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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Kotarby
pt.: ?Osrodkowy wplyw kompleksu Cu-gonadoliberyna na aktywno$¢ transkrykeyjna
wybranych gendéw sieci gonadotropowej w przednim placie przysadki samicy szczura ”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do oceny praca zostala wykonana w Zaktadzie Neuroendokrynologii Instytutu
Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk
w Jabtonnie, pod kierunkiem dr hab. Aliny Gajewskiej. Opracowanie to obejmuje 103 strony
maszynopisu, 45 rycin i 5 tabel. Praca zawiera typowe dla rozprawy doktorskiej rozdziaty,
opracowane z zachowaniem wlasciwych wzajemnych proporcji. Prace rozpoczyna wstep,
przedstawiajacy aktualny stan wiedzy w zakresie podjg¢tego tematu badawczego, po ktoérym
przedstawiono hipotez¢ badawcza i cel naukowy pracy. W kolejnych rozdziatach opisano
stosowane materialy 1 metody badawcze oraz uzyskane wyniki, a nastgpnie przedstawiono
dyskusje dotyczaca uzyskanych wynikow, podsumowanie i wnioski oraz wykaz cytowanego
piSmiennictwa, obejmujacy 193 pozycje. Praca zawiera takze spis tresci, tabel i rysunkéw oraz
streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim.

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIE]J

Oceniana rozprawa doktorska w znacznej mierze dotyczy molekularnych aspektéow
oddzialywania kompleksu Cu-gonadoliberyna (Cu-GnRH) na komoérki gonadotropowe
u samic szczura. Wczesniejsze badania m.in. wykazaly, ze kompleks ten — w poréwnaniu
do naturalnego GnRH — charakteryzuje wyzsze powinowactwo do receptora GnRH i mniejsza
podatno$¢ na dzialanie podwzgérzowych i przysadkowych enzyméw proteolitycznych,
a w komorkach przedniego plata przysadki aktywuje on szlak cAMP/PKA i skuteczniej
stymuluje uwalnianie LH i FSH w warunkach in vivo i in vitro. Kompleks Cu-GnRH jest
uzyskiwany w drodze laboratoryjnej syntezy chemicznej, a mozliwo$¢ jego wytwarzana
w warunkach in vivo nie zostala do tej pory rozstrzygnieta. Badania podjete w ocenianej pracy
doktorskiej stanowig w pelni uzasadniong probe glebszego poznania mechanizmu dziatania
powyzszego kompleksu na komorki przedniego ptata przysadki m.in. z uwzglednieniem
mozliwosci jego oddzialywania na aktywno$¢ transkrypcyjng wybranych genéw sieci
gonadotropowe;.

We Wstepie pracy, ktory jest napisany bardzo zwiezle, Autor szczegdtowo opisuje
sposOb dziatania gonadoliberyny (GnRH) i polipeptydu aktywujacego przysadkowsa cyklaze
adenylanowa (PACAP; pituitary adenylate cyclase activating polypeptide) na komorki
gonadotropowe, zwracajac szczegdlng uwage na geny ,,podpisu gonadotropowego” (tj. Cga,
Lhb, Fshb i Gnrhr) oraz inne geny (takie jak: Egrl, Dusp4, Nr5al i Adcyaplrl), ktérych
produkty ekspresji (odpowiednio: biatko transkrypcyjne EGR-1, fosfataza -2 MAPK, czynnik
transkrypcyjny SF-1 i receptor PACI) uczestnicza w regulacji wydzielania hormondow
gonadotropowych, a takze na wewnatrzkomérkowe szlaki przekazywania informacji,
ulegajace aktywacji pod wptywem GnRH i PACAP-u w gonadotropach (odpowiednio:
PLCB/IP3/PKC/MAPK i cAMP/PKA). We Wstgpie, przedstawiono roéwniez, w ujeciu
historycznym, badania dotyczace wplywu miedzi na funkcje rozrodcze ssakow, glownie za$



odnoszace si¢ do roli kompleksu jonu miedzi z histydyng w regulacji uwalniania GnRH oraz
wskazujgce na udzial tego pierwiastka w dojrzewaniu 92-aminokasowego prekursora
gonadoliberyny. Przedstawiono takze wyniki wcze$niejszych badan, w ktorych wykorzystano
kompleks Cu-GnRH (wytworzony przez zespdl prof. Henryka Koztowskiego z Uniwersytetu
Wroctawskiego) 1 m.in. stwierdzono zwigkszong jego gonadotropowg aktywno$¢. Kompleks
ten, podobnie jak PACAP, wykazywat stymulujacy wptyw na szlak cAMP/PKA, jednakze
konsekwencje tego oddziatywania na ekspresje gendéw sieci gonadotropowej nie byly
wcezesniej badane. W zwigzku z tym, w pracy doktorskiej podjeto badania, ktore miaty na celu
uzupetnienie tej luki. Doktorant przyjat hipoteze badawcza, ktora zaktadata wptyw kompleksu
Cu-GnRH na ekspresje genow sieci gonadotropowej za posrednictwem szlaku cAMP/PKA
(aktywowanego rowniez przez PACAP). Weryfikacja powyzszej hipotezy obejmowata
doswiadczenia, przeprowadzone na samicach szczura, ktore zmierzaty do wyjasnienia:

e zdolnoSci Cu-GnRH i PACAP-u do aktywacji szlaku cAMP/PKA w przednim ptacie
przysadki w warunkach ex vivo;

e wplywu Cu-GnRH - podawanego do III komory mézgu przez 5 godz.
z czgstotliwo$cia jednego i dwéch pulséw/godz. — na ekspresje w przednim placie
przysadki mRNA dwunastu genéw: Egrl, NrSal, Ctnnbl, Lhb, Fshb, Gnrhr,
Adcyaplrl, Prkaca, Prkgl, Nosl, Fst i Nrdal;

e wpltywu PACAP-u — podawanego do III komory mézgu w postaci jednorazowej infuzji
oraz 5-godzinnej infuzji z czgstotliwoscig jednego pulsu/godz. — na ekspresj¢ mRNA
w/w gendw w przednim placie przysadki;

e wplywu dokomorowych infuzji Cu-GnRH na ekspresjg mRNA w/w genow
w przednim placie przysadki po zablokowaniu receptoréw GnRH;

e wplywu dokomorowych infuzji Cu-GnRH na ekspresj¢ mRNA w/w genow
w przednim placie przysadki po zablokowaniu receptorow PACAP-u (PAC1);

e wplywu kompleksu Cu-GnRH (podawanego osobno i po zablokowaniu w/w
receptoréw) oraz PACAP-u na wydzielanie LH i FSH.

Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze Wstgp stanowi bardzo dobre wprowadzenie do problemu
badawczego podjetego w pracy doktorskiej i w pelni uzasadnia przyjeta hipotezg naukows.
Na podkreslenie zastuguje szeroki zakres podjetych badan, ktére uwzgledniaja dosSwiadczenia
prowadzone w warunkach in vivo i ex vivo, stymulacje i blokowanie okre$lonych receptorow,
jak roéwniez analiz¢ ekspresji wybranych genéw sieci gonadotropowej w przednim placie
przysadki oraz oznaczanie st¢zenia gonadotropin we krwi obwodowe;.

W kolejnym rozdziale Materialy i metody podano informacje o zwierzgtach
doswiadczalnych 1 postgpowaniu z nimi, procedurach do$wiadczalnych, stosowanych
metodach analitycznych oraz sposobie statystycznego opracowania wynikéw. W badaniach
uzyto 107 dojrzatych piciowo samic szczura Wistar (w wieku 3-4 miesi¢cy). Przeprowadzono
trzy niezalezne doSwiadczenia, w tym jedno na modelu ex vivo — polegajace na inkubacji
przednich platow przysadek izolowanych od samic w fazie diestrus oraz dwa na modelu in
vivo — z podawaniem owariektomizowanym samicom substancji do§wiadczalnych w formie
infuzji do trzeciej komory mézgu. W badaniach starano sie — w miare mozliwo$ci —
uwzgledni¢ pulsacyjny charakter uwalniania GnRH w warunkach fizjologicznych, stosujgc
dokomorowe infuzje kompleksu Cu-GnRH o r6znej czestotliwoséci pulsow. Jakkolwiek zakres
czgstotliwosci zastosowanych pulséw mdgt by¢ niewystarczajacy aby ujawni¢ petne spektrum
dzialania Cu-GnRH, jak rowniez PACAP-u, czego Doktorant jest $wiadomy i daje temu
wyraz w podsumowaniu pracy. Na podkreslenie zastuguja odpowiednio dobrane metody
analityczne, ktére wykorzystano w badaniach, takie jak: a/ qRT-PCR — do analizy ekspres;ji
wybranych genéw, b/ ELISA — do badania aktywnosci kinazy biatkowej A w przednich
platach przysadek zwierzat doswiadczalnych oraz ¢/ RIA — do oznaczenia stezenia
gonadotropin (LH i FSH) w osoczu. W badaniach uwzgledniono analize¢ ekspresji 12 genéw
nalezgcych do sieci gonadotropowej, kodujacych: biatko Egrl (Egrl; ang. early-growth



response), czynnik transkrypcyjny SF-1 (Nr5al; ang. nuclear receptor subfamily 5, group A,
member 1), - katening (Ctnnb; ang. catenin beta 1), podjednostke p hormonu luteinizujgcego
(Lhb, ang. luteinizing hormone beta polypeptide), podjednostke p hormonu stymulujacego
rozw0j pecherzykdw jajnikowych (Fshb; ang. follicle stimulating hormone beta polypeptide),
receptor hormonu uwalniajacego gonadotropiny (Gnrhr; ang. gonadotropin releasing
hormone receptor), receptor PAC1 (Adcyaplrl; ang. adenylate cyclase activating polypeptide
I receptor type 1), kinazg biatkowa zalezna od cAMP (Prkaca), kinaze biatkowa zalezng od
cGMP (Prkgl), syntazg tlenku azotu (NosI), folistatyne (Fst) i receptor jadrowy 4al (Nr4al)
znany réwniez jako czynnik wzrostu nerwéw IB (NGFI-B) lub Nur77. Stosowane metody
analityczne uwiarygodniono uwzgledniajac odpowiednie proby kontrolne, jak réwniez
w odniesieniu do RT-PCR - poprzez wyznaczenie krzywych topnienia uzyskanych produktéw
amplifikacji, ich rozdziat elektroforetyczny i sekwencjonowanie, a w odniesieniu do analiz
radioimmunologicznych — okre$lenie poziomu zmienno$ci wewnatrzseryjnej i migdzyseryjnej
dla oznaczanych hormonéw. Dodaé nalezy, ze stosowane metody analityczne opisano
poprawnie i przystepnie.

W kolejnej czedci pracy, uzyskane wyniki badan zostaly przedstawione na 42 rycinach.
Wyniki te wskazuja na zréznicowane reakcje badanych parametréw, powigzanych
z aktywno$cig gonadotropowa przysadek samic szczura, w odniesieniu do badanych
czynnikoéw do$wiadczalnych. W przeprowadzonych badaniach m.in. stwierdzono:

e stymulujgcy wplyw Cu-GnRH i PACAP-u 1-38 na aktywno$¢ PKA w przednim placie
przysadki samicy szczura po 1-godzinnej inkubacji (nie obserwowano wplywu
po 3-godzinnej inkubacji);

e zroznicowang skuteczno$¢ oddziatywania pulsacyjnych infuzji Cu-GnRH i PACAP-u
1-38 na ekspresj¢ badanych gendw w przednim placie przysadki samicy szczura;

e oraz zmiany w wydzielaniu gonadotropin pod wplywem pulsacyjnych infuzji
Cu-GnRH i PACAP-u 1-38.

Sposréd badanych gendw, najbardziej podatnymi na dziatanie Cu-GnRH okazaly si¢ geny
kodujagce biatko Egrl (Egrl), czynnik transkrypcyjny SF-1 (Nr5al), syntaze tlenku azotu
(NosI) oraz kinaze biatkowa zalezng od cAMP (Prkaca), reagujace wzrostem ekspresji, przy
czym odpowiedz na mniejsza czgstotliwo$¢ pulséw Cu-GnRH (1 puls/h/5 h) odnotowano
tylko w przypadku genu Egrl. Ekspresja wymienionych powyzej gendw, z wyjatkiem genu
kodujacego kinaze biatkowa zalezng od cAMP byla takze stymulowana przez PACAP 1-38
w zalezno$ci od zastosowanej czgstotliwosci pulsow (1 puls/h/5 h lub 1 puls/5 h). Z kolei,
ekspresja genu receptora jadrowego 4al (Nr4al) zwigkszala si¢ pod wplywem PACAP-u,
ale nie zmieniala si¢ po podaniu Cu-GnRH. Zaréwno Cu-GnRH jak i PACAP 1-38
nie spowodowaly istotnych zmian w ekspresji gendéw: Lhb, Fshb, Gnrhr i Adcyaplrl
(gen receptora PAC1) w poréwnaniu z warto$ciami stwierdzonymi u zwierzat kontrolnych,
przy czym ekspresja tych genow byta istotnie wyzsza po zastosowaniu wyzszej czestotliwosci
pulsow Cu-GnRH (2 pulséw/h) w poréwnaniu z nizsza ich czestotliwo$cig (1 pulsu/h).
Z kolei, w ogdle nie stwierdzono wptywu Cu-GnRH i PACAP-u na ekspresje genow
kodujgcych folistatyne (Fst), kinaz¢ biatkowa zalezng od cGMP (Prkgl) oraz - katening
(CtnnbI). Co cickawe, mimo braku zmian w ekspresji genow kodujacych podjednostki B obu
gonadotropin po zastosowaniu Cu-GnRH i PACAP-u, odnotowano wzrost stezenia LH i FSH
we krwi obwodowej pod wplywem tych substancji. Ta roznica wskazuje mozliwosé
znaczacego oddzialywania Cu-GnRH i PACAP-u na innych (niz transkrypcja) etapach
regulaql wytwarzania/wydzielania gonadotropin. Na podkreslenie zastuguje wnikliwa analiza
i interpretacja uzyskanych wynikéw przedstawiona w Dyskusji oraz ich podsumowame
w formie wykazu najwazniejszych zalezno$ci stwierdzonych podczas badan. Gldwna czeséé
pracy konczg trzy ogdlne wnioski majace potwierdzenie w prezentowanych wynikach badan.



Reasumujac, badania przeprowadzone przez mgr. Grzegorza Kotarb¢ w ramach pracy
doktorskiej, wykazaty zblizony zakres oddziatywania Cu-GnRH i PACAP-u na przedni ptat
przysadki samic szczura, obejmujacy stymulacje aktywnosci PKA i aktywnosci
transkrypcyjnej niektérych gendéw nalezacych do sieci gonadotropowej oraz wzrost sekrecji
LH i FSH. Efekt dzialania testowanych peptydow na aktywnoéé transkrypcyjng tych genéw
byt wuzalezniony od zastosowanego wzorca pulsacyjnego ich podawania. Ponadto,
oddziatywanie Cu-GnRH na ekspresj¢ badanych genéw w przysadce samic szczura podlegato
modyfikacji pod wptywem blokowania receptoréw GnRH oraz PACAP-u (PAC1) przy
pomocy odpowiednich antagonistéw (antide i PACAP-u 6-38).

UWAGI i PYTANIA

Podczas czytania ocenianej rozprawy doktorskiej nasuneto mi sie kilka uwag i pytan, ktore
przedstawiam ponizej i prosz¢ Doktoranta o odniesienie si¢ do nich.

1. W opisie Doswiadczenia II (str. 16) dotyczacym Grupy VI niejasno wyrazono
informacje na temat stgZenia podawanej substancji (PACAP-u).

2. Czym rozni si¢ grupa Il w Doswiadczeniu II od grupy Il w Doswiadczeniu III? Opisy
tych grup sa bardzo podobne.

3. W podpisach rycin ilustrujacych wptyw PACAP-u na ekspresje badanych genéw (Ryc.
8,12, 13,16, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 39, 42 i 43) powinna by¢ takze uwzgledniona
infuzja tej substancji z zastosowaniem 1 pulsu/5 h.

4. Czy rzeczywiScie PACAP zastosowany w formie 1 pulsu/5 h nie wplynal istotnie na
ekspresje Egrl mRNA w przednim placie przysadki (Ryc. 8) i stezenie LH we krwi
obwodowej samic szczura (Ryc. 42) w poréwnaniu do wartoéci kontrolnych (po
zastosowaniu fizjologicznego roztworu NaCl)?

5. Czytajgc zdanie zamieszczone w Dyskusji (str. 61, wiersze 7-8 od géry), mozna
odnie$¢ wrazenie, ze kompleks Cu-GnRH istotnie stymulowat ekspresje genu Fshb, co
nie byloby zgodne z Ryc. 18 i jej opisem (str. 39), w ktérym stwierdzono ,,...jednak
wzrost ten, o 11%, nie osiggnat putapu istotno$ci statystycznej”. Kwestionowane
zdanie zamieszczone w Dyskusji brzmi: ,,Natomiast w stosunku do grupy kontrolnej,
stymulacyjne oddziatywanie we wzorze dwoch pulséw/godz. dotyczyto ekspresji genu
Fshb (doswiadczenie III).

6. Dokomorowe podawanie testowanych substancji w Doswiadczeniu I1I i III, oprécz
bezposredniego wpltywu na komorki przedniego plata przysadki (po dotarciu do
niego), teoretycznie umozliwia tym substancjom takze posredni wplyw poprzez
dziatanie na podwzgorze i modulowanie neurosekrecyjnej aktywnosci tej struktury.
Zatem, jaki zwigzek — zdaniem Doktoranta — moze mie¢ ewentualne dziatanie
badanych substancji na poziomie podwzgérza z wynikami uzyskanymi
w Doswiadczeniu I i III?

7. Z obowigzku recenzenta wskazuj¢ takze drobne bledy redakcyjne zauwazone w pracy,
ktére w zaden sposob nie obnizajg jej poziomu merytorycznego, takie jak:

e str. 8 (5. wiersz od dotu) — nazwa enzymu PAL zawiera blad literowy (powinno
by¢ ,liazy peptydyloglicyno a-hydroksyglicyno e-amidujacej”);

e str. 9 (14. wiersz od dotu) — powinno by¢ ,,w fazie przedowulacyjne;j”;

e str. 11 (15. wiersz od géry i nizej ) — wystarczy napisaé ,,wptyw ...na ekspresje
mRNA...”, poniewaz ,zmiany” moga wystapi¢ (lub nie) dopiero jako
nastepstwo dzialania testowanego czynnika;

o str. 13 (2. wiersz od géry i w wielu innych miejscach) — skrét dla minuty pisany
jest bez kropki (tj. ,,min”);

e str. 14 (4. wiersz od dotu) — powinno by¢ ,,...na...”;

e str. 15 (14. wiersz od gory) — powinno byc¢ ,,...przedinkubacyjne; ... ”;



str. 23 (10. wiersz od dotu) — powinno by¢ ,,...denaturowano w zakresie”;

str. 63 (4. wiersz od gory) — powinno by¢ ,,..badania in vitro
z  wykorzystaniem...” lub »..badania in  vitro prowadzone
z wykorzystaniem...”;

e str. 67 (5. wiersz od gory) — powinno by¢ ,,...indukcja syntezy cAMP
obserwowana po...”;

e str. 68 (wiersze 11-13 od dotu) — w zdaniu brakuje ,,jakiego$” wyrazu;
e str. 70 (6. wiersz od dotu) — powinno by¢ ,,...i w konsekwencji...”.

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr. Grzegorza Kotarby zawiera
nowe i wartoSciowe dane, ktére opisuja — w ujeciu poréwnawezym wzgledem polipeptydu
aktywujgcego przysadkows cyklazg adenylanowa (PACAP) — wpltyw kompleksu Cu-GnRH na
funkcje gonadotropowe przedniego ptata przysadki samicy szczura z uwzglednieniem
poziomu molekularnego, tj. zmian aktywno$ci kinazy biatkowej A oraz aktywnosci
transkrypcyjnej wybranych gendéw. Zastosowane rozwigzania metodyczne w  realizacji
podjetego tematu badawczego nalezy uznaé za bardzo pomyslowe i interesujgce.
Przeprowadzenie tych badan wymagato opanowania ztozonych procedur do$wiadczalnych
i duzego nakfadu pracy. Jestem przekonany, ze Doktorant w pelni osiggnat zamierzony cel
naukowy i1 wykazal si¢ umieje¢tnosciag prowadzenia badan na wysokim poziomie naukowym.
Zauwazone przeze mnie w pracy niescistosci i usterki, glownie o charakterze redakcyjnym,
nie obnizajg jej wysokiej warto$ci merytoryczne;j.

WNIOSEK KONCOWY

W zakoficzeniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa zatytulowana
”Osrodkowy wplyw kompleksu Cu-gonadoliberyna na aktywnosé transkrykcyjng wybranych
genow sieci gonadotropowej w przednim placie przysadki samicy szczura” 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 pdzniejszymi zmianami) —
stawiane rozprawom doktorskim i 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. Grzegorza Kotarby
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, bioragc pod uwage zlozono$é
procedur doswiadczalnych i ich pracochtonnoé¢ oraz efekt naukowy przeprowadzonych
badan, sugeruje rozwazenie mozliwosci wyrdznienia ocenianej pracy.

Olsztyn 20.10.2016 r.

Stanistaw Okrasa
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