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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Szymariskiej pt. ,Udziaf receptoréw glutaminianergicznych i
kortykosteroidowych w generowaniu rytmu theta w obszarze tylnego podwzgdrza”

Badania nad funkcjonowaniem osrodkowego uktadu nerwowego odbywaty sie w zasadzie od samego
poczgtku na wielu réznych poziomach. Niezwykle fascynujace byto odkrycie wtasciwosci
elektrycznych pojedynczych neuronéw kontekscie np. ich pobudliwosci czy mechanizmu komunikacji
migdzy komoérkami nerwowymi za posrednictwem transmisji synaptycznej. Odkryciom tym
towarzyszyty obserwacje, ze funkcjonowanie neurondéw przektada sie na aktywnos¢ sieci
neuronalnych, ktéra jest czytelna dla eksperymentatora przy pomocy klasycznych technik takich jak
np. EEG. Jedng z pierwszych obserwacji byto opisanie rytmicznej aktywnosci tkanki mézgowej.
Zrozumienie relacji pomigdzy aktywnoscig pojedynczych neuronow a zdolnoscia do generacji przez
sieci neuronalne okreslonych rytméw pozostaje wielkim wyzwaniem w neurobiologii. Wyzwanie to
nabiera szczegdlnego znaczenia gdy zaczeto sobie uswiadamiac, ze procesy kognitywne takie jak
kodowanie czy odczytywanie sladéw pamieciowych realizowane sg przez duze sieci neuronalne gdzie
zapisywane sg lub modyfikowane tzw. engramy bedace fizyczng reprezentacja pamieci. Engramy
bywajg "rozsiane” na duzych obszarach mézgowia obejmujacych rézne jego elementy, ktérym
przypisywane sg rozne funkcje. Jednym z przefomowych odkry¢ byto dostrzezenie korelacji pomiedzy
procesami kognitywnymi, w tym formowania i odczytywania pamieci, a pojawianiem sie rytmoéw
mozgowych. W rzeczy samej, odczytywanie i modyfikowanie rozlegtych engraméw lub zespajanie
informacji zwigzanych z réznymi modalnosciami, analizowanymi przez rézne osrodki w mézgu, w
jeden percept nie bytoby mozliwe bez generacji aktywnosci oscylacyjnych w rozlegtych sieciach
neuronalnych. Majac to na uwadze, niezwykle wazne staty sie dwa aspekty badan: jak poszczegéine
rytmy mozgowe korelujg z poszczegdlnymi funkcjami mézgu oraz jakie s3 mechanizmy generacji tych
rytmow na poziomie lokalnych i globalnych sieci neuronalnych.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska wpisuje sie zatem w niezwykle wazka tematyke
badawczg. Charakteryzowane sg rytmy theta na poziomie sygnatéw polowych jak réwniez
wtasciwosci neuronéw wchodzacych w skfad sieci neuronalnej generujgcej ten rytm. Co godne
szczegolnej uwagi, rozprawa dotyczy generacji rytméw theta nie w obszarach mézgowia w sposéb
oczywisty zaangazowanych w funkcje kognitywne (jak np. kora i hipokamp) ale w podwzgérzu, ktére
petni szczegdlng role w regulacji proceséw fizjologicznych kontrolujgcych homeostaze organizmu. W
tym aspekcie temat rozprawy jest nowatorski i poznawczo bardzo ciekawy. Doktorantka podjeta sie
scharakteryzowania rytmoéw theta wywotanych stymulacja glutaminianergiczng stosujac réine typy
agonistow: kainian, AMPA i NMDA. Badania te poszerzono o zbadanie wptywu aktywacji receptoréw
kortykosteroidowych na obserwowane rytmy theta. Jest to ciekawe zagadnienie, ubogacajace tg
rozprawg, albowiem receptory kortykosteroidowe petnig wazne funkcje zwigzane z aktywacja osi
podwzgorze-przysadka-nadnercza.

Wstep opisuje w dosc zwigzty sposob szereg zagadnieri dotyczgcych tematu rozprawy rozpoczynajac
od krotkiego rysu historycznego i od wymienienia obserwowanych w mézgu oscylacji. Warto dodac,
ze klasyfikacja ta nie koriczy sie na rytmach gamma - s3 jeszcze na przyktad wysokoczestotliwoéciowe
tzw. wytadowania fali ciggtej (sharp wave ripple), ktére stuzg do transferu informacji o aktywnoséci w
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hipokampie do kary mézgowe]. Bardzo przydatny jest podrozdziat o wstepujacym uktadzie
synchronizujagcym, w ktérym wskazano poszczegdlne obszary mézgowia zaangaZzowane w generacje
rytmu theta. W zwigzku z tym, e najwiece]j informacji o rytmie theta zostata uzyskana na badaniach
formacji hipokamplane] wydaje mi sie, ze podrozdziat ,rytm theta w hipokampie” mozna byto nieco
rozbudowaé omawiajac troche szerzej role tego rytmu w procesach kognitywnych oraz udziat
poszczegdlnych typdw neurondw pobudzajacych i hamujgcych w generacji tego rytmu. W
szczegbinosci, o roli hamowania GABAergicznego w generacji rytmow theta (i innych) dowiedzieliémy
sie w ostatnich dwdch dziesiecioleciach naprawde hardzo duze, pozwalajgc na ugruntowanie
pogladu, ze to wtasnie hamowanie GABAergiczne petni kluczowg role w generacji rytméw
modzgowych i w ksztattowaniu rdznych proceséw kognitywnych, regulowanych przez te rytmy. Mam
jednak swiadomosé, e pisze tg uwage z pozycji neurobiologa, ktéry wiekszodé swojego naukowego
zycia podwiecit wtasnie hamowaniu GABAergicznemu. Komérkom zwigzanym z generacjg rytmu theta
Doktorantka poswieca zresztg czes$¢ wstepu chot faktycznie niemal nie nawigzuje do hamowania
GABAergicznego. Najobszerniejszg czes¢ wstepu dotyczacy réznych aspektédw generacji rytmu theta
w obszarze tylnego podwzgdrza oceniam wysoko — znajdujg sie tam niezbedne informacje dotyczace
samego tematu rozprawy jak rowniez szeroki kontekst dotyczacy tego tematu. W szczegdlnosci, dosc
szczegdtowo zostato omodwione zagadnienie obszaru tylnego podwazgérza jako niezaleznego
generatora rytmu theta, co otwarlo droge do badan zaprezentowanych w oceniane] rozprawie.
Odnoénie wstepu mam jeszcze uwage dotyczaca braku omodwienia w tym rozdziale kwestii roli
receptordw kartykosteroidowych w mézgu ze szczegdlnym uwzglednieniem ich obecnosci i funkeji w
podwzgorzu. Brak tych informacji sprawia, Ze czytelnik przystepuje do lektury podrozdziatu 4.3 o
wptywie pobudzenia receptoréw kortykosteroidowych na rytm theta bez ocdpowiedniego
wprowadzenia i uzasadnienia celowosci podjecia tych badan. Podrozdziat ten zostat umieszczony
natomiast w dyskusji cho¢ zawierat on w niewielkim stopniu typowe dia Dyskusji oméwienie
wiasnych wynikow na tle informacji literaturowych. To przestawienie tego podrozdziatu stanowi dosé
istotny btad edytorski. Cele pracy zostaly zaprezentowane bardzo klarownie a ich podziat jest
pomocny w dalszej lekturze rozprawy.

Metodologia badar przedstawiona w rozdziale ,,Materialy i Metody” zostata opisana w sposdb
bardzo klarowny i generalnie nie mam tutaj zastrzezen a co najwyiej kilka pytan. W szczegdélnosci
metoda pomiardw elektrofizjologicznych potencjatow zewnatrzkomérkowych byta stosowana przez
todzka grupe badawczg od bardzo dlugiego czasu i stanowi kanon tej klasycznej techniki, Na str, 48
mowa jest o perfuzji ,zwigzkami farmaceutycznymi” co stanowi oczywiste przejezyczenie. Odnosnie
filtrowania sygnalu rejestrowanego z pojedynczych neuronéw mowa jest o filtrze
gornoprzepustowym o czestotliwosci odciecia 300 kHz a podejrzewam, ze rzeczywista wartos¢
czestotliwosci odciecia to albo 300 albo 3000 Hz. Filtrowanie z czestotliwoscig odciecia duzo wieksza
niz czestotliwos$¢ prébkowania byfaby niecelowa. Bardzo klarowne jest zaprezentowanie w tym
rozdziale protokotow doswiadczalnych i grup badawczych, ktdre powigzano z celami badawczymi
opisanymi uprzednio. Mam kilka pytan odnosnie stezen poszczegélnych czynnikéw zastosowanych w
doswiadczeniach i zaprezentowanych w tabeli 1 na str. 45. Podane w tej tabeli stezenia wydaja mi sie
bardzo wysokie. Przyktadowo, stezenie 20 pM NMDA podane na krotki okres czasu {minuty) indukuje
zjawiska plastyczne zmieniajgce funkcje synaps. Spotkatem sie z doniesieniami, ze powyzej 100 uM
NMDA moze by¢ toksyczne dla neurondw. Podobnie, spotykane w literaturze stezenia dla
pozostatych czynnikdw wymienionych w tabeli 1 s3 zazwyczaj duzo nizsze. 100 pM AMPA to stezenie
quasi wysycajace. Jakimi przestankami kierowata sie Doktorantka wybierajac takie stezenia w swoich
dos$wiadczeniach ? Czy podczas rejestracji np. w obecnosci roztworu zawierajagcego NMDA
obserwowano jakies zmiany mogace $wiadczy¢ o zjawiskach plastycznych lub o toksycznosci ?
Pytania te wydaja sie zasadne w szczegdlnosci dlatego, Zze preparaty sg perfundowane roztworami
zawierajacymi ww. czynniki w wymienionych w tabeli 1 stezeniach przez dtugi okres czasu, wiec
wokét neurondw takich wiasnie stezen nalezy sie spodziewad. Przez jak dtugi okres czasu trwata
perfuzja okreslonego skrawka mézgowego podczas jednego dodwiadczenia ? Na str. 59 mowa jest o
~Przynajmniej 30 min” obecnosci oscylacji — czy obserwacje byty prowadzone duzo diuzej ? A propos



stezeh mam jeszcze pytanie zwigzane ze stezeniem kainianu: w tabeli 1 mowa jest o stezeniu 2 uM,
ale na ryc. 7 przyktadowe wyniki sa prezentowane dla stezenia 3 pM.

W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka przedstawia w sposdéb systematyczny i kiarowny rezultaty swoich
badar uzyskanych wedtug opisywanego w poprzednich rozdziatach schematu. Waine informacje
dajgce ogoiny oglad otrzymanych wynikéw zostaly podsumowane w tabeli 2 na str. 57. Jak wynika z
tej tabeli wywotanie rytmu theta powiodto sig przy aplikacji wszystkich agonistéw receptora
glutaminianu za wyjatkiem AMPA oraz, ze kortykosteron wzmacnia ten rytm {gdy jest wywotany
przez kainian). Obserwowane rytmy theta byly charakteryzowane pod katem czestotliwosci,
amplitudy i mocy dominujgcego pasma. W tabeli 3 przedstawiono wartosci liczbowe dla kainianu i
NMDA. Dla wiekszej informatywnosci mozna byto zaznaczy¢ np. gwiazdkami, ktére z przedstawionych
parametrow byly istotnie rézne. Nie ma to jednak wiekszego znaczenia gdyz tej statystyce
poswiecono kolejny rozdziat i jej wyniki przedstawiono na ryc. 10. W dalszej kolejnosci
zaprezentowano wyniki dotyczace aktywnosci elektrofizjologicznej pojedynczych neurondw. Atutem
tych pomiaréw jest dostarczenie jednoczesnej informacji dotyczacej potencjatu polowego i
zewnatrzkomérkowej aktywnosci pochodzacej od pojedynczych neurondw. Do opisu periodycznosci
aktywnosci pojedynczych neurondw zastosowano analize autokorelac]i i korelacji wzajemne;j
(krzyzowej). Dodatkowo dokonanc podsumowania cdnosnie liczby poszczegélnych typdw neurondw
(NR, n. chronometryczne, n. theta-on fazowe) dla preparatéw, w ktérych rytmy theta wzbudzano
kainianem lub NMDA. Wyniki te sa interesujace, ich rejestracja i analiza zostaty wykonane starannie i
wnoszg nowe informacje dotyczgce neurcnéw biorgcych udziat w generacji rytmu theta w tyinym
obszarze podwzgorza. Niezwykle interesujace bytoby rozwiniecie tych badan w kierunku identyfikacji
neurondw NR, n. chronometryczne, n. theta-on fazowe pod katem typdw komdrek nerwowych: czy
3 to okreélonego typu neurony glutaminianergiczne lub GABAergiczne i jakiego podtypu ? Moze
Doktorantka ma tutaj juz jakies informacje lub hipotezy dotyczace petniejszego okresdlenia tozsamosci
wspomnianych neuronéw ? Ciekawym uzupetnieniem zaprezentowanych w rozprawie wynikow jest
przedstawienie rezultatow doswiadczen, w ktdrych stwierdzono wzmocnienie rytméw theta
wywotanych kainianem poprzez podanie kaortykosteronu. Stwierdzono, ze kortykosteron istotnie
wzmachia te oscylacje zwiekszajgc ich amplitude i moc jednakze nie majac wptywu na ich
czestotliwose.

Ostatnim rozdziatem rozprawy jest obszerna dyskusja. Na poczatku Doktorantka dokonuje
podsumowania dla kazdego z celéw rozprawy komentujgc efekty przeprowadzonych badan. Ocena
ta, zgadzam sie tutaj z Doktorantka, wypada jak najbardziej pozytywnie. Uzyskano interesujace
pozytywne wyniki bedace jednoczesnie pozytywna weryfikacja postawionych hipotez. Wydaje sie, ze
najwazniejszym wnioskiem wyptywajacym z realizacji postawionych celdw bylo stwierdzenie, ze
agonisci receptordw glutaminianu {poza AMPA) stanowig bodziec wywoltujacy rytmy thetaw
ohszarze tylnego podwzgdrza. Co wiecej, oscylacjom tym towarzyszy aktywnosé neuronalna w
rdznych typach neuronow, ktére Doktorantka zakwalifikowata, jak juz wspomniatem, jako n. NR, n.
chronometryczne, n. theta-on fazowe. Jest to wynik interesujacy gdyz receptory glutaminianu dos¢
licznie wystepujg w tej formacji. Na str. 81 w zdaniu dotyczacym tej informacji stwierdzono, ze
receptory te sg ,sporadycznie rozmieszczone w szczurzym podwzgérzu”, co wymaga redaktorskie]
korekty. Obserwacja, ze NMDA jest czynnikiem wzbudzajgcym rytmy theta a AMPA nie, jest
jednoczesnie interesujace i intrygujgce. Klasyczny poglad na wzbudzenie synapsy
glutaminianergicznej jest taki, ze to wlasnie aktywacja receptoréw AMPA jest czynnikiem
aktywujgcym receptory NMDA poprzez uwolnienie tych ostatnich od bloku magnezowego dzieki
lokalnej depolaryzacji. Choc¢ przedstawione w rozprawie wyniki nie pozwalajg na jednoznaczne
wskazanie mechanizmu wzbudzania rytméw theta przez kainian i NMDA to jednak bardzo bytibym
ciekaw jakie Doktorantka ma przemyslenia dotyczace roli receptordw glutaminianu w tym procesie i
w szczegodlinosci skad sie bierze ta jakosciowa roznica w roli receptorow AMPA | NMDA. Dyskusja
zawiera bardzo wiele interesujgcych i wazkich z punktu widzenia podjetego tematu informacji.
Bardzo ciekawe jest pordwnanie rytmow theta w podwzgérzu i hipokampie. Intrygujgce jest to, ze
pomimo tego, Ze rytm theta ma w podwzgdrzu sporo mniejsza amplitude niz w hipokampie to jednak
jest tam autonomicznie generowany. Istotne jest tez zwrocenie uwagi na to, ze udziat procentowy



zidentyfikowanych neuronéw w hipokampie (po aktywacji cholinergicznej) jest inny niz opisany w
ocenianej rozprawie po aktywacji glutaminianergicznej. Na uwage zastuguje tez krytycyzm
Doktorantki z jakim podchodzi do wtasnych wynikéw. W szczegblnoéci, ma $wiadomosé, ze trudno
bezkrytycznie ekstrapolowa¢ wyniki badan otrzymanych na odnerwionych skrawkach do badan np. in
vivo. Temu aspektowi Autorka poswieca wiele uwagi zaréwno we wstepie, gdzie omawia rézne
modele eksperymentalne jak i oczywiscie w dyskusji. Jak juz wspomniatem, do$¢ istotnym
mankamentem natury redaktorskiej jest umieszczenie w dyskusji podrozdziatu 5.3. majacego
dotyczy¢ ,,Modulacji glutaminianergicznego rytmu theta w PHa poprzez pobudzenie receptoréw
kortykosteroidowych” a faktycznie bedacego w wiekszosci ogdlnym wstepem o receptorach
kortykosteroidowych, ktéry moim zdaniem powinien znalez¢ sie we wstepie. Na str. 96 znajduje sie
informacja o wynikach doswiadczen z kortykosteronem (Bocian i wsp. 2016a), ktdre stanowia
przestanke do podjecia badar w ocenianej rozprawie i jako takie powinny sie tez znalezé we wstepie.
Ponadto, na str. 96-97 sg przytoczone informacje bedace bardziej podsumowaniem otrzymanych
wynikoéw niz ich dyskusja. Jak juz wspomniano, ta cze$¢ rozdziatu pt. ,Dyskusja” zawiera tylko
niewielka czes¢ faktycznej dyskusji otrzymanych wynikow.

Rozprawa jest napisana starannie i poprawnie pod katem jezykowym. Pojawiajg sie drobne btedy
edytorskie, kilka z nich zasygnalizowatem, ale generalnie jest ich tak mato, ze uznatem iz nie warto ich
wymienia¢ i omawiaé w tej recenz;ji.

Podsumowuijac, przekazang mi do recenzji rozprawe oceniam wysoko. Opisano szereg oryginalnych i
wartosciowych wynikéw badan, ktére rzucaja nowe $wiatto na zagadnienie generacji rytméw theta w
obszarze tylnego podwzgérza. Metodologia badan jest jak najbardziej prawidtowa a redakcja pracy
jest generalnie bardzo dobra a moje uwagi dotyczace wstepu i dyskusji do zagadnienia receptoréw
kortykosteroidowych nie zawazajg w sposo6b istotny na catosciowej ocenie redakcji tej pracy. Na
uwage zastuguje réwniez dorobek Doktorantki—5 prac oryginalnych, w ktérych A. Staszelis jest albo
pierwszym albo drugim autorem. Jest to dodatkowy dowdd na istotng warto$¢ pracy badawczej
Doktorantki.

Majac na uwadze powyisze opinie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Agaty Anny Szymanskiej
spetnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2021 r. poz. 478. W zwigzku z tym, wnioskuje do Komisji Uniwersytetu
todzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Agaty
Anny Szymarniskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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