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

u anastetyzowanego szczura”

Wprowadzenie w drugiej potowie ubiegtego wieku rejestracji czynnosci bioelektrycznej eksplantéw struktur
modzgu in vitro, a kilkanascie lat temu optogenetyki, przyniosty znaczacy postep w zrozumieniu Zzrédet
i mechanizmoéw korowej i podkorowej synchronizacji oscylacji fal mézgowych w réznych zakresach czestotliwosci.
Zespoty wolnofalowe rejestrowane przez encefalogram, badz przez elektrody wprowadzone do okreslonych
struktur mézgu w badaniach eksperymentalnych na zwierzetach, takze podczas operacji neurochirurgicznych, sa
wyrazem synchronicznej aktywnosci duzej liczby neurondéw istotnej w procesach poznawczych. Wérdd nich
uczenie i zapamietywanie wymaga skoordynowanej aktywnosci bardzo wielu sieci neuronalnych, w ktérych
wiodaca role (szczegdlnie w pamieci przestrzennej i epizodycznej) petnig gesto upakowane piramidowe neurony
pola C1 hipokampa. Réwnolegle do siebie i rédwnomiernie utozone dendryty tych komérek s3 zdolne do
generowania pradéw jonowych w tym samym kierunku, dzieki czemu powstajg fale o duzej amplitudzie.
U czuwajgcych, aktywnych szczurdw zarejestrowano z formacji hipokampa trzy gtéwne zespoty oscylacji, zwigzane
z réznymi aspektem procesu zapamietywania. Rytm theta od 4 do 12 Hz, nazywany tez rytmiczng aktywnosciag
wolnofalowg (RSA) jest zwigzany z odbiorem i zapamietywaniem nowych informacji. Drugi rodzaj aktywnosci
elektrycznej hipokampa to  kompleksy fal wysokoaplitudowych o niskiej czestotliwosci (do 3Hz) oraz
niskonapieciowych fal o czestotliwosci pomiedzy 110 a 250 Hz, ktére moga by¢ zwigzane z konsolidacjg informacji
przestrzenno-sensorycznej. Trzeci rodzaj fal rejestrowanych w hipokampie to zespét fal gamma o czestotliwosci
25-100 Hz, co do ktdrych znaczenia w procesie poznawczych nie uzyskano jeszcze konsensusu. Rytm theta
formacji hipokampa cztowieka ma nizszg czestotliwos$¢ 4 — 7,5 Hz i jest charakterystyczng oscylacjg neuronéw kory
limbicznej: hipokampa, kory srédwechowej i zakretu obreczy. U zwierzat odbierany jest gtéwnie podczas
aktywnej eksploracji ruchowej oraz lokomocji potaczonej z ruchami gtowy zwigzanymi ze wzrokowym
i wechowym pobudzeniem sensorycznym. Wystepuje takze podczas faz REM snu.

W generowaniu rytmu theta formacji hipokampa biorg udziat neurony przegrody oraz obszar tylnego podwzgorza,
ktérego rola w systemie synchronizacji oscylacji hipokampa jest nadal dyskutowana. Wiecej wiadomo
o mechanizmie synchronizacji wytadowan formacji hipokampa przez przegrode, w ktérej bierze udziat
GABAergiczna projekcja docierajgca do hamujacych interneuronéw zakretu zebatego i pél CA3 i CA1 hipokampa
oraz cholinergiczna projekcja pobudzajgca hipokampalne komodrki theta-on. Kolejne wieloletnie badania,
w ktorych duzy udziat majg pracownicy Katedry Neurobiologii Ut wykazaty, ze rytm theta moze by¢ generowany
w warstwie wschodowej pola CA1 i CA3 izolowanej formacji hipokampa w warunkach in vitro. Odkrycie przez
zespét neurobiologéw Ut komdrek bramkujacych, aktywnych na poczatku i na konicu kazdego epizodu oscylacji
w zakresie theta, moze potwierdzac¢ istnienie wewnatrzhipokampalnej sieci synchronizujacej rytm theta. Jak
wykazata rejestracja oscylacji hipokampa i szerzej kory wechowej przez zespét Gyorgy Buzsaki oraz molekularne
badania metodami inzynierii genetycznej m. in. Wulfa i wspét. (2009), istnieje ztozona sie¢ pofaczen pomiedzy
dendrytami komérek piramidowych i wieloma rodzajami interneuronéw w polach CA1 i CA3, tworzaca generator
oscylacji theta. Na podstawie anatomicznych i eksperymentalnych parametréw elektrofizjologicznych, Marianne
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Bezire i wspét. (2016) stworzyli algorytm interakcji izolowanej sieci potaczeri w polu CAl jako generatora
hipokampalnego rytmu theta. Mozna zatem zatozy¢, ze wewngtrzhipokampalny generator oscylacji rytmu theta
znajduje sie pod wptywem zewnegtrznego synchronizatora w postaci GABAergicznych i cholinergicznych
komplekséw neuronéw przegrody przy$rodkowej (MS/vDBB), w ktérym bierze udziat podwzgorze. System
wielopoziomowego synchronizatora oscylacji theta formacji hipokampa jest ,zasilany” przez neurony
wstepujacego aktywujgcego uktadu siatkowatego pnia moézgu z jadra siatkowatego i konarowo-mostowego,
prawdopodobnie za posrednictwem obszaru tylnego podwzgdrza. Nadal nie wyjasniono jednak kwestii, czy
neurony tylnego podwzgdrza s3 elementami sieci neuronalnej generatora rytmu theta formacji hipokampa, czy
maja wspdtudziat w tworzeniu ,,napedu” generatora oscylacji theta w hipokampie, czy maja rolg podrzedna, czy
moze tworzg niezaleine sieci oscylacyjne $wiadczace o procesach konsolidacji informacji docierajacej do
podwzgérza. Dlatego podjete przez mgr Pauling Ktos-Wojtczak opracowanie techniki umozliwiajacej rejestracje
aktywnosci rytmu theta z tylnego podwzgérza i z jadra nadsuteczkowego u szczuréw w narkozie uretanowej oraz
scharakteryzowanie generatorowych komérek theta poprzez farmakologiczne modulowanie ich aktywnosci
uwazam za celowe i istotne w poznaniu organizacji systemu synchronizacji aktywnosci formacji hipokampa.

Ocena merytoryczna

Czesc teoretyczna
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest liczacym 125 stron opracowaniem naukowym z typowym

podziatem na rozdziaty: 1. Wstep podzielony na dziewie¢ podrozdziatéw, 2. Cele, 3. Materiaty i Metody,
4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Wnioski, 7. Bibliografia. Na poczatku rozprawy Doktorantka dofaczyta bibliografie trzech
prac oryginalnych, w dwdch z nich jest drugim, a w jednej trzecim autorem. Prace s3 opublikowane
w specjalistycznych i cenionych czasopismach: Hippokampus (IF 3,9), Brain Res (IF 3,1) oraz Eur J Neursci (IF 2,9).
Wartoéci wspétczynnikéw oddziatywania czasopism (IF) nie zostaty podane w tekécie rozprawy. Ponadto,
zamieszczona jest lista siedmiu komunikatéw zjazdowych z lat 2014-2015, ktérych Doktorantka jest
wspdtautorem: w tym pieciu komunikatéw na konferencje zagraniczne i dwéch na migdzynarodowe konferencje
w Polsce. Kolejne nienumerowane strony znajdujgce sie przed zasadniczg czescig rozprawy zawieraja: Wykaz
stosowanych skrétéw oraz zwiezle i jasno napisane streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Wstep jest obszerny, obejmuje 43 strony. Doktorantka przedstawita w nim rys historyczny badan
elektrofizjologicznych i rozwdj elektroencefalografii do lat 70-tych ubiegtego wieku. W mojej ocenie brakuje opisu
wspotczesnych mozliwosci rejestracji i analizy uzyskanych zapiséw fal moézgowych réinej czgstotliwosci,
zastosowan klinicznych EEG i do tworzenia interfejséw wykorzystujacych czynnos¢ bioelektryczng moézgu do
komunikowania sie z innymi osobami i sterowania wykonywaniem réznych czynnosci. Cho¢ rozprawa dotyczy
waskiego zagadnienia synchronizacji rytmu theta w tylnym podwzgérzu, to rozwéj technologiczny i informatyczny
pozwala na coraz szersze zastosowanie analizy parametréw rytméw obszaru limbicznego do oceny zmian
poznawczych w chorobach psychicznych, neurologicznych i w uzaleznieniach. To stawia elektrofizjologig, jako
narzedzie diagnostyczne lub monitorujagce wiele zaburzen czynnosci mézgu. Dlatego szkoda, ze najnowsze
cytowane badania w rozdz. ,Aktywno$¢ bioelektryczna formacji hipokampa” koricza sig na latach 2011 - 2012.
W nastepnych rozdziatach opisana jest wyczerpujaco i przejrzyscie aktywno$¢ bioelektryczna formacji hipokampa
u gryzoni, badania dotyczace generowania rytmu theta, réznice pomiedzy oscylacjg theta 1 i theta 2 oraz
organizacja struktur zaangazowanych w rézne aspekty jego synchronizacji.

Jako recenzentka mam kilka drobnych uwag:

(1) dotyczy niezrecznosci stownych: zamiast okreélenia ”pozacholinergiczny”  uzytabym okreslenia
niecholinergiczny” charakter; zamiast ,doprzegrodowe infuzje”- infuzje do przegrody; zamiast ,neurotran-
smisyjne podioze” - podifoze neurochemiczne; zamiast ,wymapowano” — zidentyfikowano/znaleziono; zamiast
elektrody ,rejestracyjne” — elektrody rejestrujace; na str. 70 uzyto stowo ,wyizolowano”, choé jak sie domyslam
z kontekstu ma oznacza¢ ,znaleziono”;



(2) znalaztam kilka drobnych btedéw jezykowych i formalnych. Trudno moéwi¢ o zniszczeniu zakoriczen
wspodiczulnych po dokomorowej infuzji 6-OHDA (str. 12). Brak informacji o autorstwie ryciny 4, czy jest autorstwa
Doktorantki, czy zostata opracowana na podstawie wczeéniejszych publikacjach, jesli tak — to czyich. Str. 23 —
mowa jest o mikroiniekcji GABA-A, ktére zwyczajowo jest oznaczeniem receptora dla GABA, a skrét ten nie
znajduje sie w spisie. Chyba lepiej by byto nazwac neurony wytadowujgce sie w rytmie theta po prostu jako
neurony theta zamiast theta-zalezne, co sugeruje ich zalezno$¢ od oscylacji theta w sensie podporzadkowania
rytmowi, a nie jego ewentualnego Zrdédta oscylacji synchroniczne;j.

Mimo tych uwag, cata praca jest bardzo dobrze zaprojektowana i starannie napisana w jezyku polskim zaréwno
pod wzgledem ortograficznym jak i stylistycznym, czyta sie jg z przyjemnoscia.

Czes¢ doswiadczalna
Cze$¢ eksperymentalna doktoratu obejmuje trzy cykle doswiadczen. Wolframowe elektrody o opornosci 0.3-0.9

MQ do rejestracji aktywnosci polowej zostaty umieszczone w tylnym podwzgdrzu (PH) i w jadrze nadsuteczkowym
(SuMm), jesli rytm theta nie byt wykrywany w PH, przy uzyciu aparatu stereotaktycznego i wspotrzednych wg. atlasu
dla szczura (Paxinos i Watson, 1997). Elektrody szklane wypetnione octanem sodu z barwnikiem do rejestracji
aktywnosci pojedynczych neurondéw umieszczono w PH i SuM za pomocg mikromanipulatora (model 660, f-my
Kopf), w celu znalezienia neuronéw aktywnych w poszczegdlnych fazach polowego rytmu theta. Do rejestracji
sygnatow elektrycznych uzyto wzmacniacza P511 firmy Grass-Astromed. Poniewaz istnieje duza dynamika fuzji
firm i zmian ich nazw, dobrze by byto podac rocznik tego urzgdzenia. W wyszukiwarce internetowej znalaztam
tylko firme Astro-Med, a nie Grass-Astromed, ktdra ok. 2012 roku przeksztafcita sie w AstroNova.

Pytanie 1. Czy wzmacniacz wtasnie tej firmy byt uzywany w doswiadczeniach?

Schemat rejestracji aktywnosci polowej byt wykonywany przez 5 min. przed infuzjg badanych zwigzkéw do
prawego PH, a nastepnie co 15 min. przez 1 godz. po mikroiniekcji karbenoksolonu, przez 1,5 godz. po kwasie
kainowym oraz przez 2 godz. po podaniu karbacholu. Harmoniczne czestotliwosci w przedziale od 1 do 15 Hz
kazdego odcinka czasowego byty wykrywane algorytmem szybkiej transformaty Fouriera (FFT) w dziesieciu
2-sekudnowych odcinkach zapisu przy uzyciu programu Spike2, a nastepnie analizowane statystycznie za pomoca
testow statystycznych w programie Statistica 6.0.

Pytanie 2. Prosze blizej wyjasni¢ pojecie mocy, analizowanej algorytmem FFT. Domyslam sig, ze nie chodzi tu
o moc fizyczng, ktéra jest iloscig pracy wykonanej w jednostce czasu wyrazanej w Watach, tylko o widmowa
gestos¢ mocy rejestrowanego sygnatu elektrycznego. Jesli mam racje, to termin ten powinien by¢ podany
doktadniej (to sg rézne pojecia).

W trakcie rejestracji aktywnosci polowej zapisywano zewnatrzkomdérkowg aktywnosé neurondw, ktéra pdiniej

analizowano znajdujgc aktywne neurony theta-zalezne, aktywne w trakcie rytmu theta i theta-niezalezne,

aktywne w rytmach wytadowan synchronicznych i niesynchronicznych. Nastepnie Doktorantka identyfikowata

wsréd neurondw theta-zaleznych neurony:

(a) theta-on, aktywne wytgcznie w zakresie rytmu synchronicznego, ze staba aktywnoscia w okresie
zdesynchronizowanym (LIA),

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

Komorki theta-on zostaty podzielone na neurony fazowe, o aktywnos$ci harmonijnej z amplituda aktywnosci

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

identyfikowano neurony , bramkujgce”: typu A — aktywne na poczatku i na koricu epizodu aktywacji theta, typu B

— aktywne w czasie LIA tuz przed synchronizacji theta oraz typu C — aktywne tuz przed koricem epizodu theta

i sygnalizujace rozpoczecie LIA.

Kazdorazowo, po zakoriczeniu doswiadczenia szczury usmiercano, mozgi utrwalano w 10% formalinie i po
pocieciu mrozonych skrawkéw weryfikowano lokalizacje elektrody rejestrujacej aktywno$¢ polowa oraz
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mikroelektrod szklanych, dzieki zawartemu w nich barwinkowi SkyBlue i 14-minutowej biegunowo zmiennej
stymulacji pradem o natezeniu 15 mA.

Pytanie 3. Zgoda Lokalnej Komisji Etycznej nr 74/4B 688 zostata wydana w 2013r. Ustawa z 15 stycznia 2015 r.
zmienita zapisy ustawy z 21 sierpnia 1997 r. dlatego prosze o wyjasnienie czy doswiadczenia zostaty wykonane
zgodnie z obowigzujgcymi przepisami ustawowymi.

I cykl doswiadczen

Do opracowania stabilnego zapisu rytmu theta Doktorantka przetestowata karbachol w czterech dawkach (0.5,
1.0, 1.5 i 2.0ug/0.5 pl), karbenoksolon w dwéch dawkach 25 i 50ug /0.5ul oraz kwas kainowy w dwéch dawkach
(0.1 i 0.25ug /0.5ul). Kazde stezenie badanego zwigzku testowano na siedmiu szczurach (razem przetestowano
piec¢dziesiat osiem szczuréw). Mikroiniekcje do prawego PH wykonywano strzykawka Hamiltona 710N.

Pytanie 4. Ze wspdtrzednych implantacji elektrod szklanych do PH i SuM wnioskuje, ze réznity sig gtownie
gtebokoscig implantacji. Interesuje mnie sprawa techniczna. Jesli nie odebrano aktywnosci polowej w PH to
zagtebiano dalej te samg elektrode rejestrujaca do jadra SuM (odlegto$¢ od bregmy dla lokalizacji PH i SuM byfa
ta sama, odlegto$¢ od linii $rodkowej roznita sie 0,3 mm)? Czy byta to inna elektroda?

Na reprezentatywnym zdjeciu przekroju czotowego utrwalonego mézgu, udokumentowano slad po elektrodzie
rejestrujace]. Strzatka wskazuje jej widoczny $lad, natomiast nie wskazuje mniej widocznego na zdjgciu korica
elektrody, ktéry powinien znajdowac sie w PH lub SuM.

Wyniki tych do$wiadczen przedstawione sg w podrozdziale 4.1.

Podrozdz. 4.1.1. przedstawia procent spontanicznej aktywnosci zarejestrowanej z PH w trzech grupach
wiekowych zwierzat: 40-45 dni, 50-65 dni oraz 70-75 dni. Opis podziatu na grupy wiekowe pojawia sig dopiero
w rozdziale Wyniki, natomiast w rozdziale Metodyka, podane sg tylko masy szczuréw (120-300g) wzigtych do
do$wiadczen, a ich réznicy wieku mozna sie tylko domysla¢. Ponadto, wyniki podaja procent zarejestrowanych
spontanicznych oscylacji theta w danej grupie wiekowej. Nie jest to prawdopodobienstwo ani w sensie
potocznym, ani w sensie matematycznym, ktére okresla czestos$¢ lub pewnos¢ wystgpienia danego zdarzenia
w skoriczonym zbiorze wszystkich mozliwych zdarzeri elementarnych nalezacych do tego zbioru. Podrozdziaty
4.1.2 do 4.1.4 przedstawiajg reprezentatywne zapisy 2-sekundowej rejestracji aktywnosci polowej z PH oraz ich
analize FFT w postaci wykresu stupkowego rozktadu czestotliwosci. Z powodu duzego zmniejszenia tych wykresow
na rycinach, opis osi X i Y jest catkowicie nieczytelny. Najbardziej efektywny w synchronizacji i stabilizacji zapisu
theta okazat sie karbachol w stezeniu 2ug/ul (Ryc. 3A i 3B), ktéry statystycznie, istotnie zwiekszyt o ok. 80%
amplitude oscylacji theta do 1,5 godz. W histogramach FFT oraz na wykresie stupkowym zauwazalna jest
zwiekszona czestotliwo$¢ rytmu theta w 15 i 30 min. rejestracji (Ryc. 3B).

Pytanie 5. Rozumiem, ze stupki na wykresie sg $rednig arytmetyczng z analizowanych odcinkéw czasowych
uzyskanych od poszczegdlnych szczuréw. Czy s3 $rednig zapisdw wszystkich siedmiu szczuréw dla testowanego
stezenia karbacholu i pozostatych zwigzkédw? Czy stupki btedu oznaczajg SEM czy SD?

Karbenoksolon najlepiej stabilizowat rytm theta w stezeniu 100pug/ul (Ryc. 4A), ale amplituda oscylacji theta byta
podwyzszona tylko podczas rejestracji w 30 min. po podaniu karbenoksonolu (Ryc. 4B). Doktorantka
zaobserwowata takze, ze karbenoksonol wprowadzony do PH wyzwalat aktywnos¢ theta takze wtedy, kiedy nie
byta ona rejestrowana przed podaniem blokera potaczen szczelinowych (Ryc. 5).

Mikroiniekcja do PH 0.2pg/ul kwasu kainowego nie wptyneta parametry rytmu theta, natomiast stgzenie
0.5pg/ul po 15 min. indukowato padaczkopodobne wysokonapigciowe fale oraz ttumito rytm theta. Po 30 min.
zapis synchronizowat sie w rytmie theta i trwat przez 1 godz. Kwas kainowy wprowadzany do PH miat takze
wtadciwosci inicjujace rytm theta (Ryc. 8). Na ryc. 7B wida¢ wzrost amplitudy rytmu theta o ok. 40%, choc¢
istotno$¢ statystyczna nie jest podana.



Pytanie 6. Prosze o komentarz, dlaczego tak duzy wzrost nie byt istotny statystycznie?

Il cykl doswiadczeri zostat wykonany na stu czterdziestu trzech samcach szczura szczepu Wistar. W tych
doéwiadczeniach Doktorantka zastosowata karbachol w stezeniu 2ug/ul infundowany jednostronnie do prawego
HP i identyfikowata neurony theta-on (fazowe i toniczne), theta-off oraz komérki bramkujgce w PH, SuM i poza
tymi obszarami. Wyniki tego cyklu opisane s3 w rozdz 4.2.1. Tylko ok. 28% neuronéw sposréd 381
zarejestrowanych, miato zwigzek z rytmem theta. Z tego komérek theta-on tonicznych byto ponad 50%, a theta-
off tonicznych ok. 37%. Theta-on znaleziono wiecej w PH, a theta-off wigcej w SuM. Pozostate neurony zostaty
zakwalifikowane jako bramkujgce typu B (4 neurony), typu D (6 neurondw) oraz dotychczas niesklasyfikowane
nazwane jako ,.czasowe” (11 neuronéw), znajdujace sie gtéwnie w PH. Ten typ komérek wykazywat regularng
aktywnos¢, niezaleznie od poczatku i korica w zakresie czestotliwosci theta i nie byt skorelowany z oscylacja tego
rytmu w PH (Ryc. 17).

Il cykl doswiadczen, zostat przeprowadzony na pigcdziesigciu czterech samcach szczura szczepu Wistar
podzielonych na cztery grupy doswiadczalne. Miat on na celu zbadanie wptywu blokowania potaczen
szczelinowych i udziatu mineralokortykoidéw w mechanizmie generowania oscylacji theta w PH.

1 grupa (20 szczuréw) miata rejestrowang aktywnos¢ polowa PH po podaniu do prawej czesci PH karbenoksolonu
w stezeniu 75pg/pl, nizszym niz w | cyklu doswiadczen. Mikroiniekcja blokera pofaczen szczelinowych
spowodowata statystycznie istotny wzrost amplitudy oscylacji theta o 63% i czgstotliwosci rytmu
0 0,8Hz w 30 min. u jedenastu szczuréw (Ryc. 18A i 18B). U pozostatych szczuréw, karbenoksolon indukowat rytm
theta przy braku aktywnosci spontanicznej (Ryc. 19).

2 grupa (liczby szczuréw nie podano), otrzymata do PH mikroiniekcje trimetyloaminy (40ug/ul). Zwigzek ten nie
wptynat znaczaco na oscylacje rytmu theta, jedynie nieznacznie obnizyt amplitude rytmu theta (Ryc. 20A i 20B).
Oprécz sformutowan, ze trimetyloamina jest ,otwieraczem potaczeri szczelinowych” nie znalaztam cytatow
literaturowych, ktére dokumentuja takie jej dziatanie. Sadzac, na podstawie jej budowy chemicznej moze miec
bardziej uogdlnione dziatanie, niz specyficznie dziatanie na GJ.

Pytanie 7. Prosze bardziej szczegétowo wyjasni¢ molekularne dziatanie trimetyloaminy na neurony.

3 grupa (liczby szczuréw nie podano), miata infundowany do PH najpierw bloker receptoréw MR - spironolakton

(10pg/ul), a po 10 min. mieszanine tego blokera z karbenoksolonem (w stezeniu 75ug/ul). Spironolakton znosit

aktywno$é¢ synchroniczng theta a karbenoksolon podany razem z blokerem MR nie aktywowat rytmu theta (Ryc.

22).

4 grupa (liczby szczuréw nie podano), byta premedykowana obwodows infuzjg atropiny w dawce 10ug/kg m.c.

i po 10 min. otrzymywata do PH mikroiniekcje karbenoksolonu (w stezeniu 75pg/ul). W tym ukfadzie

doéwiadczalnym po zablokowaniu receptoréw muskarynowych, karbenoksolon réwniez nie aktywowat rytmu

theta (Ryc. 23).

Dyskusja zostata napisana na siedemnastu stronach, oddzielnie dla kazdego cyklu doswiadczeri. Rozdziat ten jest

bardzo wnikliwy, widaé w nim ogromna wiedze Doktorantki dotyczaca mechanizmu synchronizacji oscylacji theta

formacji hipokampa oraz udziatu tylnego podwzgérza i jader suteczkowatych w systemie generowania

synchroniczne]j oscylacji kory limbicznej.

Uwagi dotyczgce Dyskusji.

1. Zawiera ona spore fragmenty ponownego opisu wynikéw, ktére mozna by pominac i zwiekszy¢ czytelnosc
interpretacji wtasnych wynikéw w kontekscie wynikéw innych autoréw.

2. Podejmuje polemike z proponowanym wyttumaczeniem mechanizmu dziatania karbenoksolonu w stymulacji
rytmu theta 2. Rzeczywiscie, pofaczenia szczelinowe w neuronach sg po to, aby usprawnia¢ przewodnos¢
jonowa pomiedzy neuronami, dlatego ich zablokowanie powinno ingerowa¢ w proces synchronizacji przeptywu

pradéw jonowych hamujaco lub desynchronizujgco. Dlatego stusznie Doktorantka poszukuje innego
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wyttumaczenia uzyskanych wynikéw. Upatruje go w dziataniu karbenoksolonu, jako blokera dehydrogenazy 118-
hydroksysteroidowej, ktéra dezaktywuje kortykosteron. W zwigzku z tym, jej zablokowanie zwieksza jego
dziatanie na procesy transkrypcji zaréwno przez MR, jak i GR. Dtugoterminowe dziatanie fizjologicznych stezen
kortykosteronu za posrednictwem MR w hipokampie jest zwigzane z zwigkszeniem plastycznosci neurondw, w
zwigzku z tym toruje procesy zapamigtywania. Skutki obserwowane w czasie minut po mikroiniekc;ji
kortykosteronu do jader PVN i SON podwzgérza oraz do pola CA1 hipokampa, to zwiekszenie czestotliwosci
miniaturowych EPSPs i IPSC, zwiekszenie mobilnosci AMPA-R w btonach oraz ilosci mMR i mGR w hipokampie.
Skutkiem zwiekszenia ilosci receptoréw kortykosteroidowych moze by¢ nasilenie dziatania tzw. nie-genomowe;j
$ciezki sygnatowej za poérednictwem kinaz aktywowanych przez biatka btonowe m. in. kaskade Ras/Raf/MAPK.
To krétka lista poznanych skutkéw dziatania kortykosteronu w strukturach formacji hipokampa oraz
podwzgdrza, do tego odbywa sie za posrednictwem receptoréow MR i GR. W obecnie stosowanym modelu
badano wptyw karbenoksolonu na synchronizacje rytmu theta w ostrym doswiadczeniu, do tego u zwierzat w
narkozie uretanowej. Mam watpliwoéé, czy przy tak zroéznicowanych czasowo i przestrzennie dziataniach
kortykosteronu, przez dwa typy receptoréw, zlokalizowanych w réznych kompartmentach neuronéw: w
cytoplazmie i w bfonach, w jego dziataniu za posrednictwem MR mozna upatrywaé synchronizatora oscylacji
wolnofalowej w PH czy w hipokampie.

3. Sadze, ze zaobserwowane zmniejszenie procentu wykrywalnosci spontanicznego rytmu theta u zwierzat 2,5-
miesiecznych moze wynika¢ z przyczyn technicznych przeprowadzenia operacji jak sugeruje Doktorantka, ale
moze takie wynika¢ z matej grupy zwierzat w tej grupie wiekowej (trzynascie szczurow).

Opis czesci eksperymentalnej koriczy szes¢ jasno sformutowanych wnioskow.

Pytanie 8. Prosze o rozwinigcie wniosku pigtego. Ktére z uzyskanych wynikéw wskazuja, ze potaczenia
szczelinowe nie biora udziatu w modulowaniu oscylacji theta w PH?

Bibliografia zostata bardzo czytelnie napisana i obejmuje 259 pozycji, niestety znalaztam tylko 25 prac datowanych
po roku 2010.

Podsumowanie

Stwierdzam, ze techniczne i farmakologiczne opracowanie modelu stabilnej rejestracji oscylacji w zakresie theta
z obszaru tylnego podwzgdrza u szczuréw w narkozie uretanowej moze przyczyni¢ sig do wyjasnienia roli tej
struktury w wielopoziomowym systemie generowania i synchronizacji sieci neuronalnych w strukturach obszaru
limbicznego. Zadane pytania i uwagi nie obnizajg wysokiej oceny przeprowadzonych badar na kazdym ich etapie:
planowania, technicznego wykonania oraz opracowania i przedstawienia uzyskanych wynikow.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Kfos-Wojtczak jest samodzielnym rozwigzaniem problemu
naukowego i stanowi dowdd posiadanej przez Doktorantke wiedzy teoretycznej i praktycznej w zakresie
eksperymentalnych technik elektrofizjologicznych. Rozprawa spetnia réwniez warunki prawne, zgodnie z Ustawa
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r,
z poZniejszymi zmianami.

Z petnym przekonaniem wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego o dopuszczenie Pani mgr Pauliny Ktos-Wojtczak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczeénie, biorgc pod uwage istotno$é przeprowadzonych badari sktadam wniosek o wyrdznienie

0. fdoluews

tédz, 7 stycznia 2019 r. dr hab. n. med. Anna Walczewska, prof. nadzw.

recenzowanej rozprawy doktorskiej.
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