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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Haziak pt.”Lipopolisacharyd
jako  bezposredni modulator aktywno$ci ukladu podwzgérzowo-

przysadkowo-gonadotropowego u owcy — badania in vivo oraz in vitro”

Przedstawiona do oceny rozprawa. doktorska mgr Karoliny Haziak pt.:
“Lipopolisacharyd  jako  bezposredni modulator aktywnosci uktadu
podwzgdrzowo-przysadkowo-gonadotropowego u owcy — badania in vivo oraz in
vitro " zostata opracowana w formie manuskryptu (Jablonna 2014r.), w sklad
ktorego wchodzg kopie publikacji, ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem:

1. Haziak K., Herman A.P., Tomaszewska-Zaremba D., 2013. ,,The effect of
LPS on LH release and gene expression of LH-f, GnRH-R and TLR4 in the
anterior pituitary of follicular phase ewes — an in vitro study,,. Journal of
Animal and Feed Sciences, vol.'22, no. 2,97 — 105. (IF — 0,757)

2. Haziak K., Herman A.P., Tomaszewska-Zaremba D., 2014. ,Effects of
central injection of anti-LPS antibody and blockade of TLR45 on
GnRH/LH secretion During immunological stress in anestrous ewes”
Mediators of Inflammation, vol. 2014, Article ID 867170, 10 pages, 2014.
doi: 10.1155/ 2014/867170. (JF — 3,882), ktérych Doktorantka jest
pierwszym autorem.

W wyzej wymienionych publikacjach indywidualny wktad pracy mgr Karoliny
Haziak jako pierwszego autora dotyczyl wspétudziatu w opracowaniu koncepciji,
celu i metodyki badan, w przeprowadzeniu doswiadczen, wykonaniu analiz
laboratoryjnych i statystycznycﬁ, wspotudzialu w analizie i interpretacji
wynikow, oraz wspoétudziatu w przygotowaniu publikacji do druku. Pozostali

wspotautorzy wyrazili zgode aby wyzej wymienione publikacje zostaly



wykorzystane przez mgr Karoling Haziak do przygotowania ocenianej przeze
mnie rozprawy doktorskiej. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr.
Karoliny Haziak wraz z pisSmiennictwem liczy 45 stron, bez wliczenia kopii
publikacji wchodzacych w skiad manuskryptu i jest starannie zredagowana,
przejrzysta, napisana poprawnym, tadnym jezykiem, 2z prawidlowym
zastosowaniem nazewnictwa naukowego. Pismiennictwo liczace 75 pozycji,
zostato starannie wyselekcjonowane i prawidlowo zacytowane. Poruszana przez
Doktorantke tematyka dotyczaca oddziatywania pomiedzy ukladem
immunologicznym i rozrodczym ze szczegdlnym uwzglednieniem procesow
zachodzacych na poziomie molekularnym w podwzgoérzu i przysadce, wpisuje si¢
w niezwykle wazny nurt badan nad przyczynami coraz powszechniej
wystepujacych zaburzen proceséw rozrodczych. Wiadomo jest, ze jedng z
przyczyn zaburzen procesow rozrodczych zaréwno u ludzi jak i u zwierzat jest
utrzymujacy si¢ w organizmie spowodowany przez infekcje bakteryjne i
wirusowe stan zapalny, ktéory wplywa na aktywnos¢ osi podwzgodrzowo-
przysadkowo-gonadowej (HPG) i na tej drodze moze prowadzi¢ do zaburzen
procesow rozrodczych. We wstepie mgr Karolina Haziak dokonuje przegladu
piSmiennictwa dotyczacego badan nad hamujacym wplywem stresu
immunologicznego na ukfad rozrodczy. W pierwszej kolejnosci mgr Karolina
Haziak powoluje sie na prace, w ktorych wykazano, ze stres immunologiczny
hamuje sekrecje gonadoliberyny (GnRH), oraz hormonu luteinizujacego (LH) -w
tym réwniez na prace wykonane wczesniej w Instytucie Fizjologii i Zywienia
Zwierzat PAN, a nastepnie w sposob rzeczowy przedstawia szczegotowe dane z
piSmiennictwa dotyczace dziatania GnRH - kluczowego neurohormonu w
regulacji uktadu HPG .W kolejnej czesci wstegpu Doktorantka koncentruje si¢ na
pismiennictwie dokumentujqcym mechanizm komoérkowego oddziatywania
endotoksyny bakteryjnej - lipopolisacharydu (LPS), poniewaz LPS jest
powszechnie uzywany w ukfadach doswiadczalnych do wywotania stresu

immunologicznego. LPS dziala na organizm poprzez swoisty receptor - Toll-



podobny receptor 4 (TLR4), ktorego jest egzogennym ligandem. W oparciu o
piSmiennictwo mgr Karolina Haziak w spos6b wyczerpujacy omawia mechanizm
hamujgcego oddzialywania stresu immunologicznego, spowodowanego
podaniem LPS na aktywnos¢ osi HPG. Moze to by¢ dziatanie za posrednictwem
mediatoréw prozapalnych, jak rowniez prostaglandyn, moze to by¢ dzialanie
bezposrednie LPS na komorki docelowe przez receptor TLR4. Wykazanie
obecnosci TLR4 w podwzgorzu moze wskazywaé na mozliwo$¢ hamowania osi
HPG przez endotoksyny na poziomie osrodkowego ukladu nerwowego.
Doktorantka zwraca uwage na to, ze w dostepnym pismiennictwie opisanych jest
wiele  fragmentarycznych, czesto  kontrowersyjnych  mechanizmow
posredniczacych w hamujacym dzié{aniu LPS na procesy rozrodcze, dlatego tez
podejmuje probe kompleksowego rozwiazania tego trudnego zagadnienia.
Celem pracy doktorskiej byto zweryfikowanie hipotezy badawczej zaktadajacej,
ze LPS podany obwodowo dziata bezposrednio poprzez receptor TLR4 na
poziomie podwzgorza i przysadki hamujgc aktywnos$¢ osi HPG u dorostych
maciorek owcy.

Zgodnie z zaplanowanymi zadaniami badawczymi wyznaczony cel byl
realizowany dwuetapowo w przeprowadzonych doswiadczeniach in vitro i in
Vivo.

W rozdziale dotyczacym materiatéw i.metod mgr Karolina Haziak szczegotowo
charakteryzuje zwierzeta do$wiadczalne oraz zastosowane metodyki in vitro 1 in
vivo, ktore szczegdétowo rowniez byly opisane w publikacjach Doktorantki.
Nalezy podkresli¢, ze do doswiadczen in vitro uzywano fragmentow przysadki
(eksplantow), co zapewniatlo zachowanie calych wyizolowanych struktur
tkankowych do badan. Wyboér metod oraz konstrukcja uktadéw doswiadczalnych
swiadczg o znajomosci przez mgr Karoling Haziak zagadnien zwiazanych z
fizjologia uktadu rozrodczego owcy, a takze o duzej pomystowosci i cierpliwosci

w wykonywaniu dtugotrwatych i precyzyjnych doswiadczen.



Celem przeprowadzenia doswiadczen in vitro byto okreslenie wptywu LPS na
sekreci¢ LH na poziomie przysadki mozgowej. Zbadano wpltyw LPS na
uwalnianie LH z eksplantéw przedniego plata przysadki moézgowej, oraz na
ekspresje genéw: LHB, GnRH-R i TLR4 w eksplantach pobranych od owiec
wezesnie] wprowadzonych w stres immunologiczny (podanie dozylne LPS). oraz
owiec kontrolnych (podanie dozylne soli fizjologicznej).

Celem przeprowadzenie doswiadczen in vivo bylo zbadanie zmian sekrecji
GnRH/LH u owiec po centralnym podaniu ( infuzja do III komory mézgowej )
przeciwcial anti-LPS lub po zablokowaniu receptora TLR4 podczas stresu
immunologicznego wywotanego obwodowym podaniem LPS . Okreslono wptyw
LPS podanego iv przeciwciata anti-LPS oraz przeciwcial wigzacych komponenty
receptora  TLR4 (anti-LMP i anti-MD-p22) podanych dokomorowo na:
uwalnianie LH i kortyzolu do krwi obwodowej, ekspresje genow LHB, GnRH-R
i TLR4 w przedniej czgsci przysadki mézgowej, ekspresje genéw GnRH, GnRH-
R i TLR4 w wybranych strukturach podwzgorza (POA, AHA, MBH, ME).
Wyniki doswiadczen zostaly przedstawione w publikacjach bedgcych czescig
manuskryptu rozprawy doktorskiej. "

W podsumowaniu badan in vitro mgr Karolina Haziak wykazata, ze otrzymane
wyniki wskazuja, ze endotoksyna bakteryjna jest bezposrednim modulatorem
sekrecji LH z przysadki, zarowno wplywajac na jego uwalnianie jak i na
transkrypcje jego genu. Bezpoérednie dzialanie endotoksyny bakteryjnej na
przysadke moze by¢ jednym z mechanizméw, poprzez ktore stres
immunologiczny oddziatuje na procesy rozrodu. W podsumowaniu badan in vivo
Mgr Karolina Haziak wykazata, ze zablokowanie receptora TLR4 w podwzgorzu
przywrocito do poziomu kontrolnego, obnizong obwodowym podaniem LPS,
ekspresje genu LH-B w przysadce, ale nie byto wystarczajace do odblokowania
uwalniania LH, co moze sugerowa¢, ze stan zapalny hamuje uwalnianie tego

hormonu na poziomie przysadki.



We wnioskach mgr Karolina Haziak stwierdzila, ze na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna wnioskowac, ze: 1. LPS moduluje sekrecje LH z przysadki, ale
jego wplyw moze zaleze¢ od stanu fizjologicznego/statusu immunologicznego
zwierzecia. 2. Receptor TLR4 czesciowo uczestniczy w mechanizmie hamowania
sekrecji GnRH/LH w czasie stresu immunologicznego na poziomie OUN. Ligand
receptora TLR4 - LPS jest zaangazowany w hamowanie aktywnosci uktadu
podwzgorzowo-przysadkowo-gonadotropowego u owcy.

Whioski ktére przedstawita Doktorantka na zakonczenie pracy odpowiadaja
zalozeniom pracy i stanowig odpowiedZ na pytania zawarte w celu pracy. Sg
niezmiernie wartosciowe z punktu widzenia naukowego i dotycza réwniez
medycyny ludzkiej i weterynaryjne;j.

Praca jest oryginalnym osiagnigciem Doktorantki pracujgcej pod kierunkiem dr
hab. Doroty Tomaszewskiej —Zaremby przy wspotudziale dr Andrzeja Hermana.
Stwierdzam, ze rozprawa mgr Karoliny Haziak spelnia wszystkie kryteria i
warunki stawiane przed rozprawami na stopien doktora nauk rolniczych.

Nalezy podkresli¢, ze wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie
uzyskaly juz wezesniej niezaleznie od aktualne przedstawionej przeze mnie opinii
- bardzo dobra ocen¢ recenzentéow pism, na lamach ktérych zostaly
opublikowane.

Zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana
Kielanowskiego PAN o dopuszczenie mgr Karoliny Haziak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na oryginalny charakter juz opublikowanych uzyskanych wynikow
badan zwracam si¢ do Wysokiej Rady z wnioskiem o przyjecie rozprawy

doktorskiej mgr Karoliny Haziak z wyrdznieniem.

Elzbieta Wasilewska-Dziubinska
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