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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Michaluk
pt. ,,Stabilno$¢ i aktywno$é fizjologiczna czasteczki gonadoliberyny po jej

skompleksowaniu z jonem miedzi”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Anny Michaluk zostata
wykonana w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego
Polskiej Akademii Nauk, pod kierunkiem naukowym Pani dr hab. Aliny Gajewskie;.
Rozprawa dotyczy bardzo waznego i aktualnego zagadnienia modyfikacii
neurohormonu  podwzgérzowego gonadoliberyny (GnRH). Analogi GnRH
o przedtuzonym dziataniu sg stosowane w terapii pacjentéw chorych na nowotwory
hormono-zalezne: jajnika, trzonu macicy, sutka, prostaty oraz tagodnych guzach
macicy. Badany przez Doktorantke kompleks Cu-GnRH jest przyktadem analogu
GnRH, w ktérym nie zostata zmieniona sekwencja aminokwaséw w czgsteczce, tak
jak czesto ma to miejsce w preparatach komercyjnych. W badanym preparacie zostat
tylko przytaczony jon miedzi do aminokwasu histydyny. ,
Kompleks Cu-GnRH zostat zsyntetyzowany kilkanascie lat temu, nastepnie badano
jego wptyw na indukcje owulacji, sekrecje gonadotropin — LH i FSH oraz interakcje
z receptorem. Duzo informacji o czasteczce Cu-GnRH dostarczyty prace Pana prof.
dr hab. Kazimierza Kochmana i zespotdbw z Nim wspoipracujgcych. Pewne
zagadnienia wymagaty jednak dalszych szczegétowych badan i podjeta je Pani mgr
Anna Michaluk, stawiajac sobie za cel okreslenie: stabilnosci kompleksu Cu-GnRH,
tempa enzymatycznej degradacji, enzyméw proteolitycznych zaangazowanych
w degradacje, profilu aminokwaséw produktéw degradacji oraz $ciezek transdukgii
sygnatu po zwigzaniu liganda z receptorem.

Przedstawiona do oceny rozprawa jest wlasnie przyktadem poszukiwan majgcych na
celu wyjasnienie powyzszych zagadnien, nalezy doda¢, poszukiwan udanych.




Formalna ocena pracy doktorskiej

Oceniana praca jest napisana w klasycznym dla tego typu prac ukfadzie. Wydruk
komputerowy liczy 116 stron, zostat podzielony na rozdziaty w tym jednostronicowe
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz spis rysunkoéw i tabel — pieé stron.
We Wstepie (15 stron) Autorka przedstawita niezbedne dla zrozumienia pracy
zagadnienia, w tym role miedzi w metabolizmie komérki i procesach rozrodu samic
oraz szlaki sygnalizacji po aktywagji receptora GnRH w komérkach
gonadotropowych. Ta cze$¢ pracy jest ilustrowana piecioma bardzo starannie
wykonanymi rysunkami. Wstep koriczy podrozdziat Hipoteza badawcza i cel
naukowy pracy, w ktérym autorka przedstawita zadania do realizacji. Rozdziat
Materiat i metody zawarty jest na 18 stronach w tym jedenascie rysunkéw i cztery
tabele. Autorka przedstawita materiat doswiadczalny oraz metody: hodowli komérek
pierwotnych  przysadki, radioimmunologiczng, chromatografii jonowymienne;j
i chromatografii cieczowej z odwréconymi fazami. Kazda z metod stosowanych
W pracy zostata wyczerpujaco i jasno opisana, ponadto zawiera informacje dotyczace
stosowanych kontroli i liczby powtorzen. Rozdziat Wyniki zajmuje 33 strony w tym 43
rysunki i 2 tabele. Rysunki i tabele sq bardzo staranne i przejrzyste, a uzyskane
wyniki doktadnie opisane. Rozdziat ten podobnie jak poprzedni w czytelny sposéb
prowadzi przez caly szereg uporzadkowanych danych.

W dalszej czesci pracy uzyskane wyniki zostaty przedyskutowane w rozdziale
Dyskusja. Rozdziat ten obejmuje 18 stron, zawiera szczegétows interpretacje
uzyskanych wynikéw i pokazuje, ze Doktorantka jest bardzo dobrze zorientowana
w omawianej problematyce. W mojej opinii dyskusja jest bardzo mocng strong
przedstawionej pracy.

Merytoryczna ocena pracy doktorskiej

Doktorantka stosujgc odpowiednio dobrane metody wykazata, ze przytgczenie jonu

miedzi do histydyny w czasteczce GnRH zmniejsza tempo degradacii proteolityczne;j
kompleksu Cu-GnRH przez enzymy podwzgérza i przysadki. Stwierdzita, ze enzymy




)

zaangazowane w degradacje GnRH i Cu-GnRH wystepujg gtownie we frakgc;ji
cytozolowej. Zaobserwowata catkowitg odporno$¢ kompleksu Cu-GnRH na dziatanie
enzymu aminopeptydazy piroglutaminowej, ktéry jest aktywny podczas degradacii
czgsteczki natywnej.

Wykazata, ze kompleks Cu-GnRH aktywuje klasyczny dla receptora GnRH szlak
IP3/PKC oraz ¢cGMP/PKG w komérkach przysadki szczura i dodatkowo szlak
cAMP/PKA. Stosujac selektywne inhibitory kinaz biatkowych A i C zaobserwowata,
ze w komoérkach przysadki ma miejsce cross-talk miedzy szlakami IP3/PKC
a cGMP/PKG oraz szlakiem cAMP/PKA a cGMP/PKG, gdyz zahamowanie
aktywnos$ci odpowiedniej kinazy biatkowej C lub A blokowato synteze cGMP.

Na podkreslenie zastuguje oszczedne gospodarowanie wnioskami, Doktorantka
oparta si¢ pokusie mnozenia ich i wprowadzita Podsumowanie wynikéw. Jest to
bardzo dobry pomyst tylko lepiej zeby byt po wynikach a nie dyskusji.

Oceniana rozprawa dostarcza nowych danych, ktére wzbogacajg juz istniejaca
wiedze z zakresu endokrynologii, a szczeg6lnie metabolizmu Cu-GnRH i aktywacji
przez tg czasteczke drog sygnalizacji wewnatrzkomorkowej.

Uwagi
Z obowigzku recenzenta pragne Autorce zwrécié uwage na pewne uchybienia
i przektamania komputerowe:
1. zamiast ,uwalniajgca aktywno$¢ kompleksu” — str. 8
lepiej brzmi ,aktywnos¢ uwalnianego kompleksu”

N

po ,skompleksowaniu z jonem miedzi” — str. 8

osobiscie preferuje zapis ,po potgczeniu z jonem miedzi”

3. dwa ostatnie zdania na str. 11 sg niepetne.

4. przedostatnie zdanie przed akapitem na str. 13 jest btedne, powinno by¢ ,na
Jakie dziata GnRH’ , a nie ,na jakie dziata receptor”

5. W rozdziale Materiaty i metody stosowano potoczne zwroty laboratoryjne np.

zalewajg, zalano, wyhodowane, aminokwasy upochodniano,

nieskompleksowany GnRH itp.




6. w rozdziale Wyniki, ostatnie zdanie na str. 60 oraz pierwsze zdanie na str. 62
sg niepoprawne stylistycznie.

7. Uwazam za zbedne podawanie na koricu pracy spisu rysunkéw i tabel, to tylko
pomnaza strony. Z kolei streszczenie w jezyku polskim i angielski
umiescitabym na poczatku.

Przedstawione powyzej uwagi/sugestie nie pomniejszajg wysokiej merytorycznej
wartosci pracy a moga by¢ przydatne przy przygotowaniu pracy do druku.

Podsumowanie

Rozprawe doktorskg mgr Anny Michaluk oceniam wysoko, poniewaz poswiecona jest
bardzo waznemu i aktualnemu zagadnieniu, wnosi do nauki nowe informacje
o zwigzku, ktéry moze by¢ wykorzystany w celach praktycznych. Autorka wykazata
si¢ bardzo dobrym opanowaniem nowoczesnego warsztatu badawczego, jakoscig
i sposobem prezentacji uzyskanych wynikéw, ostroznoécig i krytycyzmem w
prowadzeniu dyskus;ji.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Anny Michaluk pt. ,Stabilnoéé i aktywno$é fizjologiczna czasteczki
gonadoliberyny po jej skompleksowaniu z jonem miedzi” speinia wymogi
stawiane przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki (Dziennik Ustaw na str. 65
pozycja 595 z 2003 roku) i wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii
i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk w Jabtonnej
o dopuszczenie Pani Anny Michaluk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Biorac powyzsze pod uwage prosze Wysokg Rade o rozwazenie mozliwosci
wyrdznienia pracy stosowng nagroda.




