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1. Uwagi ogoine

Kwas gamma-amino-mastowy (GABA) jest klasycznym i jedynym neuroprzekaznikiem
hamujagcym w osrodkowym uktadzie nerwowym. W warstwach kory mézgowej komorki
GABAergiczne regulujg przeptyw impulsbw nerwowych w lokalnych sieciach
neuronalnych. Woptywaja w ten sposé6b m. in. na pobudliwos¢ komorek
glutaminergicznych, co utatwia filtrowanie sygnatu na wejsciu do lokalnej sieci neuronéw
oraz kontrole informacji na wyjsciu z tej sieci. Ze wzgledu na wystepowanie odmiennych
znacznikow molekularnych, neurony GABAergiczne dzielimy na trzy klasy komorek:
interneurony somatostatynowe (Int-SOM), parwalbuminowe (Int-PV) i posiadajace
jonotropowy receptor serotoninowy 5HT3a. Ostatnia klasa dzieli sie dodatkowo na dwie
podklasy: interneurony zawierajgce wazoaktywny polipeptyd jelitowy (Int-VIP) i komorki,
ktére nie zawierajg tego biatka.

2. Charakterystyka rozprawy

Wczesniejsze badania przeprowadzone in vivo wykazaty, ze interneurony GABAergiczne
odgrywajq istotng role w procesach kognitywnych, jak robwniez mechanizmach lezacych
u podstaw uczenia sie i zapamietywania. Jednak zmiany plastyczne w obrebie klas
interneuronéw wywotane uczeniem sie nie sg praktycznie znane. Przedstawiona mi do
recenzji rozprawa doktorska adresuje witasnie powyzszy problem. Konkretniej,
przeprowadzone przez mgr Dominika Kanigowskiego badania miaty sprawdzi¢ czy
proces uczenia myszy prowadzi do plastycznych zmian aktywnosci elektrofizjologicznej
trzech typow komorek GABAergicznych w IV warstwie pierwszorzedowej kory
somatosensorycznej (barytkowej): Int-SOM, Int-PV i Int-VIP.



Badania przeprowadzono metodg hybrydowa w dwéch fazach. Pierwsza faze
badan stanowily klasyczne eksperymenty in vivo. Jedng grupe eksperymentaing
stanowity zwierzeta poddane procedurze warunkowania, sktadajgcego sie z
jednoczesnego podawania bodzca warunkowanego, stymulacji dotykowej rzedu wibrys i
bezwarunkowego szoku elektrycznego w ogon. Drugg grupe stanowity myszy, ktore
poddane zostaty procedurze pseudowarunkowania, w ktérej bodziec elektryczny nie byt
skojarzony w czasie ze stymulacjg wibrys, lecz dostarczany losowo. Trzecig grupe
stanowity zwierzeta, ktore nie zostaty poddane zadnej formie procedury doswiadczalnej
(tzw. grupa zwierzat naiwnych). Druga faza badan to klasyczne eksperymenty in vitro
polegajace na sekcjonowaniu i utrzymywaniu w warunkach pozaustrojowych skrawkow
moézgowych kory barytkowej. W tej fazie badan, 24 h po ostatniej sesji procedur
warunkowania, wykonywano rejestracje elektrofizjologiczne z pojedynczych neuronéw
technikg whole-cell patch-clamp. Rejestracje przeprowadzono w skrawkach mébzgowych
w IV warstwy reprezentacji czuciowych (barytkach), odpowiadajacych stymulowanym
rzedom wibrys.

Musze przyznaé, ze jestem peten uznania dla doktoranta. Praca w zespole
naukowym wykorzystujacym liczne i bardzo trudne techniki laboratoryjne wymagata od
mgr Dominika Kanigowskiego znakomitego teoretycznego przygotowania i opanowania
duzej liczby metod laboratoryjnych w ograniczonym czasie rezymu szkoty doktorskie;.
W badaniach poza procedurami warunkowania zastosowano wiele technik
elektrofizjololgicznych i neuroobrazowania.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma standardowg strukture. Skfada
sie z rozdziatow zasadniczych (wstep, materiat i metody, dyskusja i wnioski) i wielu
podrozdziatéw bardzo utatwiajgcych czytanie i zrozumienie rozprawy. Autor umiescit
réwniez bardzo dobrze zredagowane streszczenia - w jezyku polskim i angielskim.
W pracy znajdziemy wszelkie niezbedne informacje potrzebne dla zrozumienia logiki
eksperymentdéw i uzyskanych wynikéw, w tym spis stosowanych skrotéw, liste tabel,
wykresow i znakomitych jakosciowo wielu kolorowych rycin. Cato$¢ jest bardzo starannie
wykonana pod wzgledem edytorskim i dobrze zredagowana.

Wstep, dosé obszerny ale nie przegadany, jest ciekawie skonstruowany. Dwie
trzecie wstepu poswieca autor omoéwieniu zréznicowania morfologicznego oraz
fizjologicznego interneuronéw GABAergicznych. Pozostata cze$¢ wstepu poswiecona
jest modelowi doswiadczalnemu - reprezentacji czuciowe; wibrys w korze barytkowej oraz
plastycznosci uktadu GABAergicznego wywotanego uczeniem.

W wyniku przeprowadzonych badan autor wykazat, ze w porébwnaniu ze
zwierzetami pseudowarunkowanymi i naiwnymi w grupie zwierzat warunkowanych
obserwowano wzrost pobudliwoéci wiasnej (wewnetrznej) Int-SOM. Analiza wiasnosci
elektrofizjologicznych Int-VIP u myszy kontrolnych (naiwnych) pokazata znaczne
zroznicowanie tej klasy interneuronéw pod wzgledem wzordéw wytadowar. Stwierdzono,
ze pobudliwo$é Int-VIP, ktére charakteryzowaty si¢ akomodacja wytadowan, zmniejszyta
sie jedynie u myszy pseudowarunkowanych. Analizy ksztattu potencjatow
czynnosciowych wykazaty, ze zwiekszenie pobudliwosci interneuronéw wigze sie ze
skréceniem czasu trwania poszczegolnych potencjatow czynnosciowych. Co ciekawe,
zmniejszenie pobudliwosci oznaczato wydtuzenie czasu trwania potencjatow. Jak

2



stusznie sugeruje mgr Dominik Kanigowski, zaobserwowane zmiany pobudliwosci
interneurondw  moga wigzaé sie ze zmianami przewodnictwa jonowego
odpowiedzialnego za czas trwania potencjatu czynno$ciowego.

Zastosowane w badaniach metody optogenetyczne pozwolity dodatkowo wykazac,
ze proces warunkowania powoduje zwiekszenie hamowania sgsiadujacych neuronow
pobudzajacych przez Int-SOM i Int-PV.

Bardzo mocng strong rozprawy doktorskiej jest dyskusja. Doktorant omawia w tym
rozdziale wszystkie uzyskane wyniki. Zebrane dane eksperymentalne pokazujg, ze
uczenie asocjacyjne, i nieasocjacyjne wywotujg zmiany aktywnosci wszystkich badanych
interneuronéw GABAergicznych. Wyjatkowo ciekawie napisany jest rozdziat dyskus;ji
poswiecony podstawom plastycznosci pobudliwosci wiasnej i plastycznosci
synaptycznej. Jak stusznie zauwaza mgr Dominik Kaniogowski, zmiany pobudliwosci
witasnej mozna postrzegac¢ jako powszechny mechanizm plastyczno$ci interneuronéw
GABAergicznych zachodzacy w nastepstwie warunkowania lub pseudowarunkowania.
Zaobserwowane modyfikacje pobudliwosci wtasnej mogg wptywa¢ na sumowanie
synaptyczne, przetwarzanie informacji sensorycznej, kontrole precyzji wytadowan
komérek pobudzajacych i regulacje sygnatéw przekazywanych do wyzszych warstw kory
barytkowe;j.

3. Uwagi i pytania

1. Ryciny 4A i 4.14A obrazujg parametry potencjatu spoczynkowego testowanych
neuronéw w trzech badanych grupach doswiadczalnych. Wartosci potencjatu
spoczynkowego mieszczg sie w zakresie od -60mV do ok. -40mV. W warunkach
eksperymentalnych przyjmuje sie, ze zdrowy neuron powinien mie¢ potencjat
spoczynkowy nie mniejszy niz -55 mV. Trudno potencjat -40 mV okresli¢ jako
potencjat spoczynkowy. Neurony te sg za bardzo zdepolaryzowane (?). Prositbym
o komentarz doktoranta w tej sprawie.

2. Ryc. 4.6 obrazuje parametry potencjatu progowego neuronéw w trzech badanych
grupach doswiadczalnych. Zastanawia mnie rozrzut wartosci potencjatu
progowego w komoérkach badanych grup. Czy sg one wynikiem odmiennych
warunkéow eksperymentalnych, ktére wptywajg na pobudliwo$¢ neuronéw (np.
sktadu ptynu ACSF).

3. Nastr. 120 w dyskus;ji definiujac pobudliwo$¢ neuronu autor stwierdza, ze... ,jest
to zdolno$¢ neuronu do generowania AP w odpowiedzi na dochodzgcy do komorki
impuls pobudzajgcy:...”. Pragne zwréci¢ uwage, ze w neurobiologii nie istnieje
termin ,impuls pobudzajgcy”’. Chodzi oczywiscie o bodziec pobudzajgcy. Termin
impuls funkcjonuje jako ,impuls nerwowy” czyli propagujgcy AP.

4. Bardzo ciekawe i subtelne rozwazania autora dyskusji na temat specyficznych
przestrzeni neuronu biorgcych udziat w mechanizmie pobudzenia narzucajg juz w
tym pierwszym zdaniu wieksza precyzje definicji pobudliwosci (str. 120). W
kontekScie poézniejszych rozwazan autora zdanie to powinno raczej



brzmie¢:...”jest to zdolno$¢ neuronu do generowania AP we wzgorku aksonu w
odpowiedzi na dochodzgcy do komorki bodziec pobudzajgcy:...”.Innymi stowy nie
caty neuron generuje AP a tylko jego strefa spustowa (ang. trigger zone) jako
miejsce najwigkszego zageszczenia napigciowych kanatow NA+.

4. Podsumowanie
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska dowodzi, ze mgr Dominik Kanigowski
jest doskonale przygotowany pod wzgledem teoretycznym jak rowniez znajomosci wielu
trudnych technik laboratoryjnych do dalszej samodzielnej pracy naukowej. Duza erudycja
autora sprawita, ze praca zostata napisana w sposob bardzo starannie przemyslany i
dobrym jezykiem. Recenzowana rozprawa doktorska stanowi przemyslane koncepcyjnie,
dobrze wykonane i opisane rozwigzanie istotnego problemu naukowego. Cato$¢ sktada
sie na wartosciowa i dojrzatg prace naukowa. Autor wykazat sie doskonatg znajomoscig
literatury jednak cytowanie w pracy ponad 540 pozyciji literatury uwazam za przesade.
Nalezy odnotowa¢, ze cykl badan przedstawiony w rozprawie doktorskiej zostat
sfinansowany w ramach $rodkéw Narodowego Centrum Nauki, Sonata Bis. Wyniki
uzyskane przez mgr Dominika Kanigowskiego  pokazuja, ze zaréwno uczenie
asocjacyjne, jakK i pseudowarunkowanie prowadzg do plastycznych zmian aktywnosci
wszystkich klas badanych interneuronow GABAergicznych. W ten sposéb zmiany
pobudliwosci wtasnej mozna postrzega¢ jako powszechny mechanizm plastycznosci
interneuronéw GABAergicznych zachodzacy w skutek réznych form uczenia.

5. Wniosek kornncowy

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslane 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 przedktadam Wysokiej Radzie Naukowe; Instytutu
Biologii Doéwiadczalnej im. M. Nenckiego PAN wniosek o dopuszczenie mgr Dominika
Kanigowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wysoki poziom naukowy przedstawionej rozprawy doktorskiej oraz fakt, ze czesc¢
przedstawionych wynikow zostata wcze$niej opublikowana lub jest w trakcie publikacji w
bardzo dobrych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym upowaznia mnie do
wystgpienia dodatkowo z wnioskiem o stosowne jej wyréznienie.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dominika Kanigowskiego pt. ,,Zmiany
plastyczne wybranych klas korowych interneuronéw hamujacych zachodzgce pod

wplywem uczenia”.

Zjawiska kognitywne od dekad badane sg juz nie tylko przez psychologéow ale rowniez
przez biologéw. W mechanizmach uczenia si¢ i pamigci ogromng role peinig roéznorakie
zjawiska neuroplastycznosci. W przeciggu ostatniego pdiwiecza najlepiej poznano
mechanizmy plastycznos$ci synaptycznej w synapsach pobudzajacych. Postep w tych badaniach
przez dhugi czas dokonywat si¢ przy milczacym zatozeniu, ze to wiasnie plastycznosé synaps
pobudzajacych jest podstawowym substratem proceséw kognitywnych za$ transmisja
hamujgca (w mdzgu giéwnie GABAergiczna) nie jest plastyczna lub jej zmiany plastyczne sg
nieznaczace w kontekscie procesow pamieciowych. W ostatnich dwoch dekadach poglad ten
ulegal stopniowej zmianie. Dzi§ wiemy, ze transmisja GABAergiczna tez jest plastyczna tylko
mechanizmy tej plastycznosci sa inne i trudniejsze do zbadania niz w przypadku
glutaminianergicznej ze wzgledu na duze zréznicowanie neuronéw GABAergicznych. Co
wiecej, w mozgu zjawiska plastyczne nie dotycza tylko synaps — zmianom ulega¢ moze réwniez
struktura neuronu jak i mechanizmy endogennej pobudliwosci. Dzisiaj wiemy, ze w przypadku
tzw. plastycznodéci homeostatycznej, przeskalowaniu pobudliwosci komoérki towarzysza
zmiany nie tylko synaps, ale tez przewodnictwa jonowe napigciowo-zalezne i przez to
mechanizmy generacji potencjalow czynnosciowych. Ten ostatni aspekt byt jednak
zdecydowanie mniej badany niz plastyczno$é synaptyczna. Dysponujemy mimo to dosé
szerokg wiedzg na temat plastycznosci endogennej pobudliwosci w komorkach pobudzajacych
natomiast ten rodzaj plastycznosci w neuronach hamujacych w mézgu (GABAergicznych) jest
poznany w stopniu znikomym. W tym $wietle nalezy uzna¢, ze wybor tematyki rozprawy
doktorskiej mgr Dominika Kanigowskiego, odnoszacy si¢ w duzym stopniu wilasnie

plastycznosci endogennej pobudliwosci w wybranych interneuronach GABAergicznych jest
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bardzo ciekawy i nowatorski. Doktorant postawil sobie za cel zbadanie jak uczenie sie w
paradygmacie warunkowania klasycznego (dotyk wibrys i szok elektryczne w ogon myszy)
wplywa na zmiany plastyczne w ukladzie GABAergicznym w neuronach IV warstwy kory
barytkowej. Zjawiska plastyczne zbadano w trzech typach interneuronéw ekspresjonujacych
somatostatyne, parwalbuming i wazoaktywny polipeptyd jelitowy: Int-SOM, Int-PV i Int-VIP)
pod katem endogenne] pobudliwosci, ale réwniez zbadano spontaniczne prady pobudzajace
sEPSC (w interneuronach) oraz optogenetycznie wywolywane prady hamujgce eIPSC na
komorkach pobudzajacych w IV warstwie.

Rozprawe otwiera obszerny wstep, ktory generalnie jest napisany dobrze i zawiera
niezbedne informacje by zorientowac czytelnika w aktualnym stanie wiedzy dotyczace;j
podjetego tematu. Na poczatku Autor omawia system GABAergiczny w mdzgu ssaczym,
skupiajgc si¢ gléwnie na opisie typéw komorek GABAergicznych i ich roli w osrodkowym
uktadzie nerwowym. Co zrozumiate, zwazywszy na cel pracy, bardzo szczegdtowo omowione
sg typy interneuronéw GABAergicznych 1 podstawowe zjawiska zachodzace z ich udziatem.
Duzo uwagi poswigcono morfologii licznych interneurondéw lecz opis ten bylby czytelniejszy
gdyby charakteryzowaniu budowy i schematu polaczen danego interneuronu towarzyszyty
grafiki ilustrujace te informacje. Bardzo waznym aspektem tej czeéci wstepu jest zwrdcenie
uwagi, ze za kazda grupa w szeroko stosowanym podziale na interneurony Int-SOM, Int-PV i
Int-VIP stoi nie jeden typ lecz wiele podtypow interneurondw czesto o réznych wlasciwosciach.
Trochg szkoda, ze do tych informacji Autor nawigzat tylko w niewielkim stopniu prezentujac i
dyskutujagc wyniki dotyczace Int-SOM, Int-PV i Int-VIP. Do podrozdzialu 1.1. mam tylko
niewielkie zastrzezenia: (str. 14) Receptory GABAA nie przewodza tylko aniondéw
chlorkowych lecz sg anionoselektywne i przewodza réwniez aniony weglanowe); (str. 16)
Raczej po polsku moéwi sie o oérodkowym uktadzie nerwowym a nie o centralnym ...; (str. 25)
zdanie ,,Co ciekawe, neurony kandelabrowe moga wykazywaé dziatanie depolaryzujgce na
postsynaptyczne neurony piramidowe, w przypadku gdy potencjal blonowy komorek
piramidowych jest rowny potencjalowi spoczynkowemu” jest dla mnie niezrozumiale.
Potencjal spoczynkowy to jest potencjal blonowy. Zgaduje¢, ze moglo chodzi¢ o relacje
pomiedzy potencjatem odwrdcenia dla pradéw GABAergicznych a potencjatem
spoczynkowym w segmencie poczatkowym aksonu. Kolejny rozdziat dotyczy kory barytkowe;j
i w mojej ocenie jest on napisany bardzo dobrze, zawierajac bardzo szerokie kompendium
wiedzy o tej strukturze mézgowej i jej roli w fizjologii gryzoni. Kolejny podrozdziat wstepu
dotyczy zjawisk plastycznosci neuronalnej, w ktérym Autor opisuje przyktady zjawisk

plastycznych u roéznych zwierzat sporo uwagi poswigcajgc zjawiskom plastycznym w



kontek$cie uczenia si¢. Duzo uwagi Doktorant poswiecit tez réznym mechanizmom
molekularnym omawianych przez siebie zmian plastycznych. Generalnie rozdziat jest napisany
dobrze i zawiera niezbgdne informacje by w kolejnych czgsciach rozprawy moéc szczegélowo
opisa¢ otrzymane wyniki dotyczace zjawisk plastycznych. Ostatnie dwa podrozdzialy wstepu
dotyczg aktualnego stanu wiedzy odnosnie udziatu korowych interneuronéw GABAergicznych
w plastycznosci wywolanej uczeniem oraz plastyczno$ci uktadu GABAergicznego wywotanej
warunkowaniem klasycznym. Bardzo wysoko oceniam te rozdziaty. Rozdzial dotyczacy
udziatu interneuronéw GABAergicznych w plastycznosci zwigzanej z uczeniem to obszerny i
bardzo bogaty w tes¢ opis, ktory rekomendowatbym kazdemu, kto zajmuje si¢ tematykg roli
interneuronéw w uczeniu si¢ i pamigci. Réwniez podrozdziat o warunkowaniu klasycznym
oceniam wysoko — jest on ciekawie i dobrze napisany i stanowi doskonaly wstep do opisu
wynikéw otrzymanych wlasnie przy zastosowaniu tego paradygmatu.

Model eksperymentalny i procedury doswiadczalne zostaly opisane w rozdziale 3 pt.
»Materialy 1 Metody”. Zostaly tu zawarte wszystkie niezbedne informacje w sposéb
wyczerpujacy 1 zrozumialy. Badania nad wspomnianym modelem warunkowania klasycznego
w Instytucie im. M.Nenckiego maja dluga tradycje i mozna by¢ pewnym, ze zaréwno
zastosowanie modelu jak i péZniejsze do§wiadczenia byly wykonywane bardzo dobrze. Warto
podkresli¢, ze pomiary elektrofizjologiczne oraz analiza zarejestrowanych przebiegéw byly
wykonane na najwyzszym poziomie. Model eksperymentalny jest godny uznania: nie tylko
zastosowano zwierzeta transgeniczne by rozr6zni¢ typy interneurondéw, ale zastosowano
réwniez nieoceniong przy tego typu badaniach optogenetyke. Niech mi bedzie wolno
powiedzie¢, ze bardzo dobrze s$wiadczy o wykonawcach tego projektu fakt opisania
zaobserwowanej niespecyficznej ekspresji rekombinazy Cre u myszy PV-Cre x Ail4 oraz PV-
Cre x Ai32, czego, jak przypuszczam, niejeden inny autor by niechetnie ujawnial. Po lekturze
tego rozdzialu pozostalem jednak z jedna watpliwoscia: jaki typ komérek pobudzajacych
wybierano do rejestracji elPSC wywolanych optogenetycznie ?

Najobszerniejszym rozdziatem rozprawy sg ,, Wyniki” (rozdz. 4). Przedstawiono tu dla trzech
grup zwierzat (naiwne, pseudowarunkowane i CS+UCS) wyniki pomiaréw dotyczacych
pobudliwosci (current clamp) oraz SEPSC (na interneuronach) oraz eIPSC na neuronach
pobudzajacych (voltage clamp). Na tej podstawie wyciagano wnioski odnosnie wplywu
warunkowania na endogenng pobudliwo$¢ (pomiary current clamp) oraz na transmisje
pobudzajacg i hamujaca (pomiary voltage-ciamp). Ponadto zbadano podstawowe parametry

elektrofizjologiczne dla badanych typéw neurondéw oraz aktywno$¢ spontaniczng. W zwigzku



z zaobserwowang heterogennoscia wzoréw wytadowan sporzadzono statystyke typéw tych
wzorcOw 1 skupiono si¢ na grupach najczesciej wystepujacych.

Pierwsza zaprezentowana grupa byly INT-SOM-LTS. Nie stwierdzono dla niej zmian w
podstawowych parametrach elektrofizjologicznych pomigdzy grupami naiwne, CS+UCS i
Pseudo. W przypadku wzoréw wytadowan stwierdzono, ze dla silnych bodzcow pradowych w
grupie CS+UCS czestotliwoscei potencjatow czynnosciowych (AP) osiggaja wyzsze wartosci
niz w pozostatych grupach (ryc. 4.4). Na tej podstawie Autor wnioskuje, ze pobudliwo$¢ wiasna
Int-SOM jest wigksza u myszy warunkowanych w pordéwnaniu z myszami kontrolnymi
(naiwnymi) 1 pseudowarunkowanymi. Nie jest to wniosek bardzo precyzyjny, gdyz przy
nizszych warto$ciach pra,déw‘ stymulacji (0 do ok. 130 pA) zaleznos¢ czestotliwosci AP dla
CS+UCS jest przesunigta w prawo wzgledem przede wszystkim grupy naiwnej, wskazujac, ze
w tym zakresie stymulacji zachodzi zmniejszenie czestotliwosci AP. Ponadto, jak widzimy na
ryc. 4.6 amplituda AP dla CS+UCS si¢ zmniejsza wzgledem grupy Naiwne;.

Dla tej grupy interneuronow zaobserwowano bardzo interesujacy efekt. Otéz warunkowanie w
przypadku INT-SOM-LTS skutkowato bardzo wyrazng zmiang kinetyki sEPSC mierzonych na
tych interneuronach (ryc. 4.10) przy czym istotnemu skroceniu ulegt zaréwno czas narastania i
zaniku sEPSC. To bardzo ciekawy wynik mogacy nie§¢ wazkie konsekwencje w
funkcjonowaniu sieci neuronalnych. Musz¢ podkresli¢, ze szkoda, ze Autorzy nie zdecydowali
si¢ na zbadanie mechanizmu tego efektu (np. czy za ta obserwacjg stoi zamiana podjednostek
receptora AMPA w tych komdrkach — Autor tylko krotko wspomina o takich badaniach w
dyskusji jako o potencjalnie waznych). Podobny problem napotykam w odniesieniu do
zaobserwowanych zmian w pobudliwosci tych interneuronéw. Zmiana pobudliwo$ci wigze sie
najczescie] ze zmiang ekspresji kanatow napigciowo zaleznych. Szkoda, ze nie zbadano tej
mozliwosci. W dyskusji Autor, na podstawie informacji literaturowych wysuwa jedng z
hipotez, ze za czescig obserwowanych zmian w pobudliwosci mogta odpowiadaé zmieniona
ekspresja kanaléw potasowych zaleznych od napiecia typu A. Zweryfikowanie tej hipotezy
byloby relatywnie latwe, szczegdlnie biorgc pod uwage doskonate opanowanie warsztatu
badawczego przez Doktoranta. Szkoda wigc, ze tych badan nie przeprowadzono choéby
pilotazowo.

Analogiczny schemat badan zastosowano dla pozostatych interneuronéw (INT-PV i INT-VIP)
lecz w przypadku tych neuronéw zaobserwowano mniejszy wplyw warunkowania na
pobudliwos¢ 1 prady synaptyczne w grupie CS+UCS. Co ciekawe, dla INT-PV najwicksze
zmiany w pobudliwosci zaobserwowano dla grupy PSEUDO (ryc. 4.16). Réwniez w przypadku
INT-PV najwigksza zmiana we wlasciwosciach sEPSC dotyczyta grupy PSEUDO i



manifestowata si¢ wydtuzeniem zaniku tego pradu, co Autor wigze z blizej nie sprecyzowanym
efektem ,,pogorszenia precyzji” transmisji synaptycznej. Jak juz wspomniatem, efekty zmian
kinetyki sEPSC sg w mojej ocenie bardzo powierzchownie przedyskutowane nie méwiac o
przeprowadzeniu dalszych badan nad mechanizmami tych obserwacji. Na str. 97 i 98 znajduje
si¢ zdanie, ktorego nie do konica rozumiem: ,,Pomimo znaczgcego spadku pobudliwos$ci wlasnej
Int-PV po pseudowarunkowaniu nie zanotowano zmian W hamowaniu komorek
glutaminianergicznych pochodzacych od Int-PV tej grupy myszy” - w szczeg6lnoscei co to sg
komorki glutaminianergiczne pochodzace od INT-PV 2.

Réwniez w przypadku grupy INT-VIP zaobserwowano pewne zmiany w pobudliwosci pod
wplywem zastosowania procedur warunkowania, przy czym podobnie jak w INT-PV
najbardziej zmieniona byta grupa PSEUDO. Nie zaobserwowano natomiast zmian w kinetyce
sEPSC a eIPSC byly tak male, ze trudno bylo oceni¢ wplyw treningu na te prady. Nie
zaobserwowano w tej grupie istotnych zmian w pobudliwosci endogennej pod wplywem
treningu.

Reasumujac w bardzo obszernym rozdziale ,,wyniki” Autor zaprezentowal ogromny materiat
badawczy, ktory wskazuje na zmiany zachodzace pod wplywem warunkowania w zar6wno
endogennej pobudliwodci jak i we wiasciwosciach kinetycznych sEPSC i eIPSC i efekty te
wykazujg réznice dla réznych typdw interneuronéw. Wyniki te sg interesujace, otwieraja
niewatpliwie nowe perspektywy badan jednakze uwazam, ze zabraklo tutaj troche dazenia do
doglebnosci podjetych badan. W mojej ocenie lepiej by byto gdyby Doktorant skupit sie np. na
jednej grupie interneuronéw np. INT-SOM, ale wykonat dalsze badania majgce na celu
stwierdzenie mechanizmu molekularnego obserwowanych zmian w pobudliwosci endogenne;j
i kinetyce sEPSC i eIPSC weryfikujac hipoteze np. wspomnianej juz zmiany ekspresji kanatow
napigciowo-zaleznych lub zmiany stechiometrii receptorow AMPA.

Ostatnim rozdziatem dysertacji jest Dyskusja (rozdz. 5). W mojej ocenie jest to najstabiej
napisany rozdzial w tej rozprawie. Doktorant powinien wiedzie¢, ze najwazniejszym i
pierwszoplanowym celem Dyskusji jest komentarz dotyczacy OTRZYMANYCH w pracy
wynikéw na tle piSmiennictwa z tej tematyki. Tak rozumianej dyskusji jest jednak w tym
rozdziale niewiele natomiast jest mndstwo komentarzy, ktére dyskusjag w ogdle nie sg lub
watkéw luzno zwigzanych z wlasnymi badaniami i ktére réwnie dobrze mogly sie znalez¢ we
wprowadzeniu, gdzie charakteryzowano aktualny stan dokonan w podjetej tematyce.
Przyktadowo, Dyskusja zaczyna si¢ od 3 akapitow tekstu, ktdry jest powtoérzeniem informacji,
ktéra zostala obszernie wyjasniona w ,Metodach” i  ,Wynikach”. Roéwniez caly

kilkustronicowy podrozdziat 5.1 jest bardzo luzno zwigzany z otrzymanymi wynikami i duza



czesé tego tekstu raczej powinna znalezé sie we wstepie, uczulajgc czytelnika jakg wazng i
zalezng od wielu czynnikéw jest regulacja endogennej pobudliwosci. Podobnie pierwszy akapit
rozdzialu 5.2 trudno okresli¢ jako dyskusje sensu stricto. Kolejny akapit — rowniez wiele
interesujacych informacji o tym jakie zjawiska i choroby moga wplywaé na pobudliwosé, ale
ciggle brak bezposredniego nawiazania do wiasnych wynikéw. Na kolejnych stronach
zaczynaja si¢ pojawia¢ nawigzania do otrzymanych wynikdéw. Zwracam jednak uwage, ze np.
zdanie ,Zmiany w parametrach elektrofizjologicznych APs sugerujag molekularne podioze
rejestrowanych zmian pobudliwo$ci whasne].” jest stwierdzeniem dos$¢ oczywistym nic nie
wnoszac do dyskusji podjetego problemu. Podobnie, zdanie ,,Zwiekszona amplituda swiadczy
o tym, ze komorki te sa silniej pobudzane przez lokalne neurony glutaminianergiczne” wydaje
si¢, ze stwierdza rzecz do$¢ oczywistg. Niejasne jest co Autor ma na mys$li pod pojeciem
»doktadno$¢ pobudzenia™ — stwierdzenie to, jak wspominatem, pojawia sie jako komentarz do
obserwacji, ze warunkowanie wpltywa na kinetyke sEPSC. Mam problem tez ze zdaniem:
»Wzrost amplitudy i szybsza kinetyka sEPSCs mogg wynika¢ ze zmian w przewodnictwie
receptordw AMPA i/lub NMDA oraz ich skladzie podjednostkowym.” Mierzone w tej
rozprawie prady sEPSC charakteryzuja si¢ czasem zaniku rzedu kilku milisekund (dla INT-
SOM najdtuzsze do 8 ms). Ponadto prady te byly mierzone w obecnosci milimolarnego stezenia
jonéw magnezu przy napieciu blonowym -70 mV. Czy w tych warunkach mozna sie
spodziewac istotnej komponenty pradéw przeplywajacych przez receptory NMDA ? Czy ta
komponenta moze by¢ az tak szybka ?

Bardzo ciekawg czescia dyskusji jest podrozdziat dotyczacy pseudowarunkowania (cze$é 5.3),
ktory jest szczegélnie wazny jako, ze czgéé wynikodw wskazata na najwigksze zmiany nie pod
wplywem CS+UCS ale wlasnie w grupie pseudowarunkowania. Interesujace sa tu sugestie, ze
zmiany wywolane pseudowarunkowaniem moga odzwierciedla¢ zmiany plastyczne zwigzane
z uczeniem nieasocjacyjnym. Niestety rowniez ten rozdziat zawiera mnostwo informacji, ktére
raczej powinny sie znalez¢ we wstepie.

Podsumowujac, oceniana rozprawa doktorska jest wartosciowym osiggnieciem naukowym,
opartym o bardzo obszerny material badawczy, otrzymany z zastosowaniem zaawansowanej
metodologii badawczej. Autor niewgtpliwie dysponuje szerokg wiedzg z podjetej tematyki,
czemu dal wyraz w obszernym wstepie do rozprawy. Wydaje mi sie jednak, ze wybranie nieco
innej strategii, ograniczajac liczbe typéw badanych interneuronéw np. do jednego mozna byto
tym samym nakladem pracy uzyska¢ wyniki bardziej doglebnie wyjasniajagce mechanizmy
obserwowanych proceséw plastycznosci. Prawdopodobnie wyniki takie dalyby szanse na ich

opublikowanie w bardziej prestizowych periodykach. Jak juz stwierdzitem wyzej dyskusja



zawiera szereg mankamentow, ale wigze to nie z niedostatkiem erudycji naukowej ale raczej z
brakiem doswiadczenia, ktére Doktorant na pewno w przysztoéci nabedzie.

Biorgc pod uwage powyzsze przestanki stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska
mgr Dominika Kanigowskiego 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
(Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz. U. z 2021 r. poz.478, 619, 1630) i wnioskuje do
Rady Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego o dopuszczenie
mgr Dominika Kanigowskiego do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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Wydzial Biologii
Nauk o Ziemi
Instytut Zoologii
Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Dominika Kanigowskiego Badan Biomedycznych
pt. ,Zmiany plastyczne wybranych klas korowych interneuronéw
hamujacych zachodzace pod wplywem uczenia” 7akiad Biclagi

. Obrazowania Komorki
Plastyczno$¢ neuronalna, w tym plastyczno$¢ synaptyczna, jest kluczowym

procesem zachodzacym w mozgu pod wpltywem bodzcoéw zewnetrznych i
wewnetrznych, o fundamentalnym znaczeniu w rozwoju mozgu, uczeniu sie,
zapamigtywaniu 1 regeneracji mozgu po urazach. Plastyczno$¢ neuronalna
badana jest roznymi metodami z wykorzystaniem obrazowania na poziomie
mikroskopii $wietlnej i elektronowej, a takze technik elektrofizjologicznych.
Doktorant Dominik Kanigowski podjat si¢ scharakteryzowania pod wzgledem
parametréw elektrofizjologicznych trzech typow interneuronéw GABA-
ergicznych; somatostatynowych (Int-SOM), parwalbuminowych (Int-PV) i
zawierajacych wazoaktywny polipeptyd jelitowy (Int-VIP) w IV warstwie kory
somatosensorycznej myszy po warunkowaniu (CS+UCYS),
pseudowarunkowaniu (Pseudo) i u myszy naiwnych (Naiwne). Badania uktadu
GABA-ergicznego w plastycznosci sa kontynuacja wczesniejszych badan
prowadzonych przez prof. dr hab. Malgorzate Kossut i wspotpracownikow. Jest
to bardzo interesujgce zagadnienie wskazujace, jak wazne sg neurony hamujace
w plastycznosci neuronalnej kory mézgowej. Podobnie jak we wezesniejszych 30287 Krakow

pracach, hamujace interneurony korowe zbadano w IV warstwie kory ul Gronostajows 2



somatosensorycznej myszy, w tzw. korze barylkowej, ktora jest dogodnym i '::
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Celem rozprawy doktorskiej mgr. Dominika Kanigowskiego bylo w K RAKOWIE

czesto wykorzystywanym modelem w badaniach plastycznosci.

zarejestrowanie zmian parametrow elektrofizjologicznych  pojedynczych
interneuronéw z trzech typow interneuronow GABA-ergicznych kory
barytkowej metoda whole-cell patch-clamp pod wptywem uczenia sig.
Pan mgr Dominik Kanigowski wykazal, ze uczenie si¢ U myszy
(warunkowanie i pseudowarunkowanic) wywotuje zmiany plastyczne Wydzial Biologii
pobudliwos$ci wlasnej interneuronow GABA-ergicznych, synaps pobudzajacych L
te interneurony i hamowania neuronéw pobudzajacych przez interneurony N R
GABA-ergiczne. Zmiany te sg specyficzne dla danego typu neuronow GABA-
ergicznych 1V warstwy kory somatosensoryczne;j. Instytut Zoologii
Rozprawa jest dobrze napisana, w sposob jasny i zrozumiaty oraz dobrze i Badan Biomedycznych
zilustrowana 67 starannymi rycinami. Praca liczy 202 strony, ma typowy uktad
dla rozpraw doktorskich i zawiera kolejno: spis tresci, streszczenie, abstract, 7akiad Biolag|
wykaz skrotow, wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki 1 dyskusje. Na koncu

pracy znalazto si¢ podsumowanie, bibliografia liczaca az 542 pozycje oraz spis AR o
publikacji Autora.

Wstep (33 stron) jest dobrym, pod wzgledem merytorycznym,
wprowadzeniem do pracy, zawiera istotne informacje dotyczace uktadu
interneuronow GABA-ergicznych w korze mozgowej, ich charakterystyki oraz
chorob bedacych wynikiem zaburzen dziatania tych neurondéw. Doktorant
szczegdtowo opisal trzy typy interneuronow: Int-SOM, Int-PV 1 Int-VIP.
Opisana zostata tez kora barylkowa z reprezentacjami korowymi wibrys na
pyszczku myszy oraz droga informacji sensorycznych z wibrys do kory oraz sie¢
neurond0w w korze barytkowej. W kolejnych rozdziatach Doktorant opisat
zjawisko plastycznoséci neuronalnej oraz udziat neuronow GABA-ergicznych
kory w plastycznosci wywotanej uczeniem si¢, zwlaszcza uczeniem si¢
asocjacyjnym (warunkowanie klasyczne). We wstepie brakuje informacji o
plastycznosci dobowej, ktora zachodzi pod wplywem dobowych zmian w
srodowisku zewngtrznym, zwlaszcza zmian o$wietlenia oraz pod wplywem

sygnatow z  zegara  okolodobowego  zlokalizowanego w  jadrach oLl 67 Keakhv

=
o
w

nadskrzyzowaniowych podwzgérza. Poza tym, wstep $wiadczy o dobrym Ul Gronostajows



teoretycznym przygotowaniu Doktoranta 1 znajomos$ci literatury naukowej '::
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W rozdziale Materialy i metody (20 stron) Doktorant opisat szczegélowo \w K RAKOWI E

dotyczacej przedmiotu rozprawy.

zwierzeta doswiadczalne uzyte do badan — myszy transgeniczne z systemem Cre-
LoxP, w celu znakowania fluorescencyjnego wybranych interneuronéw w korze
barytkowej oraz myszy z ekspresja ChR2 w celu generowania IPSPs
optogenetycznie w neuronach pobudzajacych, wzbudzajac wybrang grupe

interneuroné6w GABA-ergicznych z ChR2 $§wiatlem niebieskim.

Zastosowana w badaniach metoda warunkowania polegata na sparowaniu - .'“‘j . L_ o
bodzca bezwarunkowego awersyjnego — szoku elektrycznego w ogon z bodzcem Nk e
warunkowym, czyli stymulacjg (odginanie) wybranego rzedu wibrys (rzad B
wibrys lewej strony pyszczka). Po 3 dniach habituacji, myszy poddawano przez 'nstytut Zaologi

3 kolejne dni warunkowaniu, tacznie przeprowadzono 120 sesji sparowania CS z | Badan Biomedycznych
UCS. U myszy pseudowarunkowanych stymulowany byt ten sam rzad wibrys, w
podobny sposob jak u myszy warunkowanych, ale szok elektryczny w ogon 7akiad Biolag|
dostarczany byt losowo. Grupa myszy naiwnych nie byla poddawana Zadnej

stymulacji. Po ok. 24 godz. przeprowadzano anestezj¢ zwierzat, a nastepnie AR o
pobierano prawa poétkule, przygotowywano skrawki kory barytkowej, ktore

utrzymywane byly w specjalnej komorze wypetnionej roztworem ACSF,

MACSF lub D-glukonianu potasu w celu przeprowadzenia rejestracji
elektrofizjologicznej whole-cell patch-clamp neuronow barytek rzedu B. U

zwierzat naiwnych rejestrowano nie tylko z rzedu B, ale takze A, C 1 D.

Typy neuronéw GABA-ergicznych rozpoznawane byty dzigki obecnosci
czerwonego barwnika fluorescencyjnego — td Tomato. Rejestrowano potencjat
spoczynkowy, opor dostgpowy 1 opor wejsciowy, pobudliwos¢ wiasng
interneuronéw,  aktywno$¢  spoczynkowa 1 sEPSCs  (spontaniczne
postsynaptyczne prady pobudzajace). Badano réwniez dynamike pobudliwosci
komoérek w odpowiedzi na puls pradowy o wzrastajacym natezeniu.
Przeprowadzono analize ksztalttow APS (potencjaldéw czynnosciowych) i
adaptacji wyladowan. Oprocz interneuronéw GABA-ergicznych rejestrowano
rowniez aktywnos$¢ neurondéw pobudzajacych, eIPSCs (postsynaptyczne prady

. . . . . , . 30-387 Krakéw
hamujace) 1 analizowano frakcje unerwianych neurondw pobudzajacych przez Sk Hrakhy
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Int-VIP. Wszystkie zastosowane metody s3a prawidlowe, chociaz trudno mi U Gronostajowa

oceni¢ prawidlowo$¢ przeprowadzonych rejestracji, gdyz nie jestem tel.. 12 664 53 37



elektrofizjologiem. Analizowane parametry elektrofizjologiczne zilustrowano '::

UNIWERSYTET
. ) . JAGIELLONSKI
Poniewaz podczas rejestracji stosowano rézne plyny w KRAKOWIE

dobrymi rycinami, na ktorych zaznaczono, jakie parametry byty analizowane.

zewnatrzkomorkowe 1 opisano, dlaczego zastosowano taki a nie inny sklad

ptynow (podany w tabelach), to prositabym o wyjasnienie, czy we
wczesniejszych (wstgpnych) badaniach Autora testowano, w przypadku roztworu
wewnatrzkomorkowego (k-glukonian) i mACSF inne stezenia jondw, np. inne

stezenie K*. Zastosowane metody wymagaty od Doktoranta duzych umiejetnosci Wydzial Biologii
w przygotowaniu skrawkow mozgu i samych rejestracji elektrofizjologicznych. ook o Ziem

Wyniki zostaly przedstawione na 72 stronach i zilustrowane 45 rycinami.

Wyniki podzielono na trzy gldéwne podrozdziaty, a w kazdym opisano jeden z

nstytut Zoologii

trzech typéw analizowanych interneuronéw GABA-ergicznych u myszy
naiwnych, pseudowarunkowanych i warunkowanych. W grupie Int-SOM | Badan Biomedycznych
zarejestrowano 4 typy pod wzgledem wzoru wytadowan: LTS (low-threshold
spiking) (77%), FS (fast-spiking) (13%), AC (accomodating) (6,5%) i IR
(irregular spiking) (3,5%). W przypadku Int-SOM-LTS nie zarejestrowano

Obrazowania Komork
roznic W podstawowych parametrach elektrofizjologicznych oraz aktywnosci

Zakiad Biologi

spontanicznej u badanych grup zwierzat, natomiast wykryto, ze pobudliwos¢
wilasna Int-SOM oraz pobudzajace potaczenia synaptyczne unerwiajace te
interneurony sa wigksze u myszy warunkowanych w poréwnaniu z pozostaltymi
grupami zwierzat. Ponadto stwierdzono réznice w parametrach ksztattu APs oraz
ze, Int-SOM u myszy warunkowanych zwiekszaja hamowanie neuronow
pobudzajacych w korze barytkowe;.
W grupie neuronow Int-PV zidentyfikowano 64% FS-reb (bez rebound
spikes), 26% FS+reb. i 10% czgsciowych FS. W przypadku tych neuronow
warunkowanie nie mialo wpltywu na podstawowe parametry fizjologiczne i
aktywnos$¢ spontaniczng. Pobudliwo$¢ wilasna byta podobna w grupie myszy
naiwnych i warunkowanych, a obnizyla si¢ w grupie pseudowarunkowane;.
Natomiast transfer tadunku hamowania (¢eIPSCs) z Int-PV byl najwigkszy w
grupie CS+UCS.
W grupie Int-VIP wykryto 51,6% neuronow AC, 27,4% LTS, 17,8% IR i
3,2% FS. W przypadku Int-VIP-AC stwierdzono niewielkie zmiany potencjatu ° 20/ Krakow
spoczynkowego (wzrost w grupie Pseudo a obnizenie w CS+UCS) i Ul Gronostajows S

pobudliwos$ci wlasnej w poréwnaniu z grupa myszy naiwnych. tel
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W Dyskusji (31 stron) Autor wykazat si¢ duzg znajomoscia literatury

osiggnietych wynikow 1 staral si¢ tez wyjasni¢, dlaczego wiele z
zarejestrowanych parametrow elektrofizjologicznych nie roznito si¢ statystycznie

istotnie pomigdzy grupa zwierzat warunkowanych, pseudowarunkowanych i

naiwnych. Moim zdaniem przyczyna tego moze by¢ wybor pory doby, w ktorej
przeprowadzano doswiadczenia. Moje badania 1 moich wspotpracownikow Wydzial Biologii
wykazaty, ze najwigcej synaps hamujacych w barytce B2 u myszy naiwnych jest ek s Ziem

na poczatku nocy, kiedy zwierzgta sa aktywne motorycznie. Wtedy jest tez

wiecej dwusynaptycznych kolcéw dendrytycznych, z jedna synapsg pobudzajaca

i druga hamujaca. Te cykliczne zmiany utrzymuja si¢c rowniez u zwierzat '"Stytut Zaologii

trzymanych w stalej ciemnosci, co oznacza, ze zmiany w liczbie Synaps i Badan Biomedycznych
hamujacych oraz morfologia kolcéw dendrytycznych regulowana jest przez
sygnaly z  zegara  okotodobowego  zlokalizowanego @ w  jadrach 7akiad Biclogi
nadskrzyzowaniowych podwzgérza mozgu. B e i
O ile liczba synaps pobudzajagcych rowniez zmienia si¢ w ciagu doby i
jest ich najwigcej na poczatku dnia, w fazie snu u myszy, to ich endogenna
czasowa regulacja jest stabsza niz w przypadku synaps hamujacych.
Warunkowanie i pseudowarunkowanie przeprowadzone przez Doktoranta
przypadato wiec na faze snu u myszy. Wprawdzie bodziec UCS, jakim jest szok
elektryczny, jest na tyle silnym bodZzcem awersyjnym, ze zmiany w korze
barytkowej 1 prawdopodobnie we wzgorzu i ciele migdalowatym pojawiajg si¢ u
zwierzat warunkowanych i pseudowarunkowanych, ale jak wiadomo z innych
naszych badan, proces uczenia si¢ jest bardziej skuteczny, gdy przypada na pore
najwyzsze] aktywnos$ci zwierzecia. Rozumiem, ze wybrana pora badan, byla
zgodna z porg wczesniej prowadzonych badan, ale bioragc pod uwage najwyzsza
liczbe synaps hamujacych na poczatku nocy, dobrze byloby przeprowadzié¢
badania uczenia si¢ o tej porze doby, kiedy zwierzeta sg najbardziej aktywne.
Pomimo, ze rozprawa jest dobrze napisana, to Autor nie ustrzegl si¢
pewnych bledow stylistycznych, nielicznych literowych i ortograficznych,
niezgrabnych sformutowas (np. wyniki, jakie otrzymano na mysiej I-rzedowej 20 20/ Krakew
korze wzrokowej) czy spolszczonych wyrazen z jezyka angielskiego (w sposob U Gronostajows S

zrandomizowany). Z kolei zamiast ,,szybkiej i wolnej czestotliwos$ci” powinno tel.. 12 664 53 37



komoérkowej” powinno byé: ,,dobowe/okotodobowe rytmy aktywnosci UNIWERSY "t '
. . . L . JAGIELLONSKI
neuronéw”. Roéwniez stwierdzenie, ze ,uczenie jest immanentng cecha w K RAKOWIE

by¢: ,,wyzsza i nizsza czestotliwos¢”; zamiast ,,dziennych rytméw aktywnosci

wszystkich wyzszych kregowcoOw” nie jest wlasciwe, bo uczenie si¢, w tym
warunkowanie, jest procesem, ktory obserwowany jest u kregowcow i

bezkregowcow i nie jest to wytacznie cecha ssakow.

Podsumowanie .
Wydzial Biologii

Wyniki badan zawarte w rozprawie doktorskiej mgr. Dominika o
Kanigowskiego, pomimo moich powyzszych uwag, sg istotnym wktadem w Nk e
poznanie wlasciwosci i roli neurondéw GABA-ergicznych w korze barytkowej
myszy W procesie Uczenia sie, jakim jest warunkowanie i pseudowarunkowanie '"stytut Zaologi
przy zastosowaniu awersyjnego bodzca bezwarunkowego. Badan Biomedycznych

W mojej opinii rozprawa doktorska mgr. Dominika Kanigowskiego
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku. Prawo o Zakiad Biologi

szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). :
brazowania Komorki
W zwiazku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu

Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie 0 dopuszczenie

mgr. Dominika Kanigowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Elzbieta Pyza

30-387 Krakaw
ul. Gronostajowa 9

tel.: 12
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