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Recenzja rozprawy doktorskiej p. mgr inz. Kamila Tomaszewskiego
pt."'Podloze neuronalne wygaszania pamieci strachu**
przygotowanej pod opieka prof. dr hab. Katarzyny Radwanskiej
w Pracowni Molekularnych Podstaw Zachowania
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN

Strach stanowi jedng pierwotnych emocji, decydujaca 0 naszym nastawieniu do
sytuacji zyciowych. Z jednej strony umozliwia przetrwanie zagrozenia srodowiskowego, z
drugiej strony nadmierna reakcja stresowa prowadzi do zaburzen behawioru, wystepujacych
m.in. w zespole stresu pourazowego, u ktorego podstaw najprawdopodobniej lezy
uposledzenie wygaszania pamieci strachu. Tematyka pracy miesci si¢ w nurcie badan
dotyczacych mechanizméw zwigzanych z konsolidacja, wygaszaniem i uposledzeniem
pamigci, a w szczegolnosci z mechanizmami wygaszania poznej pamieci strachu, w tym
uwarunkowanej reakcji strachu zaleznej od bodzcéw ogolnych. Nie w peini poznane sa
mechanizmy komorkowe odpowiedzialne za procesy zwigzane z powstawaniem i
przebudowa $ladu pamigciowego. Dlatego tez praca p. mgr Kamila Tomaszewskiego dobrze
wpisuje si¢ w nurt tych badan i jest proba wyjasnienia jak zaburzona autofosforylacja
izoformy alfa kinazy kalmodulinowej zaleznej od wapnia typu drugiego (aCaMKII) wptywa
na uposledzenie wygaszania péznej pamieci strachu zaleznej od kontekstu u myszy, ze
szczegolnym uwzglednieniem roli struktur mézgowych zaangazowanych w ten proces.
Wybor tematu uwazam za wiasciwy, nie tylko z tego wzgledu, z e mechanizmy
zaangazowane W wygaszanie poznej pamieci strachu sg stosunkowo stabo poznane, ale
rowniez z uwagi na szersze implikacje, zwtaszcza w zakresie opracowania skutecznych
terapii zaburzen poznawczych, w tym Igkowych. Badania podj¢te przez p. mgr
Tomaszewskiego uwazam wiec za niezwykle istotne.

Oceniana przeze mnie praca wykonana przez p. mgr Kamila Tomaszewskiego, ma
uktad typowy dla prac eksperymentalnych, obejmuje 117 stron a zasadnicze jej czesci zostaty
zawarte w streszczeniu w jezyku polskim i angielskim, wstepie, metodyce (materiaty 1
metody), wynikach i dyskusji. Tres¢ pracy uzupetniono rozdziatlem ,,Podsumowanie i

whnioski, (nienumerowane) i spisem pismiennictwa (277 pozycji), suplementem oraz spisem



3 publikacji witasnych Autora. Praca zostata przygotowana starannie. Znalaztam jednak w kilku
miejscach potknigcia edytorskie (na przyktad strona 11. wykaz skrotow: MS jadro taczace
przysrodkowe zamiast jadro przysrodkowe przegrody, strona 31, 34, 54: sol fizjologiczna
zamiast fizjologiczny roztwor soli, strona 32: tkanka mozgowa zamiast tkanka nerwowa lub
strona 45 ilos¢ zwierzat zamiast liczba zwierzat) jednakze nie miato to wptywu na zrozumiatosé

tekstu czy tez poprawnos¢ opisywanych wynikow.

W stosunkowo krotkim jak na prace doktorskg wstepie (13 stron) Autor w sposéb jasny i
interesujacy przedstawit teorie konsolidacji pamigci: klasyczng i teorie mnogich sladow
pamigciowych, wygaszanie pamieci strachu i modele zwierzgce stuzace do badan tego zjawiska
oraz dotychczasowe dane dotyczace obwodow neuronalnych zaangazowanych w wygaszanie
wczesnej I poznej pamigci strachu. Cele pracy zostaty wyodrebnione w oddzielny rozdziat, w
ktorym Autor sformutowat 5 zadan badawczych, celem ktorych bylo poznanie obwodow
neuronalnych zaangazowanych w wygaszanie péznej pamigci strachu, zaleznej od bodzcow
ogolnych. Sporym niedociggnieciem tego rozdziatu jest brak sformutowanych hipotez

badawczych.

Zadania badawcze zostaty zrealizowane w dobrze zaplanowanych i adekwatnie opisanych
doswiadczeniach przy zastosowaniu zréznicowanego warsztatu badawczego, obejmujgcego
zaréwno transdukcje z zastosowaniem wektoréw wirusowych, metody behawioralne z uzyciem
warunkowania instrumentalnego, metody neurofizjologiczne, w tym operacje stereotaktyczne,
perfuzje przezsercowa, jak rowniez immunocytochemiczne z wykorzystaniem barwien
immunofluorescencyjnych i mikroskopow konfokalnych. W odniesieniu do podrozdziatu
,,Analiza statystyczna" mam drobng uwage, ze przy analizie rozktadu danych stosuje test na
znamienne odstepstwo od normalnosci a nie ,,test na rozktad normalny danych” (str. 37).
Rozumiem, ze przy tak duzej liczbie przeprowadzonych doswiadczen uwzglgdnienie obu ptci
badanych zwierzat mogtoby przekroczy¢ ramy czasowe doktoratu ale pozostaje niepewnos¢ czy
istnieja migdzyptciowe roznice w obszarach mozgu zaangazowanych w proces wygaszania
poznej pamieci strachu, co Autor stusznie podkresla w podrozdziale ,,Ograniczenia”. Chciatabym
jednak zaznaczy¢, ze bez wzgledu na drobne uwagi krytyczne, zastosowana w pracy metodyka

badan jest imponujaca.

Wyniki zostaty przedstawione na 37 stronach w sposob zwiezty i szczegotowy. W pierwszej
kolejnosci Autor przeanalizowat wptyw autofosforylacji reszty treoninowej w pozycji 286

fancucha aminokwasowego «CaMKII nawygaszanie pamigci strachu. Doktorant



stwierdzit, ze konsolidacja p6znej pamieci wygaszania strachu, zaleznego od bodzcow
ogoélnych jest uposledzona u myszy z linii transgenicznych z ta mutacja (T286A"") co
zdaniem Autora, dowodzi zaangazowania autofosforylacji reszty treoninowej w pozycji 286
tancucha aminokwasowego aCaMKIlI w wygaszaniu poznej pamieci strachu. Nastepnie
Doktorant porownat aktywnos¢ obszarow moézgowych podczas wygaszania wczesnej i poznej
pamieci strachu i stwierdzit, ze wygaszanie wczesnej pamigci strachu wiaze si¢ ze wzrostem
aktywnosci w korze moézgowej, wzgorzu i ciele migdatowatym, przy czym aktywnosé
pierwszorzedowej kory wzrokowej oraz czgsci przysrodkowej jadra srodkowego ciata
migdatowatego jest regulowana przez oCaMKII. Natomiast u myszy z uposledzeniem
wygaszania poznej pamieci strachu (T286A*") zaangazowana jest pierwszorzedowa kora
wzrokowa oraz wzgorze. Postugujac si¢ metoda chemogenetycznego hamowania aktywnosci
komorek nerwowych, Doktorant poddal wnikliwej analizie role obszarow moézgu o
podwyzszonej aktywnosci w procesie wygaszania wczesnej i poznej pamieci strachu
dowodzac silniejszej aktywacji wzgorza, a w szczegolnosci jadra taczacego i przegrody w
wygaszaniu péznej pamieci strachu, w porownaniu z procesem wygaszania wczesnej pamieci
strachu.

Wyniki to zdecydowanie robigca najwigksze wrazenie czes¢ pracy z uwagi na ztozonoscé
przeprowadzonych badan, jak réwniez na szczegétowg i ostrozng analize. Na podkreslenie
zastuguje ztozonos¢ uzyskanych wynikow, ktora obrazuje 13 rycin, .z ktorych kazda ma po
Kilka paneli, ze schematem eksperymentu, z mikrofotografiami, wykresami stupkowymi lub
liniowymi. Ogromnie pomocne dla mnie byty schematy doswiadczen i szczegotowe legendy
na wszystkich rycinach oraz klarowna metodyka analizy wynikow. Zdarzaja si¢ tez drobne
pomyiki w opisie legend na przyktad do Ryc. 8E na str.47: ,,Wygaszanie pamieci wczesnej
strachu indukuje wyzszy poziom ekspresji c-Fos w PV niz wygaszanie pamigci wczesnej
strachu™ - powinno by¢: Wygaszanie pamigci poznej strachu indukuje wyzszy poziom
ekspresji c-Fos w PV niz wygaszanie pamigci wczesnej strachu”. Ogoélna interpretacja

wynikow nie budzi watpliwosci.

Rozdziat ,,Dyskusja”, ktory liczy 16 stron, Autor przeprowadzit w sposob interesujacy,
ostroznie interpretujac uzyskane wyniki, co swiadczy o bardzo dobrym zorientowaniu w
literaturze 1 dojrzatosci naukowej. Cennym uzupetnieniem dyskusji jest przejrzyscie
skonstruowana rycina, schematycznie obrazujaca rolg jaka peini jadro taczace wzgorza w

obwodach neuronalnych wygaszania pamigci strachu.



Zakres podjetych badan i przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki uwazam za
istotne i wartosciowe. Przedstawienie po raz pierwszy roli autofosforylacji aCaMKIIl w
wygaszaniu p6znej pamigci strachu oraz zbadanie aktywnosci mézgu u zwierzat z deficytami
wygaszania poznej pamieci strachu stanowi nowos¢ naukowsa i moze mie¢ istotne znaczenie
dla lepszego zrozumienia podioza neuronalnego wygaszania pamieci strachu. Praca p. mgr
inz. Tomaszewskiego stanowi rowniez dobrg podstawe do dalszych badan tego
zagadnienia, m.in. w zakresie wyjasnienia roli wzgorza w regulacji odnowienia reakcji
strachu czy tez wptywu réznic ptciowych w zakresie neuronalnego podtoza wygaszania lub

uposledzenia wygaszania reakcji strachu.

W podsumowaniu chciatabym stwierdzi¢, ze przedstawione w rozprawie wyniki
stanowig znaczny wkiad w badania nad przebudowsa sladu pamigciowego i stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Doktorant jest bardzo dobrze przygotowany
pod wzgledem teoretycznym, jak rowniez znajomosci wielu trudnych technik metodycznych,
do pracy naukowej. Autor wykazat si¢ umiejetnoscig rozwigzywania ztozonego i ciekawego
problemu badawczego, precyzyjnego przeprowadzenia badan oraz dojrzatosciag do
odpowiedniego opracowania uzyskanych oryginalnych wynikow.

W odpowiedzi narecenzje prosze o przedyskutowanie nastgpujacych kwestii:

1. Co wiadomo o roéznicach ptciowych ludzi i zwierzat w reakcji na zagrozenie i
czego nalezatoby sie spodziewaé¢ odnosnie wptywu tych roznic piciowych na
neuronalne podtoze wygaszania reakcji strachu?

2. Jaki moze by¢ potencjalny mechanizm silniejszej aktywacji wzgorza a w
szczegolnosci projekcji z jadra taczacego wzgorza do jadra przysrodkowego
przegrody w procesie wygaszania p6znej, w porownaniu z wygaszaniem wczesnej,
pamigci strachu zaleznego od bodzcow ogolnych?

3. Jak Doktorant ocenia ewentualne aplikacyjne wykorzystanie uzyskanych
wynikow?

Uwazam, ze recenzowana praca w peni spetnia warunki okreslone wart. 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 Radzie Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN wniosek 0 dopuszczenie pana mgr inz.
Kamila Tomaszewskiego do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia

doktora.
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Rozprawy doktorskiej mgr. inz. Kamila Filipa Tomaszewskiego
“Podtoze neuronalne wygaszania strachu”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr. inz. Kamila Filipa
Tomaszewskiego zostata wykonana w Pracowni Molekularnych Podstaw Zachowania
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie pod
kierunkiem Prof. dr hab. Katarzyny Radwanskiej.

W pracy tej podjeta zostata préba wyjasnienia mechanizmdéw wygaszania pamieci
strachu, szczegélnie jej pdznej fazy. Jest to niezwykle wazny temat, giéwnie ze wzgledu
na obserwowany u ludzi zespot stresu pourazowego (ang. Post Traumatic Stress
Disorder). Myszy natomiast ciggle stanowig dobry model choréb ludzkich, ze wzgledu na
podobieristwo genetyczne, anatomiczne oraz fizjologiczne. Odkrycie potencjalnych celéw
terapeutycznych, zarowno na poziomie molekut jak i zaangazowanych struktur moézgu,
moze w przysztosci zaoowocowaé skutecznymi terapiami, wspomagajacymi
psychoterapie.

Celem przedstawionej dysertacji byta identyfikacja obszaréw maédzgu
zaangazowanych w wygaszanie fazy poOznej pamieci strachu, ich weryfikacja z
wykorzystaniem chemogenetycznego hamowania aktywnosci tych struktur i ich projekcji
oraz okreslenie roli autofosforylacji CaMKII w neuronach potozonych w tych rejonach. W
szczegollnosci wykazano role jader wzgdrza, w tym jadra tgaczacego wzgdrza (RE),
podczas procesu wygaszania. Wykazano, ze zaburzona autofosforylacja kinazy CaMKII
ma istotne znaczenie przy wygaszaniu fazy poéznej a nie wczesnej pamieci strachu.

Praca liczy 117 stron i posiada klasyczny uktad, podzielony na (1) Wstep, (2) Cele
pracy, (3) Materiaty i Metody, (4) Wyniki, (5) Dyskusje, (6) Podsumowanie i wnioski, (7)
Bibliografie, (8) Suplement oraz (9) Spis publikacji wiasnych oraz streszczenia w j.
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polskim i angielskim. Praca jest napisana jezykiem zrozumiatym, aczkolwiek doktorant
nie ustrzegt sie pewnych btedéw edytorskich, opisanych ponizej.

Rozprawe rozpoczyna 26 stronicowy wstep. Na uwage zastuguje dos$é szeroki
wachlarz literaturowy (bibliografia obejmuje 277 pozycji literaturowych), ktory we
wstepie pomaga czytelnikowi wejs¢ w tematyke badawcza podejmowang przez
doktoranta. Momentami jednak autor stosuje niezbyt precyzyjny jezyk, zawierajacy
skroty myslowe, ktére moga wprowadzi¢ w btad. Dla ilustracji przykiad z pierwszego
paragrafu wstepu, gdzie autor rozgranicza pamiec krétkotrwatg od ditugotrwatej poprzez
ulokowanie zmian powstatych w jej wyniku na synapsach (pamie¢ kréotkotrwata) oraz w
obwodach neuronalnych (pamie¢ dtugotrwata). Jako, ze synapsy sq integralng czescig
neurondw, ktére wchodzg w sktad obwodow neuronalnych, sitg rzeczy zmiana w
synapsach czyli miejscach potaczen neuronéw, bedacych skiadowa obwodéw musi miec
wptyw na funkcjonowanie catego obwodu neuronalnego. Ten skrét myslowy dotyczyt
zapewne rozmiaru obserwowanych zmian w neuronach w obu typach pamieci lub zmiany
lokalizacji komdrkowej, niemniej jednak utrudnia to ptynne czytanie tekstu. Warto
natomiast podkresli¢, ze powyzsza uwaga nie odnosi sie do braku wiedzy doktoranta,
tylko dotyczy uwaznosci przy formutowaniu mysli podczas opisu tak skomplikowanych
zagadnien. Podobnych przyktadéw mozna odnalez¢ we wstepie wiecej.

Szczegdlnie istotne z pkt widzenia wynikdw pracy wydaje sie szczegédtowe
wyjasnienie we wstepie wptywu autofosforylacji podjednostki o CaMKII na dziatanie tej
kinazy, ktérego brak. Nie znalaztem w catej pracy podstawowej informacji, ze substytucja
aminokwasu T na A w pozycji 286 tej kinazy unimozliwia autofosforylacje w tej pozycji,
jedynie wyrazenia ‘zaburzona autofosforylacja’, ktére dla osoby nie pracujacej
bezposrednio z tym mutantem moga byc¢ niewystarczajace.

W rozprawie doktorskiej na uwage zastuguje zastosowanie nowoczesnych metod
manipulacji genetycznej aktywnoscig neurondéw np. chemogenetyki. Z tego wzgledu
wydaje sie zasadne, aby cze$¢ wstepu wprowadzajaca w te metody byta bardziej
rozbudowana. Ponadto warto bylo zamiesci¢ rycine struktur mézgu zaangazowanych w
procesy omawiane w rozprawie. Taki zabieg znaczaco utatwitby $ledzenie zmian i
zaleznosci miedzy strukturami podczas tworzenia i przbudowy engramu pamieci strachu
przedstawione we wstepie.

Cele pracy doktorskiej zdefiniowane sg w sposob prawidtowy. Sekcja Materiaty i
Metody zawiera szczegdtowy opis zastosowanych procedur z kilkoma uwagami opisanymi
ponizej. Stosowane w rozprawie materiaty i metody badawcze sg opisane zwiezle, ale

wystarczajaco do tego aby zrozumie¢ istote doswiadczen. Brak jest natomiast jasnego
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opisu czy utrzymywanie badanych zwierzat byto prowadzone w tzw. “odwrdéconej dobie”.
Jest tylko informacja, ze doswiadczenia behawioralne wykonywano w fazie jasnej czyli
fazie odpoczynku zwierzat, co sugeruje, ze myszy przetrzymywano w fazach zgodnych z
naszymi/ludzkimi fazami. Jako, ze myszy sg zwierzetami nocnymi jest to szczegdlnie
istotna informacja, w konteks$cie badan zachowania zwierzat. Z moich witasnych
doswiadczen wynika, Ze w przypadku gryzoni, przy zastosowaniu
“normalnego/ludzkiego” rezimu dziein/noc, bardzo trudno jest utrzymac nastepujace po
sobie fazy cyklu odpoczynku i aktywnosci. Spowodowane jest to tym, ze w fazie
jasnej/odpoczynku dla gryzoni, prowadzimy normalng aktywnos¢ laboratoryjng, ktéra
zaktoca te faze i moze mieé znaczacy wptyw na metabolizm i zachowanie, szczeg6nie na
funkcje kognitywne.

W opisie dotyczacym wektorow wirusowych AAV znalaztem informacje, ze
posiadajg one maty wspdiczynnik dyspersji. Biorgc pod uwage ich maty rozmiar (okoto
20 nm $rednicy) jest to informacja dos$¢ zaskakujaca, gdyz powszechnie wiadomo, ze
czgsteczki AAV rozchodza sie w sposob w zasadzie nieograniczony w macierzy
zewnatrzkomérkowej tkanki mézgu np. w poréwnaniu z wektorami lentiwirusowymi. Mojq
uwage zwrocit réwniez fakt, ze miano wektora wirusowego kontrolnego pAAV1/2-
aCaMKII-mCherry byto o okoto 2 rzedy wielkosci mniejsze niz pozostatych wektorow.
Bardzo prosze o wyjasnienie jak poradzono sobie z tym problemem.

Ponadto z drobnych uwag co do tej sekcji zauwazytem, ze na stronie 31 znajduje
sie informacja, ze do obszaru kory V1 wstrzykiwano 200 ul wektora wirusowego. Czy to
pomytka, czy mialo to jakies uzasadnienie. Czesto uzywane jest rowniez wyrazenie
‘sperfundowano’ ktére wydaje sie kolokwializmem, jak rowniez w tym rozdziale znajduje
sie szereg literowek.

Opis sekcji wynikdw w znacznej czesci jest logiczny, aczkolwiek wyrazony w
zwieztej formie. Ponizej przedstawiam kilka uwag dotyczacych tej czesci. Podczas
doswiadczenia wstepnego majacego okresli¢ pamie¢ wczesng i pézng strachu okreslono
parametry wykorzystywane réwniez w pozniejszych doswiadczeniach. Pamie¢ strachu w
dniu testu w obu przypadkach ksztattowata sie na poziomie obserwowanym w ostatnich
minutach warunkowania. Czy doktorant nie rozwazat wydtuzenia czasu wygaszania lub
zwielokrotnienia sesji wygaszania tak aby osiggna¢ poziomy pierwotne. Ponadto w
niektorych przypadkach sesja wygaszania prowadzona jest przez 20, a w niektorych
przez 30 minut. Powstaje ogolne pytanie czy heterozygoty T286A nie sg w stanie w ogdle

wygasi¢ pdéznej pamieci strachu czy proces ten jest wydtuzony w czasie. Powyzsze moze
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zmienia¢ zaréwno wartosc translacyjng otrzymanych wynikéw jak i odpowiedni dobér
punktéw czasowych do analizy np. biatka c-Fos.

Przechodzac do wynikéw mapowania biatka c-Fos w moézgu zwierzat, traktowanego
tutaj jako marker zmian plastycznych w neuronach, bezposrednio zaangazowanych w
badane zjawiska, wybrano 5 grup doswiadczalnych: 3 grupy kontrolne oraz 2 grupy
doswiadczalne: 1. po wygaszaniu warunkowanej pamieci strachu wczesnej oraz 2. po
wygaszaniu warunkowanej pamieci pdéznej. Ogdélna uwage zwraca niewielka liczba
zwierzat wykorzystanych w tych dos$wiadczeniach, co przy dos$¢ duzych rozrzutach
utrudnia prawidtowg interpretacje. Jesli chodzi o grupy kontrolne to pierwsza z nich byta
grupa zwierzat z klatki domowej ‘naive’. Poniewaz wszystkie wyniki z mapowania biatka
c-Fos prezentowane sg w odniesieniu do tej grupy, w mojej opinii jest to bardziej grupa
standaryzujaca/referencyjna. Co do pozostatych dwéch grup brak jest jasnego
uzasadnienia wyboru tych wtasnie grup. Ponadto prezentowane wyniki liczby komérek c-
Fos dodatnich w poszczegdlnych grupach wyrazane sg logio[c-Fos/mm2 vs. naive], a 0$
rzednych zawiera wartosci od 0,01 do 100. Gdyby przyjaé¢, ze te wartosci oznaczajq
rzeczywiscie warto$¢ logarytmiczng to juz przy 10 mielibySmy doczynienia z liczbg
komoérek moézgu (10'°) znacznie przekraczajacg liczbe neuronéw mézgu myszy. Z
matematycznego punktu widzenia taki zapis jest nieprawidtowy i w przypadku logarytmu
powinien zawiera¢ wartosci -2, -1, 0, 1, 2. W moim rozumieniu mamy raczej do czynienia
ze zwyktym ilorazem liczby komérek c-Fos pozytywnych do liczby komoérek w grupie
referencyjnej i w takim przypadku powinna zosta¢ uzyta odpowiednia podziatka. Przy
okazji chciatbym zapytaé jak rozwigzano sytuacje (pewnie niezwykle rzadka) gdy liczba
komérek c-Fos w danej strukturze mézgu w grupie naive wynosita 0?

Na rycinie 7 zmiany c-Fos wykazano dla CAl, DG, CeM, IL, V1, CM oraz PV. Czy na
histogramach pokazano wszystkie istotnie statystycznie zmiany? Jest to wazne, gdyz w
niektérych przypadkach wida¢ zmiany réwniez w grupie KONTEKST, co moze sugerowac
zaangazowanie danych struktur w rozpoznanie kontekstu, niezaleznie od procesu
wygaszania pamieci. Natomiast w przypadku CeM w grupie 5US wszystkie osobniki (poza
jednym) nie zawierajg c-Fos pozytywnych komoérek, czym to jest spowodowane?

W kolejnych rycinach pokazujgcych zréznicowang ekspresje c-Fos w réznych
rezimach doswiadczalnych oraz u mutantéw T286A, poréwnywano tylko grupy

doswiadczalne po wygaszaniu. Dlaczego dla grupy po wygaszaniu pamieci poznej nie
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zastosowano grup kontrolnych 5US - 30 dni oraz KONTEKST - 30 dni - KONTEKST.
Wyniki takich poréwnan mogtyby ujawni¢ inne zaangazowane struktury.

Ze wzgtedu na watpliwosci niektérych badaczy dotyczace wptywu CNO wstecznie
przeksztatcanego w organizmie do klozapiny (Manvich et al., 2018), nalezy szczegdlnie
doceni¢, ze doktorant przeprowadzit doswiadczenia kontrolne, wykazujace brak wptywu
roznych stezern CNO na warunkowanie strachu u myszy WT.

Sekcja Dyskusja zawiera dogiebng analize otrzymanych danych i umieszczenie
otrzymanych wynikéw w kontekscie literatury swiatowej. Chciatbym rowniez podkresli¢,
ze czesé otrzymanych wynikéw jest oryginalnym wktadem autora w badania dotyczace
tematyki pamieci strachu. Mgr inz. Kamil Filip Tomaszewski jest wpédtautorem 3 prac
badawczych opublikowanych w indeksowanych czasopismach. Przynajmniej jedna z tych
prac jest bezposrednio metodycznie zwigzana z prezentowang rozprawa, brak jednak
publikacji z wynikdw badan opisanych w rozprawie.

Uwagi i watpliwosci zawarte powyzej nie majg na celu podwazenia wysokiej jakosci
recenzowanej pracy doktorskiej, a sg wynikiem wnikliwego zapoznania sie z dysertacjq.
Diatego tez uwazam, ze praca spetnia wszystkie wymogi ustawowe stawiane rozprawom
doktorskim, stanowi oryginaine rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje wymagang
wiedze teoretyczng Kandydata w dyscyplinie naukowej oraz potwierdza umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny
praca mgr. inz. Kamila Filipa Tomaszewskiego spetnia wszystkie warunki okreslone w
Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017. Poz. 1789). Dlatego tez z catym
przekonaniem zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr Kamila Filipa Tomaszewskiego do dalszych etapéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ponadto ze wzgledu na zastosowanie
szerokiego wachlarza nowoczesnych technik do badania obwodéw neuronalnych oraz
catosciowg i wnikliwg analize otrzymanych wynikéow zwracam sie z wnioskiem o

wyroéznienie przedstawionej dysertacji.

Dr hab. Witold Konopka
L) o2
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ KAMILA TOMASZEWSKIEGO

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pana Kamila Tomaszewskiego zostata wykonana w
Instytucie im. Marcelego Nenckiego pod kierunkiem prof. Katarzyny Radwanskiej. Zatozeniem pracy
byto znalezienie neuronalnych korelatéw wygaszania uwarunkowanego strachu oraz zbadanie
zaangazowania izoformy a kinazy CaMKIl w ten proces. Wygaszanie strachu jest kluczowe w terapii

zespotu stresu pourazowego oraz samo w sobie jest niezwykle intrygujgcym zjawiskiem.

Rozprawa jest jasno ustrukturyzowana. Cato$¢, nie liczac Spisu tresci, Streszczenia, Wykazu
skrétéw i Bibliografii, zmiescita sie na 80 stronach. Po kilkanascie stron zajety Wstep z Celami pracy i
Dyskusja z Podsumowaniem i wnioskami. Wyniki wraz z kilkunastoma figurami zajety okoto 40 stron a
Materiaty i Metody 10 stron. Taka dtugos¢ rozprawy wydaje mi sie optymalna. Rozprawe czytato sie
lekko takze dzieki temu, ze zostata napisana dobrym stylem. Bardzo pomocny byt Wykaz skrétéw. W
pewng konfuzje wprowadzito mnie Streszczenie, z ktdrego odniostam wrazenie, ze badania dotyczyty
gtéwnie ,uposledzenia wygaszania pamieci (..) u myszy, ktére wykazywaty obnizony poziom
fosforylacji (...) aCaMKII”, podczas gdy w rozprawie byt to raczej watek dodatkowy, zgodnie z
zatozonymi Celami. W rozprawie zacytowano 277 publikacji. Bodajze najstarsze bylty publikacje
sprzed 40 lat, ale wiekszos¢ stanowity publikacje z ostatnich dziesieciu-kilkunastu lat, w tym takze
publikacje najnowsze, co Swiadczy o dobrej znajomosci zarowno klasycznych prac, jak i literatury

biezgcej. We Wstepie Autor wykazat sie umiejetnoscia doboru tresci i syntezy, ptynnie
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przeprowadzajac czytelnika przez skomplikowane zagadnienia. W takim formacie uniknieto nuzgcych
szczegdtowych analiz literatury, co uwazam za sztuke w przypadku omawiania zjawiska pamieci, na
temat ktdrego napisano nieskonczenie duzo prac, a ktére jest jednoczesnie zjawiskiem mato

zrozumianym od strony neurobiologicznej.

Projekt zostat logicznie zaplanowany. Cele osiggnieto w kilku etapach, na ktore ztozyly sie testy
behawioralne warunkowania i wygaszania strachu, analizy molekularne aktywnosci neuronéw w
ponad dwudziestu obszarach mézgu (aktywacja markera plastycznosci cFOS) oraz badanie skutkéw
chemogenetycznego hamowania neurondéw aktywowanych w wybranych obszarach w czasie sesji
wygaszania uwarunkowanych reakcji lekowych. Ten ostatni etap pracy byt najwiecej wnoszaca
czescig badan, poniewaz zweryfikowano faktyczny udziat badanych obszaréw modzgu i potaczen
miedzy nimi w wygaszaniu strachu, uzyskujgc wyniki poszerzajgce wiedze na ten temat. W niektérych
eksperymentach wykorzystano myszy transgeniczne z obnizong fosforylacja aCaMKIl, zeby zbadac
zwigzek miedzy fosforylacjg aCaMKIIl a skutecznym wygaszaniem wyuczonego strachu, potwierdzajac

udziat aCaMKIl w wygaszaniu pamieci strachu.

Doktorant bardzo dobrze zaplanowat grupy kontrolne i badawcze, zeby modc wyciggac
prawidtowe wnioski dotyczace regulacji proceséw wygaszania reakcji strachu w przypadku pamieci
wczesnej i poznej. W sumie byto to pieé grup. Taki sam uktad eksperymentu zostat zastosowany w
przypadku badan behawioralnych, molekularnych i chemogenetycznych. Przebieg eksperymentu w
poszczegdlnych grupach zostat przedstawiony na rycinach (ryc. 4, 6A), co byto bardzo pomocne dla
czytelnika przy analizie przedstawionych wynikéw i wnioskédw. Utrudnieniem byfa niespdjnos¢ w
zapisach dotyczacych grupy SUS5. Zgodnie ze schematem na ryc. 6A i opisem na str. 41 préby zbierano
dzien po warunkowaniu strachu. Wedtug opisu na str. 43 préby z tej grupy zbierana 90 minut od
rozpoczecia ostatniej ekspozycji na klatke treningowa. Z kolei w tytule Ryc. 7 grupe SU5 opisano jako

grupe ,,w trakcie warunkowania strachu”.

Zastosowano dobrze dobrane testy statyczne. Mojg jedyng watpliwos¢ budzi liczba n w analizach
aktywacji cFOS, wynoszaca od 4 do 6. W przypadku kilku (z ponad 20 badanych) obszaréw mézgu,
biorgc pod uwage duze rozrzuty wynikdéw, liczba ta wydaje mi sie zbyt niska do wyciggania solidnych
whnioskdéw, nawet jezeli test statystyczny wykazuje rdznice. Szczegdlnie duze rozrzuty wystapity w
gestosci komodrek cFOS+ w jadrze boczno-grzbietowym wzgdrza (LD) i czesci przysrodkowej jadra
Srodkowego ciata migdatowatego (CeM). Trudno przekonaé sie do pozytywnych wynikéow dla CeM
(Fig. 7B i 9B), nawet jezeli poziom istotnosci zostat osiggniety. Z powodu matej liczby n i niskiej jakosci
preparatow (stusznie) nie uwzgledniono wynikéw dla jgder przegrody grupy SU5 (Fig. 7C). Dla kilku

innych grup takze rozwazytabym usuniecie niektérych wynikéw albo powtérzenie analiz z wiekszg



liczbg préb, zaréwno ze wzgledu na mozliwe wyniki fatszywie pozytywne, jak i fatszywie negatywne.
Podkresle jednak, ze ta czes$¢ pracy byfa rodzajem ,screeningu” w celu wybrania do dalszych badan
kilku szczegdlnie interesujgcych struktur, i moze nie warto byto spedzac¢ czasu na wykonywanie
dtugich eksperymentéw, zeby powtdrzy¢ analizy dla kilku struktur, ktére i tak nie byty w dalszej czesci
analizowane. Autor zdawat sobie zresztg sprawe z niedoskonatosci tych wynikéw, czemu dat wyraz w
rozdziale Ograniczenia, gdzie wyjasnit, ze w niektérych obszarach mézgu ekspresja cFOS jest niska.

Wysoko oceniam solidno$¢ badan, na przyktad przeprowadzenie optymalizacji metody
hamowania neuronéw systemem DREADD. Punktem ciezkosci pracy sg wyniki uzyskane metoda
hamowania chemogenetycznego. Uzyskano bardzo ciekawe wyniki dla jadra taczacego
przy$rodkowego przegrody i jadro taczacego wzgdrza. Zahamowanie neurondw w czasie sesji
wygaszania uwarunkowanego strachu w ktérejkolwiek z tych struktur lub zahamowanie specyficznie
neurondw jadra tgczgcego wzgdrza dajacych projekcje do jadra tgczacego przysrodkowego przegrody
dramatycznie ostabiato wygaszanie pdznej pamieci. Tym samym odkryto nieznany do tej pory obwadd
zaangazowany w regulacje wygaszania pdéznej pamieci strachu. Ponadto w przypadku hamowania
neurondéw jadra tgczgcego wzgdrza zaobserwowano znaczne wzmochienie wygaszania wczesnej
pamieci strachu. Oznacza to dwukierunkowe dziatanie neuronéw tej struktury, w zaleznosci od czasu,
jaki uptynat od zdarzenia warunkowania.

Na koniec chciatabym przedyskutowaé interpretacje wynikow dla jadra tgczacego wzgdrza.
Dodatkowe w tym jadrze zastosowano dwa promotory do ekspresji receptora hM4Di w
neuromodulacji chemogenetycznej. Wedtug autora promotor Synl powinien indukowaé ekspresje
hM4Di we wszystkich neuronach, natomiast promotor Camk2a jedynie w neuronach
pobudzeniowych. Na podstawie porownania wynikéow tych dwéch wariantéw eksperymentalnych
wysunieto wniosek, ze inne populacje neuronéw tej struktury zaangazowane sg w regulacje
wygaszania pamieci strachu, a inne w konsolidacje pamieci wygaszania, i w tym drugim przypadku nie
sg to neurony pobudzeniowe. Uwazam ten wniosek za intrygujacy, ale przedwczesny. Mam
watpliwosci, czy stosujgc promotor Camk2a faktycznie moze rozrézni¢ miedzy populacjg neurondéw
glutamatergicznych i nieglutamatergicznych. Po pierwsze, nie jestem przekonana, ze, jak twierdzi
Autor, aktywno$é promotora Camk2a ograniczona jest do neuronéw pobudzeniowych. Na przyktad
neurony zakretu zebatego hipokampa, ktére sg GABAergiczne, wykazujg wysoka ekspresje genu
Camk2a. Po drugie, nie bytabym pewna, czy stosujgc promotor Camk2a mozna uzyskaé wystarczajaca
ekspresje hM4Di we wzgdrzu, poniewaz promotor ten wykazuje stabg aktywnos$é w tej strukturze.
Mozna to zobaczyé na przyktad u myszy Cre®@*?@ w Allen Brain Atlas lub w publikacjach badani, w
ktérych uzywajac myszy linii Cre®™2@ yzyskano nokaut genu w korze i hipokampie, ale nie we

wzgorzu. Bardzo prosze Autora o komentarz.



Podsumowujgc, prace Pana Kamila Tomaszewskiego oceniam bardzo wysoko, bedac przekonang,
ze wniosta ona oryginalny i wazny wktad w badania nad wygaszaniem uwarunkowanego strachu.
Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia ustawowe warunki stawiane pracom
doktorskim i stawiam wniosek do Rady Instytutu im. Marcelego Nenckiego o dopuszczenie Pana
Kamila Tomaszewskiego do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora oraz

0 wyrdznienie rozprawy.
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