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gonadoliberyny w centralnym ukfadzie nerwowym

$winiodzika w okresie lata i zimy”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest opracowaniem tpskysut coviagl
ukazujacym role s$wiatta jako krytycznego regulatora procesow
fizjologicznych zwierzat. Fotoperiod jest uwazany za najwazniejszy czynnik Katedra Fizjologii Zwierzat
synchronizujgcy cykle reprodukcyjne sezonowo rozmnazajacych sie

zwierzat. Aktywnos$¢ rozrodcza tych zwierzat jest regulowana przez kila Zaktad Endokrynologii
systeméw regulacyjnych, ktére maja poczatek w siatkdwce oka i koncza

sie w generatorze pulséw GnRH. Sezonowos¢ rozrodu wystegpuje giéwnie

u dzikich gatunkéw zwierzat i jest wynikiem naturalnej selekcji. Model

badawczy zastosowany w pracy doktorskiej to $winiodzik- krzyzéwka

samicy $wini domowej i samca dzika europejskiego, u ktorego zostat

zachowany wyrazny fotoperiodyzm. Za synchronizacje¢ funkcji organizmu z

cyklicznie zmieniajgcymi si¢ warunkami oswietlenia (cykl dzien: noc)

odpowiedzialny jest zegar biologiczny, w ktérego sktad wchodzi jadro

nadskrzyzowaniowe (SCN). Gtéwnym efektorem systemu endokrynnego

jest szyszynka, gruczot odpowiedzialny za syntez¢ melatoniny. Cykliczne

zmiany amplitudy stezenia melatoniny w krazeniu ogolnym dostarczaja

komérkom docelowym informacji o panujacych warunkach o$wietlenia

érodowiska. Zaburzenia informacji o warunkach $wietlnych uwazane s3 za

prawdopodobng przyczyne wystgpowania sezonowych zaburzen

afektywnych (SAD) i trwaja poszukiwania czasteczek bioracych udziat w
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tym procesie. W badaniach in vitro wykazano, ze tlenek wegla moze : .
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okotodobowy ssakéw, moze regulowa¢ uwalnianie hormonéw podwzgoérza i przysadki

madzgowej.

Tezy rozprawy doktorskiej Pani mgr Marii Romerowicz-Misielak zwigzane sg z najnowszymi
trendami w badaniach nad poznaniem precyzyjnych i ztozonych mechanizméw lezgcych u podtoza
regulacji procesu rozrodu. Wiedza ta ma kluczowe znaczenie dla rozwoju nowych metod

terapeutycznych umozliwiajacych leczenie obnizonej ptodnosci.

W rozprawie doktorskiej zostat zachowany uktad tradycyjny obejmujacy Spis Tresci, Wstep,

Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusje oraz Wnioski, Streszczenie i PiSmiennictwo.

Wstep pracy stanowi interesujacy przeglad najnowszych informacji dotyczacych sezonowosci
w rozrodzie ssakow. $winiodzik jest szczegdlnie uzytecznym modelem w badaniu mechanizmoéw
sezonowego rozrodu. Zostat u niego bowiem zachowany, podobnie jak u dzika, wyrainy
fotoperiodyzm, natomiast jest zwierzeciem znacznie bardziej tagodnym, co ufatwia przeprowadzanie
doéwiadczer. Opisanie dziatania zegara okotodobowego pozwala na wskazanie potencjalnych miejsc
akcji czynnikéw zewnetrznych, ktére moga mie¢ wplyw na opoéznianie lub przyspieszanie tego
systemu. Autorka pracy przedstawita zasade dziatania niewizualnego przekazu informacji $wietinej z
otoczenia do mézgu, ktadac nacisk na role fotoreceptorow siatkdwki oka. Jednakze fotoperiodyczna
regulacja aktywnosci osi rozrodczej u sezonowo rozmnazajacych sie zwierzat nie jest do korica
poznana. W zwigzku z tym uwaga naukowcow zwigzana jest z poszukiwaniami czasteczek, ktore
petnig role receptoréw absorbujgcych Swiatto jak na przykiad melanopsyna. Komplementarny do
mechanizmu dziatania melanopsyny jest teoretyczny model ,humorainej fototransdukcji” ktory
proponuje droge niewizualnego przekazu do mozgu informacji o warunkach $wietinych. Obecne w
oku chromofory takie jak hem absorbuja fotony i docierajac do mdézgu niosg informacje o aktualnych
warunkach éwietlnych. Produktem degradacji hemu sa réwnomierne iloéci tlenku wegla , jonow
selaza i biliwerdyny. Dotychczasowe wyniki badarn nad dziataniem CO i jego sezonowo zmiennym
stezeniem pozwalaja na postawienie hipotezy badawczej, ze CO jest jednym z czynnikow

wplywajgcych na aktywnos¢ rozrodcza sezonowo rozmnazajacych sie zwierzat.

Celem pracy bylo ocena wptywu CO, humoralnego czynnika ktéry zmienia si¢ sezonowo i
dobowo, na modulacje aktywnosci osi rozrodczej u sezonowo rozmnazajgcych sie zwierzat, na
modelu krzyzéwki $wini domowej i dzika. Hipoteza badawcza zaktada, ze sezonowo zmienne stgzenie
tlenku wegla moze nie$¢ informacje o warunkach oswietlenia. W oparciu o wieloletnie badania nad
droga przeciwpragdowego przenikania prowadzone przez zespot profesora , autorka postanowita
sprawdzi¢, czy ta droga powstaly w reakcjach CO przekazuje informacje do mdézgu. Badania

przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej sg nastgpstwem wykazanej uprzednio zmiennosci



sekrecji CO w obszarze oka (Koziorowski i wsp.2013) i majg na celu okreslenie drogg posrednig czy CO
droga przenikania przeciwprgdowego w zatoce jamistej moze bezposrednio dociera¢ do struktur

mézgowych (transport docelowy) i wplywaé na regulacje rozrodu u samcow.

Cze$¢ metodyczna pracy nie nasuwa zastrzezen, a sposob przedstawienia zastuguje na
wysoka ocene, z matym zastrzezeniem wyszczegélnionym w dalszej czesci recenzji. Autorka stosujac
opisane techniki wykonata ogrom pracy, uzywajgc do doswiadczer duzych zwierzat, ktore miaty
operacyjnie zatozone kaniule umozliwiajace wprowadzanie odpowiednio przygotowanej krwi, a takze

pobieranie prébek w okreslonych przedziatach czasowych.

W rozdziale Wyniki, Doktorantka skupita si¢ na przedstawieniu otrzymanych danych
ilustrujgc je 19-ma tablicami. Oméwienie wynikow i rzeczowa dyskusja s3 przeprowadzone
prawidlowo i $wiadczg o znajomosci literatury przedmiotu oraz dojrzatosci Doktorantki. Na
szczegbine podkreslenie zastuguje zastosowany model badawczy ($winiodzik), gdzie doswiadczenia
przeprowadzane in vivo umozliwiaja zaobserwowanie bezposredniego wplywu CO na ekspresje
wybranych genéw. U mieszaricéw $wini domowej i dzika funkcjonuje mechanizm przeciwpradowego
przenikania i docelowego transportu tlenku wegla bezposrednio do struktur moézgu z pominigciem
krazenia ogélnego. Zaobserwowane sezonowe zmiany poziomu tlenku wegla powodujg zmiennos$¢
ekspresji genéw wiaczonych w regulacje rozrodu w warunkach zmieniajacej si¢ dtugosci dnia
$wietlnego (zima, lato). Doswiadczalnie zwigkszone stezenie CO we krwi zylnej odptywajacej z oka do
zyty zatoki jamistej okotoprzysadkowego kompleksu naczyniowego spowodowato zmiany w poziomie
ekspresji genéw osi podwzgérze-przysadka (GnRH, GnRH-R, a, LHB, FshB) samcow Swinodzika oraz

zaobserwowano zmiany poziomu LH w krazeniu og6inym a takze zmiany profilu sekrecji melatoniny.
Po przeczytaniu pracy nasuneto sie kilka uwag, ktére nie wptywajg na oceng merytoryczna.

1. W punkcie opisujgcym cele pracy zaplanowano sprawdzenie czy fizjologiczna sezonowos¢
aktywaciji osi rozrodczej odbywa sie na poziomie ekspresji genéw. Jakg inna droge aktywacji rozrodu

brata autorka pod uwage?

2. Przede wszystkim opis do$wiadczenia jest nieco skrétowy, poniewaz analiza dostgpnych
danych nie pozwala na zorientowanie si¢ jak szczegétowo zostata przeprowadzona procedura.
Wiemy, ze doéwiadczenie trwato 48 godzin (infuzja osocza), pobierano na poczatku 50 ml krwi i po
odwirowaniu wzbogacano jg CO lub naswietlano LED, a nastgpnie podawano zwierzgciu przez
zatozone wczeéniej kaniule. Z zyly szyjnej zewnetrznej pobierano prébki krwi co 2 godziny. Pompa

infuzyjna pracowata z szybkoscia 8,3 ml/ godzing, wiec po 6 godzinach zostata wykorzystana catfa
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przygotowana prébka. Z prostej kalkulacji wynika¢ by moglo, ze procedure taky powtarzano

kilkukrotnie (osiem razy) ale nie znalaztam nigdzie takiej informacji.

3. Mozna byto pokusi¢ sie na rozszerzenie pracy o analize steroidéw we krwi obwodowej, w
ktorej oznaczano stezenie LH, FSH i melatoniny. Nie ulega watpliwodci, ze w przysztosci
przeprowadzona analiza immunohistochemiczna wybranych biatek (przysadki i podwzgdérza) moze

stanowié¢ doskonate uzupetnienie otrzymanych wynikéw.

4. We wstepie str 15 uzyte zostato okreslenie ujemne kompleksy transkrypcyjne, a lepiej

wydaje mi sie pisa¢ o hamujacych kompleksach.

Do najwazniejszych osiggnieé pracy nalezy wykazanie, ze tlenek wegla wytwarzany pod
wplywem s$wiatta w oku dociera droga przeciwpradowego przenikania w obszarze splotu
okotoprzysadkowego z naczyn zylnych do tetniczych zaopatrujgcych bezposrednio mézg. Wykazano,
7e CO zmienia profil sekrecji melatoniny oraz wptywa na ekspresje genéw osi podwzgdrzowo-
przysadkowej (GnRH, GnRH-R oraz genéw podjednostek gonadotropin LH i FSH) a w konsekwencji na

sekrecje hormonéw regulujacych procesy rozrodcze u samcow krzyzéwki $wini domowej i dzika.

W ocenianej pracy Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobrym opanowaniem szerokiego
warsztatu badawczego, zrozumieniem rozpatrywanych probleméw i znajomoscia piSmiennictwa z
zakresu tematyki prowadzonych badan. Na szczegélne podkreslenie moim zdaniem zastuguje
doskonaty dobdr literatury, ktéry umozliwia szerokg dyskusje wybranych zagadnieri badawczych. Na
podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszczaé, ze Doktorantka posiada

waine w pracy badawczej cechy jak pracowitos¢, solidnos¢ i dociekliwosc.
WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Marii Romerowicz-Misielak pt.: ,Wplyw
tlenku wegla na ekspresj¢ genéw gonadotropin i gonadoliberyny w centralnym uktadzie
nerwowym $winiodzika w okresie lata i zimy” spetnia wszystkie wymagania — okreslone w Ustawie z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki — stawiane pracom doktorskim i w zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej
Rady Wydziatu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie pani mgr Marii
Romerowicz-Misielak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Réwnoczesdnie pragne przedtozyc

Wysokiej Radzie w petni uzasadniony, moim zdaniem, wniosek o wyr6znienie pracy.
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