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pt. ,Melanopsin modulation of slow oscillatory activity in the subcortical visual system

— in vivo electrophysiological study on rats and mice”

W okresie ostatnich trzech dekad obserwujemy dynamiczny postep wiedzy w
dziedzinie chronobiogii. Wéréd réznorodnych rytméw wystepujacych u kregowcow
szeroko rozpowszechnione sg rytmy okotodobowe (cirkadialne), w ktérych dtugos¢
jednego petnego cyklu wynosi okoto 24-godzin. Rytmy okotodobowe sg generowane
przez tzw. endogenne oscylatory (tzw. zegary biologiczne) i zsynchronizowane z
warunkami srodowiska. Swiatto jest podstawowym czynnikiem srodowiskowym, ktory
uczestniczy w synchronizacji rytmow okotodobowych (photoentrainment). Pierwotnie
uwazano, ze w odbiorze fotonéw $wiatta do synchronizacji rytmiki okotodobowe;
uczestniczg klasyczne komarki fotoreceptorowi siatkowki: preciki i czopki. Jednakze
badania przeprowadzone pod koniec XX wieku, ktére pokazaty, ze synchronizacja
$wietlna zachodzi u oséb niewidomych oraz u genetycznie zmodyfikowanych myszy
pozbawionych czopkéw i precikéw, obality powyzszy dogmat i doprowadzity do
identyfikacji w 2002 roku trzeciej klasy fotoreceptoréw: komérek zwojowych siatkowki
majacych zdolnos¢ do bezposredniego pochtaniania fotonow swiatta (ang.
intrinsically photosensitive retinal ganglion cells; ipRGCs). ipRCGs stanowig matg
populacje komérek zwojowych i odgrywajg kluczowg role w regulacji tzw.
niewzrokowych odpowiedzi na $wiatto (non-visual photic responses, non-image
forming photic responses), takich jak hamowanie syntezy melatoniny, regulacja
okotodobowego rytmu aktywnosci ruchowej, czy odruch zwezania zrenicy (pupillary
light reflex; PLR). Za odbior fotonow $wiatta w ipRGCs odpowiada melanopsyna.
Badania ostatnich kilku lat wykazaty, ze pod wzgledem budowy oraz kodowania

informacji $wietlnej ipRGCs stanowig heterogenna grupe komorek, a spektrum ich



dziatania fizjologicznego jest znacznie szersze niz pierwotnie sgdzono i obejmuje
m.in. udziat w modulacji wzrokowych odpowiedzi na $wiatto.

W swietle powyzszych informacji uwazam, ze badania mgr Ortowskiej-
Feuer nad rola melanopsyny w modulacji wolnej oscylacyjnej aktywnosci
neuronalnej (SOA) w podkorowych strukturach uktadu wzrokowego wtapiaja
sie w nurt aktualnej i bardzo ciekawej tematyki z zakresu elektrofizjologii tego
uktadu.

Przedstawiona mi do recenzji praca liczy 135 stron i ma typowy uktad
rozprawy doktorskiej. Sktada sie z wykazu stosowanych skrétoéw, wstepu, celu pracy,
czesci metodycznej (informacje nt zwierzat, na ktérych zostaty przeprowadzone
badania, wykaz odczynnikdw, parametry $wiatta, opis wykorzystanych technik
badawczych, zastosowane metody analizy uzyskanych danych), wynikow, dyskusji,
wnioskéw i pismiennictwa. Do pracy dotgczone jest krotkie streszczenie w jgzyku
polskim i angielskim, lista rycin i tabel oraz wykaz publikacji komunikatéw zjazdowych
Doktorantki. Pragne podkresli¢ wysoce kompetentne i jednoczes$nie przejrzyste opisy
poszczegolnych protokotéw badawczych, ktére dowodza swobodnego poruszania sig

Doktorantki w zakresie trudnych technik do$wiadczalnych.

Obszerny, 27-stronicowy Wstep wprowadza czytelnika w tematyke zwigzang z
rozprawg. Mgr Ortowska-Feuer przedstawia w nim dane na temat:
1. Budowy i fizjologii siatkoéwki kregowcow.
2. Budowy i elektrofizjologii podkorowych struktur uktadu wzrokowego.
3. Wolnej oscylacyjnej aktywnosci neuronalnej w podkorowych strukturach

uktadu wzrokowego.

W czesci Wstepu dotyczacej siatkowki Doktorantka duzo uwagi poswieca
fotoreceptorom, zaréwno klasycznym (precikom i czopkom), ale rowniez
swiattoczutym komérkom zwojowym, w ktorych wystepuje melanopsyna. Na uwage
zastuguja najnowsze dane nt. réznic we wrazliwosci i odpowiedzi poszczegolnych
podtypow ipRGCs na $wiatto, ktore - jak sie przypuszcza - wynikajg z réznicy w
stopniu ekspresji czasteczek melanopsyny. Opis procesu fototransdukcji w
klasycznych fotoreceptorach jest pewnego rodzaju skrétem myslowym, albowiem
omawia on kaskade proceséw przebiegajacych w precikach przy udziale rodopsyny.
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Ponadto, przejscie rodopsyny to metarodopsyny |l sktada sie z pieciu etapow. Te
cze$¢ Wstepu wzbogacityby informacje o ostatnio postulowanych réznicach w funkcji
fizjologicznej podtypéw ipRGCs: udziatu komérek M1, w ktérych ekspresja
melanopsyny jest najwieksza, w niewzrokowych odpowiedziach na $wiatto
(photoentrainment, PLR), oraz roli pozostatych komérek (M2-M5; non-M1) w
procesach, ktore opierajg sie gtdbwnie na transmisji czopkowej i precikowej, a w
mniejszym stopniu zalezg od melanopsyny. Réwnie ciekawy wydaje sie by¢ udziat
melanopsynowych komoérek ipRGCs w modulacji fotoallodynii. Syntetyczne
przedstawienie, np. w tabeli, réznic pomiedzy klasycznymi fotoreceptorami a
$wiattoczutymi komorkami zwojowymi stanowitoby duzg pomoc w zrozumieniu

poruszanych zagadnien przez niespecjalistow.

Podkorowe struktury ukfadu wzrokowego obejmujg zespét jader
przedpokrywowych, kompleks ciata kolankowatego bocznego, podwzgérze i wzgorek
czworaczy gorny. Rozprawa doktorska dotyczy dwdch struktur, jadra
przedpokrywowego oliwki i kompleksu ciata kolankowatego bocznego. We Wstepie
Doktorantka w zwiezty ale jednoczes$nie bardzo przejrzysty sposob przedstawita ich
budowe anatomiczng i whasciwosci elektrofizjologiczne, nawiazujac jednoczeénie do

powigzan anatomiczno-funkcjonalnych tych struktur z ipRGCs.

Wstep koriczy opis wolnej oscylacyjnej aktywno$ci neuronalnej (SOA), o
czestotliwosci mniejszej niz 0,5 Hz, od wielu lat bedacej w centrum zainteresowania
zespotu profesora Mariana Lewandowskiego. Doktorantka w elegancki sposéb
opisuje charakterystyczne cechy SOA, koncentrujac sie na rytmie wystepujacym w
jadrach nadskrzyzowaniowych podwzgérza (anatomicznym miejscu wystepowania
gtébwnego zegara biologicznego ssakéw), kompleksie ciata kolankowatego bocznego

i jadrze przedpokrywowym oliwki.

Wstep wprowadza czytelnika w zfozong i trudng problematyke
przedmiotu rozprawy doktorskiej. Zostal napisany w sposéb bardzo
kompetentny i zawiera wiecej niz satysfakcjonujaca iloé¢ informacji. Ta czg¢s¢é
rozprawy swiadczy o szerokiej wiedzy Doktorantki z zakresu neuroanatomii,

fizjologii, elektrozijologii i chronobiologii.



Celem pracy mgr Ortowskiej-Feuer, ujetym w 4 szczegdtowych pakietach zadan

badawczych, byto udzielenie odpowiedzi na nastepujgce pytania:

(1) Jaki jest udziat klasycznych fotoreceptoréw (precikéw i czopkéw) oraz
swiattoczutych komoérek zwojowych siatkowki w regulacji wolnej aktywnosci
oscylacyjnej neurondw jadra przedpokrywowego oliwki szczura.

(2) Czy elektryczne potaczenia pomiedzy komérkami siatkowki (retinal gap
junctions) uczestniczg w regulacji wolnej aktywnosci oscylacyjnej neuronéw
jadra przedpokrywowego oliwki szczura.

(3) Czy wolna aktywno$¢ oscylacyjna wystepuje w podkorowych strukturach
uktadu wzrokowego myszy (badania na jadrze przedpokrywowym oliwki i ciele
kolankowatym bocznym). Jezeli tak, to (4) czy zalezy ona od komoérek

fotoreceptorowych siatkdwki.

Wymienione zadania badawcze, wzajemnie zazebiajgce sie, pozwolity Doktorantce
na dojrzate i kompleksowe przeprowadzenie doswiadczen, w ktorych wyniki jedne;
serii stanowig podstawe do planowania kolejnych. Do$wiadczenia zostaty
zaplanowane bardzo starannie w oparciu o aktualne dane pi$émiennictwa i
przeprowadzone z wykorzystaniem adekwatnych, nowoczesnych technik

badawczych.

Rozdziat Materiaty i Metody, liczacy 25 stron, zostat napisany bardzo
starannie. Opis stosowanych procedur i technik badawczych jednoznacznie dowodzi
swietnego opanowania ich przez Doktorantke. Badania elektrofizjologiczne zostaty
przeprowadzone metodg zewnatrzkomorkowej rejestracji potencjatow
czynnosciowych in vivo. W celu okreslenia wptywu poszczegoélnych klas
fotoreceptorow (klasyczne vs melanopsynowe) na wolng oscylacyjng aktywno$é
neuronalng Doktorantka wykorzystata genetycznie modyfikowane szczepy myszy
pozbawione poszczegolnych fotoreceptordéw, a w doswiadczeniach
przeprowadzonych na szczurach zastosowata odpowiednie narzedzia
farmakologiczne w celu eliminacji sygnatéw z precikéw i czopkoéw, sygnatu
melanopsynowego, przeptywu sygnatu przez gap junctions oraz zniesienia
aktywno$&ci neurochemicznej siatkowki.

Moje pewne watpliwosci budzg wysokie, milimolowe, stezenia zwigzkéw

wykorzystywanych jako narzedzia farmakologiczne. Mozna przypuszczac, ze



podanie 5 pl koktajlu tak stezonych roztworéw do ciata szklistego (o objeto$ci okoto
38 ul ) spowoduje zmiany ci$nienia osmotycznego. Czy Doktorantka uwzglednita to
ryzyko i ewentualne skutki wptywu tego zjawiska na badane przez siebie parametry?
W doswiadczeniach 1.1. i 1.2. w jednej iniekcji podawane sg trzy zwigzki. Czy w
roztworze bedgcym mieszaning DNQX, DL-AP5 i L-AP4 nie dochodzi do interakgji

fizykochemicznych pomiedzy w/w zwigzkami?

Bardzo starannie opracowany rozdziat Wyniki liczy 27 strony, a uzyskane wyniki

zostaly przedstawione na 20 rozbudowanych rycinach i w 3 tabelach.

W zmudnych i czasochtonnych badaniach Doktorantka wykazata, ze zaréwno
klasyczne fotoreceptory jak i melanopsynowe komérki zwojowe siatkowki modulujg
(ale nie generuja jak pierwotnie przypuszczano) wolng aktywno$¢ oscylacyjng
neuronéw jadra przedpokrywowego oliwki szczura, w sposéb zalezny od natezenia
swiatta. W warunkach umiarkowanego o$wietlenia (20, 160 i 300 lukséw) w modulacji
SOA kluczowa role odgrywaja preciki i czopki, natomiast przy intensywnym $wietle
(900 luksow), ktére pobudza melanopsyne, w modulacji SOA uczestniczg komérki
ipRGCs.

Bardzo ciekawe wyniki pionierskich badan na myszach pokazaty, ze wolna
aktywnos¢ oscylacyjna wystepuje takze w neuronach struktur podkorowych uktadu
wzrokowego tego gatunku. Okoto 30% neuronéw jadra przedpokrywowego oliwki
oraz ciata kolankowatego bocznego wykazywato wolng aktywno$¢é oscylacyjng z
okresem petnego cyklu okoto 4 minut. Podobnie jak u szczuréw, takze u myszy SOA
podlega modulacji przez fotoreceptory. U myszy rd/rd cl, genetycznie pozbawionych
precikdw i czopkow, odpowiednio 46% i 41% neurondw jadra przedpokrywowego
oliwki i ciata kolankowatego bocznego wytwarzato SOA, natomiast u myszy z knock-
outem genu kodujacego melanopsyne (Opn4™) tylko 20% i 18%. Réwniez okres
oscylacji byt modulowany przez fotoreceptory.

Za szczegolnie interesujacy, a takze wazny pod wzgledem funkcjonalnym,
uwazam cykl badan nad rolg neuronéw ciata kolankowatego bocznego myszy
generujacych SOA (zadanie badawcze 4). W elegancki sposdb Doktorantka
wykazata, ze wiekszos¢ neurondw SOA koduje intensywno$¢ Swiatta, oraz

prawdopodobnie uczestniczy w detekcji kontrastu. W oparciu o uzyskane wyniki



Doktorantka wnioskuje, ze w anatomicznym szlaku przeptywu informacji o zmianach

natezenia oswietlenia istotng role odgrywa melanopsyna.

Wyniki doswiadczen elektrofizjologicznych zostaty przedyskutowane w 18-
stronicowej Dyskusji. Zostata ona napisana w sposéb dojrzaty, kompetentny i
pokazuje rozlegtg wiedze Doktorantki. Pragne podkreslic, ze mgr Patrycja Ortowska-
Feuer nie tylko dyskutuje uzyskane przez siebie wyniki na tle danych pismiennictwa,
ale rowniez, co nie zdarza sie zbyt czesto, krytycznie podchodzi do stosowanych
przez siebie metod badawczych. Ponadto wskazuje, ktére z projektow badawczych

nalezy kontynuowac, dlaczego iw jakim kierunku.

Catos¢ rozprawy konczy imponujgcy wykaz cytowanych pozycji piSmiennictwa

w liczbie 303, z ktérych prawie potowa pochodzi z okresu ostatnich 10 lat.

W podsumowaniu, rozprawe doktorskg mgr Patrycji Ortowskiej-Feuer oceniam
bardzo wysoko. Przeprowadzone doswiadczenia zostaty starannie zaplanowane w
oparciu 0 nowoczesng wiedze z zakresu elektrofizjologii i neuroanatomii, a uzyskane
wyniki sg oryginalne i bardzo interesujace. Rozprawa stanowi samodzielny dorobek
naukowy, a Doktorantka wykazata sie szeroka wiedza i umiejetnoscig prowadzenia

badan naukowych.

W mojej ocenie rozprawa spetnia warunki okreélone w artykule 13 Ustawy z
dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki oraz Rozporzadzeniu Ministra Edukacji Naukowej i
Sportu z dnia 15.01.2004 r. Uwazam zatem, ze powyzsze stwierdzenie upowaznia
mnie do przedstawienia wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonniskiego wniosku o dopuszczenie mgr Patrycji Ortowskiej-
Feuer do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac pod uwage walory merytoryczne pracy i wysoka jakos¢
uzyskanych wynikow, z ktorych czesé jest w trakcie publikacji w czasopismie o

wysokim wspétczynniku wplywu, wnosze o wyréznienie rozprawy.
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