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rozprawy doktorskiej Pani magister Agaty Anny Szymanskiej pt.

,Udzial receptoréw glutaminianergicznych i kortykosteroidowych w
generowaniu rytmu theta w obszarze tylnego podwzgoérza”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska poswiecona zostata badaniu
rytmu theta, podstawowej i bardzo waznej fizjologicznie neuronalnej aktywnosci
mozgowia. Wartos¢ dysertacji podnosi fakt, iz badania zostaty wykonane w ramach
projektu badawczego finansowanego przez NCN. Temat badawczy Pani mgr Agaty
Szymanskiej, doskonale wpisuje sie w tematyke badan prowadzonych od lat z duzym
sukcesem przez dr hab. Tomasza Kowalczyka, prof. UL.

Rytm theta stanowi jedng z najbardziej zsynchronizowanych form aktywnosci
elektroencefalograficznej (EEG) rejestrowanej w moézgach ssakow. Jego rola jako
wskaznika proceséw nerwowych w sieciach neuronalnych osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN) nie jest jeszcze w petni zrozumiana. Dotychczasowe badania
sugerujg, ze rytm theta jest istotnie zwigzany z procesami takimi jak nawigacja
przestrzenna, dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP), pamie¢ operacyjna, sen
REM, rozpoznawanie stow oraz integracja funkcji czuciowo-ruchowych.
Wystepowanie rytmu theta w pewnych patologicznych stanach OUN u ludzi uzasadnia
potrzebe dalszych badan tego wzorca aktywnosci EEG. Wiekszos$¢ dotychczasowych
badan skupiata sie na hipokampalnym rytmie theta, natomiast autorka podjeta sie
badania charakterystyki tylno-podwzgdrzowego rytmu theta, ktory jest znacznie mniej

poznany.
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Ukfad pracy jest typowy dla prac doswiadczalnych. Zawiera 124 strony
podzielone na 7 rozdziatéw: 1. Wstep, 2. Cele, 3. Materiaty i Metody, 4. Wyniki, 5.
Dyskusja, 6. Wnioski, 7. Bibliografia. Na koncu autorka zamiescita swoj dorobek
naukowy. Kazdy z rozdziatdéw uzupetniony jest szczegdtowymi podrozdziatami. Praca
zawiera takze streszczenie: po polsku i angielsku, oraz alfabetyczny wykaz
stosowanych skrotow. Cytowana literatura jest bogata liczbowo (176 pozycji!), co
dowodzi dogtebnej analizy badanego tematu przez doktorantke.

We wstepie rozprawy doktorantka bardzo czytelnie i jasno przedstawia
problem badawczy, Przedstawia historie badan nad rytmem theta z uzyciem réznych
modeli doswiadczalnych, uwzgledniajgc prace macierzystej Katedry. Autorka
przedstawia charakterystyke rytmu theta, m. in. opisuje jego parametry
elektrofizjologicznie. Ponadto bardzo czytelnie przedstawita rowniez opis organizacji
wstepujacego uktadu synchronizujgcego rytm theta. Zrédto tego niespecyficznego
uktadu mozgowia lezy w pniu moézgu, a na wyzszych pietrach uktadu nerwowego
tworzg go takze badane przez doktorantke jgdra tylnego podwzgorza. W dalszej czesci
wstepu, doktorantka opisuje i klasyfikuje, poznane do tej pory neurony, biorgce udziat
w generowaniu rytmu theta. Ponadto przedstawia dowody modulacji aktywnosci theta
przez synapsy elektryczne. Ostatni rozdziat dotyczy tylnego podwzgoérza jako
niezaleznej struktury generujgcej rytm theta, ze szczegdlnym uwzglednieniem udziatu
neuroprzekaznikdw, zaangazowanych w jego generowanie i modulacje. Ten rozdziat
w logiczny sposob prowadzi do kolejnej czesci rozprawy czyli celu podjetych przez
doktorantke badan.

Szczegotowe cele dysertacji, autorka zamkneta w 3 kolejnych, dobrze
przemyslanych i logicznie zaplanowanych etapach. Pierwszy, ktory implikuje kolejne,
to okreslenie zdolnosci preparatdow in vitro obszaru tylnego podwzgérza do
generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptoréw glutaminianergicznych.
Nastepnym etapem badan byto okres$lenie charakterystyki wytadowan pojedynczych
neurondw PHa zwigzanych z lokalnym, glutaminianergicznym rytmem theta. Kolejny,
ostatni etap badan miat na celu okreslenie wptywu pobudzenia receptorow
kortykosteroidowych na rytm theta wywotany pobudzeniem receptoréw
glutaminianergicznych w preparatach PHa.

Metodyka przeprowadzonych badan nie budzi zastrzezen. Badania
przeprowadzono na modelu izolowanych preparatéw in vitro. W badaniach

elektrofizjologicznych dotyczgcych aktywnosci oscylacyjnej powszechnie stosuje sie
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metody in vitro, ze wzgledu na chociazby stosunkowo fatwg kontrole warunkéw
Srodowiska zewngtrzkomorkowego. W przeprowadzonych przez Autorke badaniach
mozgu preparowano skrawki zawierajgce obszar tylnego podwzgodrza. Nastepnie
skrawki perfundowano zwigzkami farmaceutycznymi rozpuszczonymi w sztucznym
ptynie mézgowo-rdzeniowym w celu wywotania, modulacji lub blokowania aktywnosci
rytmicznej theta. Nastepnie rejestrowano aktywnos¢ EEG preparatow PHa zaréwno
neuronalng aktywnosc¢ polowg, jak réwniez aktywnos¢ pojedynczych neuronow.
Aktywnosc¢ theta obserwowana w warunkach pozaustrojowych klasyfikowana jest jako
rytm typu 2.

Autorka wyniki swojej pracy przedstawia bardzo jasno, konsekwentnie do
podjetych zadahn badawczych. Ich wizualizacja w postaci oryginalnych przebiegow
rejestrowanej aktywnosci polowej czy histogramy mocy dominujgcego pasma
czestotliwosci analizy FFT, a wykresow dodatkowo utatwia ich zrozumienie. Jedyny
mankament rycin to ich zbyt mata wielkos¢, podobnie podpisy pod rycinami réwniez
powinny by¢ napisane wiekszg czcionka.

Dobrze przemyslane, logicznie zaplanowane badania, a takze ich
konsekwentna i precyzyjna realizacja, przyniosty spodziewane efekty. W
pierwszym cyklu doswiadczalnym badano zdolnos¢ preparatéw in vitro PHa do
generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptoréw glutaminianergicznych:
typu kainowego — podaniem kwasu kainowego, receptorow NMDA - podaniem
roztworu NMDA i receptoréw AMPA — podaniem roztworu AMPA. Doktorantka po raz
pierwszy eksperymentalnie wykazata, ze preparaty in vitro PHa sg zdolne do
generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptorow glutaminianergicznych
zaréwno typu kainowego, jak réwniez NMDA, natomiast preparaty te nie sg zdolne do
generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptoréw AMPA.

W kolejnym cyklu badan doktorantka wykazata iz wiekszo$¢ neuronow
tylnego podwzgorza po aktywacji glutaminianergicznej podaniem kwasu kainowego
lub NMDA wykazuje wzorzec aktywnosci niezwigzany z lokalnym rytmem theta
(odpowiednio 60% ogdlnej liczby w preparatach perfundowanych KA i 72% w
preparatach perfundowanych NMDA). Autorka sugeruje, ze komoérki te nie sg czescig
neuronalnych obwodéw PHa zaangazowanych w geneze lokalnego rytmu theta, ale
mogg uczestniczy¢ w innych funkcjach sprawowanych przez obszar tylnego
podwzgorza jako element wstepujgcego uktadu synchronizujgcego. Tylko pojedyncze

komérki w obszarze tylnego podwzgérza sklasyfikowano, jako tzw. neurony theta-
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zalezne, a doktadniej komérki theta-on. Zidentyfikowano rowniez duzg grupe
neuronow chronometrycznych, ktora jest czescig wstepujgcego uktadu
synchronizujgcego aktywnosc¢ formacji hipokampa, a ich potencjalng funkcjg moze by¢é
przeksztatcanie tonicznej impulsacji biegngcej z najnizszych pieter uktadu na
rytmiczny wzorzec wytadowan sprzyjajgcy rytmogenezie theta w formacji hipokampa.
W podsumowaniu tej czesci badan, doktorantka stwierdza, ze prawdopodobienstwo
zarejestrowania aktywnosci neuronodw PHa powigzanych z rytmem theta lub komorek
chronometrycznych aktywowanych pobudzeniem ukfadu glutaminianergicznego jest
stosunkowo niewielkie. Wskazuje to na wiekszy udziat transmisji cholinergicznej (w
poréwnaniu z glutaminianergiczng) w powstawaniu lokalnych oscylacji theta w
obwodach neuronalnych tylnego podwzgérza.

W ostatnim etapie badan, doktorantka podjeta sie oceny wptywu aktywacii
receptorow kortykosteroidowych na glutaminianergiczny rytm theta rejestrowany w
PHa. Autorka zastosowata kwas kainowy do wywotania rytmu theta i jednoczesnie
kortykosteron — ligand receptorow kortykosteroidowych. W celu okreslenia, czy efekt
obserwowany po podaniu kortykosteronu zwigzany byt z aktywacjg receptorow
mineralokorytkosteroidowych, podawano spironolakton - antagoniste receptoréw
mineralokortykosteroidowych. Doktorantka wykazata, Zze pobudzenie receptoréw
kortykosteroidowych podczas generowania epizodéw rytmu theta wywotanych przez
aktywacje receptorow glutaminianergicznych w preparatach PHa powoduje
wzmocnienie oscylacji — zaréwno amplitudy, jak i mocy dominujgcego pasma
czestotliwosci rejestrowanego lokalnie rytmu theta. Doktorantka sugeruje, ze
pobudzajgcy efekt kortykosteronu na tylnopodwzgorzowg aktywnosé theta nalezy
wigzac¢ z odziatywaniem podanego zwigzku na receptory mineralokortykoidowe (MR),
bowiem kortykosteron jest ich agonista, z kolei blokada tych receptorow za pomocg
ich antagonisty - spironolaktonu - znosita obserwowany efekt.

Wiadomo, ze zaréwno transmisja glutaminergiczna, jak réwniez z udziatem
receptorow mineralokortykoidowych odgrywa wazng role w procesach plastycznosci
mozgowej. Czy zatem zaobserwowane zjawisko moze mie¢ wptyw na wzmocnienie
plastycznosci moézgowej ?

Interesuje mnie jeszcze jedna kwestia. W hipokampie wystepujg oscylacje theta
i gamma, ktore sg najbardziej wyraznymi rytmami rejestrowanymi w stanie czuwania
lub podczas snu REM. Te oscylacje mozna zaobserwowac¢ w zapisach potencjatéw

polowych i obserwowane sg interakcje miedzy nimi, ktére tgczg rozproszone zespoty
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komérek przetwarzajgcych powigzane informacje. Jakie znaczenie moze miec¢ to
zjawisko ? Jestem ciekawa komentarza Autorki w tych kwestiach.

Dyskusja swiadczy o duzej wnikliwosci doktorantki. Pani mgr Szymanska dowiodta, ze
doskonale porusza sie w zagadnieniach zwigzanych z tematem dysertacji i w tej czesci
pracy elegancko argumentuje w jaki sposob jej badania wpisujg sie w opracowanie
charakterystyki podwzgdérzowego rytmu theta. Zakonczenie pewnego etapu badan to
dobry i dopuszczalny moment, w ktérym mozna podzieli¢ sie swoimi przemysleniami i
pomystami dotyczgcymi znaczenia zrealizowanych badan i ich potencjalnego
wykorzystania w Kklinice. Prosze doktorantke o przedstawienie swojego punktu
widzenia w tej sprawie.

Podsumowaniem pracy mgr Szymanskiej jest 5 jasno przedstawionych
wnioskow, uzasadnionych uzyskanymi wynikami, ktére potwierdzajg zrealizowanie
postawionych celow badawczych. Doktorantka wykazata, Zze preparaty in vitro obszaru
tylnego podwzgorza sg zdolne do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu
receptorow glutaminianergicznych typu KA oraz NMDA, natomiast nie sg zdolne do
generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptorow glutaminianergicznych
AMPA. Kolejny wazny wniosek jest taki, ze wiekszo$¢ neuronéw wzbudzonych w PHa
w wyniku aktywacji glutaminianergicznej wykazuje wzorzec aktywnosci niezwigzany z
lokalnym rytmem theta. Stwierdzono réwniez, ze liczna grupa neuronéw
rejestrowanych w obszarze tylnego podwzgdrza po pobudzeniu glutaminianergicznym
to neurony chronometryczne — zaangazowane prawdopodobnie w generowanie
aktywnosci rytmicznej theta w formacji hipokampa. W ostatnim wniosku doktorantka
stwierdza, ze pobudzenie receptoréw mineralokortykosteroidowych w preparatach
PHa powoduje wzmocnienie podstawowych parametrow (amplituda, moc
dominujgcego pasma czestotliwosci) lokalnego rytmu theta o podtozu
glutaminianergicznym.

Czytajgc prace znalaztam kilka niedociggnie¢ czy literowek, na ktore z
obowigzku recenzenta musze zwrdoci¢ uwage. Jednak nie wptywajg one na mojg
bardzo wysokg ocene czesci merytorycznej dysertacji. Przytocze kilka przyktadow:

- W rozprawie nie przedstawiono hipotez badawczych

- w spisie skrotow brakuje skrotu kwasu kainowego -KA

- na str. 50 dysertacji doktorantka zamiescita schemat protokotow eksperymentalnych,
na ktérym brakuje doprecyzowania protokotu 3, opisanego w tekscie.

-str. 80 ,rytm wywotany w ten sposob znoszony byty .....” powinno by¢ ,byt’
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W podsumowaniu chciatabym wyraznie podkresli¢, ze mgr Agata Szymanska
wynikami swojej pracy zrealizowata zamierzone cele. Byto to mozliwe dzieki dobrze
zaplanowanym badaniom i odpowiedniemu doborowi metod i technik
przeprowadzenia badan. A zatem przedstawione wyniki w istotny sposob uzupetniajg
istniejgcg wiedze wnoszgc zupetnie nowe elementy w zrozumienie mechanizmu
generowania rytmu theta w moézgowiu szczura. Nalezy rowniez podkresli¢, ze czes$¢
przedstawionych ~w  dysertacji wynikow dotyczgca udzialu receptorow
glutaminianergicznych w generowaniu rytmu theta zostata juz opublikowana w pracy
oryginalnej, w czasopi$mie Hippocampus. A zatem, ta czeS¢ badan uzyskata rowniez
pozytywng ocene recenzentow manuskryptu.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. "Udziat receptorow
glutaminianergicznych i kortykosteroidowych w generowaniu rytmu theta w obszarze
tylnego podwzgdérza" autorstwa Pani mgr mgr AGATY SZYMANSKIEJ stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spetnia wszystkie wymagania
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 22023 r. poz. 742) ze zmn., stawiane pracom doktorskim.

Jednoczes$nie zwracajgc uwage na bardzo dobre przygotowanie merytoryczne,
znakomity warsztat naukowy Pani Magister, a takze nowatorstwo uzyskanych przez
nig wynikéw, znacznie poszerzajgcych wiedze w zakresie zrozumienia mechanizmu
generowania rytmu theta, niosgcych ze sobg potencjalne mozliwosci aplikacyjne —
zastosowanie analizy rhytmu theta w diagnostyce choréb uktadu nerwowego, jak
rbwniez w opracowaniu technik usprawniajgcych funkcje poznawcze mobzgu,
wnioskuje do Komisji UL ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o

wyréznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Prof. dr hab. Justyna Rogalska Torun, dnia 10. lipiec 2024
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