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rozprawy doktorskiej mgr Michala Szlisa pt:
Neuromodulacyjne oddzialywanie obestatyny na aktywnos¢ osi

somatotropowej i gonadotropowej u owiec

Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest opracowaniem ukazujacym rolg
obestatyny w dziataniu modulacyjnym na funkcj¢ osi somatotropowej i gonadotropowej u
owiec na poziomie centralnego ukladu nerwowego. Obestatyna jest stosunkowo nowo
poznanym peptydem wykazujacym zaréwno dziatanie obwodowe, jak i w obszarze OUN.
Wezedniejsze badania wykazaly, ze zar6wno neurohormony wilaczone w regulacj¢
pobierania pokarmu - neuropeptyd Y, kisspeptyna, 26RFamid oraz hormony obwodowe jak
leptyna i grelina sg zwiazkami biologicznie aktywnymi, ktére réwniez poprzez
neuromodulacje osi somatotropowej i gonadotropowej wplywaja na regulacje procesow
wzrostowych i rozrodczych. O$ somatotropowa (podwzgorze-przysadka-tkanki obwodowe)
podlega regulacji poprzez antagonistycznie dzialajgce neurohormony - somatostatyng i
hormon uwalniajacy hormon wzrostu (GHRH). Recepcja komoérek somatotropowych
przysadki polega na aktywacji receptorow somatostatynowych i receptorow hormonu
uwalniajgcego hormon wzrostu. Pobudzenie receptoréw somatostatynowych prowadzi do

obnizenia ekspresji genu hormonu wzrostu (GH), kiedy aktywacja receptora GHRH



powoduje wzrost ekspresji genu GH. Hormon wzrostu jest nadrzgdnym hormonem
regulujacym procesy wzrostowe objawiajace si¢ przyrostem masy ciala, wplywa na
regulacje gospodarki weglowodanowej, zwigksza uwalnianie glukozy z watroby i wielu

innych proceséw metabolicznych.

Regulacja osi gonadotropowej (podwzgorze-przysadka-gonady) odbywa si¢ poprzez
neurosekrety, z ktérych nadrzednym, nazwanym przez autora nadajacym ton aktywnosci jest
gonadoliberyna (GnRH). GnRH uwalniana jest w sposdb pulsacyjny, a uklad generatora
pulséw wspottworza neurony wykazujace ko ekspresj¢ kisspeptyny, neurokininy B i
dynorfiny. Przyjmuje si¢, ze wzrost ilosci uwalnianej kisspeptyny stymuluje wyrzut GnRH.
Uwalniane kisspeptyny regulowane jest przez neurokining B i dynorfing. Badania na
myszach wykazaly, ze neurokinina B stymuluje syntez¢ kisspeptyny, natomiast dynorfina
hamuje. GnRH wplywa na komorki gonadotropowe przysadki poprzez specyficzne
receptory (GnRH-R). Aktywacja tych receptorow prowadzi w glownej mierze do stymulacji
produkcji hormonu luteinizujacego (LH), w mniejszym stopniu do sekrecji hormonu
folikulotropowego FSH.

Powszechnie jest wiadomo, iz wszelkie zaburzenia zwigzane z ograniczong
dostepnoscia lub nadmiarem pokarmu oraz regulacja jego spozywania wywolujg zaburzenia
procesdw zwigzanych z funkcjonowaniem osi somatotropowej i gonadotropowe;j. Stanowi to
problem nie tylko u zwierzat, ale i u ludzi. Wiele osrodkéw naukowych na $wiecie prowadzi
intensywne badania nad wyjasnieniem mechanizmoéw interakcji (wspoldziatania) tych
dwoch niezwykle waznych dla prawidlowej funkeji organizmu i catych populacji osi

somatotropowej i gonadotropowe;j.

Przedstawiona do recenzji praca powstala w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat
im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk w Jablonnie, osrodku naukowym o
duzym dorobku w zakresie prezentowanej tematyki. Zaprezentowane wyniki badaf maja na
celu wyjasnienie czy nowopoznany peptyd obestatyna - powstajacy z tego samego
prekursorowego biatka, co grelina ma podobne wlasciwosci i czy jest spoiwem laczacym
informacje o statusie energetycznym z funkcjonowaniem osi somatotropowej i

gonadotropowej.

Nowe techniki badawcze skutkuja coraz lepszym poznaniem procesow regulacyjnych w
zakresie szeroko pojetej regulacji rozrodu, jak i innych proceséw metabolicznych w zakresie
ich regulacji. Udzial obestatyny w tych procesach, a szczegdlnie w regulacji

funkcjonowania osi somatotropowej i gonadotropowej jest malo poznany.



Na podstawie danych z piSmiennictwa $wiatowego Doktorant postawil hipoteze
badawcza zakladajaca, ze obestatyna moze by¢ istotnym czynnikiem modulacyjnym
nerourohormonalnej regulacji proceséw wzrostu i rozrodu na poziomie centralnego ukladu

nerwowego.

Celem zaprezentowanej pracy doktorskiej bylo potwierdzenie lub zaprzeczenie

zaprezentowanej tezy. W tym celu PT Autor zaplanowal ponizsze 3 zadania badawcze:

1. Okreslenie ekspresji genéow NPY, SOM, GHRH, GnRH, Kissl,PDyn,NKB w
obszarze podwzgorza oraz GH, GnRH-R, LH beta i FSH beta w przysadce u owiec.

2. Lokalizacj¢ i immunoreaktywnos$¢ w neuronach NPY, Som, GnRH w podwzgoérzu
oraz GH, LH i FSH w komérkach przysadki.

3. Poziom hormonéw GH, LH i FSH we krwi obwodowej oraz ich pulsacyjnego

uwalniania.

Zdaniem recenzenta zarowno cele badan, jak i zadania badawcze zostaly zaplanowane i
przedstawione w sposéb potwierdzajacy bardzo dobra znajomo$é obszaru badawczego, w
ktorym Autor realizuje swoja tematyke. Zalagczony manuskrypt opracowany w jezyku
polskim, liczy 88 stron, w tym 5 tabel i 30 rycin. Zawiera nastgpujace rozdziaty:
streszczenie, wstep zawierajacy bardzo bogata dyskusje z dotychczasowa wiedza na
opracowywany temat, hipotez¢ badawcza i zadania badawcze pracy, material i metody
badawcze, wyniki, dyskusje, podsumowanie, wnioski i bibliografi¢ praktycznie z czasopism
impaktowych, spis tabel i spis rycin. Dodatkowo zalaczony jest abstrakt w jezyku
angielskim. Manuskrypt napisany jest zrozumiatym jezykiem z zachowaniem wszystkich
wymagan dla opracowan naukowych. Czytelnik pracy w rozdziale zatytulowanym wstep
moze zapozna¢ si¢ z podstawami neurohormalnej regulacji zaréwno procesOw
metabolicznych, jak i rozrodczych. Rozdzial ten opracowany zostal bardzo starannie i

zawiera liczne odwotania do pismiennictwa $wiatowego.

Autor przeprowadzil do§wiadczenia na 32 tygodniowych jarkach rasy Merynos Polski o
masie ciala ok 38,5 kg. Wszystkie czynnos$ci zwigzane z wykonaniem badan byly
prowadzone zgodnie z Ustawa o Ochronie Zwierzat, za zgoda I1I Lokalnej Komisji Etyczne;j

w Warszawie.

W trakcie badan Autor zastosowal nowoczesne metody analityczne z zakresu analizy
molekularneji immunodiagnostycznej oraz, co nie czg¢sto si¢ zdarza, uzyt unikalnego modelu

doswiadczalnego wprowadzajac przy uzyciu aparatu stereotaksycznego kaniule do III



komory mézgu, co umozliwito infuzj¢ obestatyny bezposrednio do OUN. Zastuguje to na
szczegdlne podkreslenie, poniewaz niewiele os$rodkow naukowych na $wiecie potrafi
polaczy¢ metody analityki laboratoryjnej z technikami chirurgicznymi. Taki uklad
doéwiadczenia trudny w wykonaniu umozliwia peing realizacje zalozonego celu i jego

doglebng analizg.

Uzyskane wyniki wykazaly, iz egzogenna obestatyna podawana bezposrednio droga
infuzji do III komory moézgu powoduje wzrost ekspresji genu NPY w MBH i obniza
neurosekrecyjna aktywno$é neuronow NPY w PEN i ARC. Zmiany aktywnosci neuronow
GHRH i SOM prowadza do wzrostu ekspresji genu GH i ilosci GH magazynowanego W
komérkach somatotropowych przysadki, co skutkuje podwyzszeniem poziomu GH we krwi

obwodowej, wynikajacego ze wzrostu liczby pulsow GH.

W zakresie wplywu na o$ gonadotropowa - zmienia ekspresje genow generatora pulsow
GnRH i aktywnos¢ neuronéw GnRH hamujac uwalnianie GnRH zakonczen nerwowych w
EM oraz obniza ekspresje genu GnRH - R w przysadce. Powoduje zahamowanie ekspresji
genu LHB akumulujgc ten hormon w komérkach gonadotropowych przysadki oraz obniza
poziom LH we krwi obwodowej poprzez zmiang amplitudy jego pulséw. Stymuluje
ekspresie genu FSHP powodujac akumulacje tego hormonu w komoérkach przysadki nie

wplywajac na poziom FSH i jego uwalnianie do krwi obwodowe;j.

Na podstawie uzyskanych wynikow Autor przedstawil nastgpujace wnioski:
W zakresie oddzialywania obestatyny na o$ somatotropowa:

e obestatyna hamuje aktywnos$¢ sekrecyjng neuralnego ukladu NPY w podwzgorzu
owcy, a neurony NPY nie sa glownym przekaznikiem informacji do neurohormonalnej sieci
modulujacej aktywnos¢ osi somatotropowej i gonadotropowej;

e obestatyna moduluje aktywnos¢ ukiadu somatotropowego u owcy, powodujac

zahamowanie aktywnosci uktadu somatostatyny i w konsekwencji stymulacje sekrecji GH;
W zakresie oddzialywania na o$ gonadotropowa:

e obestatyna moduluje aktywnos$¢ ukladu gonadotropowego u owcy hamujac
uwalnianie GnRH z zakonczen nerwowych EM i obniza aktywnos¢ sekrecyjna komoéerk w
przysadce;

e jednoczesnie  obestatyna ~ moduluje  aktywnos¢ sekrecyjng ~ komorek

folikulotropowych przysadki owcy, nie wplywajac na uwalnianie FSH do krwi obwodowej



Uzyskane wyniki w pelni potwierdzily prawidlowosé przedstawionej przez Autora
hipotezy badawczej. Jednoczesnie stanowig kolejny istotny dowdéd na sciste wspétdziatanie
mechanizméw regulujacych funkcje osi zaréwno somatotropowej (metabolicznej) jak i
gonadotropowej (rozrodczej) i stanowig cenny wklad do dalszego poznania mechanizmow

regulacyjnych w obszarze centralnego uktadu nerwowego.

W ocenianych tezach rozprawy Doktorant wykazal si¢ bardzo dobrym opanowaniem
szerokiego warsztatu badawczego, zrozumieniem rozpatrywanych probleméw i znajomoscia
pismiennictwa z zakresu tematyki prowadzonych badan. Na szczegolne podkreslenie moim
zdaniem zastuguje doskonaly wybor tematyki, bedacy kontynuacja szeroko pojetej
problematyki badawczej Instytutu, oraz znajomo$¢ S$wiatowego pismiennictwa, ktory
umozliwia szeroka dyskusje w odniesieniu do wybranych zagadnien badawczych. Na
podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszczaé, ze Doktorant
posiada wazne w pracy badawczej cechy jak pracowito$é, solidno$¢ i dociekliwosé.
Reasumujgc - przedstawione do recenzji opracowanie stanowi cenny wklad do poznania
mechanizméw wlaczonych w regulacj¢ procesow wzrostowych i rozrodezych na poziomie
OUN.

Korzystajac z praw recenzenta proponowatbym uzywaé zgodnie z obowigzujacym
mianownictem anatomicznym zamiast zyla jarzmowa - zyla szyjna zewnetrzna (vena
Jugularis externa), aczkolwiek w wielu opracowaniach naukowych uzywana jest nazwa zyla

jarzmowa.

Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszczaé, ze
Doktorant posiada wazne w pracy badawczej cechy jak pracowitosé, solidnosé

1 dociekliwosé.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Michala  Szlisapt:
Neuromodulacyjne oddziatywanie obestatyny na aktywnos$é osi somatotropowej i
gonadotropowej u owiec spelnia wszystkie wymagania — okre§lone w Ustawie z dnia 14

marca 2003  roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz



o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr 65, poz 59.Dz. U. 2005 nr 164 poz. 1365
oraz DzU z 2011r nr 84 poz.455)— stawiane pracom doktorskim i w zwigzku
z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii
i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk w Jablonnej o

dopuszczenie Pana mgr Michata Szlis do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Rownoczesénie majac na uwadze nowatorski charakter badan w zakresie tematyki
zastosowane metody i model badawczy pragng przedlozy¢é Wysokiej Radzie w pelni

uzasadniony, moim zdaniem, wniosek o wyr6znienie pracy.

prof. dr hab. Marek Koziorowski




