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O c e n a

rozprawy doktorskiej mgr Marii Romerowicz-Misielak za(ytulowanej :

,,Wpl1tw tlenku wggla na ehspresjg gendw gonadofrapin i gondoliberyny w centralnym

ukladzie neneowlm Swiniodzikaw okresie latn i d*yu

Nizej przedstawionq oceng wykonalem na zlecenie Wydzialu Biologiczno-

RolniczegoUniwersytetu Rzeszowskiego wyraZone w piSmie z dnia 17 czerwca?0l4 t.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jest oprawionym wydrukiem

komputerowynr, zawartFn na 107 stronach, kt6ry obejmuje tekst, napisany w ukladzie

typowym dla prac naukowych, oraz 26 barwnyctr, starannie wykonanych ilustracji

(nazwanych rysunkami, tabelami lub wylaesami), i cytowanych w tek6cie rozprawy 261

pozycj i piSmiennictwa.

Rozprawg doktorskq zaliczam do prac badawczych, o charakterze badaf
podstawowych, w zakresie nauk o zyciu, a Scislej w zakresie fizjologicznych regulacji

wptywu Srodowiska na organizm zsurcrzqti czlowieka.

Prezentujg poglqd, ze w badaniach podstawowych w obszarze nauk o 2yciu, mlody

badacz, podejmuj4cy pracg dokforsk4 nie ma kwalifikacji ani mozliwoSci, aby

samodzielnie nakre$lii cele i zadania badawcze. Tg rolg spelnia zawsze promotor.

Doktorantka miala szczgscie, 2e jej promotorem jest profesor, kt6ry wczeSniej lYykryl

wraz 7-e wspolautorami i opublikowal niezwykle interesujqce zjawisko, D w oku

wytwarzany jest tlenek wggla w stgzeniu zalefunym od pory dnia i pory roku, i ze

wytworzony tam tlenek wggla poprzez krew i odpowiednie naczynia krwionoSne
przedostaje sig lokalnie do krwi tgtniczej zaopatnrj4cej m6zg To bardzo interezuj4ce

odkrycie umoiliwilo innym autorom podgcie dalszych bada4 klorych gl6wnym celem

/. bylo poszukiwanie mechanizm6w dzialania tlenku wggla jako regulatora i gazowego
.r'/ transmitera iu2 w obszarze m6zgu. Zaistniala potrzeba skoncentrowania poszukiwat'r na

poziomie molekularnym i szukanie odpowiedzi poprzez badanie genetycznych

uwarunkowafi sekrecji czynnik6w regulacyjnych w r6znych strukturach m6zgu.

Fragment takich badari przydzielil promotog jak rozumiem, doktorantce.

Badania podstawowe o chara}Cerze odkrywczym zostaly przez promotor4 zudaatrem
juz doktorantki sformulowane, zaplanowang podjgte iprzez doktorantkg wykonane.

W tym Swietle trochg niezrgczne jest sformulowanie na str.30 pracy zdanie: ,,Wasna
hipoteza badnwcza zaWqdg 2e w warunhmchfiziologicmych o@fuwajqcy z olmw bwi

zylnej tlenek wggla moie byn bezpoSrednio tranqtortowany do m6zgu Inprzez
przeeiwprqdowe przenikanie w obszarze splotu okolo prrysadktwego do naczyrt

tgtniczyeh zaopatrujqcych mdzg, a sezonowo nnienne stgienie tlenlca wggla w krwi

iylnej o@tywajqcej z oka moie nieit informacjg o warunlmch oiwietlenia." Rozumiem

intencje autorki, kt6ra utoisamia sig z zespolem i ,, wlasn4" nazywa hipotezp promotora

i zespofu badawczego, w kt6rym oczywi$cie uczestniczyla- Brzmi to trochg

nieprawdziwie, gdyi jakby sugeruje, ii wczeSniej opublikowana hipoteza, byla jej



wlasn4 hipotezq. Jest to jednak drobny fragment, kt6ry dla porz4dku odnotowujg, ale

kt6ry nie ma anaczenia w ocenie rozprawy.

W ocenianej pracy na szczeg6lne podkre5lenie zasluguj4 stosowane

metody badawczg w mojej ocenie, pigknie wykonanego do$wiadczenia
{izjologicznego.

Podstawowym zadaniem autorki bylo poszukiwanie w m6zgu i przysadce m6zgowej

skutk6w infuzji do okoloprzysadkowej, zylnej zatoki jamistej:

o tlenku wggl4 podanego wtzw. autologicznym, czyli wlasnym osoczu krwi,

o lub tlenku wggla do$wiadczalnie wytworzonego we krwi plyn4cej do 2ylnej
zatatijamistej, poprzez odpowiednie naSwietlenie infundowanej krwi.

Aby Sledzi6 powstaj4cr pod wptywem infundowanego tlenku wggla zmiany w

odpowiednich strukturach m6zgu i przysadki mozgowej wykonano, w mojej ocenie,
niezwykle trudne dofwiadczenie, w klorym $wini, bez przerwy przez 48 godzin,
podawano pompQ infuzyjnq do wczesniej skaniulowanej zylki grzbietowej nosa:

o autologiczne osocze o fizjologicznym stgzeniu tlenku wggla,

o autologiczne osocze o zwigkszonym stgieniu tlenku wqglq

o krew, na$wietlan4 w czasie jej przeptywu odpowiednio skonstruowan4 lamp4,

emitujqc4 Swiatlo o okreflonej dlugoSci fal SwietlnyctL co powodowalo

wzrost stgzenia tlenku wggla we krwi.

o krew nie na$wietlan4 w czasie jej przeplywu a wigc z fizjologicznym
stgZeniem tlenku wggla.

Ten bardzo trudny zabieg ci4glej infuzji dozylnej prze 48 godzin, i pobierania

w tym czasie rn 2 godany krwi z odpowiednich naczyfi od zywej Swini, kt6rej nie
podawano 2adnych Srodk6w usypiajqcych lub uspakajaj4cych, komplikowal

dodatkowo fakt,2e w nocy naleZalo wszystkie czynnoSci wykonywat prry lampie o
przyciemnionym Swietle czerwonynL posfuguj4c sig jedynie w miarg koniecznej
potrzeby, jak to okreslila autorka pracy, ,,mal4 elektryczn4 latark4".

Rozumiem, 2e tak trudne technicznie 48 godzinne doSwiadczenia na irywych,
przebywaj4cych bez narkozy w warunkach fizjologicznych Swiniodzikach, nie

wykonywala pojedyircza osoba, czyli autorka rozprawy doktorskiej, a zesp6l

zapewne kilkuosobowy, kl6rego autorka rozprawy byla czg$ci4. Jednakze pragng

podkresli6, 2e na pewno w Polsce, a jestem przekonany 2e i na 6wiecie, nie ma

odpowiednich warunk6w i mo2liwoSci, aby tak zaplanowane do$wiadczenie
przeprowadzid. W tym miejscu niech mi wolno bgdzie wyrazit, swoje uznanie nie

tylko autorce ocenianych badaq ale i innym fizjologom z Rzeszowa, kt6rzy takie



warunki do fizjologicznych badan potrafili zorgarizawat i w tak zorganizowanych

badaniach uczestniczyd.

Skutki wspomnianych 48 godzinnych infuzji badano we krwi obwodowej

oznaczaj4c metod4 radioimmunologiczn4 stg2enia hormonu luteinizujqcego (LH),

hormonu dojrzewania pgcherzyk6w jajnikowych (FSH), oraz hormonu melatoniny,

we krwi pobieranej przyzyciowo co dwie godziny przez 48 godzin. Te badania i

wszystkie dalsze badania oparte o techniki biologii molekularnej wykonywala

autorka rozprawy pracuj4c ju 2 nie z zespolem lecz samodzielnie.

Finalnym etapem poszukiwafi bylo po6miertne omaczarrj,e w odpowiednich

skrawkach mozgu ekspresji gen6w GnRH i gen6w receptor6w GnRH oraz gen6w

podjednostek LH i FSH. Zastosowano metody biologii molekularnej, a wigc izolacjq

komorkowego RNA' reakcjg odwrotnej transkrypcji i reakcjq lafrcuchow4

polimerazy z detekcj4 w czasie rzeczywistym (Real Time PCR). Skrawki do badafr

pobierano po$miertnie z m6zgu, z czgici przedwnokowej podwzgorza, z czgfici

przedniej podvtzgorza i czgsci brzuszno-przy5rodkowej podwzgorza oraz z przedniej

czgSci przysadki mozgowej.

Wyniki przedstawiono na 19 barwnych i bardzo dobrze opracowanych

dydaktycznietanr. wykresach. Wykresy i opisy analianj4 dobowe oraz sezonowe (w

okresie kr6tkich i dtugich dni $wietlnych) profile uwalniania do krqzenia og6lnego

melatoniny, araz poziomy mRNA genu GnRH i genu receptora GnRH, genu

wspolnej podjednostki alfa obu gonadotropin oraz specyficznych podjednostek beta

hormonu luteinizuj4cego i folikulotropowego, w trzech r6znych strukturach

podvrzglrza orazw przedniej czg5ci przysadki m6zgowej.

. u zvtierz}t kontrolnych, (ktorym do zatoki jamistej infundowano

autologiczne osocze), oraz

o u zwierzqt doSwiadczalnych, kt6rym do zatoki jamistej infundowano

autologiczne osocze o wzbogaconym stg2eniu tlenku w9gl4 b4di krew

przeptywaj 4c4przez system Swietlny zwiEkszajqcy we krwi stg2enie tlenku

wggla.

Podsumowujqc wyniki, w duzym skr6cie moZna napisad, ze w badaniach

wykazano, iz wielogodzinna infuzja do zatoki jamistej osocza zawieraj4cego

zwigkszone stgzenie tlenku wgglq lub doptyw krwi zylnej o zwigkszonym stgZeniu

tlenku wggla, powoduje nie tylko zmiany w stg2eniu hormon6w gonadotropowych i

melatoniny we krwi obwodowej, alete2 daleko id4ce zmiany ekspresji genow GnRH

i receptora GnRE w m6zgu araz nniany ekspresji gen6w obu gonadotropin w

przedniej czgsci przysadki mozgowej. Zmiany ekspresji gen6w zaTefune byly od

dlugoSci dnia Swietlnego (zima-lato). Jest oczywiste, 2e takie zmiany w ekspresji

gen6w hormon6w osi podwzgorzowo-przysadkowej musz4 pociqgai za sob4

okre$lone skutki w rozrodzie zvtierzqt, cho6 ten wqtek nie byl przedmiotem badan a

byl jedynie akcentowany w tekfcie rozprawy doktorskiej.



Rozdzial rozprawy zatytulowany ,,Dyskusja-', przedstawiony na 12 stronach

tekstu, w bardzo logiczny i wielostronny spos6b analizuje otrzymane wyniki i odnosi

do obszernie cytowanej wiedzy Swiatowej. Autorka rozpraryy rvykazala sig dobr4

znajomosci4 pi$miennictwa Swiatowego i dobr4 umiejgtnoSci4 iego
interpretowania w konfrontacji z wynikami wlasnymi.

Tekst rozprawy doktorskiej zamykaj4 kr6tkie rozddaly: ,,Posumowanie" i

,,Wniosek". TreSi koficowego wniosku, z kt6rym w pelni sig zgadzam cytujq

ponizej.

,,Tlenek wggla wytwarzany pd wplywem Swiatla w olca dociera drogq

przeciwprqdowega przenikania z obszsru splotu olaloprzsadlcowego z rncryn zylnych

do tgtnic4tch zaopatrujqcych beryoSrednio mozg. C0 nnienia profil selvecii

melatoniny oraz wp$rua rn ekspresjg gendw osi podwzgdrzowo-przysadlawei( GnRH,

GuRH-R, oraz gendw podjednostek gonadatropin LH i FSH) a w konseh,vencji na

sekrecjg harmondw regulujqcych procesy rozrMcze u somcdw krzyidwki Swini

domowej i dzika".

Uwaiam, ie praca naukowa pnedstawiona jako rozprawa doktorska jest prac4

poznawcz4 i odkrywcz4o kt6ra do wiedry o regulacjach fizjologicznych w

organizmie zwierz4t i ich mechanizmie wnosi zupelnie nowe, nieznane dot4d

elementy. Warto5d tej pracy jest tym bardziej szczegfilna, ie dzigki oryginalnym

metodom i technikom badawczym, opracowanym prz;ez fizjolog6w w Rzeszowie,

w$r6d kt6rych jest Pani mgr Maria Romerowicz-Misiela\ i dzigki uzyskanym

wynikom, rozprawa wnosi nowe wiedzg o procesach tocz4cych sig w tak trudnym

do fizjologicznych badaf narz4dzie jakim jest m6zg zxrietz4L Przy istniej4cym

podobiefstwie regulacji hormonalnych u zwierz4t i czlowieka, mam nadziejg, ie

uzyskane wyniki bgde stymulatorem do poszukiwafi takich samych, lub

podobnych mechanizm6w w czynno5ci m6zgu czlowieka.

Bior4c pod uwagg wyiej pnedstawion4 oceng przedktadam wysokiej Radzie

wniosek o uznanie pruedloionej mi do oceny rozprawy doktorskiej Pani Marii

Romerowicz-Misielak zatytulowanej ,rWptyw tlenku wggla na ckspresjq gen6w

gonadotropin i gonadoliberyny w centralnym ukladzie nerwowym Swiniodzika w

okresie lata i zimy" i wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Marka

Koziorowskiego, jako rozpo*y doktorskiej spelniaj4cej wymagania ustawowe

stawiane rozprawom na stopiefi naukowy doktora nauk biologicznych i wnoszg o

dopuszczenie mgr Marii Romerowicz-Misielak do dalszych etap6w przewodu

doktorskiego.

Maj4c na uwadze moje bardzo ryysok4 oceng przedloionej mi do zaopiniowania

rozprawy doktorskiej wnoszQ o jej wyr62nienie.

,4)n
9-f rrV"'--

prof. dr hab. Tadeusz Krzymowski


