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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Marciniak
pt.: ”Salsolinol jako modulator aktywnosci sekrecyjnej ukladu GnRH/LH u owcy
w okresie laktacji”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Elzbiety Marciniak zostala wykonana
w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk
w Jabtonnie, pod Kkierunkiem prof. dr. hab. Tomasza Misztala. Na rozpraw¢ doktorska
sktadajg si¢ dwie — nizej wyszczegolnione — prace oryginalne, opublikowane w jezyku
angielskim w czasopismach z listy JCR, ktérych taczny wspotczynnik oddziatywania IF
wynosi 3,63 a punktacja wg MNiSW — 60.

1. Marciniak E., Gorski K., Hasiec M., Misztal T. 2016. Hypothalamic-pituitary
GnRH/LH axis activity is affected by salsolinol in sheep during lactation: effects
of intracerebroventricular infusions of salsolinol and its antagonizing analogue.
Theriogenology; 86, 1931-1938. (IF2016 — 1,986; MNiSW — 30 pkt.)

2. Marciniak E., Hasiec M., Fiilop F., Misztal T. 2016. 2017. Salsolinol — a potential
inhibitor of the gonadotropic axis in sheep during lactaion. Domestic Animal
Endocrinology; 58, 97-103. (IF216 — 1,644; MNiSW — 30 pkt.)

Badania przedstawione w powyzszych pracach byly finansowane w ramach projektu
badawczego MNiISWN N311 082037. Udziat Doktorantki w realizacji tych badan byt
znaczacy 1 wynosit 65-68%, co zostalo potwierdzone przez wspotautorow w zalagczonych
o$wiadczeniach. Rozprawa doktorska mgr Elzbiety Marciniak, oprocz kopii ww. publikacji,
zawiera Autoreferat, obejmujacy: Streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, Wstep
przedstawiajacy ogolne informacje dotyczace funkcjonowania osi GNRH/LH ze szczegdlnym
uwzglednieniem regulacji jej aktywno$ci sekrecyjnej u owiec w okresie laktacji oraz
charakterystyke salsolinolu — jego biosynteze w moézgu i udziat w kontroli wydzielania
hormonow przysadkowych (gtownie prolaktyny), jak réwniez — Hipoteze badawczq i cele
pracy, Opis doswiadczen, Opis wynikow doswiadczen oraz Dyskusje im poswigcong, Wnioski
1 zestawienie cytowanego pisSmiennictwa. W opracowaniu zamieszczono takze wykaz
uzywanych skrotow oraz stosowne os$wiadczenia — Autora pracy, Promotora pracy
1 Wspodtautoréw publikacji.



MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Oceniana rozprawa doktorska jest po$wigcona wyjasnieniu roli salsolinolu w regulacji
aktywnosci sekrecyjnej uktadu GnRH/LH u owcy w okresie laktacji. Salsolinol — to pochodna
dopaminy, syntetyzowana w uktadzie dopaminergicznym. Miejsca wigzace salsolinol m.in.
zidentyfikowano w podwzgorzu, wyniostosci posrodkowej (ME) oraz przedniej i tylnej czesci
przysadki. We weczesniejszych badaniach, prowadzonych m.in. przez Zespot Profesora
Tomasza Misztala, dobrze wyjasniono stymulujace dziatanie salsolinolu, zar6wno
na uwalnianie, jak i na sekrecje¢ prolaktyny oraz powigzanie tego oddziatywania z aktywnoscia
endogennego systemu opioidowego. W pi$miennictwie naukowym, opisano wiele badan
wyjasniajacych udzial uktadu dopaminergicznego w regulacji aktywnos$ci systemu GnRH/LH
u réznych gatunkéw. W tym momencie nalezy takze wspomnie¢, iz wieloletni wktad
fizjologdéw z IFiZZ im. Jana Kielanowskiego PAN w Jabtonnie w poznanie funkcjonowania
systemu GnRH/LH u owiec, w tym takze roli dopaminy w regulacji jego aktywnosci, jest
znaczacy i dobrze znany specjalistom na $wiecie, badajacym ten problem. Wracajac do
salsolinolu, jego zaangazowanie w regulacj¢ systemu GnRH/LH u samic nie bylo
przedmiotem wczesniejszych badan. Wiadomo jednak, ze ssanie wpltywa hamujaco
na sekrecie GnRH/LH 1 rownoczesnie powoduje wzrost koncentracji salsolinolu
w podwzgoérzu U owiec. W prezentowanej rozprawie doktorskiej przyjeto zatem hipoteze
badawczg zakladajaca, ze salsolinol moduluje aktywnos$¢ sekrecyjng uktadu GnRH/LH
u owcy w okresie laktacji. W celu zweryfikowania powyzszej hipotezy, Doktorantka
wykonala cztery doswiadczenia, ktore miaty na celu:

e okreslenie wplywu podawania zwigzku, antagonizujacego dziatanie salsolinolu
(1-MeDIQ; 1-metylo-3-4-dihydriozochinoliny), do Il komory mézgu na uwalnianie
GnRH w ME i LH do krwi obwodowej u owiec w pigtym tygodniu laktacji;

e sprawdzenie dziatania salsolinolu, podawanego do III komory mézgu, na uwalnianie
LH do krwi obwodowej 1 ekspresj¢ genu podjednostki BLH w przednim placie
przysadki u owiec, 48 godz. po odsadzeniu potomstwa;

e okreslenie wplywu podawania zwigzku, antagonizujgcego dziatanie salsolinolu,
do jadra lejka/wyniostosci posrodkowej (IN/ME) na uwalnianie GnRH do CSF i LH
do krwi obwodowej u owiec w pigtym tygodniu laktacji;

e sprawdzenie wptywu salsolinolu na uwalnianie LH oraz ekspresj¢ genu podjednostki
BLH w komorkach przedniego ptata przysadki owiec, w warunkach in vitro, 48 godz.
po odsadzeniu potomstwa.

Wybor problematyki badawczej nalezy uzna¢ za trafny, gdyz w petni uzasadnione jest
wzgledami merytorycznymi dazenie do poznania mozliwosci oddzialtywania salsolinolu
na aktywnos$¢ uktadu GnRH/LH w kontekscie wczesniej wykazanego wplywu tego zwigzku
na sekrecj¢ prolaktyny u owiec w okresie laktacji. Badania przeprowadzono na 30 samicach
owcy rasy polska dlugowemhista. W procedurze przeprowadzonych badan, na podkreslenie
zastuguje testowanie dziatania salsolinolu (w doswiadczeniu 2 1 4) oraz zwiagzku
o wlasciwos$ciach antagonistycznych (w doswiadczeniu 1 i 3) w warunkach in vivo, stosujgc
ich infuzje do Il komory mézgu i/lub do obszaru IN/ME owiec, jak rowniez sprawdzenie



w warunkach in vitro wptywu salsolinolu na ekspresje genu podjednostki BLH w komorkach
przedniego plata przysadki badanych zwierzat i wydzielanie LH. W doswiadczeniach
z zastosowaniem salsolinolu (in vivo i in vitro), w ktorych oznaczano ekspresj¢ genu
podjednostki BLH wskazane byloby takze okreslenie poziomu ekspresji receptora GnRH.
Wyniki takiej analizy moglyby by¢ uzyteczne w interpretacji uzyskanych wynikow.
Generalnie, zastosowane w badaniach procedury eksperymentalne i analityczne oceniam
bardzo pozytywnie.

Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Elzbiety Marciniak dostarczyty
kilka bardzo interesujacych obserwacji. Sposrdd nich na szczegdlne wyrdznienie zashuguje:

e Obnizenie stezenia GnRH w perfuzatach obszaru IN/ME (uzyskanych metoda push-
pull) jak i stezenia LH we krwi obwodowej badanych owiec (bez zmiany parametrow
pulsacyjnego wydzielania tego hormonu) wskutek podawania (w pigtym tygodniu
laktacji) do II komory mozgu zwigzku antagonizujacego dziatanie salsolinolu
(1-MeDIQ);

e wrzrost $redniego stezenia LH w krwi obwodowej badanych owiec i wzrost
czestotliwodci pulsow w wydzielaniu tego hormonu (bez zmian stezenia GnRH

w CSF), pod wptywem podawania im (w pigtym tygodniu laktacji) do obszaru IN/ME
zwigzku antagonizujacego dziatanie salsolinolu (1-MeDIQ);

e wzrost stezenia LH w krwi obwodowej owiec pod wptywem podawania (po 48 godz.
od zakonczenia 8-tygodniowego okresu odchowu jagnigt) salsolinolu do Il komory
moézgu, ktéremu towarzyszyt wzrost amplitudy pulsow w wydzielaniu tego hormonu,

e obnizenie wydzielania LH in vitro w obecnosci salsolinolu przez eksplanty

gruczotowej czesci przysadki, pobierane od owiec po 48 godz. od zakonczenia
8-tygodniowego okresu odchowu jagnigt (bez zmian w ekspresji genu podjednostki
BLH).

Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan sg bardzo interesujace 1 do pewnego stopnia
zaskakujace. Swiadcza one o zlozonosci mechanizméw regulujacych aktywno$é sekrecyjna
systemu GnRH/LH. Wptyw zar6éwno salsolinolu, jak i jego antagonisty, na badane parametry
aktywnosci systemu GnRH/LH zdecydowanie zalezal od miejsca podania/dziatania tych
zwigzkow. Przyktadowo, podanie zwigzku antagonizujgcego dziatanie salsolinolu (1-MeDIQ)
do Il komory mézgu wywotato przeciwstawne zmiany w stezeniu LH we krwi obwodowej
(obnizenie) w poroéwnaniu ze zmianami zanotowanymi po podaniu go do obszaru IN/ME
(wzrost). Podobnie, wplyw salsolinolu na wydzielanie LH byt przeciwstawny po podaniu go
in vivo do obszaru IN/ME (wzrost) w porownaniu z bezpos$rednim jego dziataniem na
komorki przedniego ptata przysadki w warunkach in vitro (obnizenie). Takie obserwacje
moga stanowi¢ odpowiedni materiat do interesujacej dyskusji, jak 1 podstawe do planowania
dalszych badan zmierzajacych do wyjasnienia roli salsolinolu w regulacji aktywnos$ci systemu
GnRH/LH.

W dyskusjach zamieszczonych w publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej i Autoreferacie podjeto wnikliwg analizg 1 interpretacj¢ prezentowanych wynikow.



Doktorantka rozpatruje mozliwos¢ bezposredniego i posredniego oddziatywania salsolinolu
na aktywno$¢ sekrecyjng systemu GnRH/LH. Stwierdza m.in., iz posrednictwo innych
systemow neuralnych w tej relacji na poziomie OUN wydaje si¢ by¢ uzasadnione faktem
znacznego oddalenia miejsca najwigkszego skupiska neuronéw GnRH-ergicznych (POA)
od miejsca wystepowania wysokiego stezenia salsolinolu W podwzgorzu laktujacych owiec.
Na podstawie dostepnego pismiennictwa, do czynnikéw ktore potencjalnie moglyby
posredniczy¢ w powyzszym dzialaniu salsolinolu, Doktorantka w pierwszej kolejnosci
zalicza: endogenne peptydy opioidowe (EOP), neuropeptyd Y oraz dopamin¢ i wiaze ich
potencjal do hamowania systemu GnRH/LH z wyciszaniem aktywnosci osi HPG w okresie
anestrus laktacyjnego. Z kolei, stymulujace dziatanie salsolinolu — podawanego do trzeciej
komory mozgu — na aktywno$¢ osi gonadowej mogloby wynika¢ z blokowania hamujacego
wpltywu EOP na t¢ 0§ przez salsolinol wskutek mozliwosci wigzania si¢ go z receptorami
opioidowymi typu u i ograniczania dostepnosci peptydom opioidowym do tych receptorow.
W tym przypadku, Doktorantka dopuszcza takze mozliwos$¢ stymulacji aktywnosci systemu
GnRH/LH przez neurony kisspeptynowe, ktorych aktywno$¢ moze wzrasta¢ w nastgpstwie
obnizenia aktywnosci Sytemu dopaminergicznego przez egzogenny salsolinol (podawany
do Il komory). W oparciu o wczesniejsze badania innych autoréw, Doktorantka wskazuje
takze mozliwo$¢ oddziatywania salsolinolu (podawanego do III komory) na aktywnos¢
systemu GnRH/LH za posrednictwem komodrek glejowych — tanycytow, ktére moga
uczestniczy¢ w kontroli uwalniania GnNRH w obszarze wyniostosci posrodkowej. Na uwage
zastuguje krytyczna analiza przyczyn braku pulsacyjnych zmian w koncentracji GhnRH w
ptynie mézgowo-rdzeniowym. Zdaniem Doktorantki, w tym przypadku, decydujace znaczenie
moégt mie¢ dhugi okres kolekeji prob ptynu (30 min) oraz duza zmienno$¢ miedzy osobnikami
i badanymi grupami zwierzat. Na podstawie eksperymentu przeprowadzonego w warunkach
in vitro z wykorzystaniem eksplantow przedniego ptata przysadki, w ktorym stwierdzono
hamujacy wplyw salsolinolu na wydzielanie LH, Doktorantka stusznie wskazuje mozliwos¢
bezposredniego dziatania salsolinolu na komorki gonadotropowe, ale — na szczgécie — nie
posuwa si¢ zbyt daleko w tym rozumowaniu i stwierdza konieczno$¢ przeprowadzenia
dalszych badan w celu wyjasnienia mechanizmu oddziatywania salsolinolu na wydzielanie LH
na poziomie przysadKki.

W  zakonczeniu Autoreferatu zamieszczono trzy ogoélnie sformulowane wnioski,
podsumowujace badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej. Mam uwage
do drugiego wniosku, w ktorym wskazano mozliwo$¢ bezposredniego i posredniego
modulujgcego dziatania salsolinolu na sekrecje GnRH i LH. Jednakze sugestie zamieszczone
w nawiasach, ze dziatanie bezposrednie oznacza wptyw hamujacy, a posrednie — wplyw
stymulujacy oparte s3 na spekulacji, poniewaz domniemane bezposrednie dziatanie
salsolinolu (np. na poziomie przysadki) nie zostalo do$wiadczalnie zweryfikowane,
a w przypadku dziatania posredniego, nie znajac posrednich ogniw, trudno przewidzie¢
koncowy efekt. Teoretycznie moze on przyjmowac charakter zardwno stymulujacy
jak 1 hamujacy. Tak wigc, powyzsze stwierdzenia jako hipotezy sa oczywiscie do przyjecia,
ale chyba przedwczesnie trafity one do wnioskow. W Autoreferacie, Doktorantka cytuje
liczne pismiennictwo (141 pozycji), cO — wobec ograniczonej przez redakcje mozliwoSci



cytowania prac w publikacjach — pozwolito Doktorantce wykaza¢ si¢ gruntowng znajomoscia
problematyki zwigzanej z tematem przedstawionej rozprawy doktorskiej.

INNE UWAGI i PYTANIA

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Marciniak byly wczesniej
pozytywnie ocenione przez recenzentow Wyznaczonych przez redakcje czasopism
naukowych. W zwigzku z tym nie mam uwag krytycznych do ich formy i tresci. Pozwole
sobie jednak na kilka dodatkowych uwag/pytan odnoszacych si¢ do opracowania Autoreferatu
lub problematyki podjetej w rozprawie.

1. W Autoreferacie czesto uzywane jest okreslenie przysadka mozgowa. Wczeéniej termin
ten byt powszechnie uzywany, jednak od szeregu lat zaleca si¢ — tak jak w jezyku
angielskim — stosowanie formy skroconej nazwy tego gruczotu, tj. przysadka.

2. Czym uzasadnione bylo stosowanie (publikacja 1) zréznicowanego wzorca podawania
do I komory moézgu salsolinolu (pig¢ 30-min infuzji z 30-min interwatami) i jego
analogu o wlasciwosciach antagonistycznych (cztery 30-min infuzje z 30-min
interwatami).

3. W Autoreferacie jest krotka wzmianka o wystgpowaniu kwasu y-aminomastowego
(waznego neuroprzekaznika o dziataniu hamujacym) w neuronach dopaminergicznych,
majacych zakonczenia w ME. Ta informacja robi wrazenie niedokonczonej. Domys$lam
si¢ o co chodzito w niej Doktorantce, ale dla petnej jasnosci prosz¢ o uzupeinienie
podjetego watku.

4. Przeprowadzone przez Panig badania po raz pierwszy zmierzaly do wyjasnienia roli
salsolinolu w regulacji aktywnosci systemu GnRH/LH. W takiej sytuacji, uzyskane
wyniki z reguly nasuwaja szereg kolejnych pytan. Tak tez bylo w przypadku badan
przedstawionych w Pani rozprawie doktorskiej, o czym $wiadczy napisana przez Panig
Dyskusja, dotyczaca uzyskanych wynikoéw. Jaki problem badawczy, ktory wylonit sie
z Pani badan, uwaza Pani za najbardziej interesujacy i1 zastugujacy na wyjasnienie
w pierwszej kolejnosci (dlaczego?).

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr Elzbiety Marciniak zawiera
nowe 1 wartosciowe dane, ktoére wskazuja na udzial salsolinolu w modulacji aktywnosci
systemu GnRH/LH u owiec w okresie anestrus laktacyjnego/sezonowego. Wykazano w niej
znaczenie miejsca podania/dzialania salsolinolu, lub zwigzku o wlasciwosciach
antagonistycznych, m.in. dla efektu koncowego ich oddziatywania na wydzielanie LH, t;.
stezenie tego hormonu we krwi lub medium hodowlanym. Przeprowadzenie powyzszych
badan wymagato zastosowania zlozonych procedur doswiadczalnych oraz duzego naktadu
pracy. Z pelnym przekonaniem mogg stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny praca doktorska
prezentuje wysoki poziom naukowy, a Doktorantka wykazata si¢ w niej bardzo dobrym



opanowaniem warsztatu badawczego i dobrg znajomoscig piSmiennictwa z zakresu tematyki
prowadzonych badan.

WNIOSEK KONCOWY

W zakonczeniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa zatytulowana
”Salsolinol jako modulator aktywnos$ci sekrecyjnej ukladu GhRH/LH u owcy w okresie
laktacji” spelnia wszystkie wymagania — okreslone w Ustawie nr 595 o Stopniach
Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14.03.2003
r. (wraz z pézniejszymi zmianami) — Stawiane rozprawom doktorskim i w zwigzku
z powyzszym zwracam sic do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia
Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk w Jablonnie z wnioskiem
0 dopuszczenie mgr Elzbiety Marciniak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Olsztyn 16.10.2017 r.

Stanistaw Okrasa



