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Ocena pracy doktorskiej lic. Alana Kani

pt.: ,,The involvement of the hypothalamic mechanism of relaxin-3 orexigenic

action in the rat”.

Odkryta w 1926 r. relaksyna znana jest przede wszystkim ze swojego udziatu
w akcji porodowej. Neuropeptyd relaksyne-3 (RLN3) nalezacg do rodziny peptydow
relaksynowych zidentyfikowano dopiero w 2001 r. Jej gltdbwnym miejscem
wystepowania jest uktad nerwowy, w tym przede wszystkim jgdro niepewne.
Natomiast biorgc pod uwage funkcje relaksyny-3 wiaze sie jg gtownie z reakcjami
poszukiwania pozywienia oraz alkoholu (w tym zwigzanych ze stresem),
pobudzeniem, czy uczeniem sie i pamiecia (wg. Olucha-Bordonau i wsp., CNS
Neurosci Ther. 2018;24:694). Niezwykle krétka historia relaksyny-3 wcigz wymaga
dalszych badan, tym bardziej obecnie w dobie kiedy otyto$¢ staje sie jedng
z gtdbwnych chorob cywilizacyjnych XXI wieku w bogatych spoteczenstwach.

Biorgc powyzsze pod uwage tematyka przedstawionej mi do oceny pracy
doktorskiej lic. Alan Kani, ktory podjat sie szczegotowej, wielowatkowej oceny
mechanizmow dziatania relaksyny-3 w podwzgorzu. jest zarowno aktualna jak
i celowa. Rozprawa doktorska zostata wykonana pod opieka prof. dr hab. Grzegorza
Hessa i dr hab. Anny Btfasiak. Napisana w jezyku angielskim, liczgca 138
ponumerowane strony, praca ma typowy uktad. Rozpoczyna jg polsko- i angielsko-
jezyczne streszczenie, po ktorym nastepujg abstrakt, spis skrotéw, 14-stronnicowy
wstep, cel pracy (2 stron), materiat i metody (23 stron), opis wynikow (38 stron),
dyskusja (11 stron), wnioski oraz az 275 pozycji piSmiennictwa. Logiczny ukfad
pracy, poprawny styl, prawidtowe cytowanie i zestawienie literatury, a takze
przedstawienie i omowienie wynikdbw wskazujg na dobrze opanowana przez
Doktoranta umiejetnosc pracy naukowej. Poréwnujac liczbe stron poswieconej kazdej
czesci prace pragne zwrdci¢ uwage na diugie czesci opisujace wyniki i dyskusje,
potwierdzajgce duza liczbe wynikow zamieszczonych w pracy i umiejetnosé ich
przedyskutowania przez Doktoranta. Nowatorstwo przedstawionej mi do oceny pracy
podkresia ponadto fakt, ze az ok. 50% prawidtowo cytowanych publikacji zostata
opublikowana po 2010 r., a ok. 30% pochodzi z lat 2000-2009. Doktorat zakonczony
jest szczegotowym zestawieniem dorobku naukowego Doktoranta.
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Pierwsza cze$¢ wstepu wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane
z relaksyna, zaczynajgc od przedstawienia rodziny peptydow relaksynowych, ich
receptorow (RXFP), w tym receptora dla relaksyny 3 - RXFP3. Oczywiscie wiecej
miejsca poswiecone jest relaksynie-3, jej rozmieszczeniu w osrodkowym uktadzie
nerwowym oraz udziale w kontrolowaniu przyjmowania pokarmu i stresie. W kolejnej
czes¢ wstepu Doktorant zaznajamia czytelnikow z jadrem przykomorowym
podwzgorza (PVN), podziale na neurony wielkokomoérkowe (MNCs), stanowigce
gtowne zrodto oksytocyny (OXT) i wazopresyny (AVP) oraz drobnokomorkowe
(PNCs), odpowiedzialne za synteze i uwalnianie szeregu hormonéw modulujgcych
synteze i uwalnianie hormonoéw przysadkowych. Mozemy tutaj znalez¢ nie tylko
ogolne informacje dotyczace anatomii i funkcji tych neuronow, ale tez zwigzane
z rozprawg doktorska wiadomosci dotyczgce elektrofizjologii neuronéw MNCs i PNCs
oraz roznic zaleznych od pici. Ostatnia, trzecia czes¢ wstepu poswiecona jest
mechanizmom odpowiedzialnym za kontrolowanie przyjmowania pokarmu, w tym
logicznie osrodkowe] regulacji oraz udziatowi PVN, a takze wptywowi stresu
na przyjmowanie pokarmu i podstawom kompulsywnego objadania sie (binge eating
disorders; BED). Co wazne, kazdy z podrozdziatow trzeciej czesci wstepu konczy sie
krotkim akapitem wskazujgcym na koniecznos¢ wykonania opisanych w ninigjszej
pracy doswiadczen. Tekst wstepu wzbogacony jest o 3 kolorowe ilustracje,
obrazujgce wewnatrzkomorkowy efekt pobudzenia receptorow RXFP3 przez RLX3,
rozmieszczenie neuronow syntetyzujacych RLX3 w modzgu i wzajemne powigzanie
pomiedzy tymi osrodkami, a takze zdjecie przedstawiajgce uktad neurowydzielniczy
MNCs, ktore, jak prawidtowo zaznacza Doktorant, zostato zamieszczone dzieki
pozwoleniu wydawnictwa Elsvier.

Pragne podkreslic, ze wstep bardzo dobrze wprowadza Czytelnika
w zagadnienia stanowigce podstawe czesci badawczej i dyskusji. Niewatpliwie,
nietatwo byto napisa¢ trzywatkowy wstep (relaksyna3 - PVN - regulacja
przyjmowania pokarmu). Jednak odczuwam troche niedosytu jezeli chodzi o opisanie
znaczenia relaksyny-3 w regulacji przyjmowaniu pokarmu. Zabrakto mi tez informacji
o zrodtach i funkcjach unerwienia GABA-ergicznego i glutaminianergicznego,
tworzacego synapsy hamujgce i pobudzajagce na badanych neuronach
relaksynergicznych. Brak tej informacji utrudnia zrozumienie wynikéw i ich

interpretacje.

&)



Wstep rozprawy doktorskiej logicznie prowadzi do celu pracy i go
wystarczajgco uzasadnia. Byto to scharakteryzowanie sygnalizacji RLN3/RXPF3
w PVN w kontroli pobierania pokarmu wraz z opisaniem rozmieszczenia
i wlasciwosci elektrofizjologicznych MNCs w PVN szczura oraz ich zalezno$¢ od ptci.
W celu pracy oprécz wyliczenia powyzszych zagadnien Doktorant wymienia
najwazniejsze metody niezbedne do realizacji celu, a takze szczegdtowe cele
poszczegolnych zagadnien.

Niewatpliwie na szczegolng uwage zastuguje czes¢ metodyczna, opis
wynikow i dyskusja. Ich dokfadno$¢, uzasadnianie poszczegolnych krokow czy
wyjasnianie poszczegolnych szczegotdw $wiadczg o duzej dojrzatosci naukowej
doktoranta i jego bardzo duzym zaangazowaniu w realizacje pracy.

Wstepna czesc¢ rozdziatu Materiaty i Metody zawiera tak wazne stwierdzenia
dotyczace pozwolenia Komisji Etycznej na przeprowadzenie zaplanowanych
doswiadczen, charakterystyke zwierzat doswiadczalnych (doswiadczenia wykonano
na szczurach samcach Wistar i samcach i samicach Sprague Dawley) oraz spis
odczynnikow, czy opis metody okreslajgca pte¢ zwierzat. W doswiadczeniach
zastosowano szereg narzedzi farmakologicznych, w tym innych poza RLX-3
ligandoéw receptorow RXPF3 lub innych receptorow (w tym rodziny RXPF) lub
kanatow jonowych. Potem nastepuje bardzo dokiadny, wzbogacony 8 rycinami
objasniajgcymi szczegoty, czy protokoty poszczegolnych doswiadczen, opis
zasadniczych metod badawczych: (1) techniki patch-clamp w konfiguracji whole-cell;
(2) single-cell reverse-transcription polymerase chain reaction (scRT-PCR; metoda
jednokomorkowe] reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja); (3)
barwienie za pomocg immunofluorescencji i immunohistochemii, (4) wyznaczanie
drog nerwowych oraz (5) behawioralne, badajgce BED. Dwie ostatnie metody
zwigzane byly m.in. z precyzyjna mikroinjeckg zwigzkow do PVN z zastosowaniem
aparatu stereotaktycznego. Z czeéci metodycznej dowiedziatam sie ponadto, ze
badania behawioralne wykonywane byty we witoskim Uniwersytecie w Camerino.
Pragne podkreslic, ze wszystkie wymienione powyzej techniki sg bardzo
nowoczesnymi metodami, pozwalajgcymi na uzyskanie doktadnych odpowiedzi na
postawione pytanie i co wazne, umozliwiajace potwierdzenie koricowych wnioskow

za pomocg réznych metod (np. elektrofizjologia i barwienie). Sa to jednak trudne
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metody i wymagajgce od osoby prowadzgcej doswiadczenia bardzo duzej precyzji
I wiedzy.

Zarowno opis wynikow jak i dyskusja podzielone sg na 2 gtowne rozdziaty: (1)
dziatanie relaksyny-3/RXFP3 w PVN [w tym (a) modulowanie czynnosci elektrycznej
neuronow PVN przez ukfad relaksyna 3/RXFP3; (b) anatomia unerwienia przez
relaksyne-3 obszarow PVN; (c) udziat receptorow RXFP3 w zachowaniu jedzenia
kompulsywnego]; (2) charakterystyka neurondw MNCs w PVN [w tym (a)
rozmieszczenie neuronéw OXT i AVP w PVN oraz (b) elektrofizjologia
domniemanych neuronéw OXT i AVP MNCs w PVN].

Wyniki sa przedstawione az na 34 rycinach i zestawione w 7 tabelach, przy
czym 10 rycin jest pojedynczych, a 9 podwojnych. Pozostate 15 rycin zawiera od 3
do 5 sktadowych. Pragne podkresli¢, ze wszystkie ryciny i tabele sg bardzo doktadnie
opisane. Kazdorazowo wyjasnione sg wszystkie skroty, opracowanie statystyczne
czy najwazniejsze dane metodyczne. Tytut wiekszosci rycin stanowi przy tym ogoiny
wniosek wyciggniety na podstawie przedstawionych na rycinie wynikow, co ufatwia
zrozumienie catosci. Dodatkowo na zakonczeniu na zakonczeniu kazdej z dwdch
czesci wynikow umieszczono bardzo cenne przy tak duzej liczbie przedstawionych
rezultatow podsumowanie.

Dtuga, jaki juz wspomniatam powyzej, ale sprawnie napisana, jak na olbrzymig
liczbe zamieszczonych wynikéw, dyskusja wypunktowuje najwazniejsze wyniki,
przedyskutowuje je w oparciu 0 najnowsza literature i uzasadnia wyciggane wnioski.
Niewatpliwe bardzo cenne, ponownie potwierdzajgce duzg dojrzato$¢ naukowsg
doktoranta sg konczace poszczegodlne fragmenty dyskusji akapity przedstawiajace
ograniczenia (limitations) danych czesci pracy w tym takie jak m.in. konieczno$é
potwierdzenia badan elektrofizjologicznych doswiadczeniami, w ktérych by mierzono
czynnos¢ wydzielniczg neurondw, konieczno$¢ zastosowania w przysztoéci szczurow
zmodyfikowanych genetycznie, czy zwrdcenie uwagi na mozliwy brak specyficznosé
zastosowanych narzedzi farmakologicznych.

Dyskusja zakonczona jest wnioskami nie wymienionymi w punktach jak
w przypadku tradycyjnej pracy doktorskiej, ale w formie opisowej, jakie wystepuja
na zakonczenie publikacji naukowych. Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorant

stwierdza, ze pobudzenie w PVN zlokalizowanych postsynaptycznie receptorow



RXFP3 potgczonych z biatkiem Gain prowadzi do niezaleznego od plci
bezposredniego hamujgcego wptywu na wiekszos¢ domniemanych MNCs, co moze
stanowi¢ potencjalny mechanizm os$rodkowego dziatanie oreksygenicznego RLN3.
Natomiast zalezna od receptorow RXFP3 hiperpolaryzacja w domniemanych MNCs
nastepuje w wyniku pobudzenia pradu potasowego podobnego do pradu M. Przy
czym gestos¢ widkien zawierajgcych RLN3 (wyzsza u samic niz u samcow) jest
nizsza w PVN w pordwnaniu do obszaru przylegajacego do tego jadra. Wspomniane
powyzej roznice piciowe mogg stanowi¢ podtoze anatomiczne w rdéznej podatnosci
ptci meskiej i zenskiej na zaburzenia odzywiania. Wazng obserwacjg jest wykazanie,
ze blokada RXFP3 w PVN zapobiega objawom kompulsywnego objadania sie.
Ciekawg obserwacjg jest przy tym zaobserwowany w warunkach in vitro odwrotny, w
poréwnaniu do agonisty, efekt anatgonisty RXFP3, co wskazuje na ton endogenny
pobudzenia tych receptorow.

Badania elektrofizjologiczne i anatomiczne MNCs w PVN wykazaly wiecej
neuronow OXT- i AVP-pozytywnych u samcow niz samic oraz u obu pici przewage
neuronow AVP. Natomiast badania elektrofizjologiczne wykazaly szereg dotychczas
nieopisanych roznic w elektrofizjologii domniemanych MCNs  zaleznych
i niezaleznych od pfci. Jednoczesnie Doktorant zwraca uwage na potencjalne
znaczenie swoich badan w przysztosci w tym zaleznych od stresu zaburzeniach
jedzenia oraz innych zaburzeniach psychiatrycznych jak autyzm, schizofrenia czy
depresja.

Z czystej ciekawosci mam 2 pytania do Doktoranta:

1. Jakie znaczenie moze mie¢ toniczna aktywnos¢ receptorow RXFP3 i czy moze
sie ona zmienia¢ w patofizjologii jaki$ jednostek chorobowych, jak/ktérych?

2. Jak chroniczne stosowanie agonistow RXFP3 moze wptywac na elektrofizjologie
i funkcje MNCs?

Pragne podkreslic, ze co prawda praca doktorska napisana jest w sposob
tradycyjny, ale =zamieszczone w niej wyniki zostaty juz opublikowane
w 2 wymienionych ponizej publikacjach o bardzo wysokim jak na autora rozprawy

doktorskiej Impact Factor odpowiednio 3,6 i 4,9, a kolejna praca zostata wystana do



druku. Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich trzech publikacji, w tym jednej
z 2017 r. powstate] w wyniku miedzynarodowej wspotpracy, co niewatpliwie $wiadczy
o Jego wiodgcej roli, zaangazowaniu i kompetencji przy powstawaniu tych publikacji,
a wysoka jakos¢ uzyskanych wynikow oraz ich nowatorstwo zostata juz doceniona

przez recenzentow prestizowych czasopism.

~ Kania A, Sambak P, Gugula A, Szlaga A, Soltys Z, Blasiak T, Hess G, Rajfur Z, Blasiak A.
Electrophysiology and distribution of oxytocin and vasopressin neurons in the hypothalamic
paraventricular nucleus: a study in male and female rats. Brain Struct Funct. 2019 Dec 9. doi:
10.1007/s00429-019-01989-4.

> Kania A, Gugula A, Grabowiecka A, de Avila C, Blasiak T, Rajfur Z, Lewandowski MH, Hess G,
Timofeeva E, Gundlach AL, Blasiak A. Inhibition of oxytocin and vasopressin neuron activity in rat
hypothalamic paraventricular nucleus by relaxin-3-RXFP3 signalling. J Physiol. 2017 Jun
1,595:3425-3447.

Ponadto Doktorant jest 1-szym autorem napisanej po polsku pracy
przegladowe|] bezposrednio zwigzanej z tematyka niniejszej pracy doktorskiej:
» Kania A, Lewandowski MH, Btasiak A. Relaxin-3 and relaxin family peptide receptors--from
structure to functions of a newly discovered mammalian brain system. Postepy Hig Med Dosw
(Online). 2014,68:851-64.

Wysokg jakos¢ rozprawy doktorskiej lic. A. Kani potwierdza takze zasadnos¢
wyboru Doktoranta na laureata prestizowego stypendium Diamentowy Grant MNiSW
czy przyznanie Mu grantu NCN Etiuda. Ponadto Doktorant realizowat 4 granty
przyznawane dla doktorantow, a finansowane przez Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi
UJ oraz byt wspotwykonawcg grantu NCN Sonata przyznanego dla opiekuna
niniejszego przewodu doktorskiego panig dr hab. A. Btasik.

Podsumowujgc, catos¢ rozprawy doktorskiej lic. Alana Kani oceniam bardzo
wysoko. Otrzymane wyniki sg nowatorskie, ciekawe, spdjne, bardzo dobrze
przedstawione oraz przedyskutowane i uzyskane w oparciu o zastosowanie
precyzyjnych metod oraz opublikowane lub ztozone do publikacji w prestizowych
czasopismach, przy czy Doktorant jest ich pierwszym autorem.

Rozprawa w petni spetnia warunki okredlone w artykule 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365,
z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182; Poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455).
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Dlatego tez przedktadam Wysokie] Radzie Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o dopuszczenie lic Alana Kani do
dalszych etapow przewodu doktorskiego, a jednoczesnie o wyrdznienie pracy

doktorskiej.

Biatystok, 15 grudnia 2019 r.




