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prof. Krzysztofa Janeczko na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu

Jagiellonskiego

Lekooporne napady padaczkowe dotycza ok. 30% pacjentéw z ta powazna choroba
neurologiczng. Poczatkowo wydawalo sig, ze nowsze leki przeciwpadaczkowe, wehodzace do
terapii u schylku XX wieku, przynajmniej czgsciowo rozwiaza ten problem. Jednakze poza
lepszymi wiasnodciami farmakokinetycznymi oraz stabszymi efektami niepozadanymi, leki te
nie ograniczyly istotnie odsetka pacjentéw z tego rodzajem napadow. Wiaze si¢ to z jedne;j
strony z poszukiwaniem alternatywnych metod leczenia, jak zabiegi chirurgiczne, czy
glgboka stymulacja mézgu, jednak nie zawsze metody te (szczegdlnie pierwsza) sa mozliwe
do zastosowania i nie zawsze wywoluja oczekiwany skutek. Dlatego tez poszukuje sie
obecnie z uzyciem modeli zwierzgcych metod terapeutycznych modulujacych przebieg
epileptogenezy, czyli np. lekdw przyczynowych w przeciwienstwie do lekow
przeciwpadaczkowych, ktdre sg typowymi lekami objawowymi. Doktorant stusznie zauwaza,

ze badane przez Niego malformacje rozwojowe sg istotng przyczyna pojawiania sic
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padaczkowych napadow lekoopornych u dzieci a poznanie mechanizméw epileptogenezy,
towarzyszgcych malformacjom, moze si¢ przyczyni¢ do powstania wyzej wspomnianych
lekow przyczynowych. Cel badan jest wiec jak najbardziej uzasadniony — w zasadzie
powinienem uzy¢ sformufowania: cele badan, gdyz ich liczba jest imponujaca i zastuguje na
szczegolne podkreslenie. Doktorant postawil sobie za cel szczegdlowe zbadanie zmian
anatomicznych w mézgach napromienianych prenatalnie szczuréw (w czterech réznych
okresach zycia plodowego), scharakteryzowanie aktywnosci EEG oraz zmian w astrocytach w
tych grupach. Kolejnym celem bylo zbadanie towarzyszacych zmian w ekspresji genow w
hipokampie. przy czym ten cel zostal rozszerzony na grupy zwierzat, u ktérych wywolywano
aktywnos¢ drgawkowsa za pomocg pilokarpiny, badz powtarzanych elektrowstrzasow.

Rozprawa ma uktad typowy i liczy 116 stron wydruku komputerowego oraz zawiera
16 rycin i 6 tabel. Lista referencji obejmuje 243 publikacje, w zdecydowanej wiekszosci juz z
XXI wieku. Uwagg zwraca publikacja z lat 70-tych, pojedyncze prace z lat 80-tych i kilka z
lat 90-tych poprzedniego stulecia, co §wiadczy o szerokim spojrzeniu Doktoranta na badane
problemy. We Wstepie (na ponad 30 stronach wydruku) Doktorant wyczerpujaco przedstawia
typy oraz klasyfikacje malformacji a nastepnie przechodzi do omdwienia zaleznosci
pomigdzy padaczkg lekooporna a réznymi typami dysplazji. Zwraca uwage na fakt, ze gléwna
metodg leczenia napadow u pacjentéw z dysplazjami sa zabiegi chirurgiczne, co
zdecydowanie odroznia te grupe od przypadkdw padaczki lekoopornej, wynikajacych z
odmiennej etiologii. Kolejne strony dotycza mechanizméw dysplazji — w ramach tego
problemu dyskutowane sg takze mechanizmy epileptogenezy zachodzace w trakcie dysplazji.
Mgr Kietbinski rozwaza zmiany na poziomie neuroprzekaznictwa pobudzajgcego i
hamujgcego oraz na poziomie mechanizmow genetycznych. Analizuje rowniez wphyw, jaki
moze wywieraC dysplastyczna kora mézgowa na obszary kory prawidlowej poprzez

wywolywanie stanu zapalnego ze wszystkimi jego konsekwencjami w procesie inicjowania
2



epileptogenezy. Zwraca uwage na istotng rolg gleju w tymze procesie. Kolejne czesci Wstepu
zostaly poswiecone modelem zaburzen rozwojowych moézgu, poprzedzone dokfadnym opisem
faz rozwoju kresomoézgowia. Poddaje takze analizie zmiany progu drgawkowego u szczurow
pod wptywem roznych okresow stosowania napromienienia. Co ciekawe, obserwowano
roznice tak w odniesieniu do czasu zycia plodowego w momencie napromienienia, jak i w
odniesieniu do stosowanych substancji drgawkotwérczych. Bardzo wazne jest nawigzanie
Doktoranta do ograniczen, jakie niosag modele zwierzgce. Analizujgc, na zakofczenie Wstepu,
przestanki badawcze rozprawy, Doktorant zwrdcit uwage na istotny aspekt, iz wigkszo$é
badan z uzyciem napromienienia prenatalnego odnosi sie do 17 dnia zycia plodowego,
dlatego tez przyjecie czterech roznych punktow czasowych (ekspozycja w 13, 15, 17119
dniu zycia) dodatkowo poszerza wiedzg na temat badanych procesow i umozliwia $ledzenie
ewentualnych korelacji czasowych.

Materiat i metody zostaly prawidfowo przedstawione na niespeina 18 stronach
wydruku. Mgr Kietbinski dokladnie opisuje przebieg procedur napromieniania oraz
przygotowanie zwierzat do doswiadczen oraz ich podzial na grupy doswiadczalne, co
znacznie ulatwia zrozumienie przedstawianych wynikdw. Kolejno omawiane sg implantacije
urzgdzen telemetrycznych do rejestracji sygnalu EEG oraz sposéb analizy tego sygnatu a
takze metody MRI, immunohistochemii oraz ,, Western blotting”. Wreszcie Doktorant
przedstawil metody pomiaru ekspresji gendw oraz wywolywane procedury drgawkowe za
pomoca pilokarpiny i wielokrotnej stymulacji elektrycznej. W trakcie omawiania
stosowanych metod zostaty zaprezentowane stosowane metody analizy statystyczne;.

Wyniki obejmujg 19 stron wydruku i sg ilustrowane rycinami (takze w formie zdje¢)
oraz tabelami. Generalnie, Doktorant obserwowal zmniejszenie objetosci mézgu, ktére byto
wyraznie zalezne od dnia zycia plodowego, w ktorym nastgpito napromienienie, poczynajac

od najwigkszego spadku objetosci w dniu 13-tym ekspozycji. Kolejne ekspozycje
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charakteryzowaly si¢ mniejszymi spadkami objetosci. Podobnie, najsilniej wyrazone zmiany
dysplastyczne byly najwicksze w 13 i 15 dniu ekspozycji. Co ciekawe, w dniu 17-tym zmiany
byly tagodniejsze ale dotyczyly wigkszego odsetka zwierzat. W odniesieniu do profili
spektralnych EEG, najwigksze zmiany obserwowano u zwierzat eksponowanych na
promieniowanie gamma w 15 dniu Zycia plodowego i nie korelowaly one ze stopniem
heterotopii oraz redukcja objetosci mozgu. Z kolei zmniejszona reaktywnos$¢ na marker
astrocytarny GFAP byla szczegdlnie wyrazna przy ekspozycji w dniu 19-tym. Ta sama
zaleznos¢ dotyczyla bialek powigzanych z astrocytami. Zmiany w ekspresji genéw dotyczyly
ich w liczbie 22, przy czym ich najwigksze nasilenie obserwowano u zwierzat po
wezesniejszych eskpozycjach na promieniowanie. Podanie pilokarpiny i wywolana przez nig
aktywnos¢ drgawkowa w odlegtym okresie powodowata efekt addytywny w odniesieniu do
zmian ekspresji genow wywolanych napromienieniem. Powtarzane elektrowstrzasy byly pod
tym wzglgdem znacznie mniej efektywne.

Dyskusja (na blisko 13 stronach wydruku) jest z jednej strony obszerna a z drugiej —
tworcza i inspirujgca. Przede wszystkim mgr Kielbinski przedyskutowat wszystkie otrzymane
wyniki a bylo ich niemalo. Doktoranta szczegélnie zainteresowal fakt zmian spektralnych w
EEG, ktore nie korelowaly z intensywnoscia zmian anatomicznych, ktore byty najsilniej
wyrazone w grupie eksponowanej na promieniowanie w 13-tym dniu zycia ptodowego.
Praktycznie grupa ta nie wykazywata zmian w profilu EEG w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. W szczegdtowych rozwazaniach zmierzajacych do wyjasnienia tego fenomenu
Doktorant proponuje prawdopodobny udzial interneuronéw parwalbuminowych i/lub
mechanizm astrocytarny. W dyskusji na bazie analizy funkcjonalnej in silico a takze na
podstawie danych z pismiennictwa na temat znaczenia gendw oraz zmian ich ekspresji,
Doktorant zaproponowal szereg procesow, ukladajgcych sie w logiczny cigg. prowadzacy na

bazie zmian dysplastycznych do zaburzen w szlakach molekularnych odpowiedzialnych za
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rozwoj mozgu, okreslenie fenotypow komdérkowych, nadzor nad procesami zapalnymi i
wreszcie reakcjg na czynniki uszkadzajace. Moim zdaniem, wyniki uzyskane w niniejszej
rozprawie, moga przyczyni¢ si¢ do poznania mechanizmow epileptogenezy a tym samym do
okreslenia mozliwosci jej hamowania, szczegdlnie w odniesieniu do zmian dysplastycznych u
dzieci.

Po przeczytaniu tej interesujgcej rozprawy nasungly mi sie nast¢pujgce komentarze i
uwagi:

1. Na stronie 18-tej lepicj brzmialoby ,,przedwczesny pordéd” zamiast ,,przedwczesne
urodzenie™

2. Sformulowanie ,,biatka odpornosci lekowej” powinno byé zastgpione ,.biatkami
opornosci lekowej” (str. 24)

3. Str. 38 i nastepne: pilokarpina i kwas kainowy sg typowymi substancjami
drgawkotwdrczymi a nie ,,prodrgawkowymi”. W moim odczuciu substancja
prodrgawkowa obniza prog drgawkowy nie wywolujgc aktywnosci drgawkowej

4. Mimo wszystko umiescilbym inicjaly autorow pozycji pismiennictwa umieszczonych
w bibliografii. W odniesieniu do niektorych pozycji pismiennictwa Doktorant umiescit
pelne imiona pierwszych autoréw (poz. 61,123-126, 134,145,146), co sprawia
wrazenie, szczegdlnie w przypadku autoréw z krajow azjatyckich, braku. stosowania
kolejnosci alfabetycznej

5. Do dyskusji wiaczytbym wyniki Nemes i wsp. (Epilepsia, 2017:58:1755-1761)
dotyczgce wplywu lekow przeciwpadaczkowych na aktywnosé drgawkowg wywolang
pentylenetetrazolem u szczuréw z dysplazja korowa. Warto tez byloby wspomnie¢ o
wplywie dysplazji korowej na skutki pourazowego uszkodzenia mozgu (Nemes i wsp.,

J Neurotrauma 2016;33:1883-1891).



6. Brakuje mi przedstawienia bardziej szczegdlowych danych odnosnie wywolywanej
aktywnosci drgawkowej. Zgadzam sie jednoczesnie, ze podane kryteria graniczne
oceny tejze aktywnosci, decydujgce o selekcji zwierzat do dalszych doswiadczen, sa
wystarczajace pod katem tej rozprawy.

Przedstawione powyzej uwagi nie wplywajg na wysoka zawartosc¢
merytoryczng przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej mgr. Kietbinskiego.
Fakt opublikowania znaczacej czgsci wynikow w prestizowych czasopismach
naukowych, z Doktorantem jako pierwszym autorem, dodatkowo $wiadczy o ich
oryginalnosci i wysokim poziomie realizacji. Mgr M. Kielbifiski pod kierunkiem prof.
K. Janeczko wykonal wszystkie zakladane w celach rozprawy doswiadczenia i ich
wyniki poddat gruntownej analizie, sugerujac, iz stosowany przez Niego model
dysplazji mézgu moze stuzy¢ do poznawania ciggle jeszeze niedostatecznie
rozwiklanego mechanizmu epileptogenezy. Podczas realizacji badan stosowano
nowoczesne metody, m.in. biologii molekularnej, ktore pozwalaja na glebokie
wniknigcie w poznanie toczacych sie procesow patologicznych w mézgu. Biorge pod
uwage wspomniany wysoki poziom merytoryczny rozprawy, staranne przygotowanie
wszystkich rozdzialow oraz ogrom wlozonej pracy (tak na poziomie do$wiadczalnym,
jak iredakcji rozprawy) zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziahi Biologii
Uniwersytetu Jagielloniskiego z wnioskiem nie tylko dopuszczenia Doktoranta do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. ale tez z pelnym przekonaniem wnioskuje o
przyznaniec wyrdznienia tej wartosciowej rozprawie.
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