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rozprawy doktorskiej mgr Marii Romerowicz-Misielak pt.:

,,Wplyw tlenku wqgla na ekspresiq gen6w gonadotropin i

gonadoliberyny w centralnym uktadzie nerwowym

Swiniodzika w okresie lata i zimy''

Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest opracowaniem

ukazujqcym rolq Swiatfa jako krytycznego regulatora proces6w

fizjologicznych zwierzqt. Fotoperiod jest uwa2any za najwa2niejszy czynnik

synchronizujacy cykle reprodukcyjne sezonowo rozmnaiajqcych siQ

zwierzqt. Aktywno6i rozrodcza tych zwierzat jest regulowana przez kila

system6w regulacyjnych, kt6re majE pocz4tek w siatk6wce oka i koriczq

siq w generatorze puts6w GnRH. SezonowoS( rozrodu wystqpuje gl6wnie

u dzikich gatunk6w zwierzqt i jest wynikiem naturalnej selekcji. Model

badawczy zastosowany w pracy doktorskiej to Swiniodzik- krzy26wka

samicy Swini domowej i samca dzika europejskiego, u kt6rego zostal

zachowa ny wyrainy fotoperiod yzm. Za synch ronizacje fun kcji orga n izm u z

cykticznie zmieniajqcymi siq warunkami o5wietlenia (cykl dzieri: noc)

odpowiedzialny jest ze3ar biologiczny, w kt6rego sktad wchodzi jqdro

nadskrzyiowaniowe (SCN). Gt6wnym efektorem systemu endokrynnego

jest szyszynka, gruczot odpowiedzialny za synteze melatoniny' Cykliczne

zmiany amplitudy stqienia melatoniny w krqieniu og6lnym dostarczajq

kom6rkom docelowym informacji o panujqcych warunkach oiwietlenia

Srodowiska. Zabuzenia informacji o warunkach Swietlnych uwa2ane sA za

prawdopodobnq przyczyne wystqpowania sezonowych zaburzefi

afektywnych (SAD) i trwajq poszukiwania czqsteczek biorqcych udzial w

tym procesie. W badaniach in vitro wykazano, 2e tlenek wqgla moie

uczestn iczyi w moleku larnym mech an izm ie kontrol ujqcym rytm
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okolodobowy ssak6w, mo2e regulowad uwalnianie hormon6w podwzg6na i prrysadki

m6zgowej.

Tezy rozprawy doktorskiej Pani mgr Marii Romerowicz-Misielak zwiQzane sq z najnowszymi

trendami w badaniach nad poznaniem precyryjnych i zlo2onych mechanizm6w leZqcych u podlo2a

regulacji procesu rozrodu. Wiedza ta ma kluczowe znaczenie dla rozwoju nowych metod

te ra pe utycznych umo2liwiajqcych leczenie obni2onej plod noSci'

W rozprawie doktorskiej zostat zachowany uklad tradycyjny obejmujacy Spis TreSci, Wstqp,

Material i Metody, Wyniki, Dyskusjq oraz Wnioski, Streszczenie i PiSmiennictwo'

wstep pracy stanowi interesujqcy pzeglqd najnowszych informacji dotyczqcych sezonowo6ci

w rozrodzie ssak6w. Swiniodzik jest szczeg6lnie uiytecznym modelem w badaniu mechanizm6w

sezonowego rozrodu. Zostal u niego bowiem zachowany, podobnie jak u dzika, wyrainy

fotoperiodyzm, natomiast jest zwierzqciem znacznie bardziej fagodnym, co utatwia przeprowadzanie

doSwiadczefi. Opisanie dziatania zegara okotodobowego pozwala na wskazanie potencjalnych miejsc

akcji czynnik6w zewnetrznych, kt6re moga mied wptyw na op6inianie lub pzyspieszanie tego

systemu. Autorka pracy pnedstawila zasadq dzialania niewizualnego przekazu informacji Swietlnej z

otoczenia do m6zgu, kladqc nacisk na rolq fotoreceptor6w siatk6wki oka. Jednak2e fotoperiodyczna

regulacja aktywnoSci osi rozrodczej u sezonowo rozmnaiajqcych siq zwierzqt nie jest do korlca

poznana. W zwiqzku z tym uwaga naukowc6w zwiqzana jest z poszukiwaniami czqsteczek, kt6re

pelniq rolq receptor6w absorbujacych Swiatlo jak na przykfad melanopsyna' Komplementarny do

mechanizmu dziafania melanopsyny jest teoretyczny model ,,humoralnej fototransdukcji" kt6ry

proponuje drogq niewizualnego przekazu do m6zgu informacji o warunkach Swietlnych' Obecne w

oku chromofory takie jak hem absorbuiq fotony i docieraj4c do m6zgu niosq informacjq o aktualnych

warunkach Swietlnych. Produktem degradacji hemu sq r6wnomierne ilo3ci tlenku wqgla , jon6w

ielaza i biliwerdyny. Dotychczasowe wyniki badafi nad dzialaniem CO i jego sezonowo zmiennym

stq2eniem pozwalajE na postawienie hipotezy badawczej, 2e CO jest jednym z czynnik6w

wplywajAcych na aktywno$d rozrodcza sezonowo rozmna|ajEcych siq zwierzEt'

Celem pracy byfo ocena wptywu CO, humoralnego czynnika kt6ry zmienia siq sezonowo i

dobowo, na modulacjq aktywnoSci osi rozrodczej u sezonowo rozmnaiajqcych siq zwierzqt, na

modelu krry26wki Swini domowej idzika. Hipoteza badawcza zaklada,2e sezonowo zmienne stqienie

tlenku wqgla mo2e nieid informacje o warunkach oiwietlenia. W oparciu o wieloletnie badania nad

drogq przeciwprqdowego przenikania prowadzone przez zesp6l profesora , autorka postanowila

sprawdzi6, czy tA drogq powstaty w reakcjach CO przekazuje informacje do m6zgu. Badania

przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej sq nastepstwem wykazanej upzednio zmienno5ci
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sekrecji CO w obszarze oka (Koziorowski iwsp.2013) i majq na celu okreSlenie drogq po5redniq czy CO

drogq przenikania pzeciwprqdowego w zatoce jamistej mo2e bezpo6rednio docierai do struktur

m6zgowych (transport docelowy) iwpfywad na regulacje rozrodu u samc6w.

Czq56 metodyczna pracy nie nasuwa zastrze2efi, a spos6b przedstawienia zasluguje na

wysokq ocenQ, z matym zastrze2eniem wyszczeg6lnionym w dalszej czqSci recenzji. Autorka stosujac

opisane techniki wykonala ogrom pracy, u2ywajqc do doiwiadczef du2ych zwierzqt, kt6re mialy

operacyjnie zalo2one kaniule umo2liwiajEce wprowadzanie odpowiednio przygotowanej krwi, a takie

pobieranie pr6bek w okre5lonych przedzialach czasowych.

W rozdziale Wyniki, Doktorantka skupila siq na przedstawieniu otrzymanych danych

ilustrujqc je 19-ma tablicami. Om6wienie wynik6w i rzeczowa dyskusia sA przeprowadzone

prawidlowo i Swiadczq o znajomo6ci literatury przedmiotu oraz dojrzafoSci Doktorantki. Na

szczeg6lne podkreSlenie zasluguje zastosowany model badawczy {Swiniodzik), gdzie dofwiadczenia

przeprowadzane in yivo umo2liwiajq zaobsenrowanie bezpoSredniego wptywu CO na ekspresjq

wybranych gen6w. U mieszaric6w 6winidomowej i dzika funkcjonuje mechanizm przeciwprqdowego

przenikania i docelowego transportu tlenku wqgla bezpoSrednio do struktur m6zgu z pominiqciem

krq2enia og6lnego. Zaobserwowane sezonowe zmiany poziomu tlenku wqgla powodujq zmienno6d

ekspresji gen6w wlqczonych w regulacjq rozrodu w warunkach zmieniajqcej siq dlugo6ci dnia

Swietlnego (zima, lato). Do5wiadczalnie zwiqkszone stqienie CO we krwi iylnej odptywajqcej z oka do

iyty zatokijamistej okoloprzysadkowego kompleksu naczyniowego spowodowafo zmiany w poziomie

ekspresji gen6w osi podwzg6rze-przysadka (GnRH, GnRH-R, a, LH9, Fshd) samc6w Swinodzika oraz

zaobserwowano zmiany poziomu LH w krqZeniu og6lnym a takie zmiany profilu sekrecjimelatoniny.

Po pzeczytaniu pracy nasunqlo siq kilka uwag, kt6re nie wp{ywajq na ocenQ merytorycznq.

1. W punkcie opisujqcym cele pracy zaplanowano sprawdzenie cry fizjologiczna sezonowoSi

aktywacji osi rozrodczej odbywa siq na poziomie ekspresji gen6w. Jakq inna drogq aktywacji rozrodu

brala autorka pod uwagq?

2. Przede wszystkim opis do6wiadczenia jest nieco skr6towy, poniewai analiza dostqpnych

danych nie pozwala na zorientowanie siq jak szczeg6lowo zostala przeprowadzona procedura.

Wiemy, 2e doSwiadczenie trwalo 48 godzin (infuzja osocza), pobierano na poczqtku 50 ml knivi i po

odwirowaniu wzbogacano jE CO lub naSwietlano LED, a nastqpnie podawano zwierzqciu przez

zalo2one wczeSniej kaniule. Z rVN sryjnej zewnqtrznej pobierano pr6bki kruri co 2 godziny. Pompa

infuzyjna pracowafa z szybko6ciq &3 ml/ godzinq, wiqc po 5 godzinach zostala wykorzystana cafa



przygotowana pr6bka. Z prostej kalkulacji wynikai by moglo, 2e procedurq takq powtarzano

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

3. Mo2na bylo pokusid siq na rozszerzenie pracy o analizq steroid6w we krwi obwodowej, w

kt6rej oznaczano stq2enie LH, FSH i melatoniny. Nie ulega wqtpliwo6ci, 2e w przyszfo6ci

przeprowadzona analiza immunohistochemiczna wybranych biatek (przysadki i podwzg6rza) mo2e

sta nowid doskonale uzu pelnie nie otrzyma nych wynik6w.

4. We wstepie str 15 u2yte zostalo okreSlenie ujemne kompleksy transkrypcyjne, a lepiej

wydaje misiq pisad o hamuiqcych kompleksach.

Do najwainiejszych osiqgniqc pracy nale2y wykazanie, 2e tlenek wqgla wytwarzany pod

wptywem Swiatla w oku dociera drogq przeciwprEdowego przenikania w obszarze splotu

okoloprzysadkowego znaczyfi 2ylnych do tqtniczych zaopatrujqcych bezpoSrednio m6zg. Wykazano,

2e CO zmienia profil sekrecji melatoniny oraz wptywa na ekspresje gen6w osi podwzg6rzowo-

przysadkowej (GnRH, GnRH-R oraz gen6w podjednostek gonadotropin LH i FSH)a w konsekwencji na

sekrecjq hormon6w regulujqcych procesy rozrodcze u samc6w kny26wkiSwini domowej idzika.

W ocenianej pracy Doktorantka wykazafa siq bardzo dobrym opanowaniem szerokiego

warsztatu badawczego, zrozumieniem rozpatrywanych problem6w i znajomoSciq pi5miennictwa z

zakresu tematyki prowadzonych bada6. Na szczeg6lne podkre6lenie moim zdaniem zasiuguje

doskonaly dob6r literatury, kt6ry umoiliwia szerokq dyskusjq wybranych zagadniefi badawczych. Na

podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mo2na przypuszczad, ie Doktorantka posiada

waine w pracy badawczej cechy jak pracowitoS( solidnoSd i dociekliwoSd.

wNrosEK KoficowY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Marii Romerowicz-Misielak pt.: "Wplyw

tlenku wqgla na ekspresjq gen6w gonadotropin i gonadoliberynY w centralnym ukfadzie

nerwourym Swiniodzika w okresie lata i zim/' spefnia wszystkie wymagania - okre6lone w Ustawie z

dnia 14 marca 20O3 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w

zakresie sztuki - stawiane pracom doktorskim i w zwiqzku z powyiszym zwracam siq do Wysokiej

Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwers,ytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie pani mgr Marii

Romerowicz-Misielak do dalsrych etap6w przewodu doktorskiego. R6wnoczeSnie pragnq przedlo2yd

Wysokiej Radzie w peini uzasadniony, moim zdaniem, wniosek o wyr6inienie pracy.


