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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Idy Raciborskiej na stopienrt naukowy doktora
w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.

Recenzowana praca doktorska ,Plastycznosc kory wzrokowej myszy wywotana
uczeniem si¢ i rola interneuronéw hamujgcych zawierajacych somatostatyne badana
metodg rejestracji optycznej”, powstata w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego PAN pod opieka promotora prof. dr hab. Matgorzaty Kossut.
Rozprawa zostata zredagowana jako monografia w typowym dla tego rodzaju publikacji
uktadzie. Obszerna dysertacja obejmuje 251 stron i zostata podzielona na 14
rozdziatdw, podzielonych na dalsze podrozdziaty. Gtéwne rozdziaty pracy zostaty
poprzedzone streszczeniami w jezyku polskim i angielskim oraz rozdziatem
wyjasniajagcym znaczenie skrotow wykorzystanych w tekscie rozprawy.

»Wstep” jest szostym rozdziatem, ktory to wprowadza czytajgcego szczegdtowo w
funkcjonalne i morfologiczne meandry kory wzrokowej bedgcej przedmiotem
eksperymentow lezacych u podstaw przygotowanej rozprawy. W czesci tej znajduje sie
takze wyjasnienie dotyczace metodyki wykorzystanej w czesci eksperymentalnej.
Rozdziat ten liczy az 44 strony, jest wiec bardzo obszerny i stanowi % pracy, wyjawszy
liczacg az 573 pozycje bibliografie. Nie mniej jednak czytajacy otrzymuje kompendium
wiedzy na temat meritum rozprawy. Jedynym niedoborem, nie mniej istotnym, na jaki
natrafitem podczas lektury wstepu jest brak informacji dotyczacych systemu Cre-loxP,
ktdry jest integralng czescig eksperymentu chemogenetycznego.

Po wstepie znajduje sie rozdziat 7 ,,Cel pracy”, wskazujacy na zatozenia i zadania, na
realizacji ktdrych bedg sie skupiaty eksperymenty zaplanowane w czesci
doswiadczalnej.

Rozdziat 8 to ,Materiaty i metody”, zawierajacy opisy protokotéw eksperymentalnych
wykorzystanych przez doktorantke w czesci badawczej rozprawy. Opisy czesci
metodycznej zawierajg liczne ryciny, ktdre znacznie utatwiajg zrozumienie wyszukanej

metodyki, na ktdrej opiera sie czes$¢ doswiadczalna pracy.
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W podrozdziale 8.1. opisujgcym zwierzeta eksperymentalne nie znalaztem niestety blizszych
informacji dotyczacych myszy szczepu SST-ires-Cre, wiasciwosci tego szczepu i jego kluczowego
znaczenia dla eksperymentu. Informacji tych nie znalaztem réwniez w dalszej czesci rozdziatu
»Materiaty i metody”. W mojej opinii btednie tez podano nazwe drugiego szczepu myszy
laboratoryjnych, ktérego prawidtowa nazwa to ,C57BL/6J)” (https://www.jax.org/strain/000664).

Po rozdziale ,,Materiaty i metody” nastepuje rozdziat 9 — ,Wyniki”, liczacy 61 stron. Dane
eksperymentalne uzyskane podczas realizacji rozprawy zostaty przedstawione w kolejnosci
odpowiadajacej kolejnym etapom eksperymentalnym.

W pierwszy podrozdziale (9.1) Doktorantka przedstawita dane eksperymentalne potwierdzajace
zasadnos¢ zastosowania metody spektrografii optycznej 1ISOl w mapowaniu wrazliwosci orientacyjne;j
w korze V1 myszy, ktdre to dane zostaty juz opublikowane przez Doktorantke.

W podrozdziale 9.2 Doktorantka skupita sie na analizie plastycznosci pierwszorzedowej kory
wzrokowej w zaleznosci od strategii treningowej, charakteryzujgc zmiany sity sygnatu optycznego jak
i obszar kory pobudzany podczas trzech rodzajéw stymulacji: przez oko lewe, oko prawe i stymulacji
obuocznej. Dodatkowo przeanalizowana zostata zalezno$é¢ efektéw warunkowania od orientacji
zastosowanego bodzca wzrokowego.

W nastepnym etapie (podrozdziat 9.3) Doktorantka przeszta do analizy parametréw opisywanych w
podrozdziale 9.2, jednakze po transgenicznej manipulacji aktywnosci somatostatynowych
interneurondw hamujgcych (SST-IN). Réwniez w tym miejscu brak jest informacji w jaki sposéb dziata
system pozwalajacy na Cre-zalezng manipulacje ekspresji wektoréw wirusowych wprowadzonych do
tej populacji interneurondw. Po ocenie poziomu i lokalizacji ekspresji wektordw wirusowych na
podstawie oceny sygnatu fluorescencyjnego mCherry, Doktorantka dokonata analizy aktywnosci kory
wzrokowej podczas hamowania interneurondw SST-IN, stosujgc stymulacje wzrokowa zastosowane;j
juz w poprzednim podrozdziale. Otrzymane wyniki pokazaty jednoznacznie zaleznosc¢ sity
otrzymywanych sygnatdw jak i obszaru aktywacji kory wzrokowej od aktywacji lub dezaktywacji
interneuronow SST-IN we wszystkich zastosowanych uktadach eksperymentalnych.

W zwigzku z faktem, iz druga najliczniejsza populacjg korowych interneuronéw hamujacych sg
interneurony zawierajgce parwalbuminy (PV-IN), Doktorantka postanowita zbada¢ nie tylko zaleznos$¢
ekspresji somatostatyny, ale tez parwalbuminy w korze wzrokowej od warunkowania klasycznego.
Wyniki tych badan zostaty opisane w podrozdziale 9.4 i wykazaty taka zaleznosc jedynie w przypadku
interneurondw somatostatynowych SST-IN.

Jako ze jednym z efektéw warunkowania klasycznego sg zmiany akgji serca, w tym bradykardia, w

ostatnim rozdziale wynikdw (9.5) Doktorantka przeanalizowata zachowanie sie tego parametru
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fizjologicznego. Otrzymane wyniki pokazaty istotne statystycznie zmiany akcji serca o charakterze
bradykardii warunkowej jedynie w grupie CS+CSU, natomiast manipulacje polegajgce na hamowaniu
aktywnosci interneuronéw SST-IN nie prowadzity do zmian istotnych statystycznie.
Wyniki przeprowadzonych eksperymentdw i ich wstepna analiza zostaty podsumowane w rozdziale
10 ,Podsumowanie wynikow”. Rozdziat tego rodzaju nie jest standardem podczas redagowanie
rozpraw doktorskich, jednak ze wzgledu na mnogos¢ i rdéinorodnos¢ uzyskanych danych
eksperymentalnych jest cennym uzupetnieniem tresci dysertacji.
Po rozdziale 10 nastepuje ,,Dyskusja” liczaca 20 stron, oparta na obszernej bibliografii. Doktorantka
odnosi uzyskane dane eksperymentalne do wynikéw opisanych przez grupy badawcze zajmujgce sie
badaniami w zblizonych obszarach neuronauki. Interesujgcym aspektem dyskusji sg takze
poréwnania uzyskanych wynikéw do badan klinicznych prowadzonych u cztowieka. Cennym
uzupetnieniem tego rozdziatu sg dwa schematy podsumowujgce wyniki, takze jako uzupetnienie
istniejgcego stanu wiedzy na temat szlakow informacyjnych kory wzrokowej.
Rozdziat 12 to ,Podsumowanie i wnioski”, w ktérym doktorantka wskazuje na najwazniejsze, jej
zdaniem konkluzje, dotyczace aspektow plastycznosci kory wzrokowej i roli interneuronéw
somatostatynowych. W mojej opinii w rozdziale tym powinny sie tez znalez¢ wnioski zawarte we
wstepie dyskusji na stronie 150, potwierdzajgce stuszny wybdr metodyki, na ktérej opierata sie
eksperymentalna cze$¢ rozprawy. W rozdziale tym powinna sie tez pojawi¢ informacja dotyczaca
ograniczen metodycznych zwigzanych np. z iniekcjg wiruséw, czy funkcjonowaniem systemu Cre-
LoxP. Uzupetnieniem rozdziatu 12 sg 44 tabele, bedace rodzajem suplementu, pozwalajgcego
czytajgcemu na zapoznanie sie ze szczegdtami wynikow oraz ich analizy statystycznej.
Dysertacje koriczy ,Spis rycin, tabel i publikacji wiasnych” (rozdziat 13) oraz bardzo obszerna
bibliografia liczaca az 573 pozycje literaturowe (rozdziat 14).
Szczegbtowa analiza tekstu rozprawy pozwolita znalez¢ niedociggniecia jezykowe i redakcyjne, co nie
jest niczym zaskakujgcym, szczegolnie w tak obszernym tekscie — kilka przyktadow:

e w mojej opinii termin ,wyrazanie” zamiast ,ekspresja” brzmi Zle i jest niefortunnym

ttumaczeniem z jezyka angielskiego,

e str. 48: ,okresy krytyczne”, czego dotyczg?

e str. 48: ,rozpuszczenie struktur zewnatrzkomérkowych”, co to znaczy?

e str. 48: ,permisywna rola”, co to znaczy?

e str. 56: drugie zdanie do gory jest niezrozumiate

e str. 75idalej: powinno by¢ ,immunohistochemia” nie ,imunohistochemia”

e str. 148: drugi akapit od géry, zdanie niezrozumiate.
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e w bibliografii brak pozycji Hiilbener & Bohnhoeffer 2014
e w pozycji 284 bibliografii brak tytutu czasopisma

Chciatbym jednak podkresli¢, iz powyzsze uwagi nie majg wptywu na warto$¢ naukowa ocenianej

przeze mnie dysertacji.

Podsumowanie:

Po zapoznaniu sig z rozprawg doktorska, przygotowang przez Panig mgr lde Raciborska, zatytutowana
»Plastycznos¢ kory wzrokowej myszy wywotana uczeniem sie i rola interneuronéw hamujacych
zawierajgcych somatostatyne badana metoda rejestracji optycznej” oceniam jg bardzo wysoko
dostrzegajgc jednoczesénie ogromny naktad pracy zwigzany z jej realizacjg. Opierajac sie na tresci
rozprawy i zamieszczonych w niej wynikach nalezy wskazaé, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska na stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie
nauki biologiczne, wskazuje na szerokg wiedze teoretyczng doktorantki w tej dziedzinie i dyscyplinie,
umiejetnosc samodzielnego planowania i prowadzenie badarn naukowych, a zastosowana metodyka
badawcza stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Na tej podstawie stwierdzam, iz spetnia ona wymagania okreélone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.) i wnioskuje do
Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN o dopuszczenie Pani mgr Idy Raciborskiej do
dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Majgc na uwadze nowatorski charakter ocenianej przeze mnie dysertacji wnioskuje do Wysokiej Rady

0 jej wyrdznienie.

KJEROWNIK
Cenﬁr m iycyny Doswiadczalnej
Slgskisgo yeznego w Kafowicach

prof. dg'hab. n. med. Jarostaw Barski




Recenzent: Prof. dr hab. Jan Konopacki

Recenzja sporzgdzona dnia: 05. 08. 2024 r. WPLYNELO /pl .......................

Recenzja
rozprawy doktorskiej pani mgr Idy Teresy Raciborskiej pt.:
»Plastycznos¢ kory wzrokowej myszy wywotana uczeniem si¢ i rola interneuronéw
hamujacych zawierajacych somatostatyne badana metoda rejestracji optycznej”
wykonanej w Pracowni Neurobiologii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN pod kierunkiem
prof. dr hab. Matgorzaty Kossut

1.Uwagi ogolne

Plastyczno$¢ to jedna z najwazniejszych, immanentnych witasciwo$¢ systemu nerwowego.
W ostatnich kilkudziesieciu latach doszio do istotnego poszerzenia wiedzy na temat
mechanizmow neuroplastycznosci. Byto to mozliwe dzieki pojawieniu sie nowych narzedzi
badawczych, w tym technik obrazowania moézgu i metod biologii molekularnej. Pozwalajag
one na $ledzenie zmian zachodzacych na réoznych poziomach, m.in. zachowania, anatomii
i fizjologii, a takze na poziomie komoérkowym i sub-komorkowym. Czeé¢ badan potwierdza
wazng role neuroplastycznosci nie tylko w dziecinstwie, kiedy osrodkowy uktad nerwowy
wykazuje najwigkszy potencjat plastyczny, lecz takze w pézniejszych latach. Poznanie
mechanizmow plastycznosci pozwala na opracowanie nowych technik terapeutycznych.
Kierunki najnowszych badan naukowych nad neuroplastycznoscig wskazujg na potencjat
wykorzystania nowoczesnych technik terapeutycznych w celu wspierania naturalnych
zdolnosci regeneracyjnych czy kompensacyjnych moézgu, tak istotnych w procesie

rekonwalescencji np. po przebytych udarach.

2. Charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pochodzi z kierowanego przez prof. dr hab.
Matgorzate Kossut zespotu, majacego duze dos$wiadczenie w badaniu zjawiska
plastycznoéci. Adresuje mechanizmy plastycznosci obecne w pierwszorzedowej korze

wzrokowej podczas procesu warunkowania strachu u dorostych myszy. Dobér modelu



eksperymentalnego uwazam za nadzwyczaj trafny: mysz stata si¢ bowiem w ostatnich
latach najczesciej stosowanym modelem do badania funkcji uktadu wzrokowego. Co wiecej,
pierwszorzedowa kora wzrokowa, aktywna podczas specyficznego pobudzenia
zmystowego, ulega zmianom plastycznym w celu tworzenia pamieci diugotrwate;.

Rozprawa doktorska ma klasyczny 4-rozdz. ukfad. Opatrzona jest dodatkowo
streszczeniami w j. polskim i angielskim, podsumowaniem wynikow, wieloma tabelami i
kolorowymi rycinami oraz spisem zastosowanych w pracy skrotow. Przedrostek ,peri” w j.
greckim oznacza ,wokof'. Tak wiec perineuronal nets mozna przettumaczyC jako sieci
okoto-neuronalne. Z kolei ,shrub neurones” (ang.) to ,komorki krzewiaste”.

W ciekawie napisanym, bogato ilustrowanym i liczgcym prawie 60 str. wstepie
doktorantka dokonuje charakterystyki uktadu wzrokowego i pierwszorzedowe] kory
wzrokowej (V1). W kolejnych rozdziatach charakteryzuje szeroko interneurony kory
wzrokowej. Osobne podrozdziaty poswigcone sg mechanizmom plastycznosci i roli
interneuronéow w tych procesach. Rozdziat ten korfczy opis i zastosowanie techniki
spektrometrii optycznej oraz techniki DREADD, pozwalajgcej na odwracalng i selektywng
kontrole populacji neuronéw lub catych szlakéw neuronalnych.

Cel pracy stanowi odrebny podrozdziat wstepu. Zostat on bardzo dobrze uzasadniony.
Autorka w trzech punktach przedstawia gtéwne zatozenia pracy.

Na str. 41 wstepu mgr Ida Teresa Raciborska charakteryzuje mechanizmy
plastycznosci synaptycznej. W osobnym akapicie porusza kwestie odkrytej w potowie lat 90.
plastycznosci okreslanej jako spike-time-dependent plasticity, STDP. Odkryte przez
Markrama and Sakmanna (1995) zjawisko plastycznosci rzuca nowe $wiatto na sposéb
komunikowania sie neuronow. W akapicie opisujgcym STDP pojawia sie skrét myslowy
doktorantki, ktérego nie rozumiem. Autorka stwierdza, ze (cyt.):"Presynaptyczny potencjat
czynnosciowy postsynaptycznym potencjatem czynno$ciowym wzmachia synapse, a im
krotszy odstep czasowy miedzy nimi tym wieksza zmiana masy synaptyczne/. Prositbym
doktorantke o rozszerzenie wyzej wspomnianej mysli.

Str. 52. Przedostatni akapit: chodzi oczywiscie o jadro podstawne Meynerta a nie
Meyerta.

Na 30 str. autorka opisuje nadzwyczaj szczegotowo zastosowane metody. Rozdziat
ma bardzo dobrg i klarowng konstrukcje. Tekst ilustrowany jest wieloma kolorowymi i
doskonale zaprojektowanymi rycinami. W tym miejscu drobna uwaga: (str. 67, 74): 0.9%

NaCl to fizjologiczny roztwor soli a nie sél fizjologiczna.

28]



Musze przyznac, ze jestem peten uznania dla doktorantki. Praca w zespole naukowym
wykorzystujgcym liczne i bardzo trudne techniki laboratoryjne wymagata od mgr Teresy
Raciborskiej znakomitego teoretycznego przygotowania i opanowania duzej liczby metod
laboratoryjnych w ograniczonym przeciez czasie szkoty doktorskiej. W ramach niniejszej
rozprawy zastosowano model warunkowania strachu. Aby zbada¢ mechanizmy
plastyczno$éci w korze wzrokowej dorostych myszy, mgr Ida Teresa Raciborska
skoncentrowata sie na roli interneuronéw zawierajacych somatostatyne (SST-IN) oraz
parwalbumine (PV-IN) w neuroplastycznych zmianach wywotanych uczeniem sie.

Wykorzystujac technike obrazowania przy pomocy spektrometrii optycznej (ISOI) w
pierwszej fazie badan zbadano wrazliwo$¢ na orientacje bodzca w korze wzrokowej myszy
in vivo, rejestrujac odpowiedzi na poruszajgce sie czarno-biate paski w prawej i lewej korze
V1. Technika ta umozliwita stworzenie map aktywacji oraz zarejestrowanie sygnatdéw
optycznych.

Drugi etap poswiecony jest badaniu wptywu klasycznego warunkowania, gdzie bodzce
wzrokowe o okreslonej orientacji (CS) byly skojarzone z doogonowg aplikacjg pradu (UCS).
Eksperymenty przeprowadzono w czterech grupach: warunkowanej klasycznie, pseudo
warunkowanej, eksponowanej na bodziec wzrokowy oraz kontrolnej, bez stymulaciji
wzrokowej. Wskaznikiem uczenia sie byta warunkowana bradykardia.

Trzeci etap badan dotyczyt roli SST-IN w plastycznych zmianach wywotanych przez
warunkowanie, a takze ich udziatu w aktywacji kory wzrokowej V1. Zbadano jak procedury
eksperymentalne wplynety na liczebnos¢ SST-IN i PV-IN w réznych warstwach kory
wzrokowej.

Wyniki eksperymentow przedstawionych w niniejszej dysertacji zostaly bardzo
dokftadnie przedstawione na 70 str. rozprawy. Rozdziat ten jest ciekawie ilustrowany
wieloma starannie opisanymi kolorowymi rycinami.

Zastosowanie przyjetego w badaniach schematu treningu polegajgcego na uczeniu
asocjacyjnym w paradygmacie warunkowania klasycznego z awersyjnym bodzZzcem
bezwarunkowym, gdzie bodzcem warunkowym byty ruchome paski o specyficznej orientacji
spowodowato wzrost aktywnosci kory wzrokowej na bodzce wzrokowe co zbadano przy
zastosowaniu spektrometrii optycznej ISOIl. Doktorantka potwierdzita tym samym, ze
obrazowanie optyczne sygnatu wewnetrznego (ISOI) moze by¢ cenng metodg badania
aktywnosci w pierwotnej korze wzrokowej myszy wywotanej przez bodzce orientacyjne.

Otrzymane przez doktorantke wyniki sa wyjatkowo wartosciowe. Wskazujg one, ze

funkcjonalna plastyczno$¢ pierwszorzedowej kory wzrokowej u dorostych zwierzat,
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wywotana warunkowaniem klasycznym, zalezy od aktywno$éci interneuronéw SST, a nie od
interneuronéw PV. Selektywna, chemogenetyczna blokada aktywnosci SST spowodowata
zahamowanie powstawania zmian plastycznych oraz zaburzyta reakcje warunkowang,
nabywang w trakcie warunkowania klasycznego. Na str. 92 autorka nadmienia, ze wzrost
rozproszenia swiatta poprzedzony byt wzrostem tzw. initial dip (ang.) czyli wstepnego
spadku rozproszenia $wiatta. Ciekawy jestem czy istnieje jakiesS wyjasnienie tego
wstepnego spadku rozproszenia?

Uzyskane wyniki sugerujg rowniez bezposredni wptyw kory wzrokowe] na
ksztattowanie sie sladu pamieciowego oraz udziat w przetwarzaniu informacji na szlaku
kontrolujgcym prace serca.

Dyskusja jest trudna i wielowgtkowa. Jednak znakomite jej zredagowanie pozwala
czytelnikowi zrozumie¢ ztozono$¢ naukowych rozwazan autorki. Za doskonaty zabieg
redakcyjny doktorantki uwazam wprowadzenie podsumowania kazdego podrozdziatu
dyskusji. Analiza uzyskanych wynikéw sktania doktorantke do sformutowania bardziej
ogolnych refleksiji, ktére zresztg w petni podzielam. Uzyskane wyniki wskazujg na znaczacy
udziat kory w ksztattowaniu sie Sladow pamieciowych oraz przetwarzaniu informaciji
kontrolujacych prace serca. Jest to bez watpienia znaczgce uzupetnienie wiedzy na temat
roli interneuronéw SST w plastycznosci kory wzrokowej. Rozszerza to nasze
dotychczasowe rozumienie plastycznosci wskazujgc na aktywng role uczenia sie w
ksztattowaniu wtasciwosci sensorycznych dojrzatej kory. Odkrycie to podwaza tradycyjny
poglad o ograniczonej plastycznosci w dorostych mézgach i stwarza nowe mozliwosci

terapeutyczne.

3. Podsumowanie
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Idy Teresy Raciborskiej wskazuije,
ze doktorantka jest znakomicie przygotowana zaréwno pod wzgledem teoretycznym jak i
praktycznym do samodzielnej pracy naukowej. Duza erudycja autorki sprawity, ze bardzo
obszerne, wielowatkowe i trudne badania zostaty opisane w sposéb klarowny merytorycznie
| poprawnym jezykiem.

Recenzowana praca stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego.
Jest starannie przemyslang koncepcyjnie, bardzo dobrze wykonang i opisana, co sktada sie
na wartosciowg i dojrzatg prace naukowa. Autorka wykazata sie doskonatg znajomoscig
literatury. Jednak cytowanie w pracy ponad 500 pozycji piémiennictwa uwazam za

przesade. Doktorantka mogta jednak dokonac¢ bardziej wnikliwej selekgcji pi§miennictwa.



Uwazam, ze recenzowana rozprawa w petni spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz.
742 z pdz. zm.). Na tej podstawie przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej
Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im. M Nenckiego PAN w Warszawie wniosek o
dopuszczenie mgr Idy Teresy Raciborskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora.

Nadzwyczaj szerokie spektrum badanych i analizowanych zagadnien, duza warto$¢
naukowa i aplikacyjna rozprawy oraz fakt, ze niektore fragmenty rozprawy doktorskiej mgr
Idy Teresy Raciborskiej, zwtaszcza te dotyczace sposobu akwizycji danych monitorowania
sygnatu EOG i sygnatu z fotodiody, zostaty opublikowane upowaznia mnie dodatkowo do

wystgpienia z wnioskiem o stosowne jej wyroznienie.

/M/M

Pfof. dr hab. Jdn Konopacki
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OCENA

rozprawy doktorskiej Pani magister Idy, Teresy RACIBORSKIEJ pt.

"Plastycznos¢ kory wzrokowej myszy wywolana uczeniem sie i rola
interneuronow hamujqgcych zawierajgcych somatostatyne badana metodq
rejestracji optycznej”

Przedstawiona do oceny dysertacja to solidne, bardzo obszerne opracowanie (251
stron, 573 pozycji literatury, 36 rycin, 44 tabele), niezwykle waznego w prawidlowym
rozwoju 1 funkcjonowaniu moézgowia, a zatem calego organizmu, procesu
neuroplastycznosci. Jego odkrycie, na ktore po raz pierwszy zwrdcit uwage Profesor Jerzy
Konorski w potowie ubieglego stulecia, nagrodzono Nagroda Nobla w roku 1981. W
poczatkowym okresie badan uwaga skupiona byla na tzw. plastycznosci rozwojowej kory
wzrokowej, szczegbdlnie jej mechanizmie neuronalnym, ktérego czas ograniczano do tzw.
,okresu krytycznego”. Sadzono, ze po tym okresie kora wzrokowa jest w peni
przygotowana do procesu widzenia i zadne dalsze zmiany w dominacji ocznej nie zachodzg.
Wyniki badan ostatnich lat pokazuja jednak, ze okres krytyczny nie musi ogranicza¢ si¢ do
Scisle okreslonego, czasu, ale moze zamykac si¢ powoli i stopniowo, a Czesto W pewnym
zakresie utrzymuje si¢ przez cale zycie, jak w przypadku kory ruchowej i przedczotowe;.
Praca doktorska Pani Idy Raciborskiej dotyczy neuroplastycznosci w dojrzatym uktadzie
wzrokowym myszy. Autorka postanowila innymi metodami, niz Kklasyczny pomiar
aktywnosci elektrofizjologicznej, potwierdzi¢ obecno$¢ zmian w dominacji ocznej u
dorostych myszy, przede wszystkim jednak sprawdzi¢ udziat w tym procesie
somatostatynowych i parwalbuminowych interneuronéw hamujacych. Biorac pod uwage,
oprocz waznego waloru poznawczego, ewentualne przyszloSciowe znaczenie
otrzymanych wynikéw w neurorehabilitacji, wybér tematu badawczego, uwazam za

mocn3 strone dysertacji. Potwierdza to takze fakt, ze praca ta wykonana zostata w ramach



prestizowego projektu Symfonia, a zatem juz wcze$niej uzyskala pozytywng ocene
niezaleznych recenzentow.

Praca ma typowy uklad. Rozpoczyna ja obszerny, logicznie zaplanowany i bardzo
dobrze napisany wstep, w ktérym autorka wprowadza czytajacego w badane zagadnienia.
Detalicznie opisuje uklad wzrokowy, zwraca szczegdlng uwage na siatkowke, struktury
podkorowe, pierwszorzedowsa kore wzrokowa, jej budowe i potagczenia z innymi obszarami
mozgowia. W opisach tych dokonuje porownania uktadu wzrokowego myszy i naczelnych,
wskazuje cechy odrozniajace i wspdlne, czym thumaczy zasadnos¢ wyboru myszy do swoich
badan. W warstwie zwojowej siatkowki brakuje mi wiekszego zwrdcenia uwagi na komorki
melanopsynowe, ktore oprocz synchronizacji §wietlnej zegara biologicznego, biorg takze
udzial w procesie widzenia, wysylajac swoje aksony do wzrokowych struktur podkorowych,
w tym listka ciala kolankowatego bocznego wzgodrza, ktéremu autorka poswieca sporo
uwagi. Tu drobna uwaga, IGL nie generuje rytméw biologicznych, tylko je synchronizuje,
integrujac z sobg dwa glowne synchronizatory zegara biologicznego, swietlny i nieswietlne.
Ta czes¢ wstepu konczy funkcjonalny opis pierwszorzedowej kory wzrokowej myszy, z
podkresleniem braku w jej uksztalttowaniu struktury kolumnowej, cho¢ przy zachowaniu
podobnej zdolnosci orientacyjnej kory wzrokowej, jaka jest u zwierzat z korg kolumnowa.
Kolejny bardzo obszerny rozdzial wstepu dotyczy udzialu interneuronéw hamujacych
(GABAergicznych) w procesie plastycznosci kory wzrokowej. Autorka przedstawia ich
charakterystyke, klasyfikacje morfologiczng z podzialem na te z ekspresjg parwalbuminy,
somatostatyny, czy peptydu naczyniowo-jelitowego. Opisuje ich znaczenie w aktywnosci
komorek piramidowych, a takze powszechnic udowodniony udzial w neuroplastycznoS$ci
rozwojowej kory wzrokowej w okresie Kkrytycznym. Szczegdlna uwaga doktorantki
zwrocona jest na interneurony somatostatynowe. Stanowig one istotny element w
przetwarzaniu informacji wzrokowej i procesach pamigciowych podczas uczenia si¢
asocjacyjnego (warunkowania klasycznego), ktore doktorantka wykorzystuje w swoim
modelu badawczym. Tym zagadnieniom, szczegolnie plastycznosci zaleznej od czasu
wyladowania, ktore wg wynikOw wczesniejszych badan bierze udziat w poprawie
selektywnos$ci orientacji u dorostych myszy, autorka poswigca kolejne rozdziaty wstegpu.
Jasno opisuje wzajemne fizjologiczne powigzanie klasycznego warunkowania z aktywnoscia
hamujgcych interneurondéw somatostatynowych i czestotliwoscig pracy serca (bradykardia),

thumaczy tym samym, dlaczego takze parametry tych proceséw fizjologicznych rejestrowala
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i analizowata w pracy doktorskiej. Takie ,holistyczne” podejscie doktorantki do realizacji
postawionych celow badawczych, pigknie pokazuje, ,,wzmacniajac” otrzymane wyniki, jak
mozna, a nie jest to czeste, laczy¢ badanie aktywnosci uktadéw autonomicznych z waznymi
procesami osrodkowego ukladu nerwowego (mézgowia). Wszystkie rozwazania autorki,
poparte sa bogato cytowang literaturg i dodatkowo ilustrowane czytelnymi
schematami. To dowod bardzo szerokiej, ugruntowanej wiedzy teoretycznej i dobrego
przygotowanie autorki do realizacji planowanych badan. Merytoryczne wprowadzenie
konczy jedno zdanie pytajace, bedace jednoczes$nie nadrzgdnym celem pracy cyt. ,,czy
dorosta kora wzrokowa wykazuje plastycznos¢ selektywnosci orientacyjnej w kontekscie
plastycznosci zaleznej od uczenia si¢”, Koniec cyt., a takze czy i w jakim stopniu w ten
proces zaangazowane sg interneurony GABAergiczne somatostatynowe i parwalbuminowe.
Kluczowe, godne wyraznego podkreslenia sg techniki i metody pomiarowe stosowane przez
doktorantke. Na szczeg6lng uwage zastuguje technika spektrometrii optycznej (ISOI), czyli
rejestracja optyczna wiasnego sygnatu kory, a takze chemogenetyczna metoda DREADD
pozwalajaca na wprowadzanie do neurondw ,sztucznych” receptorow, ktorych
kontrolowana aktywacja umozliwia rejestracjc wzajemnych funkcjonalnych potaczen
nerwowych. Autorka w detalach i stusznie opisuje te nowe techniki, s one bowiem, a
szczegolnie ta pierwsza nowatorskie w badanych przez doktorantke procesach korowych.
Pani mgr Ida Raciborska po raz pierwszy podjela probe sprawdzenia, czy technika
spektrometrii optycznej, mozna analizowaé funkcje korowe u myszy, ktorych kora nie
ma klasycznej orientacji kolumnowej. Moim zdaniem jest to kolejny, niestychanie wazny
cel dysertaciji, ktory biorgc pod uwage jego nowatorstwo, matg w stosunku do klasycznych
technik elektrofizjologicznych inwazyjnos¢, jest rowniez bardzo mocng strong doktoratu.
Pozostale procedury eksperymentalne (rejestracja EKG, EOG, immunohistochemia,
akwizycja i analiza danych), a takze wcze$niej, przygotowanie i podziat zwierzat na grupy
(naiwna, kontrolna, trenowana, warunkowana i PSEUDO) w poszczegolnych etapach
badan, nie budzg zastrzezen, a raczej podziw. Podobnie jak wczesniej, doktorantka bardzo
szczegotowo je opisata, uzupetniajac czytelnymi rycinami. Zwracam uwage na ten element
graficzny, gdyz jest on bardzo pomocny w §ledzeniu i rozumieniu poszczegdlnych etapow

badan, szczeg6lnie, gdy sa tak metodycznie bogate.
Bardzo precyzyjnie i logicznie zaplanowane przez doktorantke badania oraz ich
konsekwentna realizacja, przyniosty jasne i czytelne rezultaty. Przede wszystkim po raz
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pierwszy udowodnily, ze zastosowana technika spektrometrii optycznej, pozwata na
czytelng wizualizacj¢ (mapowanie) obszarow kory wzrokowej poprzez rejestracj¢ zmiany
sygnalu optycznego i jego rozmiaru przestrzennego w odpowiedzi na bodzce o okreslonej
orientacji, takze u mszy ze strukturg kory typu ,sol-i-pieprz”’. Zaobserwowano
podobienstwa w przebiegu sygnatu dla pewnych orientacji z wyraznie silniejsza aktywnoscia
przy bodzcowaniu przeciwstronnym O orientacji kardynalnej poziomej. Te obserwacje
potwierdzily wczesniejsze doniesienia, pokazujace przewage unerwienia przeciwstronnego
nad tozstronnym. Cickawym spostrzezeniem byla oscylacyjna aktywnos$¢ rejestrowanego
sygnalu optycznego, nieskorelowana z aktywnos$cia EOG, (cho¢ byl to pomiar tylko na
jednym osobniku?). Jest to raczej, jak sugeruje autorka, wptyw aktywnosci innych zespotow
neuronalnych. Czy tylko korowych, jak sugeruje autorka? A zatem technika ISOI pozwala, i
jest to cenna konkluzja tego etapu badan, na jednoczesng rejestracje aktywnosci duzych
populacji neuronéw. Warto doda¢, ze wyniki tej czgsci badan zostaly juz opublikowane w
czasopisSmie z listy JCR. Otrzymane wyniki pokazujg takze, ze warunkowanie klasyczne,
jako forma treningu wzrokowego, istotniec wptywa na ogolng aktywnos$¢ kory wzrokowej,
poprzez zwigkszenie sily i koncentracje aktywacji w okreslonych obszarach dla wszystkich
orientacji bodzcéw  wzrokowych. Rejestrowana wyrazna bradykardia podczas
warunkowania klasycznego i jej brak w grupie PSEUDO, a takze tylko przy bodzcu
warunkowym, byta dowodem procesu uczenia si¢ (powstawania $ladu pamigciowego).
Bodziec wzrokowy w warunkowaniu Kklasycznym, jako sygnat bolu, powoduje w
konsekwencji wickszg wrazliwo$¢ kory wzrokowej na inne bodzce wzrokowe,
marginalizujac ten pierwotny warunkowy. Kolejne eksperymenty z wykorzystaniem techniki
DREADD pokazaty, ze w warunkowaniu klasycznym, torujagcym proces plastycznosci
pierwszorzgdowej kory wzrokowej myszy, udziat biorg tylko somatostatynowe interneurony
hamujagce GABAergiczne, nie za§ parwalbuminowe. We wszystkich warstwach
pierwszorzedowej kory wzrokowej, liczba tych pierwszych w przeciwienstwie do
parwalbuminowych, znacznie wzrastata po procedurze warunkowania klasycznego. Udziat
komoérek somatostatynowych jest charakterystyczny dla warunkowania strachu, co nie
wyklucza udziatu, jak sadzi autorka, rowniez parwalbuminowych, ale nie w procedurze
stosowanej w tej pracy. Podanie N-tlenku klozapiny, blokera aktywnosci neuronéw
somatostatynowych, hamuje aktywno$¢ pierwszorzgdowej kory wzrokowej w odpowiedzi

na bodziec wzrokowy. Zwigkszona aktywnos$¢ somatostatynowych interneuronow

4



obserwowana byla tylko w obszarach monokularnych pierwszorzgdowej kory wzrokowej
obu potkul moézgowych. Brak jej natomiast w obszarach binokularnych, w ktorych
warunkowanie klasyczne nie powodowalo wzrostu liczby neuronéw Somatostatynowych.
Prezentacja otrzymanych wynikow w formie opisowej i graficznej, a takze ich analiza
poréwnawcza i statystyczna sq dowodem posiadania przez doktorantke umiejetnosci

samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Dyskusja otrzymanych wynikow jest ostrozna, precyzyjna i bardzo dojrzata. Autorka
szczegolowo omawia wyniki poszczegolnych etapow badan, cytujac inne. Pojawiaja sie
elementy krytyczne, polemiczne i watpliwe, bedace podstawa kolejnych pytan, jak np. czy
sama prezentacja bodzca warunkowego, moze takze wplywac na plastyczno$é; jakie jest
znaczenie w badanym procesie innych struktur moézgowia, np. jader migdatowatych,
wzgobrza, czy wzgorka czworaczego gornego? Rodzi si¢ takze generalne pytanie dotyczace
znaczenia (wptywu) na plastyczno$¢ dorostej kory wzrokowej innych procesow, niz tylko
ten badany przez doktorantke, czyli warunkowanie klasyczne? A jesli tak, to jaka pozycje
(znaczenie) w procesie plastycznosci ma warunkowanie klasyczne — dominujaca,
podstawowg? Czy ogolne wzbudzenie (arousal) mézgowia, bedace efektem aktywnosci
uktadow niespecyficznych mozgowia, ktore notabene sg podstawg tworzenia warunkowania
klasycznego i dyskutowana przez autorke¢ transmisja cholinergiczna, kluczowa zar6wno we
wzbudzeniu mozgowia, jak i torowaniu procesu widzenia, tez sg wazne? Czy zatem mozemy
powiedzie¢, ze udowodniony przez autorke udziat warunkowania klasycznego w procesie
plastycznos$ci dorostej kory wzrokowej, to tylko jeden z wielu elementéw torowania tego
zjawiska, czy jego podstawa?

W podsumowaniu chciatbym wyraznie podkreslic, ze zalozony cel (cele) pracy
doktorskiej Pani mgr Idy Raciborskiej zostaly osiggnigte. Autorka udowodnita, ze uczenie
asocjacyjne w zastosowanym przez autork¢ paradygmacie warunkowania klasycznego z
awersyjnym bodZzcem bezwarunkowym (szokiem elektrycznym) i warunkowym (bodzce
wzrokowe o okreslonej orientacji), powoduje wzrost aktywnosci w pierwszorzedowej korze
wzrokowej dorostych myszy, a zatem sprzyja powstawaniu zmian plastycznych. W
mechanizmie tych zmian udzial biorg somatostatynowe interneurony hamujace. Metoda
obrazowania optycznego sygnalu wewngtrznego, moze by¢ (jest) uzyteczna w rejestracji

zmian plastycznych aktywnosci neuronalnej na duzych obszarach korowych.



Z obowigzku recenzenta zwracam jednak uwage na pewne bledy i nieScistosci
edytorskie (literowe, gramatyczne i stylistyczne), a takze pomytki w numeracji cytowanych
rycin, ktore zauwazylem czytajac prace. Dla przyktadu podaje kilka.

str. 17. podrozdz. 6.1.2 linia 9, powinno by¢ ,,stosownie”; str. 17. ostatnie zdanie jest
niegramatyczne; str. 18. linia 8, trzeba zdecydowaé, czy ,.przy”, czy ,,w” detekciji; str. 21.
linia 20, powinno by¢ ,.bialek™; str. 41. ostatnie zdanie jest niegramatyczne; str.45. linia 5,
brakuje ,,za”; str. 46. linia 5, powinno by¢ ,,uktadow”; str. 48. linia 4, wyrzuci¢ ,,nad”; str.
48. akapit 3, pierwsze zdanie, zdecydowaé, czy ,przez”, czy ,,poprzez” i dalej ma by¢
,wskazujace”; str. 50. linia 4 i 6, zdania powtorzone; str. 52. podrozdz. 6.5.4, akapit 3,
ostatnie zdanie jest niegramatyczne; str. 53. linia 7, zdanie niegramatyczne; str. 63. linia 8,
brakuje ,,na”; str. 78, powinno by¢ ,,po treningu behawioralnym”; str. 79. linia 10, powinno
by¢ ,,w korze”; str. 103. linia druga od dohu, jest Rycina 22, a powinna by¢ Rycina 20; str.
108. linia 4 i 7 od dotu, lepiej mowic¢ ,,w kazdej grupie”; str. 122. linia 5, jedng ,,orientacje”
wyrzuci¢; str. 124. podrozdz. A -....., pierwsze zdanie, jedno stowo ,,wykazala” wyrzucic;
str. 132. Linia 5, brakuje ,,na”; str. 142. linia 2, ma by¢ ,,wplyngto”; str. 151. linia 3, nie ma
Ryciny 14 C, ma by¢ Rycina 15 C; str. 159. podrozdz. 11.2.1, linia 7, powinno by¢ Rycina
31 A, 1 dalej Rycina 31 C, 1 dalej linia 11, powinno by¢ Rycina 32; str. 165. na koncu w
drugiej cze$ci zdania brakuje orzeczenia.

Uwagi te majg wylacznie charakter porzadkujacy manuskrypt i oczywiscie w zaden
sposob nie wplywaja, co z cala moca podkreslam, na wysoka ocen¢ merytoryczng
recenzowanej pracy. Moim zdaniem rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie waznego problemu naukowego. Uzyskane przez doktorantke wyniki,
bedace efektem solidnie i logicznie zaplanowanych badan oraz konsekwentnie,
systematycznie przeprowadzonych doswiadczen, ktorych wyniki zostaly bardzo
dokladnie przeanalizowane i wielowatkowo przedyskutowane, w istotny sposéb
uzupelniaja i poszerzaja istniejaca wiedze, na temat plastycznosci kory wzrokowej u
dorostych zwierzat na przykladzie myszy, wprowadzajac do niej zupelnie nowe
elementy, takze nowe, precyzyjne techniki obrazowa aktywnosci korowe;j.

Uwazam zatem, ze rozprawa doktorska spetia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 poz. 742 z
pozn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Dos$wiadczalnej o dopuszczenie mgr Idy Raciborskiej do dalszych etapéw postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora.

Krakéw dnia 26. sierpien 2024. Prof. dr hab. Marian H. Lewandowski



	Recenzja 1 rozprawy doktorskiej mgr Idy Raciborskiej
	Recenzja 2 rozprawy doktorskiej mgr Idy Raciborskiej
	Recenzja 3 rozprawy doktorskiej mgr Idy Raciborskiej (1)

