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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Dominika Kanigowskiego  

pt. „Zmiany plastyczne wybranych klas korowych interneuronów 

hamujących zachodzące pod wpływem uczenia”      

 

     Plastyczność neuronalna, w tym plastyczność synaptyczna, jest kluczowym 

procesem zachodzącym w mózgu pod wpływem bodźców zewnętrznych i 

wewnętrznych, o fundamentalnym znaczeniu w rozwoju mózgu, uczeniu się, 

 zapamiętywaniu i regeneracji mózgu po urazach. Plastyczność neuronalna 

badana jest różnymi metodami z wykorzystaniem obrazowania na poziomie 

mikroskopii świetlnej i elektronowej, a także technik elektrofizjologicznych. 

Doktorant Dominik Kanigowski podjął się scharakteryzowania pod względem 

parametrów elektrofizjologicznych trzech typów interneuronów GABA-

ergicznych; somatostatynowych (Int-SOM), parwalbuminowych (Int-PV) i 

zawierających wazoaktywny polipeptyd jelitowy (Int-VIP) w IV warstwie kory 

somatosensorycznej myszy po warunkowaniu (CS+UCS), 

pseudowarunkowaniu (Pseudo) i u myszy naiwnych (Naiwne). Badania układu 

GABA-ergicznego w plastyczności są kontynuacją wcześniejszych badań 

prowadzonych przez prof. dr hab. Małgorzatę Kossut i współpracowników. Jest 

to bardzo interesujące zagadnienie wskazujące, jak ważne są neurony hamujące 

w plastyczności neuronalnej kory mózgowej. Podobnie jak we wcześniejszych 

pracach, hamujące interneurony korowe zbadano w IV warstwie kory 



 

somatosensorycznej myszy, w tzw. korze baryłkowej, która jest dogodnym i 

często wykorzystywanym modelem w badaniach plastyczności. 

 Celem rozprawy doktorskiej mgr. Dominika Kanigowskiego było 

zarejestrowanie zmian parametrów elektrofizjologicznych pojedynczych 

interneuronów z trzech typów interneuronów GABA-ergicznych kory 

baryłkowej metodą whole-cell patch-clamp pod wpływem uczenia się. 

 Pan mgr Dominik Kanigowski wykazał, że uczenie się u myszy 

(warunkowanie i pseudowarunkowanie) wywołuje zmiany plastyczne 

pobudliwości własnej interneuronów GABA-ergicznych, synaps pobudzających 

te interneurony i hamowania neuronów pobudzających przez interneurony 

GABA-ergiczne. Zmiany te są specyficzne dla danego typu neuronów GABA-

ergicznych IV warstwy kory somatosensorycznej. 

 Rozprawa jest dobrze napisana, w sposób jasny i zrozumiały oraz dobrze 

zilustrowana 67 starannymi rycinami. Praca liczy 202 strony, ma typowy układ 

dla rozpraw doktorskich i zawiera kolejno: spis treści, streszczenie, abstract, 

wykaz skrótów, wstęp, cel pracy, materiał i metody, wyniki i dyskusję. Na końcu 

pracy znalazło się podsumowanie, bibliografia licząca aż 542 pozycje oraz spis 

publikacji Autora. 

Wstęp (33 stron) jest dobrym, pod względem merytorycznym, 

wprowadzeniem do pracy, zawiera istotne informacje dotyczące układu 

interneuronów GABA-ergicznych w korze mózgowej, ich charakterystyki oraz 

chorób będących wynikiem zaburzeń działania tych neuronów. Doktorant 

szczegółowo opisał trzy typy interneuronów: Int-SOM, Int-PV i Int-VIP. 

Opisana została też kora baryłkowa z reprezentacjami korowymi wibrys na 

pyszczku myszy oraz droga informacji sensorycznych z wibrys do kory oraz sieć 

neuronów w korze baryłkowej. W kolejnych rozdziałach Doktorant opisał 

zjawisko plastyczności neuronalnej oraz udział neuronów GABA-ergicznych 

kory w plastyczności wywołanej uczeniem się, zwłaszcza uczeniem się 

asocjacyjnym (warunkowanie klasyczne). We wstępie brakuje informacji o 

plastyczności dobowej, która zachodzi pod wpływem dobowych zmian w 

środowisku zewnętrznym, zwłaszcza zmian oświetlenia oraz pod wpływem 

sygnałów z zegara okołodobowego zlokalizowanego w jądrach 

nadskrzyżowaniowych podwzgórza. Poza tym, wstęp świadczy o dobrym 



 

teoretycznym przygotowaniu Doktoranta i znajomości literatury naukowej 

dotyczącej przedmiotu rozprawy. 

W rozdziale Materiały i metody (20 stron) Doktorant opisał szczegółowo 

zwierzęta doświadczalne użyte do badań – myszy transgeniczne z systemem Cre-

LoxP, w celu znakowania fluorescencyjnego wybranych interneuronów w korze 

baryłkowej oraz myszy z ekspresją ChR2 w celu generowania IPSPs 

optogenetycznie w neuronach pobudzających, wzbudzając wybraną grupę 

interneuronów GABA-ergicznych z ChR2 światłem niebieskim.  

Zastosowana w badaniach metoda warunkowania polegała na sparowaniu 

bodźca bezwarunkowego awersyjnego – szoku elektrycznego w ogon z bodźcem 

warunkowym, czyli stymulacją (odginanie) wybranego rzędu wibrys (rząd B 

wibrys lewej strony pyszczka). Po 3 dniach habituacji, myszy poddawano przez 

3 kolejne dni warunkowaniu, łącznie przeprowadzono 120 sesji sparowania CS z 

UCS. U myszy pseudowarunkowanych stymulowany był ten sam rząd wibrys, w 

podobny sposób jak u myszy warunkowanych, ale szok elektryczny w ogon 

dostarczany był losowo. Grupa myszy naiwnych nie była poddawana żadnej 

stymulacji. Po ok. 24 godz. przeprowadzano anestezję zwierząt, a następnie 

pobierano prawą półkulę, przygotowywano skrawki kory baryłkowej, które 

utrzymywane były w specjalnej komorze wypełnionej roztworem ACSF, 

mACSF lub D-glukonianu potasu w celu przeprowadzenia rejestracji 

elektrofizjologicznej whole-cell patch-clamp neuronów baryłek rzędu B. U 

zwierząt naiwnych rejestrowano nie tylko z rzędu B, ale także A, C i D. 

Typy neuronów GABA-ergicznych rozpoznawane były dzięki obecności 

czerwonego barwnika fluorescencyjnego – td Tomato. Rejestrowano potencjał 

spoczynkowy, opór dostępowy i opór wejściowy, pobudliwość własną 

interneuronów, aktywność spoczynkową i sEPSCs (spontaniczne 

postsynaptyczne prądy pobudzające). Badano również dynamikę pobudliwości 

komórek w odpowiedzi na puls prądowy o wzrastającym natężeniu. 

Przeprowadzono analizę kształtów APs (potencjałów czynnościowych) i 

adaptacji wyładowań. Oprócz interneuronów GABA-ergicznych rejestrowano 

również aktywność neuronów pobudzających, eIPSCs (postsynaptyczne prądy 

hamujące) i analizowano frakcje unerwianych neuronów pobudzających przez 

Int-VIP. Wszystkie zastosowane metody są prawidłowe, chociaż trudno mi 

ocenić prawidłowość przeprowadzonych rejestracji, gdyż nie jestem 



 

elektrofizjologiem. Analizowane parametry elektrofizjologiczne zilustrowano 

dobrymi rycinami, na których zaznaczono, jakie parametry były analizowane.  

Ponieważ podczas rejestracji stosowano różne płyny 

zewnątrzkomórkowe i opisano, dlaczego zastosowano taki a nie inny skład 

płynów (podany w tabelach), to prosiłabym o wyjaśnienie, czy we 

wcześniejszych (wstępnych) badaniach Autora testowano, w przypadku roztworu 

wewnątrzkomórkowego (k-glukonian) i mACSF inne stężenia jonów, np. inne 

stężenie K
+
. Zastosowane metody wymagały od Doktoranta dużych umiejętności 

w przygotowaniu skrawków mózgu i samych rejestracji elektrofizjologicznych. 

Wyniki zostały przedstawione na 72 stronach i zilustrowane 45 rycinami. 

Wyniki podzielono na trzy główne podrozdziały, a w każdym opisano jeden z 

trzech typów analizowanych interneuronów GABA-ergicznych u myszy 

naiwnych, pseudowarunkowanych i warunkowanych. W grupie Int-SOM 

zarejestrowano 4 typy pod względem wzoru wyładowań: LTS (low-threshold 

spiking) (77%), FS (fast-spiking) (13%), AC (accomodating) (6,5%) i IR 

(irregular spiking) (3,5%). W przypadku Int-SOM-LTS nie zarejestrowano 

różnic w podstawowych parametrach elektrofizjologicznych oraz aktywności 

spontanicznej u badanych grup zwierząt, natomiast wykryto, że pobudliwość 

własna Int-SOM oraz pobudzające połączenia synaptyczne unerwiające te 

interneurony są większe u myszy warunkowanych w porównaniu z pozostałymi 

grupami zwierząt. Ponadto stwierdzono różnice w parametrach kształtu APs oraz 

że, Int-SOM u myszy warunkowanych zwiększają hamowanie neuronów 

pobudzających w korze baryłkowej. 

W grupie neuronów Int-PV zidentyfikowano 64% FS-reb (bez rebound 

spikes), 26% FS+reb. i 10% częściowych FS. W przypadku tych neuronów 

warunkowanie nie miało wpływu na podstawowe parametry fizjologiczne i 

aktywność spontaniczną. Pobudliwość własna była podobna w grupie myszy 

naiwnych i warunkowanych, a obniżyła się w grupie pseudowarunkowanej. 

Natomiast transfer ładunku hamowania (eIPSCs) z Int-PV był największy w 

grupie CS+UCS. 

W grupie Int-VIP wykryto 51,6% neuronów AC, 27,4% LTS, 17,8% IR i 

3,2% FS. W przypadku Int-VIP-AC stwierdzono niewielkie zmiany potencjału 

spoczynkowego (wzrost w grupie Pseudo a obniżenie w CS+UCS) i 

pobudliwości własnej w porównaniu z grupą myszy naiwnych. 



 

 

W Dyskusji (31 stron) Autor wykazał się dużą znajomością literatury 

oraz umiejętnością i ostrożnością w interpretacji wyników. Podkreślił znaczenie 

osiągniętych wyników i starał się też wyjaśnić, dlaczego wiele z 

zarejestrowanych parametrów elektrofizjologicznych nie różniło się statystycznie 

istotnie pomiędzy grupą zwierząt warunkowanych, pseudowarunkowanych i 

naiwnych. Moim zdaniem przyczyną tego może być wybór pory doby, w której 

przeprowadzano doświadczenia. Moje badania i moich współpracowników 

wykazały, że najwięcej synaps hamujących w baryłce B2 u myszy naiwnych jest 

na początku nocy, kiedy zwierzęta są aktywne motorycznie. Wtedy jest też 

więcej dwusynaptycznych kolców dendrytycznych, z jedną synapsą pobudzającą 

i drugą hamującą. Te cykliczne zmiany utrzymują się również u zwierząt 

trzymanych w stałej ciemności, co oznacza, że zmiany w liczbie synaps 

hamujących oraz morfologia kolców dendrytycznych regulowana jest przez 

sygnały z zegara okołodobowego zlokalizowanego w jądrach 

nadskrzyżowaniowych podwzgórza mózgu. 

O ile liczba synaps pobudzających również zmienia się w ciągu doby i 

jest ich najwięcej na początku dnia, w fazie snu u myszy, to ich endogenna 

czasowa regulacja jest słabsza niż w przypadku synaps hamujących. 

Warunkowanie i pseudowarunkowanie przeprowadzone przez Doktoranta 

przypadało więc na fazę snu u myszy. Wprawdzie bodziec UCS, jakim jest szok 

elektryczny, jest na tyle silnym bodźcem awersyjnym, że zmiany w korze 

baryłkowej i prawdopodobnie we wzgórzu i ciele migdałowatym pojawiają się u 

zwierząt warunkowanych i pseudowarunkowanych, ale jak wiadomo z innych 

naszych badań, proces uczenia się jest bardziej skuteczny, gdy przypada na porę 

najwyższej aktywności zwierzęcia. Rozumiem, że wybrana pora badań, była 

zgodna z porą wcześniej prowadzonych badań, ale biorąc pod uwagę najwyższą 

liczbę synaps hamujących na początku nocy, dobrze byłoby przeprowadzić 

badania uczenia się o tej porze doby, kiedy zwierzęta są najbardziej aktywne.  

Pomimo, że rozprawa jest dobrze napisana, to Autor nie ustrzegł się 

pewnych błędów stylistycznych, nielicznych literowych i ortograficznych, 

niezgrabnych sformułowań (np. wyniki, jakie otrzymano na mysiej I-rzędowej 

korze wzrokowej) czy spolszczonych wyrażeń z języka angielskiego (w sposób 

zrandomizowany). Z kolei zamiast „szybkiej i wolnej częstotliwości” powinno 



 

być: „wyższa i niższa częstotliwość”; zamiast „dziennych rytmów aktywności 

komórkowej” powinno być: „dobowe/okołodobowe rytmy aktywności 

neuronów”. Również stwierdzenie, że „uczenie jest immanentną cechą 

wszystkich wyższych kręgowców” nie jest właściwe, bo uczenie się, w tym 

warunkowanie, jest procesem, który obserwowany jest u kręgowców i 

bezkręgowców i nie jest to wyłącznie cecha ssaków. 

 

Podsumowanie 

 Wyniki badań zawarte w rozprawie doktorskiej mgr. Dominika 

Kanigowskiego, pomimo moich powyższych uwag, są istotnym wkładem w 

poznanie właściwości i roli neuronów GABA-ergicznych w korze baryłkowej 

myszy w procesie uczenia się, jakim jest warunkowanie i pseudowarunkowanie 

przy zastosowaniu awersyjnego bodźca bezwarunkowego.  

W mojej opinii rozprawa doktorska mgr. Dominika Kanigowskiego 

spełnia warunki określone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku. Prawo o 

szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). 

 W związku z powyższym wnioskuję do Rady Naukowej Instytutu 

Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie o dopuszczenie 

mgr. Dominika Kanigowskiego do dalszych etapów przewodu doktorskiego.  

 

 

Elżbieta Pyza  
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