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rozprawy doktorskiej Pana magistra Bartosza CABANA pt.

»Rytm Theta w Obszarze Tylnego Podwzgorza u Szczura: Badania in Vitro”

Przedstawiona do oceny praca, stanowi kolejne bardzo obszerne i cenne opracowanie
grupy Profesora Jana Konopackiego, ktory od ponad 30 lat wierny jest tematyce badawczej,
dotyczacej rytmu theta, podstawowej i bardzo waznej fizjologicznie neuronalnej
aktywnos$ci mozgowia.

Gléwnym celem dysertacji Pana mgr Cabana, bylo sprawdzenie, czy w kolejnej
strukturze mozgowia szczura (obszarze tylnego podwzgorza), mozliwe jest wygenerowanie

rytmu theta w warunkach in vitro.

Praca ma typowy uktad rozprawy doktorskiej. Zawiera 142 strony podzielone na 6
rozdziatow: 1. Wstep, 2. Cel Pracy 3. Material i Metody Dos$wiadczalne, 4. Wyniki, 5.
Dyskusja, 6. Literatura. Kazdy z rozdziatbw uzupeliony jest szczegotowymi
podrozdziatami. Praca zawiera takze streszczenie (po polsku i angielsku) oraz alfabetyczny
wykaz stosowanych skrotow. Juz ten precyzyjny spis tresci jasno pokazuje, ze cata praca
zostata bardzo logicznie i konsekwentnie zaplanowana, a bogata liczbowo literatura (248
pozycji!), dowodzi dogtgbnej analizy badanego tematu przez doktoranta.

Wstep pracy, jak to zwykle bywa, jest wprowadzeniem do badanych zagadnien. Autor
objasnia, ,,czym jest rytm theta”, opisuje jego parametry elektrofizjologicznie, porownuje
znaczenie fizjologicznie u cztowieka 1 zwierzat. Wskazuje takze, na dwa jego typy u
gryzoni, zwracajac szczegolng uwage na typ II, ktory jest przedmiotem badan autora.
Opisuje udziat wielu neuroprzekaznikéw w jego generowaniu i modulacji, ktore wczesniej
réwniez byly przedmiotem analizy macierzystej grupy badawczej. Niezwykle ciekawy i
wazny, z punktu podjetych badan, jest opis wstepujacej drogi synchronizujacej rytm theta

w hipokampie i strukturach limbicznych. Nalezy ona do uktadu niespecyficznego
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mozgowia, ktoérego zrodto leza w pniu mozgu, a tworzg ja takze badane przez doktoranta
jadra tylnego podwzgorza. Autor wskazuje, na poczatek tej drogi w cholinergicznym jadrze
konarowo-mostowym nakrywki. Pytanie, jakic mi si¢ nasuwa, dotyczy udzialu w
aktywnosci theta, drugiego zrédta cholinergicznego, lezacego blisko tego pierwszego, jadra
grzbietowo-bocznego nakrywki? W szczegoétowym opisie poszczegdlnych anatomicznych
elementow tej drogi, glownie tylnego podwzgorza, ktore dodatkowo autor uzupeinia
czytelnymi schematami, czuj¢ che¢ przekonania czytajagcego, ze droga ta jest niezbedna w
generowaniu rytmu theta w formacji hipokampa i struktur okoto hipokampalnych. Jesli taki
byla zamiar autora, to cel zostal osiggnicty. W dalszej czeSci wstepu, doktorant opisuje i
klasyfikuje, poznane do tej pory neurony, biorace udzial w generowaniu rytmu theta.
Opisuje budowe potaczen szczelinowych i przedstawia dowody modulacji tej aktywnos$ci
przez synapsy elektryczne, ktore takze z duzym sukcesem byly przedmiotem
weczesniejszych badan grupy Profesora Konopackiego. Przedstawia dowody bardzo duzego
podobienstwo rejestracji aktywnosci theta in vivo i w warunkach pozaustrojowych,
przekonujac, ze wykorzystany w pracy model in vitro, jest niestychanie przydatny i
powszechnie stosowany.

Szczegdtowe cele dysertacji, autor przedstawia w bardzo czytelnej graficznej formie,
zamykajac je w 4 kolejnych, dobrze przemyslanych i logicznie zaplanowanych etapach.
Pierwszy, ktory implikuje kolejne, to sprawdzenie czy w dwu jadrach tylnego podwzgorza
mozliwe jest generowanie rytmu theta w warunkach cholinergicznego wzbudzenia. A jesli
tak, to jaka jest jego anatomiczna lokalizacja i podobienstwo z rytmem w hipokampie.
Kolejny etap to okreslenie podloza komorkowego mechanizmu i sprawdzenie udziatu
polaczen szczelinowych w jego generowaniu. W koncu, i to jest niestychanie wazny etap
badan, autor stawia pytanie o wplyw na jego generowanie 1 przebieg, unerwienia
oreksynergicznego, nadrzednej nad aktywnoscig cholinergiczng, bardzo waznej projekcji
niespecyficznej mozgowia.

Nie mam zadnych uwag merytorycznych do stosowanej przez autora metodologii
badawczej w zakresie pomiaréw elektrofizjologicznych. Jest ona prawidlowa i
powszechnie stosowana w pomiarach in vitro. Jednak, pewien moj niedosyt, budzi metoda
mapowania miejsc rejestracji rytmu theta. Czy nie lepsze i bardziej precyzyjne bytaby
pozostawienie chemicznego $ladu elektrody rejestrujacej i analiza jego polozenia pod
mikroskopem? Mam takze uwage ogdlng do tego rozdziatu pracy. Miejscami opis jest zbyt

szczegotowy, np. komory pomiarowej, z podawaniem jej wymiardow, I moim zdaniem



zdecydowanie za bardzo obrazowy, jest opis preparatyki skrawkow moézgowia (str. 53,
wiersz 6). Mysle i tak byto by lepiej zastapic to ,,barwne” zdanie, stowem ,,dekapitacja”.

Autor wyniki swojej pracy przedstawia bardzo jasno, konsekwentnie do podj¢tych
zadan badawczych. Ich wizualizacja w postaci oryginalnych przebiegéw rejestrowanej
aktywno$ci neuronalnej, histogramy mocy i autokorelacji, a takze zbiorcze tabele i
schematy mapowania rejestrowanych komorek, dodatkowo sprawiaja, ze sa one bardzo
czytelne. Pan mgr Caban jednoznacznie udowodnit, mozliwo$¢ generowania rytmu theta z
obszaru tylnego podwzgorza, jednak tylko w warunkach stymulacji cholinergiczne;.
Potwierdzil tym samym wczes$niej uzyskane wyniki w warunkach in vivo. Procentowo
aktywno$¢ ta rozktada si¢ rowno na dwa analizowane obszary: gtowne jadra podwzgorza i
nadsuteczkowate. Okreslit optymalne st¢zenie agonisty cholinergicznego, ktore stosowat w
kolejnych etapach badan. Blokowanie, jak i aktywacja polaczen szczelinowych nie miaty
wplywu na generowanie aktywnosci theta w badanych strukturach. Jednak, samo
zablokowanie polaczen szczelinowych, statystycznie istotnie poprawialo parametry
elektrofizjologiczne rejestrowanej aktywno$ci. Mechanizm nie byt jednak bezposredni i wg
autora zachodzit posrednio, poprzez aktywacje receptoréw mineralokortykoidowych. Ich
bowiem zablokowaniem znosito obserwowany efekt. Dyskutujac ta cze$¢ wynikow,
doktorant pisze cyt. ,,Nalezy podkreslic, ze nie istniejq dane literaturowe potwierdzajqgce
obecnos¢ GJIS W jgdrze nadsuteczkowatym i gtownych jgdrach tylnego podwzgorza”. Moje
pytanie dotyczy sformutowania ,nie istniejg dane...”. Co ono oznacza, byly robione
badania, ale nie wykryto GJs, czy nie ma takich badan? Jesli nie ma takich badan, to czy
zdaniem autora, nie warto bytoby je zrobi¢? Dyskusji potencjalnego udzialu aktywnos$ci
mineralokortykoidowej, autor poswigca duzo miejsca, jest ona jednak oparta tylko na
wynikach wczes$niejszych 1 to gtownie w odniesieniu do hipokampa. Uwazam zatem, ze
ostatnie zdanie podrozdziatu IL.1. (str. 106), powinno by¢ napisane w trybie
przypuszczajacym.

Autor dokonat takze klasyfikacji neuronalnej, komorek bioracych udziat w
generowaniu badanego rytmu. W wigkszosci byty to komorki do tej pory niewigzane z
aktywnoscia theta, ktore po raz pierwszy zostaty przez Pana Cabana opisane, jako tzw.
komorki chronometryczne. To jest niewatpliwe osiggniecie i istotny nowy wktad autora w
badania rytmu theta. Spora grupe w tej klasyfikacji, stanowily takze komorki theta-On
fazowe. Ciekawa jest obecnos¢ tylko jednej komorki theta-OFF tonicznej, jak mozna to

wytlumaczy¢? Tu nalezy podkresli¢, na co roOwniez autor zwraca uwagg, ze zdecydowana



wiekszos$¢ z klasyfikowanych neuronow zlokalizowana zostata w jadrze suteczkowatym.
Co biorac pod uwage rowne roztozenie rejestrowanej aktywnosci theta w oby badanych
jadrach, jest niestychanie interesujace, w kontek$cie wzajemnych interakcji obu jader.
Stosowana przez autora metoda rejestracji elektrofizjologicznej nie pozwalata, na
jednoczesng rejestracje aktywnosci theta z obu jader, na co doktorant zwraca uwagg.
Zastosowanie, jakiej innej metody pomiarowej, zdaniem autora, mogtoby spetnia¢ warunki
jednoczesnej rejestracji?

Badane oreksyny, podobnie jak potaczenia szczelinowe, nie biorg udzialu w
generowaniu aktywnosci theta, jednak podanie, ale tylko oreksyny B, poprawia parametry
generowanego cholinergicznie rytmu. Autor probuje thumaczy¢ potencjalne mechanizmy
dziatania oreksyny, ale przy braku jasnych dowoddéw obecnos$ci receptoréw tego peptydu
na neuronach badanych struktur, moze tylko spekulowaé. Tu rowniez przydatyby si¢
badania immunohistochemiczne, czy biochemiczne na obecno$¢ receptorow
oreksynowych. Nie bylo to oczywiscie celem tej pracy, ale ciekaw jestem komentarza

autora w tej sprawie.

W podsumowaniu chciatbym wyraznie podkresli¢, ze mgr Bartosz Caban wynikami
swojej pracy zrealizowal zamierzone cele. Wykazat zdolnos$¢ badanej struktury mozgowia
do generowania rytmu theta, po raz pierwszy okreslit rodzaj dominujacej aktywnos$ci
komorkowej bioracej udziat tym rytmie. Wykazat modulujacy wplyw zaréwno potaczen
szczelinowych, jaki aktywnosci oreksynergicznej na rejestrowany rytmu theta, jednak bez

ich udziatu w jego generowaniu.

Na uwage zasluguje takze istotny fakt, ktory nie jest bez znaczenia na koncowa
ocen¢ doktoratu, zdecydowanie bowiem podnosi jego warto$¢é. Wiekszos¢
przedstawionych w dysertacji wynikow zostala opublikowana w 3 oryginalnych
publikacjach naukowych o wysokim czynniku przebicia, takich jak: Hippocampus,
European Journal of Neuroscience, ktorych Pan mgr Caban jest wspotautorem. Publikacje
te sa najlepsza recenzja doktoratu, bowiem zostaly juz wcze$niej ocenione przez
niezaleznych migdzynarodowych specjalistow z badanej dziedziny. Dodatkowo, prace te
byly realizowane w ramach dwu projektow badawczych NCN, promotora i opiekuna

naukowego.



Czytajac prace znalaztem Kilka btedow i niezrgcznosci jezykowych. Nie majg one

istotnego znaczenia, a z catg pewnoscig nie wplywaja na mojg bardzo wysoka oceng czgsci

merytorycznej dysertacji. Z obowigzku recenzenta zwracam jednak uwage na kilka z nich.
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25, 114. linia 7 i 3, powinno by¢: ,[PEKALA i wsp., 2011]”, a nie ,,[PEKALA i wsp., 2011]”
29. podpis pod Ryc. 2 PH ma kolor zielony, a SuM niebieski, jest odwrotnie

37. linia 8, koncoéwka zdania jest nie gramatyczna - nie ,,u komorek”, a w komorkach

56. linia 3, Atropina to antagonista, a nie agonista receptoréw cholinergicznych

72. linia 1, powinno by¢ ,,(Ryc. 13B)”

80. podpis pod Ryc. 17 w nawisach powinno by¢ (I, 11, III, V,VI)

93, 95. linia 12, 14, powinno by¢ ,,rytmu”, a nie ,,rymu”

100, 115. linia 1, 3 i 10 od dotu, stowo ,,premedykacja”, jest wg mnie niezr¢gcznie uzyte

119. linia 10 od dotu, powinno by¢ ,,pola”, a nie ,,pot”

Konkludujac, uwazam, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art.

13 ust. z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz

stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) i zwracam si¢

do Rady Naukowej Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu ¥.é6dzkiego

0 dopuszczenie Pana mgr Bartosza CABANA do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Prof. dr hab. Marian H. Lewandowski Krakow dnia 09. styczen 2017.



