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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana mgr tukasza Braszki pt.:
Wplyw farmakologicznej aktywacji i inaktywacji brzusznego pola nakrywki
srodmézgowia na wzorzec zapisu hipokampalnego EEG u swobodnie
poruszajgcych sie szczuréw.

s Uwagi ogolne

Procesy oscylacyjne i synchronizacyjne pojawiajgce sie w réznych obszarach moézgu
ssakow od lat sg przedmiotem zainteresowania wielu laboratoriow na $wiecie. Z jednej
strony lezg one bowiem u podstaw powstawania wszystkich wzorcow EEG, a z drugiegj
reprezentujg podstawowa forme funkcjonowania i wspoétdziatania sieci neuronalnych. Dzieki
zjawiskom oscylacyjnym mozliwe jest petne przetwarzanie informacji czuciowych,
determinujacych rézne wzorce zachowania oraz powstawanie krotko- i dtugotrwatych zmian
w przewodnictwie synaptycznym.

Generowany w obszarach kory limbicznej rytm theta stanowi przyktad najlepig]
zsynchronizowanej aktywnosci oscylacyjnej wystepujgcej w  mozgu  ssakow.
Zainteresowanie rytmem theta nalezy wigzac nie tylko z jego rolg w procesie modyfikowania
tzw. plastycznosci synaptycznej ale rowniez z faktem, Zze obecny jest jako swoisty
elektrofizjologiczny marker w kilku chorobach zwyrodnieniowych osrodkowego uktadu
nerwowego u ludzi. Wszystkie badania rytmu theta majg zatem rowniez istotne znaczenie
aplikacyjne. Ida one obecnie w dwoéch gtéwnych kierunkach:

1. poznania komoérkowych oraz jonowych mechanizméw powstawania oscylacji theta,
2. okreslenia neuronalnego oraz neurochemicznego substratu dla tych oscylacji.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr tukasza Braszki utrzymuje sie
w drugim nurcie badan. Pochodzi z laboratorium majgcego dtugie, bo prawie 25 letnie,
tradycje w badaniu fizjologii rytmu theta. Doktorant postawit sobie za gtéwny cel swoich
badan okreslenie roli brzusznego pola nakrywki srodmoézgowia (VTA) w modulowaniu
szerokiego spektrum potencjatu polowego formacji hipokampa u czuwajacych szczurow w

sytuacji warunkowania awersyjnego. Nalezy podkresli¢, ze autor podjat sie bardzo trudnego



o

technicznie zadania. Trudno$¢ problemu polega m.in. na tym, ze VTA jest jednym z wielu
obszaréw tworu siatkowatego pnia mézgu, bardzo heterogennego oraz wrazliwego na
wszelakie ingerencje. Badania pnia mézgu zawsze wigzg sie z duzym ryzykiem np. nagtej
smierci zwierzgt laboratoryjnych w trakcie wielogodzinnego do$wiadczenia. Jestem peten
uznania dla autora - pomimo wielu trudnosci technicznych, (o ktérych autor co prawda nie
wspomina), zrealizowat w petni postawione zadania.

W celu scharakteryzowania roli brzusznego pola nakrywki §rédmézgowia w regulacji
szerokiego spektrum potencjatu polowego hipokampa mgr tukasz Braszka zastosowat
szereg standardowych technik elektrofizjologicznych, technike odwracalnych lezji przy
uzyciu lokalnych, domézgowych iniekcji prokainy, jak rowniez technike domoézgowych
iniekcji amfetaminy, agonistoéw i antagonistow receptoréw uktadu GABAergicznego. Aby w
miarg powtarzalnie rejestrowac oba rytmy theta (typ 1 oraz typ 2) w tych samych warunkach
doswiadczalnych, doktorant stusznie wprowadzit metodologie wytwarzania odruchow
warunkowych. Uzyskane przez autora wyniki wypetniajg luke we wspotczesnej wiedzy o roli
VTA w regulacji rytmu delta, aktywnosci rytmicznej w szerokim pasmie czestotliwosci theta
ale réwniez pasmach powyzej 12 Hz. Fakt, ze mgr tukasz Braszka skoncentrowat sie na
badaniu roli uktadu GABA-ergicznego z jednej strony znakomicie uzupeinia wczesniejsze
badania przeprowadzone przed laty w tym samym laboratorium przez dr Anite Nowacka a
z drugiej dostarcza nowej wiedzy dotyczgcej udziatu pnia mdzgu w regulacji rytmu theta.
li. Uwagi szczegotowe
Wstep pracy jest dos¢ obszerny (36 sir.). Autor dokonuje w tym rozdziale przeglgdu
piSmiennictwa dotyczacego substratu neuronalnego dla rytmu theta a nastepnie zgrabnie
opisuje role struktur pnia mézgu w generowaniu tego rytmu eksponujgc brzuszne pole
nakrywki srodmézgowia. W ostatniej czesci wstepu mgr tukasz Braszka przedstawia w
jasny sposéb podstawowe zatozenia i cele pracy. Rozpoczynajgc badania doktorant
postawit dwie klarowne hipotezy robocze, a mianowicie, ze:

1. Aktywacja VTA wywotuje wzrost mocy hipokampalnego rytmu theta oraz skrocenie
latencji reakcji ucieczki od bodzca awersyjnego.
2. Aktywacja receptorow GABA-ergicznych VTA spowoduje efekty przeciwne.

Innymi stowy, chociaz w pracy rejestrowano aktywnos¢ polowg hipokampa w zakresie
od 0 - 15 Hz, to podstawowym celem rozprawy byto zweryfikowanie hipotezy, ze catosciowa
modulacja aktywnosci uktadu GABAergicznego brzusznego pola nakrywki srodmozgowia
bedzie miata wptyw na behawior oraz moc hipokampalnego rytmu theta u zwierzat

czuwajacych.
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W rozdziale "Materiat i Metoda” mgr tukasz Braszka w sposéb przejrzysty omawia
zastosowane techniki doswiadczalne oraz grupy zwierzgt, w Kktoérych szczurom
utrzymywanym w narkozie uretanowej podawano domoézgowo odpowiednio: roztwér
prokainy, amfetaminy, wode destylowang oraz wodne roztwory wybranych antagonistéw i
antagoniostow receptorow GABAergicznych. Plan badan zostat bardzo dobrze
zaprojektowany i pomystowo przedstawiony na ryc. 2.1. W trakcie czytania tej czesci pracy
nasunety mi sie pewne watpliwosci.

1. Autor zdecydowat sie na podawanie wodnych roztwordow zwigzkow a jako
kontrole podawat wode destylowang. Jak stusznie zauwaza w dyskusji, woda
destylowana moze jednak wyptukiwa¢ neuroprzekazniki z przestrzeni
synaptycznej. Co wiecej moze wywotywac tzw. efekty miejscowe, m.in. przez
nagte zaburzenie cisnienia osmotycznego co mogto mieé¢ wpltyw np. na moc
rejestrowanego sygnatu EEG.

2. Ryc. 4.1.7 pokazuje, ze amplituda rytmicznego sygnatu EEG rejestrowanego z
hipokampa (theta) przekracza 1 mV. To duza wartos¢. Standardowo amplituda
0.5 mV jest powszechnie akceptowana jako bardzo dobra. Uwaga powyzsza
jest o tyle istotna, ze na str. 42 mgr tukasz Braszka informuje, ze elektrody
implantowano na giebokosé¢ 3.1 mm. Ryc. 4.1 wskazuje, ze byi to gtownie
obszar warstwy komorek piramidowych CA1. Z warstwy komorkowej z reguty
sygnat polowy jest staby, najlepszy jest z obszaru powyze] warstwy
komorkowej co jest wynikiem lokalizacji zrodta pradu.

Wart podkreslenia jest fakt, ze autor nie ograniczyt sie w swoich badaniach do analizy
samego rytmu theta. Poza pasmem czestotliwosci 3 -12 Hz, analizowat réwniez pasma
czestotliwosci 0-3 Hz oraz 12-15 Hz. Co wiecej, analizie widmowej poddanc zarowno
aktywnos¢ EEG hipokampa ipsi- jak | kontrlateralnego w stosunku do iniekcji. Taka
procedura pozwolita autorowi traktowa¢ formacje hipokampa jako sie¢ neuronaing
generujacg aktywnosc¢ oscylacyjng w réznych pasmach czestotliwosci oraz réznym stopniu
zsynchronizowania.

3. Gorny zapis z ryc. 4.1.7 pokazuje dtugie fragmenty rytmu theta. Fragmenty te
poprzedzielane s3a nieregularnymi falami i duzej amplitudzie. Podobnego
zapisu analogowego nie znajduje na dwoch pozostatych ryc. (4.2.7 [ 4.3.7,. Nie
sg to artefakty oddechowe. Nieregularnos¢ tych fal moze by¢ wynikiem

interferencji z sygnatem zewnetrznym (?).



Bardzo mocng strona rozprawy doktorskiej jest dyskusja. Mgr £.ukasz Braszka omawia
w tym rozdziale wptyw iniekcji prokainy oraz zastosowanych agonistéw i antagonistow
receptora GABAergicznego na powstawanie hipokampainych oscylacji w szerokim pasmie
czgstotliwosci bo od 0-16 Hz. Uzyskane przez doktoranta wyniki dobitnie wskazujg, ze
obnizenie aktywnosci neuronéw dopaminergicznych VTA obniza moc hipokampalnego
rytmu theta typu 2. Jest to bardzo cenna informacja, ktéra moze mie¢ znaczenie Kliniczne.
Nie jest bowiem wykluczone, ze podobne nastepstwa, to jest obnizenie akiywnosci
neuronow dopaminergicznych VTA wystepuje u pacjentéw z chorobg Alzheimera
M. Podsumowanie
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr tukasza Braszki wskazue, ze
doktorant jest dobrze przygotowany pod wzgledem teoretycznym jak rowniez znajomosci
trudnych technik neuroelektrofizjologicznych do dalszej pracy naukowej. Duza erudycja
autora sprawita, ze praca zostata napisana w sposob bardzo starannie przemys$lany |
dobrym jezykiem. Jak kazda praca naukowa, réwniez rozprawa doktorska mgr tukasza
Braszki nie jest wolna od pewnych niescistosci. Pragne jednak podkreslic, ze przedstawione
powyzej uwagi, ktére nasunety mi sie podczas czytania pracy, majg gtownie charakter
techniczny bgdz redakcyjny i w niczym nie ujmuja mojej bardzo wysokie, e oceny.
Recenzowana rozprawa doktorska stanowi przemyslang koncepcyjnie, dobrze wy<onang |
opisang cato$¢ co sktada sie na wartosciowg i dojrzatg prace naukowg. Autor wykazat sie
doskonatg znajomosciag literatury a cytowane w pracy ponad 320 pozycji piSm.ennictwa to
prace bardzo staranie przez doktoranta wyselekcjonowane. Wyniki uzyskane przez mgr
tukasza Braszki w sposob znaczacy przyczyniajg sie do poznania roli VTA w generowaniu
rytmu theta w korze limbiczne;j.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslore w zr.. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz ¢ stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.). Na tej podstawie przed«.caam
Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego wniosexk d

dopuszczenie mgr t.ukasza Braszki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

todz, 28. 07. 2021.




