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rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Wojtulewicz
pt: Wplyw fotoperiodu i stanu zapalnego na aktywnos$¢ sekrecyjng
czeSci guzowatej przysadki samicy owcy.

Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Fizjologii
i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostala w Instytucie
Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk pod
kierunkiem Promotora dr. hab. inz. Andrzeja Przemystawa Hermana, prof.
nadzwyczajnego IFiZZ.

Na rozpraw¢ doktorska skladaja si¢ trzy — wyszczeg6lnione ponizej — prace
oryginalne, opublikowane w jezyku angielskim w czasopismach z listy JCR, ktérych
Yaczny wspélczynnik oddziatywania IF wynosi 4,77,a punktacja wg MNiSW — 75. Oto



publikacje Doktorantki, wchodzace w sklad dorobku naukowego przediozonego

w ramach ubiegania si¢ o stopiefi doktora nauk rolniczych.

1. Wojtulewicz K., Tomaszewska-Zaremba D., Herman A.P., 2017. Endotoxin
induced inflammation suppresses the effect of melatonin on the release of LH
from the ovine Pars Tuberalis explants-ex vivo study. Molecules, 22(11), 1933.
(IF-3,098, Pkt. MNiSW-30),

2. Krél K., Tomaszewska-Zaremba D, Herman A.P, 2016, Photoperiod- dependent
effect of inflammation on nocturnal gene expression of proinflammatory
cytokines and their receptors in pars tuberalis of ewe. Journal of Animal and feed
sciences 25,3-11, (IF-1,024, Pkt. MNiSW-20),

3. Wojtulewicz K, Tomaszewska-Zaremba D., Krawczynska-Tomczyk M.,
Herman A.P. 2018, The effect on inflammation on the synthesis of luteinizing
hormone and GnRH receptor expression in the parstuberalis of ewe during
different photopriodic conditions. Canadian Journal of Animal Science,
https://doi.org/10.1139/CJAS-2017-0121, (IF-0,657, Pkt. MNiSW-25).

Indywidualny wkiad doktorantki w powstanie zaprezentowanych prac oryginalnych
potwierdzony przez wspétautoréw nalezy uznaé za wystarczajgcy do przedloZenia
Radzie Naukowej w celu dalszego postgpowania. Doktorantka uczestniczyla we
wszystkich etapach ich tworzenia, od opracowania koncepcji i metodyki badah po
przygotowanie pracy do druku(o$wiadczenia PT Wspotautoréw).

Tematyka zalaczonych tytuléw publikacji dotyczy zagadniefi zwigzanych
z rolg, jaka odgrywa cz¢$¢ guzowata przysadki (Pars Tuberalis) w integracji
oddziatywania fotoperiodu i stanu zapalnego na sekrecj¢ gonadotropin w sezonie
anestralnym i fazie pecherzykowej cyklu estralnego u owcy.

Zalaczony, opracowany w jezyku polskim manuskrypt, ktéry poprzedza
zalaczone oryginalne prace, liczy 45 stron. Zawiera nast¢pujace rozdzialy: wstep
przedstawiajacy bogatg dyskusje z dotychczasowa wiedza na opracowywany temat,
hipotez¢ badawczg i cel naukowy pracy, materiat i metody, oméwienie najwazniejszych
wynikéw prac eksperymentalnych, podsumowanie i wnioski. Zawiera 14 stron
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piSmiennictwa, kserokopie oryginalnych prac oraz oswiadczenia PT Autorow
o wkiadzie osobistym Doktorantki w ich wykonanie. Cz¢$¢ "opisowa" manuskryptu
zamyka abstrakt i streszczenie. Manuskrypt napisany jest poprawnym je¢zykiem

z zachowaniem wymagan przewidzianych dla opracowan naukowych.

Cze$¢ guzowata przysadki uznawana jest za regulator aktywnosci sekrecyjnej
dystalnej czesci przysadki. Moze przez to istotnie wplywa¢ na uwalnianie gonadotropin
z przysadki. R6wniez cz¢$¢ guzowata pelni istotng role w fotoperiodyczno-zaleznej
regulacji endokrynnej w obszarze uktadu rozrodczego. Badania z uzyciem szczuréw
metoda ex vivo wykazaly, ze melatonina hamuje indukowana GnRH sekrecje LH
z czeSci guzowatej, stymulujac jednoczesnie sekrecj¢ GnRH z wynioslosci
przysrodkowe;.

Stany zapalne sg przyczyng wielu zaburzen regulacji rozrodu poprzez zachwianie
regulacji funkcyjnej osi podwzgoérze-przysadka-gonady (HPG), giéwnie poprzez
hamowanie sekrecji GnRH-LH, niezaleznie od tego czy mamy do czynienia ze stanem
ostrym, czy przewleklym. Stan zapalny obniza réwniez ekspresj¢ genu i biatka GnRHR
w przednim placie przysadki, a tym samym syntez¢ LH. ObniZenie poziomu syntezy
LH nastepuje niezaleznie od stanu fizjologicznego uktadu rozrodczego, tzn. zaréwno
w czasie anestrus, jak i fazy pgcherzykowej. Bazujac na istniejacym stanie wiedzy
Autorka przedstawila hipoteze badawczg zakladajacg, ze stan zapalny wywolany
iniekcja endotoksyny bakteryjnej wplywa na sekrecj¢ LH i ekspresj¢ GnRHR w cze¢sci
guzowatej u owcy, wraz z proba okreslenia czy pora doby jak i status rozrodczy sa
czynnikami modulatorowymi. Dodatkowo Doktorantka podj¢la si¢ trudu okreslenia
wptywu warunkéw fotoperiodycznych na transkrypcje cytokin prozapalnych w PT.

Hipoteza badawcza Pani mgr Karoliny Wojtulewicz stanowi poszerzenie
i rozwini¢cie tematyki badawczej Instytutu - jednostki niezwykle zastluZonej
w badaniach nad szeroko pojeta neuroregulacja precyzyjnych i zlozonych
mechanizméw lezacych u podloza proceséw ze szczegbélnym uwzgl¢dnieniem osi
podwzgorze-priysadka-nadnercza/gonady. Wiedza ta moze mie¢ kluczowe znaczenie
dla poznania dalszych szczegétowych mechanizméw regulacji rozrodu.



Zakres badan, ktérych celem bylo potwierdzenie lub wykluczenie stuszno$ci zatozone;j
hipotezy obejmowatl okreslenie wpltywu melaioniny na sekrecj¢ LH w eksplantach
czedci guzowatej przysadki samic owcy w czasie fazy pecherzykowej réznigcych si¢
statusem immunologicznym, wplywu stanu zapalnego w okresie dtugiego i krétkiego
dnia Swietlnego na ekspresje genéw cytokin pfozapalnych (IL-18, IL-6, TNFa)
w okresie nocy oraz ich receptorow w pars tuberalis oraz przebadanie wplywu stanu
zapalnego na ekspresj¢ LH oraz receptor6w GnRH w pars tuberalis w sezonie
anestralnym i fazie pgcherzykowej cyklu owcy w dzien i nocy. Owce przeznaczone do
badan przebywaly w indywidualnych klatkach, a ich uzycie poprzedzata adaptacja do
zmienionych warunkéw. Zwierz¢ta zywione byly zgodnie z przewidzianymi normami
opracowanymi w Instytucie Zootechniki w Balicach. W celu ujednolicenia statusu
hormonalnego w zakresie rozrodczo$ci zwierze¢ta poddane byly synchronizacji.

W trakcie badan Autorka zastosowata nowoczesne metody analityczne, m.in.
RIA, hodowle ex vivo pars tuberalis, PCR, Real-Time PCR, Blott. Uzycie takich metod
analitycznych oraz odpowiednio pobrany material badawczy umozliwily peing
realizacj¢ zalozonego celu, a jego doglebna analiza poskutkowala przyjeciem prac do
druku w ,,impaktowych” czasopismach.

Do analizy statystycznej zastosowano programy Statistica 10 oraz GraphPad
Prism. Dane analizowano za pomoca dwuczynnikowej i trzyczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) w celu wykrycia interakcji mi¢dzy badanymi czynnikami. Po
analizach wariancji wykonywano test post-hoc, wyniki uznawano za istotnie rézne przy
p <0,05.

Analiza uzyskanych wynik6w prac zaprezentowanych do oceny jako dysertacja
wykazata stymulujacy wptyw GnRH na uwalnianie LH z eksplantéw pars tuberalis
pobranych od owiec i inkubowanych w tzw. ukladzie kontrolnym. Dodatek GnRH do
medium inkubacyjnego stymulowat réwniez ekspresj¢ genu LHB. Dodatek melatoniny
do medium w czasie inkubacji nie wptywal na sekrecj¢ LH, natomiast obnizat sekrecj¢
LH stymulowang GnRH.

Oddzialywanie melatoniny i GnRH na ekspresj¢ genu MT!1 i GnRHR
w badanych eksplantach wykazaly ich supresyjne oddzialywanie w obu przypadkach

4



u owiec po infuzji NaCl, kiedy zanotowano brak efektu po inkubacji eksplantéw
z melatoning i GnRH na ekspresj¢ genu GnRHR. W eksplantach pozyskanych od owiec
po infuzji LPS zaobserwowano istotnie wyzsza ekspresj¢ genéw GnRH i MTI,
natomiast melatonina istotnie obnizyla (p< 0,05) ekspresj¢ genéw IL-1B, IL-6, iTNF
wylgcznie w eksplantach z tkanek PT po infuzji NaCl. Analiza tkanki z PT owiec po
infuzji LPS wykazywata wzrost (p< 0,05) ekspresji IL-6, ale obnizk¢ ekspresji genu
TNF w poréwnani z tkankami po infuzji NaCl.

Kolejne zaprezentowane przez Autorke wyniki dotyczyly wptywu dlugosci dnia
$wietlnego i pory dnia oraz réznego statusu immunologicznego na ekspresj¢ genoéw
kodujacych receptory cytokin prozapalnych w obszarze PT. W pracy nr 2 Autorka po
raz pierwszy prezentuje wyniki dokumentujagce obecno$s¢ w PT receptoréw cytokin
prozapalnych ( IL-1B, IL-6 iTNF). Ich obecnos¢ stusznie zasugerowata Autorce, iz
pelnia one funkcje regulacyjne w procesach regulujacych procesy rozrodcze. Wyniki
przeprowadzonych badan wykazaly, ze ani stan zapalny, ani zmienno$¢ fotoperiodu nie
wplywaja na ekspresje receptora IL-1 typu 1 (IL-1R1). Po infuzji LPS zwi¢kszato
jednakze ekspresje genu IL-6ST kodujacego glikoproteinowy przekaznik sygnahu IL-6
w czasie nocy przesilenia zimowego, nie wplynelo jednak na poziom mRNA genu
kodujacego ekspresj¢ receptora IL-6. Odmiennie infuzja LPS i wywolany nig stan
zapalny podwyzszaly ekspresj¢ mRNA dla receptoréw TNF w obszarze PT w okresie
dhugich nocy. Wydaje si¢, ze przyczyng takiej reakcji na stan zapalny moze by¢
dominacja melatoniny w czasie dtugich nocy, ktéra m.in. bierze udziat w stymulacji
ukladu immunologicznego w ostrym stanie zapalnym, aktywuje monocyty oraz
stymuluje synteze cytokin prozapalnych. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktoranta
jako pierwsza wykazala to zjawisko. Stan zapalny wywotany infuzjag LPS obniza
poziom melatoniny w okresie dnia diugiego, kiedy w okresie krétkiego dnia wydaje si¢
nie mie¢ wplywu, co jest skutkiem obnizenia m.in. w tym okresie pozioméw serotoniny
- waznego ogniwa szlaku syntezy melatoniny. Melatonina oddzialuje na gonadotropowe
struktury przysadki poprzez umiejscowione tam receptory melatoninowe. Badania
Autorki wykazaly, ze transkrypcja mRNA MT1 w obszarze PT wykazuje zmienno$¢
sezonowa i okotodobowa. W ciagu dnia ekspresja genu MT1 jest wyzsza w poréwnaniu



do nocy, podobnie jak w czasie krétkiego dnia wyzsza niz w czasie dlugiego. Synteza
LH w pars tuberalis u owcy wykazuje sezonowe i dobowe zmiany, aczkolwiek
ekspresja mRNA LHP wykazuje stato$¢. Ekspresja biatka LH w pars tuberalis jest
wyzsza w fazie anestralnej niz folikularne;.

Reasumujgc, przedstawione do recenzji opracowanie wraz z zalgczonymi
oryginalnymi opublikowanymi pracami stanowia cenny wklad do poznania
mechanizméw wiaczonych w regulacje aktywnosci sekrecyjnej ukladu podwzgoérze-
przysadka-gonady u owiec w zmiennych sezonowo warunkach Srodowiska, jak
i w zmienionym statusie uktadu immunologicznego wywolanego infuzjami LPS.

W ocenianym opracowaniu oraz zalaczonych pracach Doktorantka wykazata si¢
bardzo dobrym opanowaniem szerokiego warsztatu badawczego, zrozumieniem
rozpatrywanych probleméw i znajomos$cig piSmiennictwa z zakresu tematyki
prowadzonych badan. Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje moim zdaniem doskonaty
wybér tematyki, bedacy kontynuacja szeroko pojetej problematyki badawczej
macierzystego Instytutu, oraz znajomos$¢ Swiatowego pi$miennictwa, ktéra umozliwia
szeroka dyskusje w odniesieniu do wybranych zagadniefi badawczych. Na podstawie
analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszcza¢, ze Doktorantka posiada
wazne w pracy badawczej cechy, takie jak pracowitos$¢, solidnos€ i dociekliwos¢.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Wojtulewicz
pt: Wplyw fotoperiodu i stanu zapalnego na aktywno$¢ sekrecyjng czeSci
guzowatej przysadki samicy owcy w opinii recenzenta spelnia wszystkie wymagania
— okre$lone w art. 13 us.1 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 Dz.U z 2011r nr 84 poz.455) — stawiane pracom doktorskim.
W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Instytutu Fizjologii Zywienia
Zwierzat imienia Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk w Jablonnej
o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Wojtulewicz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.



Réwnocze$nie majac na uwadze wysoki poziom naukowy zaprezentowanych
badan i ich twérczy charakter, co réwniez uznali recenzenci kwalifikujacy prace do
druku w czasopismach o $wiatowym zasi¢gu, pragn¢ przedlozyé Wysokiej Radzie
w pehni uzasadniony moim zdaniem wniosek o wyréznienie pracy.

prof/dr hab. Marek Koziorowski



