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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Joanny Bernackiej, zatytutowane;j:
,,NORADRENERGICZNA REGULACJA UWALNIANIA DOPAMINY W UKLADZIE MEZOLIMBICZNYM:
MECHANIZMY RECEPTOROWE W POLU BRZUSZNYM NAKRYWKI | ICH MODULACJA PRZEZ STRES”,
wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk,

pod kierunkiem prof. dr. hab. Ryszarda Przewtockiego i dr. hab. Wojciecha Soleckiego, prof. Uczelni.

Rozprawa doktorska mgr. Joanny Bernackiej dotyczy interesujgcego i aktualnego zagadnienia
z zakresu neurobiologii i medycyny, jakim jest noradrenergiczna regulacja uwalniania dopaminy
w uktadzie mezolimbicznym. W rozprawie, Autorka przedstawia wyniki wtasnych badan
eksperymentalnych, ktére miaty na celu wyjasnienie mechanizméw receptorowych i wptywu stresu
na interakcje pomiedzy uktadami dopaminergicznym i noradrenergicznym w polu brzusznym nakrywki
(VTA; z ang. ventral tegmental area), ktére skutkujg zmianami w ilosci dopaminy (DA) uwalnianej
fazowo w czesci rdzeniowe] jadra potlezgcego przegrody (NAcc; z ang. nucleus accumbens, core)
i ciata migdatowatego czesci podstawno-bocznej ciata migdatowatego (BLA; z ang. basolateral
amygdala). Badania przeprowadzone przez mgr. Joanne Bernacky zostaty opisane w dwdch
wigczonych do rozprawy oryginalnych publikacjach naukowych oraz w osobnym rozdziale
przedstawiajgcym dodatkowe, jeszcze nie opublikowane wyniki eksperymentéw. Zaréwno dotaczone
publikacje, jak i opis badan dodatkowych, sg poprzedzone bardzo rzeczowym wstepem zawierajgcym
teoretyczne przestanki do zaplanowania przeprowadzonych eksperymentdéw, po ktédrym nastepuje
zwiezte zarysowanie gtdwnych celéw pracy naukowej Pani Bernackiej. Zaréwno w publikacjach
badawczych, jak i w rozdziale przedstawiajgcym badania dodatkowe, Autorka opisuje metodyke
badan, przedstawia uzyskane wyniki, przeprowadza ich dyskusje i wycigga wnioski. Ponadto,

wytaniajgcy sie z uzyskanych przez doktorantke wynikdw, oraz wczesniejszych obserwacji grupy
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badawczej Prof. Przewtockiego i dr. Soleckiego, obraz funkcji dopaminy uwalnianej ze szlaku
mezolimbicznego, pod wptywem modulacji receptoréw noradrenergicznych, zostat opisany
w publikacji koncepcyjnej, stanowigcej réwniez integralng czes¢ recenzowanej rozprawy.

Uktad poszczegélnych rozdziatdw recenzowanej rozprawy doktorskiej jest logiczny i dobrze
rozplanowany, dzieki czemu czytelnik w naturalny sposéb podaza za jej trescig. Jesli chciatbym
marudzi¢, to sugerowatbym zamieszczenie publikacji koncepcyjnej na koncu lub nawet zamiast
rozdziatu ostatniego rozprawy, czyli ,Podsumowanie i wnioski”,... ale nie chce (marudzié @).
Tres$é rozprawy doktorskiej, zwtaszcza zawarta we wstepie, w tym réwniez wigczonych publikacji,
jednoznacznie pokazuje bardzo dobre przygotowanie merytoryczne doktorantki z zakresu wiedzy
medycznej, a w szczegdlnosci neurobiologicznej. Opisane w rozprawie doktorskiej wyniki badan,
ich dyskusja oraz opis metodologii prowadzonych obserwacji, pokazujg, ze doktorantka jest zdolna
do poprawnego prowadzenia eksperymentéw i samodzielnego planowania dalszej pracy naukowe;j.

Z racji obowigzku recenzenta pozwole sobie zwrdci¢ uwage na pewne aspekty recenzowanej
rozprawy doktorskiej, ktére wskazujg obszary, na ktérych Pani mgr. Joanna Bernacka moze jeszcze
udoskonali¢ prowadzong przez siebie dziatalno$¢ naukowa i publikacyjng. W pierwszej kolejnosci
zasugerowatbym nieco bardziej ostrozne podejscie do interpretacji i ttumaczenia mechanizmu
powstawania obserwowanych zjawisk. W szczegdlnosci, gdy s one tak zaskakujace, jak to, ze, cytuje
za jedng z prac witaczonych do rozprawy doktorskiej, ,[..] podanie wyzszej dawki RX-821002
(antagonisty receptorow a2-adrenergicznych — przyp. ttum.), tj. 13,5 pg, spowodowato niemal
catkowite zablokowanie uwalniania DA do BLA” (,,[...] administration of a higher dose of RX-821002,
i.e., 13.5 ug resulted in nearly complete blockade of DA release into the BLA [...]”; Kietbinski i wsp.,
2022). Opis podobnego zjawiska, dotyczgcego tym razem uwalniania dopaminy w NAcc, mozna znalez¢
rowniez w jednej z wczesniejszych publikacji, ktorej doktorantka jest wspodtautorem, a na ktorej
w duzej mierze oparta Ona planowanie swoich badan opisanych w niniejszej rozprawie (Kietbinski
i wsp., 2019). Reasumujac, to co pokazuje Autorka rozprawy wraz ze wspotautorami wspomnianych
powyzej publikacji, to ze podanie do brzusznego S$rédmodzgowia antagonisty receptorow
a2-adrenergicznych (RX-821002), radykalnie niweluje wywotane silnym, elektrycznym draznieniem
brzusznego $rodmodzgowia uwalnianie DA w NAcc (zmniejszenie o okoto 90%) i BLA (zmniejszenie
o okoto 85%). Co wiecej, na jednym z paneli ryciny 3, znajdujacej sie w powyzej cytowanej publikacji,
zostat pokazany, jak twierdzg autorzy, reprezentatywny przypadek ilustrujacy opisywane zjawisko,
na ktérym widaé¢ wywotany podaniem RX-821002 catkowity zanik fazowego uwalniania DA do BLA,
a wrecz, cho¢ nie moge odnalezé takiego przypadku na panelu ,h” wspomnianej ryciny, wydaje sie,

ze po elektrycznym draznieniu VTA nastepuje niewielki spadek uwalniania DA ponizej wartosci



bazowej. Tak radykalnego spadku uwalniania DA, wywotanego elektrycznym draznieniu VTA,
nie zaobserwowano ani po domiejscowym podaniu idazoxanu - antagonisty receptorow
o2-adrenergicznych, ani BRL-44408 - relatywnie selektywnego antagonisty receptoréw
a2A-adrenergicznych. Doktorantka ttumaczy to zjawisko tym, ze po zablokowaniu autoreceptoréw
hamujgcych a2A-adrenergicznych w VTA, nastepuje znaczny wzrost fazowego wyrzutu noradrenaliny
z draznionych elektrycznie noradrenergicznych zakoriczen aksonalnych znajdujgcych sie w obrebie tej
struktury. To z koli, jak twierdzi doktorantka, powoduje tak silne zahamowanie neuronéw
dopaminergicznych wywotane aktywacjg znajdujgcych sie w ich btonie autoreceptoréw hamujgcych
typu D2. Takie wyttumaczenie wydajg sie potwierdza¢ przedstawione w rozprawie wyniki
eksperymentéw, w ktérych zablokowanie tych receptordw, tj. autoreceptoréw D2, znosito efekt,
wywotanego zablokowaniem w VTA receptoréw a2-adrenergicznych, radykalnej redukcji wyrzutu
dopaminy w NAcc i BLA w odpowiedzi na elektryczne draznienie VTA. Postulowany przez doktorantke
mechanizm powstawania opisywanego zjawiska, uwiarygadniajg réwniez eksperymenty
przeprowadzone na zwierzetach eksponowanych na jednokrotny stresor, jakim byta seria czterech
szokdow elektrycznych. Wszystko to, sgdzac po tresci pracy koncepcyjnej wigczonej w recenzowang
rozprawe, przekonato doktorantke co do takiego wtasnie mechanizmu powstawania obserwowanego
zjawiska. Uwazam jednak, ze krytyczny naukowiec nie powinien tak entuzjastycznie przyj3ac,
ze wywotane przez noradrenaline dziatajgcg na receptory D2, obnizenie pobudliwosci neurondéw
dopaminergicznych jest w stanie przezwyciezyé/zablokowaé bezposrednie, silne draznienie
elektryczne VTA. Nawet jesli postulowana aktywacja receptoréw D2, wywotywana domniemanym
uwolnieniem noradrenaliny, powoduje hyperpolaryzacje ciat komérkowych i dendrytow neurondéw
DA, to przeciez, jak pokazujg liczne publikacje, draznienie elektryczne tkanki w pierwszej kolejnosci
aktywuje aksony komérek nerwowych. Zmiany pobudliwosci btony w obszarze somatodendrytycznym,
nawet jesli zajdg w wyniki zadziatania postulowanego w rozprawie mechanizmu, to nastgpi to
zapewne, gdy wygenerowane w aksonach potencjaty czynnosciowe beda juz propagowaty wzdtuz
aksondw szlaku mezolimbicznego i mezokortykalnego. Zatem nalezato by sie spodziewad, ze aktywacja
receptorow D2 w obrebie VTA tylko w niewielkim stopniu lub wcale nie wptynie na wywotane
bezposrednim draznieniem elektrycznym tej struktury uwalnianie dopaminy z zakoriczen szlaku
mezolimbicznego, czy tez mezokortykalnego. Sugerujg to réwniez dane literaturowe, pokazujace,
ze zarowno dosystemowe, jak i domiejscowe podanie do NAcc agonisty receptora D2 wywotuje
poréwnywalng/takg sama redukcje w ilosci DA uwalnianej elektryczng stymulacjg VTA (Escobar i wsp.,
2015). Gdyby na skutecznos¢ elektrycznego draznienia VTA wptywata lokalna (w obrebie VTA)

aktywacja receptoréow D2, spodziewatbym sie, ze autorzy wspomnianej powyzej pracy obserwowali by



silniejszy spadek uwalniania DA w NAc po dosystemowym podaniu agonisty, w poréwnaniu
z podaniem lokalnym (do NAc). Jesli jednak jest tak, jak postuluje doktorantka, ze aktywacja
receptorow D2 w obrebie VTA jest w stanie przezwyciezy¢ bezposrednie draznienie tego obszaru
pragdem, to mozna by w fatwy sposdb to zweryfikowac podajgc do VTA agoniste tych receptoréow.
Dlaczego tego nie zrobiono? Moje watpliwosci, rowniez rozwiatoby pokazanie, ze obserwowane
zjawisko zachodzi, gdy wyrzut noradrenaliny w VTA zostanie wywotany aktywacjg optogenetyczng
jadra sinawego, albo jego aksondw w brzusznym sSrédmdzgowiu. Przeprowadzenie takich
eksperymentédw pozwolito by na znacznie zasadniejsze wysnuwanie tak odwaznych wnioskéw,
jak te zawarte w recenzowanej rozprawie, a jednocze$nie pozwolitoby zweryfikowac obserwacje Park
i wspotpracownikéw (Park i wsp., 2017) uzyskane przy uzyciu mniej selektywnej niz optogenetyka
metody aktywacji jadra sinawego. Dziwi mnie zatem, ze takie eksperymenty nie zostaty jeszcze
przeprowadzone w laboratorium, w ktdrym przeciez od wielu lat prowadzi sie prace na zwierzetach
TH-Cre. Jesli jednak takie badani zostaty przeprowadzone w zespole badawczym Prof. Przewtockiego
i dr. Soleckiego, ale nie w ramach doktoratu pani Bernackiej, to wspomnienie o uzyskanych wynikach
w dyskusji mogtoby by¢ cennym argumentem, mam nadzieje popierajgcym postulowany w rozprawie
mechanizm.

Wobec powyzszych kontrowersji, to czego bardzo brakuje mi w rozprawie,
to przedyskutowanie, albo choéby zasygnalizowanie, ze mozliwe sg inne mechanizmy powstawania,
albo przynajmniej silnej modulacji obserwowanego przez doktorantke zjawiska. Co wiecej, wydaje
mi sie, ze w przypadku zastosowanej w badaniach metodologii, mozliwe jest, ze obserwowane
zjawisko nie mysi mie¢ podtoza receptorowego. Zaréwno stres, jak i dosystemowe podanie antagonisty
receptorow D2-dopaminergicznych, w istotny sposéb, nawet kilkukrotnie, podnosi ilos¢ DA uwalnianej
w NAcc elektryczng stymulacjg VTA. Efekt ten jest szczegdlnie wyrainy w przypadku wysokich
czestotliwosci stymulacji, jak te uzyte w badaniach doktorantki. Czy obserwowane zjawiska moga,
chocby czesciowo, wynikaé¢ z duzego wzrostu ilosci DA fazowo uwalnianej w NAcc stresowanych
zwierzat i wynikajacej z tego utraty zdolnosci zastosowanej przez doktorantke metody, tj. FSCV,
do wykrywania zmian w uwalnianiu bedgcym na tak wysokim poziomie? Ponadto, skutecznosc¢ i zasieg
zastosowanej w przeprowadzonych badaniach metody draznienia tkanki nerwowej sg zalezne od wielu
czynnikdéw. Moze to by¢ szczegdlnie istotne w przypadku potgczonej, elektrycznej i farmakologicznej
manipulacji aktywnosci VTA przy pomocy implantowanego do modzgéw zwierzat ,zestawu
stymulacyjno-iniekcyjnego” - tak jak go sobie wyobrazam, bo ani w opisie badan dodatkowych,
ani w opisie metod we wtgczonych do rozprawy publikacjach, nie zostat on opisany. Zaréwno zasieg,

jak i skutecznos$¢ stymulacji elektrycznej tkanki nerwowej mogg by¢ zdecydowanie inne po podaniu



pomiedzy bieguny elektrody stymulacyjnej 0,9% roztworu NaCl (stosowany w opisanych badaniach
rozpuszczalnik) w poréwnaniu z tym, gdy pomiedzy bieguny elektrody zostanie podane, na przyktad
13,5ug cholowodorku RX-821002 rozpuszczonego w 0,9% roztworze NaCl. W drugim przypadku,
pomiedzy bieguny elektrody stymulacyjnej jest wprowadzane okoto dwukrotnie wiecej jondéw
mogacych przenosi¢ tadunek elektryczny. Moze to obnizy¢ opdr tkanki znajdujacej sie pomiedzy
biegunami elektrody i ostabi¢ pole elektryczne wokdt nich wytwarzane, a tym samym stymulacja
elektryczna VTA moze skutkowac zmniejszonym fazowym uwolnieniem DA. Ponadto, jesli pomiedzy
biegunami elektrody stymulujgcej znajdowat sie koniec kaniuli/rurki poprzez ktéorg byty podawane
substancje chemiczne, to w zalezno$ci od materiatu, z ktdrego ta rurka byta wykonana (przewodnik?,
izolator?) oraz potozenia/odlegtosci jej krawedzi od koricéwek biegundw stymulujgcych, mogto to mieé
istotny wptyw na przeptyw pradu pomiedzy biegunami elektrody. Co wiecej, wptyw ten mogt sie
rowniez zmienia¢ w zaleznosci od tego czy i jaka substancja wyptywata z kaniuli iniekcyjnej,

w szczegdblnosci jesli byta ona wykonana z metalu. Niestety w rozprawie, w tym réwniez we wtgczonych

do niej publikacjach, brak jakichkolwiek informacji na temat tego jak byt skonstruowany i z jakich

materiatdow wykonany zestaw iniekcyjnostymulujgcy (np., wymiary poszczegdlnych elementow,
odlegtosci pomiedzy elementami, itd.).

Podkreslam jednak, ze nie ma(m) dowodéw na to, ze obserwowane zjawiska maja,
przynajmniej czesciowo, podtoze niereceptorowe. Jest to jednak mozliwe i w mojej opinii nie zostato
wykluczone w toku badan opisanych w rozprawie doktorskiej, a istnienie mechanizmu
przedstawionego w rozprawie, w tym we wigczonych w nig publikacjach naukowych, wydaje sie by¢
jeszcze dalekie od udowodnienia. Oprécz wspomnianych powyzej sugestii co do tego, jak mozna
by uwiarygodni¢ izweryfikowaé¢ postulowany mechanizm powstawania obserwowanych zjawisk,
chciatbym wymieni¢ ponizej nieco mniej istotne uwagi oraz zada¢ kilka drobnych pytan, ktére nasunety
mi sie podczas czytania rozprawy doktorskiej, w tym wigczonych do niej publikacji w recenzowanych
czasopismach naukowych:

e Odnosze wrazenie, ze autorka rozprawy, jak i wspdtautorzy publikacji w nig wigczonych, w sposéb
stronniczy okre$lajg/precyzujg obszar mdzgu poddawany manipulacjom eksperymentalnym.
Jest to niestety zjawisko powszechne w literaturze, ktére wprowadza w btad srodowisko naukowe
i jest powodem wielu nieporozumien i btedéw pojawiajgcych sie, m.in. na etapie planowania
eksperymentdw i kreslenia koncepcji naukowych. W przypadku pracy doktorskiej Pani Bernackiej,
watpliwe wydaje mi sie, czy sg podstawy do tak precyzyjnego twierdzenia, ze elektryczne
draznienie oraz domiejscowe podania srodkéw neuroaktywnych dotyczyty VTA. Cho¢ w rozprawie,

jak juz powyzej wspomniatem, brak informacji na temat wymiaréw zestawu



stymulacyjno-iniekcyjnego, to mam powody by przypuszczaé, ze byt on duzy. Nawet,
przy perfekcyjnej, stereotaktycznej implantacji tego zestawu, z pewnoscig elektryczna stymulacja
i podawane substancje chemiczne obejmowaty swoim bezposrednim zasiegiem réwniez
przylegajagce do VTA, a w niektdrych przypadkach wrecz wspdétwystepujace w przestrzeni
z neuronami VTA populacje neuronalne, zaliczane do innych struktury mdzgu, np.: istote czarng,
zarowno czes$¢ zbitg (grupa A9; zawiera neurony DA), jak i siatkowatg, jadro czerwienne, obszar
zaczerwienny (grupa A8; zawiera neurony DA), wstege przysrodkows, peczek tylozgiety
(silne, glutaminianergiczne wejscie pobudzajgce do VTA), dziobowg czes¢ przysrodkowego jadra
nakrywki (tzw. ogon VTA; silne, GABA-ergiczne wejscie hamujgce do VTA), itd. Uwazam zatem,
ze rekonstrukcje potozer miejsc stymulacji/iniekcji, zawarte we wtgczonych do rozprawy
publikacjach, mogag sprawia¢ btedne wrazenie, ze draznienie elektryczne imanipulacje
farmakologiczne dotyczyly wytgcznie VTA. Niestety w tym przeswiadczeniu, na kazdym kroku
utwierdza nas tre$é rozprawy, w tym wigczonych w nig publikacji naukowych.

Autorka rozprawy, w drugim podrozdziale Dyskusji, proponuje wyjasnienie obserwowanych réznic
pomiedzy wptywem/udziatem uktadu noradrenergicznego w wydzielaniu DA z zakonczen uktadu
mezolimbicznego i mezokortykalnego. Wyjasnienie to, w zasadniczy sposdéb opiera sie
na wystepowaniu réznic w mechanizmach btonowych kontrolujgcych pobudliwos$é neuronéw DA
dajacych poczatek obu szlakom i konsekwentnie skupia sie na zjawiskach zachodzgcych lokalnie
w obrebie VTA. Natomiast, wydaje mi sie, ze prawdopodobne jest istnienie innych przyczyn
powstawania réznic w obserwowanych zjawiskach, niekoniecznie zaktadajgce, ze zmiana
w pobudliwosci neuronéw dopaminergicznych jest w stanie tak radykalnie przetozy¢ sie
na skutecznosc¢ elektrycznego draznienia obszaru VTA. Stymulacja elektryczna obszaru brzusznego
srodmozgowia, powinna  skutkowaé¢ wywotaniem w  zakonczeniach  aksonalnych,
oraz w przeszywajacych ten obszar aksonach neurondw noradrenergicznych, antydromowych
potencjatéw czynnosciowych. Potencjaty te, po dotarciu do rozgatezien aksondéw i/lub ciat
komérkowych zwykle powodujg powstanie ortodromowych sygnatéow, ktdore skutkujg
»hormalnym” uwolnieniem neurotransmitera w strukturach docelowych. W swietle licznych badan
(Devoto i wsp, 2006, 2019 i 2020; Hartel i wsp, 1999; Srinivasan i Schmidt, 2004; i.in.) mozna by sie
spodziewaé, ze tym neurotransmiterem w prazkowiu bedzie noradrenalina, a w przysrodkowej
korze przedczotowej noradrenalina i dopamina. Zaznaczam, ze nie twierdze, ze DA uwalniania

w mPFC nie pochodzi, przynajmniej czesciowo, rowniez z zakoniczen szlaku mezokortykalnego.



e (Czes$¢ stwierdzen i konkluzji zawartych, m.in. w publikacjach naukowych witgczonych
w recenzowang rozprawe doktorska, wydaje mi sie dyskusyjna, i sktaniatbym sie do uznania ich,
co najwyzej, za spekulacje. Oto przyktady:

o W pierwszej, wtaczonej do rozprawy publikacji naukowej, w rozdziale , Conclusions”,
mozna przeczytaé: ,Pokazalismy, ze w VTA wyrzut NA jest specyficznie kontrolowany
przez receptory a2A-adrenergiczne” (“Here, we have shown that in the VTA, NA efflux is
specifically controlled by the a2A-AR”; Bernacka i wsp., 2022). Wydaje mi sie, ze aby madc
co$ takiego stwierdzi¢ niezbedny jest bezposredni pomiar/obserwacja uwalniania NA,
co we wspomnianej pracy nie zostato pokazane. Zatem w mojej opinii jest to spekulacja
dotyczaca istnienia danego zjawiska. Nie da sie ukry¢, ze gdyby zostato ono wiarygodnie
pokazane, mogtoby stanowi¢ sporg warto$¢ dodang do rozprawy doktorskiej
i wzmocnitoby tak silnie promowany w rozprawie mechanizm powstawania
obserwowanych zjawisk.

o W drugiej, wiaczonej do rozprawy publikacji naukowej mozna przeczytaé: “W celu
wywofania uwalniania DA, VTA stymulowano dwufazowg falg prostokatng [...]

nn

o czestotliwosci 60Hz, odpowiadajgcej aktywnosci ,fazowej”” (,,For evoking DA release,
the VTA was stimulated with a biphasic square waveform [....] with 60 Hz frequency
corresponding to “phasic” activity””; Kietbinski i wsp., 2022). Domyslam sie, ze chodzi
o fazowa (erupcyjng, burstujgcg) aktywnos¢ elektryczng neuronéw DA. Jesli tak,
to na jakiej podstawie autorzy twierdza, ze taka stymulacja VTA odpowiada fazowej
aktywnosci elektrycznej neuronéw DA?

o W pierwszym podrozdziale ogdlnej dyskusji (na stronie 85 rozprawy) mozna znalei¢
stwierdzenie: ,[...] zastosowana elektryczna (60 Hz) stymulacja VTA, potaczona z blokadg
receptorow a2A-adrenergicznych, prawdopodobnie prowadzi do szybkiego i znaczgcego
wzrostu uwalnianej noradrenaliny na drodze fazowej aktywnosci neurondéw
noradrenergicznych”. Bardzo ciekawi mnie mechanizm poprzez ktéry, w opisanych
eksperymentach mogta zosta¢ wywotana fazowa aktywnos$¢ neurondéw adrenergicznych.
[koniec przyktaddw]

e We wstepie, w paragrafie zaczynajgcym sie na koncu strony 16, Autorka pisze, ze pojawienie sie
sistotnej stymulacji” lub ,istotnego bodica”, wywotuje erupcyjng/napadowa/burstujgcy
aktywnos¢ elektryczng neuronéw dopaminergicznych. To rodzi pytanie, troche z kategorii ,,Co byto
pierwsze — kura czy jajko?”. Czy to nie jest tak, ze ,istotno$¢” bodzca to etykieta ,nadawana”

przez aktywnos$é, prawdopodobnie niektdrych neuronéw dopaminergicznych? Dopiero,



gdy wygenerujg one burst potencjatéw czynnosciowych, ktéry czesto, choé nie zawsze, powoduje
fazowe uwolnienie DA w strukturach docelowych, to bodziec staje sie , istotny”?

Czy rzeczywiscie jednym z celdw badan byto okreslenie aktywnosci receptoréw
noradrenergicznych?

Koncowe stezenia wprowadzanych do VTA substancji, podane w drugiej publikacji wtgczonej
do rozprawy doktorskiej oraz w opisie badan dodatkowych, sg btedne.

Zgodnie z informacjg producenta, najwieksze, stosowane w opisanych badaniach stezenia
BRL-44408 (10ug/0,5ul, tj. stezenie 60,36mM) i RX-821002 (13.5ug/ul, tj. stezenie 115.26mM),
z uwagi na rozpuszczalno$¢ tych substancji w roztworach wodnych, sg nieosiggalne.

W pierwszej, wtgczonej do rozprawy publikacji naukowej podano, ze raklopryd zostat rozpuszczony
w 0,9%, wodnym roztworze NaCl. Zgodnie z informacjg producenta, raklopryd jest
nierozpuszczalny w wodzie. Czy rzeczywiscie udato sie doktorantce rozpusci¢ raklopryd
w roztworze wodnym i jak zostato oszacowane/obliczone koricowe stezenie tej substancji
w podawanym roztworze? — domyslam sig, ze nie byto ono takie jak podano w publikacji.

W jakim tempie byly podawane substancje?

Jakim urzadzeniem generowano prgdowe impulsy stymulujgce tkanke nerwowg?

Jakim urzgdzeniem generowane byty impulsy elektryczne podczas stresowania zwierzagt?

Podanie wartosci napiecia, ktdre zasilato Zrédta swiatta wykorzystywane podczas warunkowania
strachu nic nie méwi ani o Swietle wychodzacym z jego Zrédia, ani o Swietle docierajgcym
do/w okolice zwierzecia. Na przyktad, 24V zaréwka moze byé¢ zrédtem Swiatta zaréwno o mocy
10 lumendw, jak i 100 lumendw, co w okolicy zwierzecia, znajdujgcego sie okoto 1m od zarowki,
bedzie dawato natezenie $wiatta odpowiednio okoto 10 lukséw albo 100 lukséw [przy zatozeniu,
ze $wiatto zostato ,doskonale” skupione], czyli natezenia moggce w znaczaco rézny sposdb
wptywacd na zachowanie zwierzecia).

Na figurze nr 3 w drugiej ,wtaczonej” publikacji brakuje skali czasowej.

Czym znieczulano zwierzeta konczac badania behawioralne? — podano dawke, ale nie podano
nazwy substancji.

Jakie byto stezenie roztworu Chicago Sky-Blue, podawanego w celu oznaczenia miejsca potozenia
kaniuli iniekcyjnych?

Jakie byty parametry/model implantowanych w modzgach zwierzat warunkowanych strachem

podwdjnych kaniul wodzacych, a jakie byty parametry/model kaniul iniekcyjnych?



e Jakie byto natezenie swiatta w okolicy podtogi testu otwartego pola przy jego sciankach i w rogach?
W pracy jest jedynie informacja, ze: ,Srodek testu (o Srednicy okoto 28cm) byt oswietlony Swiattem
o natezeniu 150 luksow”.

e Jakie byty parametry (rozmiar, ksztatt) strefy centralnej w oparciu o przebywanie, w ktdrej
szacowano poziom zachowania lekowego?

e System RWD R820 skonfigurowany na rejestracje sygnatu z czestotliwoscia 60FPS,
przy wykorzystywaniu 2 kanatéw fluorescencyjnych (470nm i 410nm) w rzeczywistosci rejestruje
sygnat z pojedynczego kanatu z czestotliwoscig 30FPS, czyli fluorescencja emitowana przez sensor
DA jest podawana/zapisywana co okoto 33ms (30FPS), a nie co okoto 16ms (60FPS).
Z tg rozdzielczo$cig czasoway (okoto 33ms) sg réwniez wykrywane w tym przypadku sygnaty
o zdarzeniach zewnetrznych, np. momentach stymulacji elektrycznej, a w przypadku gdy zdarzenie
zewnetrzne jest relatywnie dtugie (> ~33ms) precyzja okreslenia jego potozenia znacznie spada.
Domyslam sie, ze to z tego powodu na rycinie 11 moment stymulacji nie znajduje sie w czasie = 0s.
Jak zostat okreslony rzeczywisty moment stymulacji? Czy strzatka na wykresie pokazuje poczatek,

czy srodek stymulac;ji?

Powyzsze uwagi, dotyczace nieco zbyt bezkrytycznego podejscia do interpretacji obserwowanych
zjawisk, w potaczeniu z pewng niedbatoscig o precyzje i skrupulatnosé¢ w opisie przeprowadzonych
eksperymentéw, nie pozwalajg mi uznaé recenzowanej rozprawy doktorskiej za wyrdzniajaca sie.
Nie zmienia to jednak faktu, ze jest to zdecydowanie dobra rozprawa doktorska, w ktdérej zostaty
opisane i przedyskutowane, cho¢ moze nieco zbyt optymistycznie, eksperymenty naukowe stanowigce
istotny wktad w trwajgcg wsrdod naukowcéw dyskusje na temat interakcji pomiedzy systemami
katecholaminergicznymi madzgowia ssakow. Zatem, przedstawiong mi do recenzji rozprawe
doktorska mgr. Joanny Bernackiej oceniam pozytywnie, stwierdzam, ze spetnia ona warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce
(t.j. Dz. U. 2023, poz. 742) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr. Joanny Bernackiej do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie
nauki medyczne.
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