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Rozprawa doktorska przedtozona przez mgr Grzegorza Kotarbe pochodzi z Zaktadu
Neuroendokrynologii IFiZZ PAN w Jablonnie, placowki znanej i cenionej od wielu lat
z powodu prowadzenia szeroko zakrojonych badan dotyczacych réznych aspektéw fizjologii
rozrodu zwierzat i znaczenia w tym procesie gonadoliberyny (GnRH), a ostatnio takze jej
kompleksu z miedza (Cu-GnRH). Tematyka pracy jest niezwykle interesujaca i bardzo
aktualna, skupia si¢ bowiem na probie okreslenia roli kompleksu Cu-GnRH w regulacji
aktywno$ci transkrypcyjnej wybranych genéw sieci gonadotropowej, udzialu w tym procesie
receptora gonadoliberyny - GnRHR oraz receptora polipeptydu PACAP (ang. pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide) - PAC1 w czgsci gruczotowej przysadki samicy
szczura, a takze zbadania czy wewnatrzkomorkowy szlak przekazu informacji, w ktérym
istotng role odgrywa zalezna od cAMP kinaza biatkowa A (tj. szlak cAMP/PKA), jest
zaangazowany w zalezng od kompleksu Cu-GnRH regulacje ekspresji badanych genow.

Weczesniejsze badania (wykonane m.in. przez zesp6t kierowany przez prof.
Kazimierza Kochmana — wieloletniego kierownika placéwki naukowej, z ktdrej pochodzi
praca, a obecnie przez dr hab. Aling Gajewska) wykazaly, iz kompleks Cu-GnRH nie tylko
istotnie zwieksza wydzielanie LH i FSH z przysadki, ale jest nawet silniejszym od
gonadoliberyny stymulatorem uwalniania obydwu gonadotropin, prawdopodobnie dzigki
zwiekszonemu powinowactwu do receptora GnRH oraz jego zdolnosci do aktywacji szlaku
cAMP/PKA w komoérkach przedniego ptata przysadki. Natomiast, aktywnos¢ tego kompleksu
na poziomie transkrypcji nie byta dotychczas badana, a wiadomym jest, ze gonadoliberyna
reguluje aktywno$¢ wielu gendw, wsrod ktérych cztery najwazniejsze, tj. Cga, Lhb, Fshb i

Gnrhr, zajmujace pozycje genow trzeciego rzedu, okreslane sa mianem ,,genéw podpisu



gonadotropowego”. Aktywacja ich promotoréw wymaga uprzedniej, indukowanej przez
GnRH, transkrypcji genéw pierwszej i drugiej odpowiedzi, ktére koduja specyficzne dla nich
biatka transkrypcyjne. Dlatego uwazam, iz podejmujac si¢ oceny wptywu kompleksu Cu-
GnRH na ekspresje mRNA wybranych, z hierarchicznie zorganizowanej sieci, genow
odpowiedzialnych za czynnos$¢ komorek gonadotropowych przysadki oraz tych zaleznych od
szlaku cAMP/PKA w komérkach plata przedniego przysadki samic szczura, Doktorant podjat
bardzo aktualny i ciekawy temat o istotnym znaczeniu poznawczym. Te oryginalne badania,
moga w przyszlosci mie¢ réwniez znaczenie praktyczne, ze wzgledu na potencjalne
zastosowanie analogéw gonadoliberyny (kompleks Cu-GnRH moze petni¢ rolg analogu
GnRH) w terapii niektorych nowotworéw ztosliwych, a takze ze wzgledu na fakt, iz
substancje o wlasno$ciach agonistow lub antagonistow GnRH od lat stosowane sa w leczeniu
zaburzen ptodnosci.

Przedtozona mi do oceny praca ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Zawarta
jest na 103 stronach obejmujacych 10 stron wstepu, hipoteza i cel pracy, materiaty i metody
oraz opis poszczegdlnych do$wiadczen zawarte s na 20 stronach, graficzne przedstawienie
wynikéw i ich oméwienie zajmuje 25 stron, dyskusja jest na 17 stronach, natomiast
pismiennictwo, obejmujace 193 pozycje, na 20 stronach. Praca zawiera ponadto
podsumowanie wynikéw i wnioski, spis tabel i rysunkéw oraz streszczenie w jezyku polskim
i angielskim. Niestety, brakuje wykazu stosowanych skrétéw, ktory znacznie ulatwia lekture
tekstu, w ktorym skrotow jest wiele. Praca napisana jest bardzo poprawnym, eleganckim
jezykiem, a cato$¢ rozprawy charakteryzuje si¢ starannym wykonczeniem edytorskim oraz
pieczotowitym opracowaniem graficznym z konsekwentnym wykorzystaniem koloru
w rycinach, utatwiajacym analizg¢ prezentowanych wynikéw badan.

Bardzo zwiezly wstep napisany jest rzeczowo z uwzglednieniem najistotniejszych
pozycji pismiennictwa. Autor omawia w nim mechanizmy odpowiedzialne za regulacjg
uwalniania gonadotropin (podkreslajac istotne znaczenie czgstotliwosci i amplitudy pulsow
GnRH w tym procesie) oraz wewnatrzkomorkowe szlaki przekazu sygnatu, za posrednictwem
ktérych GnRH wywiera biologiczne dziatanie na komérki gonadotropowe. Doktadnie
przedstawia kluczowe elementy sieci transkrypcyjnej zaleznej od GnRH, tj. geny pierwszej,
drugiej i trzeciej odpowiedzi, oraz liczne biatka transkrypcyjne, jak rowniez szlaki sygnatowe
odpowiedzialne za efekty transkrypcyjne gonadoliberyny. Nastgpnie, omawia rol¢ peptydu
PACAP i jego receptora w regulacji czynnosci gonadotropéw oraz wplyw tego peptydu na
poziom ekspresji odpowiednich genow. W dalszej kolejnosci przedstawia histori¢ badan
dotyczacych wptywu miedzi oraz kompleksu Cu-GnRH na funkcje rozrodcze ssakow,

koficzac ten rozdziat przedstawieniem najnowszych wynikéw badan dotyczacych zaleznej od



Cu-GnRH aktywacji szlaku cAMP/PKA. Ze wzgledu na obszerno$¢ tematu rozdzial Wstep
wymagal omowienia i analizy szerokiego zakresu wiedzy i dlatego, moim zdaniem, powinien
by¢ podzielony na kilka podrozdziatow, ktére usystematyzowatyby omawiane zagadnienia.
Co wigcej, poniewaz rozdzial ten stanowi zaledwie 1/10 czgs$¢ catosci rozprawy uwazam,

ze W tej czesci pracy mozna byto zamiesci¢ fragment dyskusji omawiajacy strukture

i molekularne mechanizmy funkcjonowania receptorow GnRH (str.68-70), poniewaz Autor
nie odnosi sie w nim do wynikow badan wtasnych stanowiacych przedmiot rozprawy, a tylko
prezentuje dane z piSmiennictwa. W do$wiadczeniu II i III Doktorant badal wptyw antide-
antagonisty GnRH, na uwalnianie gonadotropin oraz zmiany ekspresji mRNA wybranych
gendw w przednim placie przysadki samic szczura, w zwigzku z tym odczuwam pewien
niedosyt brakiem w tej cze$ci rozprawy podrozdziatu omawiajacego, chocby pokrotee,
zagadnienie analogdw (tj. agonistow i/lub antagonistow) gonadoliberyny i, w dalszej
kolejnosci, wyjasnienia powodu wyboru do badan tego wlasnie antagonisty i jego stezenia.
Ta sama uwaga dotyczy antagonisty receptora PACI.

Hipoteza i sze$¢ celow pracy, wytyczonych przez Doktoranta do weryfikacji
przyjetej hipotezy badawczej, sformutowane sg jasno i logicznie wynikaja z przedstawionych
we wstepie informacji. Aby zweryfikowaé przyjeta hipotezg badawcza sformutowang
w sposob nastepujacy: ,,(i) Cu-GnRH reguluje aktywnos¢ transkrypcyjna genéw sieci
gonadotropowej in vivo, a jego wplyw jest konsekwencja aktywacji receptorow GnRHR oraz
PACI1 w przednim placie przysadki, (ii) Cu-GnRH i PACAP; 33, dzialajac przez szlak
cAMP/PKA, generuja zblizone profile aktywnosci transkrypcyjnej w sieci gonadotropowej
in vivo” Doktorant wykonal oznaczenia ekspresji mRNA 12 wybranych genow (tj. Egr/,
Nr5al, Ctnnbl, Lhb, Fshb, Gnrhr, Adcyaplrl, Prkaca, Prkgl, Nosl, Fst1 Nr4al), co
$wiadczy o kompleksowym i rzetelnym podejsciu Doktoranta do badanego zagadnienia oraz
jego znakomitej orientacji w biezacym pi$miennictwie i aktualnym stanie wiedzy o ztozonych
wzajemnych relacjach i skomplikowanych mechanizmach odpowiedzialnych za regulacje
ekspresji gendw istotnych w procesie rozrodu.

Mgr Grzegorz Kotarba w obszernym rozdziale Materiat i Metody szczegdtowo
charakteryzuje metodyke badan z uwzglednieniem omdwienia stosowanych odczynnikow
i roztworéw. Doktorant omawia w nim m.in. procedury chirurgiczne i do$wiadczalne (tj.
owariektomie, spos6b implantacji kaniuli do komory bocznej mézgu, infuzje dokomorowe
czy pobieranie plata przedniego przysadki; nie musz¢ podkresla¢, iz procedury te wymagaja
duzej doktadno$ci i precyzji), a takze syntez¢ kompleksu Cu-GnRH, techniki analityczne,
oznaczenie stezenia gonadotropin metodg radioimmunologiczng (RIA), oznaczenie

aktywnosci PKA metodg ELISA oraz schematy doswiadczen. Zastosowane metody badawcze



(t. izolacja catkowitego RNA, ilosciowa reakcja odwrotnej transkrypcji, tanicuchowa reakcja
polimerazy w czasie rzeczywistym - qRT-PCR czy ELISA) sa bardzo nowoczesne i dobrane
wlasciwie. Opis postepowania metodycznego pozwala na zapoznanie si¢ z tokiem
prowadzenia pracy oraz doktadna analiz¢ stosowanych technik badawczych. Analiza
statystyczna wynikéw dokonana jest w sposob whasciwy, przy wykorzystaniu narzedzi
statystycznych starannie dobranych do testowania zatozonych celow.

Badania, zar6wno in vivo, jak ex vivo, przeprowadzono na 107 dojrzatych piciowo
3 — 4 miesiecznych samicach szczura Wistar o masie ciata 250 — 290 g, przebywajacych
w kontrolowanych warunkach temperatury (24 + 1 °C) i oswietlenia (LD 14:10). Doktorant
podjat sie wykonania trzech precyzyjnie zaplanowanych i, co nalezy podkresli¢, niezwykle
pracochtonnych do$wiadczen, co mogg oceni¢ na bazie moich doswiadczen w pracy
cksperymentalnej. Do$wiadczenie I, wykonane na modelu ex vivo, polegato na inkubacjach
wyizolowanego przedniego plata przysadki, a w do$wiadczeniach II i III (model in Vivo)
samicom, poddanym wczesniej zabiegowi obustronnej resekcji jajnikoéw, infundowano do
trzeciej komory mézgu (icv) badane substancje. Szczegolnie podkresli¢ i doceni¢ nalezy fakt,
iz Doktorant uwzglednil w tych badaniach niezwykle istotne znaczenie pulsacyjne; aplikacji
Cu-GnRH (stosujac zréznicowany pulsacyjnie wzor stymulacji przysadki), poniewaz
czestotliwos¢ i amplituda pulséw GnRH pelni kluczowa rolg w procesie aktywacji lub
inaktywacji (stymulacji/desensytyzacji) receptora GnRH (gonadoliberyna reguluje ekspresje
genu receptora GnRH - Gnrhr), a tym samym, regulacji czynnosci osi przysadka-gonady
u samic ssakow.

W do$wiadczeniu I badano wptyw jedno- lub trzygodzinnej inkubacji
wyizolowanych przednich ptatow przysadek w obecnosci kompleksu Cu-GnRH lub peptydu
PACAP, 35 na aktywnos¢ PKA w tej tkance. Po zakonczeniu inkubacji, tkanki natychmiast
zamrazano i przechowywano w temp. -80°C az do oznaczenia w zebranym materiale
aktywnosci PKA. W doswiadczeniu tym wyodrgbniono szes¢ grup eksperymentalnych po
5 przysadek w kazdej z nich. Tak mata liczba probek w grupie moze jednak stwarzac pewne
trudnosci w analizie statystycznej i, przede wszystkim, w interpretacji otrzymanych wynikow.
Doswiadczenie 11 i ITT miato na celu okreslenie wptywu dokomorowych infuzji kompleksu
Cu-GnRH lub peptydu PACAP; 35, badz kompleksu Cu-GnRH po uprzednim, takze icv,
podaniu antagonisty GnRH - antide lub antagonisty receptora PACI - PACAPg.33,
aplikowanych z czestotliwoscia 1 lub 2 pulséw na godzing przez 5 godzin, na uwalnianie
gonadotropin oraz ekspresje mRNA wybranych genéw w przednim placie przysadki samic
szczura. W doswiadczeniu IT wyodrebniono siedem grup, zas w do$wiadczeniu III cztery

grupy eksperymentalne, po 7 zwierzat w kazdej z nich. Stezenie wyjsciowe i objetos¢



podawanych substancji byty dobierane do czgstotliwosci pulsacji (tj. 1 puls/godz., objgtos¢
pulsu 10 pl lub 2 pulsy/godz., objetos$¢ pulsu 5 pl, lub 2x2 pulsy/godz., objgtos¢ pulsu 2,5 pl).
W grupach, w ktorych zwierzgta otrzymywaty icv po dwie substancje, tj. antide plus
kompleks Cu-GnRH lub PACAPg.35 plus Cu-GnRH, zastosowano naprzemienny cykl ich
podawania w taki sposob, aby kazdy puls antide lub PACAP¢.33 poprzedzat o 30 (lub 15)
minut kazdy puls Cu-GnRH. 60 minut po ostatniej icv infuzji badanych substancji, zwierzgta
skrwawiano i pobierano krew krazenia ogdlnego (celem otrzymania surowicy, w ktorej
nastepnie oznaczano stezenia LH i FSH metodg RIA) oraz przedni plat przysadki, ktory
zamrazano i przechowywano w temp. -80°C do dalszych analiz.

Uzyskane wyniki badan Doktorant przedstawil w sposéb poprawny i przejrzysty,

a ich interpretacje utatwiaja starannie przygotowane tabele (lacznie 5) oraz ryciny (facznie
45). Liczba wykonanych oznaczen i uzyskanych wynikow (a tym samym liczba rycin) jest
imponujaca i dlatego uwazam, ze przesunigcie podrozdziatu I11.4., tj. Schematy Doswiadczen,
na koniec rozdziatu III, tj. Materiaty i Metody, i potaczenie go z prezentacja wynikow
nastepujaca zaraz po opisie danego doswiadczenia, jeszcze bardziej utatwitoby analizg
prezentowanych wynikéw badan.

Otrzymane przez Doktoranta wyniki wykazaly, iz kompleks Cu-GnRH z takg samg
efektywnoscig jak peptyd PACAP; 353 aktywuje PKA po jednogodzinnej stymulacji przysadki
ex vivo. Ponadto, badania in vivo ujawnily, ze wplyw kompleksu na aktywnos¢ transkrypcyjna
genow sieci gonadotropowej zalezy od wzoru stymulacji przysadki. Po infuzjach Cu-GnRH
podawanych z czestotliwoscia 2 pulséw na godzing dochodzi do jednoczesnej stymulacji
ekspresji mRNA genéw Egrl oraz Nrial, jak tez ekspresji mRNA genoéw zaleznych od
szlaku cAMP/PKA, tj. Nos! i Prkaca. Zmiana aktywnosci receptora GnRH zmniejszyta
stymulacyjny wptyw Cu-GnRH na ekspresj¢ mRNA gendéw Egrl, Prkaca i Nr4al, natomiast
zmiana aktywnosci receptora PAC1 obnizyta indukowana przez kompleks Cu-GnRH
ekspresje mRNA genéw Egrl, Nr5al, Nosl, Prkaca i Nr4al. Peptyd PACAP; 35 indukowat
wzrost ekspresji mRNA gendw Egrl i Nr5al, jednak efekt ten nie zalezat od wzoru
stymulacji przysadki. W sposob zalezny od wzoru stymulacji przysadki PACAP, .33 genowo-
specyficznie wplynat na ekspresj¢ mRNA gendw Nos! i Nr4al. Zwigkszenie poziomu
ekspresji mMRNA genu Nos! wystapilo tylko po podawaniu peptydu PACAP; 35 w sposob
pulsacyjny, podczas gdy po jednorazowym podaniu PACAP-u ;.33 wzrost ekspresji mRNA
dotyczyl tylko genu Nr4al. Indukowang przez PACAP 33 stymulacj¢ uwalniania LH
stwierdzono tylko po jednorazowej infuzji tego neuropeptydu, natomiast pulsacyjna infuzja
PACAP-u ;33 nasilata uwalnianie FSH do krwi. W obecnosci antagonisty GnRH (antide) lub
antagonisty receptora PAC1 (PACAPg.35) stymulujacy wptyw kompleksu Cu-GnRH na



uwalnianie LH do krwi byl istonie ograniczony, natomiast w odniesieniu do FSH taki efekt

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

GnRH jest analogiem gonadoliberyny o stymulacyjnym oddziatywaniu na aktywnos¢

transkrypcyjna wybranych gen6w sieci gonadotropowej, a wewnatrzkomorkowa efektywnos¢

kompleksu Cu-GnRH wymaga stymulacji receptoréw GnRH i PACI przez pulsy o wysokiej

czestotliwosci. Pro-transkrypcyjna aktywno$¢ kompleksu Cu-GnRH oraz peptydu PACAP) .33

w komérkach przysadki samic szczura in vivo wynika z aktywacji Sciezki cAMP/PKA, czego

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

Dyskusja wynikéw jest prowadzona prawidtowo, z whasciwym ustosunkowaniem si¢
do badan wiasnych i krytyczna ich konfrontacjg z badaniami innych autoréw. Dowodzi
szerokiej i rzetelnej wiedzy Doktoranta dotyczacej poruszanych zagadnien, umiejgtnosci
wykorzystania aktualnych danych z pi$miennictwa, jak réwniez umiejgtnosci krytycznego
rozpatrywania argumentéw przemawiajacych za wnioskami. Prace wiencza trzy wnioski:

1.  Pro-transkrypcyjna aktywno$¢ kompleksu odbywa sig przez aktywacjg receptorow
GnRHR i PAC]1 oraz zalezy od pulsacyjnego wzoru stymulacji przysadki.

2. Kompleks Cu-GnRH reguluje aktywnos¢ transkrypcyjna wybranych genow sieci
gonadotropowej w przednim placie przysadki samic szczura in vivo.

3. Taki sam zestaw gendéw stymulowanych przez egzogennie podawany Cu-GnRH lub
PACAP, 33 wskazuje na udziat szlaku cAMP/PKA w transdukcji sygnatu od kompleksu
do jadra komorkowego.

Pierwsze dwa wnioski znajduja dobre oparcie w uzyskanych wynikach i catosci wywodow

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

to wnioskowanie posrednie, przez analogie. Dlatego uwazam, Ze o wiele silniejszym

argumentem za stwierdzeniem, iz ,,w transdukcji sygnatu od kompleksu Cu-GnRH do jadra
komorkowego uczestniczy szlak cAMP/PKA” byloby zastosowanie w badaniach swoistego
inhibitora PKA. Wiadomo bowiem, iz do zablokowania szlaku sygnalowego cAMP/PKA
stosuje sie powszechnie substancje petniace role inhibitorow PKA (np. cAMPS-Rp), ktore

w wybiérezy sposob hamuja aktywnos¢ tej kinazy i niweluja efekty stymulatorow szlaku

cAMP/PKA, takich jak forskolina, PACAP, czy analogi cCAMP, w r6znych modelach

eksperymentalnych. Dlatego niezwykle cickawe byloby rozszerzenie badan nad rolg szlaku
cAMP/PKA w regulacji niektérych genéw sieci gonadotropowej o kolejne doswiadczenie,

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

pelniaca rolg 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% catosci) oraz kilka pozycji




historycznych, np. z roku 1922, 1936, 1963 czy 1965. Sa to prace opublikowane w jgzyku
angielskim w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym, wéréd nich takze prace autorow
polskich, co §wiadczy o bardzo dobrej znajomosci krajowego i $wiatowego piSmiennictwa
z zakresu prowadzonych przez Doktoranta badan.

Dla pelnej oceny pracy, z obowigzku recenzenta, wypada mi zwroci¢ uwagg, ze
w tekscie rozprawy znalazty sig nieliczne bledy literowe i interpunkcyjne. Drobna uwaga jest
tez wskazanie na kilkakrotne uzycie w tekscie rozprawy zwrotu ,,0dporno$¢” zamiast
,,oporno$¢” (np. na stronie 10 wiersz 3). W zdaniu: , Kompleks Cu-GnRH charakteryzuje sig
takze zmieniona odporno$cia na dziatanie enzymow proteolitycznych” nalezy uzy¢ stowa
oporno$é, ktora rozumie sig jako brak lub obnizenie wrazliwosci na jaki$ czynnik, a o to
przeciez w tym zdaniu chodzi. Kolejna uwaga dotyczy wielokrotnego uzywania przy opisie
wynikéw zwrotu ,,zmiana (wzrost lub spadek) nie osiagneta putapu istotnosci statystycznej”.
Jestem zdecydowanym zwolennikiem pogladu, ze jesli jakas zmiana nie jest statystycznie
istotna, to uznaje sie, ze takiej zmiany nie ma. Te ostatnie uwagi nie umniejszaja w niczym
mojej bardzo wysokiej oceny rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Katarby.

W podsumowaniu stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr Grzegorza Kotarby
stanowi bardzo wartosciowa pozycje naukowa. Jego wiedza teoretyczna oraz perfekcyjne
opanowanie skomplikowanego warsztatu eksperymentalnego i jego trafne wykorzystanie do
badan przyniosly oryginalne wyniki, ktore sa istotna czastka w badaniach podstawowych,
majacych na celu wyjasnienie zintegrowanych mechanizmow kierujacych ekspresja
okreslonych gendéw w procesie rozrodu. Doktorant wykazal sie umiejgtnoscia samodzielnego
zdefiniowania problemu, wyboru wiasciwych metod badawczych, opracowania wynikow oraz
whnikliwg ich analiza. Obszerne oméwienie wynikéw badan wlasnych oraz opublikowanych
w pismiennictwie $wiatowym dowodzi umiejetnoscei krytycznego rozpatrywania argumentow
przemawiajacych za zbiorczymi whioskami. Uwazam, ze recenzowana praca, stanowiac
samodzielny dorobek naukowo-badawczy Doktoranta, odpowiada wszelkim wymogom

stawianym rozprawom doktorskim.
Na tej podstawie, mam zaszczyt przediozy¢ Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu

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

Grzegorza Kotarbe do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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