtdrzeniem wczesdniej przedstawionych treéci w rozdziale materiaty i metody i mogtaby zostaé



pominieta. W dalszej czesci Doktorantka podaje przyktady badan z zastosowaniem mapowania przy
uzyciu c-fos potwierdzajgce zasadnos¢ zastosowania tego markera, potgczonego z obrazowaniem w
mikroskopie LSFM do mapowanie plastyczno$ci mézgu w celu wyjasnienia wielu paradygmatéw
behawioralnych.

Ponizej zamieszczam kilka uwag i pytan do Dyskusji:

1. Str86. Szczegdlnie zainteresowato mnie doniesie literaturowe ,, Wykazano, ze odstawienie
$rodkéw psychostymulujgcych powoduje zmiany w strukturze sieci neuronalnej, w tym
wzrost tgcznosci funkcjonalnej miedzy regionami mézgu (Kimbrough i in., 2021).”Czy
Doktorantka mogtaby szerzej je skomentowaé w odniesieniu réwniez do wynikéw badan
wtasnych prezentowanych w doktoracie.

2. Autorka na str 89 napisata: ,,Wysoce prawdopodobne jest, Zze nawet odlegte struktury,

w odpowiedzi na trening uczenia apetytywnego tworzg nowe sieci funkcjonalne
niezbedne do powstania sladéw pamieciowych.” Czy Doktorantka mogtaby rozwinaé te
mysl o jakie konkretnie struktury chodzi ?

3. Na str 89-90 Doktorantka napisata ,Biorgc pod uwage podobieristwo procesu uczenia
apetytywnego do procesu powstawania uzaleznien, zidentyfikowanie okreslonych
obszaréw neuronalnych moze byé potencjalnie wykorzystane do leczenia za pomoca
technik stymulacji mézgu.” Czy moge prosi¢ o rozwiniecie tego stwierdzenia i podanie
konkretnych przyktadéw.

4. Str. 91 ,CeA posiada takze bogate potgczenia wychodzace do regiondédw pnia mézgu oraz
podwzgorza, ktdre takze posredniczg w okreslonych oznakach strachu i niepokoju. Warto
wspomnieé, ze regiony te odpowiedzialne sg za wystepowanie reakcji motorycznych
zwigzanych ze stresem, m.in. reakcja zamierania (ang. freezing)”. Prosze o komentarz

odnoscie znaczenia reakcji zamierania w sytuacji stresowe;j ?

Podsumowanie i wnioski Ta czes$¢ zawiera 3 jasno sformutowane wnioski wyciggniete na podstawie

przeprowadzonych i opisanych w pracy badan, ktére brzmig nastepujaco:
1. Uczenie apetytywne wywotuje globalny wzrost plastycznosci synaptycznej w catym madzgu
oraz przebudowe architektoniczng sieci funkcjonalnych o czym $wiadczy wzrost ekspres;ji

biatka c-Fos w wielu, czesto znacznie od siebie oddalonych strukturach mézgowych.



2. Jadro srodkowe ciata migdatowatego (CeA) moze petnié istotna role w przetwarzaniu zdarzen

apetytywnych poprzez liczne potgczenia neuronalne z innymi aktywowanymi uczeniem
apetytywnym strukturami.

Populacjg neuronéw CeA potencjalnie zaangazowanych w uczenie apetytywne sg neurony
SST+, ktére w wyniku treningu wykazuja zwiekszonga ekspresje c-Fos. Ponadto, wykazano, ze
pod wptywem uczenia sie zdarzen pozytywnych zwieksza sie pobudliwo$é neuronéw SST+

zlokalizowanych w CeA.

4. Uwagi edycyjne, jezykowe i inne

Tekst rozprawy doktorskiej napisany jest z duzg starannosécia. Ponizej przedstawitam tylko drobne

uchybienia, ktére nie obnizajg jakosci pracy:

W streszczeniu nalezato wprowadzic¢ petne nazwy dla skrétéw: VIP+, PV+ i SST+.

Str. 24 — niepotrzebna ,,.” po (Renieri in., 2014).

Str. 46 w opisie ryc. 13 ,***p<0,001” natomiast na rycienie nie ma tego symbolu

Str. 53 W zadaniu zacynajacym sie od: ,, Na Rycinie 19C widoczne jest 19 struktur.....” powinien
by¢ odstep pomiedzy 19i C

Str. 53 ,Rycina 19 G przedstawia 1 strukture, ktéra jest czeécig gatki bladej. Przedstawiona
analiza pokazuje, ze zastosowanie techniki obrazowania catego mézgu umozliwia jednoczesne
zaobserwowanie zmian aktywnosci neuronalnej w wielu obszarach mézgu, wywotanych
treningiem apetytywnym.” W dwdch kolejnych zdaniach umieszczono stowo , przedstawia” i
»Przedstawiona”. Mozna jedno z nich zastgpié sformutowaniem pokazuje lub obrazuje.

Str. 53 ,W kolejnej grupie znajdowaty sie struktury nalezgce do grupy jader wzgdrza
zwigzanych z polimodalng kora asocjacyjna: jgdro $srédbtonkowe wzgébrza grzbietowego (ILM),
jadro przysrodkowo- grzbietowe (MD), Perireunensis nucleus (PR), Jadro podprzyérodkowe...”
brak jednoznacznosci — jadro napisano z matej a w innym przypadku z duze;j litery.

Str. 64, opis ryciny 23 W legendzie jest warto$¢ *p<0,05 a nie ma jej na rycinie. To samo
dotyczy ryc. 25, ryc. 26, ryc. 28.

Str. 65 Po ,,zgodnie z atlasem maézgu Allen Brain Atlas,” Niepotrzebny jest , ,”

Str. 85 W zadaniu ,Za pomocg profilowania molekularnego wykazano, ze deprywacja
pokarmowa powoduje aktywacje ekspresji c-Fos w wielu regionach mézgu, takich jak:
srédmodzgowie, wzgdrze oraz niektére podregiony podwzgdrza.” Moze lepszej w tym

przypadku zastosowac okreslenie jadra podwzgérza a nie podregiony.



e Str. 99 Niepotrzebna spacja po CeA a przed ,, , ” w zdaniu ,,Podsumowujac, uzyskane wyniki
wskazujg na to, Zze neurony SST+ zlokalizowane w CeA , moga petnié istotng role w uczeniu sie
zdarzen apetytywnych”.

e Str. 101 W zadaniu: ,,Pobudliwos¢ wewnetrzna jest formga plastycznoéci neuronalnej, ktéra
moze ulegac zmianom podczas procesu uczenia sie” powinno byé moze (a nie moze).

5. Dorobek naukowy Doktorantki

W pracy doktorskiej przedstawiono spis publikacji wtasnych obejmujacy 3 oryginalne prace twércze,

ktére tworza dorobek publikacyjny Doktorantki:

1. Puscian A., Winiarski M., Borowska J., teski S., Gérkiewicz T., Chaturvedi M., Nowicka K.,
Wotyniak M., Chmielewska JJ., Nikolaev T., Meyza K., Dziembowska M., Kaczmarek L., Knapska
E. (2022). Targeted therapy of cognitive deficits in fragile X syndrome. Molecular Psychiatry.
27(6):2766-2776.

2. Salamian A., Legutko D., Nowicka K., Badyra B., Kazmierska-Grebowska P., Caban B.,
Kowalczyk T., Kaczmarek L., Beroun A. (2021). Inhibition of Matrix Metalloproteinase 9
Activity Promotes Synaptogenesis in the Hippocampus. Cerebral Cortex, 31:6.

3. LenartJ., Kogut K., Salinska E., (2017). Lateralization of housekeeping genes in the brain of
one-day old chicks. Gene Expression Patterns. 25-26:85-91.

W pierwszej z nich Doktorantka jest 7 sposréd 14 autoréw, w drugiej 3 sposréd 9 autoréw i w trzeciej
2 sposrod 3 autoréw. Powyzsze artykuly nie dotyczg bezposrednio tematyki doktoratu.
Przedstawiony dorobek oceniam jako dobry. Jako ze w zadnej z powyzszych publiakcji Doktorantka
nie jest pierwszg autorkga, nie mozna wniskowa¢ o wiodgcym wktadzie w powstanie tych artykutéw.
Stad moje pytanie o konkretny wktad Doktorantki w powstanie tych publikacji. Czy Doktorantka
zamierza opublikowac wyniki doktoratu ? Jesli tak to w jakich czasopismach i jaka bedzie Jej pozycja
w liscie autoréw ? Ponadto prositabym o informacje o wkfadzie Doktorantki w przeprowadzeniu
prezentowanych w pracy doktorskiej badan. Prosze réwniez o udzielenie odpowiedzi na pytanie jaki
byt wkfad intelektualny, jesli chodzi o sformutowanie celéw zadar doktoratu. Czy Doktorantka brata
udziat w krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych i prezentowata wyniki badari? Czy

Pani mgr Nowicka podjeta dziatania w celu aplikowania o granty naukowe ?



6.Podsumowanie

Stwierdzam, ze przestawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr mgr Klaudii Nowickiej pt.
»Rozktad biatka c-Fos w catym mézgu podczas uczenia apetytywnego” spetnia wymagania okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz.
478, 619, 1630). Na tej podstawie wnosze do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac po uwage wysoki poziom przedtozonej mi do recenzji pracy, zwracam sie do Wysokiej

Rady o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Klaudii Nowickiej.
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prof. dr hab. Joanna H. Sliwowska
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Recenzja pracy doktorskiej mgr Klaudii Nowickiej

pt.. Rozklad bialka c-Fos w calym moézgu podczas uczenia
apetytywnego

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Pracowni Neurobiologii Instytutu

Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

PROMOTOR: Prof. dr hab. Leszek Kaczmarek
PROMOTOR pomocniczy: Dr Marzena Stefaniuk

Praca dotyczy badania proceséw zaangazowanych w uczenie apetytywne. Uczenie pozwala
na przystosowanie si¢ do warunkéw srodowiska. Nabycie odpowiedniej reakcji na bodzce
apetytywne (np.: pokarm) czy awersyjne (np.: drapieznik), prowadzace do poszukiwania lub
unikania zdarzen korzystnych i niekorzystnych, zwigksza szanse na przezycie. Zaburzenia w tym
zakresie moga prowadzi¢ do takich choréb jak depresja czy zachowania kompulsywne. W
badaniach podstawowych do$¢ dobrze poznalismy efekty uczenia si¢ na poziomie behawioralnym,
znacznie mniej wiemy o tym procesie na poziomie neurobiologicznym. Dlatego nalezy uznac, ze
niniejsza rozprawa podejmujaca probe okreslenia obszaréw moézgu, w ktérych uczenie wywotane

bodzcem apetytywnym inicjuje zmiany neuroplastyczne jest uzasadniona.

I



Doktorantka jest wspotautorka 3 publikacji nie opartych na wynikach przedstawionej pracy

doktorskiej. Praca liczy 134 strony, 11 rozdzialow, 2 zataczniki. Zacytowano 261 pozycji literatury.

We wstepie omowiono wplyw bodZcow awersyjnych i apetytywnych na zachowanie
zwierzat oraz role genow szybkiej odpowiedzi komdrkowej (w szczeg6lnodei genu c-fos) w indukcji -
plastycznodci synaptycznej lezacej u podstaw uczenia sig. Duzo miejsca poswigcono zagadnieniom
technicznym, takim jak metody obrazowania aktywacji mézgu, poréwnano stosowanie mapowania
za pomocg mikroskopii opartej na arkuszu swiatta z fMRI, bardzo szczegétowo omowionym proces
oczyszczania tkanki. Brakuje natomiast jakiejkolwiek wzmianki na temat elektrofizjologii.
Przydatoby si¢ nieco wiadomosci na temat, co wnosza badania elektrofizjologiczne w
rozwiazywanie zagadnien zwigzanych z tematyka niniejszej rozprawy, jakich informacji dostarczajg
wykorzystywane w tej pracy pomiary poszczegdlnych parametréw czy tez zastosowania pomiarow
pobudliwosci wewnetrznej jako innej formy oceny plastycznosci neuronalnej. Wydaje sig, ze
doktorantka mylnie utozsamia pojecia asocjacyjny i apetytywny (str 12 i str 14). ,, W zaleznosci od
charakteru bodzca ludzie i zwierzeta mogq przejawia¢ wobec niego zachowania asocjacyjne

(apetytywne) lub awersyjne”
Cele: ich przedstawienie nie budzi zastrzezen

Materialy i metody: Robi wrazenie poziom uzytych technik. W czesci behawioralnej
zastosowano system klatek IntelliCage pozwalajacy na automatyczne i precyzyjne Sledzenie
zachowania poszczegdlnych myszy podczas uczenia apetytywnego i awersyjnego. Do detekeji
bialka c-Fos uzyto zaawansowanych technik obrazowania moézgéw w mikroskopie opartym na
arkuszu $wiatta oraz w mikroskopie konfokalnym. Pozytywnie nalezy rowniez oceni¢ nawigzanie
wspotpracy z Laboratorium Neuroinformatyki co pozwolito na pelniejsze wykorzystanie
otrzymanych wynikéw. Takze wspotpraca z Pracownig Elektrofizjologii, wniosta istotny wktad w
prezentowane badania. Obszerne opisy metod ilustrowane zdjgciami i schematami pozwalajg na ich
zrozumienie, co jest istotne, poniewaz jak wspomniatam przynajmniej niektore z nich nie nalezg do
powszechnie dostepnych. Ilustracja poszczegdlnych etapdéw np.: obrobki obrazow w celu uzyskania
trojwymiarowych map aktywacji c-Fos w mdzgu pozwala na $ledzenie przebiegu prowadzonego

procesu.



W rozdziale tym brakuje zwyczajowo zamieszczanych w publikacjach podrozdziatow o
stosowanych metodach statystycznych i uzytych odczynnikach (np. nie udalo mi sig znalezé
informacji jakie i w jakim rozciefczeniu p-ciata II-rzedowe stosowano). Przy opisie zwierzat
korzystne bytoby podanie jakie myszy byly uzywane w poszczegélnych doswiadczeniach. Schemat
z zestawieniem wszystkich wykonanych doswiadczen ulatwilby $ledzenie powigzan migdzy

kolejnymi etapami badan. Wybér metod jest whasciwy i nie budzi zastrzezen
Str 36 i 37 dwa rozdziaty maja nr 3.3.6

Wyniki: W tym rozdziale zamieszczono zaré6wno wykresy przedstawiajgce otrzymane
wyniki, jak réwniez zdjecia pozwalajace oceni¢ wysoka jakos¢ otrzymanych preparatow. Jednak
cze$é umieszczonych tu opiséw np.: te ilustrowane na ryc. 12, 14 powinna by¢ w metodach.
Rozdzial ten zawiera sporo powtdrzen, niepotrzebne jest np.: wielokrotne powtarzanie opisu

doswiadczenia szczegélowo omowionego poprzednio w Materiatach i metodach.

Prosz¢ o wyjasnienie/poprawienie:

- Wielokrotnie doktorantka stwierdza, ze dane miaty rozktad normalny. Jak sprawdzano normalnos¢
rozktadu?

- Co autorka przedstawila na ryc. 13: w teksécie (powtdrzone réwniez w podpisach pod rysunkami)
podano, ze wizyty i puknigcia nosem przedstawiono jako % po udostgpnieniu sacharozy w stosunku
do wartosci przed. Co w takim razie przedstawiaja dane w stupku przed treningiem? % czego? A
jezeli to ilosci przed treningiem, to gdzie grupa kontrolna? Napisano, ze sa to % a nie uwzgledniono
tego w podpisie osi. Autorka podaje statystyke dla réznic miedzy grupami a na ryc. 13 zaznaczono
roznice przed i po treningu.

_Prezentacja wynikéw: zwyczajowo podajemy warto$¢ funkcji testowej a dla p na ogét nie
podajemy konkretnych wartosci tylko okreslamy przedziat, (tzn. p< 0,05; p< 0,01 lub p<0,001). Nie
jest bledem podanie wartosci p ale autorka stosuje naprzemiennie te dwie metody. Proponujg to
ujednolici¢ w calej pracy. W wielu przypadkach brakuje wartosci funkcji testowej dla testow t-
Studenta, Manna-Whitney’a, Kolmogorova-Smirnova. W zalgczniku 1 réwniez wskazane byloby
podanie wartosci funkcji testowej.

-Pominieto 4.2 w numeracji rozdzialow.



-W legendzie do ryc. 17 nie podano co oznaczajg 2 gwiazdki, a w legendzie do ryc. 16 podano opis
dla 1, 2 i 3 gwiazdek, mimo, ze na wykresie wystepuja tylko 1 i 2 gwiazdki.

-Str 51/52 1 powtdrnie na str 57 podano :(-log;o(0.05) =1.3) oraz bez podania podstawy (log(2)
=(.7). W podpisie osi x na ryc. 18, gdzie przedstawiono te dane, podano, ze jest to log o podstawie
2, ale Logy(2)=1 anie 0,7. Prosz¢ o wyjasnienie niescistosci. Jakie jest uzasadnienie stosowania na
jednym wykresie na osi y logjp a na osi x log,? W polskim tekécie jako separator dziesietny
powinien by¢ uzywany przecinek a nie kropka.

-Wskazane byloby podanie, czy liczba jagder Fos+ odnosi si¢ do jednostki powierzchni czy do calej
struktury.

-Str 66 (dwa razy), str 72 (dwa razy) i w podpisie pod ryc. 28 doktorantka napisata, ze stosowata
ANOVA dla powtarzanych pomiaréw. Prosz¢ o podanie co bylo czynnikiem powtarzanych
pomiarow.

Rozdziat 4.6: Opis wynikéw w tym rozdziale jest dla mnie niezrozumialy : Doktorantka pisze:
“Dane dotyczace aktywnosci zwierzat przedstawiono jako liczba zarejestrowanych wizyt oraz
nosepoke w rogu warunkowanym awersyjnie, w stosunku do sumy wizyt i puknie¢ nosem we
wszystkich rogach”. Co ma to obrazowac? Gdzie sa te wyniki? Dalej podano, ze zastosowano 2
grupy kontrolne, tymczasem dla behawioru podano wyniki tylko dla grupy badanej (ryc. 23). Jak sie
zachowywaty myszy z grupy kontrolnej i te ktére miaty dostep do sacharozy? Tak samo? W
podpisie do ryc. 23, podobnie jak poprzednio do ryc. 13 podano, ze wyniki przedstawiono jako
»procent wizyt do najczesciej uczg¢szezanego rogu, przed i po otrzymaniu w nim dmuchnigcia
sprezonym powietrzem”. Co w takim razie przedstawiaja dane w stupku przed treningiem? %
czego? A statystyka jest podana dla liczby wizyt przed i po treningu.... Dlaczego w takim razie nie
zastosowano testu dla préb zaleznych....Wartos¢ funkcji statystycznej dla testu t-Studenta na ogot
oznacza si¢ literg t. Doktorantka réwniez w innych miejscach (np. rozdz. 4.1, 4.7), o ile podaje
wartos¢ funkcji testowej dla testu t-Studenta, podaje ja jako F(x,y). Co to oznacza? Co oznaczaja
indeksy? W rozdziale 4.6 dla wizyt doktorantka podaje: (F(7,7)=6,8, p=0,0001, n=8) a dla puknie¢
nosem: (F(7,7)=20,75, p=0,0024, n=8). Jak to mozliwe, ze dla trzykrotnie wiekszej wartosci funkcji
testowej, przy tej samej liczebnosci prob jest znacznie wieksze p?

-Str 72 reprezentatywne zamiast reprezentacyjne pomiary byloby lepiej
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-Str 73 ryc. 28 bledy w podpisie: na ryc. jest A, B i C w podpisie A, CiD
-biatko c-Fos wchodzi w sktad czynnika transkrypcyjnego ale samo nie jest czynnikiem
transkrypcyjnym jak napisano na str 85.

Dyskusja: Dyskusja liczy 20 stron, zawiera liczne cytowania. Poczatkowa czgs¢ dyskusji
(5.1-5.3) jest opisowa, omoéwiono w niej chyba zbyt szczegdétowo badania wykorzystujace podobne
techniki, zmiany ekspresji biatka c-Fos wywotane bardzo roéznorodnymi, czesto odleglymi od
stosowanych w tej pracy, procedurami doswiadczalnymi. Niektore fragmenty sa niepotrzebne lub
powinny by¢ umieszczone w innym rozdziale lub byty juz opisane, np. warunkowanie Pawlowa (tu
niepotrzebne i juz przednio opisane). Wymieniane sg uzyskane wyniki, omowione szczegdtowo
dane literaturowe  dotyczace znaczenia funkcjonalnego najsilniej aktywowanych struktur
niekoniecznie w kontekscie tej pracy. W powodzi czasami zbednych lub podanych juz wczesniej
informacji gubi si¢ glowny watek. W prezentowanych badaniach otrzymano ogromng ilos¢ danych.
Mam swiadomos¢, ze uwzglednienie ich wszystkich w analizie nie jest tatwe, tym bardziej nalezy
pozytywnie oceni¢ skutki wspolpracy z Pracownig Neuroinformatyki. Jak pisze doktorantka,
»globalne podejscie do profilowania aktywnosci c-Fos w moézgu dostarcza informacji o
poszczegblnych strukturach jak i obwodach neuronalnych, ktére mogg brac¢ udzial w procesowaniu
zdarzen apetytywnych”. Czy zostato to w pelni wykorzystane? Czy z otrzymanych wynikéw mozna
uzyskaé wiecej informacji? Doktorantka wymienita najsilniej aktywowane struktury, np.: wykazano,
ze 6 struktur otrzymuje projekcje z CeA, 19 wysyla projekcje do CeA a 11 zaréwno otrzymuje jak i
wysyla projekcje do tej struktury. Jest ponad 3 krotnie wigcej struktur wysytajacych projekcje z CeA
niz otrzymujgcych. Czy to ma znaczenie w kontekécie badanej roli CeA w procesie uczenia
apetytywnego? Czy istnieja jakie$s powigzania z jadrem poétlezgcym uwazanym za strukture istotng
dla odczuwania przyjemnosci? Doktorantka powoluje si¢ na pismiennictwo, w ktorym wykazano,
ze ,,pamigC jest roztozona na wiele, czesto oddalonych od siebie obszaréw madzgu, ktére sg ze sobg
polaczone funkcjonalnie i okreslane jako kompleks engraméw”. Jakie sa zaleznosci funkcjonalne
migdzy obszarami, ktére wykazywaty najwiekszg aktywacjg¢ a w szczegdlnosci czy sa jakie$ zwiazki
funkcjonalne w obrgbie struktur wysytajacych, otrzymujacych badz otrzymujacych i wysylajacych
projekcje? Wydaje sig, ze podczas przygotowywania publikacji korzystne byloby uwzglednienie

zaleznosci funkcjonalnych i szlakow neurotransmisyjnych tgczacych te najsilniej aktywowane
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struktury.

Duzo lepiej poprowadzona jest druga cze¢s¢ dyskusji dotyczaca charakterystyki neuronéw
CeA, struktury bedacej w centrum uwagi w prezentowanych badaniach (5.4-5.6). Wywdd w sposéb
logiczny prowadzi poprzez wyniki kolejnych do$wiadczen majacych na celu zidentyfikowanie typu
neuronow zaangazowanych w proces uczenia apetytywnego, ich lokalizacje w obrebie CeA,

charakterystyke elektrofizjologiczng podtypéw neuronéw oraz zmiany wywolane treningiem.

Praca zawiera sporo bledow ale doktorantka zastosowala nowoczesne, zaawansowane techniki,
uzyskala wysmienitg jakos¢ preparatéw i interesujace wyniki. Globalne podejscie do profilowania
aktywnosci c-Fos dato unikalng mozliwo$¢ zidentyfikowanie obszaréw istotnych dla uczenia
apetytywnego w calym mozgu, wytypowanie CeA jako struktury kluczowej dla przetwarzania
odpowiedzi neuronalnej indukowanej tym typem uczenia a badania elektrofizjologiczne dostarczyty
dodatkowo charakterystyki neuronéw CeA. Uwazam, ze w przedstawionej rozprawie zalozone cele

zostaly zrealizowane.

W zwiazku z tym stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska pani mgr Klaudii Nowickiej
spefnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
1 nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630)”. W zwiazku z powyzszym, wnosz¢ do Wysokiej

Rady o dopuszczenie Pani mgr Klaudii Nowickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. med. Ewa Taracha Warszawa, 12.12.2022
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