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Recenzja rozprawy doktorskiej Lukasza Chroboka

pt.: Electrophysiological studies on the rat lateral geniculate nucleus in
physiology and pathophysiology
(Badania elektrofizjologiczne bocznego ciata kolankowetego szczura w fizjologii i
patofizjologii)

Procesy synchronizacyjne oraz oscylacyjne leza u podstaw powstawania
osrodkowych rytmdw biologicznych okre$lanych jako zegar biologiczny. Funkcjonowanie
zegara biologicznego stanowi bez watpienia jeden z podstawowych mechanizmow
adaptacyjnych zwierzat. Wyznacza nie tylko tak oczywiste wzorce zachowania jak sen i
czuwanie, zachowanie seksualne czy pokarmowe, ale jednoczes$nie tak subtelne wzorce
jak sposoby komunikowania sie zwierzat. Zaburzenia funkcjonowania zegara
biologicznego leza u podstaw etiologii niektorych dysfunkcji osrodkowego ukfadu
nerwowego. Dzieki badaniom zegara biologicznego mamy mozliwos¢ poznawania
podstawowych proceséw biologicznych, ktore zarzadzajg wszystkimi zjawiskami o
charakterze rytmicznym.

Strukturg miedzymodzgowia, ktéra w ostatnich latach jest przedmiotem duzego
zainteresowania chronobiologow jest ciato kolankowate boczne (LGN). To wtasnie dzigki
wieloletnim, bardzo cennym badaniom zespotu prof. dr hab. Mariana Lewandowskiego
rola LGN jest coraz lepiej rozpoznana. LGN ma charakter heterogenny: struktura ta jest

podzielona na trzy niezalezne jadra: grzbietowe ciato kolankowate boczne (DLG),



brzuszne ciato kolankowate boczne (VLG) i lezacy miedzy nimi listek ciata
kolankowatego bocznego (IGL).

Weczeséniejsze badania zespotu prof. Lewandowskiego dotyczyty charakterystyki
aktywnoséci neuronalnej komorek listka ciata kolankowatego bocznego (IGL), bedgcego
czescig substratu neuronalnego modulujgcego rytmiczng prace endogennego zegara
biologicznego.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pana tukasza Chroboka stanowi
logiczng kontynuacje wczes$niejszych badan. Jest to bardzo rozbudowany cykl
doswiadczen dotyczgcy charakterystyki aktywno$ci neuronalnej gtéwnie dwdch
pozostatych elementow strukturalnych ciata kolankowatego bocznego: cze$ci grzbietowej
oraz bocznej. Podobnie jak we wczesniejszych badaniach dotyczacych IGL, w obecnych
wyeksponowano role oreksyn w modulowaniu aktywnosci komdrkowej. Dane
elektrofizjologiczne zostaty wzbogacone o barwienia immunohistochemiczne, ukazujgce
wzor unerwienia LGN przez neurony oreksynowe. Badania fizjologiczne zostaty
uzupetnione o bardzo interesujgcy, obszerny cykl eksperymentéw poswieconych
anomaliom funkcjonowania IGL i VLG u szczurow bedacych w stanie matego napadu
epileptycznego typu petit mal, polegajacego wytacznie na krotkiej utracie Swiadomosci.
Tak wiec poza walorami merytorycznymi, czytelny jest réwniez aspekt aplikacyjny
przeprowadzonych przez doktoranta badan.

Jako czytelnik bardzo interesujgcego cyklu publikacji ale przede wszystkim jako
recenzent stwierdzam z przyjemnos$cig, ze po raz pierwszy spotykam sie z tak
wartosciowym i obszernym cyklem publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg. Praca
doktorska pana tukasza Chroboka to cykl 4 znakomicie napisanych i zilustrowanych
artykutéw opublikowanych w najlepszych czasopismach z listy JCR w latach 2016-2017,
posiadajacych IF od 3.28 do 5.01. taczny IF wszystkich publikacji wynosi az 17.27 (!).
Wyniki uzyskane przez doktoranta byty poza tym wielokrotnie (18 x) prezentowane na
krajowych i miedzynarodowych konferencjach. Badania finansowane byty w ramach
dwoch projektow NCN oraz bardzo prestizowego projektu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (Diamentowy grant) przyznanego autorowi. Powyzsze informacje sg najlepsza
rekomendacja naukowa i oceng merytoryczng rozprawy doktorskiej. Uwzgledniajgc fakt,
ze cztery prace oceniane byty wczesniej przez co najmniej 8 anonimowych recenzentow,
piszgcy te stowa ma zadanie utatwione.

Juz sam wybér problematyki badawczej dotyczacej wptywu oreksyn na aktywno$c

neuronalng w warunkach kompletnej deaferentacji (w preparatach skrawkéw DGL oraz



VGL) uwazam za bardzo trafny i nadzwyczaj istotny dla zrozumienia skomplikowanych
mechanizmow funkcjonowania osrodkowych struktur zegara biologicznego. Autor wybrat
sobie za przedmiot swojej rozprawy doktorskiej trudny problem, bowiem kompleksowe
zbadanie wzorcéw aktywnosci komérkowej w warunkach kompletnego odnerwienia (in
vitro) wymagato doskonatego przygotowania doswiadczalnego. Jestem peten uznania dla
autora- opanowat bowiem wyjatkowo trudne techniki eksperymentalne, w tym m.in.
technologie preparowania i utrzymywania w warunkach pozaustrojowych skrawkow
mobzgowych, techniki elektrofizjologiczne w tym m.in. technike rejestracji aktywnosci
pojedynczych neurondw metodg patch-clamp. Badania elektrofizjologiczne =zostaty
uzupetnione o barwienia immunohistochemiczne ukazujgce wzdr unerwienia LGN przez
neurony oreksynowe.

Bardzo interesujgce i cenne sg wyniki dotyczgce aktywnosci neurondow VLG.
Rejestrujac te aktywno$é w obecnosci oreksyny A i B autor wykazat, ze komorki te
ulegajg depolaryzacji niezaleznie od ich lokalizacji. Stosujgc selektywne zwiazki
antagonistyczne autor stwierdzit, ze receptor OX2 ma dominujacg funkcije w
obserwowanym wptywie oreksyn. Czytajgc pierwszg prace przedstawionego cyklu
chciatbym podzieli¢ sie z autorem pewna refleksja. Na str. 239 artykutu opublikowanego
w pismie Neuropharmacology doktorant przedstawia trzy wzorce wyladowan
komorkowych rejestrowanych z VLG (ryc. 2). Stosujac kryteria Younga i wsp. z 1988 r.
autor sugeruje, ze w punkcie C zobrazowane sa wytadowania regularne. Gdyby jednak
przeprowadzi¢ test autokorelacji wybranego fragmentu wytadowan komorkowych
przedstawionych w punkcie C to mogfoby sie okaza¢, ze i w tym przypadku wytadowania
nie sg regularne. Bazujgc na wyniku testu autokorelacji mogliby$my wyciagnaé inny
wniosek a mianowicie ten, ze frzy przedstawione wzorce wytadowan komorkowych
charakteryzujg sie roznymi stopniem nieregularnosci. Chciatbym ustysze¢ komentarz
doktoranta w tej sprawie.

Ciekawe sg réowniez obserwacje pana tukasza Chroboka dotyczace neurondow
DLG. W obecnosci oreksyny A wiekszo$¢ neuronéw tego obszaru ulegata rowniez
depolaryzacji a wptyw ten zachodzit przez receptor OX2. Co ciekawe, oreksyna A
podwyzszata pobudliwo$¢ i wzmagata odpowiedz neuronow na kwas glutaminowy oraz
GABA. W innych doswiadczeniach wykazano ponadto, Zze zarejestrowany wptyw
depolaryzacyjny OXA zachodzi przy udziale napieciowo zaleznych kanatéw wapniowych

oraz zaleznych od biatka G kanatéw potasowych (GIRK).



W osobnych doswiadczeniach, ktore zostaty okreslone przez autora jak Sciezka
patofizjologiczna prowadzonych badan, doktorant adresuje elektrofizjologiczne
zaburzenia dwodch typow neurondw IGL utrzymywanych w skrawkach moézgowych in
vitro: syntetyzujacych enkefaline oraz neuropeptyd Y. W do$wiadczeniach, w ktorych
wykorzystano technike patch-clamp praz barwienie immunohistochemiczne wykazano,
ze u podstaw elektrofizjologicznych dwdch typow neuronéw IGL lezg odmienne
podprogowe prady jonowe. Prad wapniowy typu T zostat zidentyfikowany w neuronach,
ktore nie syntetyzujg neuropeptydu Y a prad potasowy typu A w neuronach, ktore
syntetyzuja neuropeptyd Y. Za niezwykle interesujgce i wartosciowe uwazam odkrycie
autora, ze amplituda pradu wapniowego typu T byta wyraznie mniejsza w preparatach
pobranych ze skrawkéw zmienionych genetycznie zwierzat wykazujacych napady

epileptyczne typu petit mal oraz pewne symptomy depresji (WAG/Rij).

Idiopatyczny model zwierzat z epilepsjg typu petit mal zostat wykorzystany réwniez
w ostatnim bardzo ciekawym cyklu badan przeprowadzonych na pozaustrojowych
preparatach |IGL. Testowano hipoteze, 2e zaburzenia snu oraz inne symptomy
towarzyszace matemu napadowi epileptycznemu sg nastepstwem zaburzonej funkciji
zegara biologicznego. Doktorant wykazat, ze neurony IGL ulegaja wyraznemu
rozhamowaniu w badanym modelu epilepsji co potwierdza przypuszczenie, ze fenotyp
epileptyczny wigze sie z dysfunkcjg substratu neuronalnego odpowiedzialnego za rytmy

okotodobowe.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pana tukasza Chroboka
dowodzi, ze doktorant jest znakomicie przygotowany pod wzgledem teoretycznym jak
rowniez znajomosci wielu trudnych technik fizjologicznych do dalszej pracy naukowej.
Recenzowany cykl publikacji stanowiacych rozprawe doktorska stanowi przemys$lang
koncepcyjnie, poprawnie wykonanag i opisang cato$C, co sktada sie na wybitny cykl
publikacji naukowych. Wyniki uzyskane przez doktoranta w sposéb znaczacy
przyczyniajg sie do poznania roli skomplikowanych mechanizméw neuronalnych ciata
kolankowatego bocznego bioracych udziat w programowaniu zegara biologicznego u
ssakow.

Uwazam, ze recenzowany cykl publikacji oraz teoretyczny wstep przygotowany w

jezyku angielskim odpowiada wszystkim wymogom stawianym rozprawom doktorskim



okreslonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym. Na
tej podstawie przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonskiego wniosek o dopuszczenie pana tukasza Chroboka do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Fakt, ze wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej zostaly juz wczesniej
opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych upowaznia mnie do ztozenia

rowniez wniosku o wyrdznienie ocenionej rozprawy.




