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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Haziak
pt.: "Liposacharyd jako bezpoSredni modulator aktywnosci ukladu podwzgorzowo-
przysadkowo-gonadotropowego u owey — badania in vivo oraz in vitro”

FORMALNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje dwie opublikowane prace oryginalne
oraz merytoryczne opracowanie podjetego tematu w formie manuskryptu, ktore zawiera krétki
przeglad aktualnego pis$miennictwa z okresleniem hipotezy badawczej i celu naukowego
podjetych badan, opis przeprowadzonych doswiadczen i metod analitycznych, jak réwniez
oméwienie uzyskanych wynikéw badan wraz z wyplywajacymi z nich wnioskami. Powyzsze
opracowanie lacznie z wykazem piSmiennictwa oraz streszczeniami w jezyku polskim
i angielskim zajmuje 30 stron. Prace oryginalne zostaly opublikowane w czasopismach z Listy
Filadelfijskiej, ktorych sumaryczny wspolczynnik oddzialywania IF aktualnie wynosi 3,184,
a punktacja wg MNiSW — 50. Doktorantka jest pierwszym autorem obu tych publikacji.
Zalagczone o$wiadczenia wspélautoréw potwierdzaja znaczacy wklad Doktorantki w ich
powstanie (oszacowany na 60% w odniesieniu do kazdej z nich), ktéry obejmowatl
wspotudzial w opracowaniu koncepcji, celu i metodyki badan, przeprowadzenie doswiadczen,
wykonanie analiz laboratoryjnych i statystycznych, wspétudzial w analizie i interpretacji
wynikow oraz przygotowaniu prac do druku. Badania przeprowadzone w ramach rozprawy
doktorskiej mgr Karoliny Haziak zostaly wykonane w Instytucie Fizjologii i Zywienia
Zwierzat im. Jana Kielanowskiego PAN w Jablonnie pod kierunkiem dr hab. Doroty
Tomaszewskiej-Zaremby, prof. nadzw. IFiZZ oraz dr. Andrzeja Hermana jako promotora
pomocniczego.

Publikacje oryginalne Doktorantki stanowigce rozprawe doktorska:

1. Haziak K., Herman A.P., Tomaszewska-Zaremba D. The effect of LPS on LH release
and gene expression of LH-B, GnRH-R and TLR4 in the anterior pituitary of follicular
phase ewes — an in vitro study. J Anim. Feed Sci, 2013, 22(2), 97-105.
1F=0,757

2. Haziak K., Herman A.P., Tomaszewska-Zaremba D. Effects of central injection
of anti-LPS antibody and blockade of TLR4 on GnRH/LH secretion during
immunological stress in anestrous ewes. Mediators of Inflammation. Article 1D
867170, 10 pages, 2014. doi:10.1155/2014/867170.
1F=2,417



MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Wiele badan potwierdzito wpltyw stanéw zapalnych na procesy rozrodcze u samic, w tym
takze funkcjonowanie osi regulacyjnej podwzgorze-przysadka-jajnik. Wezesnie prowadzonej
badania w Zespole prof. Doroty Tomaszewskiej-Zaremby takze potwierdzily hamujace
dzialanie stresu immunologicznego na uwalnianie gonadoliberyny (GnRH) i wydzielanie
hormonu luteinizujgcego (LH) u owiec. Wyjasnienie sposobu oddzialywania ukladu
odpornosciowego na procesy rozrodcze ma duze znaczenie, poniewaz reakcje
immunologiczne — wywolane przez réznego rodzaju infekcje — moga przyczyni¢ si¢ do
znacznego obnizenia wskaznikow rozrodczych u czlowieka i zwierzat. Temat rozprawy
doktorskiej mgr Karoliny Haziak jest aktualny i stanowi kontynuacje wczesniejszych badan
Promotoréw pracy — prof. dr hab. Doroty Tomaszewskiej-Zaremby, nadzw. IFiZZ oraz
dr. Andrzeja Hermana.

W zalgczonym opracowaniu, ktére uzupelnia prace oryginalne, dokonano przegladu
piSmiennictwa, dotyczacego podjetego tematu pracy. Doktorantka przedstawia w nim
mozliwe oddzialywania mediatorow ukladu odpornosciowego na funkcjonowanie
podwzgorzowo-przysadkowego systemu GnRH/LH u samic. Opis ten stanowi dobre
wprowadzenie do prezentacji celow badan, realizowanych w ramach ocenianej rozprawy
doktorskiej. Generalnie obejmowaly one: 1/ okreslenie wplywu endotoksyny bakteryjnej
(LPS) na sekrecj¢ LH na poziomie przysadki oraz 2/ zbadanie zmian w wydzielaniu
GnRH/LH u owiec w odpowiedzi na stres immunologiczny (wywolany obwodowym
podaniem LPS) w warunkach uwzgl¢dniajagcych blokowanie mozliwoéci dzialania LPS
na poziomie podwzgérza. Badania realizowano jako dwa niezalezne do$wiadczenia.
W ramach pierwszego doswiadczenia przeprowadzono hodowle fragmentow (eksplantow)
przysadek pochodzacych od owiec w fazie pecherzykowej cyklu rujowego; kontrolnych lub
otrzymujgcych dozylne iniekcje LPS, wywolujace tzw. stres immunologiczny. W warunkach
in vitro badano wplyw LPS w obecnosci GnRH lub GnRH w polaczeniu z LBP (biatkiem
wigzacym LPS) na sekrecj¢ LH przez eksplanty przysadkowe oraz po zakonczeniu hodowli
okreslano w nich ekspresj¢ genéw LHpS, GnRH-R i TLR4. Z kolei, w ramach drugiego
doswiadczenia, przeprowadzonego w warunkach in vivo na owcach w okresie anestrus,
zbadano wplyw — po wezesniejszym podaniu do III komory mézgu przeciwcial anty-LPS lub
przeciwcial wigzacych komponenty TLR4 (anty-LBP i anty-MD-2) — dozylnych iniekcji LPS
(wywolujgeych stres immunologiczny) na: a/ sekrecje LH i kortyzolu oraz b/ ekspresje
okreslonych genéw w wybranych strukturach podwzgérza (POA, AHA, MBH i ME)
i przedniej czgsci przysadki; w podwzgorzu — GnRH, GnRH-R i TLR4, a w przysadce — LHp,
GnRH-R i TLR4. Doswiadczenie 1 (in vitro) przeprowadzono na owcach rasy czarnogléwka
(n = 12), a Doswiadczenie 2 (in vivo) — na owcach rasy polska dlugowelnista (n = 20).
Na podkreslenie zastuguja przemyslane uklady doswiadczalne, ktére pozwolily na testowanie
— na réznych poziomach — reaktywnosci systemu GnRH/LH na endotoksyng w warunkach
eksperymentalnie wywolanego stresu immunologicznego. W badaniach zastosowano zlozong
procedurg implantacji kaniul do Il komory mézgu, umozliwiajacych podawanie czynnikéw
doswiadczalnych bezposrednio do osrodkowego ukladu nerwowego. Na uznanie zashuguje
rowniez szeroki zakres przeprowadzonych analiz, ktére obejmowaly badanie (metoda Real-
Time PCR) ekspresji genéw GnRH, GnRH-R, LHS i TLR4 w strukturach powiazanych
z podwzgorzowo-przysadkowym systemem GnRH/LH, a takze oznaczanie metodg
radioimmunologiczng st¢zenia LH w mediach hodowlanych i krwi obwodowej oraz kortyzolu
we krwi obwodowe;j.



Przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania dostarczyly szereg interesujacych wynikow.
Na szczegolne podkreslenie zastugujg nast¢pujace ustalenia:

» w ramach badan przeprowadzonych w warunkach in vitro (Doswiadczenie 1),
takie jak:

hamowanie stymulowanej przez GnRH sekrecji LH przez eksplanty przysadek
pochodzacych od owiec kontrolnych oraz owiec bedgcych w stresie immunologicznym
zarowno w obecnosci LPS, jak i LPS z LBP w mediach hodowlanych;

obnizenie stymulowanej przez GnRH ekspresji genu GnRH-R oraz genu LHf
w eksplantach przysadek pochodzacych od owiec kontrolnych — jedynie w obecnosci
LPS i LBP w medium hodowlanym, a w eksplantach przysadek od zwierzat bedacych
w stresie immunologicznym — zaréwno w obecnosci samego LPS, jak i LPS z LBP;

wyzsza wrazliwo$é na dzialanie LPS lub LPS z LBP (w zakresie ekspresji genéw
LHB i GnRH-R) eksplantow przysadek owiec w stresie immunologicznym
w poréwnaniu ze zwierzgtami kontrolnymi;

obnizenie ekspresji genu TLR4 w ekplantach przysadek owiec kontrolnych — w
obecno$ci GnRH i LPS lub GnRH z LPS i LBP w medium oraz owiec w stresie
immunologicznym — w obecnosci GnRH i LPS w medium, przy braku wplywu same;j
gonadoliberyny na ekspresj¢ genu tego receptora;

» z kolei w ramach badan przeprowadzonych w warunkach in vive (Do$wiadczenie 2),
takie jak:

wzrost wydzielania kortyzolu pod wplywem stresu immunologicznego wywolanego
dozylnym podaniem LPS, niezaleznie od wczesniejszego podawania do III komory
zwierz¢tom doswiadczalnym przeciwcial anty-LPS lub przeciwcial wigzacych
sktadowe receptora TLR4 (anty-LBP i anty MD-2);

obnizenie sekrecji LH w warunkach stresu immunologicznego, niezaleznie od
wezesniejszego podania do III komory przeciwcial anty-LPS lub przeciwcial
blokujacych receptor TLR4 (anty-LBP i anty MD-2);

obnizenie ekspresji genu LHf w przedniej czesci przysadki owiec w warunkach
stresu immunologicznego, przy czym weczesniejsze podanie do III komory przeciwcial
anty-LPS nie ograniczalo tego efektu a podanie przeciwcial blokujacych receptor
TLR4 calkowicie go znosito;

obnizenie ekspresji genu GnRH w POA w warunkach stresu immunologicznego,
niezaleznie od wcze$niejszego podania do III komory przeciwcial anty-LPS lub
przeciwcial blokujacych receptor TLR4;

obnizenie poziomu mRNA GnRH w ME po zastosowaniu LPS i zniesienie tego
efektu przez wezesniejsze podanie do III komory przeciwcial anty-LPS lub przeciwciat
blokujacych receptor TLR4;

obnizenie ekspresji genu GnRH-R w ME i przedniej czesci przysadki w warunkach
stresu immunologicznego, ktéremu nie przeciwdzialalo wczesniejsze podanie
do III komory przeciwciatl anty-LPS lub przeciwcial blokujacych receptor TLR4;

wystepowanie ekspresji genu TLR4 w badanych strukturach podwzgoérza (POA,
AHA, MBH i ME) oraz przedniej cz¢sci przysadki owiec, ktora nie podlegala istotnym
zmianom pod wplywem obwodowo podanego LPS, jednakze poziom mRNA TLR4
w MBH, ME i przysadce byl modulowany (stymulacja w MBH i ME, a hamowanie



w przysadce) przez przeciwciala anty-LPS i/lub przeciwciala blokujgce receptor
TLR4, podawanie do III komory.

Generalnie, badania przeprowadzone przez mgr Karoling Haziak dokumentujag mozliwosé
oddzialywania endotoksyny (LPS) na rozne elementy systemu GnRH/LH u owiec,
tj. ekspresje genu GnRH, GnRH-R i podjednostki B LH, ktére prowadzi do obniZenia sekrecji
LH. Doktorantka po raz pierwszy zastosowala w swoich badaniach hodowle eksplantéw
przednich przysadek do testowania wplywu LPS na wydzielanie LH u owiec. Wykazaly one
mozliwos$¢ dzialania LPS w przysadce na sekrecje LH, a takze znaczenie statusu
immunologicznego w tym procesie, objawiajace si¢ wigkszg wrazliwoscig (w zakresie
ekspresji genéw LHf i GnRH-R) — na dzialanie LPS lub LPS z LBP — przysadek owiec
bedacych w stresie immunologicznym w poréwnaniu ze zwierz¢tami kontrolnymi. Badania
Doktorantki, przeprowadzone w warunkach in vivo, takze potwierdzily wplyw LPS na
sekrecj¢ LH na poziomie przysadki, poniewaz — zastosowane w nich — dozylne iniekcje LPS
rowniez hamowaly wydzielanie LH po podaniu do III komory mézgu przeciwcial anty-LPS
lub przeciwcial blokujacych receptor TLR4. W tych warunkach, takze skutecznie hamowana
byla przysadkowa ekspresja genu GnRH-R. Z kolei, ekspresja genu LHS podlegata
hamowaniu u owiec w warunkach stresu immunologicznego tylko po dokomorowym
zastosowaniu przeciwcial anty-LPS, natomiast nie zmieniala si¢ istotnie po zablokowaniu
TLR4 (w poréwnaniu z poziomem stwierdzonym u zwierzat kontrolnych). Ta obserwacja
zostala wnikliwie przeanalizowana w drugiej publikacji. Oprécz hamujgcego dzialania LPS
na poziomie przysadki (poprzez TLR4) na wydzielanie LH w warunkach stresu
immunologicznego, dodatkowo przedstawiono sugesti¢ dotyczacg potencjalnego udzialu
cytokin prozapalnych w tym procesie. Sugestia ta jest w pelni uzasadniona, jednakze trzeba
rowniez wzig¢ pod uwage fakt, ze przyczyn rozbieznosci pomi¢dzy zmianami w ekspresji
genu podjednostki B LH i sekrecji tego hormonu moze by¢ wiele i dalsze badania sg
niezb¢dne aby wyjasni¢ ten problem. Na podkreslenie zastuguja wnikliwe dyskusje,
zamieszczone w opublikowanych pracach, poswigcone uzyskanym wynikom. W dyskusjach
tych wykorzystano najnowsze pismiennictwo dotyczace podjetego problemu badawczego.
W podsumowaniu badan opublikowanych w dwdch pracach oryginalnych, Doktorantka
prezentuje 3 wnioski, charakteryzujace si¢ wysokim stopniem uogélnienia. Wnioski te
znajdujg potwierdzenie w prezentowanych wynikach badan. Oczekiwalbym jedynie szerszego
rozwinigcia pierwszego wniosku w zakresie stwierdzonej zaleznosci modulujgcego dzialania
LPS na sekrecj¢ LH od stanu fizjologicznego zwierzgcia, poniewaz ten aspekt w niewielkim
stopniu byt podejmowany zaré6wno w publikacjach jak i w zalagczonym podsumowaniu badan.
Inne uwagi i1 pytania dotyczace rozprawy doktorskiej sa przedstawione w kolejnej czesci
recenzji.

PYTANIA i UWAGI

1. Dlaczego w badaniach, ktore stanowig okreslong calo$é, uzyto owce roznych ras; polska
dlugowelnistg i czarnogtowke?

2. Angielski odpowiednik ,,wyniostosci przysrodkowej” to ,medial eminence”, a nie

~median eminence”, ktory odnosi si¢ do ,,wyniostosci posrodkowej™ (Posumowanie,
str. 12).

3. Dlaczego podano r6ézne czasy trwania inkubacji na Fig. 1 i Fig. 2 w pierwszej publikacji?
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W opublikowanych pracach zastosowano rézny sposob oznakowania istotnych réznic
pomigdzy warto$ciami $rednimi; w pierwszej publikacji duze litery odpowiadaja P<0.01,
a male — P<0.05, natomiast w drugiej publikacji duzym literom przypisano nizszy poziom
istotnosci (P<0.05), a malym — wyzszy (P<0.01). Bardziej przystepne dla czytelnika
byloby zastosowanie jednolitego sposobu oznakowania réznic statystycznych w obu
pracach.

5. W pierwszej publikacji, z Fig. 5 wynika, ze nie bylo istotnej réznicy we ekspresji genu
TLR4 pomiedzy grupami: ,,GnRH control” i ,,GnRH+LPS+LBP” w obr¢bie owiec,
ktorym przyzyciowo podawano LPS. Z kolei, z informacji — podanej w podsumowaniu
przeprowadzonych badan (str. 29; wiersze od gory 5-9) — mozna wnioskowaé, ze istotna
réznica wystgpita pomigdzy wymienionymi grupami. Jak bylo w rzeczywistosci?

6. We Wsitgpie (str. 16) zwrécono uwage na mozliwo$é¢ oddzialywania IL-13 na neurony
GnRH przy wspotudziale endogennych peptydéw opioidowych (EOP). Czy, zdaniem
Pani, istnieje mozliwo$¢ udzialu EOP w oddzialywaniu stresu immunologicznego
na poziomie przysadki w odniesieniu do wydzielania LH? Pytanie to nawigzuje do
Dyskusji zamieszczonej w drugiej publikacji (str. 7, ostatni akapit).

7. Wnhnioski koncowe zamieszczone w drugiej publikacji robig wrazenie nadmiernie
zawezonych, poniewaz odnosza si¢ do ekspresji genu LHf i sekrecji LH tylko po
dokomorowym podaniu przeciwcial blokujacych receptory TLR4, a nie uwzgledniajg
innych, interesujacych wynikéw badan przedstawionych w tej pracy.

8. Sposréd  stosunkowo nielicznych usterek redakcyjnych, ktére zauwazylem

w opublikowanych pracach, pozwole sobie wskaza¢ niejasno sformulowane zdanie

w drugiej publikacji (ostatni akapit na str.1), rozpoczynajace si¢ od "It was shown that...”.

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr Karoliny Haziak zawiera
liczne i wartosciowe wyniki badan, ktére opublikowano w czasopismach o zasiggu
migdzynarodowym, ktérych sumaryczny wspélczynnik oddziatywania IF wynosi 3,184,
a punktacja wg MNiSW — 50. Przedstawione badania dostarczajg nowych informacji
dotyczacych zlozonego mechanizmu oddzialywania stresu immunologicznego na system
GnRH/LH, kontrolujacy procesy rozrodcze. Wskazuja one m.in. na mozliwosé
bezposredniego oddzialywania endotoksyny LPS — na poziomie przysadki — w odniesieniu
do wydzielania LH u owiec. Przeprowadzenie badan przedstawionych w ocenianej rozprawie
doktorskiej wymagalo duzego nakladu pracy i zastosowania zlozonych procedur
doswiadczalnych, a w szczegélnosci umiejetnego podigczenia klasycznych technik
badawczych z nowoczesnymi. Przekonany jestem, ze Doktorantka realizujgc badania
w ramach prezentowanej rozprawy w pelni osiggnela zamierzony cel naukowy i nabyla
umiejetno$¢ prowadzenia badan na wysokim poziomie naukowym. Przedstawione
W niniejszej opinii uwagi/pytania nie obnizajg merytorycznej wartosci rozprawy a jedynie
moga by¢ przydatne w planowaniu dalszych badan.

WNIOSEK KONCOWY

W zakonczeniu pragng stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa zatytulowana
”Liposacharyd jako bezposredni modulator aktywnos$ci ukladu podwzgérzowo-



przysadkowo-gonadotropowego u owcy — badania in vive oraz in vitro” 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 p6zniejszymi zmianami) —
stawiane rozprawom doktorskim i w zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego PAN
w Jablonnie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Karoliny Haziak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Stanistaw Okrasa
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