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Recenzja 
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Michaluk 

pt. „StabiInosc i aktywnosc fizjologiczna czqsteczki gonadoliberyny po 
jej skompleksowaniu z jonem miedzi " wykonanej w Instytucie Fizjologii i 

Zywienia Zwierz^t im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk w 
Jabtonnie pod kierunkiem Pani Doc. dr hab. Aliny Gajewskiej 

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 116 stron 
maszynopisu, 60 rysunkow, 6 tabel i 290 cytowanych naukowych publikacji, z 
ktorych prawie 50% napisane zostato w ostatnich 8 latach, a ich wybor byl 
przemyslany i swiadcz^cy o wszechstronnej znajomosci badanej problematyki 
oraz ogolnej wiedzy fizjologicznej Doktorantki. 

Praca jest przygotowana wedlug obowi^zuj^cych zasad dla tego typu 
rozpraw i sktada si? z rozdzialow: Wst?p, Hipoteza badawcza i eel naukowy 
pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie wynikow, 
Wnioski, Literatura. Ponadto, do pracy dol^czono spisy rysunkow i tabel, 
streszczenie w j?zyku polskim i angielskim oraz objasnienia skrotow. 

We wst^pie licz^cym 15 stron Autorka najpierw obszemie omawia rol? 
miedzi w organizmie, metabolizmie komorki ze szczegolnym uwzgl^dnieniem 
specyficznych enzymow i biatek transportuj^cych ten mikroelement. W drugiej 
cz?sci Wst?pu Pani mgr inz, Anna Michaluk przedstawia wyniki badan innych 
autorow, takze pochodz^cych z macierzystej jednostki, dotycz^cych udzialu 
miedzi i jej kompleksow z GnRH w regulacji procesu rozrodu samic. W 
ostatnim podrozdziale Wst?pu Autorka opisaia efekty aktywacji receptora 
GnRH i przebieg wewn^trzkomorkowej transdukcji sygnalu do ukladow 
efektorowych: kinaz bialkowych, cAMP, cGMP oraz IP3. 

Proces aktywnosci szlakow sygnalowych wewn^trz komorki po 
pobudzenia receptora jest niezwykle skomplikowany, a w przypadku 
zsyntetyzowanych ligandow moze przebiegac odmiennie niz w przypadku 
natywnych cz^steczek. Pomimo wielu lat badan nad roznorodnymi zwi^zkami 
imituj^cymi dziaianie gonadoliberyny nie ma jednoznacznych danych 
charakteryzuj^cych wszechstronnie efekty przez nie wywierane. Dodatkowych 
ktopotow przysparzaj^. publikacje zamieszczaj^ce wyniki, ktore niezaprzeczalnie 
mog% bye interesuj^ce, aczkolwiek trudne b^dz nawet niemozliwe do 
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prawidlowej interpretacji, Wynika to przede wszystkim z malo precyzyjnych 
metodyk, braku wtasciwych prob kontrolnych lub stosowania roznych gatunkow 
zwierz^t jako modeli eksperymentalnych. 

Dlatego tez uwazam za interesuj^ce podj?cie badan nad okresleniem nie 
tylko stabilnosci zsyntetyzowanego kompleksu Cu-GnRH, ale takze jego 
fizjologicznego oddziatywania na receptory w komorkach przysadki. Warte 
podkreslenia jest takze to, ze obecna rozprawa doktorska stanowi kolejny etap 
badan zapocz^tkowanych przez Pana Profesora Kochmana i kontynuowanych 
przez Pani^ Doc. dr hab. Alin? Gajewsk^ Promotora pracy. Analizuj^c kolejne 
osi^ni^cia Zespohi mozna przesledzic wzbogacanie badan o nowoczesne 
metody biochemiczne, a co za tym idzie ugruntowanie unikatowej fizjologicznej 
szkoly naukowej. 

Pani Michaluk poczynita shiszne zatozenie, ze przyl^czenie miedzi w 
odpowiednim miejscu peptydu zmieni konformacj? cz^steczki i musi wplyn^c 
na aktywnosc receptora i pobudzenie szlakow sygnalizacyjnych w komorce. 
Stabilnosc takiego kompleksu moglaby bye w centrum zainteresowania nie 
tylko naukowcow badajqpych regulacj? osi podwzgorzowo-przysadkowo-
gonadowej, ale takze i firm farmaceutycznych wci^z poszukuj^cych lepszych 
preparatow GnRH do stosowania w osteoporozie, menopauzie, chorobach 
neurologicznych czy nowotworowych. 

Opieraj^c si? na wynikach innych autorow i swoich wlasnych Doktorantka 
postawila dwie hipotezy badawcze dotycz^ce: 1. zwi?kszenia stabilnosci 
zmodyfikowanej cz^steczki GnRH na skutek zmiany jej konformacji; 2. wplywu 
zmienionej konformacji kompleksu Cu-GnRH na rodzaj aktywowanych drog 
transdukcji sygnahi w komorkach gonadotropowych. Autorka nakresliia takze 
niezb?dne dla weryfikacji hipotez zadania badawcze, ktore mozna podzielic na 4 
grupy: 

1. okreslenie stopnia degradacji GnRH i jego kompleksu miedziowego w 
podwzgorzu i przysadce w warunkach in vitro oraz scharakteryzowanie 
enzymow i sktadu aminokwasowego produktow rozpadu badanych zwi^zkow; 

2. porownanie wplywu GnRH i Cu-GnRH na aktywnosc szlakow IP3/PKC i 
cAMP/PKA w komorkach przysadki w warunkach podstawowych i w obecnosci 
inhibitorow kinaz bialkowych A lub C; 

3. okreslenie aktywnosci szlaku cGMP/PKG w przysadce po inkubacji z 
GnRH i jego miedziowym kompleksem oraz po zahamowaniu szlakow IP3/PKC 
i cAMP/PKA; 

4. porownanie stopnia uwalniania LH z komorek traktowanych GnRH lub 
Cu-GnRH przed i po dzialaniu inhibitorow kinaz bialkowych A i C. 

Materialy i metody opisano na 18 stronach wzbogacaj^c je zdj?ciami 
hodowli komorek przysadki, rysunkami krzywych standardowych, 
chromatogramami oraz tabelami przedstawiaj^cymi schemat doswiadczeh. 



Doswiadczenia zostaly przeprowadzone w warunkach in vitro na 
przysadkach samic szczura oraz podwzgorzach i przysadkach samcow szczura. 
Tkanki samcow poshizyly do sporz^dzenia preparatow cytozolu i frakcji 
btonowej uzywanych w dalszych doswiadczeniach. Komorki przysadek samic 
(5x10 ^ /ml) utrzymywano w hodowli pierwotnej przez 72 godziny, a nast?pnie 
traktowano GnRH lub jego miedziowym kompleksem w obecnosci inhibitorow 
kinaz, bacytracyny lub bez czynnikow hamuj^cych enzymy przez 30 minut, 3 i 5 
godzin. 

Doktorantka wykonala doswiadczenia umozliwiaj^ce ocen? degradacji 
GnRH i Cu-GnRH przez enzymy cytozolu i frakcji blonowej podwzgorza i 
przysadki, identyfikacj? aminokwasow w produktach degradacji, aktywnosc 
trzech szlakow sygnalizacji wewn^trzkomorkowej, wplywu inhibitorow kinaz A 
i C na st?zenie wybranych wskaznikow w przysadce oraz okreslila ilosc 
uwolnionego L H z komorek przysadki. 

Pani mgr inz. Michaluk zastosowala nowoczesne metody badawcze: 
hodowli komorek, krotkotrwalej inkubacji, chromatografi? jonowymienn^ 
radioimmunologiczne, znakowania izotopem jodu, chromatografi? kolumnowq. 
chromatografi? cieczow^. z odwroconymi fazami, HPLC. Wyniki poddano 
analizie statystycznej uzywaj^c pakietu Statistica oraz testow-U Mann'a-
Whitney'a i Wilcoxona. 

Wyniki zostaly przedstawione w dwoch tabelach oraz na 43 wykresach 
poprzedzonych zwi^zlym opisem badanych zmian zachodz^cych podczas 
inkubacji komorek z GnRH lub Cu-GnRH. 

Dynamik? degradacji GnRH i Cu-GnRH przedstawiono jako st?zenie 
zwi^zku w |j.g/550|Lil, natomiast zmiany pozostalych badanych parametrow 
okreslano w stosunku do kontroli przyj?tej za 100%. ; 

Ten rozdzial przysporzyl Doktorantce sporo trudu ze wzgl?du na mnogosc 
wynikow i wielokierunkowosc zmian badanych parametrow, ktorych przyczyny 
mogly miec rozne zrodla. Uwazam, ze pomimo tych trudnosci Autorka 
usystematyzowata dane i przedstawila je obiektywnie. Nalezy podkreslic dobr^ 
dokumentacj? wynikow i przejrzyste wykresy. 

Otrzymane wyniki Doktorantka dyskutuje na 18 stronach wykazuj^c 
dogl?bn% wiedz? z zakresu fizjologii, biochemii i endokrynologii. Nalezy tutaj 
podkreslic, iz cz?sc otrzymanych wynikow byla obserwowana przez Autork? 
po raz pierwszy. Bylo to duze utrudnienie dla Doktorantki, ktora nie mogia 
swojej interpretacji w pelni porownac z ocen^ innych autorow. Nalezy 
podkreslic, iz Doktorantka odwaznie broni swoich wynikow logicznie je 
argumentuj^c, ale takze wykazuj^c potrzeb? pelniejszych badan, ktorych wyniki 
moglyby potwierdzic tez? o wi?kszej stabilnosci kompleksu. Pomimo tych 
trudnosci Pani mgr inz. Michaluk omowila wszystkie uzyskane wyniki i starala 
si? je usystematyzowac podkreslaj^c znaczenie zmiany konformacji GnRH po 
pol^czeniu z miedzi^ i jej wptyw na fizjologiczn^ aktywnosc kompleksu. 



Autorka podsumowala prac? w 12 punktach ukazujXcych wyniki z 
kolejnych doswiadczen nad stabilnosci^ kompleksu miedziowego, rodzajem 
enzymow proteolitycznych i ich pochodzeniem, aktywacj^, i interakcj^ trzech 
badanych szlakow transdukcji sygnalu wewn^trz komorki. 

Pani mgr inz. Anna Michaluk wysnuta trzy wnioski, z ktorych za 
najwazniejszy uwazam pierwszy dotycz^cy opomosci kompleksu miedziowego 
GnRH na dziatanie enzymow. 

Bior^c pod uwag? postawione hipotezy i uzyskane wyniki za najwazniejsze 
osi^ni?cia tej pracy uwazam: 

1. Kompleksowe opracowanie metodyki badaj^cej stabilnosc i 
fizjologiczn^ aktywnosc kompleksu miedziowego GnRH w 
warunkach in vitro. 

2. Jednoczesne pomiary stabilnosci kompleksu Cu-GnRH metod% 
radioimmunologiczne i chromatografii wysokocisnieniowej. 

3. Wykazanie interakcji szlakow IP3 /PKC i cAMP/PKA ze 
szlakiem cGMP/PKG w komorkach przysadki. 

4. Stwierdzenie odmiennosci w aktywowaniu szlaku cAMP/PKA 
przez Cu-GnRH i GnRH. 

UWAGI 
Z obowi^zku recenzenta pragn? zwrocic uwag? Autorki na kilka spraw: 

1. Nieprecyzyjny jest opis ilosci uzytych szczurow samcow w 
doswiadczeniu. 

2. Synteza kompleksu Cu-GnRH nie byla celem badawczym rozprawy 
^ doktorskiej, tym bardziej, ze wykonano go poza macierzyst^. 

Jednostkq.. 
3. Niedokladny jest opis metody oznaczania frakcji inozytoli. 
4. Opisy rysunkow 4-1014-11 s^myl^ce dla czytelnika. 
5. Wniosek trzeci jest oparty na logicznym nast?pstwie modyfikacji 

aktywnosci receptora GnRH przez Cu-GnRH co zostalo zapisane 
we wniosku drugim i w zwi^zku z tym nie powinien bye w takiej 
formie zapisany jako oddzielny punkt. 

6. List? nielicznych bt^dow literowych i stylistycznych przekaz? 
Autorce przed skierowaniem pracy do druku. 

PODSUMOWANIE 
Podsumowuj^c ocen? pracy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Michaluk 

stwierdzam, ze rozprawa ta jest oryginaln^ samodzieln^, nowatorsk^ o duzej 
wartosci poznawczej pozycj^^w literaturze. Przedstawion^ do recenzji rozpraw? 
doktorska oceniam jako przydatn^ dla badaczy zajmuj^cych si? problematykq. 



procesow zachodz^cych podczas przekazywania sygnalu z receptora do wn?trza 
komorki i aktywnosc szlakow sygnalizacji wewn^trzkomorkowej. Uwagi, ktore 
umiescilam w recenzji wynikaly z obowi^zku recenzenta, nie umniejszajq, one 
mojej wysoce pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej. 

Uwazam, ze oceniana praca spetnia wymagania stawiane rozprawom 
doktorskim okreslone w Ustawie nr 595 o Tytule Naukowym i Stopniach 
Naukowych oraz Tytule i Stopniach Naukowych w Dziedzinie Sztuki z dnia 
14 marca 2003 roku (Dz.U.Nr 65 z dnia 14.04.2003r.) wraz z pozniejszymi 
zmianami. 

Dlatego tez zwracam si? do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii i 
Zywienia Zwierz^t Polskiej Akademii Nauk w Jabtonnie z prosbq, o 
dopuszczenie Pani mgr inz. Anny Michaluk do dalszych etapow przewodu 
doktorskiego. 

Bior^c pod uwag? trudnosci, ktore musiala przezwyci?zac Doktorantka 
decyduj^c si? na podj?cie zmudnych i pracochtonnych badan oraz problemy, z 
ktorymi zetkn?ta si? przy interpretacji wynikow wnioskuj? do Wysokiej Rady 
Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierz^t Polskiej Akademii Nauk w 
Jabtonnie o uznanie ocenianego dzieta za wyrozniaj^c^si? rozpraw? doktorsk^.. 
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