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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Klos-Wojtczak
pt. ,,Charakterystyka rytmu theta rejestrowanego z obszaru tylnego podwzg6rza

u anastetyzowanego szczura"

Wprowadzenie w drugiej polowie ubiegtego wieku rejestracji czynno6ci bioelektrycznej eksplant6w struktur

m6zgu in vitro, a kilkana6cie lat temu optogenetyki, przyniosty znaczEcy postqp w zrozumieniu ir6det
i mechanizm6w korowej i podkorowej synchronizacji oscylacjifal m6zgowych w r6znych zakresach czestotliwo5ci.

Zespoty wolnofalowe rejestrowane przez encefalogram, bqdi przez elektrody wprowadzone do okreSlonych

struktur m6zgu w badaniach eksperymentalnych na zwierzqtach, tak2e podczas operacji neurochirurgicznych, sq

wyrazem synchronicznej aktywnoSci du2ej liczby neuron6w istotnej w procesach poznawczych. W5r6d nich

uczenie i zapamiqtywanie wymaga skoordynowanej aktywnoSci bardzo wielu sieci neuronalnych, w kt6rych

wiodqca rolq (szczeg6lnie w pamiqci przestrzennej i epizodycznej) petniq gqsto upakowane piramidowe neurony

pola C1 hipokampa. R6wnolegle do siebie i r6wnomiernie ulo2one dendryty tych kom6rek sq zdolne do

generowania prqd6w jonowych w tym samym kierunku, dziqki czemu powstajq fale o du2ej amplitudzie.

U czuwajqcych, aktywnych szczur6w zarejestrowano z formacji hipokampa trzy gi6wne zespofy oscylacji, zwiqzane

z r62nymi aspektem procesu zapamiqtywania. Rytm theta od 4 do 72 Hz, nazywany te2 rytmicznq aktywnoSciq

wolnofalowa (RSA) jest zwiqzany z odbiorem i zapamiqtywaniem nowych informacji. Drugi rodzaj aktywnoSci

elektrycznej hipokampa to kompleksy fal wysokoaplitudowych o niskiej czqstotliwoSci (do 3Hz) oraz

niskonapiqciowych fal o czqstotliwoSci pomiqdzy L10 a 250 Hz, kt6re mogq byi zwiqzane z konsolidacjq informacji

przestrzenno-sensorycznej. Trzeci rodzaj fal rejestrowanych w hipokampie to zesp6t fal gamma o czqstotliwoSci

25-100 Hz, co do kt6rych znaczenia w procesie poznawczych nie uzyskano jeszcze konsensusu. Rytm theta

formacji hipokampa cztowieka ma ni2szq czqstotliwo5e 4 -7,5 Hz ijest charakterystycznq oscylacjq neuron6w kory

limbicznej: hipokampa, kory Sr6dwqchowej i zakrqtu obrqczy. U zwierzqt odbierany jest gt6wnie podczas

aktywnej eksploracji ruchowej oraz lokomocji pofqczonej z ruchami gtowy zwiqzanymi ze wzrokowym

i wqchowym pobudzeniem sensorycznym. Wystqpuje tak2e podczas faz REM snu.

W generowaniu rytmu theta formacji hipokampa biorq udziat neurony przegrody oraz obszar tylnego podwzg6rza,

kt6rego rola w systemie synchronizacji oscylacji hipokampa jest nadal dyskutowana. Wiqcej wiadomo

o mechanizmie synchronizacji wyladowah formacji hipokampa przez przegrodq, w kt6rej bierze udzial

GABAergiczna projekcja docierajqca do hamujqcych interneuron6w zakrqtu zqbatego i p6l CA3 i CAL hipokampa

oraz cholinergiczna projekcja pobudzajqca hipokampalne kom6rki theta-on. Kolejne wieloletnie badania,

w kt6rych du2y udzial majq pracownicy Katedry Neurobiologii Ut wykazaly, 2e rytm theta moZe byi generowany

w warstwie wschodowej pola CAl i CA3 izolowanej formacji hipokampa w warunkach in vitro. Odkrycie przez

zesp6l neurobiolog6w Ut kom6rek bramkujqcych, aktywnych na poczqtku i na kofcu ka2dego epizodu oscylacji

w zakresie theta, mo2e potwierdzai istnienie wewnqtrzhipokampalnej sieci synchronizujqcej rytm theta. Jak

wykazata rejestracja oscylacji hipokampa i szerzej kory wqchowej przez zesp6t Gyorgy Buzsaki oraz molekularne

badania metodami in2ynierii genetycznej m. in. Wulfa i wsp6l. (2009), istnieje zlo2ona siei potqczef pomiqdzy

dendrytami kom6rek piramidowych i wieloma rodzajami interneuron6w w polach CA1 i CA3, tworzqca generator

oscylacji theta. Na podstawie anatomicznych i eksperymentalnych parametr6w elektrofizjologicznych, Marianne



Bezire i wsp6t. (2016) stworzyli algorytm interakcji izolowanej sieci potqczeri w polu CA1 jako generatora

hipokampalnego rytmu theta. Mo2na zatem zalo2y1,2e wewnqtrzhipokampalny generator oscylacji rytmu theta

znajduje sie pod wptywem zewnqtrznego synchronizatora w postaci GABAergicznych i cholinergicznych

kompleks6w neuron6w przegrody przySrodkowej (MS/vDBB), w kt6rym bierze udziat podwzg6rze. System

wielopoziomowego synchronizatora oscylacji theta formacji hipokampa jest ,,zasilany" ptzez neurony

wstqpujEcego aktywujqcego ukladu siatkowatego pnia m6zgu z iqdra siatkowatego i konarowo-mostowego,

prawdopodobnie za po6rednictwem obszaru tylnego podwzg6rza. Nadal nie wyja6niono jednak kwestii, czy

neurony tylnego podwzg6rza sq elementami sieci neuronalnej generatora rytmu theta formacji hipokampa, czy

majq wsp6tudzial wtworzeniu,,napqdu" generatora oscylacjitheta w hipokampie,czy mai4 rolq podrzqdnq, czy

mo2e tworzq niezale2ne sieci oscylacyjne Swiadczqce o procesach konsolidacji informacji docierajqcej do

podwzg6rza. Dlatego podjqte przez mgr Paulinq Ktos-Wojtczak opracowanie techniki umo2liwiajqcej rejestracjq

aktywno(ci rytmu theta z tylnego podwzg6rza i z jqdra nadsuteczkowego u szczur6w w narkozie uretanowej oraz

scharakteryzowanie generatorowych kom6rek theta poprzez farmakologiczne modulowanie ich aktywno5ci

uwa2am za celowe i istotne w poznaniu organizacji systemu synchronizacji aktywnoSci formacji hipokampa'

Ocena merytoryczna

Czeii teoretvczna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest liczqcym 125 stron opracowaniem naukowym z typowym

podzialem na rozdzialy: 1. Wstqp podzielony na dziewiqi podrozdziat6w, 2. Cele, 3. Materialy i Metody,

4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Wnioski, 7. Bibliografia. Na poczqtku rozprawy Doktorantka dotqczyta bibliografiq trzech

prac oryginalnych, w dw6ch z nich jest drugim, ? w jednej trzecim autorem. Prace sq opublikowane

w specjalistycznych i cenionych czasopismach: Hippokampus (lF 3,91, Brain Res (lF 3,Ll oraz Eur J Neursci (lF 2,9).

WartoSci wsp6tczynnik6w oddziatywania czasopism (lF) nie zostaty podane w tek6cie rozprawy' Ponadto,

zamieszczona jest lista siedmiu komunikat6w zjazdowych z lat 2OL4-20L5, kt6rych Doktorantka jest

wsp6lautorem: w tym piqciu komunikat6w na konferencje zagraniczne i dw6ch na miqdzynarodowe konferencje

w Polsce. Kolejne nienumerowane strony znajdujqce siq przed zasadniczq czqSciq rozprawy zawierajq: Wykaz

stosowanych skr6t6w orazzwiqlle ijasno napisane streszczenie w jqzyku polskim i angielskim.

Wstqp jest obszerny, obejmuje 43 strony. Doktorantka przedstawita w nim rys historyczny badah

elektrofizjologicznych i rozw6j elektroencefalografii do lat 70-tych ubieglego wieku. W mojej ocenie brakuje opisu

wsp6tczesnych mo2liwoici rejestracji i analizy uzyskanych zapis6w fal m6zgowych 162nej czqstotliwoSci,

zastosowari klinicznych EEG i do tworzenia interfejs6w wykorzystujqcych czynnoSd bioelektrycznq m6zgu do

komunikowania siq z innymi osobami i sterowania wykonywaniem r62nych czynno6ci. Choi rozprawa dotyczy

wqskiego zagadnienia synchronizacji rytmu theta w tylnym podwzg6rzu, to rozw6j technologiczny i informatyczny

pozwala na coraz szersze zastosowanie analizy parametr6w rytm6w obszaru limbicznego do oceny zmian

poznawczych w chorobach psychicznych, neurologicznych i w uzale2nieniach. To stawia elektrofizjologiq, jako

narzqdzie diagnostyczne lub monitorujqce wiele zaburzed czynnoSci m6zgu. Dlatego szkoda, 2e najnowsze

cytowane badania w rozdz. ,,AktywnoSi bioelektryczna formacji hipokampa" kodczq siq na latach 20L1- 2O\2.

W nastepnych rozdzialach opisana jest wyczerpujqco i przejrzy5cie aktywno56 bioelektryczna formacji hipokampa

u gryzoni, badania dotyczqce generowania rytmu theta, r62nice pomiqdzy oscylacjq theta 1 i theta 2 oraz

organizacja struktur zaanga2owanych w r62ne aspekty jego synchronizacji.

Jako recenzentka mam kilka drobnych uwag:

(1) dotyczy niezrqczno6ci stownych: zamiast okreSlenia "pozacholin ergiczny" u2ytabym okreSlenia

,,niecholinergiczny" charakter; zamiast ,,doprzegrodowe infuzje"- infuzje do przegrody; zamiast ,,neurotran-

smisyjne podlo2e" - podlo2e neurochemiczne; zamiast ,,wymapowano" - zidentyfikowano/znaleziono; zamiast

elektrody ,,rejestracyjne" - elektrody rejestrujace; na str. 70 u2yto slowo ,,wyizolowano", choi jak siq domySlam

z kontekstu ma oznaczai ,,znaleziono";



{21 znalazlam kilka drobnych btqd6w jqzykowych i formalnych. Trudno m6wii o zniszczeniu zako6cze6

wsp6tczdlnych po dokomorowej infuzji 6-0HDA (str. 12). Brak informacji o autorstwie ryciny 4, czy jest autorstwa

Doktorantki, czy zostata opracowana na podstawie wcze6niejszych publikacjach, je6li tak - to czyich. Str. 23 -
mowa jest o mikroiniekcji GABA-A, kt6re zwyczajowo jest oznaczeniem receptora dla GABA, a skr6t ten nie

znajduje siq w spisie. Chyba lepiej by byfo nazwai neurony wyladowujqce siq w rytmie theta po prostu jako

neurony theta zamiast theta-zale2ne, co sugeruje ich zale2noii od oscylacji theta w sensie podporzadkowania

rytmowi, a nie jego ewentualnego 1rodla oscylacji synchronicznej.

Mimo tych uwag, cala praca jest bardzo dobrze zaprojektowana i starannie napisana w jqzyku polskim zar6wno

pod wzglqdem ortograficznym jak i stylistycznym, czyta siq jq z przyjemnoSciq.

Czeii doiwiadczalna

CzqSi eksperymentalna doktoratu obejmuje trzy cykle do6wiadcze6. Wolframowe elektrody o opornoSci 0.3-0.9

MO do rejestracji aktywnoSci polowej zostaty umieszczone w tylnym podwzg6rzu (PH) i w jqdrze nadsuteczkowym

(SuM), je6li rytm theta nie byl wykrywany w PH, przy u2yciu aparatu stereotaktycznego i wsp6irzqdnych wg. atlasu

dla szczura (Paxinos i Watson, 1997). Elektrody szklane wypelnione octanem sodu z barwnikiem do rejestracji

aktywno6ci pojedynczych neuron6w umieszczono w PH i SuM za pomocE mikromanipulatora (model 660, f-my

Kopf), w celu znalezienia neuron6w aktywnych w poszczeg6lnych fazach polowego rytmu theta. Do rejestracji

sygnat6w elektrycznych u2yto wzmacniacza P5L1 firmy Grass-Astromed. Poniewa2 istnieje du2a dynamika fuzji

firm i zmian ich nazw, dobrze by byto podai rocznik tego urzqdzenia. W wyszukiwarce internetowej znalaztam

tylko firme Astro-Med, a nie Grass-Astromed, kt6ra ok. 2OLZroku przeksztatcila siq w AstroNova.

Pytanie L. Czy wzmacniacz wta6nie tej firmy byl u2ywany w do6wiadczeniach?

Schemat rejestracji aktywno5ci polowej byt wykonywany przez 5 min. przed infuzjq badanych zwiqzk6w do

prawego PH, a nastqpnie co 15 min. przez L godz. po mikroiniekcji karbenoksolonu, przez 1",5 godz. po kwasie

kainowym oraz przez 2 godz. po podaniu karbacholu. Harmoniczne czqstotliwo6ci w przedziale od L do 15 Hz

ka2dego odcinka czasowego byly wykrywane algorytmem szybkiej transformaty Fouriera (FFT) w dziesiqciu

2-sekudnowych odcinkach zapisu przy u2yciu programu Spike2, a nastqpnie analizowane statystycznie za pomocE

test6w statystycznych w programie Statistica 6.0.

Pytanie 2. Proszq bli2ej wyja6nii pojqcie mocy, analizowanej algorytmem FFT. Domy6lam siq, 2e nie chodzi tu

o moc fizycznq, kt6ra jest ilo6ciq pracy wykonanej w jednostce czasu wyra2anej w Watach, tylko o widmowq

gqsto6i mocy rejestrowanego sygnalu elektrycznego. Je5li mam racjq, to termin ten powinien byi podany

doktadniej (to sq r62ne pojecia).

W trakcie rejestracji aktywnoSci polowej zapisywano zewnqtrzkom6rkowq aktywnoSi neuron6w, kt6rq p62niej

analizowano znajdujqc aktywne neurony theta-zale2ne, aktywne w trakcie rytmu theta i theta-niezale2ne,

aktywne w rfimach wyladowafi synchronicznych i niesynchronicznych. Nastqpnie Doktorantka identyfikowala

w5r6d neuron6w theta-zale2nych neurony:

(a)theta-on, aktywne wytqcznie w zakresie rytmu synchronicznego, ze staba aktywnoSciq w okresie

zdesynchronizowa nym ( LIA),

(b)theta-off , aktywne wytqcznie w okresie zdesynchronizowanym odcinka pomiarowego.

Kom6rki theta-on zostafy podzielone na neurony fazowe, o aktywnoSci harmonijnej z amplitudq aktywnoSci

polowej theta oraz na neurony toniczne, o wytadowaniach niezale2nych od fazy rytmu theta. Ponadto,

identyfikowano neurony ,,bramkujEce": typu A - aktywne na poczqtku i na ko6cu epizodu aktywacji theta, typu B

- aktywne w czasie LIA tu2 przed synchronizacji theta oraz typu C - aktywne tu2 przed kofcem epizodu theta

i sygnalizujqce rozpoczecie LlA.

Ka2dorazowo, po zakodczeniu do6wiadczenia szczury uSmiercano, m6zgi utrwalano w tO% formalinie i po

pociqciu mro2onych skrawk6w weryfikowano lokalizacjq elektrody rejestrujqcej aktywno56 polowq onz
3



mikroelektrod szklanych, dziqki zawartemu w nich barwinkowi SkyBlue i 14-minutowej biegunowo zmiennej

stymulScji prqdem o natq2eniu 15 mA.

Pytanie 3. Zgoda Lokalnej Komisji Etycznej nr 74/LB 688 zostala wydana w 20L3r. Ustawa z L5 stycznia 2015 r.

zmienita zapisy ustawy z 2L sierpnia L997 r. dlatego prosze o wyja5nienie czy do6wiadczenia zostaly wykonane

zgod n ie z obowiqzujqcym i prze pisa m i ustawowym i.

I cykl doiwiadczefi

Do opracowania stabilnego zapisu rytmu theta Doktorantka przetestowata karbachol w czterech dawkach (0.5,

1.0, 1.5 i 2.OVelO.5 ptl), karbenoksolon w dw6ch dawkach 25 i 50Ug /0.5U1 oraz kwas kainowy w dw6ch dawkach

(0.1 i 0.25Ue /0.5p1). Ka2de stq2enie badanego zwiqzku testowano na siedmiu szczurach (razem przetestowano

piq6dziesiqt osiem szczur6w). Mikroiniekcje do prawego PH wykonywano strzykawkq Hamiltona 710N.

Pytanie 4. Ze wsp6trzqdnych implantacji elektrod szklanych do PH i SuM wnioskujq, 2e r62nily siq gt6wnie

gtqboko5ciq implantacji. lnteresuje mnie sprawa techniczna. JeSli nie odebrano aktywnoSci polowej w PH to

zagtqbiano dalej te samq elektrode rejestrujqcq do jqdra SuM (odlegtoSd od bregmy dla lokalizacji PH i SuM byla

ta sama, odlegtoSi od linii Srodkowej roilnila siq 0,3 mm)? Czy byla to inna elektroda?

Na reprezentatywnym zdjqciu przekroju czolowego utrwalonego m6zgu, udokumentowano Slad po elektrodzie

rejestrujqcej. Strzatka wskazuje jej widoczny 5lad, natomiast nie wskazuje mniej widocznego na zdjqciu ko6ca

elektrody, kt6ry powinien znajdowa6 siq w PH lub SuM.

Wynikitych doSwiadczef przedstawione sq w podrozdziale 4.L.

Podrozdz. 4.7.7. przedstawia procent spontanicznej aktywno(ci zarejestrowanej z PH w trzech grupach

wiekowych zwierzqt: 40-45 dni,50-65 dni oraz 70-75 dni. Opis podzialu na grupy wiekowe pojawia siq dopiero

w rozdziale Wyniki, natomiast w rozdziale Metodyka, podane sq tylko masy szczur6w (120-3009) wziqtych do

do$wiadczef, a ich r62nicy wieku mo2na siq tylko domySlai. Ponadto, wyniki podajq procent zarejestrowanych

spontanicznych oscylacji theta w danej grupie wiekowej. Nie jest to prawdopodobieristwo ani w sensie

potocznym, ani w sensie matematycznym, kt6re okreSla czqsto6i lub pewno5i wystqpienia danego zdarzenia

w skoriczonym zbiorze wszystkich mo2liwych zdarzen elementarnych nale2qcych do tego zbioru. Podrozdzioty

4.1.2 do 4.1.4 przedstawiajq reprezentatywne zapisy 2-sekundowej rejestracji aktywnoSci polowej z PH oraz ich

analizq FFT w postaci wykresu stupkowego rozkladu czqstotliwoSci. Z powodu du2ego zmniejszenia tych wykres6w

na rycinach, opis osi X i Y jest catkowicie nieczytelny. Najbardziej efektywny w synchronizacji i stabilizacji zapisu

theta okazat siq karbachol w stq2eniu 2pg/pl (Ryc. 34 i 3B), kt6ry statystycznie, istotnie zwiqkszyt o ok. 80%

amplitudq oscylacji theta do !,5 godz. W histogramach FFT oraz na wykresie stupkowym zauwa2alna jest

zwiqkszona czqstotliwoSd rytmu theta w 15 i 30 min. rejestracji (Ryc. 3B).

Pytanie 5. Rozumiem, 2e stupki na wykresie sq Sredniq arytmety cznE z analizowanych odcink6w czasowych

uzyskanych od poszczeg6lnych szczur6w. Czy sq Sredniq zapis6w wszystkich siedmiu szczur6w dla testowanego

stq2enia karbacholu i pozostatych zwiqzk6w? Czy stupki btqdu oznaczajq SEM czy SD?

Karbenoksolon najlepiej stabilizowat rytm theta w stq2eniu 100Ug/pl (Ryc. 4A), ale amplituda oscylacji theta byla

podwy2szona tylko podczas rejestracji w 30 min. po podaniu karbenoksonolu (Ryc. aB). Doktorantka

zaobserwowata tak2e, 2e karbenoksonol wprowadzony do PH wyzwalat aktywno6i theta tak2e wtedy, kiedy nie

byta ona rejestrowana przed podaniem blokera polqcze6 szczelinowych (Ryc. 5).

Mikroiniekcja do PH O.2Vg/li kwasu kainowego nie wptynqta parametry rytmu theta, natomiast stQ2enie

O.spg/pl po 15 min. indukowato padaczkopodobne wysokonapiqciowe fale oraz ttumito rytm theta. Po 30 min.

zapis synchronizowal siq w rytmie theta i trwal przez ! godz. Kwas kainowy wprowadzany do PH mial tak2e

wla(ciwo6ci inicjujqce rytm theta (Ryc. S). Na ryc. 78 widai wzrost amplitudy rytmu theta o ok. 40%, choc

istotnoSi statystyczna nie jest podana.



Pytanie 5. Proszq o komentarz, dlaczego tak du2y wzrost nie byt istotny statystycznie?

ll cykt doiwiadczefi zostat wykonany na stu czterdziestu trzech samcach szczura szczepu Wistar. W tych

do6wiadczeniach Doktorantka zastosowata karbacholw stq2eniu 2ug/ul infundowany jednostronnie do prawego

HP i identyfikowata neurony theta-on (fazowe i toniczne), theta-off oraz kom6rki bramkujqce w PH, SuM i poza

tymi obszarami. Wyniki tego cyklu opisane sq w rozdz 4.2.L. Tylko ok. 28% neuron6w spoSr6d 381-

zarejestrowanych, mialo zwiqzek z rytmem theta. Z tego kom6rek theta-on tonicznych bylo ponad 5O%o, a theta-

off tonicznych ok. 37%.Theta-on znaleziono wiqcej w PH, a theta-off wiqcej w SuM. Pozostate neurony zostaty

zakwalifikowane jako bramkujqce typu B (4 neurony), typu D (6 neuron6w) oraz dotychczas niesklasyfikowane

nazwane jako ,,czasowe" (L1 neuron6w), znajdujqce siq gl6wnie w PH. Ten typ kom6rek wykazywal regularnq

aktywno$f, niezale2nie od poczqtku i korica w zakresie czqstotliwoSci theta i nie byl skorelowany z oscylacjq tego

rytmu w PH (Ryc. 17).

11 cykt doiwiodczeri, zostal przeprowadzony na piqidziesiqciu czterech samcach szczura szczepu Wistar

podzielonych na cztery grupy do6wiadczalne. Mial on na celu zbadanie wptywu blokowania pofqczeri

szczelinowych i udzialu mineralokortykoid6w w mechanizmie generowania oscylacji theta w PH.

l grupa (20 szczur6w) miata rejestrowanq aktywno66 polowq PH po podaniu do prawej czq6ci PH karbenoksolonu

w stq2eniu 75lglttl, ni2szym ni2 w I cyklu do3wiadcze6. Mikroiniekcja blokera potqczef szczelinowych

spowodowata statystycznie istotny wzrost amplitudy oscylacji theta o 63% i czqstotliwo5ci rytmu

o 0,8H2 w 30 min. u jedenastu szczur6w (Ryc. 18A i L88). U pozostalych szczur6w, karbenoksolon indukowat rytm

theta przy braku aktywnoSci spontanicznej (Ryc. 19).

2 srupa (liczby szczur6w nie podano), otrzymata do PH mikroiniekcjq trimetyloaminy (40pg/pl). Zwiqzek ten nie

wptynqt znaczEco na oscylacje rytmu theta, jedynie nieznacznie obni2yt amplitudq rytmu theta (Ryc. 20A i 20B).

Opr6cz sformufowa6, 2e trimetyloamina jest ,,otwieraczem polqcze6 szczelinowych" nie znalazlam cytat6w

literaturowych, kt6re dokumentujq takie jej dziatanie. Sadzqc, na podstawie jej budowy chemicznej mo2e mied

bardziej uog6lnione dziatanie, ni2 specyficznie dzialanie na GJ.

Pytanie 7. Proszq bardziej szczeg6fowo wyja6nii molekularne dzialanie trimetyloaminy na neurony.

3 srupa (liczby szczur6w nie podano), miala infundowany do PH najpierw bloker receptor6w MR - spironolakton

(10US/pl), a po 10 min. mieszaninq tego blokera z karbenoksolonem (w stq2eniu 71Ve/ltl\. Spironolakton znosil

aktywnoSi synchronicznq theta a karbenoksolon podany razem z blokerem MR nie aktywowal rytmu theta (Ryc.

22)..

4 srupa (liczby szczur6w nie podano), byla premedykowana obwodowq infuzjq atropiny w dawce 10pg/kg m.c.

i po 10 min. otrzymywata do PH mikroiniekcjq karberioksolonu (w stq2eniu 75Ve/Vll. W tym uktadzie

doSwiadczalnym po zablokowaniu receptor6w muskarynowych, karbenoksolon r6wnie2 nie aktywowat rytmu

theta (Ryc. 23).

Dyskusja zostala napisana na siedemnastu stronach, oddzielnie dla ka2dego cyklu doiwiadcze6. Rozdziat ten jest

bardzo wnikliwy, wida6 w nim ogromnq wiedzq Doktorantki dotyczqca mechanizmu synchronizacji oscylacji theta

formacji hipokampa oraz udziatu tylnego podwzg6rza i jqder suteczkowatych w systemie generowania

synchronicznej oscylacji kory limbicznej.

Uwagi dotyczqce Dyskusji.

1. Zawiera ona spore fragmenty ponownego opisu wynik6w, kt6re mo2na by pominqi i zwiqkszyi czytelnoSi

interpretacji wtasnych wynik6w w kontek6cie wynik6w innych autor6w.

2. podejmujq polemikq z proponowanym wyttumaczeniem mechanizmu dziatania karbenoksolonu w stymulacji

rytmu theta 2. RzeczywiScie, potqczenia szczelinowe w neuronach sq po to, aby usprawniai przewodnoSi

jonowq pomiqdzy neuronami, dlatego ich zablokowanie powinno ingerowai w proces synchronizacji przeplywu

prqd6w jonowych hamujqco lub desynchronizujqco. Dlatego slusznie Doktorantka poszukuje innego
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wyttumaczenia uzyskanych wynik6w. Upatruje go w dziataniu karbenoksolonu, jako blokera dehydrogenazy L1'p-

hydroksysteroidowej, kt6ra dezaktywuje kortykosteron. W zwiqzku z tym, jej zablokowanie zwiqksza jego

dzialanie na procesy transkrypcji zar6wno przez MR, jak i GR. Dtugoterminowe dziatanie fizjologicznych stq2ef

kortykosteronu za poSrednictwem MR w hipokampie jest zwiqzane z zwiqkszeniem plastycznoSci neuron6w, w

zwiqzku z tym toruje procesy zapamiqtywania. Skutki obserwowane w czasie minut po mikroiniekcji

kortykosteronu do jader PVN i SON podwzg6rza oraz do pola CA1 hipokampa, to zwiqkszenie czqstotliwoSci

miniaturowych EPSPs i IPSC, zwiqkszenie mobilnoSci AMPA-R w blonach oraz iloSci mMR i mGR w hipokampie.

Skutkiem zwiqkszenia ilo5ci receptor6w kortykosteroidowych mo2e byd nasilenie dziatania tzw. nie-genomowej

Scie2ki sygnafowej za poSrednictwem kinaz aktywowanych przez biatka btonowe m. in. kaskadg Ras/Raf/MAPK.

To kr6tka lista poznanych skutk6w dziafania kortykosteronu w sffukturach formacji hipokampa oraz

podwzg6rza, do tego odbywa siq za po6rednictwem receptor6w MR i GR. W obecnie stosowanym modelu

badano wpfyw karbenoksolonu na synchronizacjq rytmu theta w ostrym do5wiadczeniu, do tego u zwierzqt w

narkozie uretanowej. Mam wEtpliwoSi, czy przy tak zr62nicowanych czasowo i przestrzennie dzialaniach

kortykosteronu, przez dwa typy receptor6w, zlokalizowanych w r62nych kompartmentach neuron6w: w

cytoplazmie i w btonach, w jego dziataniu za poSrednictwem MR mo2na upatrywai synchronizatora oscylacji

wolnofalowejw PH czy w hipokampie.

3. Sqdzq, 2e zaobserwowane zmniejszenie procentu wykrywalnoSci spontanicznego rytmu theta u zwierzAt 2,5-

miesiqcznych mo2e wynikai z przyczyn technicznych przeprowadzenia operacji jak sugeruje Doktorantka, ale

moze tak2e wynikai z malej grupy zwierzqt w tej grupie wiekowej (trzynaScie szczur6w).

Opis czq(ci eksperymentalnej ko6czy sze(i jasno sformulowanych wniosk6w.

pytanie 8. Proszq o rozwiniqcie wniosku piqtego. Kt6re z uzyskanych wynik6w wskazujq, 2e potqczenia

szczelinowe nie biorq udziatu w modulowaniu oscylacjitheta w PH?

Bibliografia zostata bardzo czytelnie napisana i obejmuje 259 pozyili, niestety znalaztam tylko 25 prac datowanych

po roku 2010.

Podsumowanie

Stwierdzam, 2e techniczne i farmakologiczne opracowanie modelu stabilnej rejestracji oscylacji w zakresie theta

z obszaru tylnego podwzg6rza u szczur6w w narkozie uretanowej mo2e przyczynii siq do wyjaSnienia roli tej

struktury w wielopoziomowym systemie generowania i synchronizacji sieci neuronalnych w strukturach obszaru

limbicznego. Zadane pytania i uwagi nie obni2ajq wysokiej oceny przeprowadzonych badaf na ka2dym ich etapie:

planowania, technicznego wykonania oraz opracowania i przedstawienia uzyskanych wynik6w.

Stwierdzam, 2e rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Ktos-Wojtczak jest samodzielnym rozwiqzaniem problemu

naukowego i stanowi dow6d posiadanej przez Doktorantkq wiedzy teoretycznej i praktycznej w zakresie

eksperymentalnych technik elektrofizjologicznych. Rozprawa spelnia r6wnie2 warunki prawne, zgodnie z UstawQ

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r,

z p62niejszymi zmianami.

Z petnym przekonaniem wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu

t6dzkiego o dopuszczenie pani mgr Pauliny Kfos-Wojtczak do dalszych etap6w przewodu doktorskiego'

JednoczeSnie, biorqc pod uwage istotnoS6 przeprowadzonych badari skladam wniosek o wyr62nienie

recenzowa nej rozprawy doktorskiej.

+-6di,7 stycznia 2019 r.

,A ,(fAo€.t/sq
dr hab. n. med. Anna Walczewska, p(of . nadzw.


