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Rozprawa doktorska przedlozona przez mgr Grzegorza Kotarby pochodzi z Zakladu 

Neuroendokrynologii IFiZZ PAN w Jablonnie, placowki znanej i cenionej od wielu lat 

z powodu prowadzenia szeroko zakrojonych badan dotycz^cych roznych aspektow fizjologii 

rozrodu zwierzqt i znaczenia w tym procesie gonadoliberyny (GnRH), a ostatnio takze jej 

kompleksu z miedz^ (Cu-GnRH). Tematyka pracy jest niezwykle interesuj^ca i bardzo 

aktualna, skupia si? bowiem na probie okreslenia roll kompleksu Cu-GnRH w regulacji 

aktywnosci transkrypcyjnej wybranych genow sieci gonadotropowej, udziatu w tym procesie 

receptora gonadoliberyny - GnRHR oraz receptora polipeptydu PACAP (ang. pituitary 

adenylate cyclase activating polypeptide) - PACl w cz^sci gruczolowej przysadki samicy 

szczura, a takze zbadania czy wewn^trzkomorkowy szlak przekazu informacji, w ktorym 

istotn^rol? odgrywa zalezna od cAMP kinaza biaikowa A (tj. szlak cAMP/PKA), jest 

zaangazowany w zaleznq od kompleksu Cu-GnRH regulacj? ekspresji badanych genow. 

Wczesniejsze badania (wykonane m.in. przez zespol kierowany przez prof 

Kazimierza Kochmana ^ wieloletniego kierownika placowki naukowej, z ktorej pochodzi 

praca, a obecnie przez dr hab. Alin? Gajewsk^ wykazaly, iz kompleks Cu-GnRH nie tylko 

istotnie zwi^ksza wydzielanie LH i FSH z przysadki, ale jest nawet silniejszym od 

gonadoliberjoiy stymulatorem uwalniania obydwu gonadotropin, prawdopodobnie dzi^ki 

zwi^kszonemu powinowactwu do receptora GnRH oraz jego zdolnosci do aktywacji szlaku 

cAMP/PKA w komorkach przedniego plata przysadki. Natomiast, aktywnosc tego kompleksu 

na poziomie transkrypcji nie byla dotychczas badana, a wiadomym jest, ze gonadoliberyna 

reguluje aktywnosc wielu genow, wsrod ktorych cztery najwazniejsze, tj. Cga, Lhb, Fshb i 

Gnrhr, zajmujq ĉe pozycj? genow trzeciego rz^du, okreslane s^mianem „gen6w podpisu 



gonadotropowego". Aktywacja ich promotorow wymaga uprzedniej, indukowanej przez 

GnRH, transkrypcji genow pierwszej i drugiej odpowiedzi, ktore kodujqspecyficzne dla nich 

bialka transkrypcyjne. Dlatego uwazam, iz podejmujq^c si? oceny wplywu kompleksu Cu-

GnRH na ekspresj? mRNA wybranych, z hierarchicznie zorganizowanej sieci, genow 

odpowiedzialnych za czynnosc komorek gonadotropowych przysadki oraz tych zaleznych od 

szlaku cAMP/PKA w komorkach plata przedniego przysadki samic szczura, Doktorant podj^l 

bardzo aktualny i ciekawy temat o istotnym znaczeniu poznawczym. Te oryginalne badania, 

mog^ w przyszlosci miec rowniez znaczenie praktyczne, ze wzgl?du na potencjalne 

zastosowanie analogow gonadoliberyny (kompleks Cu-GnRH moze pelnic rol? analogu 

GnRH) w terapii niektorych nowotworow zlosliwych, a takze ze wzgl^du na fakt, iz 

substancje o wlasnosciach agonistow lub antagonistow GnRH od lat stosowane s^w leczeniu 

zaburzeri plodnosci. 

Przedlozona mi do oceny praca ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich. Zawarta 

jest na 103 stronach obejmuj^cych 10 stron wst?pu, hipoteza i eel pracy, materialy i metody 

oraz opis poszczegolnych doswiadczen zawarte s^na 20 stronach, graficzne przedstawienie 

wynikow i ich omowienie zajmuje 25 stron, dyskusja jest na 17 stronach, natomiast 

pismiennictwo, obejmuj^ce 193 pozycje, na 20 stronach. Praca zawiera ponadto 

podsumowanie wynikow i wnioski, spis tabel i rysunkow oraz streszczenie w j?zyku polskim 

i angielskim. Niestety, brakuje wykazu stosowanych skrotow, ktory znacznie ulatwia lektur? 

tekstu, w ktorym skrotow jest wiele. Praca napisana jest bardzo poprawnym, eleganckim 

j^zykiem, a calosc rozprawy charakteryzuje si? starannym wykonczeniem edytorskim oraz 

pieczolowitym opracowaniem graficznym z konsekwentnym wykorzystaniem koloru 

w rycinach, ulatwiaj^cym analiz? prezentowanych wynikow badan. 

Bardzo zwi?zly wst?p napisany jest rzeczowo z uwzgl?dnieniem najistotniejszych 

pozycji pismiennictwa. Autor omawia w nim mechanizmy odpowiedzialne za regulacj? 

uwalniania gonadotropin (podkreslajqc istotne znaczenie cz?stotliwosci i amplitudy pulsow 

GnRH w tym procesie) oraz wewn^trzkomorkowe szlaki przekazu sygnalu, za posrednictwem 

ktorych GnRH wywiera biologiczne dzialanie na komorki gonadotropowe. Dokladnie 

przedstawia kluczowe elementy sieci transkrypcyjnej zaleznej od GnRH, tj. geny pierwszej, 

drugiej i trzeciej odpowiedzi, oraz liczne bialka transkrypcyjne, jak rowniez szlaki sygnalowe 

odpowiedzialne za efekty transkrypcyjne gonadoliberyny. Nast?pnie, omawia rol? peptydu 

PACAP i jego receptora w regulacji czynnosci gonadotropow oraz wplyw tego peptydu na 

poziom ekspresji odpowiednich genow. W dalszej kolejnosci przedstawia histori? badan 

dotycz^cych wplywu miedzi oraz kompleksu Cu-GnRH na funkcje rozrodcze ssakow, 

konczqc ten rozdziai przedstawieniem najnowszych wynikow badan dotycz^cych zaleznej od 

2 



Cu-GnRH aktywacji szlaku cAMP/PKA. Ze wzgl?du na obszernosc tematu rozdziai Wst?p 

wymagai omowienia i analizy szerokiego zakresu wiedzy i dlatego, moim zdaniem, powinien 

bye podzielony na kilka podrozdzialow, ktore usystematyzowalyby omawiane zagadnienia. 

Co wi?cej, poniewaz rozdziai ten stanowi zaledwie 1/10 cz?sc calosci rozprawy uwazam, 

ze w tej cz?sci pracy mozna bylo zamiescic fragment dyskusji omawiajq^cy struktur? 

i molekulame mechanizmy funkcjonowania receptorow GnRH (str.68-70), poniewaz Autor 

nie odnosi si? w nim do wynikow badan wlasnych stanowi^cych przedmiot rozprawy, a tylko 

prezentuje dane z pismiennictwa. W doswiadczeniu II i I I I Doktorant badal wplyw antide-

antagonisty GnRH, na uwalnianie gonadotropin oraz zmiany ekspresji mRNA wybranych 

genow w przednim placie przysadki samic szczura, w zwiqzku z tym odczuwam pewien 

niedosyt brakiem w tej cz?sci rozprawy podrozdzialu omawiaj^cego, chocby pokrotce, 

zagadnienie analogow (tj. agonistow i/lub antagonistow) gonadoliberyny i , w dalszej 

kolejnosci, wyjasnienia powodu wyboru do badan tego wlasnie antagonisty i jego st?zenia. 

Ta sama uwaga dotyczy antagonisty receptora PACl. 

Hipoteza i szesc celow pracy, wytyczonych przez Doktoranta do weryfikacji 

przyj?tej hipotezy badawczej, sformulowane s^jasno i logicznie wynikaj^z przedstawionych 

we wst?pie informacji. Aby zweryfikowac przyj?t^hipotez? badawcz^ sformulowane^ 

w sposob nast?pujqcy: „(i) Cu-GnRH reguluje aktywnosc transkrypcyjne genow sieci 

gonadotropowej in vivo, a jego wplyw jest konsekwencjq aktywacji receptorow GnRHR oraz 

PACl w przednim placie przysadki, (ii) Cu-GnRH i PACAP1.38, dzialajâ ĉ przez szlak 

cAMP/PKA, generujqzblizone profile aktywnosci transkrypcyjnej w sieci gonadotropowej 

in vivo" Doktorant wykonal oznaczenia ekspresji mRNA 12 wybranych genow (tj. Egrl, 

NrSal, Ctnnbl, Lhb, Fshb, Gnrhr, Adcyaplrl, Prkaca, Prkgl, Nosl, Fst i Nr4al), co 

swiadczy 0 kompleksowym i rzetelnym podejsciu Doktoranta do badanego zagadnienia oraz 

jego znakomitej orientacji w biezqcym pismiennictwie i aktualnym stanie wiedzy 0 zlozonych 

wzajemnych relacjach i skomplikowanych mechanizmach odpowiedzialnych za regulacj? 

ekspresji genow istotnych w procesie rozrodu. 

Mgr Grzegorz Kotarba w obszemym rozdziale Material i Metody szczegolowo 

charakteryzuje metodyk? badan z uwzgl?dnieniem omowienia stosowanych odczynnikow 

i roztworow. Doktorant omawia w nim m.in. procedury chirurgiczne i doswiadczalne (tj. 

owariektomi?, sposob implantacji kaniuli do komory bocznej mozgu, infuzje dokomorowe 

czy pobieranie plata przedniego przysadki; nie musz? podkreslac, iz procedury te wymagajq 

duzej dokladnosci i precyzji), a takze syntez? kompleksu Cu-GnRH, techniki analityczne, 

oznaczenie st?zenia gonadotropin metody radioimmunologiczn^. (RIA), oznaczenie 

aktywnosci PKA metody ELISA oraz schematy doswiadczen. Zastosowane metody badawcze 
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(tj. izolacja calkowitego RNA, ilosciowa reakcja odwrotnej transkrypcji, lancuchowa reakcja 

polimerazy w czasie rzeczywistym - qRT-PCR czy ELISA) ŝ  bardzo nowoczesne i dobrane 

wtasciwie. Opis post^powania metodycznego pozwala na zapoznanie si? z tokiem 

prowadzenia pracy oraz dokladnq. analiz? stosowanych technik badawczych. Analiza 

statystyczna wynikow dokonana jest w sposob wlasciwy, przy wykorzystaniu narz?dzi 

statystycznych starannie dobranych do testowania zalozonych celow. 

Badania, zarowno in vi'vo, jak ex vivo, przeprowadzono na 107 dojrzalych plciowo 

3 - 4 miesi?cznych samicach szczura Wistar o masie ciala 250 - 290 g, przebywaĵ î cych 

w kontrolowanych warunkach temperatury (24 ± 1 "C) i oswietlenia (LD 14:10). Doktorant 

podj^l si? wykonania trzech precyzyjnie zaplanowanych i , co nalezy podkreslic, niezwykle 

pracochlonnych doswiadczen, co mog? ocenic na bazie moich doswiadczen w pracy 

eksperymentalnej. Doswiadczenie I , wykonane na modelu ex vivo, polegalo na inkubacjach 

wyizolowanego przedniego plata przysadki, a w doswiadczeniach I I i I I I (model in vivo) 

samicom, poddanym wczesniej zabiegowi obustronnej resekcji jajnikow, infundowano do 

trzeciej komory mozgu {icv) badane substancje. Szczegolnie podkreslic i docenic nalezy fakt, 

iz Doktorant uwzgl?dnil w tych badaniach niezwykle istotne znaczenie pulsacyjnej aplikacji 

Cu-GnRH (stosuj^c zroznicowany pulsacyjnie wzor stymulacji przysadki), poniewaz 

cz?stotliwosc i amplituda pulsow GnRH pelni kluczow^^rol? w procesie aktywacji lub 

inaktywacji (stymulacji/desensytyzacji) receptora GnRH (gonadoliberyna reguluje ekspresj? 

genu receptora GnRH - Gnrhr), a tym samym, regulacji czynnosci osi przysadka-gonady 

u samic ssakow. 

W doswiadczeniu I badano wplyw jedno- lub trzygodzinnej inkubacji 

wyizolowanych przednich platow przysadek w obecnosci kompleksu Cu-GnRH lub peptydu 

PACAPi_38 na aktywnosc PKA w tej tkance. Po zakonczeniu inkubacji, tkanki natychmiast 

zamrazano i przechowywano w temp. -80°C az do oznaczenia w zebranym materiale 

aktywnosci PKA. W doswiadczeniu tym wyodr?bniono szesc grup eksperymentalnych po 

5 przysadek w kazdej z nich. Tak mala liczba probek w grupie moze jednak stwarzac pewne 

trudnosci w analizie statystycznej i , przede wszystkim, w interpretacji otrzymanych wynikow. 

Doswiadczenie I I i I I I mialo na celu okreslenie wplywu dokomorowych infuzji kompleksu 

Cu-GnRH lub peptydu PACAP 1.38, b^dz kompleksu Cu-GnRH po uprzednim, takze icv, 

podaniu antagonisty GnRH - antide lub antagonisty receptora PACl - PACAP6-38, 

aplikowanych z cz?stotliwoscie 1 lub 2 pulsow na godzin? przez 5 godzin, na uwalnianie 

gonadotropin oraz ekspresj? mRNA wybranych genow w przednim placie przysadki samic 

szczura. W doswiadczeniu I I wyodr?bniono siedem grup, zas w doswiadczeniu I I I cztery 

grupy eksperymentalne, po 7 zwierz^t w kazdej z nich. St?zenie wyjsciowe i obj?tosc 
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podawanych substancji byly dobierane do cz^stotliwosci pulsacji (tj. 1 puls/godz., obj^tosc 

pulsu 10 fil lub 2 pulsy/godz., obj^tosc pulsu 5 |xl, lub 2x2 pulsy/godz., obj?tosc pulsu 2,5 |j,l). 

W grupach, w ktorych zwierz?ta otrzymywaly icv po dwie substancje, tj. antide plus 

kompleks Cu-GnRH lub PACAPo-sg plus Cu-GnRH, zastosowane naprzemienny cykl ich 

podawania w taki sposob, aby kazdy puis antide lub PACAP6-38 poprzedzal o 30 (lub 15) 

minut kazdy puis Cu-GnRH. 60 minut po ostatniej icv infuzji badanych substancji, zwierz?ta 

skrwawiano i pobierano krew kr^zenia ogolnego (celem otrzymania surowicy, w ktorej 

nast?pnie oznaczano st^zenia LH i FSH metody RIA) oraz przedni plat przysadki, ktory 

zamrazano i przechowywano w temp. -80°C do dalszych analiz. 

Uzyskane wjaiiki badan Doktorant przedstawil w sposob poprawny i przejrzysty, 

a ich interpretacj? ulatwiaj^ starannie przygotowane tabele (l^cznie 5) oraz ryciny (l^cznie 

45). Liczba wykonanych oznaczeh i uzyskanych wynikow (a tym samym liczba rycin) jest 

imponuj^ca i dlatego uwazam, ze przesuni^cie podrozdzialu III.4., tj. Schematy Doswiadczen, 

na koniec rozdzialu I I I , tj. Materialy i Metody, i pol^czenie go z prezentacj^^wynikow 

nast?pujqc%zaraz po opisie danego doswiadczenia, jeszcze bardziej ulatwiloby analiz? 

prezentowanych wynikow badan. 

Otrzymane przez Doktoranta wyniki wykazaly, iz kompleks Cu-GnRH z takq. sam^ 

efektywnosciq jak peptyd PACAP1.38 aktywuje PKA po jednogodzinnej stymulacji przysadki 

ex vivo. Ponadto, badania in vivo ujawnily, ze wplyw kompleksu na aktywnosc transkrypcyjne 

genow sieci gonadotropowej zalezy od wzoru stymulacji przysadki. Po infuzjach Cu-GnRH 

podawanych z cz?stotliwoscie2 pulsow na godzin? dochodzi do jednoczesnej stymulacji 

ekspresji mRNA genow Egrl oraz Nr5a 1, jak tez ekspresji mRNA genow zaleznych od 

szlaku cAMP/PKA, tj. Nosl i Prkaca. Zmiana aktywnosci receptora GnRH zmniejszyla 

stymulacyjny wplyw Cu-GnRH na ekspresj? mRNA genow Egrl, Prkaca i Nr4al, natomiast 

zmiana aktywnosci receptora PAC1 obnizyla indukowanq przez kompleks Cu-GnRH 

ekspresj? mRNA genow Egrl, Nr5al, Nosl, Prkaca i Nr4al. Peptyd PACAP1.38 indukowal 

wzrost ekspresji mRNA genow Egrl i A^rJa7, jednak efekt ten nie zalezal od wzoru 

stymulacji przysadki. W sposob zalezny od wzoru stymulacji przysadki PACAP1.38 genowo-

specyficznie wplynql na ekspresj? mRNA genow Nosl i Nr4al. Zwi?kszenie poziomu 

ekspresji mRNA genu Nosl wyst^ilo tylko po podawaniu peptydu PACAPi_38 w sposob 

pulsacyjny, podczas gdy po jednorazowym podaniu PACAP-u 1.38 wzrost ekspresji mRNA 

dotyczyl tylko genu Nr4al. Indukowan^ przez PACAP1.38 stymulacj? uwalniania LH 

stwierdzono tylko po jednorazowej infuzji tego neuropeptydu, natomiast pulsacyjna infuzja 

PACAP-u 1.38 nasilala uwalnianie FSH do krwi. W obecnosci antagonisty GnRH (antide) lub 

antagonisty receptora PACl (PACAP6-38) stymulujqcy wplyw kompleksu Cu-GnRH na 
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uwalnianie LH do krwi byl istonie ograniczony, natomiast w odniesieniu do FSH taki efekt 

dotyczyl tylko antide. Autor stwierdza, iz otrzymane wyniki wskazuj^ ze kompleks Cu-

GnRH jest analogiem gonadoliberyny o stymulacyjnym oddzialywaniu na aktywnosc 

transkrypcyjne wybranych genow sieci gonadotropowej, a wewn^trzkomorkowa efektywnosc 

kompleksu Cu-GnRH wymaga stymulacji receptorow GnRH i PACl przez pulsy o wysokiej 

cz?stotliwosci. Pro-transkrypcyjna aktywnosc kompleksu Cu-GnRH oraz peptydu PACAP1.38 

w komorkach przysadki samic szczura in vivo wynika z aktywacji sciezki cAMP/PKA, czego 

wyrazem jest taki sam zestaw genow aktywowanych przez kazdy z badanych peptydow. 

Dyskusja wynikow jest prowadzona prawidlowo, z wlasciwym ustosunkowaniem si? 

do badan wlasnych i krytyczn^ich konfrontacj^z badaniami innych autorow. Dowodzi 

szerokiej i rzetelnej wiedzy Doktoranta dotycz^cej poruszanych zagadnieh, umiej?tnosci 

wykorzystania aktualnych danych z pismiennictwa, jak rowniez umiej?tnosci krytycznego 

rozpatrywania argumentow przemawiaj^cych za wnioskami. Prac? wiencz^trzy wnioski: 

L Pro-transkrypcyjna aktywnosc kompleksu odbywa si? przez aktywacj? receptorow 

GnRHR i PACl oraz zalezy od pulsacyjnego wzoru stymulacji przysadki. 

2. Kompleks Cu-GnRH reguluje aktywnosc transkrypcyjne wybranych genow sieci 

gonadotropowej w przednim placie przysadki samic szczura in vivo. 

3. Taki sam zestaw genow stymulowanych przez egzogennie podawany Cu-GnRH lub 

PACAPi.38 wskazuje na udzial szlaku cAMP/PKA w transdukcji sygnalu od kompleksu 

do jedra komorkowego. 

Pierwsze dwa wnioski znajduje dobre oparcie w uzyskanych wynikach i calosci wywodow 

Autora. Wniosek trzeci, choc ma uzasadnienie w wynikach przeprowadzonych badan, to jest 

to wnioskowanie posrednie, przez analogi?. Dlatego uwazam, ze o wiele silniejszym 

argumentem za stwierdzeniem, iz „w transdukcji sygnalu od kompleksu Cu-GnRH do jedra 

komorkowego uczestniczy szlak cAMP/PKA" byioby zastosowanie w badaniach swoistego 

inhibitora PKA. Wiadomo bowiem, iz do zablokowania szlaku sygnalowego cAMP/PKA 

stosuje si? powszechnie substancje pelniece rol? inhibitorow PKA (np. cAMPS-Rp), ktore 

w wybiorczy sposob hamuje aktywnosc tej kinazy i niweluje efekty stymulatorow szlaku 

cAMP/PKA, takich jak forskolina, PACAP, czy analogi cAMP, w roznych modelach 

eksperymentalnych. Dlatego niezwykle ciekawe byioby rozszerzenie badan nad role szlaku 

cAMP/PKA w regulacji niektorych genow sieci gonadotropowej o kolejne doswiadczenie, 

w ktorym do zablokowania szlaku cAMP/PKA uzyta by zostala substancja (lub kilka z nich) 

pelnieca rol? inhibitora PKA. 

Dobrze dobrane pismiennictwo liczy 193 pozycje, w tym od roku 2010-30, 

z ostatnich 10 lat, tj. od roku 2006 - 68 (co stanowi 35% calosci) oraz kilka pozycji 
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historycznych, np. z roku 1922, 1936, 1963 czy 1965. S^to prace opublikowane w j?zyku 

angielskim w czasopismach o zasi?gu mi^dzynarodowym, wsrod nich takze prace autorow 

polskich, CO swiadczy o bardzo dobrej znajomosci krajowego i swiatowego pismiennictwa 

z zakresu prowadzonych przez Doktoranta badan. 

Dla pelnej oceny pracy, z obowi^zku recenzenta, wypada mi zwrocic uwag?, ze 

w tekscie rozprawy znalazly si? nieliczne bl?dy literowe i interpunkcyjne. Drobn^uwagejest 

tez wskazanie na kilkakrotne uzycie w tekscie rozprawy zwrotu „odpornosc" zamiast 

„opornosc" (np. na stronie 10 wiersz 3). W zdaniu: „Kompleks Cu-GnRH charakteryzuje si? 

takze zmieniona odpornoscia na dzialanie enzymow proteolitycznych" nalezy uzyc slowa 

opornosc, ktor^rozumie si? jako brak lub obnizenie wrazliwosci najakis czynnik, a o to 

przeciez w tym zdaniu chodzi. Kolejna uwaga dotyczy wielokrotnego uzywania przy opisie 

wynikow zwrotu „zmiana (wzrost lub spadek) nie osiegn?la pulapu istotnosci statystycznej". 

Jestem zdecydowanym zwoleimikiem pogl^du, ze jesli jakas zmiana nie jest statystycznie 

istotna, to uznaje si?, ze takiej zmiany nie ma. Te ostatnie uwagi nie umniejszaj^w niczym 

mojej bardzo wysokiej oceny rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Katarby. 

W podsumowaniu stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr Grzegorza Kotarby 

stanowi bardzo wartosciowqpozycj? naukowq. Jego wiedza teoretyczna oraz perfekcyjne 

opanowanie skomplikowanego warsztatu eksperymentalnego i jego trafne wykorzystanie do 

badan przyniosly oryginalne wyniki, ktore ŝ  istotn^ cz^stk^ w badaniach podstawowych, 

majecych na celu wyjasnienie zintegrowanych mechanizmow kieruj^cych ekspresji 

okreslonych genow w procesie rozrodu. Doktorant wykazal si? umiej?tnosciesamodzielnego 

zdefmiowania problemu, wyboru wlasciwych metod badawczych, opracowania wynikow oraz 

wnikliw^ ich analizq. Obszerne omowienie wynikow badan wlasnych oraz opublikowanych 

w pismiennictwie swiatowym dowodzi umiej?tnosci krytycznego rozpatrywania argumentow 

przemawiajq^cych za zbiorczymi wnioskami. Uwazam, ze recenzowana praca, stanowi^c 

samodzielny dorobek naukowo-badawczy Doktoranta, odpowiada wszelkim wymogom 

stawianym rozprawom doktorskim. 

Na tej podstawie, mam zaszczyt przedlozyc Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu 

Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego PAN wniosek o dopuszczenie mgr 

Grzegorza Kotarb? do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 
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