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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Marii Romerowicz-Misielak zatytulowanej:

» Wplyw tlenku wegla na ekspresje genow gonadotropin i gonadoliberyny w centralnym
ukladzie nerwowym swiniodzika w okresie lata i zimy”

Nizej przedstawiong ocen¢ wykonalem na zlecenie Wydzialu Biologiczno-
RolniczegoUniwersytetu Rzeszowskiego wyrazone w piSmie z dnia 17 czerwca 2014 r.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jest oprawionym wydrukiem
komputerowym, zawartym na 107 stronach, ktory obejmuje tekst, napisany w uktadzie
typowym dla prac naukowych, oraz 26 barwnych, starannie wykonanych ilustracji
(nazwanych rysunkami, tabelami lub wykresami), i cytowanych w tekscie rozprawy 261
pozycji piSmiennictwa.

Rozprawe doktorska zaliczam do prac badawczych, o charakterze badan
podstawowych, w zakresie nauk o zyciu, a $ci§lej w zakresie fizjologicznych regulacji
wplywu $rodowiska na organizm zwierzat i czlowieka.

Prezentuje poglad, ze w badaniach podstawowych w obszarze nauk o zyciu, miody
badacz, podejmujacy prace doktorska, nie ma kwalifikacji ani mozliwosci, aby
samodzielnie nakres$li¢ cele i zadania badawcze. T¢ rol¢ spelnia zawsze promotor.
Doktorantka miala szczescie, ze jej promotorem jest profesor, ktory wezesniej wykryl
wraz ze wspétautorami i opublikowal niezwykle interesujace zjawisko, iz w oku
wytwarzany jest tlenek wegla w stezeniu zaleznym od pory dnia i pory roku, i ze
wytworzony tam tlenek wegla poprzez krew i odpowiednie naczynia krwionosne
przedostaje sie lokalnie do krwi tetniczej zaopatrujacej mozg. To bardzo interesujace
odkrycie umozliwito innym autorom podjecie dalszych badan, ktérych glownym celem
byto poszukiwanie mechanizméw dziatania tlenku wegla jako regulatora i gazowego
transmitera juz w obszarze mozgu. Zaistniala potrzeba skoncentrowania poszukiwanh na
poziomie molekularnym i szukanie odpowiedzi poprzez badanie genetycznych
uwarunkowan sekrecji czynnikow regulacyjnych w réznych strukturach moézgu.
Fragment takich badan przydzielit promotor, jak rozumiem, doktorantce.

Badania podstawowe o charakterze odkrywczym zostaly przez promotora, z udziatem
juz doktorantki sformutowane, zaplanowane, podjete i przez doktorantke wykonane.

W tym $wietle troche niezreczne jest sformutowanie na str.30 pracy zdanie: ,,Wlasna
hipoteza badawcza zaklada, ze w warunkach fizjologicznych odplywajqgcy z oka w krwi
zylnej tlenek wegla moze byc bezposrednio transportowany do mozgu poprzez
przeciwprgdowe przenikanie w obszarze splotu okolo przysadkowego do naczyn
tetniczych zaopatrujgcych mdzg, a sezonowo zmienne stgzenie tlenku wegla w krwi
zylnej odplywajgcej z oka moze nies¢ informacje o warunkach oswietlenia.” Rozumiem
intencje autorki, ktora utozsamia si¢ z zespolem i ,, wiasng” nazywa hipotez¢ promotora
i zespolu badawczego, w ktérym oczywiscie uczestniczyla. Brzmi to troche
nieprawdziwie, gdyz jakby sugeruje, iz wcze$niej opublikowana hipoteza, byla jej



wiasna hipoteza. Jest to jednak drobny fragment, ktéry dla porzadku odnotowuje, ale
ktory nie ma znaczenia w ocenie rozprawy.

W ocenianej pracy na szczegblne podkreslenie zastuguja stosowane
metody badawcze, w mojej ocenie, picknie wykonanego doSwiadczenia
fizjologicznego.

Podstawowym zadaniem autorki byto poszukiwanie w mozgu i przysadce mézgowej
skutkéw infuzji do okotoprzysadkowej, zylnej zatoki jamistej:

e tlenku wegla, podanego w tzw. autologicznym, czyli wltasnym osoczu krwi,

e lub tlenku wegla doswiadczalnie wytworzonego we krwi plynacej do zylnej
zatoki jamistej, poprzez odpowiednie na§wietlenie infundowanej krwi.

Aby $ledzi¢ powstajace pod wptywem infundowanego tlenku wegla zmiany w
odpowiednich strukturach moézgu i przysadki mézgowej wykonano, w mojej ocenie,
niezwykle trudne do$wiadczenie, w ktérym §wini, bez przerwy przez 48 godzin,
podawano pompg infuzyjna do wczesniej skaniulowanej zytki grzbietowej nosa:

¢ autologiczne osocze o fizjologicznym stezeniu tlenku wegla,
e autologiczne osocze o zwigkszonym st¢zeniu tlenku wegla,

e krew, naswietlang w czasie jej przeplywu odpowiednio skonstruowang lampa,
emitujacg $wiatlo o okreslonej dtugosci fal $wietlnych, co powodowato
wzrost stezenia tlenku wegla we krwi.

e krew nie naswietlang w czasie jej przeplywu a wigc z fizjologicznym
stezeniem tlenku wegla.

Ten bardzo trudny zabieg ciaglej infuzji dozylnej prze 48 godzin, i pobierania
w tym czasie co 2 godziny krwi z odpowiednich naczyn od zywej $wini, ktorej nie
podawano zadnych $rodkéw usypiajacych lub uspakajajacych, komplikowal
dodatkowo fakt, ze w nocy nalezato wszystkie czynnosci wykonywac przy lampie o
przyciemnionym $wietle czerwonym, postugujac si¢ jedynie w miar¢ koniecznej
potrzeby, jak to okreslita autorka pracy, ,,malg elektryczng latarkg”.

Rozumiem, ze tak trudne technicznie 48 godzinne do$wiadczenia na zywych,
przebywajacych bez narkozy w warunkach fizjologicznych S$winiodzikach, nie
wykonywata pojedyficza osoba, czyli autorka rozprawy doktorskiej, a zespot
zapewne kilkuosobowy, ktorego autorka rozprawy byla czescia. Jednakze pragng
podkresli¢, ze na pewno w Polsce, a jestem przekonany ze i na $wiecie, nie ma
odpowiednich warunkéw i mozliwosci, aby tak zaplanowane do$wiadczenie
przeprowadzi¢. W tym miejscu niech mi wolno bedzie wyrazi¢ swoje uznanie nie
tylko autorce ocenianych badan, ale i innym fizjologom z Rzeszowa, ktorzy takie



warunki do fizjologicznych badan potrafili zorganizowa¢ i w tak zorganizowanych
badaniach uczestniczy¢.

Skutki wspomnianych 48 godzinnych infuzji badano we krwi obwodowej
oznaczajac metoda radioimmunologiczng stezenia hormonu luteinizujacego (LH),
hormonu dojrzewania pecherzykow 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 wykonywata
autorka rozprawy pracujac juz nie z zespotem lecz samodzielnie.

Finalnym etapem poszukiwaf bylo po$miertne oznaczanie w odpowiednich
skrawkach mozgu ekspresji genow GnRH i genow receptorow GnRH oraz genow
podjednostek LH i FSH. Zastosowano metody biologii molekularnej, a wigc izolacje
komorkowego RNA, reakcje odwrotnej transkrypcji i reakcje fancuchowa
polimerazy z detekcja w czasie rzeczywistym (Real Time PCR). Skrawki do badan
pobierano po$miertnie z mozgu, z czeSci przedwzrokowej podwzgorza, z czg$ci
przedniej podwzgodrza i czesci brzuszno-przysrodkowej podwzgorza oraz z przedniej
czesci przysadki mozgowe;.

Wyniki przedstawiono na 19 barwnych i bardzo dobrze opracowanych
dydaktycznie tzw. wykresach. Wykresy i opisy analizujg dobowe oraz sezonowe (W
okresie krotkich i dtugich dni $wietlnych) profile uwalniania do krazenia ogo6lnego
melatoniny, oraz poziomy mRNA genu GnRH i genu receptora GnRH, genu
wspolnej podjednostki alfa obu gonadotropin oraz specyficznych podjednostek beta
hormonu luteinizujacego i folikulotropowego, w trzech roéznych strukturach
podwzgorza oraz w przedniej czesci przysadki mézgowe;:

e u zwierzat kontrolnych, (ktérym do zatoki jamistej infundowano
autologiczne osocze), oraz

e u zwierzat doswiadczalnych, ktorym do zatoki jamistej infundowano
autologiczne osocze o wzbogaconym stezeniu tlenku wegla, badz krew
przeplywajaca przez system $wietlny zwigkszajacy we krwi stgzenie tlenku
wegla.

Podsumowujgc wyniki, w duzym skrocie mozna napisa¢, ze w badaniach
wykazano, iz wielogodzinna infuzja do zatoki jamistej osocza zawierajacego
zwigkszone stezenie tlenku wegla, lub doptyw krwi zylnej o zwigkszonym stgzeniu
tlenku wegla, powoduje nie tylko zmiany w stezeniu hormonéw gonadotropowych i
melatoniny we krwi obwodowej, ale tez daleko idace zmiany ekspresji genow GnRH
i receptora GnRH, w moézgu oraz zmiany ekspresji genow obu gonadotropin w
przedniej czesci przysadki mozgowej. Zmiany ekspresji genéw zalezne byly od
dlugosci dnia $wietlnego (zima-lato). Jest oczywiste, ze takie zmiany w ekspresji
genéw hormonéw osi podwzgérzowo-przysadkowej musza pociggaé za soba
okreslone skutki w rozrodzie zwierzat, cho¢ ten watek nie byt przedmiotem badan a
byt jedynie akcentowany w tekscie rozprawy doktorskiej. ‘



Rozdzial rozprawy zatytutowany ,Dyskusja”, przedstawiony na 12 stronach
tekstu, w bardzo logiczny i wielostronny sposéb analizuje otrzymane wyniki i odnosi
do obszernie cytowanej wiedzy $wiatowej. Autorka rozprawy wykazala si¢ dobra
znajomoscia piSmiennictwa S$wiatowego i dobra umiejetnoscia jego
interpretowania w konfrontacji z wynikami wlasnymi.

Tekst rozprawy doktorskiej zamykaja krotkie rozdzialy: ,,Posumowanie” i
_Whniosek”. Tres¢ koncowego wniosku, z ktérym w pelni si¢ zgadzam cytuje
ponize;.

,Tlenek wegla wytwarzany pod wplywem swiatla w oku dociera drogg
przeciwprgdowego przenikania z obszaru splotu okoloprzsadkowego z naczyn zylnych
do tetniczych zaopatrujgcych bezposrednio mozg. CO zmienia  profil sekrecji
melatoniny oraz wplywa na ekspresje genow osi podwzgorzowo-przysadkowej( GnRH,
GnRH-R, oraz genow podjednostek gonadotropin LH i FSH) a w konsekwencji na
sekrecje hormonéw regulujgcych procesy rozrodcze u samcow krzyzowki swini
domowej i dzika .

Uwazam, ze praca naukowa przedstawiona jako rozprawa doktorska jest pracg
poznawcza i odkrywcza, ktora do wiedzy o regulacjach fizjologicznych w
organizmie zwierzat i ich mechanizmie wneosi zupelnie nowe, nieznane dotad
elementy. Warto$¢ tej pracy jest tym bardziej szczegélna, ze dzigki oryginalnym
metodom i technikom badawczym, opracowanym przez fizjologow w Rzeszowie,
wérod ktérych jest Pani mgr Maria Romerowicz-Misielak, i dzi¢ki uzyskanym
wynikom, rozprawa wnosi nowa wiedze o procesach toczacych si¢ w tak trudnym
do fizjologicznych badan narzadzie jakim jest mézg zwierzat. Przy istniejgcym
podobienstwie regulacji hormonalnych u zwierzat i czlowieka, mam nadzieje, ze
uzyskane wyniki beda stymulatorem do poszukiwan takich samych, lub
podobnych mechanizméw w czynno$ci mézgu czlowieka.

Biorac pod uwage wyzej przedstawiong ocen¢ przedkladam wysokiej Radzie
wniosek o uznanie przedlozonej mi do oceny rozprawy doktorskiej Pani Marii
Romerowicz-Misielak zatytulowanej ,Wplyw tlenku wegla na ekspresj¢ genow
gonadotropin i gonadoliberyny w centralnym ukladzie nerwowym Swiniodzika w
okresie lata i zimy” i wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Marka
Koziorowskiego, jako rozprawy doktorskiej spelniajacej wymagania ustawowe
stawiane rozprawom na stopiei naukowy doktora nauk biologicznych i wnosze¢ o
dopuszczenie mgr Marii Romerowicz-Misielak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Majjc na uwadze moja bardzo wysoka ocene¢ przedlozonej mi do zaopiniowania
rozprawy doktorskiej wnosz¢ o jej wyréznienie.
/ /VM’/L__j
prof. dr hab. Tadeusz Krzymowski



