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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Lapot
pt.: ”Wybrane mechanizmy neuronalnej regulacji ekspresji genu GnRH
i genu receptora GnRH w ukladzie podwzgorzowo-przysadkowym owcy”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Badania opisane w przedstaw10nej do oceny rozpraw1e doktorskiej zostaty zrealizowane
w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat (IFiZZ) im. Jana Kielanowskiego Polskiej
Akademii Nauk w Jablonnie w latach 2005-2007, w zespole prof. dr. hab. Franciszka
Przekopa. Wyniki tych badan zostaly opublikowane w latach 2008-2009 w nizej
wyszczegblnionych pracach.
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Pierwotnym promotorem Doktorantki byt prof. dr. hab. Franciszek Przekop, ktéry przedstawit
Radzie Naukowej IFiZZ plan realizacji doktoratu mgr Magdaleny Lapot. Wszczecie Jej
przewodu doktorskiego nastapito 17.06.2008 r., jednak nie doszlo do obrony pracy
doktorskiej w planowanym czasie. Po latach, sprawa zostala na nowo podj¢ta przez
Doktorantkc; i po analizie formalno-prawnej oraz spetnieniu przez Doktorantk¢ okreslonych
wymagan postawionych przez Rade Naukowa IFiZZ w Jablonnie, nastgpita kontynuacja
postepowania umozhw1a]qcego mgr Magdalenie Lapot przystapienie do obrony rozprawy
doktorskiej w oparciu o wczesniej wykonane badania. W m1¢dzycza51e funkcje promotora
pracy doktorskiej, za zgoda prof. dr. hab. Franciszka Przekopa i Rady Naukowej IFiZZ,
przejeta dr hab. Magdalena Ciechanowska. Pragng¢ nadmieni¢, iz moja osoba zostata
wyznaczona na recenzenta we wczesniej wszezgtym przewodzie doktorskim mgr Magdaleny
Lapot i ponownie zatwierdzona przez Rade Naukowa IFiZZ podczas powtornego
rozpatrywana tej sprawy.

Jako recenzent pracy doktorskiej mgr Magdaleny Lapot, otrzymalem opracowanie
rozprawy doktorskiej w formie maszynopisu ze stosownymi oswiadczeniami Autorki i Pani
Promotor dotyczacymi zalgczonej rozprawy oraz kopie wyzej wymienionych publikacji
i o$wiadczenia o indywidualnym wkladzie pracy podpisane przez wspétautorow, odnoszace
sie osobno do kazdej z tych publikacji. Wedlug zataczonych o$wiadczen, wktad Doktorantki



w przeprowadzenie badan i przygotowanie tych publikacji byt wysoki i w pierwszej publikacji
stanowil 60%, a w dwoch pozostatych — po 55%. Obejmowatl on udzial w przeprowadzeniu
doswiadczen, wykonaniu analiz Real-Time PCR, opracowaniu wynikéw i przygotowaniu
manuskryptow.

Opracowanie rozprawy doktorskiej obejmuje 101 stron maszynopisu, 19 rycin
i 2 tabele. Praca zawiera typowe dla rozprawy doktorskiej rozdzialy, tj. Wisiep,
przedstawiajgcy aktualny stan wiedzy w zakresie podjetego tematu badawczego, Zafozenia
i cel pracy, wyszczegdlniajacy hipotezy badawcze i cele naukowe pracy, Materialy i metody
z opisami badanych zwierzat, przeprowadzonych do$wiadczen i procedur badawczych oraz
Wyniki i Dyskusje zawierajaca takze syntetyczne podsumowanie przeprowadzonych badan,
a takze Wnioski sformulowane na podstawie uzyskanych wynikow. Ponadto, opracowanie
zawiera Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Spis tresci, Wykaz stosowanych skrétéw
oraz zestawienie cytowanego pismiennictwa, obejmujace 207 pozycji.

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Oceniana rozprawa doktorska dotyczy oddzialywania klasycznych ukladéw neuronalnych —
dopaminy i kwasu y-aminomastowego (GABA), jak rowniez samego GnRH na ekspresje
gend6w GnRH i jego receptora (GnRHR) u owiec anestralnych lub samic w fazie
pecherzykowej cyklu estralnego. Rola réznych podwzgoérzowych ukladéow neuronalnych
w regulacji aktywnosci systemu GnRH/LH byta rozpatrywana w wielu wczesniejszych
badaniach, m.in. prowadzonych przez zespol Profesora Franciszka Przekopa. Nowym
aspektem tej regulacji, podjetym w rozprawie doktorskiej mgr Magdaleny Lapot, byto m.in.
testowanie wplywu blokowania receptora dopaminy (D2) oraz stymulacji i blokowania
receptora GABA, na poziomie molekularnym na system GnRH/GnRHR, pelnigcy kluczowa
role w regulacji wydzielania hormonéw gonadotropowych przez przysadke.

We Wstepie pracy, po podaniu podstawowych informacji dotyczacych anatomii uktadu
podwzgorze-przysadka, Autorka opisuje lokalizacje systemu GnRH w osrodkowym ukladzie
nerwowym (OUN) i jego funkcjonowanie, uwzgledniajac krotka charakterystyke neuronow
KNDy umiejscowionych w jadrze tukowatym (ARC), wykazujacych koekspresje kisspeptyny
(Kiss 1), neurokininy B (KNB) oraz dynorfiny A (DYNA). W tej czesci pracy, Dokorantka
wyjasnia istote sezonowosci w rozrodzie owiec oraz regulacj¢ uwalniania GnRH/LH
w roznych okresach ich cyklu rozrodczego, dokonujac szczegolowego przegladu
pi$miennictwa na temat wplywu uktadow dopaminy, GnRH i GABA na ten proces. Omawia
takze role neuronéw KNDy w kontroli pulsacyjnego uwalniania GnRH/LH u owiec w r6znych
stanach fizjologicznych. Nalezy podkresli¢, ze opisy zamieszczone we Wstepie pracy stanowig
dobre wprowadzenie do tematyki przeprowadzonych badan. Zostaly one napisane bardzo
zrecznie i przejrzyscie.

W kolejnym rozdziale, po krotkim wprowadzeniu, zaprezentowano przyjete hipotezy
i cele badawcze. Doktorantka wyszta z zatozenia, ze:

1) regulacja sekrecji GnRH/LH u owcy moze zachodzi¢ na poziomie molekularnym,
angazujac rézne mechanizmy neuronalne;

2) podwzgorzowe neurotransmitery 1 neuromodulatory, dopamina 1 GABA,
posredniczace w estrogenowej kontroli uwalniania GnRH/LH, moga uczestniczy¢
w regulacji ekspresji genow GnRH i GnRHR,

3) GnRH moze by¢ istotnym elementem neuronalnego mechanizmu regulujgcego
uwalnianie GnRH/LH z uktadu podwzgdérzowo-przysadkowego.

Przyjete przez Doktorantke cele badawcze obejmowaly:
1) okreslanie wpltywu osrodkowego zablokowania receptoréw dopaminy D2 na ekspresj¢

genow GnRH i GnRHR w ukladzie podwzgérzowo-przysadkowym owcy w okresie
anestralnym,;



2) ocene wplywu osrodkowej aktywacji lub blokowania receptora GABA4 na ekspresj¢
genu GnRH w podwzgoérzu oraz GnRHR w podwzgdrzu i przysadce u owiec w fazie
pecherzykowej cyklu estralnego;

3) analize ekspresji mRNA kodujacego GnRH i GnRHR po infuzji niewielkich dawek
GnRH do III komory m6zgu owiec anestralnych.

Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej zostaly przeprowadzone na samicach owcy
rasy Merynos Polski po uzyskaniu odpowiedniego zezwolenia Lokalnej Komisji Etycznej
(LKE) ds. Doswiadczen na Zwierzetach. W maszynopisie rozprawy przedstawiono krotkie
opisy przeprowadzonych doswiadczen. Do blokowania receptora dopaminy D2 uzyto sulpiryd
w dawce 20 ug/dzien (Doswiadczenie 1), a receptor GABA stymulowano muscimolem, za$
blokowano przy uzyciu bikukuliny, stosujac w obu przypadkach dawke 4 pg/dzien
(Doswiadczenie 3). Egzogenne GnRH podawano w formie pigciu 20 min infuzji do III
komory moézgu, stosowanych co 40 min (w godz. 8.00-13.00) przez 3 kolejne dni w dziennej
dawce 0.4 pg na zwierze. Prace laboratoryjne obejmowaly okreslanie ekspresji mRNA
kodujacego GnRH i GnRHR przy uzyciu techniki reakcji tancuchowej polimerazy z analiza
produktu w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) oraz oznaczanie LH metoda podwdjnych
przeciwcial. Ekspresje okreslonych genow badano poubojowo w obszarze przedwzrokowym
(POA), podwzgdrzu przednim (AH) i brzuszno-przysrodkowym (VMH), szypule/wyniostosci
posrodkowej (SME) oraz przednim ptacie przysadki (AP), a w surowicy krwi obwodowej
oznaczano stezenie LH. Bardzo uzasadnione i przydatne bylo zamieszczenie w tej czesci
pracy zdjecia przekroju strzatkowego mozgu owcey z zaznaczaniem struktur, w ktorych badano
ekspresj¢ rozpatrywanych genéw (Rys. 3.3). Na szczegdlne podkreslenie zashuguje
przeprowadzenie eksperymentéw w warunkach in vivo, ktére w takim przypadku wymagaja
wykonywania trudnych i pracochtonnych zabiegéw chirurgicznych pozwalajacych na
podawanie badanych substancji do III komory mozgu zwierzat doswiadczalnych. Wysoka
warto$¢ wynikow w ten sposob przeprowadzonych badan polega na tym, ze stanowig one
niezbedny punkt odniesienia dla badan z tego zakresu, coraz czesciej wykonywanych
w warunkach in vitro.

W kolejnej czesci pracy, uzyskane wyniki badan przedstawiono na 12 rycinach.
Wyniki te wskazujg na mozliwos¢ oddziatywania dopaminy i GABA m.in. na ekspresj¢
genow GnRH i GnRHR, a takze GnRH — na ekspresje tych genow w wybranych strukturach
uktadu podwzgorzowo-przysadkowego u owiec. W przeprowadzonych badaniach
stwierdzono:

1) obecnos¢ transkryptu GnRH w POA, AH 1 VMH oraz transkryptu GnRHR — w POA,
AH, VMH, SME i AP;
2) po zablokowaniu receptorow D2 u owiec anestralnych:
e obnizenie ekspresji transkryptu GnRH w VMH;
e obnizenie ekspresji transkryptu GnRHR — w VMH 1 SME, a wzrost — w POA,
AH 1 AP;
e wzrost poziomu i czgstotliwosci pulséw LH we krwi obwodowej;

3) po podaniu egzogennego GnRH do IIl komory m6zgu owcom anestralnym:
e wzrost ekspresji transkryptu GnRH tylko w VMH oraz transkryptu GnRHR —
w POA, AH, VMH, SME i AP;

e wzrost poziomu i amplitudy pulsow LH (bez zmian czg¢stotliwosci);

4) po stymulacji receptoréw GABA 4 u owiec w fazie pecherzykowej cyklu estralnego:
e obnizenie ekspresji transkryptu GnRH — w POA, AH i VMH oraz transkryptu
GnRHR —w POA, AH, VMH, SME i AP;

e obnizenie poziomu i czestotliwosci pulsow LH (bez zmian amplitudy);




5) po zablokowaniu receptorow GABA, u owiec w fazie pecherzykowej cyklu

estralnego:
e wzrost ekspresji transkryptu GnRH — w POA, AH i VMH oraz transkryptu

GnRHR — w POA, AH, VMH, SME i AP;
e wzrost poziomu LH (bez zmiany czestotliwosei i amplitudy pulsow).

Badania Doktorantki wskazuja na mozliwo$¢ oddzialywania dopaminy na ekspresje
gendw GnRH i GnRHR w wybranych strukturach uktadu podwzgoérzowo-przysadkowego
u owiec. W nastepstwie zblokowania receptorow dopaminy D2 stwierdzono wzrost poziomu
LH we krwi obwodowej, ale nie odnotowano istotnych zmian w ekspresji genu GnRH w POA
i AH. Interesujgca obserwacja jest takze wykazanie zréznicowanego wplywu blokowania
receptorow dopaminy D2 na ekspresje genu GnRHR w badanych strukturach podwzgorza
owcy. Oczywisty jest wzrost jej w przednim placie przysadki, natomiast wzrost w POA i AH
oraz obnizenie w VMH i SME po podaniu sulpirydu ujawniajg ztozonos¢ oddziatywania
dopaminy na podwzgérzowy system GnRH/GnRHR. Doda¢ nalezy, ze w obszarze VMH
antagonista dopaminy oprocz hamowania ekspresji genu GnRHR, spowodowal takze znaczne
obnizenie transkryptu GnRH. W Dyskusji, Doktorantka wnikliwie analizuje stwierdzone
zaleznos$ci, m.in. zwracajgc uwage na mozliwos¢ bezposredniego lub posredniego dziatania
dopaminy na neurony wykazujace ekspresje GnRH lub/i GnRHR oraz zrdznicowang
wrazliwos$¢ neuronow na dopamine w roznych obszarach podwzgorza.

W badaniach Doktorantki, po podaniu owcom w okresie anestralnym GnRH do III
komory moézgu, wykazano wzrost ekspresji GnRHR we wszystkich badanych obszarach
podwzgorza i przednim placie przysadki, natomiast wzrost transkryptu GnRH odnotowano
tylko w obszarze VMH. Szczeg6lnie wyniki dotyczace ekspresji genu GnRH w warunkach
tego doswiadczenia sa intrygujace, poniewaz w sytuacji wzrostu poziomu LH we krwi
obwodowej mozna bylo spodziewaé si¢ rowniez wzrostu transkryptu GnRH w POA i1 AH,
czyli obszarach bogatych w perikariony GnRH. Jako przyczyne braku takiej reakcji,
Doktoranka m.in. rozpatruje mozliwos¢ wystgpienia wzmozonego wykorzystania transkryptu
GnRH w tych obszarach w procesie translacji (tj. biosyntezy tancucha polipeptydowego
prekursora GnRH). Stusznie Autorka zauwaza, ze do wyjasnienia tej kwestii przydatne byloby
okreslenie poziomu GnRH we krwi podwzgorzowo-przysadkowego krazenia wrotnego.
Nalezy takze dodaé, ze badania Doktorantki nie potwierdzily funkcjonowania mechanizmu
ultrakrotkiego ujemnego sprzezenia zwrotnego w obrebie neuronow GnRH u owiec w okresie
anestralnym, jakkolwiek wspierajg istnienie autoregulacji w obrebie sieci neuronalnej GnRH.

Aktywacja receptorow GABA4 u owiec w fazie pecherzykowej cyklu estralnego przy
uzyciu muscimolu spowodowata obnizenie ekspresji genu GnRH w badanych strukturach
OUN (tj. POA, AH i VMH), natomiast ich zablokowanie bikukuling wykazalo dziatanie
przeciwstawne. W efekcie stymulacji tych receptorow, poziom LH we krwi obwodowej ulegat
obnizeniu ze zmniejszeniem czestotliwosci pulséw, natomiast wskutek blokowania —
podwyzszeniu bez zmian zarowno czestotliwosei, jak i amplitudy pulséw. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki wskazujg, ze GABA dzialajac za posrednictwem receptorow GABA,
wywiera hamujgcy wplyw na procesy molekularne prowadzace do biosyntezy GnRH
i w konsekwencji powoduje zmniejszenie aktywnosci sekrecyjnej uktadu GnRH/LH. Autorka
rozprawy rozwaza mozliwos¢ bezposredniego dziatania GABA na neurony GnRH u owiec,
mimo ze dotychczas nie potwierdzono obecnosci na nich receptorow GABA 4. Obecnos¢ tych
receptorOw wykazano na neuronach GnRH u myszy, za$ u owiec opisano lokalizacj¢ aksonéw
neurondw GABA-ergicznych w bliskim sgsiedztwie neuronéw GnRH. Powotujac si¢ na fakt,
ze receptory GABA wystepuja w wielu ukladach neuronalnych podwzgoérza (m.in.
noradrenaliny, dopaminy i B-endorfiny), Autorka wskazuje mozliwo$¢ dzialania GABA
na neurony GnRH w sposob posredni poprzez inne systemy neuronalne.

Badania Doktorantki potwierdzajg, ze uktad GABA i jego receptora GABA, takze
uczestniczy w regulacji ekspresji genu GnRHR i jego dziatanie w tym przypadku ma efekt



podobny do obserwowanego w odniesieniu genu GnRH, tj. hamowanie — po zastosowaniu
agonisty i stymulacja — po podaniu antagonisty W Dyskusji, Doktorantka m.in. stwierdza, ze
o ile wyjasnienie zmian poziomu mRNA GnRHR w przysadce po podaniu GnRH jest tatwe
(bowiem mogg one bezposrednio przektadac si¢ na jej reaktywnos$¢ na GnRH), o tyle zmiany
w poziomie transkryptu GnRHR w strukturach podwzgorza sg trudne do interpretacji, gdyz
rola podwzgorzowych receptorow gonadoliberyny w regulacji aktywnosci sekrecyjnej uktadu
GnRH/gonadotropiny nie zostala jeszcze ustalona. W zakonczeniu rozprawy doktorskiej,
Doktorantka przedstawia 5 ogdlnie sformutowanych wnioskow (uwage dotyczacg wnioskow
zamieszczam w nastepnej czgsci recenzji).

Reasumujgc, badania przeprowadzone przez mgr Magdalene Lapot w ramach pracy
doktorskiej wykazaly wptyw blokowania receptorow dopaminy D2 i podawania egzogennego
GnRH u owiec anestralnych oraz aktywacji i blokowania receptorow GABAA u owiec
anestralnych na ekspresje genu GnRH w wybranych obszarach podwzgérza (POA, AH VMH
1 SME) i jego receptora (GnRHR) w tych samych obszarach i przednim placie przysadki, jak
réwniez na poziom LH we krwi obwodowej. Mimo, ze badania zostaly przeprowadzone
w latach 2005-2007, ich wyniki zachowaly swojg aktualno$¢ do tej pory. Doktorantka
przedstawita je w formie rozprawy, uwzgledniajac w opracowaniu pismiennictwo, ktore
pojawito si¢ po ukazaniu si¢ trzech prac oryginalnych w latach 2008-2009, dotychczas
cytowanych przez innych autoréw 29 razy. W ocenianej rozprawie, Doktorantka powolala si¢
na 60 dodatkowych pozycji piSmiennictwa, ktére ukazaly si¢ po roku 2009.

UWAGI i PYTANIA

Podczas czytania ocenianej rozprawy doktorskiej nasuneto mi si¢ kilka uwag i pytan, ktore
przedstawiam ponize;j.

1. W maszynopisie rozprawy, w odniesieniu do podawanych roztworéw badanych
substancji w plynie Ringera, prawdopodobnie pomylkowo uzywano okreslenia
»~dawka” zamiast ,.stezenie”. Na szczgscie, takiego bledu nie popelniono w pracach
oryginalnych.

2. W odniesieniu do Doswiadczenia I, nasuwa si¢ pytanie o blizsze informacje na temat
preparatu GnRH podawanego zwierzetom doswiadczalnym; czy byl to naturalny
dekapeptyd, czy analog GnRH? Jesli byt to analog, czy wiadomo jaki ]est jego okres
pottrwania w organizmie?

3. Jakie byly przestanki przyjetych dawek badanych substancji 1 zastosowanego
czasowego schematu ich infuzji do III komory mézgu.

4. W badaniach Autorki, w przeciwienstwie do wczesniejszych doniesien, nie
stwierdzono obecnosci mRNA GnRH w SME. Nasuwa si¢ wigc pytanie: jakie moga
by¢ przyczyny tej roznicy? Bardzo prosze Doktorantke o przeanalizowanie tej sytuacji.

5. Czy — zdaniem Doktorantki — zréznicowana efektywnos¢ dyfuzji/penetracji badanych
substancji z III komory moézgu do struktur, w ktérych okreslano ekspresje genow
GnRH 1 GnRHR mogta w jakims stopniu mie¢ wplyw na uzyskane wyniki?

6. Odnoszac si¢ do wnioskdw, sugeruje Autorce podjecie proby ich przeredagowania aby
unikng¢ niejasnosci (we wniosku 2) lub zbyt duzego wykraczania poza zakres
przeprowadzonych badan (we wniosku 4).

7. Z obowiazku recenzenta pOIllZC_] wskazuje takze drobne btedy redakcyjne zauwazone
w pracy, ktore w zaden sposob nie obnizajg jej poziomu merytorycznego.
e W podpisie Rys. 3.1. niezrecznie brzmi powotlanie si¢ w formie skrotu
myslowego na prace Ciechanowskiej 1 wsp. z roku 2016.

e W jednym miejscu (str. 36/cel 3) pojawila sie¢ obecnie nieuzywana nazwa
»przysadka mézgowa”.



W wyrazeniu ,mRNA kodujacego GnRH i1 GnRHR” nie jest potrzebne

stosowanie kursywy, poniewaz w tym przypadku chodzi o nazwy dekapeptydu

1 jego receptora (na str. 42 i w wielu innych miejscach).

e Skrot minuty ,,min” powinien by¢ pisany bez kropki (str. 44/4 wiersz od dolu
i w innych miejscach).

e Bilad literowy, powinno by¢ ..z uzyciem” (str. 47/2 wiersz od dotu).

e Mysl zawarta w zdaniu ,,Dla tej przyczyny transkrypcja i translacja moga by¢

zarowno dalekie -, jak i bliskie prostej i liniowej zaleznosci.” mogtaby by¢

przystepniej sformutowana (str. 67/13-14 wiersz).

PODSUMOWANIE

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Lapot zawiera wartosciowe dane, ktore opisujg wplyw
podawania antagonisty receptorow dopaminy D2 1 egzogennego GnRH u owiec anestralnych
oraz agonisty i antagonisty receptorow GABAA u owiec w fazie pecherzykowej cyklu
estralnego na ekspresje genu GnRH w wybranych obszarach podwzgoérza (POA, AH VMH
1 SME) i genu GnRHR w tych samych obszarach podwzgorza i przednim placie przysadki
z uwzglednieniem zmian w poziomie LH we krwi obwodowej. Przedstawione w rozprawie
badania przedstawiajg naturalne reakcje zwierzat doswiadczalnych na testowane substancje,
ktére podawano w formie infuzji do III komory mdzgu. Procedury wykonywania takich
doswiadczen charakteryzuje wysoki stopien trudnosci i sg one przeprowadzane w nielicznych
osrodkach badawczych. Na wysoka wartos¢ przedstawionych w rozprawie doktorskiej
wynikow sklada sie wykorzystanie w badaniach wiasnie takiej procedury oraz okreslenie
w tych badaniach wplywu badanych czynnikéw na ekspresje genéw (GnRH i GnRHR),
pelnigcych kluczowa role w regulacji procesow rozrodczych. Wprawdzie badania
przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Magdaleny Lapot byly jakis czas temu wykonane,
ale ich wyniki ciaggle sg aktualne. Przeprowadzenie tych badan wymagato od Doktorantki
duzego zaangazowania w zdobywanie nowej wiedzy i nabywanie umiejetnosci.

WNIOSEK KONCOWY

W zakonczeniu pragng stwierdzié, ze przedstawiona do oceny rozprawa zatytulowana
”Wybrane mechanizmy neuronalnej regulacji ekspresji genu GnRH i genu receptora
GnRH w ukladzie podwzgérzowo-przysadkowym owcy” spelnia wszystkie wymagania —
okreslone w Ustawie nr 595 o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach
1 Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14.03.2003 r. (ktéra obowigzywala w okresie realizacji
badan i wszczecia przewodu doktorskiego w 2008 r.) — stawiane rozprawom doktorskim
1 w zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii
i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk w Jablonnie
z wnioskiem o dopuszczenie mgr Magdaleny tapot do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Olsztyn 26.07.2022 r.

Stanistaw Okrasa
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