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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Bartosza Jaroslawa Przybyla pt. ,Modulacyjne dzialanie
neurotroficznego czynnika pochodzenia mozgowego (BDNF) w regulacji osi
gonadotropowej i somatotropowej na poziomie podwzgorze-przysadka u owcy”
wykonanej w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej
Akademii Nauk pod kierunkiem dr hab. Anny Wéjcik-Gladysz, prof. instytutu i dr
Michala Szlisa jako promotora pomocniczego

Ufrzymanie wzglednej stalosci $rodowiska wewngtrznego jest niezbgdne dla
prawidlowego przebiegu procesow fizjologicznych organizmu, a poznanie mechanizmow je
regulujgcych jest istotne dla zachowania zdrowia i wysokiej produkcyjnosci zwierzat.
Prowadzone od kilku dekad intensywne badania i zdobyta dzigki nim wiedza z zakresu
neuroendokrynologii, do czego W znaczny stopniu przyczynili si¢ réwniez badacze
z jednostki, w ktorej wykonana zostata niniejsza praca doktorska, pozwolily na poznanie
ogoblnych zaleznosci migdzy wybranymi strukturami o$rodkowego uktadu nerwowego
i narzadami przez nie sterowanymi. Osiagniete wyniki, poza aspektem poznawczym, maja
duze znaczenie aplikacyjne i sa szeroko wykorzystywane w hodowli zwierzat. Dla wielu
hodowcéw trudno byloby ja obecnie prowadzi¢ i konkurowaé na rynku bez mozliwosci
chociazby zastosowania preparatow hormonalnych w regulacji cyklu rujowego czy tez
leczeniu réznych schorzefi i zaburzen. Na tle tych niewatpliwych osiggnig¢, wiele zagadnien
dotyczacych mechanizméw odpowiedzialnych za koordynacje poszczegdlnych procesow
fizjologicznych, zwlaszcza w kontekscie zachowania wzglednej rownowagi organizmu
bedacej warunkiem dobrego zdrowia i wysokiej produkcyjnosci zwierzgt, nie zostalo
wyjasnionych. Dotyczy to migdzy innymi probleméw jakimi zajat si¢ w pracy Doktorant, tzn.
blizszego poznania roli neurotroficznego czynnika pochodzenia moézgowego w regulacji
proceséw zwiazanych z laknieniem, rozrodem i gospodarka energetyczng. Powyzsza
problematyka wpisuje si¢ w rozwijany w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat z duzym
powodzeniem od kilku juz dekad nurt badawczy dotyczacy regulacji neurohormonalnej

wzrostu i rozrodu na poziomie osrodkowego uktadu nerwowego. Powszechnie znane sg prace



pracownikéw jednostki nad rolg wybranych osrodkéw centralnego ukiadu nerwowego

w regulacji proceséw rozrodczych w warunkach zréznicowanego zywienia i zmiennych

warunkéw o$wietlenia. Te pionierskie badania rozpoczete w drugiej polowie ubieglego

wieku, realizowane sg obecnie w Instytucie przez doswiadczone zespoty naukowe, co
podkresla specyfike prowadzonej przez nie dziatalno$ci badawczej i wyrdznia je na tle innych
jednostek w kraju i poza nim.

Wykorzystujgc zdobytg wiedze i do$wiadczenie z minionych lat pracy badawczej,
Zespét pod kierownictwem Promotor niniejszej rozprawy podjat dalsze badania nad rolg
wybranych czynnikéw w regulacji oraz koordynacji proceséw rozrodczych i energetycznej
réwnowagi organizmu na poziomie OUN. Otrzymane wyniki w przypadku jednego z tych
czynnik6w, neurotropowego czynnika pochodzenia mézgowego, postuzyty do przygotowania
przez mgr Bartosza Jarostawa Przybyta pracy doktorskiej. Sktadajg si¢ na nig nastgpujgce
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Sumaryczny Impact Factor = 7.202 Suma punktéw MEIN = 300

Jak wynika z powyzszego zestawienia publikacji, we wszystkich Doktorant jest
pierwszym autorem. Swoéj udzial w ujeciu wskaznikowym szacuje w kazdej z nich na 40%.
Wskazuje to na Jego zaangazowanie w caty proces powstania i wydania publikacji. Udziat ten
polegat na wykonaniu do$wiadczen i analiz laboratoryjnych, wykonaniu analizy statystycznej
wynikéw i ich interpretacji oraz udziale w napisaniu. Doktorant nie uczestniczyt
w opracowaniu koncepcji i zatozen badan ale wydaje si¢ to zrozumiate, majgc na uwadze
dlugofalowy charakter realizowanych prac badawczych w Zespole i ustalony zapewne

wezesniej plan pracy. Penienie jednak znaczgcej roli w procesie powstawania prac $wiadczy



o posiadanych zdolno$ciach organizacyjnych przez Doktoranta i umiejgtnosciach wspotpracy
z innymi Czlonkami Zespotu, co jest niewatpliwie pozytywna cechg, zwazywszy znaczenie
wspolnie podejmowanych dziatah i mysli koncepcyjnej w tworczej dziatalnosci naukowe;.

Przyjeta forma przygotowania dysertacji na podstawie opublikowanych juz prac
naukowych w uznanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, utatwia w znacznym
stopniu wykonanie zadania postawionego przed recenzentem w zakresie merytorycznej oceny
pracy. Prace te bowiem uzyskaly pozytywne opinie niezaleznych ekspertow zwigzanych
z dana problematyka co $wiadczy o ich duzej wartosci naukowej. Rola oceniajacego powinna
wiec raczej skupiaé si¢ na ocenie komplementarnosci i spdjnosei prac, ich znaczenia dla
rozwoju wiedzy w danej dyscyplinie oraz polemice z Autorem na temat uzyskanych
wynikow.

Powyzsze wyniki zamieszczone w trzech publikacjach Doktorant zaprezentowat
w pracy przygotowanej wedlug obowigzujagcych wymogow dla tego typu opracowan
naukowych.
W pracy tej poza streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem skrotow
stosowanych w pracy, zawart nastepujace rozdziaty: wstep, hipoteza i zadania badawcze,
materiat i metody, oméwienie wynikéw cyklu publikacji wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej, podsumowanie, wnioski, bibliografia. Jako zatgczniki zamieszczono publikacje,
na podstawie ktorych przygotowano niniejsza dysertacje i o$wiadczenia autoréw publikacji
stanowigcych rozprawe doktorska.

We wstepie, bedacym zarazem krotkim przegladem literatury, Autor opisuje rolg
i budowe podwzgérza zaznaczajgc, ze jest ono strukturg mézgu odpowiedzialng za
koordynacje sygnatéw docierajacych z o$rodkowego ukfadu nerwowego 1 tkanek
obwodowych organizmu. W bardzo przystepnej formie opisowej oraz graficznej przedstawia
oérodki i sieci neuralne w trzech obszarach podwzgérza zaangazowane w regulacjg
poszczegblnych procesow jakimi zajat si¢ w swojej pracy. Wprowadza tym samym czytelnika
w obszar swoich zainteresowan, wskazujac zarazem ewentualne kierunki oddzialywania
neurotroficznego czynnika pochodzenia moézgowego. Najwazniejsze informacje o tym
czynniku podaje w nastgpnych podrozdziatach. W oparciu w dostgpne dane w pismiennictwie
wskazuje na potwierdzony juz jego udzial w obszarach moézgu powigzanych z regulacja
proceséw odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy energetycznej organizmu oraz
mozliwy udzial w regulacji kluczowych hormonow osi gonadotropowe;j i neuromodulacji

aktywno$ci osi somatotropowe;.



Powyzsze sugestie niektorych badaczy o udziale tego czynnika we wspomnianych procesach
sktonily zapewne Zespot do podjgcia prac w tym kierunku i wiaczeniu do ich realizacji
Doktoranta.

W przyjetych trzech hipotezach badawczych zalozono, ze BDNF na poziomie

podwzgérza uczestniczy w modulacji aktywnosci neurohormonalnej sieci regulujacej
laknienie i ma wplyw na sekrecj¢ hormonow podwzgérzowo-przysadkowej  osi
gonadotropowej i 0si somatotropowe;.
Postawione hipotezy sa poprawnie sformutowane w kontekécie dokonanego przegladu
wynikéw prac innych autoréw, doswiadczen wilasnych Zespotu, z ktorym wspotpracowat
Doktorant oraz posiadanych mozliwosci wykonania badaf. Dla ich potwierdzenia poprawnie
wyznaczono trzy szczegbtowe cele, a dla ich realizacji trzy zadania badawcze.

W materialach i metodach, na samym poczatku Autor podat co bylo przedmiotem
badan, liczbe, miejsce i warunki utrzymywania zwierzat. Na schemacie zamiescit takze
przebieg do$wiadczenia dla kazdej owcy. Nastepnie dokfadnie opisano zabieg implantacji
kaniuli do 11 komory mézgu, prezentujgc konicowy jego efekt na zdjeciach rentgenowskich.
W dalszej czesci przedstawiono metodg Chronogest, ktorg zastosowano do synchronizacji rui
oraz sposob przydzielenia owiec do grup badawczych i rodzaje wykonanych infuzji. Trafnym
i dobrym rozwigzaniem byto zamieszczenie przejrzystego schematu graficznego wykonania
tych infuzji, co znacznie wzbogaca ten rozdziat pracy. Nie budza takze zastrzezen dalsze
podrozdziaty, w ktérych podano sposoby pobierania probek do badan i ich’zabezpieczenia do
czasu wykonania analiz laboratoryjnych, a takze zastosowane metody analityczne. Dokfadny
opis tych metod znajduje si¢ w poszczegdlnych opublikowanych pracach. W ostatnim
podrozdziale zaprezentowano wykorzystane metody analizy statystyczne;.

Jak zaznaczylem wczeéniej, od strony merytorycznej, w tym doboru materiatu i metod
badawczych, praca byta poddana juz ocenie. Nalezy jednak podkregli¢ trafno$¢ doboru tych
metod i wskazaé na posiadane mozliwosci wykonania specjalistycznych badan,
pozwalajacych na dokonanie oceny zmian badanych wskaznikow po wykonanych infuzjach.
Autor wykorzystat szeroki wachlarz nowoczesnych technik badawczych z zakresu biologii
molekularnej, wymagajacych posiadania specjalistycznego  sprzgtu, duzej wiedzy,
umiejetnosci manualnych i analitycznych. W badaniach nad ekspresja mRNA poszczeg6lnych
neuropeptydéw wykorzystano komercyjne testy, natomiast oznaczenia stezefi hormonéw LH,
FSH i GH wykonano sprawdzong i wiarygodng metoda radioimmunologiczna, od kilku juz
dekad stosowana w Instytucie. Nalezy podkresli¢, ze pracownicy Instytutu maja duze zastugi

w opracowaniu tej metody i wdrozeniu jej do specjalistycznej praktyki laboratoryjnej.



Na podstawie przeprowadzonych wszechstronnych badan, Autor uzyskatl szereg
interesujacych wynikéw, ktére w zwigzlej formie zaprezentowal w nastepnym rozdziale
,Omoéwienie wynikéw cyklu publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej”.
Na poczatku tego rozdzialu nadmienit, ze z zaburzeniami rownowagi energetycznej
organizmu  zwigzanych z nieprawidlowg aktywnoscia neurohormonéw w modzgu
powiazanych jest szereg chorob cywilizacyjnych. Uzasadnia tym samym potrzebe
prowadzenia badan w tym kierunku. Owce przedstawia jako zwierze modelowe do tego typu
badan, posiadajaca wiele cech wspolnych pod wzglgdem anatomicznym i funkcjonalnym,
mogaca stanowi¢ podstawe dla przysztych badan przedklinicznych w  dziedzinie
neuroendokrynologii.

Ten fragment rozwazan Autora, zawierajacy niezwykle trafne spostrzezenia i sugestie,
proponowatbym raczej zamiesci¢ we wstgpie, jako wprowadzenie czytelnika w istotg
problemu, jaki postanowit rozwigzac.

Otrzymane wyniki przedstawiono chronologicznie dla kazdego z postawionych celow,
odpowiadajacych trzem kolejnym opublikowanym pracom. Odnoszenie sie¢ w kolejnych
pracach do wynikow z wczesniejszych prac $wiadczy o komplementarnosci i spdjnosci
tematycznej dysertacji, co jest podstawowym wymogiem dla tego rodzaju opracowan
naukowych. Powotywanie sie takze na wczesniejsze badania realizowane przez Zespot oraz
wskazywanie na potrzeb¢ ich rozszerzenia o nowe zagadnienia potwierdza dtugofalowy
i tworczy charakter realizowanych prac w tym obszarze, wytyczanie nlowych kierunkéw
badawczych i wkiad w rozwdéj nauki.

Wykonane badania pozwolity w petni potwierdzi¢ postawione hipotezy badawcze

i osiggna¢ postawione cele. W przypadku pierwszej z nich u owiec otrzymujgcych infuzjeg
BDNF wykazano zalezny od dawki istotny wzrost ekspresji mRNA badanych neuropeptydow
co potwierdza, ze czynnik ten wplywa na aktywnos¢ podwzgorzowej sieci regulujgce)
taknienie w ARC. Z dostgpnego pi$miennictwa wynika, Ze sg to pierwsze tego typu badania
wykonane na owcach w warunkach in vivo.
Wazng sugestig, a zarazem propozycja Autora, jest wykonanie w przyszlosci badan, ktore
pozwolityby na zbadanie zmian zachodzacych na poziomie ekspresji biatka co potwierdziloby
powyzsze spostrzezenia. Nalezy si¢ z tym zgodzi¢, majac na uwadze fakt, ze zmiany
w ekspresji mRNA nie w pelni odzwierciedlajg zmiany na poziomie ekspresji biatka.

Réwnie interesujace okazaly si¢ wyniki otrzymane przy weryfikacji drugiej hipotezy.
Stwierdzono bowiem, ze BDNF oddziatuje na aktywno$¢ neuronéw GnRH oraz neuronow

KNDy w podwzgérzu modulujgc w odmienny sposéb poziom gonadotropin we krwi



obwodowej, powodujgc obnizenie LH a wzrost FSH. Pozwolito to na zasugerowanie
Autorowi, ze czynnik ten uczestniczy w modulacji funkcjonowania osi gonadotropowej na
poziomie OUN u owiec.

Dla potwierdzenia trzeciej hipotezy wykonano analizy ekspresji mRNA GHRH i SRIF
w podwzgérzu oraz mRNA SSTR2, SSTR5, GHRH-R i GH w przysadce mozgowej.
Okreslono rowniez stezenie GH w homogenatach przysadki oraz profile pulsacyjne GH we
krwi obwodowej. Uzyskano réznice w wynikach migdzy grupg kontrolng a doswiadczalnymi
pozwolily na wykazanie, z¢ BDNF wptywa na aktywnos¢ kluczowych hormonéw osi
somatotropowej, zaréwno na poziomie podwzgorza jak i przysadki.

Bardzo trafnym rozwigzaniem bylo zestawienie najwazniejszych wynikow w formie
graficznej na rycinie, wykonanej przejrzyscie i dobrze ilustrujgce; osiggniete efekty.

Generalnie powyzszy rozdzial jest poprawnie opracowany. Sposrod duzej liczby
danych zamieszczonych w  trzech publikacjach, Autor wybrat te najwazniejsze,
charakteryzujgc je w trzech podrozdziatach odpowiadajgcym przyjetym wczesniej celom
i hipotezom badawczym. Krotkie reasumpcje na koncu kazdego podrozdziatu wynikajg
z glebokich przemyslen i spostrzezen, dowodzqc jednoczesnie bardzo dobrej znajomosci
problematyki badawczej przez Doktoranta.

Pierwsza pozycja wérod autorow we wszystkich opublikowanych pracach
skladajacych sie na dysertacje doktorskg, potwierdzajg niewatpliwie posiadane przez
Kandydata umiejetnosci analizy i weryfikacji oraz krytycznej oceny osiggnie¢ wlasnych na tle
osiggnieé¢ innych badaczy. Dlatego tez mozna mie¢ pewien niedosyt, ze na tle jasno
i przejrzyscie zaprezentowanych wynikéw, Doktorant nie przeprowadzil trochg szerszej
dyskusji. Zapewne wyszedt z zatozenia, ze zrobiono to w kazdej opublikowanej pracy. Prace
te wzajemnie si¢ uzupehlniaja, stanowig monolityczne opracowanie naukowe, dotyczg
wspolnego rozwigzywanego problemu, co jest niewatpliwie zaletg i $wiadczy o spelnieniu
warunkéw stawianych dla przygotowanych w tej formie prac doktorskich. Na powyzszy
problem sktada si¢ jednak wiele watkéw dotyczacych gospodarki energetycznej, wzrostu
i rozrodu. Dlatego dokonanie krétkiego oméwienia wynikéw wiasnych na tle dokonan innych
badaczy pozwolitoby Autorowi bardziej podkresli¢ istote rozwigzywanego problemu, podjaé
polemike i przedstawi¢ szerzej wlasny punkt widzenia, co w publikowanych artykutach ze
wzgledu na wymogi redakcyjne jest ograniczone lub niemozliwe.

W zwigzku z powyzszym chciatbym Autora zapytac:
1. Czy widziatby potrzebe ewentualnego wiaczenie hormonow steroidowych do

przysztych badan z zakresu problematyki jaka podjat w pracy doktorskiej?



2. W pracy przyjeto, ze owulacja wystgpita migdzy 4-5 dniem po podaniu owcom
PMSG, kiedy spada we krwi zawarto$¢ estrogenéw. Czy nie warto bylo okresli¢ tego
momentu na podstawie st¢zenia LH?

Najwazniejsze rezultaty swoich badan Autor przedstawit w krotkim 5-cio punktowym
podsumowaniu, a nastgpnie wyciagnat 3 wnioski. Odpowiadajag one na postawione cele
badawcze i potwierdzaja zatozone hipotezy.

Ostatni fragment w rozdziale ,,Wnioski” jest w zasadzie uzasadnieniem do nich. Ten fragment
przeniéstbym do rozdziatu ,,Podsumowanie”.

Jak zaznaczono wezedniej, w toku realizacji pracy Autor uzyskat wiele danych, na tym
etapie, gtéwnie o charakterze poznawczym, mogacych jednak znalezé w przysztosei
zastosowania praktyczne. Na podkreslenie zastuguje:

1. Wskazanie, po raz pierwszy w badaniach in vivo, ze BDNF wplywa na podwzgérzows
sieé regulujgcg taknienie u przezuwaczy.

2. Wskazanie na zaangazowanie BDNF poprzez oddzialywanie na sieci neuralne
oérodkéw w OUN w mechanizmy regulujgce aktywno$¢ gonadotropowa
i somatotropowa osi podwzgorzowo-przysadkowe;.

3. Wskazanie na wiele jeszcze ogniw w OUN o niewyjasnionym znaczeniu
w powyzszych mechanizmach i potrzebie wykonania badan na poziomie ekspresji
biatka, co $wiadczy o twérczym charakterze pracy, zachgcajacym do dalszych prac
w tym obszarze wiedzy.

Niniejsza praca, stanowiaca podsumowanie wynikow zamieszczonych w trzech
oryginalnych pracach tworczych, napisana jest poprawnym jezykiem. Autor w przystgpnej
i zrozumialej formie zaprezentowal najwazniejsze wyniki jakie uzyskal w trakcie
wykonanych do$wiadczen nad wptywem BDNF na modulacje aktywnosci neurohormonalne;j
sieci regulujacej laknienie na poziomie podwzgorza oraz regulacje¢ podwzgorzowo-
przysadkowej osi gonadotropowej i somatotropowej. Powyzsze wyniki zachecaja do dalszych
badan oraz wyjasnienia watpliwosci. Cato$¢ opracowania i potwierdzony wklad Doktoranta
w powstanie publikacji, wskazujg na posiadane przez Niego do$wiadczenie, umiejgtnosci

i kompetencje naukowe w zakresie podjetej problematyki badawczej.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest zwartym opracowaniem
priygotowanym w oparciu o trzy monotematyczne, wzajemnie uzupetniajgce si¢ publikacje.
Na bazie dociekar naukowych Autor uzyskal interesujgce wyniki wzbogacajgce naszg
wiedze o procesach zachodzgcych w osrodkowym ukladzie nerwowym i roli w ich regulacji



neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego. Praca, na obecnym etapie badan, ma
znaczenie poznawcze, ale w przyszlosci uzyskane wyniki mogq znaleié zastosowanie
praktyczne. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje wszechstronny dobor metod badawczych,
ktére pozwolily Doktorantowi wykaza¢ w warunkach in vivo wplyw BDNF na modulacje
aktywnosci neurohormonalnej sieci regulujqcej taknienie na poziomie podwzgorza oraz
regulacje hormonéw podwzgdrzowo-prrysadkowej osi gonadotropowej i somatotropowej.
Zastosowanie interesujgcych rozwigzan metodycznych i duza konsekwencja w realizacji
kazdego etapu badari pozwolily Autorowi w pelni wykonaé postawione zadania i osiggngé
zamierzony cel. Wykonanie badari wymagalo dobrego przygotowania teoretycznego,
specjalistycznego sprzetu, duiych umiejetnosci manualnych i analitycznych. Uzyskane
wyniki zachecajg do podjecia dalszych prac w badanym obszarze wiedzy, sq oryginalnym
i twérczym osiggnieciem badawczym Doktoranta i przyczyniajg si¢ do rozwoju badan
w dyscyplinie zootechnika i rybactwo oraz dyscyplinach pokrewnych.

Majgc powyisze na uwadze stwierdzam, ze praca doktorska mgr Bartosza Jarostawa
Przybyta pt. ,Modulacyjne dzialanie neurotroficznego czynnika pochodzenia mozgowego
(BDNF) w regulacji osi gonadotropowej i somatotropowej na poziomie podwzgorze-
przysadka u owcy” odpowiada wymaganiom okreslonym w Ustawie o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. ze zm.
(Dz.U. 7 2017 r. poz. 1789) w zw. z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 201 8 r. poz. 1669).
Przedkladam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzqgt
im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie mgr Bartosza
Jaroslawa Przybyla do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage sposéb i forme przygotowania rozprawy, jej
nowatorski i tworczy charakter, duzq wartos¢ merytoryczng uzyskanych wynikow,
niezaprzeczalny wklad w rozwdj badan 7 zakresu neuroendokrynologii oraz znaczenie dla
rozwoju nauki, wnosze o wyrdznienie pracy stosownq nagrodg.
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