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1. Wartos¢ naukowa rozprawy
a. Oryginalnos¢ badan (25-200 stow):

Rozprawa doktorska pana tukasza Chroboka zostata przygotowana w formie spéjnego
tematycznie zbioru artykutéw, w sktad ktérego wchodzg cztery publikacje oryginalne z listy A
»ministerialnego” wykazu czasopism naukowych. W rozprawie przedstawione zostaty wyniki
badan fizjologii i patofizjologii ciata kolankowatego bocznego (LGN), jednej z podkorowych
struktur drogi wzrokowej, a zarazem uktadu regulacji rytmu okotodobowego. Podjety temat
wpisuje sig w nurt badar realizowanych w Zaktadzie Neurofizjologii i Chronobiologii Instytutu
Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie, kierowanym przez
prof. dr hab. Mariana Lewandowskiego, promotora pracy. Artykuty wchodzace w sktad
rozprawy zawierajg nieopublikowane wczesniej wyniki elektrofizjologicznych badan in vitro
dotyczace modulacji aktywnoéci elektrofizjologicznej neuronéw ciata kolankowatego
bocznego przez uktad oreksynowy bocznego podwzgérza oraz przepuszczalnych zaburzen w
pracy struktur neuronalnych zegara biologicznego w przebiegu napadéw nieswiadomodci u
szczura. Przedstawione w rozprawie wyniki badari stanowig oryginalny wkfad w poznanie
struktury i funkcji uktadu regulacji rytmu okotodobowego, a takie w wyjasnienie
roznorodnych aspektow fizjologii i patofizjologii uktadu wzrokowego.

b. Wartos$¢ naukowa rozdziatéw/artykutéw (25-200 stéw):

Cztery oryginalne publikacje wchodzace w sktad rozprawy stanowia rezultat badari w
dwdch réwnolegtych $ciezkach badawczych. Sciezka fizjologiczna dotyczy tematu
oreksynergicznej modulacji pracy neuronéw dwdch jader ciata kolankowatego bocznego:
brzusznego oraz grzbietowego. Wptyw oreksyn na neurony trzeciego jadra - listka ciata
kolankowatego bocznego, zostat wczesniej szczegétowo opisany, jednak modulacja
pozostatych czgsci ciata kolankowatego przez oreksyny nie byta dotychczas poznana.
Pierwsza z prac dotyczaca tego tematu, pt. ,Orexins excite ventrolateral geniculate nucleus
neurons predominantly via OX2 receptors”, zostata opublikowana w Neuropharmacology
103: 236-246, w 2016 r., druga, pt. ,Multiple excitatory actions of orexins upon thalamo-
cortical neurons in dorsal lateral geniculate nucleus - implications for vision modulation by



arousal”, ukazata sie w Scientific Reports 7: 7713, w 2017 r. W publikacjach tych wykazano
depolaryzujacy wptyw oreksyn na neurony brzusznego i grzbietowego jadra LGN oraz
dominujaca role receptora OX2 w tej depolaryzacji. W przypadku jadra grzbietowego LGN
pokazano zalezny od oreksyny A wzrost pobudliwosci wzgérzowo-korowych neuronéw tego
jadra oraz wzmocnienie ich odpowiedzi na dwa najwazniejsze neuroprzekazniki GABA i
glutaminian. Zaproponowano takze mechanizm komdrkowy lezgcy u podtoza
depolaryzujacego dziatania tej oreksyny. Wyniki tych badar wskazujg na torujacy wptyw
oreksyn na transmisje informacji w kolankowatej drodze wzrokowe;.

Drugi nurt badar Autora dysertacji, Sciezka patofizjologiczna, dotyczy elektrofizjologicznych
zaburzeri aktywnosci neuronéw LGN w szczurzym modelu napadéw nieswiadomodci i skupia
sie przede wszystkim na listku ciata kolankowatego bocznego. Badania dotyczace tego
tematu przedstawiono w dwdch publikacjach, pierwsza, pt.” Two distinct subpopulations of
neurons in the thalamic intergeniculate leaflet identified by subthreshold currents”, ukazata
sig w Neuroscience 329: 306—-317, w 2016 r., druga, pt. “Disinhibition of the intergeniculate
leaflet network in the WAG/Rij rat model of absence epilepsy”, zostata opublikowana w
Experimental Neurology 289: 103-116, w 2017 r. W pracach wykazano anomalie
funkcjonowania listka i oraz jadra brzusznego LGN u szczuréw epileptycznych: obnizenie
amplitudy przewodnictwa wapniowego przez kanaty typu-T oraz zmniejszenie fazowego
synaptycznego hamowania GABAergicznego powodujgcego odhamowanie sieci listka LGN i
uposledzenie jej reakcji na zmiany oswietlenia. Dodatkowo, u szczurzym modelu napadéw
nieswiadomosci wykazano astroglejoze w obszarze listka LGN.

2. Wartos$¢ merytoryczna rozprawy
(umiejetnos¢ wprowadzenia w tematyke badawczq i jasnos¢ sformutowanych hipotez
badawczych, dobdr metod badawczych i narzedzi statystycznych do analizy danych, sposéb
przedstawienia wynikow, krytyczna analiza wynikéw i umiejetnosc ich interpretacji na tle
literatury przedmiotu, jasnosc¢ i poprawnos¢ wnioskéw) (25-200 stéw):

Merytoryczng wartos¢ rozprawy oceniam bardzo wysoko. We wstepie Autor przedstawit
wyczerpujacy opis tta badarnn wprowadzajacy czytelnika w zagadnienia bedgce tematem rozprawy,
pozwalajgc mu na zrozumienie przedstawionego w publikacjach materiatu. Cele prowadzonych badan
zostaty jasno sformutowane.

Doswiadczenia zostaty starannie zaplanowane pozwalajac na realizacje zamierzen, w czym niewatpliwg
role odegrat wiasciwy dobdr metod badawczych. Dane elektrofizjologiczne zebrane z zastosowaniem
szerokiego spektrum metod rejestracji in vitro ze skrawkéw mdzgu szczura oraz in vivo zostaty
uzupetnione o barwienia histo- i immunohistochemiczne, stosowane w celu weryfikacji lokalizacji
rejestrowanych neuronéw w okreslonych strukturach ciata kolankowatego bocznego badz ujawnienia
astroglejozy lub wzoru unerwienia tego kompleksu jader przez neurony oreksynowe.

Na podkreslenie zastuguje przejrzyste graficzne przedstawienie wynikéw w publikacjach. Doskonate
ryciny, z ktérych wigkszos¢ prezentuje kompletne wyniki uzyskane w okreslonym zadaniu badawczym,
pokazujg zaréwno przyktadowe rejestracje aktywnosci uzyskane dla pojedynczych neurondw, jak i
sumaryczne podsumowanie wynikéw dla grupy komérek badanej struktury.

Warte odnotowania jest takze uzycie trafnie dobranych wyrafinowanych metod obliczeniowych,
algorytmu szybkiej transformaty Fouriera i metody autokorelacji do ujawnienia preferowanego rytmu
oscylacji i pokazania zmian aktywnosci oscylacyjnej w czasie oraz zastosowanie duzego wachlarza
metod statystycznych.

Umiejetnosc interpretacji uzyskanych wynikéw na tle literatury przedmiotu, jasnos$é¢ i poprawnosé
whnioskow nie budzg zastrzezen.



3. Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy
(uktad pracy, jasnosc stylu, szata graficzna itp.) (25-200 stéw):

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku angielskim w formie spéjnego
tematycznie zbioru czterech artykutéw. Na poczatku rozprawy zataczono spis publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy, spis innych opublikowanych artykutéw Autora oraz spis
opublikowanych w formie abstraktéw doniesien konferencyjnych. Po wstepie poprzedzonym
spisem tresci oraz wykazem skrétdw, Autor przedstawit ogdlny cel badan oraz w szczegdtach
wypunktowat cele i zakres badan opisanych w kazdym z artykutéw wchodzgcych w skfad
rozprawy. Kolejne cztery rozdziaty stanowig zatgczone publikacje, tworzace rozprawe, o uktadzie
typowym dla czasopisma, w ktérym sie ukazaty. Nastepny rozdziat zawiera podsumowanie
wynikéw i omoéwienie wnioskow badai w postaci dyskusji. Rozprawe koriczy graficzne
podsumowanie, bibliografia oraz informacja na temat udziatu Autora rozprawy i wspétautoréw w
przygotowaniu publikacji wchodzacych w sktad rozprawy.

Rozprawa zawiera 127 stron. We wstepie pracy zamieszczono 3 ryciny, w kazdej z publikacji
znalazty sig liczne ryciny (od 6 do 11), ktére postuzyty Autorowi do przedstawienia wynikdw, w
podsumowaniu zamieszczono schematyczng rycine przedstawiajagcg w graficznej formie
najwazniejsze wyniki badan. Spis literatury obejmuje 241 pozycji. Wyjgtkowo bogate
pismiennictwo dokumentuje oczytanie Autora. Pozycje literaturowe zostaty wtasciwie dobrane.
Na podkreslenie zastuguje znaczny udziat pozycji z ostatnich lat, w tym takze z lat 2016 i 2017,
wskazujace na Sledzenie przez Doktoranta najnowszych osiggniec badan.

Pod wzgledem edytorskim przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata bardzo
starannie przygotowana. Zostata napisana poprawnym jezykiem, w sposob klarowny i tresciwy,
bez btedow gramatycznych utrudniajgcych jej zrozumienie. Uzywane w pracy skréty zostaty
prawidtowo zdefiniowane i zmieszczone w wykazie skrotéw.

4, Uwagi krytyczne

1. Jednym z istotnych wynikéw badarn wptywu oreksyn na aktywnos¢ neuronéw jadra
grzbietowego LGN byto wykazanie réznic w czutosci na oreksyne A wzdtuz przednio-tylnej osi
tej struktury. W dyskusji dysertacji zabrakto mi jednak wyjasnienia tego zjawiska lub chociaz
podjecia proby poszukania takiego wyjasnienia.

2. Z obowigzku recenzenta musze wypomniec¢ drobne niescistosci, takie jak 1) pominiecie
informaciji, ze przedstawiony w streszczeniu w wersji polskiej i angielskiej anatomiczny
podziat ciata kolankowatego bocznego dotyczy gryzoni. Musze jednak odnotowaé, ze
informacje podane we wstepie rozprawy, swiadczg o tym, ze Autor jest Swiadomy réznic
anatomicznych w obrebie tej struktury pomiedzy réznymi gatunkami ssakdw; 2) pominiecie
istotnego wptywu projekcji zwrotnej z kory wzrokowej na neurony jadra kolankowatego
bocznego w opisie tej struktury; 3) kolejnej drobnej niescistosci mozna doszukaé sie w
zdaniu: “This functional multiplicity is covered by the number of neuronal sites in the
pretectum, hypothalamus and the thalamus which create a sophisticated system that
includes structures such as the olivary pretectal nucleus (OPN), the posterior limitans
nucleus, the superior colliculus, the suprachiasmatic nucleus of the hypothalamus (SCN), the
ventral lateral preoptic area (VLPO) or the LGN.” (str. 18, wstep dystertacji).



3. Nieliczne btedy typograficzne i niezreczne sformutowania nie sg warte wspomnienia. Z
obowigzku recenzenta musze jednak wspomnie¢ o btedach o charakterze redakcyjnym,
ktérych wymienienie, mam nadzieje, pomoze Autorowi ustrzec sie ich w przysztosci:

1) Wykaz uzytych skrétéw, w szczegdlnosci nazw anatomicznych, jest ze wszech miar
pozadany i pozwala fatwiej czytac tekst, gdyz liczba uzytych skrétow stawia wyzwanie
pamiegci czytelnika. Pomimo zatgczenia do pracy wykazu skrétow, kazdy ze skrétéw powinien
zosta¢ wprowadzony w tekscie pracy poprzez napisanie go w nawiasie po petnej nazwie przy
jej pierwszym uzyciu, a nastepnie powinien by¢ konsekwentnie uzywany doktadnie tak, jak
zostat wprowadzony. Autor w zasadzie stosowat sie do tej reguty. Wyjatkiem byt jednak skrét
ISO zdefiniowany we wstepie i objasniony w wykazie skrétéw jako infra-slow oscillatory,
czasem jednak stosowany byt w znaczeniu infra-slow oscillatory pattern of activity, np. w
zdaniu: ,ISO can be found not only in the IGL but also in the retina...” (str. 314, w publikacji
3, pt. “Two distinct subpopulations of neurons in the thalamic intergeniculate leaflet
identified by subthreshold currents” Neuroscience 329: 306—317 (2016), nota bene w
publikacji tej ISO zdefiniowano inaczej w wykazie skrotow i w tekscie) lub w zdaniu
"However, it was shown that ISO is expressed by putatively enkephalinergic neurons
(str.102, dyskusja dysertacji).

2) W wykazie skrotow zabrakto skrotu ENK uzytego wielokrotnie w publikacjach.

4. Polecam takze Autorowi wieksza pieczotowito$¢ w stosowaniu jednorodnego zapisu
ztozonych wyrazow; przyktady to: inter-geniculate leaflet / intergeniulate leaflet, visuo-
motor / visuomotor, time-keeping / time keeping, ventral lateral geniculate nucleus /
vetrolateral geniculate nucleus, dorsal lateral geniculate nucleus / dorsolateral geniculate
nucleus.

Te drobne uchybienia o charakterze edytorskim w niczym jednak nie umniejszajg mojej bardzo
wysokiej oceny merytorycznej recenzowanej rozprawy doktorskiej.

5. Ocena konicowa (uzasadnienie 25-200 stéw):

Przedstawione w rozprawie doktorskiej p. tukasza Chroboka wyniki badan stanowia
oryginalny wkifad w wyjasnienie mechanizméw funkcjonowania zegara biologicznego, a
zarazem funkcjonowania uktadu wzrokowego w normie i patologii.

Moje szczegdlne uznanie budzi opis pobudzajacego wptywu oreksyn na jadro brzuszne i
grzbietowe ciata kolankowatego bocznego wraz z wyjasnieniem mechanizmu komdrkowego
lezgcego u podtoza depolaryzujgcego dziatania tych neuropeptyddw, chodz badania dotyczace
patologii w funkcjonowaniu uktadu okotodobowego stanowig takze wazki problem, i
przyniosty ciekawe wyniki.

Wart odnotowania jest rowniez fakt udziatu Autora rozprawy w badaniach dotyczacych
wptywu oreksyn na neurony trzeciej struktury - listka ciata kolankowatego bocznego. Temat
ten zostat wczesniej szczegdtowo opisany przez grupe, kierowang przez prof. Lewandowskiego
i przedstawiony w publikacji stanowigcej dorobek doktoranta, ale nie wchodzacej w sktad
przedstawionej mi do oceny rozprawy.

Szerokie spektrum stosowanych metod oraz ogrom materiatu przedstawionego w
publikacjach budzi podziw. Prezentowane na rycinach zapisy sygnatu elektrofizjologicznego
Swiadcza o wysokiej jakosci uzywanych w laboratorium technik i dobrym opanowaniu przez
Doktoranta trudnego warsztatu badan elektrofizjologicznych pojedynczych komérek
nerwowych in vitro i in vivo. Warto podkresli¢, ze Autor rozprawy, nie ograniczyt sie jedynie



do metod elektrofizjologicznych wykonujac takze barwienia immunohistochemiczne i analizy
statystyczne.

Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam wartos¢ naukowg i merytoryczng oraz poprawnosé
redakcyjng rozprawy, a takze umiejetnosci i wktad pracy doktoranta.

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska pana tukasza Chroboka
spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pézn.
zmianami) i wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagielloriskiego
w Krakowie o dopuszczenie pana tukasza Chroboka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
TAKANLE
Ja, nizej podpisana wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.

TAK/NIE
Uzasadnienie wniosku (25-200 stéw)

Przedstawione w rozprawie doktorskiej p. tukasza Chroboka wyniki badan stanowia oryginalny
wktad w wyjasnienie mechanizméw funkcjonowania zegara biologicznego i poznanie
strukturalnych elementéw ukfadu regulacji rytmu okotodobowego, a takie w wyjasnienie
réznorodnych aspektéw funkcjonowania uktadu wzrokowego. W sktad rozprawy wchodzg cztery
publikacje, w ktorych p. tukasz Chrobok jest pierwszym autorem, a jego wktad w kazda z nich
przekracza 50%. Co wigcej, doktorant miat nie tylko dominujacy udziat w przeprowadzeniu badari
z zastosowaniem roznorodnych technik eksperymentalnych i analize ich wynikéw, uczestniczyt
takze w opracowaniu koncepcji badar, planowat ich wykonanie, miat réwniez znaczacy udziat w
przygotowaniu manuskryptoéw. Wyniki badan przedstawionych w rozprawie majg wysoka warto$é
naukowg i zostaty opublikowane w wiodacych czasopismach z dziedziny neuroscience z wysokimi
wspotezynnikami wptywu. Przedstawione publikacje dotyczg dwdch nurtéw badan, okreslonych
przez Autora jako sciezka fizjologiczna i patofizjologiczna. Materiat publikacyjny obejmujacy
badania w ramach kazdej z tych sciezek mogtby, w mojej opinii, samodzielnie stanowi¢ podstawe
rozprawy doktorskiej.

Bioragc pod uwage wysokg wartos¢ merytoryczng rozprawy, ponad przecietny zakres
zastosowanych metod badawczych i zebranego materiatu, oryginalnos¢ uzyskanych wynikéw,
oraz dominujacy udziat Doktoranta w powstaniu publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy
sktadam wniosek o jej wyrdznienie.
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