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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Cabana

pt. ,,Rytm theta w obszarze tylnego podwzgorza u szczura: badania in vitro”

Zaliczane do miedzymoézgowia podwzgdrze pelni szereg funkcji istotnych dla przezycia
gatunku: reguluje rytmy biologiczne, wplywa na wydzielanie hormondéw, kontroluje
przyimowanie pokarméw, reguluje poziom aktywnosci w stanie czuwania i uczestniczy w
indukcji snu. Szczegdlna rola podwzgérza wynika zaréwno z wiasciwosci neurondw,
budujacych poszczegélne jadra tej struktury, jak i przebiegajacych tedy drég neuronalnych.
Przez obszar podwzgorza biegnie brzuszna czg$§¢ tzw. wstepujgcego  systemu
synchronizujacego czynno$¢ hipokampa i innych obszaréw kory limbicznej. Aktywacja
struktur tego systemu wigzana jest z powstawaniem rytmu theta o zasadniczym znaczeniu dla
funkcji poznawczych i proceséw pamigciowych, zardwno u zwierzat, jak i u ludzi. Rytm ten
wystepuje W czuwaniu oraz w paradoksalnej fazie snu, w réoznym stopniu angazujac
osrodkowe uktady transmiterowe. Praca doktorska pana mgr Bartosza Cabana dotyczy
znaczenia neuronéw tylnego podwzgérza w powstawaniu rytmu theta. W do$wiadczeniach
doktorant zastosowat technike izolacji skrawkow podwzgoérza. Metoda ta jest stosowana w
Katedrze Neurobiologii Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska UL do badania
elektrofizjologicznych cech rytmu theta przede wszystkim w hipokampie, a w ostatnich latach
znalazta zastosowanie do badania innych struktur mézgowych, w tym podwzgorza.

Przechodzac do oceny, uklad pracy pana mgr Bartosza Cabana jest zgodny z zasadami
redagowania prac do$wiadczalnych i zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wstep, metodyke badan, wyniki, dyskusje, wnioski oraz spis publikacji, wykorzystanych przy
przygotowywaniu pracy. Na poczatku pracy Autor zamiescit bardzo przydatny recenzentom i
osobom czytajacym prace wykaz uzywanych skrotow.

Obszerny wstep, liczacy 47 stron, sktada si¢ z 5 podrozdziatéw. W pierwszych dwoch
czesciach wstepu Autor przedstawil aktualny stan wiedzy, dotyczacy znaczenia rytmu theta,

zarébwno u ludzi, jak i u zwierzat, zwracajgc uwage na jego korelacje z funkcjami




poznawczymi, identyfikacja nowych bodzcow oraz mechanizmami pamieci. Podat klasyczna
kwalifikacje¢ form rytmu theta u zwierzat, zalezng od poziomu aktywnosci ruchowej. W tych
podrozdziatach pan mgr Caban opisal transmiterowe podloze rytmu theta, gtownie GABA- i
cholinergiczne, podkreslajac ich znaczenie w modulacji parametréw rytmu theta, tj. jego
amplitudy 1 czestotliwosci. Oméwil réwniez role uktadu oreksynowego, aktywnego przede
wszystkim w warunkach czuwania i regulujacego szereg funkcji, takich jak aktywno$é
ruchowa czy przyjmowanie pokarméw. Dzialanie tego systemu w odniesieniu do oscylacji
theta jest znacznie stabiej poznane.

W III czgsci wstepu, w oparciu o obszerne pismiennictwo, obejmujace zarOwno starsze
jak 1 najnowsze pozycje, pan mgr Caban przedstawil wybrane struktury, zaliczane do
wstepujacego systemu synchronizacji, ktérych czynnos¢ wplywa na parametry badanego
rytmu theta. Analizowal wyniki badan, dotyczace obszaru tylnego podwzgoérza, wskazujac, iz
w odniesieniu do tej struktury jest wiele niejasnosci: jadra tylnego podwzgorza i sgsiadujace z
nim jadra nadsuteczkowate modulujg rytm theta, ale jaki jest ten wptyw? Czy ich aktywno$¢
moze zwicksza¢/zmniejsza¢ czestotliwos$¢ rytmu rejestrowanego z hipokampa? Co z
amplituda rytmu? Do tego tematu wrdoce w dalszej czgsci recenzji.

Czwarty podrozdzial wstepu jest szczegélnie istotny dla interpretacji wynikow
doswiadczen pana mgr Cabana, gdyz dotyczy cech neurondw, ktorych aktywnosé wpltywa na
wystepowanie rytmu theta oraz roli polgczen szczelinowych w synchronizacji aktywnos$ci
neuronalnej. Pan mgr Bartosz Caban przedstawil charakterystyke elektrofizjologiczng
neuronow, ktorych czynnos$¢ bezposrednio wpltywa na wystgpowanie w hipokampie rytmu
theta, tzw. neuronéw theta-zaleznych. Sa to neurony zwigkszajgce lub zmniejszajace swoja
aktywnos¢ podczas theta, w sposob fazowy lub toniczny. Wazng grupe stanowia tak zwane
neurony bramkujace, ktore zostaty opisane po raz pierwszy w hipokampie przez zespdt pana
prof. Jana Konopackiego. Warto podkresli¢, Ze neurony theta-zalezne wystepuja we
wszystkich strukturach systemu synchronizacji, rowniez w tylnym podwzgdrzu.

W ostatnie] czesci wstegpu Autor podat charakterystyke zastosowanego w
doswiadczeniach modelu doswiadczalnego, jaki stanowily izolowane skrawki podwzgérza. W
modelu tym mozna ocenié elektrofizjologiczne cechy neuronéw, budujacych strukture, a
zastosowanie farmakologicznych manipulacji, symulujgcych procesy aktywacji badz
hamowania, umozliwia sledzenie dziatania poszczegdlnych uktadow transmiterowych.

Szeroki zakres tematyczny wstepu sprawil, ze w tej czg$ei pracy doktorant musiat
wykaza¢ si¢ umiejetnoscia krotkiego, syntetycznego przedstawiania problemow, w mojej

opinii wywigzal si¢ z tego bardzo dobrze. Wstep konczy sie rozdzialem, przedstawiajacym cel




pracy, ktéorym bylo oszacowanie mozliwosci generacji rytmu theta w odnerwionych
strukturach tylnego podwzgoérza oraz zbadanie wybranych aspektéw indukeji rytmu theta.

W pierwszej czgsci rozdziatu "Material i metody doswiadczalne" Autor szczegdtowo
przedstawit metodyke preparowania skrawkow podwzgdérzowych oraz sposéb ich
utrzymywania podczas doswiadczen. Technika rejestracji zbiorczej (polowej) aktywnosci
oraz rejestracji potencjaléow komorkowych zostata opisana przez doktoranta w sposob
wystarczajgcy do ewentualnego powtorzenia doswiadczen. Zaplanowano cztery serie
doswiadczen, ktdre zostaly syntetycznie opisane i ilustrowane pomyslowymi schematami,
utatwiajacymi orientacje w ich przebiegu. Konicowa czgs$é tego rozdziatu dotyczy sposobu
analizy mierzonych parametréw na poziomie potencjaléw zbiorczych oraz aktywnosci
neuronalne;j.

Gléwna czes$¢ pracy stanowi rozdzial "Wyniki", ilustrowany przykladowymi zapisami
aktywnosci polowej, histogramami analizy FFT oraz tabelkami, podsumowujgcymi parametry
rytmu theta, czyli czestotliwo$é, amplitude i moc dominujgce] czestotliwosei w
poszczegblnych  grupach  doswiadczalnych.  Opis  wynikow  podporzadkowano
sformulowanym szczegdlowo celom pracy.

Pierwsza czgs¢ dotyczy skutecznej indukeji rytmu theta z badanej struktury, tj. ustalenia
dawki analoga acetylocholiny — karbacholu oraz charakterystyki uzyskiwanego rytmu. Rytm
theta blokowany byl podaniem atropiny, co wskazuje jednoznacznie na jego cholinergiczne
podioze. W skrawkach tylnego podwzgodrza (podobnie jak w hipokampalnych) nie jest
mozliwa rejestracja ,,spontanicznego” rytmu theta, bez stymulacji cholinergicznej. Jednym z
celow pracy byto pordwnanie rytmu theta z tylnego podwzgérza i formacji hipokampa. W tej
czgsci zabraklo mi takiego poréwnania (np. w postaci fragmentéw zapisu, badz wynikow
analizy mocy pasma dominujacej czestotliwosci, PWR), jednak rozumiem doktoranta, ktéry
we wiasnej pracy nie chcial prezentowa¢ wynikow uzyskanych przez innych autorow. Takie
poroéwnanie zamieszczone zostalo w dyskusji, a wiec wréce do tematu w dalszej czesci
recenzji.

Tu pytanie: jak wynika metodyki i z ryc. 15, przynajmniej w odniesieniu do niektérych
skrawkéw (bregma -4,36) obie struktury (grupa jader podwzgoérza i jadro nadsuteczkowate)
znajdowaly si¢ w tym samym preparacie. Czy zdarzalo sig, ze czynno$¢ obu grup jader
badano w jednym eksperymencie, a jesli tak, to czy zaobserwowano réznice w zaleznosci od

kolejnosci prowadzonych rejestracji?




W drugiej czg$ci Wynikéw pan mgr Bartosz Caban przedstawit doswiadczenia, w
ktorych badal znaczenie polgczen szczelinowych dla indukcji rytmu theta, wyprébowujac ich
bloker i aktywator. Doktorant wykazal, ze zablokowanie tych potaczen karbenoksolonem
»poprawialo” rytm theta, zwigkszajac amplitude i moc dominujacej czestotliwosci, nie
wplywajac na samg czestotliwo$é rytmu. Dziatanie to moze wynikaé z aktywacji przez
karbenoksolon receptorow mineralokortykoidowych, powszechnych w OUN i wystepujacych
rowniez w badanej strukturze. Wylaczenie tych receptoréw w doswiadczeniach pana Cabana
skutkowato powrotem parametrow theta do wartosci obserwowanych po wylgcznie
cholinergicznej stymulacji. W komentarzu, zawartym w dyskusji doktorant wnioskuje, ze
polaczenia szczelinowe w tylnym podwzgdérzu (o ile sa), wydaja si¢ nie mieé¢ takiego
znaczenia dla rytmu theta, jak np. w hipokampie.

Kolejne doswiadczenia, przeprowadzone przez doktoranta, dotyczyly mozliwej roli
systemu oreksynowego w modulacji rytmu theta w tylnym podwzgérzu. Oreksyny (nalezace
do 2 typow, A i B) dzialaja przez dwa typy receptorow (OX1-R i OX2-R), wykazujac do nich
rozne powinowactwo. Jak wiadomo, osrodkowym Zrodtem oreksyn jest boczny i
okotokomorowy obszar podwzgérza, z tych miejsc projekcje rozchodzg sie¢ do niemal
wszystkich obszaréw mézgowych. Ponadto, w badaniach zespotu pana prof. Konopackiego
oba typy oreksyn okazaly si¢ skuteczne w indukcji rytmu theta w hipokampie, zaréwno in
vivo, jak 1 in vitro, stad mgr Caban uznal za niezbedne przeprowadzenie do$wiadczen ze
stymulacja/blokadg receptoréw oreksynowych rowniez w tylnym podwzgérzu. W odrdznieniu
od hipokampa, oreksyny w tylnym podwzgérzu samodzielnie nie wywolywaty rytmu theta,
natomiast zastosowanie ORX-B po stymulacji cholinergicznej (indukujacej theta) poprawiato

amplitud¢ 1 dominujacg moc sygnatu, bez wptywu na czestotliwo$¢. Dziatanie to okazato sig

zalezne od aktywacji obu typow receptoréw, gdyz nie wystepowalo po ich zablokowaniu.

W ostatniej grupie doswiadczen, o ktérej chee napisaé (w pracy umieszczonych w
czgsci III) pan mgr Caban rejestrowal zarowno zbiorcza (polowa) aktywno$é podczas
cholinergicznie indukowanego rytmu theta, jak i czynno$¢ pojedynczych neurondw,
poszukujgc neuronéw theta-zaleznych w tej strukturze. Na znacznym materiale
doswiadczalnym (139 skrawkéw, czynno$¢ 176 pojedynczych neurondw) wykazal
wystepowanie fazowych i tonicznych neuronéw typu theta—ON, przy czym neurony fazowe w
jadrach tylnego podwzgorza zostaly opisane po raz pierwszy. Zarejestrowal réwniez czynno$é
neurondw, wykazujgcych wyladowania w staltym, charakterystycznym dla danej komorki

rytmie, ktore okreslit mianem ,,chronometrycznych”.




Dyskusja, obejmujaca 30 stron, zaczyna si¢ krotkim podsumowaniem najwazniejszych
wynikow, uzyskanych w poszczegdlnych seriach doswiadczen. Jest podzielona na
podrozdzialy, w ktorych kolejno Autor omawia uzyskane wyniki. Odnosi je do faktow,
znanych z pisSmiennictwa, wykazujgc si¢ przy tej okazji bardzo dobra znajomoscia publikacji
dotyczacych tematu. Laczna liczba cytowanych publikacji (w cze$ci wstepnej jak 1 w
dyskusji) wynosi 248 pozycji.

Analiza wynikéw w konfrontacji z danymi z pi$miennictwa jest bardzo rzeczowa i
dokladna; przykladowo, przy interpretacji efektéw stosowania karbenoksolonu, doktorant
wskazuje szereg innych mozliwych dzialan tego $rodka, niezwigzanych z blokada potaczen
szczelinowych.

W Dyskusji cala czgs¢ (od str. 118) poswigcona jest pordwnaniu parametréw rytmu
theta rejestrowanego z hipokampa i tylnego podwzgorza. Jest tam informacja o przyjmowaniu
przez rytm theta w skrawkach hipokampalnych pelnego zakresu czestototliwosci, tj. 3-12 Hz
oraz osiaganiu amplitudy do 2000 uV. Na bazie wynikéw pana mgr Cabana rytm theta ze
skrawkéw podwzgorzowych mozna okreslié w uproszczeniu jako ,,gorszy”: cechowat sig
znacznie nizszg amplituda, miescit sie wylacznie w  zakresie czestotliwo$ci
charakterystycznych dla II typu rytmu theta, a jego indukcja wymagata zastosowania
wyzszych stezen karbacholu. Poniewaz atropina blokuje theta zardéwno w skrawkach
hipokampalnych, jak i podwzgorzowych, rytm ten mozna uznaé¢ za cholinergiczny. Autor
przypuszcza, ze jedng z przyczyn roznic w jakosci rytmu jest mniejsza liczba neuronow theta-
zaleznych w podwzgérzu. Nasuwa si¢ pytanie, ‘czy na pewno rytm indukowany w
podwzgoérzu odpowiada temu w hipokampie? Przeczy temu glownie zakres czestotliwoscei
(mimo préb manipulacji farmakologicznych, stosowanych w tej pracy, indukowano zaledwie
wzrost amplitudy 1 mocy dominujacej czestotliwosci, ale stale w zakresie theta II typu).
Jestem ciekawa zdania Autora w tym wzgledzie i uzyskane przez niego wyniki uwazam za
niezwykle interesujace z punktu widzenia funkcjonowania wstepujgcego systemu
synchronizacji czynnosci hipokampa.

Prace doktorska koncza wnioski, sformulowane ostrozne i uzasadnione wynikami. Z
badan prowadzonych przez pana mgr Bartosza Cabana wynika, ze mozna wywotaé rytm theta
pozaustrojowo, w preparatach zawierajacych tylne podwzgdrze, a parametry rytmu
(amplitud¢ i moc) mozna modyfikowaé farmakologicznie. Czg$¢ komorek badanej struktury
wykazuje cechy charakterystyczne dla neurondéw theta-zaleznych, co potwierdza miejsce

tylnego podwzgdérza wsérdd struktur regulujacych hipokampalny rytm theta. Praca jest




napisana poprawna polszczyzna i wolna od zargonowych okreslen, pod wzgledem edycyjnym
jest przygotowana starannie. Znalaztam jedynie 2 (i to drobne) miejsca, wymagajace korekty:
we WSTEPIE - Ryc. 2. — kolory struktur (PH i SUM) zostaly opisane odwrotnie,
w WYNIKACH — czgs¢ I1, grupa III jest: ,,Nastepnie, po wywotaniu rytmu theta (CBX
75 uM) poddawano je perfuzji roztworem CCH (75 uM) i CBX (100 uM).” — chodzilo

zapewne o CCH (na rycinie i w tabeli jest dobrze).

Podsumowujac, zardwno merytoryczng jak i formalng strone pracy oceniam bardzo
wysoko. Autor przedstawil oryginalne wyniki, uzyskane na obszernym materiale
doswiadczalnym. Wyniki byly czesciowo publikowane w 3 pracach oryginalnych (2014-
2016) oraz licznych doniesieniach konferencyjnych. Finansowanie badan pochodzilo z
grantow NCN oraz 2 projektéow samodzielnych (dla uczestnikow studiéw doktoranckich),
ktore realizowal pan mgr Bartosz Caban.

Whiosek kohcowy

Recenzowana przeze mnie rozprawa spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom
doktorskim w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r., opublikowanej w Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595.
Doktorant wykazat si¢ wiedza teoretyczna w zakresie neurofizjologii i anatomii podwzgérza,
umiejetnoscig planowania i przeprowadzania badan naukowych, wlasciwego opracowania i
przedstawiania wynikéw. Stawiam wniosek o dopuszczenie przez Wysoka Rade Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu L.6dzkiego pana mgr Bartosza Cabana do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jezeli Wysoka Rada przewiduje nagrodzenie

Doktoranta za wykonanie pracy doktorskiej, wnioskuj¢ o przyznanie wyr6znienia panu mgr
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