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Recenzja rozprawy doktorskiej tukasza Bijocha

pt.: Przetwarzanie informacji o nagrodach naturalnych i famakologicznych w mézgu myszy

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Pracowni
Plastycznosci Neuronalnej oraz Pracowni Neurobiologii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego PAN, pod kierunkiem promotora — pana prof. Leszka Kaczmarka, oraz
promotora pomocniczego — pani dr Anny Beroun. Praca doktorska wpisuje sie w tematyke
badawczg obu Pracowni, a przedstawione w niej wyniki stanowig oryginalny wkfad w
poznanie mechanizméw przetwarzania informacji o nagrodach, z istotnym rozréznieniem na
nagrody naturalne (cukier) oraz farmakologiczne (na przyktadzie kokainy). Wyniki
przedstawione w rozprawie rozstaty wczesniej opublikowane w dwéch oryginalnych
artykutach naukowych, na tamach prestizowych czasopism Translational Psychiatry oraz Cell
Reports; w obu tych pracach Doktorant jest pierwszym autorem. Badania finansowane byty z
trzech réznych zrédet, w tym grantu Preludium 19, w ktérym Doktorant byt kierownikiem.
Warto podkresli¢, ze umiejetnos¢ zdobycia wtasnego finansowania na tak wczesnym etapie
kariery, a takze prowadzenia i w konicu rozliczenia wtasnego projektu badawczego, ktdre
tukasz zdecydowanie opanowalt, sg bardzo cenionymi cechami mtodego naukowca.

Rozprawa zapisana na 178 stronach zostata sporzgdzona w jezyku polskim i sktada sie
z osmiu logicznie rozplanowanych czesci: dogtebnego wprowadzenia, okreslenia celu pracy,
opisu materiatéw i metod, wynikdéw, dyskusji, podsumowania, bibliografii, oraz opisu dorobku
naukowego Doktoranta. Gtdwne czesSci pracy zostaty poprzedzone usystematyzowanym i
przejrzystym spisem tresci, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, oraz bardzo
przydatnym w lekturze pracy wykazem stosowanych skrétéw. Praca zostata opatrzona
piecioma tabelami, 51 wysokiej jakosci rycinami, oraz 237 pozycjami literaturowymi, w
doskonatej wiekszosci z ostatnich 5 lat. W tym miejscu chciatbym zwrécié uwage na



wyrodzniajacy sie dorobek naukowy Doktoranta Swiadczgcy o jego dojrzatosci naukowej.
tukasz jest pierwszym autorem 2 publikacji wchodzacych w sktad rozprawy, a ponadto
pierwszym autorem 4 i wspotautorem 6 kolejnych prac z réznych osrodkéw naukowych w
Polsce i w Stanach Zjednoczonych. Pokazuje to, ze tukasz jest dynamicznym i mobilnym
mtodym naukowcem o wysokich perspektywach dalszego rozwoju naukowego.

Warto$¢ merytoryczng pracy oceniam bardzo wysoko. We wstepie Autor rozprawy
przedstawit wyczerpujacy opis rodzaju nagréd i znanych mechanizméw ich dziatania na
aktywnos¢ osrodkowego uktadu nerwowego, oraz przeglad literatury na temat ukfadu
nagrody. Doktorant trafnie rozpoznaje dwa odrebne mechanizmy nagradzajgcej wartosci
pozywienia (cukru): poprzez receptory na jezyku (smak) oraz chemoreceptory w jelicie
(produkty trawienia). W tym miejscu zabrakto moze krétkiego omdwienia prac dotyczacych
neuronalnego obwodu przekazujgcego nagradzajgce witasciwosci cukru z jelita do uktadu
nagrody w mozgu. Bytoby to ciekawe w dalszej anatomicznej interpretacji wynikéw
zaprezentowanych w rozprawie. W kolejnej czesci tukasz skupit sie na doktadnym oméwieniu
anatomii i roli ciata migdatowatego — struktury mdzgu, na ktdrej szczegdlnie skupity sie
badania przedstawione w pracy. Niewielkg niescistoscig wydaje sie jednak uproszczenie,
jakoby receptory D1 zawsze zwiekszaty pobudliwos$é neurondw (str. 25), gdy dalej Autor
nadmienia, ze w jadrach wtrgconych aktywacja D1DR powoduje hyperpolaryzacje btony
komérkowej (str. 30). Dalej, Doktorant wprowadza metody objetosciowe obrazowania
mozgu, co uwazam za bardzo przydatne do zrozumienia potrzeby zastosowanych dalej
metod. Wprowadzenie konczy rozdziat dedykowany plastycznosci synaptycznej z bardzo
ciekawym omowieniem pojecia milczagcych synaps. Warto tu podkresli¢, iz mimo moich
komentarzy, wprowadzenie stanowi ciekawy, logicznie poprowadzony i spdjny przeglad
danych literaturowych, ktéry bez watpienia prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng
Doktoranta w dyscyplinie nauk biologicznych.

Cele pracy zostaty jasno sformutowane. Doswiadczenia zostaty starannie
zaplanowane co pozwolito na zrealizowanie zamierzen badawczych. Niewatpliwie, duzg role
odegrat tu dobdr szerokiego wachlarza metod. Chciatbym w tym miejscu podkresli¢, ze
opanowanie przez Doktoranta metod behawioralnych, inzynierii chemogenetycznej, metod
elektrofizjologicznych, immunohistochemicznych, a przede wszystkim skomplikowanych
metod oczyszczania catych mézgéw i ich obrazowania jest bardzo imponujace. Swiadczy to o
tym, ze osoba ubiegajgca sie o nadanie stopnia doktora wykazuje umiejetnosé
samodzielnego planowania i prowadzenia pracy naukowej. W mojej opinii w rozdziale 3.2.
Mysie modele badawcze zabrakto informacji o wieku i ptci badanych myszy. Jako chronobiolog
musze nadmienié, ze wazng dla interpretacji wynikéow informacjg bytoby tu réwniez
okreslenie, czy eksperymenty byty przeprowadzone w fazie jasnej (nieaktywnej), czy ciemnej
(kiedy to myszy C57BL/6 wykazujg aktywnos$¢ behawioralng). Podobnie, w jaki sposéb i kiedy
byta prezentowana nagroda: czy prezentacje byly losowe w czasie dobowym, czy moze



przeprowadzane codziennie o tej samej godzinie. Nawet u zwierzat bez restrykcji
pokarmowej, rytmiczny dostep do nagradzajagcego pokarmu powoduje aktywacje sieci
struktur mézgowych, zwanych oscylatorem regulowanym pokarmem (ang. Food-Entrainable
Oscillator, FEO), co skutkuje w nich ekspresjg genu c-fos juz w antycypacji nagradzajacego
bodzZca pokarmowego.

Ocena recenzencka wynikéw przedstawionych w rozprawie byta bardzo prosta, gdyz
zostaty one juz opublikowane w dwdch artykutach na famach prestizowych czasopism o
wysokim wspétczynniku wptywu. W skrécie, w doswiadczeniach przedstawionych w
rozprawie doktorskiej Doktorant stosuje dwa mysie modele ekspozycji na nagrody, aby
sprawdzi¢, czy nagrody naturalne i farmakologiczne sg kodowane przez te same czesci mozgu.
Badania zostaty przeprowadzone na trzech poziomach organizacji: na poziomie catego mdzgu,
pojedynczej struktury (ciata migdatowatego), oraz pojedynczych populacji neuronalnych
wyroznionych na podstawie ekspresji receptoréw dopaminowych DRD1 i DRD2. Po pierwsze,
Autor wskazuje, ze zarowno cukier, jak i kokaina powoduje aktywacje rozlegtych obszarow
mozgu i wysnuwa prawidtowy wniosek, ze Swiadczy to o rozproszonym charakterze
przetwarzania informacji przez uktad nerwowy. Dodatkowo, Doktorant obserwuje ciekawe
réznice pomiedzy ekspozycja na nagrode naturalng i farmakologiczng, szczegdlnie w
przebiegu odpowiedzi (istotna zmiana modutowosci mézgu po jednokrotnej ekspozycji na
cukier vs zwiekszenie sity odpowiedzi w przypadku wielokrotnej ekspozycji na kokaine). W
tym miejscu pojawia sie pytanie, czy gesto$¢ komorek c-Fos+ jest najlepszym parametrem w
przypadku normalizacji liczby aktywowanych neurondw — np. aktywacja nieznacznej liczby
komérek bardzo komdrkowo-gestych  struktur modzgowych jakich jak jadra
nadskrzyzowaniowe w tej metodzie dobrze korelowatoby z aktywacjg wszystkich komédrek
relatywnie komdrkowo-rzadkiej kory. Ponadto, w swojej pracy Autor pokazuje, ze zaréwno
kokaina jak i cukier angazujg w swojej odpowiedzi jadro Srodkowe ciata migdatowatego.
Bardzo silnym dowodem na to twierdzenie jest kolejny eksperyment przedstawiony w pracy,
ktory wskazuje, ze chemogenetyczna manipulacja aktywnoscig tej struktury zaburza
nagradzajgcg wartos¢ cukru oraz opdznia efekty behawioralne wywotane kokaing. Wyniki te
zostaty nastepnie wzmocnione przez eksperymenty elektrofizjologiczne ex vivo.
Podsumowuijgc, ten logiczny i dobrze zaprojektowany cigg trudnych technicznie doswiadczen,
poparty wartosciowymi wynikami, pozwala bez watpienia na ocene pracy jako oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego.

Analiza statystyczna wynikow jest ogdlnie przeprowadzona prawidtowo, jednak
chciatbym prosi¢ o komentarz Doktoranta w nastepujacych kwestiach. Zgadzam sie, ze
Doktorant prawidtowo dokonat wyboru podstawowe]j jednostki eksperymentalnej (‘n” jako
zwierze, raczej niz skrawek, czy pojedyncza komarka). Jednakze, w przypadku wielokrotnych
eksperymentalnych powtdrzen w obrebie jednego zwierzecia, Autor postanowit
przeprowadzi¢ testy statystyczne na wynikach usrednionych. Jak wspominam powyzej, nie



jest to btad statystyczny, jednak metoda ta gubi informacje o zrdéznicowaniu czy tez
odchyleniu standardowym w obrebie kazdego zwierzecia. Jestem ciekaw, czy Doktorant
mogtby zaproponowaé lepszg metode na rozwigzanie tego problemu, a tym samym inny
model statystyczny, jesli miatby przeprowadza¢ podobne ‘zagniezdzone’ eksperymenty w
przysztosci. Chciatem tez podkreslié, ze w przypadku raportowania wynikéw
dwuczynnikowego testu ANOVA bardzo informatywne jest podawanie wartosci interakcji
miedzy czynnikami gtéwnymi, oraz wynikow testéw post-hoc (szczegdlnie interesujgce bytoby
poznaé wyniki takich testéw dla grupy ‘cukier 1d’, np. na rycinie 20, czy interakcji na rycinie
40). Na rycinach 22, 44, i 46 Autor przedstawia dane w formie wykreséw kotowych czy
udziatéw procentowych. Wartosciowych informacji dostarczytyby wyniki testéw
statystycznych poréwnujacych te rozktady. Te drobne niedociggniecia statystyczne, czy uwagi
do rozwazenia przy planowaniu przysztych eksperymentéw, w zaden sposéb nie obnizaja
mojej wysokiej oceny wartosci naukowej wynikéw przedstawionych w rozprawie.

Dyskusja wynikow zostata przeprowadzona logicznie, przejrzyscie, zrozumiale i
wskazuje na naukowg dojrzatos¢ Doktoranta. Na szczegdlng uwage zastugujg jasno
postawione wnioski i Swietna rycina podsumowujaca najwazniejsze wyniki pracy.

Z obowigzku recenzenta musze przytoczy¢ niedociggniecia edytorskie zawarte w
pracy. Jednak warto pamietac, ze przy takiej objetosci (178 stron) naprawde nie da sie ich
unikngé. We wstepie na str. 19 pochodzenie kokainy powinno by¢ przypisane do Ameryki
Potudniowej, a nie Pétnocnej; stowa takie jak ‘figury’ (str. 25) czy ‘sekcja koronalna’ (str. 28),
powinny by¢ raczej dla spdjnosci z resztg pracy zastgpione przez ‘rycina’ czy ‘przekrdj
czotowy’. W metodach wyrazenie '12-godzinny cykl dobowy’ powinno by¢ zastgpione przez
'24-godzinny cykl dobowy, z 12:12h stosunkiem $wiatta do ciemnosci (str. 51); zabrakto w
tabeli lub tekscie szczegdtdow dotyczacych gatunku przeciwciat; spektra zbierania sygnatu dla
UV nie powinny by¢ nizsze niz wzbudzenia (str. 68); warto by przypomnieé czytelnikowi jakie
skrawki byty uzywane do barwienia kolcéw dendrytycznych (str. 70); btad w opisie ryciny 29 i
31, ktéry mozna by unikng¢ trzymajac sie jednego sposobu kolejnosci przedstawiania danych
dla wszystkich rycin; trudna do podazania kolejnos¢ paneli na rycinie 38 (A, B, D, C, E, F). W
catej rozprawie Autor prawie konsekwentnie stosuje termin ‘nagrania’ odnoszac sie do
‘rejestracji’ na przyktad elektrofizjologicznych. Termin ten wydaje sie dos¢ niezgrabny, ale
moze to wynikac z réznic w terminologii Srodowiska krakowskiego i warszawskiego.

Nieliczne btedy topograficzne i niezreczne sformutowania nie sg warte wspomnienia.
Dla przeciwwagi chciatbym réwniez nadmieni¢, ze w wielu miejscach jezyk rozprawy jest
bardzo precyzyjny i zastuguje to na podkredlenie, np. ‘dopamina reguluje
prawdopodobienistwo otwarcia kanatdow’ zamiast czesto spotykanego skrotu myslowego
‘otwiera kanaty’.

Podsumowujac, te drobne uchybienia edytorskie nie umniejszajg mojej bardzo
wysokiej oceny merytorycznej rozprawy. Ogrom pracy wiozonej w staranne zaplanowanie i



wykonanie doswiadczen, szczegdlnie tak trudnymi metodami, skomplikowana analiza danych
i dogtebne opanowanie literatury, budzi podziw. Tym samym, ja, nizej podpisany, stwierdzam,
ze rozprawa doktorska przedtozona mi do recenzji spetnia 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). W zwigzku z powyziszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej o dopuszczenie pana magistra tukasza Bijocha do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ponadto, majgc na uwadze bardzo
wysoko oceniang przeze mnie warto$¢ merytoryczng i naukowa rozprawy, ponad przecietny
zakres stosowanych metod i materiatéw, oryginalny charakter wynikéw, oraz przede
wszystkim ogromny wktad pracy Doktoranta, wnosze o wyréinienie rozprawy.

W

Dr hab. tukasz Chrobok

Data sporzadzenia recenzji: 09/11/2023, Bristol



Recenzent: Prof. dr hab. Jan Konopacki

Miejsce wykonania recenzji: Katedra Neurobiologii Uniwersytetu t6dzkiego,
t 6dz 90-236, Pomorska 141/143
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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr tukasza Bijocha pt.:
»Przetwarzanie informacji o nagrodach naturalnych i farmakologicznych w mézgu
myszy”
wykonanej w Pracowni Plastycznosci Neuronalnej oraz Pracowni Neurobiologii Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN pod kierunkiem
prof. dr hab. Leszka Kaczmarka

Wstep.

Prawdopodobienstwo powstawania natogéw zalezy od subiektywnego odczucia
przyjemnosci. Istotng role w ich powstawaniu odgrywajg rowniez cechy charakteru, stan
zdrowia psychicznego oraz predyspozycje genetyczne. Dotychczasowe badania nie
pozwalajg stwierdzi¢, ktére osoby sg bardziej podatne na uzaleznienia. Wiadomo jednak,
ze osoby uzaleznione od jednej substancji psychoaktywnej tatwiej ulegajg kolejnym
natogom.

Powstawanie uzaleznienia zwigzane jest ze zjawiskiem plastycznosci mdzgu.
Wprowadzony przez Jerzego Konorskiego termin odnosi sie do sumy wszystkich proceséw
zachodzacych w osrodkowym uktadzie nerwowym, ktére dotyczg tworzenia sie nowych
potgczen miedzyneuronalnych oraz zmian lub zaniku istniejgcych. Prawdopodobnie z tego
powodu wychodzenie z uzaleznien to dtugotrwaty proces, wymagajgcy ponownej
reorganizacji sieci neuronalne;.

Powstawanie uzaleznien zwigzane jest rowniez z pojeciem nagrody oraz funkcjg
osrodkowego uktadu nagrody - zespotu struktur mézgowych biorgcych udziat w ocenie
bodzcow apetytywnych pod katem ich biologicznego znaczenia, odczuwaniu stanow
przyjemnosci oraz generowaniu ukierunkowanego napedu i motywacji w celu uzyskania

przyjemnosci.



Zaréwno sacharoza jak i kokaina posiadajg silne cechy motywujgce. Okreslane sg
nagrodami poniewaz ukierunkowujg okreslone wzorce zachowania w celu ich pozyskania.
Problemem otwartym pozostaje jednak zagadnienie czy substrat oraz mechanizm
neuronalny lezgcy u podstaw uzaleznienia od w/w substancji jest taki sam czy odmienny.

Powyzsza tematyka stanowi podstawowy problem naukowy adresowany w
recenzowanej rozprawie doktorskiej mgr tukasza Bijocha. Uzyskane wyniki zostaty w
znacznej czesci opublikowane w 2023 r. w Translational Psychiatry i Cell Report. Oba pisma
majg wysoki IF wynoszgcy odpowiednio 7.979 oraz 9. 995. Fakt ten stawia wartos¢ wynikow
uzyskanych przez zespét prof. dr hab. Leszka Kaczmarka, w ktorym doktorant pracuje, na

najwyzszym poziomie Swiatowym.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej
Czes¢ metodyczna. Podstawowym celem rozprawy doktorskiej byta odpowiedz na pytanie

w jaki sposdéb mdzg myszy przetwarza informacje o nagrodach. Podczas eksperymentow
zastosowano dwa mysie modele ekspozycji na nagrody: nagrode farmakologiczng - kokaine
oraz nagrode naturalng - sacharoze.

W rozprawie zastosowano imponujgcg liczbe najnowoczesniejszych technik i metod
badawczych, ktérych opanowanie bylo zapewne duzym wyzywaniem dla mgr tukasza
Bijacha zwazywszy ograniczony rezim czasowy szkoty doktorskiej.

Badania przeprowadzono na dwdch liniach myszy na tle genetycznym, posiadajgcych
fluorescencyjnie wybarwione rozne typy komorek: jedna linia charakteryzowata sie
fluorescencyjnym wyznakowaniem gtéwnie neuronéw hamujgcych a druga linia
charakteryzowata sie fluorescencyjnym wyznakowaniem komorek z dwoma receptorami dla
dopaminy (D1 i D2). Barwniki fluorescencyjne obecne w neuronach myszy obu linii
pozwalaty na wyrdznienie poszczegdlnych komorek.

W rozprawie wykorzystano m.in. technike obrazowania arkuszem Swiatta,
pozwalajgcej na jednoczesng obserwacje wielu struktur mézgu. W celu jak najgtebszej
penetracji a zarazem zachowania struktury mézgu i wszystkich potgczen, poddano mysie
mozgi procedurze tzw. oczyszczania optycznego co pozwolito na usuniecie z tkanki
mozgowej zwigzkow lipidowych. Dzieki zastosowaniu technik elektrofizjologicznych badano
zmiany plastyczne zachodzgce na poziomie pojedynczych neuronéw wywotane nagrodami.
Stosujgc techniki inzynierii chemogenetycznej modyfikowano motywacje zwierzat do picia

roztworu sacharozy oraz nastepstw behawioralnych wywotanych przez kokaine.



Wyniki. Przedstawione w rozprawie wyniki wskazujg, ze ekspozycja zarowno na cukier, jak
i na kokaine powoduje wzrost poziomu biatka c-Fos w réznych czesciach mdzgu co
sugeruje, ze informacje o cukrze i kokainie sg przetwarzane w sposéb rozproszony.
Aktywacja rozlegtej sieci struktur po ekspozycjach na badane zwigzki zostata
odzwierciedlona jako zmieniona modutowos¢ mézgu myszy. Byta ona przejSciowa jedynie
w przypadku ekspozycji na stodkg wode. Jak stusznie sugeruje autor, farmakologiczne
wiasnosci kokainy wptywajg na to, ze jest ona nagrodg ,lepszg od oczekiwanej’, ktora
wymaga czasu adaptacji mozgu.

W dalszych badaniach doktorant wykazat m. in., ze zaréwno cukier jak i kokaina
wywotywaty podobne zmiany plastyczne w przysrodkowej czesci srodkowego jgdra ciata
migdatowatego polegajgce na wzmocnieniu potgczen glutaminianergicznych. Kokaina, w
przeciwienstwie do cukru, wywotywata wzrost poziomu genu wczesnej odpowiedzi Arc. Co
wiecej, angazuje rowniez czesS¢ boczng Srodkowego jgdra ciata migdatowatego, gdzie
obserwowano osfabienie pobudzajgcych pragdéw postsynaptycznych. Doktorant odkryt
obecnos$¢ neuronéw zawierajgcych dwa typy receptoréw wrazliwych na dopamine (D1 lub
D2) w jgdrze srodkowym ciata migdatowatego i stwierdzit, ze jego boczna czes¢ niemal w
potowie sktada sie z neuronow z receptorami dla dopaminy D2. Neurony te ulegaty
odmiennym zmianom plastycznym po ekspozycji myszy na sacharoze oraz kokaine.
Kokaina zwiekszata spontaniczng aktywnosé neurondw posiadajgcych receptory D1, a
zmniejszata aktywnos¢ komorek posiadajgcych receptor D2. Roztwor sacharozy z kolei
zwiekszat spontaniczng aktywnosS¢ neurondw zawierajgcych receptory D2, a zmniejszat

aktywnos¢ neurondw z receptorami D1.

Uwagi
W trakcie czytania rozprawy nasuneto mi sie kilka drobnych uwag:

1. W przeprowadzonych badaniach zastosowano dwa modele ekspozycji myszy na
nagrody (Ryc. 12): nagrode naturalng - model czesciowo wolincjonalny - 7.5% roztwér
sacharozy oraz nagrode farmakologiczng — model niewolincjonalny, kokaine (20 mg/kg m.
c.). Ze wzgledu na koniecznos¢ podawania okreslonej dawki kokainy, zwigzek ten
podawano w postaci iniekcji. Tak wiec wptyw nagrody farmakologicznej (kokainy)
poprzedzony byt zawsze efektem stresowym. Efekt ten nie wystepowat w modelu z
ekspozycjg na nagrode naturalng. Gdyby jednak w grupie z nagrodg naturalng wprowadzi¢

identyczny czynnik stresowy (iniekcja pozorna) oba modele bytyby bardziej do siebie



podobne. Chociaz efekt stresowy iniekcji kontrolowany byt w grupie, w ktérej stosowano
iniekcje fizjologicznego roztworu soli, ciekawy jestem opinii doktoranta w poruszonej
sprawie.

2. Ryc. 28 przedstawia srednie wyniki gestosci komoérek c-Fos w analizowanych
strukturach moézgu. W proponowanej formie rycina ta zawiera tak gigantyczng ilos¢
informacji, ze jest po prostu nieczytelna. Uwazam, ze zachowujgc informacje w linku w/w
ryciny dla potrzeb rozprawy doktorskiej rycine te mozna by przedstawi¢ w sposéb bardziej
syntetyczny, podajgc np. dane dotyczgce wybranych struktur.

3. Na str. 62 doktorant wspomina, ze (cyt.)’Stymulacje projekcji dochodzgcych do komorki
wykonywano <z czestotliwosciag 0,2 Hz prgdem o napieciu wystarczajgcym do
kazdorazowego wywofania odpowiedzi komorki’. Zapewne chodzito autorowi o natezenie
pradu w pA oraz o wyznaczenie progu pobudliwosci.

4. Przy wszystkich wykresach pokazujgcych potencjaty polowe zamiast wyrazenia
.,pozioma skala” i ,pionowa skala” wystarczyto wprowadzi¢ termin ,kalibracja” (np. kalibracja
20 ms, 30 pA).

5. W rozprawie autor stosuje termin "sdl fizjologiczna”. Prawidtowy termin to fizjologiczny

roztwor soli.

4. Podsumowanie
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska dowodzi, ze mgr tukasz Bijoch jest
doskonale przygotowany pod wzgledem teoretycznym jak réwniez znajomosci wielu
trudnych technik laboratoryjnych do dalszej samodzielnej pracy naukowej. Duza erudycja
autora sprawita, ze cata praca, w tym wstep i wielowgtkowa dyskusja, zostaty napisane w
sposob bardzo dobrze przemyslany i dobrym jezykiem. Praca ilustrowana jest bogato
znakomitymi, w czesci kolorowymi, czytelnymi rycinami. Recenzowana rozprawa doktorska
stanowi przemys$lane koncepcyjnie, dobrze wykonane i opisane rozwigzanie istotnego
problemu naukowego, posiadajgce istotne znaczenie aplikacyjne. Cato$¢ skfada sie na
wartosciowg i dojrzatg prace naukowg. Autor wykazat sie doskonatg znajomoscig literatury
o czym swiadczy ponad 220 starannie wyselekcjonowanych pozycji piSmiennictwa.
Nalezy odnotowaé, ze cykl badan przedstawiony w rozprawie doktorskiej zostat
sfinansowany w ramach srodkéw Narodowego Centrum Nauki (Preludium), Fundacje na

rzecz Nauki Polskiej (Homing) oraz Miedzynarodowg Agende Badawczg (Braincity).



5. Wniosek konncowy
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 Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN wniosek o dopuszczenie mgr Lukasza Bijocha do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Wysoki poziom naukowy przedstawionej rozprawy doktorskiej oraz fakt, ze czes¢
przedstawionych wynikow zostata wczesniej opublikowana w bardzo dobrych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym upowaznia mnie do wystgpienia dodatkowo z

whioskiem o stosowne jej wyréznienie.

L
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Prof. dr hab. n. med. Ewa Obuchowicz
Zaktad Farmakologii Katedry Farmakologii
Wydziat Nauk Medycznych w Katowicach
Slaski Uniwersytet Medyczny

Ocena
rozprawy doktorskiej mgr tukasza Bijocha

»Przetwarzanie informacji o nagrodach naturalnych i farmakologicznych

W mozgu myszy”

Celem pracy bylo poznanie podobienstw, a przede wszystkim rdznic w zmianach na poziomie
komoérkowym 1 molekularnym indukowanych w moézgu myszy przez bodzce apetytywne
o zupelnie odmiennym charakterze, nagrode naturalng i farmakologiczna, co moze w dalszej
perspektywie utatwic¢ zrozumienie mechanizmow prowadzacych do uzaleznienia od substancji
psychoaktywnych. Uwazam, Zze podjeta tematyka badan jest ciekawa i aktualna, ze wzgledu na
narastajgcy problem uzaleznien m.in. od psychostymulantow. Zastosowanie zaawansowanych
nowoczesnych metod badawczych umozliwilo zrealizowanie zalozen projektu na bardzo
dobrym poziomie, a uzyskane wyniki wskazaly na bardzo zlozony charakter zmian
wywolanych przez substancje nagradzajace, co sktania do konieczno$ci innego spojrzenia na
ukiad nagrody. Wyniki do$wiadczen Doktoranta zwracaja uwage na jadro srodkowe ciala
migdatowatego (CeA), w ktorym wykazal istotne, ale rdzne zmiany po stosowaniu badanych
substancji nagradzajgcych.

Badania zostaly przeprowadzone w Pracowni Plastycznosci Neuronalnej oraz Pracowni
Neurobiologii Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie pod
kierunkiem znanego naukowca prof. dr hab. Leszka Kaczmarka i dr Anny Beroun. Realizacje
projektu sfinansowano z grantow: NCN (konkurs PRELUDIUM); Fundacji na Recz Nauki
Polskiej (program HOMING) oraz Miedzynarodowych Agend Badawczych (projekt
BRAINCITY).

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie pracy monograficznej zgodnie
z ogolnie przyjetymi zasadami. Liczy wraz z piSmiennictwem 177 stron, podzielona jest na
7 typowych rozdzialow; zawiera streszczenie w j. polskim i angielskim oraz wykaz skrotow

z ich dwujezycznym wyjasnieniem. Bibliografia liczy az 237 pozycji — Autor cytuje zaréwno




prace sprzed kilkudziesigciu lat, ktére mialy przetlomowe znaczenie dla badan z zakresu
neurobiologii OUN, jak i aktualne pi$miennictwo, do 2023 r. wlgcznie. Warto podkreslié, ze
prezentowane doktoracie wyniki zostaly juz czg¢sciowo opublikowane w 2023 r. w 2 pracach
oryginalnych, w ktérych Doktorant jest pierwszym autorem: w czasopismie Cell Reports
(IF=8.8, pkt MEiN=200) i Transational Psychiatry (IF=6.8). Opublikowanie badan w takich
czasopismach potwierdza ich interesujgcg tematyke, prawidlowe zaplanowanie
i przeprowadzenie, jak rowniez wlasciwg interpretacje uzyskanych wynikéw.

Prace zamyka wykaz kolejnych 10 prac opublikowanych w latach 2015 — 2023, ktérych
Kandydat jest wspotautorem (niestety, nie zostaly podane parametry naukometryczne).
W czterech publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem, co zapewne $wiadczy o Jego

zaangazowaniu w prowadzone badania i zainteresowaniu neurobiologig OUN.

Przedmiotem badan przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej byly dwie substancje
nagradzajgce, wywolujgce przyjemne doznania: kokaina (nagroda farmakologiczna)
i sacharoza (nagroda naturalna). Kokaina to substancja uzalezniajgca, ktora wywoluje istotne
zmiany w aktywnosci i plastycznosci sieci neuronalnych w mozgowiu, a sacharoza poprzez
doznania smakowe i posrednio, przez stymulacje receptoréw w przewodzie pokarmowym, ma
pozytywny wplyw na emocje.

W interesujgco napisanym WPROWADZENIU (30 stron) Autor w kompetentny
sposob omawia wazne zagadnienia zwigzane z tematem badan. Przedstawia ogdlng
charakterystyke naturalnych i farmakologicznych bodzcoéw apetytywnych odnoszac si¢ do
parametréw warunkujacych dziatanie nagradzajgce kokainy, jak i testow behawioralnych
weryfikujgcych takie dziatanie. Omawia kwestie uzaleznienia od kokainy, molekularny
mechanizm jej dziatania, a nastgpnie uklad nagrody 1 istotng rol¢ dopaminy (DA)
w uzaleznieniach od substancji psychoaktywnych. Przytaczajgc wyniki metod obrazowania
przedstawia zmiany aktywnosci neurondéw dopaminergicznych reprezentujacych rozne
receptory dla DA indukowane stosowaniem kokainy. Dalej charakteryzuje budowe i funkcje
jader kompleksu ciata migdalowatego, w tym jadra srodkowego, ktore bylo przedmiotem Jego
badan. W kolejnym podrozdziale przechodzi do zagadnien metodycznych — kwestii
systemowego spojrzenia na mozg, ktére jest mozliwe dzigki zastosowaniu nowych technik
o wysokiej rozdzielczosci przestrzennej, co pozwala na obrazowanie catego mozgu i poznanie
interakcji funkcjonalnych nawet miedzy odlegtymi strukturami. M.in. opisuje zalety
stosowanej w Jego badaniach techniki optycznego oczyszczania tkanek, ktora w potaczeniu

z immunohistochemia (iDisco+) przygotowuje material do badania na obecno$¢ wybranych



bialek. Metoda ta zostala wykorzystana do wykrycia komorek c-Fos + jako markera

modutowosci mozgu. Poniewaz, jak wiadomo, uzaleznienie jest zwiazane ze zmianami
plastycznos$ci synaptycznej, Doktorant dokladnie omawia rdézne aspekty procesow
dhugotrwatego wzmocnienia (LTP) lub ostabienia (LTD) postsynaptycznego, ktorym
towarzysza zmiany strukturalne, elektrofizjologiczne oraz ekspresji gendéw m.in. c-fos i arc.
Ta czg$¢ rozprawy $wiadczy niewgtpliwie o dobrym przygotowaniu merytorycznym Autora,
zotala dobrze napisana i zilustrowana 11 rycinami, ktére sa bardzo ladnie graficznie

opracowane.

CELEM pracy byto poréwnanie dziatania kokainy i sacharozy w aspekcie aktywacji
sieci struktur mozgowych oraz ocena, jakie jest znaczenie jadra srodkowego ciala
migdatowatego w mechanizmie dzialania badanych substancji nagradzajacych i jakie zmiany

na poziomie molekularnym substancje te wywotuja w czgsciach jadra srodkowego.

W rozdziale MATERIAL I METODY (31 stron) Autor przedstawil bardzo dokladnie
metodologie badan. W trakcie realizacji projektu zmiany funkcjonalne i strukturalne sieci
neurondw zostaly ocenione przy zastosowaniu kliku zaawansowanych nowoczesnych metod
badawczych. Doswiadczenia, na ktére wyrazita zgode 1 Lokalna Komisja Etyczna ds.
doswiadczen na zwierzgtach w Warszawie, zostaly wykonane na myszach linii TgN(GADG65-
TdTomato) lub DRD1-TdTomato/DRD2-GFP. Dobér wspomnianych linii, ktore posiadajg
fluorescencyjnie wybarwione rozne typy komodrek umozliwil realizacje projektu.
Eksperymenty zostaly przeprowadzone w dwoch modelach doswiadezalnych — po 2 dniach
adaptacji kokaina byla wstrzykiwana ip. (20 mg/kg) przez 7 dni lub jednorazowo w 7 dniu
albo po 2 dniach adaptacji mysz otrzymywata do picia 7,5% roztwor sacharozy przez 2 godz.
dziennie badz tylko w 7 dniu przez 2 godz. Material do badan pobierano po 2 godz. od
ostatniego podania substancji nagradzajacej (uwaga: w pracy nie podano referencji odnosnie
dawki kokainy i stezenia sacharozy). Do badan wigczono wlasciwe grupy kontrolne.
Doswiadczenia obejmowaly: 1). ocene aktywnosci lokomotorycznej myszy po podaniu
kokainy lub pomiar czasu picia przez mysz na samodzielnie przez Autora skonstruowanym
urzadzeniu; 2). okreslenie wplywu chemogenetycznej manipulacji aktywnoscia neurondéw
CeA na efekty behawioralne badanych substancji; 3). badania elektrofizjologiczne w czgsci
przysrodkowej (CeM) i bocznej (CeL) jadra CeA w tym pomiar poziomu milczacych synaps,
kinetyki pragdéw zaleznych od rec. dla kwasu N-metylo-D-asparaginianowego (NMDA),
pomiary spontanicznej aktywnosci neuronalnej, dlugotrwatego ostabienia postsynaptycznego

1 pobudliwosci komorek; 4). analize¢ mikroskopowa w CeA: wybarwionych komorek
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wrazliwych na DA oraz komorek c-Fos +, lokalizacji bialka Arc, obecnosci podjednostki
GIuN2B rec. NMDA i kolcéw dendrytycznych; 5). obrazowanie przy zastosowaniu
mikroskopu arkusza $wiatta preparatow z mozgoéw poddanych optycznemu oczyszczaniu
metodg 1IDISCO+ celem okreslenia liczby komorek c-Fos + w strukturach mézgu. Pewne
aspekty metodologiczne zostaty zilustrowane na 7 rycinach i 2 zdjeciach.

(uwaga: str. 64 — w ujeciu histologicznym nie ma pojecia ,,tkanka mozgowa™)

Wyniki uzyskane przy uzyciu specjalistycznych programoéw zostaly zanalizowane przy

pomocy wilasciwych testow statystycznych.

Rozdzial WYNIKI (66 stron) jest najobszerniejszg czescig rozprawy, gdyz ze wzgledu
na zastosowanie wielu metod badania przyniosty znaczng liczbe danych, ktore majg znaczenie
poznawcze. Badania na poziomie molekularnym i komérkowym poprzedzita weryfikacja
behawioralna dzialania obu substancji. Wyniki doswiadczen zostaly dobrze opisane
i przedstawione na 31 rycinach. Do waznych wynikéw, ktére daja nowe spojrzenie na
neurobiologie modzgu lub potwierdzaja doytchczasowe pojedyncze obserwacje mozna
zapewne zaliczy¢ stwierdzenie, Ze:

1. w wyniku stosowania substancji nagradzajacych zwigksza si¢ poziom c-Fos w réznych
czesdciach niemal catego mozgu, co $wiadezy o szeroko zakrojonej zmianie aktywnosci
neuronalnej w odpowiedzi na badane substancje. Kinetyka wzrostu poziomu c-Fos,
ktoremu towarzyszyt wzrost liczby komorek c-Fos + zalezy od badanej substancji, jak
i analizowanych rejondw mozgu klasyfikowanych na podstawie Allen’owskiego Atlasu
Mysiego Mozgu.

2. saroznice w dziataniu kokainy i sacharozy na neurony CeA (w czesci przysrodkowej CeM
1 bocznej CeL) dotyczace: ekspresji biatek wezesnej odpowiedzi komorkowej c-Fos 1 Arc
(wzrost poziomu Arc i liczby kom. Arc + tylko po kokainie), zmian plastycznych
(obecnos¢ milczgcych synaps w CeA po kokainie, a tylko w CeM po sacharozie;
przeciwstawne zmiany w cz¢stotliwosci postsynaptycznych pradéw pobudzajacych
w neuronach DRD1+ i DRD2+)

3. aktywno$¢ neuronéw CeM ma istotne znaczenie dla dzialania nagradzajacego sacharozy,

a nie dla efektu lokomotorycznego kokainy
4. w CeM kokaina i sacharoza aktywuja roéwniez inne niezidentyfikowane typy neuronow,

ktore nie majg ekspresji rec. dopaminergicznych (DRD1 i DRD2)



W rozdziatach DYSKUSJA (15 str.) oraz PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI
Autor omawia efekty stosowania kokainy i sacharozy, poczawszy od zwiekszonej
modulowosci mézgu myszy, poprzez zmiany plastyczne okreslone na poziomie jadra
$rodkowego ciala migdatowatego, po zmiany w aktywacji neurondéw DRDI1 i DRD2
w wymienionej strukturze. Wskazuje na roznice w dziataniu badanych substancji. Dyskusja
jest bardzo dojrzala. Przy interpretacji wynikéw Autor umiej¢tnie nawigzuje do
opublikowanych prac. Odnosi sie do wynikéw, ktére mogg wydawaé sie kontrowersyjne,
a takze do ograniczen metodologicznych przeprowadzonych badan. Uzyskane dane
potwierdzaja, ze stosowanie nowoczesnych metod, ktére dajg mozliwos¢ rownoczesnej oceny
zmiany aktywnosci réznych struktur, wskazuje na bardziej zlozong odpowiedZ mozgu na
bodzce nagradzajace, anizeli dotychczas zakladano. Doktorant przedstawia propozycje
dalszych badaf z zastosowaniem innych metod, by zweryfikowaé obserwacje poczynione
w trakcie realizacji projektu, co wskazuje na Jego umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia

pracy naukowe;j.

Prositabym o wyjasnienie dlaczego: 1).ocenial Pan u myszy aktywno$¢ lokomotoryczng po

stosowaniu kokainy, a nie wlasciwosci nagradzajgce kokainy np. w tescie preferencji miejsca;
2). mierzyl Pan czas picia 7,5% roztworu sacharozy, a nie byt wykonywany klasyczny test

preferencji sacharozy ?

Podsumowujac, rozprawe doktorskg Pana mgr Fukasza Bijocha oceniam bardzo wysoko.
Na uwage zastuguje doskonaly warsztat badawczy, ciekawy pomyst projektu. Uzyskane
wyniki maja istotng warto$¢ merytoryczna, a cz¢$¢ z nich ma charakter nowatorski. Praca jest
interesujaco napisana i dobrze zredagowana. Uwazam zatem, ze oceniana rozprawa doktorska
spetnia 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). W zwiazku z powyzszym, wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej o dopuszczenie Pana mgr Lukasza
Bijocha do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Ze wzgledu na istotng warto$¢ merytoryczng rozprawy, ktéra wnosi nowe elementy
poznawcze do wiedzy na temat mechanizmu dzialania substancji nagradzajacych oraz
zastugujacy na wysoke oceng warsztat badawczy i bardzo staranng forme pracy wnioskuje
0 jej wyrdznienie.

Katowice, 7 grudnia 2023 r. IEROWNIK
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