Warszawa,17 wrzesnia 2018

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ity Robakiewicz pod tytutem ,Okreslenie struktur
mozgu uczestniczacych w zachowaniach eksploracyjnych typu autoekspozycji i cze$ciowe
zablokowanie ich aktywnosci w celu wywotania zachowan depresyjnych u szczuréw.” w
zwigzku z powierzeniem obowigzkéw recenzenta przez Rade Wydziatu Psychologii Wyzszej

Szkoty Finansow i Zarzagdzania w Warszawie.

Rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem dr. hab. Roberta
Filipkowskiego. Liczy ona 97 stron i ma uktad rozdziatow typowy dla tego rodzaju opracowan.
Porusza wazng w neurobiologii tematyke identyfikacji struktur mozgu uczestniczgcych w
wykonywaniu okreslonych czynnosci behawioralnych oraz zachodzgcych pomiedzy tymi
strukturami zwigzkdw funkcjonalnych. W szczegdlnosci autorka identyfikuje struktury
mozgu, ktérych neurony ulegaja aktywacji zaleznej od zachowan wyzwolonych przez poped

ciekawosci.

Doktorantka bada proces samostymulacji u szczura wykorzystujgc model
autoekspozycji, ciekawy model behawioralny stuzacy do badania zachowan nakierowanych
na cel. Dodatkowo positkuje sie réwniez innymi testami behawioralnymi mierzgc:
zachowania depresyjne testem wymuszonego ptywania, poziom zachowan lekowych testem
wzniesionego labiryntu krzyzowego i testem otwartego pola oraz wystepowanie anhedonii

testem konsumpcji roztworu sacharozy.

Wstep pracy stanowi dobre wprowadzenie w tematyke badarn pomimo tego, ze jest
napisany nieco chaotycznie i mato starannie, czyta sie go miejscami nieco ciezko. Zauwazalne
sg problemy z formatowaniem tekstu np. formatowanie nagtéwka na stronie 65 pt. ,,Analiza
aktywnosci zwierzat w doswiadczeniu z wyciszaniem biatka c-Fos w otwartym polu”. W
tekscie wystepuje tez niemato btedow stylistycznych. We wstepie w wystarczajgcym zakresie
omowiono zagadnienia dotyczace hipotezy optymalnej stymulacji, a takze zachowan
zwierzat i ludzi nakierowanych na cel, w tym szczegélnie szczegétowo omdwiono zostaty
korelaty mézgowe tych zachowan. Przedstawiono w tym rozdziale rowniez zarysy uzytego do
badan modelu autoekspozycji na bodice sensoryczne. Zaprezentowano ponadto
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wspotczesne poglady na role biatka c-Fos w procesie uczenia sie oraz we wzmocnieniu
emocjonalnym w tescie samostymulacji, a takze na udziat c-Fos we wzmocnieniu
emocjonalnym z jadra $rodkowego ciata migdatowatego ujawnionym w standardowych
testach behawioralnych. Dodatkowo przedstawiono zjawisko wokalizacji ultradzwiekowych u

szczura i ich zwigzku ze stanem emocjonalnym tych zwierzat.

W modelu autoekspozycji analizowana byta liczba wsadzen nosa do otworéw klatki
autoekspozycyjnej (aktywnosc¢ zwierzat wptywajaca na ksztattowanie warunkow oswietlenia,
w ktorym przebywajg) oraz analizowane byty szczurze wokalizacje ultradzwiekowe
odzwierciedlajgce stan emocjonalny zwierzat. Struktury mdzgu uczestniczagce w procesie
samostymulacji ~ autorka  dysertacji  identyfikowata  przy = pomocy  barwienia
immunohistochemicznego skrawkéw mézgu poprzez analize zaleznej od samostymulacji
indukcji ekspresji biatka c-Fos w strukturach mdézgu bioragcych udziat w realizacji zachowan
nakierowanych na cel, a wybranych w wyniku analizy literatury (jadro srodkowe ciatfa
migdatowatego, jadro podstawno-boczne ciata migdatowatego, pole CA1 hipokampa, pole
CA3 hipokampa, zakret zebaty hipokampa, rdzen jadra podtlezacego, powtoka jadra
poétlezacego, kora infra-limbiczna, kora przed-limbiczna). Strukture sieci potaczen miedzy
strukturami mozgu, w ktérych zaszta ekspresja c-Fos, doktorantka ustalata metodami
statystycznymi badajgcymi korelacje. Ponadto autorka badata wptyw zaleznego od wektora
lentiwirusowego zablokowania ekspresji czynnika transkrypcyjnego c-Fos w jadrze

srodkowym ciata migdatowatego na proces autostymulacji oraz na zachowania depresyjne u

szczurdw.

Celami badawczymi doktorantki byto: 1. okreslenie struktur uczestniczgcych w
wykonaniu testu autoekspozycji za pomocg barwienia immunocytochemicznego biatka c-Fos,
2. okreslenie typow wokalizacji ultradzwiekowych emitowanych przez szczury podczas
wykonywania testu autoekspozycji, 3. , okreslenie roli pobudzenia jadra srodkowego ciata
migdatowatego w neuronach, w ktérych zachodzi ekspresja c-Fos, w wykonaniu testu
autoekspozycji, w regulacji emocji i zachowan depresyjnych”. Uwazam, ze dwa pierwsze cele
zostaty przez doktorantke zrealizowane. Cel trzeci jest dla mnie nie zrozumiaty. Wydaje mi
sie, ze cel ten nie jest prawidtowo okreslony, nie rozumiem co doktorantka ma na mysli pod
takim sformutowaniem celu trzeciego jakie zostato zawarty w dysertacji. Prosze o

wyjasnienie. By¢ moze ten cel powinien brzmiec: okreslenie wptywu pobudzenia jadra



srodkowego ciata migdatowatego na wykonanie testu autoekspozycji oraz emocje i
zachowania depresyjne u szczura? Jesli ten cel, by zdefiniowac tak jak proponuje, wéwczas

sqdze, ze rowniez zostat od przez doktorantke osiggniety.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw w modelu samostymulacji doktorantka
wykazata, ze rosnie aktywnos¢ behawioralna szczuréw szczepu Long Evans, ale nie szczepu
Wistar, jedli umozliwi sie im wptywanie na warunki otoczenia, w ktérym bytuja. Zjawisko to
doktorantka ttumaczy istnieniem u szczuréw popedu ciekawosci popychajgcego je do
eksploracji srodowiska bytowego, cho¢ dlaczego nie wystepuje ona u szczurow Wistar?
Dodatkowo uzyskane przez doktorantke wyniki wskazujg, ze jesli w modelu samostymulacji

nie pojawi sie nowy bodziec emocjonalny to naped ciekawosci ulega habituacji.

Nastepnie autorka opisuje eksperymenty analizujgce zmiane ekspresji c-Fos oparte o
immunohistochemiczne barwienie skrawkéw modzgu szczura, majace na celu identyfikacje
struktur moézgu uczestniczacych w procesie samostymulacji. W wyniki tych badan
doktorantka odkryta, ze u szczuréw szczepu Long-Evans strukturg mézgu, ktora aktywuje sie
pod wzgledem ekspresji biatka c-Fos w modelu autostymulacji jest pole CA1 hipokampa. W
swoich dalszych analizach doktorantka identyfikowata rowniez wystepowanie w modelu
samostymulacji korelacji aktywnosci szeregu struktur mézgu odgrywajacych role w przebiegu
proceséw motywacyjnych i zjawisku uczenia sie. W konsekwencji ustalita, ze w modelu
autoekspozycji u szczurdw szczepu Long-Evans wystepuje korelacja ekspresji biatka c-Fos w
kilku badanych strukturach, takich jak: ciato migdatowate, jadro potlezgce, kora

przedczotowa i hipokamp.

W modelu samostymulacji autorka dysertacji analizowata rowniez wzorzec emisji
wokalizacji szczuréw w pasmie ultradzwiekowym w wyniku czego doszta do wniosku, ze
zebrane przez nig wyniki sugerujg brak sygnalizacji przez poddane badaniom zwierzeta
obecnosci zagrozenia w ich otoczeniu podczas przeprowadzonych badan behawioralnych, a
takze na brak stanu awersyjnego u badanych szczurow oraz na wystepowanie u nich
pobudzenia pozytywnego. Co ciekawe wyniki te nie ulegaty zmianie po zablokowaniu przez
lentiwirusowy wektor wyciszajgcy ekspresji biatka c-Fos w jadrze s$rodkowym ciata
migdatowatego. Doktorantka na podstawie analizy szczurzych wokalizacji sugeruje rowniez,
ze generowane przez szczury ultradzwieki mogg miec szerszg niz dotychczas przypuszczano

role w komunikacji miedzyosobniczej np. moga uczestniczy¢ w przekazywaniu innym
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osobnikom informacji dotyczgcych swojego potozenia, jak i lokalizacji obiektow znajdujgcych
sie w ich otoczeniu. Omawiane wyniki wskazujg réowniez na istnienie u szczuréw dodatniego
zwigzku pomiedzy pobudzeniem ruchowym, a emocjonalnym, zjawiska, ktére mogtoby
poprawia¢ komunikacje w stadzie podczas aktywnego badania terenu. Doktorantka ujawnia
tez, ze emitowane w pasmie 50 kHz ultradZwieki typu ptaskiego korelujaca pozytywnie z
ekspresjg c-Fos w polu CA1 hipokampa, zatem moga by¢ wokalnym odzwierciedleniem

zaleznego od tego regionu modzgu procesu uczenia sie.

Doktorantka badata réowniez wzorzec behawioralny wystepujgcy u szczurow z
zablokowana wektorem lentiwirusowym ekspresja c-Fos w jadrze Srodkowym ciata
migdatowatego. Analizy te ujawnity, ze wyciszenie ekspresji c-Fos prowadzi do wystgpienia
obnizonego poziomu zachowan depresyjnych mierzonego czasem bezruchu w tescie
wymuszonego ptywania, natomiast nie wptywa na mierzong w tescie otwartego pola
aktywnosci zwierzat, na analizowany we wzniesionym labiryncie krzyzowym poziom leku, ani

nie powoduje wystgpienia anhedonii w tescie konsumpcji roztworu sacharozy.

Wiele rozdziatéw dyskusji wyglagda na reasumacje uzyskanych wynikéw, a nie ich
rzeczywistg dyskusje z wynikami opublikowanymi przez innych autoréw. Szczegdlnie pod tym
wzgledem defektywny wydaje sie by¢ rozdziat pt. ,Brak efektu samostymulacji w
doswiadczeniu z blokowaniem ekspresji biatka c-Fos w CeA”, gdzie autorka nie przeprowadza
absolutnie zadnej dyskusji swoich wynikow. Rozdziat ten wydaje sie mi by¢ wrecz
nieukonczony, nawet brakuje w nim reasumacji uzyskanych przez doktorantke danych
badawczych. Szkoda, bo wyniki ktérych tytut rozdziatu dotyczy wydajg mi sie by¢ jednymi z

najbardziej interesujgcych wsrod danych doswiadczalnych uzyskanych przez doktorantke.
Dodatkowe zagadnienia do dyskus;ji:

1. Wstep:

e Na stronie 25 doktorantka pisze ,Z kolei krétkie USV pasma 22 kHz, pojawiaty sie
czgsto u szczurow, u ktorych podawano niskie, podprogowe dawki samo-podawane;j
kokainy (Barker i wsp., 2010; Barker i wsp., 2014). Sygnaty te obserwowano réowniez
w innych nieawersyjnych sytuacjach (wymienione w Barker i wsp., 2015), aczkolwiek
ogolnie nie byty one obserwowane w modelach nieawersyjnych.” Prosze o

wyjasnienie tego fragmentu, bo wydaje mi sie wewnetrznie nielogiczny.



Na stronie 26 doktorantka pisze ,Wprowadzenie do tkanki nerwowej zyjgcego
zwierzecia wektora lentiwirusowego (Lv-GFPsh-c-Fos, Ryc. 2), powoduje blokowanie
genu c-fos na poziomie mRNA.” Z kolei na stronie 32 autorka napisata ,, Wykorzystano
blokowanie miejscowe ekspresji c-Fos na poziomie translacji, przy pomocy wektora
wirusowego Lv-GFP-sh-c-Fos”. Zatem jak dziata ten wektor i skad autorka ma
informacje, ze omawiany wektor w ogéle dziata?

Na stronie 26 podpis pod rycing 2 brzmi ,Mapa plazmidu unieczynniajgcego ekspresje
biatka c-Fos na poziomie mRNA, dostarczanego za posrednictwem lentiwirusa do
neuronéw.” Moim zdaniem jest to mapa plazmidu lentiwirusowego. Taki plazmid
infekuje komaorki samodzielnie i nie potrzebuje do tego lentiwirusa.

Opis wektora lentiwirusowego zawarty we wstepie na stronie 26 powinien moim

zdaniem zostac przeniesiony do rozdziatu metody.

2. Metody:

Str. 33:

o Dlaczego badania w tescie samostymulacji prowadzone byty na samcach szczepu
Long-Evans podczas, gdy badania z wyciszeniem biatka c-Fos wykonywano na
samcach szczepu Wistar? Dlaczego brano do doswiadczen szczury szczepu Long-
Evans bedace w wieku 4 miesiecy, a szczepu Wistar w wieku 2 miesiecy?

o Dlaczego w badaniach wstepnych wykorzystywano zaréwno szczury szczepu
Long-Evans, jak i Wistar? Dlaczego byly one w réznym od siebie wieku (Wistar w
wieku 3 miesiecy, Long-Evans w wieku 6 miesiecy)? Dlaczego ich wiek byt inny niz
wiek zwierzat uzytych do badan w tescie samostymulacji?

Na str. 33 doktorantka pisze: ,W badaniach wstepnych 1 i 2 kolejno uzyto: 20

samcow szczura szczepu Wistar, w wieku 3 miesiecy oraz 12 samcow szczura szczepu

Long-Evans, w wieku 6 miesiecy. W pierwszym doswiadczeniu, w grupie

eksperymentalnej byto 10 szczuréow, a w grupie kontrolnej sprzezonej, byto 10

szczuréw; natomiast w drugim doswiadczeniu bylty po 4 szczury w grupie

doswiadczalnej, tj. w grupie eksperymentalnej, kontrolnej.” Zatem w sumie do badan
wstepnych 1 i 2 ze zdania pierwszego wynika, ze uzyto 32 szczury, a ze zdania
drugiego, ze 28 szczuréw. Skad bierze sie ta rozbieznos¢? Jaka byta dystrybucja

liczcbowa zwierzat pod wzgledem przynaleznosci do szczepu pomiedzy



doswiadczeniami wstepnymi 1 i 2 oraz miedzy badanymi grupami zwierzat w tych
eksperymentach?

Dlaczego doktorantka wybrata do wycieszenia ekspresji model lentiwirusowy?

Na str. 35 doktorantka pisze ,Skutecznos¢ uzytej partii wirusa Lv-GFP-sh-c-Fos w
wyciszeniu ekspresji biatka c-Fos, zostata wczesniej potwierdzona (nie pokazano).” W
jakich eksperymentach zostata potwierdzona ta skutecznos$¢? Kto jg potwierdzit? Jak
otrzymywano wektory lentiwirusowe uzyte do doswiadczen? Kto skonstruowat

konstrukty wyciszajgce?

3. Wyniki:

Na stronie 46 autorka napisata ,Eksperymentatorzy nieposiadajgcy wiedzy co do
przynaleznosci do grup doswiadczalnych szczuréw, ktorych tkanka byta analizowana,
zliczali jadra c-Fos-pozytywne w wybranych strukturach za pomoca automatycznej
ekstrakcji z tta, w programie Image) (funkcja ,Threshold”).” Kto précz doktorantki
uczestniczyt w generowaniu tych wynikow?

Numeracja niektérych rycin nie jest zgodna z przeptywem tekstu np. ryc. 9, pojawia
sie w tekscie po rycinie 10. Utrudnia to ocene pracy.

W licznych fragmenty rozdziatu opisujacego wyniki zostato napisane co zbadano, ale
bez stwierdzenia jaki jest wynik tych badan, uwazam to za duze niedociggniecie np.
na stronie 63 napisano ,Zbadano, czy dla wszystkich zwierzat istniata korelacja
miegdzy liczbg krotkich dzwiekdw w pasmie 22 kHz USV, emitowanych podczas dnia
habituacji, a liczbg dzwiekéw w pasmie 50 kHz USV (p = 0,43, p < 0,05).” Na
odpowiedniej rycinie rowniez nie ma konkluzji. Podobnie nazwy podrozdziatow
rozdziatu Wyniki sg niekonkluzyjne, jedynie opisujg nazwy eksperymentéw, ktére
zawarte sg w danym rozdziale. Konkludowanie wynikow zostato przerzucone do
dyskusji, w ktorej jednoczesnie w matym stopniu skonfrontowano je z wynikami
opublikowanymi przez innych badaczy o czym juz wspominatem powyzej.

Duzym mankamentem wynikéw jest to, ze sg one niejednorodne. Niektére
eksperymenty zostaty wykonywane z podziatem na szczepy Wistar ver. Long-Evans,
inne nie (i to wiekszo$¢ z nich). Czy do pozostatych eksperymentow byty brane oba
szczepy, w jakiej liczbie? W wielu miejscach rozdziatu Wyniki nie ma napisane, ktore

eksperymenty byty wykonywane na szczurach Wistar, a ktére na szczepie Long-Evans,




co zwieksza ogolny brak uporzadkowania obecny w wielu miejscach recenzowanej
dysertacji doktorskiej oraz utrudnia jej recenzje.
4. Dyskusja:
e Na str. 75 doktorantka napisata ,Podczas badan w tescie samostymulacji,
obserwowalismy korelacje aktywnosci szeregu struktur zaangazowanych w uktad

motywacyjny i uczenie sie.” Kto to zaobserwowat?

Podsumowujac pragne podkredli¢, ze pomimo obecnych w dysertacji niedociggnieé
ogéfnie uwazam, ze w przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej zaprezentowano
nowatorskie i interesujgce wyniki badawcze. Doktorantka porusza w swoich badaniach
ciekawe problemy naukowe, zwtaszcza podejmuje sie okreslenia anatomicznego podtoza
zachowan eksploracyjnych typu autoekspozycji na bodzZce sensoryczne, a uzyskane przez nig
wyniki badawcze rzucajg pewne $wiatfo na ten jeszcze mato zbadany problem naukowy.
Dodatkowo badaczka analizuje wokalizacje ultradZzwiekowe u szczuréw uzyskujac bardzo
nowatorskie, pionierskie w doswiadczeniach behawioralnych stosujgcych subtelng
stymulacjeg, takich jak autoekspozycja, wyniki pokazujace strukture tych wokalizacji i
sugerujace ich funkcje. W konsekwencji po zapoznaniu sie z rozprawga doktorskg mgr Ity
Robakiewicz stwierdzam, ze spetnia ona warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2016r. poz. 882), dlatego wnosze do Rade Wydziatu Psychologii Wyzszej
Szkoty FinansOw i Zarzadzania w Warszawie o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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