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Opis indywidualnego wktadu habilitantki w powstanie kazdej z wieloautorskich publikacji znajduje
sie w zataczniku nr 3 (Wykaz opublikowanych prac naukowych).

Oswiadczenia wszystkich wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie
poszczegblnych prac, znajduja si¢ w zalaczniku nr 5.

C) oméwienie celu naukowego oraz wynikéw zawartych w pracach wchodzacych w
sklad osiagnig¢cia naukowego

Wprowadzenie

Hipokampalny rytm theta jest regularnym, prawie sinusoidalnym sygnatem
elektrycznym moézgu rejestrowanym w niektorych stanach behawioralnych. Szczegolnie
stabilny rytm theta, ktérego amplituda sigga 1 mV, uzyskuje si¢ z elektrod glebinowych w
zapisach pochodzacych od gryzoni lub kotow. Czgstotliwos¢ tego sygnatu waha si¢ w
przedziale 3-12 Hz (Vanderwolf i wsp., 1975), w zaleznosci od poziomu czujno$ci i gatunku
zwierzgcia. W zapisie elektroencefalograficznym cztowieka falami theta okresla si¢ zmiany
elektryczne o czgstotliwosci 4-7,5 Hz, stad dla sygnatu o szerszym zakresie czgstotliwosci
pochodzacego od zwierzat zaproponowano nazwe: rytmiczna, wolna aktywnos¢ (rhythmic
slow activity, RSA), ktéra jednak dotad w sposob znaczacy nie zastapita stosowanego
powszechnie okreslenia ,,rytm theta”. Wystapienie rytmu theta w sygnale z hipokampa jest
zwiagzane z okre$lonym podtozem neurotransmiterowym (Bland, 1986; Gemma i wsp., 1999)
oraz szczegolnym rodzajem behawioru zwierzecia. Odpowiednio do tego wyroznione zostaty
dwa typy rytmu theta: typ I, wystepujacy podczas eksploracyjnej aktywnosci ruchowe;j
(prawdopodobnie serotonergiczny) oraz typ II (cholinergiczny) pojawiajacy si¢ w okresach
znieruchomienia ze wzmozona uwaga oraz podczas epizodéw snu paradoksalnego (REM)
(Kramis i wsp., 1975). U szczuréw w ptytkiej narkozie uretanowej rytm theta wystepuje
okresowo spontanicznie, a przy gtebszym poziomie narkozy mozna go indukowac stymulacja
sensoryczna, taka jak ucisk nasady ogona lub pocieranie futra na grzbiecie zwierzgcia. Uwaza
sig, ze rytm theta pelni kluczowa rolg w formowaniu $ladu pamigciowego podczas zjawiska
dhugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (Lynch, 2004), stwierdzono takze jego zwiazek z
mechanizmami nauki orientacji i pamigci przestrzennej u zwierzat i ludzi (Cornwell i wsp.,
2008, 2012; Kaplan i wsp., 2012; Lega i wsp., 2012; Sammer i wsp., 2007; Watrous i wsp.,
2011; White i wsp., 2012). Zwiazek rytmu theta z powyzszymi procesami poznawczymi w
czuwaniu, a takze jego wystgpowanie podczas stanu nieSwiadomosci jakie ma miejsce
podczas snu REM czyni ten rytm jednym z najbardziej interesujacych przejawow elektryczne;j
czynnosci mozgu.

Struktury pnia mézgu uczestniczace w indukcji 1 regulacji rytmu theta tworza ,,uktad
synchronizacji rytmu theta” (Bland i Oddie, 1998; Vertes, 1981, 1982; Vertes i Kocsis, 1997,
Vertes 1 wsp., 2004). Powszechnie uznaje sig, ze rozpoczyna si¢ on w jadrach siatkowatych
pnia mozgu, takich jak jadro przednie mostu (Nunez i wsp., 1991; Vertes, 1981; Vertes i wsp.,
1993) i jadro konarowo-mostowe nakrywki (Kinney i wsp., 1998; Nowacka i wsp., 2002;
Vertes i wsp., 1993). Osrodki te aktywuja pewne okolice podwzgorza: przysrodkowe i boczne
ciata suteczkowate (Alonso i Llinas, 1992; Kocsis 1 Vertes, 1994; Llinas i Alonso, 1992),
jadro nadsuteczkowate (Kirk i McNaughton, 1993; Kirk i wsp., 1996; Pan i McNaughton,
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2002) oraz okolice tylnego podwzgorza (Bland i Oddie, 1998; Kirk, 1998; Kirk i wsp., 1996).
Dalszy tor pobudzenia biegnie do przegrody przysrodkowej przodomdzgowia, ktdra stanowi
weztowy punkt w przebiegu tych projekcji do hipokampa.

Do systemu struktur regulujacych rytm theta zaliczy¢ mozna rdwniez okolice
grzbietowo-przysrodkowego podwzgorza (Woodnorth i wsp., 2003), jadra szwu (Nitz i
McNaughton, 1999; Vanderwolf i Baker, 1986), peczek tylozgiety (Valjakka i wsp., 1998),
jadro Guddena (Bassant i Poindessous-Jazat, 2001; Kocsis i wsp., 2001), jadro niepewne
(Nunez i wsp., 2006) oraz uzdeczke (Aizawa i wsp., 2013). Szereg przestanck wskazywal, ze
w regulacji rytmu theta moze takze uczestniczy¢ brzuszne pole nakrywkowe srédmozgowia
(ventral tegmental area, VTA). VTA oraz jego wstgpujace projekcje mezolimbiczne maja
bezposredni zwigzek z mechanizmami emocyjnymi i motywacyjnymi jak rowniez z
aktywacja motoryczna, ktore moga by¢ nakierowane na zdobycie nagrody. Ponadto VTA
posiada potaczenia z przegroda i hipokampem (Oades i Halliday, 1987) oraz bierze udziat w
reakcjach, podczas ktorych pojawia si¢ aktywnosc¢ theta (np. eksploracja otoczenia) i ktore
tatwo wywotaé poprzez stymulacje elektryczna VTA (Trojniar i Klejbor, 1999). Stwierdzono
takze, ze chemiczne (6-OHDA) lezje neuronéw dopaminergicznych (DA) w VTA powoduja
zmiany parametroOw rytmu theta w $nie i czuwaniu u swobodnie poruszajacych si¢ SZCzuréw
(Jurkowlaniec i wsp., 2003; Sei i wsp., 1999).

Celem podjetych przeze mnie badan bylo:

— wykazanie udzialu VTA w systemie indukcji rytmu theta;

— okreslenie drog bioracych udziat w aktywacji hipokampa z poziomu VTA;

— okreslenie znaczenia gtdwnych uktadéw neurotransmiterowych VTA w kontekscie regulacji
rytmu theta.

W badaniach postugiwatam si¢ standardowym eksperymentalnym modelem rytmu theta
indukowanego sensorycznie (poprzez ucisk nasady ogona) u szczura pozostajacego w
narkozie uretanowej. W takich warunkach mamy do czynienia tylko z cholinergicznym typem
[l rytmu theta (charakterystycznym dla snu REM i znieruchomienia z podwyzszona
czujnoscia), a ze wzgledu na zastosowanie narkozy najwyzsza moc tego rytmu wystepuje W
zakresie 3-6 Hz.

W pierwszym etapie badan (praca nr 1) podjgtam probg udowodnienia udziatu VTA w
powstawaniu rytmu theta indukowanego uciskiem ogona. W tym celu, po uzyskaniu u
uspionego zwierzecia stabilnego efektu pojawiania sig rytmu theta (1-minutowe stymulacje w
odstgpach 10-minutowych), wykonatam lokalne mikroiniekcje prokainy blokujac
przekaznictwo nerwowe w obszarze VTA. Wskutek tej blokady wywotanie rytmu theta stato
si¢ niemozliwe w okresie dziatania prokainy (ok. 20 minut). W drugiej serii badan
uszkadzatam VTA za pomoca lezji elektrolitycznych. W pierwszej godzinie po lezji VTA po
stronie ipsilateralnej sygnat byt znacznie zdesynchronizowany i charakteryzowat si¢ niska
moca, zwlaszcza w pasmie 3-6 Hz. Stymulacja sensoryczna indukowata theta jedynie w
hipokampie kontralateralnym do uszkodzenia, moc sygnatu w pasmie 3-6 Hz byta jednak
istotnie zmniejszona. W 5. dniu po lezji mozliwos¢ indukcji rytmu theta poprawita sig nieco,
jednak analiza jego mocy wykazata, ze pochodzi ona od wielu czgstotliwosci calego pasma
theta i zadna z tych czgstotliwosci znaczaco nie dominuje w zapisie. Otrzymane wyniki
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wskazuja, ze VTA jest istotng struktura w systemie synchronizacji rytmu theta, a jej czasowe
wylaczenie (iniekcje prokainy) lub uszkodzenie uniemozliwia lub utrudnia indukcjg rytmu
theta w hipokampie.

VTA zawiera projekcyjne, mezolimbiczne i mezokortykalne neurony DA (ok. 70%),
ktore naleza do grupy komorek A10 wedtug klasyfikacji Dahlstroma i Fuxe (1964). Druga,
znaczna grupa komoérek VTA to neurony GABA-ergiczne (ok. 25%), ktorych czg$¢ wysyta
projekcje do jadra potlezacego i kory przedczotowej. Przewazajaca czg$¢ tej populacji
stanowia jednak interneurony, dziatajace jako wewngtrzny toniczny mechanizm hamujacy
aktywnos$¢ komorek DA (Oades i Halliday, 1987). Innym zrodtem GABA w VTA sa
projekcje z jadra potlezacego i1 brzusznego prazkowia, konczace si¢ przede wszystkim na
neuronach dopaminowych (Bayer i Pickel, 1991). Neurony DA poprzez swoja zdolnos$¢ do
somatodendrytycznego wydzielania DA (Adell i Artigas, 2004; Kalivas, 1993) oraz posiadane
receptory D2 maja rowniez mozliwo$¢ autohamowania, dzigki ktoremu moga ograniczaé
swoja nadmierna aktywnos$¢.

W drugim etapie badan (praca nr 2 i 4) sprawdzalam dzialanie wewngtrznych
mikrokregow neuronalnych VTA w zjawisku indukcji theta. Neurony dopaminowe w VTA sa
hamowane przez wpltywy zstepujace i toniczna aktywnos$¢ interneuronéw GABA-ergicznych.
Podjelam probe zniesienia tego hamowania przez mikroiniekcje antagonistow receptorow
GABA do VTA. Podanie bikukuliny (blokera receptorow GABA ) skutkowato
natychmiastowym pojawieniem si¢ synchronicznego, wysokoamplitudowego rytmu theta,
ktorego epizod trwat nieprzerwanie ok. 30-40 minut. W efekcie iniekcji faklofenu (blokera
receptoréw GABAGg) po ok. 18-minutowej latencji pojawialy si¢ ciagi epizodow theta
wystepujace naprzemiennie z krotkimi epizodami mniej synchronicznego sygnatu
hipokampalnego. Stan ten trwat ok. 30 minut. Natomiast lokalna mikroiniekcja muscimolu
(agonisty receptorow GABA) skutkowala stopniowym zmniejszaniem mocy maksymalnej w
pasmie theta podczas stymulacji sensorycznej, tak iz po godzinie od iniekcji podczas ucisku
ogona rejestrowano wigksza moc fal delta niz theta. Otrzymane wyniki wskazuja na udziat
wewnetrznego uktadu GABA-ergicznego VTA, a zwlaszcza receptorow GABAa-ergicznych
w regulacji rytmu theta.

Nadmierna aktywnos$¢ neurondw dopaminergicznych zwigksza nie tylko uwalnianie
dopaminy na zakonczeniach aksonow, ale rowniez wydzielanie somatodendrytyczne
dopaminy. To z kolei prowadzi do aktywacji autoreceptorow D2 na komoérkach
dopaminowych i w ten sposéb ogranicza pobudzenie tych neuronow. W kolejnej serii
doswiadczen zastosowatam lokalne iniekcje cis-flupentiksolu (blokera receptoréw D2).
Okazato sig, ze przy odpowiednio dobranej dawce flupentiksolu po 7 minutowej latencji
pojawialy sig ciagi epizodow rytmu theta wystepujace naprzemiennie z krotkimi epizodami
mniej synchronicznego sygnatu hipokampalnego. Stan ten trwat ok. 50 minut. Lokalne
iniekcje amfetaminy, ktora zwigksza uwalnianie dopaminy w okolicach docelowych projekcji
VTA (Sulzer i wsp., 2005) skutkowaty podobnym efektem: po 10 minutach od iniekcji
pojawiaty si¢ epizody rytmu theta przerywane krotkimi epizodami mniej synchronicznego
sygnatu hipokampalnego. Stan ten trwal ok. 35 minut. Poszczeg6lne epizody theta byty
srednio ponad potowg krétsze od epizoddéw theta indukowanych mikroiniekcja flupentiksolu,
ale w porownaniu z efektem flupentiksolu zdecydowanie krotsze byly tez epizody
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desynchronizacji sygnatu EEG. Podsumowujac wyniki uzyskane w 2. etapie badan mozna
wnioskowac, ze nasilenie transmisji dopaminergicznej w VTA, wynikajace czy to z
bezposredniego dziatania na neurony dopaminergiczne, czy wywotane ograniczeniem
hamujacego wplywu transmisji GABA-ergicznej, skutkuje indukcja rytmu theta w
hipokampie.

W nastepnym etapie badan (praca nr 3) skupitam si¢ na probie okreslenia drog
bioracych udziat w aktywacji hipokampalnego rytmu theta z poziomu VTA. Impulsy
nerwowe powstajace w VTA moga by¢ przekazywane do hipokampa dwiema drogami:
bezposrednio (grzbietowo, poprzez sklepienie i obrecz lub brzusznie, przez kore
srodwechowa), oraz za posrednictwem potaczen w przysrodkowej i bocznej przegrodzie
przodomodzgowia (Gasbarri i wsp., 1997; Oades i Halliday, 1987; Scatton i wsp., 1980;
Verney i wsp., 1985). W celu uzyskania rytmu theta zastosowatam aktywacje elektryczna,
wprowadzajac elektrode stymulujaca do VTA. Do przegrody przodomozgowia podatam
prokaing, blokujaca przewodnictwo nerwowe. Zatozytam, ze jesli szlak indukcji rytmu theta
prowadzi bezposrednio z VTA do hipokampa, to blokada przegrody nie wptynie na
pojawienie si¢ theta indukowanego stymulacja VTA. W efekcie doprzegrodowej iniekcji
prokainy wywotanie rytmu theta z poziomu VTA stato si¢ niemozliwe w okresie dzialania
tego srodka (ok. 20 minut), co wskazuje na konieczne posrednictwo przegrody w indukcji
hipokampalnego theta z poziomu VTA.

Struktury aktywowane podczas pojawienia si¢ rytmu theta w hipokampie wskutek
stymulacji VTA probowatam réwniez okresli¢ za pomoca metod immunohistochemicznych.
Analiza ekspresji biatka Fos w skrawkach mozgowych stymulowanych szczuréw wykazata
pewien wzrost aktywnosci c-fos w typowych strukturach zwiazanych z indukcja rytmu theta
(podwzgorze, przysrodkowa i1 boczna przegroda, pgczek przekatny Broca, zakret zgbaty 1
warstwy CA1-CA3 hipokampa). Nie byly to jednak zmiany istotne statystycznie, by¢ moze z
powodu ogodlnie obnizonej aktywacji osrodkowej zwiazanej z narkoza. Jest tez mozliwe, ze
aktywnos$¢ Fos nie jest zwigzana Z sama zmiana sygnatu elektrycznego, poniewaz w grupie
kontrolnej po stymulacji warstwy niepewnej nastapit ok. 200% wzrost aktywnosci Fos w
hipokampie, a pomimo tego rozktad mocy w sygnale z hipokampa nie ulegt Zadnej zmianie.
Otrzymane wyniki (opisane w pracy 3) wskazuja na to, ze VTA uczestniczy w indukcji rytmu
theta poprzez projekcje wiaczajace si¢ do glownego szlaku wstepujacego systemu regulacji
theta z przegroda jako weztowym punktem pomigdzy pniem mozgu a hipokampem.

Opisane w poprzednich pracach eksperymenty wykonywane byly na modelu zwierzat w
narkozie — nastgpne badania (praca nr 5) przeprowadzitam na swobodnie poruszajacych sig
szczurach, u ktorych rytm theta wystepuje zarowno w trakcie aktywnego czuwania, jak i w
$nie REM. Celem tych doswiadczen byto dokonanie oceny widma mocy polowego potencjatu
VTA podczas wystepowania rytmu theta w hipokampie oraz znalezienie czasowych korelacji
pomigdzy maksymalng moca elektrycznych sygnatéw z VTA i z hipokampa. Z okreséw
ruchow dowolnych w czuwaniu 1 epizodoéw snu paradoksalnego, ktore zwigzane sa z
wystgpowaniem rytmu theta, pobratam probki sygnatéw z VTA 1 hipokampa, a nastgpnie
poddatam je analizie widma mocy. Okazato sig, ze dominujaca moc obu sygnatow
znajdowata si¢ w pasmie theta, czgstotliwo$¢ odpowiadajaca mocy maksymalnej sygnatu byta
znacznie skorelowana migdzy tymi osrodkami, a takze zachodzita korelacja wzajemna ich
sygnatow w pasmie theta. Sygnat z VTA o 10 ms wyprzedzat sygnal hipokampalny.
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Szczegoblnie wysoka korelacja wystepowata w pasmie 6-9 Hz, byta ona réwniez wyzsza dla
rytmu theta pochodzacego ze snu REM, niz dla theta pochodzacego z okresow eksploracji
otoczenia. Otrzymane wyniki wskazuja na $Scista zaleznos$¢ sygnalow elektrycznych w pasmie
theta z obu struktur (VTA i hipokampa) podczas eksploracji i snu paradoksalnego i sa
kolejnym potwierdzeniem przynaleznosci VTA do systemu struktur regulujacych rytm theta.

W podjetych przeze mnie badaniach konieczna byta rowniez ocena efektow wplywow
glutaminergicznych w VTA w kontek$cie zmian sygnatu hipokampalnego. Do VTA dochodza
projekcje ze struktur mézgu zwiazanych z regulacja rytmu theta (uzdeczka, jadro przednie
mostu, jadro konarowo-mostowe, jadro boczno-grzbietowe nakrywki, jadra szwu), W znacznej
czg$ci wykorzystujace mediacjg glutaminergiczna (Geisler 1 wsp., 2007; Geisler 1 Wise, 2008;
Kalivas, 1993). Neurony glutaminergiczne moga by¢ wigc zrodtem aktywacji przekazywane;j
poprzez VTA do hipokampa. W ostatnim etapie badan (praca nr 6) podj¢tam probe okreslenia
roli receptorow glutaminergicznych w VTA dla indukcji rytmu theta. Lokalne iniekcje kwasu
N-metylo-D-asparaginowego (NMDA, specyficznego agonisty receptora glutaminergicznego)
do VTA, wykonane u szczurow w narkozie uretanowej, indukowaty dtugotrwate (ok. 30
minut) epizody rytmu theta pojawiajace si¢ po 12 minutach latencji. Blokada receptora
NMDA w VTA poprzez mikroiniekcje antagonisty (MK-801) skutkowata niemozno$cia
wywotania theta za pomoca stymulacji sensorycznej w okresie 30 minut po iniekcji, a przez
nast¢pne 20 minut stymulacja taka indukowata rytm theta dopiero po kilkunastosekundowej
latencji. Otrzymane wyniki wskazuja, ze glutaminergiczne o$rodki pnia mézgu zaangazowane
w indukcje¢ theta moga realizowac ten wptyw takze przez polaczenia z VTA, ktore z kolei
pobudza dopaminergicznie neurony przegrody przodomoézgowia, a w efekcie tej aktywacji
zostaje wyzwolony hipokampalny rytm theta.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikow mozna sformulowac nast¢pujace
whnioski:

— VTA nalezy do systemu struktur regulujacych hipokampalny rytm theta

— VTA moduluje rytm theta przez dopaminergiczne projekcje do przegrody
przodomozgowia, a nie poprzez bezposrednie potaczenia z hipokampem,;

— VTA, podobnie jak jadro nadsuteczkowate lub okolice tylnego podwzgorza, moze by¢
przejsciowym ogniwem pomigdzy siatkowatymi jadrami mostu a przegroda
przodomozgowia we wstepujacej drodze aktywacji hipokampalnego rytmu theta;

— W VTA moze zachodzi¢ taczenie zachowan motywacyjnych zwierzecia z indukcja
hipokampalnego rytmu theta, ktory zwiazany jest z osrodkowymi mechanizmami
poznawczymi 1 pamigciowymi.

Przedstawione rezultaty badan pozwolity na wyjasnienie funkcjonowania osrodkowych
krggow neuronalnych brzusznego pola nakrywkowego zwiazanych z transmiterowa ,,gra” w
obrebie tej struktury (wzajemnym oddziatywaniem systeméw pobudzajacych i hamujacych z
dopaminergicznymi neuronami VTA) w modulowaniu czynnosci elektrycznej hipokampa
oraz poszerzaja wiedze 0 wstepujacym systemie aktywacji hipokampalnego rytmu theta.
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D) Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Dziatalnos$¢ badawcza rozpoczetam jako studentka IV roku Wydziatu Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu Gdanskiego w Gdansku. Tematyka mojej pracy, pisanej pod kierunkiem
doc. dr med. Juliusza Tokarskiego w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat, dotyczyta dynamiki
reakcji badanej na poziomie osrodkowym. Bratam udziat w uruchamianiu nowej metodyki w
pracowni EEG. W ramach zaplanowanych zadan wykonatam doswiadczenia i analizg
zaleznos$Ci pomigdzy czasem ekspozycji kompleksowego bodzca wzrokowego (barwnego
abstrakcyjnego obrazu) i czasem trwania osrodkowe;j reakcji wzbudzenia, wyrazonej blokada
rytmu alfa w zapisie elektroencefalograficznym cztowieka. Otrzymane wyniki zostaty
przedstawione na zjezdzie Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego w 1981 r.

Po ukonczeniu studiow (1981 r) zostatam zatrudniona w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat
Uniwersytetu Gdanskiego w Gdansku. Poczatkowo kontynuowatam badania dotyczace
efektow bezwladnosciowych wzbudzenia osrodkowego. W 1984 roku nawiazatam
wspotpracg z dr Weronika Trojniar i dr Edyta Jurkowlaniec z Zaktadu Fizjologii Cztowieka
Akademii Medycznej w Gdansku i w jej ramach uczestniczytam w do§wiadczeniach
dotyczacych zmian zachowania oraz zapisu EEG po uszkodzeniach bocznego podwzgorza
(LH) u szczurow. Jednym z istotnych objawow zespotu po lezjach LH u szczurow jest
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zmniejszenie ilosci snu (hiposomnia), ktore moze trwa¢ dtuzej niz inne zaburzenia
behawioralne (na przyktad afagia i adipsja). Ta hiposomnia zwiazana jest z akinezja, czyli
zmniejszeniem ogodlnej ruchliwosci i lokomocji zwierzat do§wiadczalnych. W nastepnych
latach bratam udziat w pracach nad analiza podtoza neuroanatomicznego i transmiterowego
hiposomnii wystgpujacej po elektrolitycznych lezjach LH, a takze towarzyszacych jej zmian
w pobudzeniu motorycznym. Stwierdzili$my, ze pomimo ograniczenia ogélnej lokomocji,
szczury wykazuja wzrost liczby drobnych ruchow posturalnych i perioralnych. Bratam udziat
w pracach zespotu opracowujacego nowa metodg aktograficzna, pozwalajaca na rejestracje
tak zmienionej aktywnosci ruchowej. Jednoczes$nie uczestniczylam w doswiadczeniach, ktore
mialy wykaza¢, czy niedobor snu, stwierdzony w jasnym okresie doby w zespole LH, moze
by¢ kompensowany zwigkszeniem ilo$ci snu w porze ciemnej. Calodobowe rejestracje EEG
wykazaty, ze nie dochodzi do takiego wyrdwnania, a stopien nat¢zenia hiposomnii jest
podobny w rejestracjach jedno- i dwunastogodzinnych pory jasnej. Grupa kontrolna, poddana
uszkodzeniom sasiadujacej z podwzgorzem warstwie niepewnej, nie wykazata ograniczen
ilosci snu. Wyniki powyzszych badan zostaty w latach 1990-1994 przedstawione na
kongresach towarzystw naukowych.

Hiposomnia wystepuje po lezjach zlokalizowanych na réznych poziomach osi przednio-
tylnej LH, niezaleznie od wielko$ci uszkodzenia. Boczne podwzgorze stanowi czg$é peczka
przysrodkowego przodomdzgowia (MFB), waznego szlaku nerwowego taczacego struktury
przodo- i migdzymozgowia. Zawiera rowniez neurony, ktore moga mie¢ znaczenie dla
regulacji czuwania i snu. Istotnym zagadnieniem byto rozstrzygnigcie, czy hiposomnia jest
nastgpstwem uszkodzenia ciat neuronow, czy wtokien przebiegajacych przez tg strukturg. W
tym celu przeprowadzitam u szczuréw cytotoksyczne lezje LH, po ktorych nie stwierdzitam
zmian ilo$ci snu i czuwania, co $wiadczy, ze hiposomnia wynika raczej z uszkodzenia
wtokien MFB. Aktywno$¢ ruchowa zwierzat wiazana jest z mezolimbicznym i
nigrostriatalnym uktadem dopaminergicznym, a drogi wstgpujace tych systemow biegna w
MFB. Ograniczenie ich aktywnos$ci dootrzewnowym podaniem haloperidolu (antagonisty
gtownie receptorow D2) nie zmniejsza hiposomnii po uszkodzeniach LH. To sugeruje, ze
uktad dopaminergiczny nie nalezy do systeméw mediatorowych bioracych udziat w
ograniczeniach snu pojawiajacych si¢ po lezji LH. Natomiast w kolejnych moich
doswiadczeniach wykazatam, ze w powstawaniu hiposomnii istotny jest udziat systemu
GABA-ergicznego. Iniekcje muscimolu (agonisty receptoréw GABAA) do LH indukuja
hiposomnig¢ o podobnym natgzeniu jak elektrolityczne uszkodzenia tej struktury. Efekt ten jest
blokowany bikukuling (antagonista receptorow GABA,). Czes¢ wynikow badan nad
elektroencefalograficznymi efektami uszkodzen LH zostata przeze mnie kompleksowo
opracowana i stata si¢ podstawa mojej pracy doktorskiej Zmiany elektroencefalograficzne po
uszkodzeniach bocznego podwzgorza u szczura, napisanej pod kierunkiem dr hab. Weroniki
Trojniar, prof. UG. Obrona pracy odbyta si¢ we wrzesniu 1998 na Wydziale Biologii,
Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego. Praca zostata w 2000 r nagrodzona
nagroda im. prof. Juliusza Nargbskiego przyznawana przez Polskie Towarzystwo Badan nad
Snem i opublikowana w 2 czgsciach, jako artykuty w Acta Neurobiologia Experimentalis oraz
W oficjalnym czasopismie PTBnS ,,Sen”.
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Po zdobyciu stopnia doktora od 15 pazdziernika 1998 zostatam zatrudniona w Katedrze
Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Gdanskiego i kontynuowatam pracg¢ naukowa pod
kierunkiem prof. dr. hab. Weroniki Trojniar. Jeden z kierunkow badan, w ktérych
uczestniczytam, dotyczyt plastycznosci osrodkowych proceséw aktywacyjnych w warunkach
stymulacji 1 uszkodzen uktadu mezolimbicznego. W pierwszym cyklu doswiadczen badatam
wplyw wielokrotnej (14-dniowej) stymulacji elektrycznej VTA indukujacej reakcje
pobierania pokarmu lub reakcj¢ lokomotoryczna u szczurow na widmo mocy lokalnych
potencjatow polowych rejestrowanych z tej okolicy mézgu. Zasadniczym efektem
wielokrotnej stymulacji elektrycznej VTA byty zmiany aktywnosci polowej tej struktury
polegajace na zwigkszonej tendencji do desynchronizacji podczas czuwania, sptyceniu snu
wolnofalowego i zaburzeniach charakterystyki snu paradoksalnego. Zmiany te utrzymywaty
si¢ do 2. dnia po zakonczeniu procedury stymulacji. Stosujac powyzsza metod¢ wywotywania
reakcji pobierania jedzenia lub lokomocji poprzez elektryczng stymulacjg VTA
uczestniczytam takze w badaniach nad funkcjonalnym zwiazkiem pomigdzy VTA a jadrem
konarowo-mostowym (PPN), ktore wysyta projekcje do VTA. Po mikroiniekcji prokainy do
PPN istotnie wzrdst prog pobudzenia dla obu typow reakcji wywotywanych stymulacja VTA,
lokalna iniekcja blokera receptorow GABA dawata podobny, cho¢ stabiej wyrazony efekt.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze PPN 1 VTA naleza do tych samych osrodkowych kregdéw
neuronalnych wlaczonych w regulacj¢ aktywacji psychomotorycznej, a VTA jest pobudzane
przez struktury PPN.

Bratam rowniez udzial w badaniach dotyczacych zwiazkéw uktadu dopaminergicznego
z osobniczymi roznicami w natg¢zeniu eksploracyjnych reakcji lokomotorycznych
wykonywanych przez zwierz¢ta w nowym otoczeniu. Reakcje te zwigzane sa z poziomem
uwalnianej dopaminy i pobudzeniem osi podwzgdrzowo-przysadkowo-nadnerczowej,
stwierdzono roéwniez, ze wysoko aktywne osobniki maja zwigkszona podatnos¢ na rozwdj
uzaleznien. W przeprowadzonych przez nas badaniach oceniana byta liczba i morfologia
dopaminergicznych komoérek podwzgorza u szczurow wykazujacych wysoka i niska
aktywnos¢ ruchowa. Po oznaczeniu i klasyfikacji aktywnosci lokomotorycznej zwierzat
metodami immunohistochemicznymi identyfikowane byty podwzgdrzowe neurony
dopaminergiczne zawierajace hydroksylaze tyrozynowa (TH+). Okazalo si¢, ze wysoka
aktywnos¢ eksploracyjna zwiazana jest z istotnie wyzsza liczba komorek podwzgorza
wykazujacych ekspresje TH, a komorki te maja wigksze wymiary (pole powierzchni, osie,
srednica). Wydaje sig, ze takie cechy histologiczne moga by¢ podtozem zwigkszone;j
podatnos$ci na stres oraz rozwoju uzaleznien farmakologicznych.

Drugi z realizowanych kierunkdw prowadzonych przez nas badah obejmowat analiz¢
szeroko pojetego podtoza morfologicznego i parametréw hipokampalnego rytmu theta
wywotywanego stymulacja sensoryczng u szczuré6w w narkozie uretanowej. Interesowata nas
zwlaszcza analiza funkcjonalnych potaczen pomigdzy strukturami pnia mézgu bioracymi
udziat w indukcji rytmu theta. Jak juz wspomniatam, wielopoziomowy system regulacyjny
rytmu theta rozpoczyna si¢ w jadrach siatkowatych pnia mézgu, ktore aktywuja pewne
okolice podwzgorza. Dalszy tor pobudzenia biegnie do przegrody przysrodkowej
przodomozgowia, bedacej we¢ztowym punktem wstgpujacych potaczen z hipokampem.
Sposrod poczatkowych ogniw tego systemu najwazniejsze sa dwa siatkowe jadra: jadro
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przednie mostu (RPO) i jadro konarowo-mostowe nakrywki (PPN). Znaczenie czynno$ciowe
obu struktur i powiazania funkcjonalne migdzy nimi badalismy w cyklu doswiadczen, ktorych
gldwne wyniki byty nastepujace:

— stymulacja RPO i PPN poprzez lokalne iniekcje karbacholu prowadzi do indukcji theta w
hipokampie, natomiast stymulacja elektryczna tych jader jest efektywna tylko w odniesieniu
do RPO. W naszych eksperymentach, przeprowadzonych na szczurach uretanowych, RPO
byto pobudzane chemicznie i elektrycznie, a jednoczesnie wykonano inaktywacje prokainowa
PPN w poétkuli kontralateralnej. Inaktywacja PPN nie hamowata theta indukowanego
karbacholem podanym do RPO, ale calkowicie blokowata rytm theta indukowany stymulacja
elektryczna RPO. Wyniki wskazuja na wazna rolg¢ PPN w generacji rytmu theta z poziomu
pnia mézgu, w zaleznosci od metody indukcji rytmu theta, czyli cholinergicznego lub
elektrycznego pobudzania RPO;

— Badania wptywu iniekcji prokainy do réznych czg$ci RPO na aktywno$¢ elektryczna
hipokampa u uretanizowanych szczurow wykazaty, ze prokaina podana do czgsci tylnej RPO
blokuje mozliwos¢ sensorycznej indukcji rytmu theta. Mikroiniekcja prokainy do przedniej
czes$ci RPO albo nie miata hamujacego wplywu na stymulowany sensorycznie theta, albo
wywotywata dlugotrwate epizody rytmu theta bez potrzeby stymulacji sensorycznej. Wyniki
te sugeruja roznorodnos¢ funkcjonalna przedniej i tylnej czgsci RPO w mechanizmach
lezacych u podstaw indukcji hipokampalnego rytmu theta;

— Aktywno$¢ PPN moze by¢ modulowana przez uktad serotoninergiczny, zwlaszcza przez
wplywy z jader szwu, ktore moga dziala¢ na neurony PPN przez r6zne klasy receptorow
serotonergicznych. Okazalo sig, ze mikroiniekcje agonistow serotoniny (8-OH-DPAT i 5-CT)
do PPN po kroétkiej latencji indukowaty dtugotrwate epizody rytmu theta u znieczulonych
uretanem szczuréw. Uzyskane wyniki sugeruja, ze lokalne hamowanie serotonergiczne
przypuszczalnie cholinergicznych neuronéw w PPN dziata jako wyzwalacz aktywnosci
hipokampalnego theta.

Obok gtownego nurtu badan nad podtozem morfologicznym rytmu theta
uczestniczytam w badaniach nad dynamika czg¢stotliwosciowo-amplitudowa hipokampalnego
sygnatu EEG w warunkach indukcji rytmu theta. Analiza zachodzacych w czasie zmian
czestotliwoscei 1 mocy tego rytmu wykazata, ze parametry te ulegaty szybkiemu wzrostowi na
poczatku stymulacji, a nastgpnie Stopniowo obnizaty si¢ podczas jej trwania. Zmiany
czgstotliwoscei rytmu theta wyprzedzaly w czasie zmiany mocy (amplitudy). Wydaje sig, ze
opisywana dynamika sygnatu jest wtasciwa dla rytmu theta, poniewaz nie wystgpuje w innych
sktadowych hipokampalnego EEG po chemicznej blokadzie rytmu theta. Inny realizowany
przez nas temat dotyczyl udzialu potaczen szczelinowych w powstawaniu synchronicznej
aktywnosci elektrycznej hipokampa. Potaczenia szczelinowe (synapsy elektryczne)
zapewniaja szybka komunikacj¢ migdzy komdrkami. Wezesniejsze doniesienia o udziale
synaps elektrycznych w powstawaniu rytmu theta oparte byty na badaniach in vitro
izolowanych skrawkow hipokampa. Nasz zespot przeprowadzit takie badania na uspionych
uretanem szczurach i wykazat, ze dootrzewnowe podanie karbenoksolonu (blokera synaps
elektrycznych) wywotato powolna, ale catkowita supresje¢ indukowanego sensorycznie
hipokampalnego rytmu theta. Efekt ten charakteryzowat si¢ stopniowa redukcja mocy w
pasmie theta oraz wzrostem mocy sygnatu w pasmie delta w czasie kolejnych stymulacji
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sensorycznych. Wyniki te wskazuja na istotne znaczenie potaczen szczelinowych w
powstawaniu synchronicznej aktywnosci neuronéw hipokampa.

W zwiazku z przynaleznoscia do zespotu Pracowni Badan Snu i realizowanymi
przedmiotami dydaktycznymi w krggu moich zainteresowan znalazty si¢ rowniez zagadnienia
zwigzane z nastgpstwami deprywacji snu oraz udzialem dopaminy w regulacji cyklu sen-
czuwanie. W efekcie analizy pismiennictwa dotyczacego tej tematyki napisalam dwie prace
pogladowe. W pierwszej pracy (2010) przedstawitam wyniki wieloletnich badan wykazujace,
ze ograniczenie snu prowadzi do powaznych ograniczen funkcjonowania. Przejawiajq sie one
w pogorszeniu widzenia i spostrzegania, ostabieniu koncentracji, zwolnieniu reakcji,
zwigkszeniu liczby popetnianych bledéw i zmniejszeniu precyzji wykonywanych czynnosci,
schematycznym mysleniu, podejmowaniu niewtasciwych decyzji, zaburzeniach
emocjonalnych, a takze pogorszeniu pamigci. Zmeczenie wystepujace po 20-25 godzinach
bezsennosci powoduje uposledzenie wykonywania zadan poréwnywalne z efektem
etanolowej intoksykacji siggajacej wartosci 0,10% koncentracji alkoholu we krwi. W mojej
drugiej pracy (2014) przedstawilam fakty przemawiajace za udzialem uktadu
mezostriatalnego i mezokortykolimbicznego w regulacji snu i czuwania. Oméwitam wptyw
dopaminy, jej agonistéw i transportera dopaminowego na stan czuwania i snu, zaburzenia snu
towarzyszace dysfunkcjom uktadu dopaminergicznego oraz rolg dopaminy w snie REM i
indukcji marzen sennych.

Obecnie w naszym zespole badamy udzial VTA w regulacji elektrycznej aktywnosci
hipokampa u szczuréw warunkowanych bodZzcami awersyjnymi. Taki model do$wiadczalny
pozwala na uzyskanie rytmu theta przy wysokim poziomie pobudzenia osrodkowego w stanie
czuwania, zaréwno w warunkach immobilizacji ruchowej (,,freezing™) jak i podczas dowolnej
aktywnosci lokomotorycznej (reakcja unikania). Tym sposobem jest wigc mozliwa analiza
rytmu theta obu typéw: cholinergicznego i niecholinergicznego. W kolejnych badaniach
zamierzam sprawdzi¢, jakie znaczenie dla indukcji rytmu theta maja projekcje z jadra
konarowo-mostowego do VTA.

k/j ) @mé\/’ vani VQ e,-vi\';{c&
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