Dr hab. Wioletta Waleszczyk, prof. nadzw. \j(,
Instytut Biologii Do$wiadczalnej ) o
im. M. Nenckiego PAN /\
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 ‘

tel. +1.18225892444 nenckiinstitute
e-mail. w.waleszczyk@nencki.gov.pl sepmiaalichy

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Partycji Orlowskiej - Feuer

pt.: ,Melanopsin modulation of slow oscillatory activity in the subcortical visual
system - in vivo electrophysiological study on rats and mice”

Rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Orfowskiej-Feuer poswigcona jest wyjasnieniu udziatu
fototransdukcji malanopsynowej w generacji i regulacji wolnej aktywnosci oscylacyjnej w
podkorowych strukturach drogi wzrokowej. Podjety temat wpisuje si¢ w jeden z nurtéw badan
realizowanych w Zaktadzie Neurofizjologii i Chronobiologii Instytutu Zoologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie, kierowanym przez Pana prof. dr hab. Mariana H.
Lewandowskiego, Promotora omawianej pracy.

Woezesniejsze badania, w tym takze badania prowadzone przez grupe kierowang przez
Promotora rozprawy, wykazaty istnienie w podkorowych strukturach uktadu wzrokowego tzw.
wolnych oscylacji w aktywnosci neuronalnej. Sugerowano zwigzek tej rytmicznej aktywnosci z
regulacjg zegara biologicznego, odruchem zwezania zrenic, sekrecja hormonaina, jak réwniez
z przetwarzaniem informacji wzrokowej. Badania ostatnich dwu dekad wykazaty istnienie,
oprécz klasycznej fototransdukcji czopkowo — precikowej, odpowiedzialnej za recepcje
obrazu, melanopsynowej transdukcji sygnatu $wietinego, ktéra bierze udziat w  tzw.
niewzrokowej odpowiedzi organizmu na $wiatto. Funkcjonalnie oba uktady fototransmisji
wchodza w interakcje i uzupetniajg sie wzajemnie. Informacja z obu uktadéw dociera do

struktur podkorowych uktadu wzrokowego.

W swoich badaniach Doktorantka podjefa sie wyjasnienia 1) roli klasycznych fotoreceptoréw;
czopkéw i precikéw, oraz komoérek melanopsynowych w wolnej aktywnosci oscylacyjnej
neuronéw dwoch podkorowych struktur uktadu wzrokowego; jadra przedpokrywowego oliwki
oraz ciata kolankowatego bocznego, 2) funkgji siatkéwkowych synaps elektrycznych (potaczen
typu neksus lub inaczej potaczen jonowo-metabolicznych; gap junctions) w generacji wolnych
oscylacji w uktadzie wzrokowym; 3) udziatu fototransdukcji melanopsynowej w kodowaniu

intensywnosci $wiatla oraz w detekcji kontrastu przez komérki wykazujace wolng aktywnosé



oscylacyjna jednego z najwazniejszych celéw projekcji siatkowki ssakow - ciata kolankowatego
bocznego.

W celu zrealizowania tych zadan Doktorantka przeprowadzita doswiadczenia
elektrofizjologiczne in vivo z uzyciem dwoéch gatunkéw zwierzat. Wszystkie badania
elektrofizjologiczne  przeprowadzone zostaly metodg zewnatrzkomorkowej rejestracji
potencjatéw czynnosciowych. Doswiadczenia przeprowadzone na szczurach potgczone byty z
podaniem dogatkowym zwigzkéw hamujacych poszczegélne $ciezki transdukii sygnatu
swietinego lub zwiazkéw hamujacych transmisje elektryczna, natomiast w doswiadczeniach
mysich wykorzystano zwierzeta genetycznie zmodyfikowane, pozbawione poszczegolnych

fotoreceptorow, czopkéw i precikéw, albo komérek malanopsynowych.

Warto podkresli¢, ze badania opisane w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej zostaty
wykonane w dwdch osrodkach — w Instytucie Zoologii Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz we
wspotpracy z grupg prof. Roberta Lucas z Manchester University w Wielkiej Brytanii. Dzigki
temu Autorka mogta poszerzy¢ swéj warsztat naukowo-doswiadczalny i wykorzysta¢ roézne

modele zwierzece i techniki badawcze.

Rozprawa zostata przygotowana w klasycznej formie o typowym uktadzie. Po wstepie
poprzedzonym wykazem skrotow nastepuje przedstawienie celu i zakresu badan, po czym
opisano materialy i zastosowane metody. Nastepnie przedstawiono wyniki, ktore zostaty
omodwione w postaci dyskusji. Rozprawe koriczy podsumowanie i wnioski.

Rozprawa zawiera 135 stron maszynopisu. W pracy zamieszczono 31 rycin, z czego 7 rycin
zamieszczono we wstepie, 22 ryciny postuzyly Autorce do przedstawienia wynikow, natomiast
pozostate dwie zamieszczono w dyskusji. Z zamieszczonych w rozprawie 5 tabel, w jednej,
zamieszczonej we wstepie, przedstawiono typy synaps elektrycznych wystepujacych na
siatkéwce, pozostate trzy zostaly wykorzystane do przedstawienia wynikow, jedna tabela
zostata zamieszczona w dyskusji.

We wstepie Autorka przedstawita wyczerpujacy opis tta badan wprowadzajacy czytelnika w
zagadnienie pozwalajac mu na zrozumienie pézniej opisanego materiatu. Wstep zawiera
szczegblowe opisy réznych proceséw fototransdukcji i drég przekazywania sygnatu
wzrokowego oraz opisy anatomii i fizjologii siatkowki i podkorowego uktadu wzrokowego. Z
obowigzku recenzenta musze wspomnie¢, iz wymieniajac struktury podkorowego uktadu
wzrokowego Autorka pomineta kompleks jadra tylno-bocznego i poduszki, jadra dodatkowego
pasma wzrokowego oraz jadro parabigeminaine, satelite wzgorka gornego blaszki pokrywy,
jednakze sq to struktury, ktérych zwiazku z uktadem regulacji rytmu okotodobowego, jak dotad,

nie stwierdzono.



Kolejny rozdziat pracy przedstawia dobrze okreslone cele badan zarysowanych w formie
czterech ,projektow”.

Opis metod zastosowanych w doswiadczeniach jest wyczerpujacy. Zapewnia ich zrozumienie i
umozliwia powtérzenie procedur doswiadczalnych. Opis metod przedstawiono z podziatem na
cztery zadania badawcze (projects), z ktdrych kazde zawiera kika cykli doswiadczalnych
(experiments).

Rozdziat opisujgacy wyniki przedstawia je w uporzadkowany sposoéb, co utatwia zaznajomienie
sie z obfitoscig zebranych przez Doktorantke danych. W pierwszej czg$ci przedstawiono wyniki
badar elektrofizjologicznych przeprowadzonych na szczurach, natomiast w drugiej
przedstawiono wyniki badan przeprowadzonych na myszach. Utrzymano w opisie materiatu,
wprowadzony w rozdziale poswigconym metodom, uktad z podzialem na zadania badawcze i
cykle doswiadczalne, co utatwia czytelnikowi zapoznanie sig¢ z wynikami pozwalajgc na szybkie
znalezienie zapomnianych szczegétow opisu metod do$wiadczalnych. Doswiadczenia
przeprowadzono na 95 szczurach w 8 cyklach doswiadczalnych. W doswiadczeniach
przeprowadzonych na myszach, w jednym zadaniu badawczym uzyto 19, a w drugim 42
zwierzeta. Kazde z tych zadan obejmowato dwa cykle do$wiadczalne. Ogrom zebranego
materiatu budzi podziw. Wiele z doswiadczen wymagato takze uzycia grupy kontrolnej. Kazda z
rejestracji wymagata utrzymania dobrej jakosci sygnatu pozwalajacego na identyfikacje
potencjatéw czynnoéciowych pojedynczego neuronu przez wiele godzin. Swiadczy to o
wysokiej jakosci uzywanych w laboratorium technik i dobrym opanowaniu przez Doktorantke
trudnego warsztatu badan elektrofizjologicznych pojedynczych komoérek nerwowych. Warte
odnotowania jest takze uzycie trafnie dobranych wyrafinowanych metod obliczeniowych,
algorytmu szybkiej transformaty Fouriera i metody autokorelacji do ujawnienia preferowanego
rytmu oscylacji i pokazania zmian aktywnosci oscylacyjnej w czasie oraz zastosowanie duzego
wachlarza metod statystycznych. Na podkreslenie zastuguje przejrzyste graficzne opracowanie
wynikéw. Doskonate ryciny, z ktorych wiekszo$¢ prezentuje kompletne wyniki uzyskane w
okreslonym zadaniu badawczym, pokazujg zaréwno przykladowe rejestracje aktywnosci
uzyskane dla pojedynczych neuronéw, jak i sumaryczne podsumowanie wynikow. Biorgc pod
uwage ogrom zebranego materiatu, niewatpliwg zalets tego rozdziatu jest takze zwieztos¢ w
prezentacji wynikéw. Jedyna uwaga jaka moge mie¢ do tej czesci rozprawy, to brak na
niektorych wykresach autokorelacyjnych zaznaczonego momentu zmiany warunkow
oéwietlenia, a na rycinach 20 i 21 A i B nazw struktur. Wielka szkoda takze, ze dysponujac
danymi z jednoczesnych rejestracji wielu komérek Doktorantka nie pokusita sie o analize
korelacyjng, ktéra mogtaby ujawni¢ wystepowanie, lub brak, synchronizacji w wolnej
oscylacyjnej aktywnos$ci neuronow.

Dyskusja jest takze bardzo dobrym elementem rozprawy. Sposob, w jaki jest napisana
$wiadczy o dojrzatosci naukowej Autorki. Dyskusja zawiera zaréwno oceng otrzymanych



wynikow w Swietle zgromadzonej wiedzy, jak i sugestie Autorki dotyczace kierunku dalszych
badan.

Ostatni rozdziat rozprawy zawiera w pieciu punktach najwazniejsze wnioski z uzyskanych
badar bezposrednio nastepujace po podsumowaniu uzyskanych wynikow.

Wyjatkowo bogate jest cytowane w pracy pi$miennictwo — 304 pozycji, pokazujace oczytanie
Autorki. Pozycje te s wiasciwie dobrane. Na podkreslenie zastuguje znaczny udziat pozycji z
ostatnich lat, w tym takze z roku 2014, wskazujgce na $ledzenie przez Doktorantke
najnowszych osiggnigé badan w interesujacej jq dziedzinie. Z przyjemnoscig chciatabym
zauwazyé¢ jednak, ze cytowane pi$miennictwo nie ogranicza sig tylko do najnowszych
publikacji, a zawiera takze pozycje z poczatku i lat 50-tych XX wieku, co $wiadczy o docenianiu

przez Doktorantke dorobku wczesniejszych pokolen.

Pod wzgledem edytorskim przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata bardzo
starannie przygotowana. Praca jest napisana w spostb klarowny i tredciwy, bez bltedow
gramatycznych utrudniajacych jej zrozumienie. Nieliczne bledy typograficzne nie sg warte
wspomnienia. Z obowigzku recenzenta natomiast musze wspomnie¢ o bledach o charakterze
redakcyjnym, ktérych wymienienie, mam nadzieje, ze pomoze Autorce w przygotowaniu
publikacji z przedstawionych badan.

1. Wykaz uzytych skrétéw, w szczegélnosci nazw anatomicznych, jest ze wszech miar
pozadany i pozwala tatwiej czytaé tekst, gdyz liczba uzytych skrotow stawia wyzwanie pamieci
czytelnika. Pomimo zataczenia do pracy wykazu skrotow, kazdy ze skrotéw powinien zostac
wprowadzony w tekscie pracy poprzez napisanie go w nawiasie po petnej nazwie przy jej
pierwszym uzyciu, a nastepnie powinien by¢ konsekwentnie uzywany dokiadnie tak, jak zostat
wprowadzony. Autorka nie zawsze stosowata sie do tej reguly. Przyktadem mogg by¢ takie
skréty jak, CBX (carbenoxolone), GJ (gap junction), GluRs-X (glutamatergic receptors
blockers). W wykazie skrotéw zabrakio skrétu uzytego wielokrotnie w tekscie pracy - IGL
(intergeniculate leaflet). Z drugiej strony wprowadzenie niektorych ze skrétéw byto niepotrzebne
ze wzgledu na ich rzadkie uzywanie, np. INC (intertitial nucleus of Cajal), FC (facial nucleus).
Za niewtasciwe uwazam takze uzywanie skrétéw dla okreslenia funkcji, np. NIF (non-image
forming), PLR (pupillary light reflex), SOA (slow oscillatory activity), oraz podanie w wykazie
skrétu w liczbie mnogiej, podczas gdy w tekscie wykorzystywany jest on takze w liczbie
pojedynczej, np. RGCs (retinal ganglion cells).

2. Niezreczne wydaje sie takze uzyte wielokrotnie sformutowanie ,melanopsin influence”,
wiasciwsze wydaje sie sformutowanie ,melanopsin phototransmission contribution”.

3. Zalecatabym takze koqsekwentne uzywanie tych samych jednostek dla okreslonych

zmiennych na rycinach i w tekécie. Do reguly tej Autorka nie zastosowata sie uzywajac



jednostki dla aktywnosci neuronalnej ,spikes/s” na rycinach i ,Hz" w tekscie rozprawy w opisie

wynikéw i w tabelach (rozdziat 4.2).

Te drobne uchybienia o charakterze redakcyjnym lub edytorskim w niczym nie umniejszajg

mojej bardzo wysokiej oceny merytorycznej recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Praca stanowi istotny element badan ukierunkowanych na wyjasnienie mechanizmow
generacji oscylacji w uktadzie zegara biologicznego. Przedstawiona rozprawa rozwigzuje
ambitnie postawione przez Doktorantke cele. Otrzymane wyniki wykazaty, iz wolne oscylacje
obserwowane w aktywnosci neuronalnej w OPN sg silnie modulowane przez poszczegolne
fotoreceptory, jednak nie sa przez nie generowane, jak to wczesniej sugerowano. Stwierdzono,
ze wplyw poszczegblnego typu fototransdukcji na wolng aktywnoé¢ oscylacyjng w jadrze
przepokrywowym oliwki zalezy od warunkéw o$wietlenia, co wigze sie z istnieniem progu dla
aktywacji poszczegdlnych typéw fotoreceptoréw. W warunkach petnego oswietlenia
zablokowanie fototransdukcji melanopsynowej, a przy stabym $wietle czopkowo-precikowey,
powodowaly zanik rytmicznych zmian czestotliwosci generacji potencjatéw czynnosciowych.
Badania pokazaty takze, ze obecnosci aktywnosci oscylacyjnej w jadrze przedpokrywowym
oliwki sprzyja rytmiczna praca sieci neuronalnej catej siatkéwki uwarunkowana aktywnoscig
synaps elektrycznych, i wystepujaca, m.in., w warunkach statej ciemnosci, gdy mézgowie nie

przetwarza informacji wzrokowych.

Wyniki badan przeprowadzonych na genetycznie zmodyfikowanych myszach pozbawionych
klasycznych fotoreceptorow, czopkéw i precikow lub melanopsyny potwierdzity wyniki uzyskane
wczesniej na szczurach. Na szczegdine podkreslenie zastuguje fakt, ze wyniki przedstawione w
rozprawie po raz pierwszy wykazaty istnienie wolnych oscylacji w aktywnosci neuronalnej w
uktadzie wzrokowym myszy. Wolng rytmiczng aktywnos¢ stwierdzono w 33% neurondw jadra
przedczworaczego oliwki i w 30% neuronéw ciata kolankowatego bocznego. Podobny okres
oscylacji w obu strukturach sugeruje wspéine zrédio wolnej rytmicznej aktywnosci wystepujace;
w podkorowych strukturach uktadu wzrokowego. Doktorantka pokazata takze, Ze okofo potowa
komorek ciata kolankowatego bocznego wykazujgca wolng, aktywno$é oscylacyjna, jest zdolna
do kodowania intensywnosci $wiatta, i prawdopodobnie bierze udziat w detekcji kontrastu.
Ponadto stwierdzita udziat fototransmisji melanopsynowej jedynie w detekcji kontrastu.

Podsumowujac, podstawowe zalety rozprawy to przeprowadzenie przez Doktorantke badan z
zastosowaniem trudnych metod elektrofizjologicznych rejestracji pojedynczych neuronéw w
doswiadczeniach in vivo na gryzoniach potaczonych z wiasciwie dobranymi metodami
obliczeniowymi, uzycie réznych modeli zwierzecych, przejrzysta prezentacja graficzna i
klarowny opis wynikow oraz ich oryginalna interpretacja sugerujgca interakcje pomigedzy



uktadem wzrokowym i uktadem regulacji rytmu okotodobowego. Przedstawione wyniki badan
stanowig oryginalny wkiad w wyjasnienie strukturalnych elementéw i mechanizmow zegara
biologicznego oraz w wyjasnienie réznorodnych aspektéw funkcjonowania uktadu wzrokowego.
Wyniki badan przedstawionych w rozprawie majg wysoka warto§¢ naukowa i jestem

przekonana, ze zostang opublikowane w wiodgcych czasopismach z dziedziny neuroscience.

Podsumowujac, uwazam, Zze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji
Orlowskiej-Feuer spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawg o stopniach
naukowych. Wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagielloriskiego o jej przyjecie i dopuszczenie Pani mgr Patrycji Ortowskiej-Feuer

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage wysoka warto$¢ merytoryczng pracy, ponad przecigtny zakres

zastosowanych metod badawczych i oryginalno$¢ uzyskanych wynikéw, sktadam wniosek o

wyrdznienie rozprawy.
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