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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Elzbiety Marciniak
pt.: ,,Salsolinol jako modulator aktywnosci sekrecyjnej uktadu GnRH/LH
u owcy w okresie laktacji”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Instytucie Fizjologii
i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk w Jabtonnie pod kierunkiem
promotora prof. dr. hab. Tomasza Misztala. Podstawg rozprawy sg dwie spdjne tematycznie
publikacje naukowe, ktore ukazaly sie w recenzowanych, miedzynarodowych czasopismach z listy
Journal Citation Reports: Theriogenology (IFs.emi = 2,127) oraz Domestic Animal Endocrinology
(TIFsqemi = 1,875). Czasopisma te znajduja si¢ réwniez w wykazie czasopism naukowych
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z przyznanymi 30 punktami kazde z nich. W obu
pracach Pani mgr Elzbieta Marciniak jest pierwszym autorem, a Jej wklad w powstanie tych prac,
jak wynika z o$wiadczen wspotautorow, jest znaczacy (co najmniej 65%) i obejmuje m.in. udzial
w opracowaniu koncepcji badan i wykonywaniu doswiadczen, prowadzenie analiz laboratoryjnych,
opracowanie i interpretacje wynikow oraz wspotudzial w przygotowaniu manuskryptéw do druku.
Przedstawione prace zostaly opatrzone 42-stronicowym opracowaniem, na ktore skladajg sig:
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, hipoteza badawcza i cele pracy, opisy
doswiadczen i uzyskanych wynikow, dyskusja, wnioski oraz bibliografia. Badania do pracy
doktorskiej wykonano w oparciu o $rodki finansowe pochodzgce z Ministerstwa Nauki

1 Szkolnictwa Wyzszego, projekt nr N N311 082037.



Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy wplywu salsolinolu, endogennej pochodne;j
dopaminy, na sekrecje GnRH i LH u owiec podczas laktacji i powiazana jest $cisle z badaniami
prowadzonymi przez Zesp6l promotora ocenianej dysertacji, Pana prof. dr. hab. Tomasza Misztala,
nad mechanizmami neuroendokrynnej regulacji rozrodu zwierzat. Przedmiot zainteresowania
Autorki, salsolinol, byt i jest intensywnie badany przez $wiatowe osrodki naukowe
m.in. w kontekscie swojej znaczacej roli w etiopatogenezie choroby Parkinsona. Od kilku lat
prowadzone s3 rowniez badania nad fizjologiczng rola tego zwigzku w osrodkowym ukladzie
nerwowym, a prace Zespolu prof. Misztala przyczynily si¢ w znaczacym stopniu do poznania
i zrozumienia roli salsolinolu u owiec. Zwigzek ten jest obecny w podwzgoérzu owiec w okresie
laktacji, a jego koncentracja w przestrzeniach migdzykomorkowych lejka/wyniostosci posrodkowej
wzrasta znaczaco w odpowiedzi na impuls ssania rownolegle ze wzrostem prolaktyny we krwi
obwodowej. Dotychczas wykazano stymulujacy wplyw salsolinolu na syntezg i sekrecj¢ prolaktyny
oraz istnienie zalezno$ci pomiedzy salsolinolem a endogennymi peptydami opioidowymi. Wysoka
zawarto$¢ salsolinolu produkowanego przez podwzgérzowy uklad dopaminergiczny podczas
laktacji oraz zaangazowanie ukladu dopaminergicznego w regulacje sekrecji GnRH/LH skionity
Autorke ocenianej dysertacji do postawienia hipotezy, Ze salsolinol moze modulowa¢ aktywnos¢
sekrecyjng podwzgorzowo-przysadkowego uktadu GnRH/LH u owey podczas laktacji. Stad, wybor
tematu jest logiczng konsekwencja wezesniejszych obserwacji, zmierzajaca do uzyskania pelnego

obrazu zmian adaptacyjnych u samic w okresie laktacji.

OCENA MERYTORYCZNA PRACY

Oceniana rozprawa ma charakter opracowania, ktorej zasadniczg czg$¢ stanowig oryginalne
prace tworcze, uprzednio poddane ocenie redakcyjnej i wnikliwym recenzjom. O wysokiej wartosci
poznawczej wynikow pracy doktorskiej $wiadczy fakt ich opublikowania w wiodacych
czasopismach miedzynarodowych o tematyce obejmujgcej endokrynologi¢ rozrodu zwierzat
gospodarskich. Obie prace sg spojne tematycznie i metodycznie, a jako catos¢ dostarczajg istotnej
wiedzy z zakresu neuroendokrynnych regulacji funkcji rozrodczych w okresie poporodowym.
W trakcie lektury obu prac nie znalaztam elementéw problematycznych czy wzbudzajacych moje
watpliwosci. Prace sg napisane zrozumiale, z jasno postawionymi celami, podanymi szczegétami
metodycznymi i prawidlowo poprowadzong dyskusja. Dokumentacja graficzna wynikéw w postaci
wykresow jest jasna i czytelna. Chciatabym jedynie zwroci¢ uwage na fakt, iz w dyskusji wynikow
uzyskanych w ramach eksperymentu in vifro (publikacja 2: Marciniak i wsp., Domestic Animal
Endocrinology, 2017) Autorka uzyta okreslenia ,, ... LH concentrations in all groups decreased over

time ", natomiast zabraklo mi zarbwno w opisie wynikéw (str. 100 publikacji), jak i na wykresie
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(str. 101 publikaciji) istotno$ci statystycznych, ktore oddawatyby ten opisywany, zalezny od czasu
inkubacji, spadek zawartosci LH w medium.

Nieco szerzej skupi¢ si¢ na ocenie polskojezycznego opracowania poprzedzajgcego
opublikowane prace tworcze. Taka skrécona, w poréwnaniu do monografii, forma rozprawy
powoduje, ze jej Autor musi wykazaé sie umiejetnoscia zwigzlego i precyzyjnego opisu
wykonanych badaf. W mojej opinii Pani mgr Elzbieta Marciniak dokonata przejrzystego polaczenia
obu prac skladajacych si¢ na rozprawe doktorska. Te czg$é czyta si¢ z przyjemnoscig, majgc
pewno$é, ze cala praca jest przemyslanym, konsekwentnie realizowanym pomystem badawczym, o
duzej wartosci poznawczej. Ponizej uzasadni¢ swoja opini¢ odnoszac si¢ do poszczegdlnych

rozdziatow.

Wstep oraz Hipoteza badawcza i cele pracy

We Wstepie Autorka dokonala zwigzlej charakterystyki osi podwzgérzowo-przysadkowo-
gonadowej u samic, bardzo wnikliwie opisujgc zmiany aktywnosci sekrecyjnej GnRH/LH podczas
laktacji z uwzglednieniem znanych i potencjalnych regulatorow funkcjonowania tego ukladu.
Nastepnie, w sposob przejrzysty przedstawita dostepna w literaturze wiedzg¢ o roli salsolinolu
w osrodkowym ukladzie nerwowym, przytaczajgc wyniki badan uzyskanych u réznych gatunkow
zwierzat. Rozdzial ten napisany jest bardzo logicznie, prowadzi Czytelnika od ogdlnych
wiadomosci do coraz glebszych szczegotow, by zakonczyé sformutowaniem celu pracy. Dowodzi
rowniez szerokiej wiedzy Autorki w omawianej tematyce i jej bardzo dobrego merytorycznego
przygotowania do prowadzenia badan. Hipoteza badawcza i cele pracy zostaly prawidlowo
sformulowane. Jednoczesnie uwazam, ze postawiona hipoteza jest zbyt ostrozna. W mojej opinii,
majac tak ogromng wiedze i znajgc dotychczasowe wyniki badan na temat roli salsolinolu podczas
laktacji u owiec, mozna bylto pokusi¢ si¢ o sprecyzowanie czy wplyw tego zwiazku na uwalnianie
GnRH/LH bedzie stymulujacy czy hamujacy. Jest to oczywiscie kwestia do dyskusji i chciatabym
prosi¢ Autorke o komentarz w tej sprawie — jakiego efektu modulujacego salsolinolu sig

spodziewata?

Opis doswiadczen

Autorka w skréconej formie podaje opis doswiadczen, odsylajac czytelnika po szczegoty do
obu publikacji. Lektura tego rozdziatu nie pozostawia watpliwosci, ze uklad doswiadczen, dobor
metod badawczych i analitycznych zostal dokonany prawidlowo i gwarantuje uzyskanie
wartosciowych i wiarygodnych wynikow. Trzeba w tym miejscu doceni¢ trudnos¢ czesci
eksperymentalnej pracy, ktéra wymagala niezwyklej uwagi i doswiadczenia operacyjnego. Jestem

przekonana, ze przeprowadzenie tak precyzyjnie zaplanowanych i wykonanych doswiadczen nie
3




bytoby mozliwe bez zaangazowania i pomocy ze strony Opiekuna naukowego Pana prof. dr hab.
Tomasza Misztala.

Nowatorskie zastosowanie infuzji 1-MeDIQ do jadra lejka/wyniostosci posrodkowe;j
z jednoczesnym pobieraniem plynu mozgowo-rdzeniowego zastuguje na szczegélne uznanie.
Duzym walorem czgsci metodycznej pracy jest takze okreslenie wptywu salsolinolu na synteze
i sekrecje LH w ukladzie in vivo (infuzje do trzeciej komory mézgu) oraz in vitro (inkubacje
skrawkéw przysadki w obecnoscei salsolinolu).

Z obowiazkéw recenzenta musze stwierdzi¢, ze zabraklo mi w tym rozdziale
kompleksowego schematu do$wiadczen, ktory dalby ogdlne spojrzenie jaki zwigzek, kiedy, jak
dlugo i gdzie byl podawany oraz jaki material biologiczny i po jakim czasie pozyskiwano.
Zauwazylam tez niezgodno$¢ liczby zwierzat uzytych w Doswiadczeniu 2: zgodnie z opisem
zamieszczonym w Theriogenology wykorzystano 16 owiec (str. 1932 publikacji), natomiast w

polskojezycznym opracowaniu Autorka podaje liczbe 8 zwierzat (str. 16).

Opis wynikow doswiadczen

Ta czeé¢ zawiera zwiezly opis wynikéw badan zawartych w dwoch pracach stanowigcych
rozprawe doktorska. Autorka dokonata tego dzielgc rozdzial na podrozdzialy, z ktérych kazdy
odpowiadal jednemu z czterech przeprowadzonych doswiadczen. Opis jest zrozumialy, nawet bez
graficznej prezentacji wynikow (ta jest dostepna w opublikowanych pracach). Mam tylko uwage do
opisu wynikéw dotyczgcych ekspresji LHB mRNA. Na str. 18 Autorka podaje ,,Wzgledny poziom
ekspresji mRNA dla podjednostki LHP u owiec otrzymujgcych infuzje salsolinolu ..... byl wyzszy niz
u owiec, ktérym wykonano infuzje kontrolne, jednak réznice nie byly istotne statystycznie”. W mojej
opinii okreslenia ,wyzszy” i ..nie byly istotne” wzajemnie si¢ wykluczaja z punktu widzenia
statystyki. Czy nie lepiej byloby poda¢ doktadng wartos¢ P, ktora jak wynika z publikacji 1
(Marciniak i wsp., Theriogenology, 2016) wynosita mniej niz 0,08 i uzy¢ sformutowania:
.obserwowano tendencje do zwickszonej ekspresji podjednostki LHB w owiec otrzymujacych
infuzje salsolinolu™? Oczywiscie, nie mozna na tej podstawie wyciaga¢ wiarygodnych wnioskow,
ale takie pokazanie wynikow wskazywatoby na pewne zaleznosci, ktére w innych warunkach, np.

przy wiekszej liczebnosci grup, moglyby by¢ istotne statystycznie.

Dyskusja i Wnioski
Chciatabym wyrazi¢ swoje ogromne uznanie dla Autorki pracy za niezwykle wnikliwg i
wzorowo poprowadzona dyskusje uzyskanych wynikéw. Jest to widoczne zaréwno w
polskojezycznym opracowaniu, jak i opublikowanych pracach i $wiadczy o duzej wiedzy Autorki i
umiejetnosci postugiwania sie danymi literaturowymi. Dyskusja wynikéw byla zapewne duzym
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wyzwaniem, poniewaz uzyskano niezwykle ciekawe, lecz sprzeczne ze sobg wyniki. I tak infuzja
1-MeDIQ do trzeciej komory moézgu obnizata, a do jadra lejka/wyniostosci posrodkowej
zwigkszata, koncentracje LH we krwi obwodowej owiec w laktacji. Przeciwstawny efekt na
sekrecje LH obserwowano takze podajgc salsolinol in vivo (infuzje) i in vitro (dodatek do medium
inkubacyjnego). Thumaczac wyniki badan Autorka wskazuje na rézne drogi dzialania salsolinolu
oraz interakcje miedzy hormonami, neuroprzekaznikami i innymi biologicznie czynnymi
substancjami produkowanymi lokalnie. Swiadczy to o ogromnej zlozono$ci regulacji na réznych
poziomach wewnagtrz organizmu. Jestem przekonana, ze w trakcie dyskusji wynikéw zrodzily sig
réwniez pomysly dalszych badan zmierzajgcych do wyjasnienia mechanizméw dziatania salsolinolu

w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Moja uwaga do rozdzialu Dyskusja jest raczej prosba o ustosunkowanie si¢ do dwoch
kwestii:

1. Na str. 26 opracowania Autorka napisala w odniesieniu do braku zmian koncentracji GnRH
przy jednoczesnym wzroscie koncentracji i czestotliwosci pulsow LH: , ...brak réznic mogl
wynika¢ w wyraznych wahan stgzenia GnRH w probkach, zaréwno u poszczegolnych
osobnikéw, jak i w poréwnaniu obydwu grup. ...na brak réznic .... miala (wplyw) niewgtpliwie
dluga 30-minutowa kolekcja jednej probki CSF... Tego rodzaju schemat kolekcji CSF nie
pozwolil na precyzyjne okreslenie parametrow pulsacyjnego uwalniania GnRH...".
Chcialabym zapyta¢ czy teraz, majgc juz pewne do$wiadczenie, ma Autorka pomyst jak
ulepszy¢ t¢ bardzo wartosciowa, jak sama podkresla, metodg pobierania préb ptynu mézgowo-
rdzeniowego po infuzji badanego czynnika do jadra lejka/wyniostosci posrodkowe;j?

2. Jak wytlumaczy¢ podwyzszenie koncentracji LH we krwi bez zmian ekspresji LHB mRNA
(Doswiadczenie 2)? Czy jest to tylko zwiekszona sekrecja, bez zmian w syntezie hormonu? Co
ciekawsze - jaki moze by¢ ogdlny mechanizm stojacy za obnizong koncentracja LH w medium

inkubacyjnym bez zmian w ekspresji mRNA (Doswiadczenie 4)?

Polskojezyczne opracowanie zawiera 3 wnioski, ktére w jednoznaczny sposoéb wskazuja na
zrealizowanie celow pracy i stanowig istotny wklad w dotychczasowa wiedz¢ na temat aktywnosci
sekrecyjnej podwzgoérzowo-przysadkowego uktadu GnRH/LH u owcy.

Do szczegélnych osiagnie¢ ocenianej pracy zaliczam: (1) uzyskanie wartosciowych,
pionierskich wynikow wnoszacych istotny wkiad nauke, czego dowodem jest opublikowanie prac
stanowigcych rozprawe w bardzo dobrych, §wiatowych czasopismach naukowych z listy JCR; (2)
wykazanie, Ze salsolinol jest istotnym elementem neuroendokrynnych regulacji w osrodkowym

uktadzie nerwowym jako modulator sekrecji GnRH/LH, ktére sg kluczowymi hormonami



regulujgcymi rozréd zwierzat; (3) zdolno$¢ do syntetycznego i zrozumialego opisu uzyskanych

wynikow i umiejetnos¢ prowadzenia dyskusji naukowe;.
WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Elzbiety Marciniak jest
wartosciowym dzielem naukowym, zawierajagcym pionierskie wyniki poszerzajgce wiedzg z
zakresu fizjologii zwierzagt. Dowodzi tez umiejetnosci planowania i prowadzenia badan oraz
wnioskowania w oparciu o uzyskane wyniki. Przeprowadzone badania na zywych zwierzgtach
wymagaly znakomitego przygotowania merytorycznego i warsztatowego. Zawarte w niniejszej
recenzji uwagi i komentarze sg zacheta do naukowej dyskusji i nie umniejszajg warto$ci
merytorycznej ocenianej pracy doktorskiej.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska pt. ,,Salsolinol jako modulator aktywnosci sekrecyjnej uktadu GnRH/LH u owcy
w okresie laktacji” i indywidualny wklad Autorki w powstanie tej pracy spelniajg wymogi
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (dz. U. Nr 65, poz. 595, z péZniejszymi zmianami)
stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z powyiszym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. J. Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk
w Jablonnie o dopuszczenie mgr Elzbiety Marciniak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na znaczne walory poznawcze pracy, potwierdzone
opublikowaniem wynikéw badafn w uznanych czasopismach naukowych wnioskuj¢ do Rady

Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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