Warszawa 16.08.2019
RECENZIA

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Justyny Kutorasinskiej p.t. »Wykorzystanie zaawansowanych metod
spektroskopowych w badaniach nad patogenezq epilepsji na przyktadzie modeli zwierzecych”.

Przedstawiona do oceny rozprawa jest drugg wersjq pracy, ktérg recenzowatam w 2016 r. i
wnioskowatam o jej poprawienie. Wraz z rozprawg otrzymatam od Doktorantki adekwatne i
wyczerpujgce odpowiedzi na uwagi krytyczne do pierwszej wersji rozprawy. Niniejsza recenzja opiera¢
sig¢ bedzie wytacznie na tekécie poprawionym, bez odwotari do poprzedniej wersji pracy. Bede
natomiast positkowaé sie fragmentami mojej poprzedniej recenzji we fragmentach, w ktérych moja
ocena sie nie zmienita. Fragmenty skopiowane z poprzedniej recenzji zaznaczone beda kursywa.

Padaczka jest jedng z najczestszych choréb mézgu. Szacuje sie, ze na padaczke cierpi okoto 1%
populacji, czyli okoto 400 tys. 0sob w Polsce. U ponad 60% pacjentow cierpigcych na padaczke
przyczyna rozwoju tej choroby jest nieznana. W niektdrych przypadkach udaje sie ustali¢, co
spowodowato rozwdj padaczki. Na przyktad czestq przyczyng padaczki Jjest uszkodzenie mdzgu
spowodowane np. przez guzy mozgu, uraz mézgu, choroby neurodegeneracyjne, udar lub infekcje
mdzgu. Uszkodzenie mozgu  zapoczqgtkowuje szereg patologicznych zmian w  strukturze i
funkcjonowaniu mézgu, ktére w efekcie prowadzq do zwiekszenia pobudliwosci mézgu i pojawienia sie
drgawek. Najczesciej po uszkodzeniu mézqu nastepuje okres wolny od drgawek a do zachorowania na
padaczke dochodzi wiele miesiecy lub nawet lat po zdarzeniu. Okres miedzy zdarzeniem, ktdre
wywotato uszkodzenie mézgu a pojawieniem sie pierwszych drgawek, czyli diagnozq padaczki,
hazywamy epileptogenezq. Ten dfugi okres rozwoju choroby mdgtby stanowic wygodne okienko
czasowe do interwencji farmakologicznej, ktérej celem miatoby by¢ zahamowanie rozwoju choroby.
Jednak jak dotqd skuteczne strategie, ktdre zapobiegatyby rozwojowi padaczki po urazie mézgu nie
istniejq. Nie ma tez metod umozliwiajqcych stwierdzenie, ktorzy pacjenci z grupy podwyiszonego
ryzyka zachorujg na padaczke w przysztosci.

Choc opisano liczne zjawiska i procesy zachodzqce w mézgu po urazie, nie Jjest jasne, ktdre z nich sq
przyczynq rozwoju choroby. Wtasnie z braku petnego zrozumienia zjawisk indukowanych przez uraz
zapoczqtkowujgcy proces rozwoju padaczki wynika brak sukceséw w projektowaniu terapii
przeciwepileptogenicznych. Dlatego tez opisywanie zmian wywotanych w tkance przez bodzce
epileptogenne moze doprowadzic¢ do lepszego zrozumienia epileptogenezy, co moze przynies¢ nowe
Strategie jej zapobiegania. Podjecie przez mgr. Justyne Kutorasiriskq badari majgcych na celu analize
zmian w akumulacji i strukturze wybranych zwigzkéw w modelach zwierzecych padaczki byto zatem
zasadne.

Omoéwienie wynikéw. W czeci doswiadczalnej rozprawy opisane sq wyniki dwdch doswiadczen. W
pierwszym doswiadczeniu Doktorantka scharakteryzowata inkluzje pojawiajgce sie w hipokampie
szczura w wyniku stanu padaczkowego wywotanego podaniem pilokarpiny. Tkanka pobrana zostata w
dwdch punktach czasowych: 6 i 72 godziny po podaniu konwulsanta. Doktorantka dowiodta, ze liczba
inkluzji zwieksza sie w niektdrych obszarach hipokampa po 6 godzinach, i w wiekszym stopniu po 72
godzinach po podaniu pilokarpiny. Ponadto Doktorantka scharakteryzowata sktad inkluzji, pokazujgc,
Ze zawierajq one kreatyne oraz stwierdzita, ze ich liczba skorelowana Jjest z czasem trwania drgawek.
W drugim doswiadczeniu badany byt sktad biochemiczny w prawidtowym hipokampie oraz w
hipokampie zwierzqt poddanych procedurze rozniecania. Wyniki analizy wskazujq, ze w wyniku
rozniecania dochodzi do zmian w strukturze drugorzedowej biatek, zmian strukturalnych ttuszczéw i
Zmian we wzajemnym stosunku réznych grup zwiqzkdw. Ponadto Doktorantka wykryta liczne korelacje
migdzy badanymi parametrami biochemiczn ymi i cechami drgawek rozniecanych. Inkluzje pojawiajqce



sie w hipokampie w wyniku rozniecania, w przeciwieristwie do tych wykrytych po drgawkach
wywotanych pilokarping, zawieraty cholesterol, a nie kreatyne. Przedstawione w rozprawie wyniki
zostaty juz opublikowane w renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym,
specjalizujqcych sie w chemii i technikach chemii analitycznej. Wyniki zostaty wiec juz poddane ocenie
niezaleznych recenzentéw. Réwnies w mojej opinii nie budzq wqtpliwosci,

Ocena formalnej strony pracy. Liczaca 111 stron praca ma nietypowy uktad. Prace rozpoczyna Indeks
Skrétéw, po ktérym nastepuja streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Tradycyjny Wstep zastepujy dwa rozdzialy: 1. Wprowadzenie do Epilepsji i 2. Wprowadzenie
Teoretyczne do Spektroskopii Oscylacyjnej. Rozdziat 1. stanowi syntetyczne omdwienie definicji i
podstawowych zagadnienr dotyczacych padaczki i epileptogenezy, anatomii hipokampa i stosowanych
W pracy modeli zwierzecych, ktére w sposéb wystarczajgcy wprowadza do tematyki podjetej w czesci
doswiadczalnej. Uchylam si¢ tutaj od komentowania treéci rozdziatu 2. i wszelkich zagadnier
dotyczacych teoretycznych podstaw spektroskopii z powodu braku kompetencji w tej dziedzinie.

W rozdziale 3. Motywacja i Cel Pracy Doktorantka w obszerny sposob uzasadnia, dlaczego podjeta
badania przedstawione w rozprawie. Prawidtowo formutuje cel pracy i cele szczegotowe.

Metody wykorzystane w pracy omowione zostaty w trzech rozdziatach: 4. Materiat Badawczy, 5.
Aparatury i Warunki Pomiarowe oraz 6. Przygotowanie Danych do Analizy. Opis metod jest
wystarczajgco szczegétowy. Brakuje mi jedynie informacji, w jakim czasie po ostatniej stymulacji
rozniecania usmiercano Zwierzeta.

Opis wynikéw pracy podzielony zostat na dwa rozdziaty. Pierwszy z nich opisuje cykl dowiadczen
majacych na celu scharakteryzowanie inkluzji w hipokampie po stanie padaczkowym wywotanym
podaniem pilokarpiny (Rozdziat 7). Drugi omawia wyniki badari zmian biochemicznych i inkluzji w
hipokampie modelu rozniecania (Rozdziat 8). Wyniki opisane sg w spos6b klarowny i tatwy do $ledzenia
przez czytelnika.

Szesciostronicowy rozdziat 9. Dyskusja Wynikéw omawia rézne aspekty uzyskanych wynikéw na tle
literatury przedmiotu, w tym potencjalne znaczenie inkluzji oraz mozliwe mechanizmy ich
powstawania. Dyskusja jest wyczerpujgca i bardzo interesujgca. Dowodzi duzej erudycji Autorki i
znajomosci literatury. Doktorantka nie podjeta sie w Dyskusji syntezy danych z dwéch uzytych przez
nig modeli zwierzecych, a w szczegdlnodci réznic w sktadzie inkluzji zaleznych od modelu badawczego.
Mogtoby to doprowadzi¢ do ciekawych wnioskéw.

W rozdziale 9. Wnioski przedstawiono podsumowanie wynikow oraz omawia zalety wykorzystanych
technik spektroskopowych w badaniach przedklinicznych.

Rozprawe zamykajg Aneks (zawierajacy szczegotowe dane analiz statystycznych) oraz liczgca 195
pozycji literatury i 8 stron internetowych Bibliografia.

Moje ogdlne wrazenie z czytania pracy jest bardzo dobre. Praca jest starannie sformatowana, zawiera
estetyczne ryciny, napisana jest tadnym jezykiem. Autorka ustrzegta sig literéwek (zauwazytam tylko
2) i znaczacych btedéw jezykowych. Teks pisany jest w sposéb logiczny i klarowny.

Wyjasnienia wymagajg jedynie nastepujgce kwestie:

- nas tronie 15 Autorka stwierdza, ze ,w mdgach szczuréw poddanych wielokrotnej stymulacji
wystepuje .. ubytek interneuronéw we wnetrzu zakretu zgbatego”. Powotuje sie przy tym na prace
Brandt et al. 2004. Nalezy zaznaczy¢, ze Brandt et al. zaobserwowali spadek gestosci neuronéw we



wnece hipokampa, ale nie neurodegeneracje. Wynik ttumacza zwiekszeniem objetosci hipokampa.
Dodatkowo w pracy tej nie badano specyficznie interneuronéw;

- str. 16 — co Autorka rozumie przez ,liczbe reakgji glikolitycznych”?

- opis morfologii CA1 i CA2 na stronje 16 moze by¢ mylacy. Na skrawkach hipokampa to CA2 wydaje
sig by¢ tg szersza warstwag;

-nastr. 80 Autorka powotuje sig na prace Kim et al. 2010. Nalezy jednak pamieta¢, ze »faza chroniczna”
wg Kim et al. Dotyczy punktu czasowego 4 tygodnie po SE, nie jest wigc tozsama z fazg chroniczng
badang w niniejszej rozprawie;

- co nalezy rozumieé przez stwierdzenie, ze ,cholesterol jest gtéwnym budulcem struktur
mozgowych”? (str. 84), oraz

- »Cholesterol jest Wyzszy w neuronach”? (str. 84).

Podsumowanie: 7 przyjemnoscia stwierdzam, ze poprawiona wersja rozprawy spetnia moje
oczekiwania dotyczgce prac tego typu. Autorka opisata i zinterpretowata wyniki swoich doéwiadczen
w dojrzaty sposéb. Udowodnita swojg dojrzato$¢ jako badacz, erudycje i znajomos$¢ przedmiotu badan.
Rozprawa spetnia wymagania stawiane w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z péin. zm.). W Zwigzku z
tym wnioskuje o dopuszczenie mgr inz. Justyny Kutorasifskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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