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OCENA

rozprawy doktorskiej Pani magister Pauliny Ktos-Wojtczak pt.
»CHARAKTERYSTKA RYTMU THETA REJESTROWANEGO Z OBSZARU TYLNEGO
PODWZGORZA U ANESTETYZOWANEGO SZCZURA”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska poswiecona zostata badaniu rytmu theta,
podstawowej i bardzo waznej fizjologicznie neuronalnej aktywnosci mézgowia. Warto$¢ dysertacji
podnosi fakt, iz badania zostaty wykonane w ramach projektu badawczego finansowanego przez
NCN. Ponadto nalezy podkresli¢, ze wiekszo$¢ przedstawionych w dysertacji wynikéw zostata juz
opublikowana w 3 oryginalnych pracach, ktére ukazaty sie w czasopismach o wysokim impact
factor: Hippocampus, European Journal of Neuroscience i Brain Research, w ktérych Pani mgr
Ktos-Wojtczak jest wspétautorem. A zatem, zaréwno sama tematyka badan, jak tez ich wyniki w
postaci opublikowanych prac, przeszly przez ,geste sito” ocen i recenzji specjalistow i uzyskaty
pozytywng ocene. To bardzo utatwia recenzujgcemu ocene catego doktoratu.

Temat badawczy Pani mgr Pauliny Ktos-Wojtczak, doskonale wpisuje sie w tematyke badan
prowadzonych od lat z duzym sukcesem przez prof. dr hab. Jana Konopackiego, promotora
dysertacji, jak rowniez dr hab. Renate Bocian, promotora pomocniczego. Rytm theta jest jednym
z najlepiej zsynchronizowanych wzorcéow elektroencefalograficznych (EEG) rejestrowanych w
moézgach ssakéw. Rola rytmu theta, ktéry jest swoistym wskaznikiem proceséw nerwowych
zachodzacych w sieciach neuronalnych o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN) nie zostata
dotad do korca wyjasniona. Dotychczasowe badania wskazujg na istotne powigzanie tego rytmu
z takimi procesami jak: nawigacja przestrzenna, dfugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP),
pamie¢ operacyjna, sen REM, rozpoznawanie stéw czy integracja funkcji czuciowo-ruchowych.
Wystepowanie rytmu theta w pewnych stanach patologicznych o$rodkowego uktadu nerwowego
u ludzi uzasadnia sens badan tego wzorca aktywnosci EEG. Gro zrealizowanych do tej pory



badan dotyczy hipokampalnego rytmu theta, Autorka podjeta sie natomiast badan dotyczacych
charakterystyki tylno-podwzgérzowego rytmu theta, ktéry jest duzo stabiej poznany.

Uktad pracy jest typowy dla prac doswiadczalnych. Zawiera 124 strony podzielone na 7
rozdziatow: 1. Wstep, 2. Cele, 3. Materiaty i Metody, 4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Whnioski, 7.
Bibliografia. Kazdy z rozdziatéw uzupetniony jest szczegétowymi podrozdziatami. Praca zawiera
takze streszczenie: po polsku i angielsku, oraz alfabetyczny wykaz stosowanych skrotow.
Cytowana literatura jest bogata liczbowo (259 pozyciji!), co dowodzi dogtebnej analizy badanego
tematu przez doktorantke.

We wstepie rozprawy doktorantka bardzo czytelnie i jasno przedstawia problem badawczy,
zwracajgc szczegolng uwage na te elementy, ktére staty sie podstawg do sformutowania celéw
pracy, uwzgledniajgc prace macierzystej Katedry. Autorka przedstawia charakterystyke rytmu
theta, opisuje jego parametry elektrofizjologicznie, poréwnuje jego znaczenie fizjologicznie u
cztowieka i kilku gatunkéw zwierzat. Wskazuje takze, na dwa jego typy u gryzoni, zwracajgc
szczegllng uwage na typ |l (obserwowany w stanie znieruchomienia zwierzecia), ktory jest
przedmiotem badan doktorantki. Opisuje udziat neuroprzekaznikéw, ktére sg zaangazowane w
jego generowanie i modulacje. Niezwykle wazny, z punktu widzenia podjetych badan, jest opis
organizacji wstepujgcego uktadu synchronizujgcego rytm theta. Zrédto tego niespecyficznego
uktadu mézgowia lezy w pniu moézgu, a tworzg go takze badane przez doktorantke jadra tylnego
podwzgoérza. W dalszej czesci wstepu, doktorantka opisuje i klasyfikuje, poznane do tej pory
neurony, biorgce udziat w generowaniu rytmu theta. Ponadto opisuje budowe potaczen
szczelinowych i przedstawia dowody modulacji aktywnosci theta przez synapsy elektryczne.
Ostatni rozdziat dotyczacy tylnego podwzgérza jako niezaleznej struktury generujgcej rytm theta,
w logiczny sposéb prowadzi do kolejnej czesci rozprawy czyli celu podjetych przez doktorantke
badan.

Szczegoétowe cele dysertacji, autorka zamkneta w 3 kolejnych, dobrze przemyslanych i
logicznie zaplanowanych etapach. Pierwszy, ktéry implikuje kolejne, to opracowanie modelu
doswiadczalnego in vivo umozliwiajacego rejestracje rytmu theta z obszaru tylnego podwzgérza
(obejmujacego jadro tylnego podwzgérza oraz jadro nadsuteczkowate) u anestetyzowanych
szczurow. Nastepny etap to charakterystyka neuronéw theta-zaleznych w obszarze tylnego
podwzgérza na wczesniej opracowanym modelu. Kolejny, ostatni etap badan miat na celu
sprawdzenie udziatu potgczen szczelinowych w generowaniu rytmu theta.

Metodyka przeprowadzonych badan, nie budzi zastrzezen. Byty to badania prowadzone in
vivo. W badaniach elektrofizjologicznych dotyczgcych aktywnos$ci oscylacyjnej powszechnie
stosuje si¢ metody in vitro, ze wzgledu na chociazby stosunkowo tatwg kontrole warunkow
Srodowiska zewnatrzkomoérkowego. Jednak powaznym ograniczeniem tego typu dos$wiadczen
jest badanie proceséw w strukturach pozbawionych impulsacji dochodzacych z innych obszaréw
moézgowia, ktére majg decydujgce znaczenie dla ostatecznego stanu czynno$ciowego badanej
struktury. A zatem badania in vivo pozwalajg na zweryfikowanie oraz uzupetnienie wiedzy

pozyskanej z badan prowadzonych w warunkach pozaustrojowych. Wybér modelu czyli szczur
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poddany anestezji uretanowej jest réwniez jak najbardziej adekwatny. Jest to jedyny model
doswiadczalny umozliwiajgcy rejestracje aktywnosci theta typu Il. Stosowanie anestezji
uretanowej pozwala regulowaé gteboko$¢ snu zwierzat i utrzymywaé go na poziomie
umozliwiajgcym naprzemienne rejestrowanie w zapisie EEG rytmu theta i aktywnosci
zdesynchronizowanej (LIA). W badaniach prowadzonych na szczurach poddanych narkozie
uretanowej doktorantka testowata wptyw podawanych domézgowo substancji modulujgcych rytm
theta.

Jedyna moja uwaga do tej czesci pracy dotyczy braku informacji o wieku badanych zwierzat
w | etapie badan, a okazuje sie, ze wiek jest bardzo wazng zmienng determinujgca
charakterystyke rytmu theta, co byto réwniez przedmiotem recenzowanej pracy i zostato opisane
w czesci wynikowej rozprawy.

Autorka wyniki swojej pracy przedstawia bardzo jasno, konsekwentnie do podjetych zadan
badawczych. Ich wizualizacja w postaci oryginalnych przebiegéw rejestrowanej aktywnosci
neuronalnej, histograméw analizy FFT, a takze zbiorczych tabel i schematéw lokalizacji
rejestrowanych komoérek, dodatkowo sprawiajg, ze sg one bardzo czytelne. Jedynie zbyt mate sg
wykresy prezentujgce wyniki analizy FFT, a przez to zupetnie nieczytelne sg skale na osiach X i
£

Dobrze przemyslane, logicznie zaplanowane badania, a takze ich konsekwentna i
precyzyjna realizacja, przyniosty spodziewane efekty. Doktorantka podjeta sie opracowania
modelu eksperymentalnego, w ktérym mozna wywotaé rytm theta w tylnym podwzgoérzu testujac
rézne dawki zwigzkéw farmakologicznych (karbacholu, karbenoksolonu i kwasu kainowego).
Badania wykazaty, ze wszystkie te zwigzki sg zdolne do wywotania aktywnos$ci theta, jednak
okazato sie, ze karbachol (agonista cholinergiczny) jest najbardziej efektywnym zwigzkiem
farmakologicznym w generowaniu rytmu theta w podwzgérzu. Autorka okresdlita stezenie tej
substancji konieczne dla wywotania optymalnego efektu, i to stezenie stosowata w kolejnych
etapach badan. Ponadto stwierdzita, ze wiek zwierzat jest waznym czynnikiem determinujgcym
efektywno$¢ opracowanej metody.

W kolejnym cyklu badan doktorantka wykazata obecno$¢ w podwzgorzu komorek,
ktorych aktywnos¢ jest powigzana z rytmem theta. Stwierdzita obecno$¢ neuronéw theta-ON i
theta-OFF tonicznych, jak réwniez neuronéw bramkujgcych typu B, ktére wytadowujg jedynie w
okresie, ktéry poprzedza moment pojawienia sie w zapisie epizodu theta. Neurony bramkujgce
odpowiadajg prawdopodobnie za programowanie rytmu theta w podwzgérzu wyznaczajgc czas
trwania poszczegélnych epizodéw oraz przerw pomiedzy nimi, a zatem zarejestrowanie przez
doktorantke nowego typu neuronéw bramkujgcych typu D, ktére wykazujg wzmozong aktywnos$c¢
na poczatku kazdego epizodu rytmu theta jest szczegolinie istotne. Autorka stwierdzita, ze ta pula
neuronéw wykazywata cyt. ,wzorzec wytadowan dotychczas nieopisany”. Kolejna pula neuronéw,
ktore po raz pierwszy mgr Ktos-Wojtczak zarejestrowata w warunkach in vivo to komoérki opisane
przez autorke jako ,komorki czasowe”. Zacytuje ,Ponadto wyizolowano i zarejestrowano

nieopisany dotychczas wzorzec aktywnosci komérkowej okreslonej jako “komérki czasowe” (ang.
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,timing cell’)”. To jest niewatpliwe osiggniecie i istotny nowy wktad autorki w badania rytmu theta.
Jednak tutaj prosze o wyjasnienie czy ,nieopisany wzorzec” odnosi sie do podwzgorza ? czy tez
taki rodzaj komorek nie zostat stwierdzony w zadnym innym obszarze mézgowia ?

W ostatnim etapie badan, autorka zastosowata zwigzki chemiczne (tzw. blokery i
,Lotwieracze”) zmieniajgce wtasciwosci elektrofizjologiczne synaps elektrycznych, ktére jak sie
wydaje majg ogromne znaczenie dla generowania aktywnosci typu theta. Cechg
charakterystyczng blokeréw jest znoszenie lub ostabianie transmisji elektrycznej, natomiast
,otwieraczy” usprawnienie przekaznictwa elektrycznego poprzez zwiekszenie liczby synaps
elektrycznych aktywnie uczestniczgcych w przekazywaniu pobudzenia miedzy sgsiadujgcymi
neuronami. Doktorantka stwierdzita, ze blokowanie, jak i aktywacja potgczen szczelinowych nie
miaty znaczacego wpltywu na generowanie aktywnosci theta w badanej strukturze.
Trimetyloamina tzw. ,otwieracz” synaps elektrycznych pozostata bez wptywu na aktywnos$¢ w
pasmie theta. Natomiast karbenoksolon - bloker synaps elektrycznych podany do podwzgérza
spowodowat wzrost mocy i amplitudy rytmu theta. Doktorantka sugeruje, ze pobudzajgcy efekt
iniekcji karbenoksolonu na tylnopodwzgérzowa aktywnos$¢ theta nalezy wigzaé z odziatywaniem
podanego zwigzku na receptory mineralokortykoidowe (MR), bowiem karbenoksolon jest ich
agonista, z kolei blokada tych receptoréw za pomocg ich antagonisty - spironolaktonu - znosita
obserwowany efekt.

W  dyskusiji poswiecono duzo miejsca potencjalnej roli receptoréow
mineralokortykoidowych w aktywnosci theta. Dyskutujac te cze$¢ wynikéw, doktorantka pisze:
.lakie objawy ze strony autonomicznego ukfadu nerwowego wskazujg na wiasciwosci
karbenoksolonu do blokowania 11-B-HSD, a co za tym idzie aktywacji MR, i wywotania efektu

pobudzajgcego. Mechanizm ten zostat réwniez potwierdzony w niniejszej rozprawie”. Jednak

przeprowadzone badania z zastosowaniem agonistéw i antagonistéw receptorow MR maja
jedynie charakter posredni, nie badano zmian w gestosci czy aktywnosci receptorow MR w
podwzgérzu, ani aktywnosci enzymu 11-8-HSD, zaangazowanego w przemiany metaboliczne
kortykosteronu. Uwazam, ze powyzsze stwierdzenie jest na wyrost; to zdanie powinno by¢
napisane w trybie przypuszczajgcym, tak jak zostato to sformutowane we wnioskach:
,Pobudzajacy efekt dziatania karbenoksolonu na tylno-podwzgoérzowa oscylacje theta moze byé
indukowany za posrednictwem receptorow mineralokortykoidowych”. Nie mniej jednak rola
receptor6w mineralokortykoidowych w modulowaniu rytmu theta jest bardzo interesujgca. W
mozgowiu ligandem dla receptorow mineralokortykoidowych (MR) jest kortykosteron. Jezeli sg
one zaangazowane w regulacje rytmu theta to zmiany poziomu kortykosteronu powinny mie¢
wplyw na wystepowanie czy charakterystyke tego rytmu. Czy wiadomo co$ na ten temat ? Jezeli
tak jest to pojawia sie kolejne pytanie o udziat w regulacji rytmu theta receptorow
glikokortykoidowych (GR), dla ktérych kortykosteron jest takze ligandem. Oba typy receptorow
maja rézne powinowactwo do kortykosteronu, przy niskich stezeniach aktywowane sg receptory

MR, a przy wysokich - GR, ponadto rézne sg konsekwencje aktywacji jednych i drugich



receptorow. Nie byt to oczywiscie przedmiot badan w tej pracy, ale jestem ciekawa komentarza
Autorki w tej sprawie.

Dyskusja Swiadczy o duzej wnikliwosci doktorantki. Pani mgr Ktos-Wojtczak dowiodta, ze
doskonale porusza sie w zagadnieniach zwigzanych z tematem dysertacji i w tej cze$ci pracy
elegancko argumentuje w jaki sposob jej badania wpisujg sie w opracowanie charakterystyki
podwzgorzowego rytmu theta. Zakonczenie dysertacji to dobry i dopuszczalny moment, w ktérym
mozna podzieli¢ sie swoimi przemysleniami i pomystami dotyczacymi znaczenia zrealizowanych
badan i ich potencjalnego wykorzystania w klinice. Tego mi w pracy zabraktfo, stad chciatabym
aby doktorantka przedstawita swoéj punkt widzenia w tej sprawie.

Podsumowaniem pracy mgr Klos-Wojtczak jest 6 jasno przedstawionych
wnioskow, uzasadnionych uzyskanymi wynikami, ktére potwierdzajg zrealizowanie
postawionych celow badawczych. Doktorantka wykazata, ze karbachol ze wzgledu na
najdtuzszy czas dziatania oraz brak poczatkowych efektéw epileptogennych jest optymalnym
zwigzkiem farmakologicznym indukujgcym pojawienie sie rytmu theta w obszarze tylnego
podwzgoérza i taki model in vivo wydaje sie najodpowiedniejszy do dtugotrwatych rejestraciji
aktywnosci komérek theta-zaleznych w podwzgérzu. Kolejny wazny wniosek jest taki, ze w
podwzgérzu istnieje populacja neuronéw zaangazowanych w wyzwalanie i modulacje rytmu
theta: komorki theta-zalezne toniczne oraz kilka rodzajow komérek bramkujgcych. Po raz
pierwszy opisano nowy wzorzec komoérkowej aktywnosci nazwanej ,komérkami czasowymi”,
ktéore moga bra¢ udziat w utatwianiu synchronizacji komérek tonicznych w obszarze tylnego
podwzgérza. Dowiedziono, ze potgczenia szczelinowe nie biorg udziatu w powstawaniu rytmu
theta w obszarze tylnego podwzgoérza, a wzrost niektérych parametréw tylnopodwzgoérzowego
rytmu theta po iniekcji karbenoksolonu — blokera potaczen szczelinowych, moze by¢ zwigzany z
odziatywaniem tego zwigzku na receptory mineralokortykoidowe.

Czytajac prace znalaztam kilka literowek czy skrétow myslowych, na ktére z obowigzku
recenzenta musze zwroci¢ uwage. Przytocze kilka przyktadow:

- stowo ,anestetyzowanych”, w wielu miejscach pracy napisano ,anastetyzowanych, (nawet w
tytule dysertacji !) lub

- ,dohipokamplane” zamiast dohipokampalne.

- Str. 10 ,rejestracji theta” powinno by¢ ,rejestracji rytmu theta”

- Str. 45 ,rytm theta obserwowany w tylnym podwzgérzu miat nizszg czestotliwoscia”, powinno
by¢ ,czestotliwos¢”

- Str. 50 ,Akwizycja danych aktywnosci polowej hipokampa byta mozliwa dzieki uzyciu programu
komputerowego Spike 2 (Cambridge Electronic Design Ltd., Anglia)”. Powinno by¢ ,podwzgérza”
Jezeli chodzi o skréty myslowe to na jeden chciatam zwréci¢ uwage.

Np. na str. 7 w streszczeniu napisano:

Jrejestracje lokalnych neuronéw zwigzanych z rytmem theta obserwowanym w obszarze tylnego

podwzgoérza” to zdanie powinno brzmie¢ ,rejestracje aktywnosci lokalnych neuronow



zwigzanych z rytmem theta obserwowanym w obszarze tylnego podwzgoérza”. Wszak prowadzi
sie rejestracje jakiegos parametru. Ten skrét myslowy pojawia sie w wielu innych miejscach, np.
Jrejestracji populacji neuronéw”, ,rejestracjia 381 neuronéw”, ,rejestracja komoérek theta-
zaleznych”, ,zewnatrzkomoérkowa rejestracja pojedynczych neuronéw”.

Chociaz trzeba nadmieni¢, ze w wielu miejscach sformutowania sg poprawne, jak np. rejestracja
aktywnosci komorek, rejestracja rytmu theta itd.

| jeszcze jedna niescisto$¢, ktoéra pojawia sie w pracy.

Na str. 45 czytamy: , Charakterystyka neuronéw theta-zaleznych rejestrowanych z obszaru
tylnego podwzgérza oraz jadra nadsuteczkowatego u uretanizowanych szczuréw” i podobnie na
str. 54 ,Ocena wplywu farmakologicznego modulowania potgczen szczelinowych w obszarze
tylnego podwzgoérza oraz jadra nadsuteczkowatego na lokalng aktywno$¢ w pasmie theta”

Taki zapis sugeruje, ze jadro nadsuteczkowate nie nalezy do obszaru tylnego podwzgoérza, a
oczywiscie nalezy, o czym zresztg Autorka pisze w wielu miejscach dysertacji.

Wiekszo$¢ tych btedéw nie ma istotnego znaczenia, a z catg pewnoscig nie wptywajg na mojg
bardzo wysokg ocene czesSci merytorycznej dysertacji. Nie mniej jednak, warto aby mtodzi
naukowcy z wiekszg uwagg podchodzili do takich wydawa¢ by sie mogto ,detali”, poniewaz
starannoS¢ w pisaniu pracy naukowej tworzy pewien wizerunek autora, ale co wazniejsze
czasami taka nazwijmy to ,nieuwaga” moze prowadzi¢ do niezamierzonych btedow
merytorycznych.

W podsumowaniu chciatabym wyraznie podkresli¢, ze mgr Paulina KLOS-WOJTCZAK
wynikami swojej pracy zrealizowata zamierzone cele. Byto to mozliwe dzieki dobrze
zaplanowanym badaniom, a takze ich konsekwentnej realizacji z wykorzystaniem technik
elektrofizjologii in vivo w potgczeniu z farmakologig. Wykazata zdolno$¢ badanej struktury
moézgowia do generowania rytmu theta. Po raz pierwszy okres$lita nowe rodzaje komérek w
tylnym podwzg6rzu zwigzanych z aktywnoscig theta. A zatem przedstawione wyniki w istotny
sposOb uzupetniajg istniejgcg wiedze wnoszac zupetnie nowe elementy w zrozumienie
mechanizmu generowania rytmu theta w mézgowiu szczura.

Konkludujac, uwazam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13
ust. z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) i zwracam sie do Rady Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lédzkiego o dopuszczenie Pani mgr Pauliny
KLOS-WOJTCZAK do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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