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Procesy synchronizacyjne oraz oscylacyjne lezg u podstaw powstawania
osrodkowych  rytméw  biologicznych  okreslanych jako =zegar biologiczny.
Funkcjonowanie zegara biologicznego stanowi, bez watpienia, jeden z
podstawowych mechanizméw adaptacyjnych zwierzat. Wyznacza nie tylko tak
oczywiste wzorce zachowania jak sen i czuwanie, zachowanie seksualne czy
pokarmowe, ale jednocze$nie tak subtelne typy zachowania jak sposoby
komunikowania sie zwierzat. Dzieki badaniom zegara biologicznego mamy zatem
mozliwoé¢ poznawania podstawowych procesow biologicznych, ktére zarzgdzajag
wszystkimi zjawiskami o charakterze rytmicznym. W latach 70. uznano jadra
nadskrzyzowaniowe podwzgorza (SCN) za jeden z wazniejszych obszarow
mozgowych odpowiedzialnych za generowanie rytmdow biologicznych. Druga
strukturg miedzymdzgowia, ktéra w ostatnich latach jest przedmiotem duzego
zainteresowania chronobiologdéw jest tzw. listek ciata kolankowatego bocznego (IGL).
Obie te struktury z duzym sukcesem badane sg od wielu lat przez zespdt naukowy
Pana prof. dr hab. Mariana Lewandowskiego z Zaktadu Neurofizjologii i
Chronobiologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Zespot ten ma mocng i utrwalong
pozycje w literaturze Swiatowej dotyczacej chronobiologii.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Katarzyny Palus
pochodzi wiasnie z tego zespotu. Jest to cykl czterech prac naukowych
opublikowanych w latach 2013-2017 w pismach z listy JCR, opatrzony, liczgcym

prawie 40 str., bardzo ciekawie przygotowanym omowieniem. Prezentowany cykl



prac naukowych uwzglednia réwniez wczesniej wygtoszone w kraju i za granicg trzy
prezentacje ustne oraz 10 komunikatéw konferencyjnych przedstawionych w postaci
plakatu. Dokumentacja publikacyjna rozprawy doktorskiej jest zatem imponujaca.
Wykracza ona, moim zdaniem, znacznie poza wymagania stawiane rozprawom
doktorskim. Cato$¢ dostarczonego mi materiatu przygotowana jest w j. angielskim.
Jest to bardzo starannie przemys$lane i klarowne opracowanie co sprawia, ze
rozprawe czyta sie jako znakomicie przygotowany naukowy esej. Bez watpienia
piszacy te stowa miat utatwione zadanie. Cztery prace tworzgce cykl rozprawy
zostaty juz bowiem wczes$niej poddane wnikliwej ocenie recenzentow.

Bardzo interesujgco napisany wstep, w ktérym autorka dokonuje przegladu
dotychczasowej wiedzy na temat funkcjonowania substratu neuronalnego zegara
biologicznego. Rozdziat ten koriczy klarownie zdefiniowany cel pracy. Celem
rozprawy doktorskiej pani mgr Katarzyny Palus byto okreslenie wptywu endogennych
i egzogennych neuroprzekaznikéw ciata kolankowatego bocznego na aktywnos¢
neuronalng pojedynczych komérek nerwowych IGL.

Juz sam wybor problematyki badawczej dotyczacej wptywu wybranych
neuroprzekaznikow na aktywno$¢ neuronalng IGL w warunkach kompletnej
deaferentacji (w preparatach skrawkow IGL in vitro) uwazam za bardzo trafny i
nadzwyczaj istotny dla zrozumienia skomplikowanych mechanizméw funkcjonowania
substratu neuronalnego zegara biologicznego. Autorka wybrata sobie za przedmiot
swojej rozprawy doktorskiej problem trudny, bowiem kompleksowe zbadanie
wzorcow aktywnosci komorkowej IGL w warunkach kompletnego odnerwienia (in
vitro) wymagato doskonatego przygotowania doswiadczalnego. Jestem peten
uznania dla autorki; w czasie studiéow doktoranckich opanowata bowiem wyjgtkowo
trudne techniki eksperymentalne, w tym miedzy innymi technologie preparowania i
utrzymywania w warunkach pozaustrojowych skrawkéw mozgowych. Jako
neuroprzekazniki endogenne autorka zastosowata GABA, enkefaling, neuropeptyd Y.
Oreksyna oraz serotonina zostaty uzyte jako neuroprzekazniki egzogenne. Wszystkie
badania zostaty wykonane technika patch-clamp w warunkach in vitro. W celu
okreslenia profilu biochemicznego badanych neuronéw autorka przeprowadzita
dodatkowo barwienia immunohistochemiczne z wykorzystaniem przeciwciat.
Doktorantka wykonata ogromne zadanie. Opanowanie powyzszych technik

doéwiadczalnych wymagato bowiem ogromnego zaangazowania i ciezkiej pracy.



Bardzo ciekawe i cenne sg wyniki dotyczgce aktywnosci neuronow IGL,
rejestrowanej w obecnosci jednego z wazniejszych neuroprzekaznikéw zegara
biologicznego, GABA. Zastosowano GABA i baklofen jako agonistow receptora
GABA-B, bicuculline jako antagoniste receptora GABA-A. Technike path-clamp
zastosowano w trybie whole-cell. Wykazano, ze GABA ma w ponad 70% hamujacy
wplyw na czestotliwos¢ wytadowan komorkowych, ktérym towarzyszy zmniejszenie
opornoéci wejsciowej btony. Jak stusznie sugeruje autorka powyzsze efekty moga
byé wynikiem dziatania GABA przez receptor jonotropowy GABA-A.

Na str. 28, w czesci metodycznej autorka wspomina, ze przyjetym
kryterium akceptacji potencjatu blonowego neuronéw byl potencjat -35 mV.
Rozumiem, ze przed rejestracja zapewne aktywno$¢ neuronu stabilizowano i
gdy blona ulegata glebszej depolaryzacji niz -35 mV, komérke eliminowano.
Jaki, szacunkowo, procent komérek eliminowano?

Kolejny cykl badan poswiecony zostat roli neuropeptydu Y (NPY) i met-
enkefaliny (met-ENK) w modulowaniu aktywnosci neuronalnej i synaptycznej.
Testowano dwie grupy neurondw: z ekspresjg pradu potasowego typu A oraz pradu
wapniowego T. W pierwszym etapie badan badano pre’-i postsynaptyczny wptyw
obu peptydéw. W przypadku met-enkefaliny wiekszo$¢ neurondw obu badanych grup
ulegata postsynaptycznej hyperpolaryzacji. Wptyw ten zachodzit przy udziale
receptoréw  opioidowych. Odmienny wplyw na aktywnoSC neuronaing
zaobserwowano w przypadku NPY. Okoto 1/3 badanych neuronéw byta hamowana
przez NPY przy czym obserwowano zaréwno odpowiedzi pre- i postsynaptyczne.

W osobnych badaniach, przeprowadzonych w innej serii do$wiadczalnej,
autorka zaadresowata udziat receptorow oreksynergicznych w modulowaniu
aktywnosci wczesniej zdefiniowanych dwéch grup neuronéw IGL (NPY-pozytywnych
i NPY-negatywnych). Oreksyna A i B depolaryzowaty neurony IGL. Zastosowanie
selektywnych blokeréw receptorow oreksynergicznych oraz techniki znakowania
immunofluorescyncyjnego pozwolito autorce wykazaé, ze oba receptory: OX1R oraz
OX2R stanowia substrat farmakologiczny dla obserwowanego efektu.

W przypadku aplikacji serotoniny wykazano zaréwno pre- jak i postsynaptyczne
dziatanie tej aminy. Wptywowi depolaryzujacemu serotoniny towarzyszyto wyrazne

zwiekszenie czestotliwosci wytadowan komorkowych.



Przedstawione powyzej wyniki uzyskane w toku przeprowadzonych badan
postuzyly do przedstawienia bardzo plastycznie ciekawie zaprojektowanego
hipotetycznego modelu interakcji pomiedzy siatkéwka, siecig neuronalng listka ciata

kolankowatego bocznego oraz jgdra nadskrzyzowaniowego.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny Palus
dowodzi, Ze doktorantka jest bardzo dobrze przygotowana pod wzgledem
teoretycznym jak rowniez znajomosci wielu trudnych technik fizjologicznych do
samodzielnej pracy naukowej. Rozprawa doktorska zostata przygotowana bardzo
starannie, stanowi przemyslang koncepcyjnie, poprawnie wykonana i opisang catosc,
co sktada sie na wybitng prace naukowg. Fakt opublikowania w catoéci wynikéw
prezentowanych w rozprawie doktorskiej (co nie zdarza si¢ czesto) upowaznia
recenzenta do dokonania oceny parametrycznej. Cykl prezentowanych prac ma
taczny IF 10.974 a punktacja MNiSW wynosi 95. Parametry te nie wymagajg
dalszego komentarza. Wyniki uzyskane przez doktorantke w sposdb znaczgcy
przyczyniaja sie do poznania roli skomplikowanych mechanizméw neuronalnych
listka ciata kolankowatego bocznego biorgcych udziat w programowaniu zegara
biologicznego u ssakow.

Uwazam, ze recenzowana praca odpowiada wszystkim wymogom stawianym
rozprawom doktorskim w art. 13 Ustawy z dnia 14. 03. 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym. Na tej podstawie przedktadam Wysokiej Radzie
Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego wniosek o
dopuszczenie mgr Katarzyny Palus do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Fakt, ze przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki zostaly juz wczes$niej
ocenione przez recenzentdw i opublikowane w bardzo markowych fachowych
periodykach z listy JCR upowaznia mnie do wystgpienia do Wysokiej Rady Wydziatu
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellofiskiego z wnioskiem o wyrdznienie

ocenianej pracy.
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