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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Kotarby 
pt.: "Osrodkowy wplyw kompleksu Cu-gonadoliberyna na aktywnosc transkrykcyjnq 
wybranych genow sieci gonadotropowej w przednim placie przysadki samicy szczura " 

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ 

Przedstawiona do oceny praca zostala wykonana w Zakladzie Neuroendokrynologii Instytutu 
Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk 
w Jablonnie, pod kierunkiem dr hab. Aliny Gajewskiej. Opracowanie to obejmuje 103 strony 
maszynopisu, 45 rycin i 5 tabel. Praca zawiera typowe dla rozprawy doktorskiej rozdzialy, 
opracowane z zachowaniem wlasciwych wzajemnych proporcji. Prac? rozpoczyna wst^p, 
przedstawiaj^cy aktualny stan wiedzy w zakresie podj^tego tematu badawczego, po ktorym 
przedstawiono hipotez? badawcz^ i eel naukowy pracy. W kolejnych rozdzialach opisano 
stosowane materialy i metody badawcze oraz uzyskane wyniki, a nast^pnie przedstawiono 
dyskusj? dotycz^c^ uzyskanych wynikow, podsumowanie i wnioski oraz wykaz cytowanego 
pismiennictwa, obejmuj^cy 193 pozycje. Praca zawiera takze spis tresci, tabel i rysunkow oraz 
streszczenia w j?zyku polskim i angielskim. 

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ 

Oceniana rozprawa doktorska w znacznej mierze dotyczy molekularnych aspektow 
oddziaiywania kompleksu Cu-gonadoliberyna (Cu-GnRH) na komorki gonadotropowe 
u samic szczura. Wczesniejsze badania m.in. wykazaly, ze kompleks ten - w porownaniu 
do naturalnego GnRH - charakteryzuje wyzsze powinowactwo do receptora GnRH i mniejsza 
podatnosc na dzialanie podwzgorzowych i przysadkowych enzymow proteolitycznych, 
a w komorkach przedni ego 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 mozliwosc jego wytwarzana 
w warunkach in vivo nie zostala do tej pory rozstrzygni^ta. Badania podj^te w ocenianej pracy 
doktorskiej stanowi^ w pelni uzasadnion^ prob? gl^bszego poznania mechanizmu dzialania 
powyzszego kompleksu na komorki przedniego plata przysadki m.in. z uwzgl^dnieniem 
mozliwosci jego oddziaiywania na aktywnosc transkrypcyjny wybranych genow sieci 
gonadotropowej. 

We Wst§pie pracy, ktory jest napisany bardzo zwi^zle, Autor szczegolowo opisuje 
sposob dzialania gonadoliberyny (GnRH) i polipeptydu aktywujycego przysadkowy cyklaz? 
adenylanowy (PACAP; pituitary adenylate cyclase activating polypeptide) na komorki 
gonadotropowe, zwracajyc szczegolny uwag? na geny „podpisu gonadotropowego" (tj. Cga, 
Lhb, Fshb i Gnrhr) oraz inne geny (takie jak: Egrl, Dusp4, NrSal i Adcyaplrl), ktorych 
produkty ekspresji (odpowiednio: bialko transkrypcyjne EGR-1, fosfataza -2 MAPK, czynnik 
transkrypcyjny SF-1 i receptor PACl) uczestniczy w regulacji wydzielania hormonow 
gonadotropowych, a takze na wewnytrzkomorkowe szlaki przekazywania informacji, 
ulegajyce aktywacji pod wplywem GnRH i PACAP-u w gonadotropach (odpowiednio: 
PLCp/IP3/PKC/MAPK i cAMP/PKA). We Wst^pie, przedstawiono rowniez, w uj?ciu 
historycznym, badania dotyczyce wplywu miedzi na funkcje rozrodcze ssakow, giownie zas 
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odnoszyce si? do roli kompleksu jonu miedzi z histydyny w regulacji uwalniania GnRH oraz 
wskazujyce na udzial tego pierwiastka w dojrzewaniu 92-aminokasowego prekursora 
gonadoliberyny. Przedstawiono takze wyniki wczesniej szych badan, w ktorych wykorzystano 
kompleks Cu-GnRH (wytworzony przez zespol prof. Henryka Kozlowskiego z Uniwersytetu 
Wroclawskiego) i m.in. stwierdzono zwi^kszony jego gonadotropowe aktywnosc. Kompleks 
ten, podobnie jak PACAP, wykazywal stymulujycy wplyw na szlak cAMP/PKA, jednakze 
konsekwencje tego oddziaiywania na ekspresj? genow sieci gonadotropowej nie byly 
wczesniej badane. W zwiyzku z tym, w pracy doktorskiej podj?to badania, ktore mialy na celu 
uzupelnienie tej luki. Doktorant przyjyl hipotez? badawczy, ktora zakladala wplyw kompleksu 
Cu-GnRH na ekspresj? genow sieci gonadotropowej za posrednictwem szlaku cAMP/PKA 
(aktywowanego rowniez przez PACAP). Weryfikacja powyzszej hipotezy obejmowala 
doswiadczenia, przeprowadzone na samicach szczura, ktore zmierzaly do wyjasnienia: 

• zdolnosci Cu-GnRH i PACAP-u do aktywacji szlaku cAMP/PKA w przednim placie 
przysadki w warunkach ex vivo; 

• wplywu Cu-GnRH - podawanego do I I I komory mozgu przez 5 godz. 
z cz?stotliwosciy jednego i dwoch pulsow/godz. - na ekspresj? w przednim placie 
przysadki mRNA dwunastu genow: Egrl, NrSal, Ctnnbl, Lhb, Fshb, Gnrhr, 
Adcyaplrl, Prkaca, Prkgl, Nosl, Fst iNr4al; 

• wplywu PACAP-u - podawanego do II I komory mozgu w postaci jednorazowej infuzji 
oraz 5-godzinnej infuzji z cz^stotliwosciy jednego pulsu/godz. - na ekspresj? mRNA 
w/w genow w przednim placie przysadki; 

• wplywu dokomorowych inftizji Cu-GnRH na ekspresj? mRNA w/w genow 
w przednim placie przysadki po zablokowaniu receptorow GnRH; 

• wplywu dokomorowych infuzji Cu-GnRH na ekspresj? mRNA w/w genow 
w przednim placie przysadki po zablokowaniu receptorow PACAP-u (PACl); 

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

Ogolnie mozna stwierdzic, ze Wst^p stanowi bardzo dobre wprowadzenie do problemu 
badawczego podj?tego w pracy doktorskiej i w pelni uzasadnia przyj^ty hipotez? naukowy. 
Na podkreslenie zashiguje szeroki zakres podj?tych badah, ktore uwzgl?dniajy doswiadczenia 
prowadzone w warunkach in vivo i ex vivo, stymulacj? i blokowanie okreslonych receptorow, 
jak rowniez analiz? ekspresji wybranych genow sieci gonadotropowej w przednim placie 
przysadki oraz oznaczanie st?zenia gonadotropin we krwi obwodowej. 

W kolejnym rozdziale Materialy i metody podano informacje o zwierz?tach 
doswiadczalnych i post?powaniu z nimi, procedurach doswiadczalnych, stosowanych 
metodach analitycznych oraz sposobie statystycznego opracowania wynikow. W badaniach 
uzyto 107 dojrzalych plciowo samic szczura Wistar (w wieku 3-4 miesi?cy). Przeprowadzono 
trzy niezalezne doswiadczenia, w tym jedno na modelu ex vivo - polegajyce na inkubacji 
przednich platow przysadek izolowanych od samic w fazie diestrus oraz dwa na modelu in 
vivo - z podawaniem owariektomizowanym samicom substancji doswiadczalnych w formic 
infuzji do trzeciej komory mozgu. W badaniach starano si? - w miar? mozliwosci -
uwzgl?dnic pulsacyjny charakter uwalniania GnRH w warunkach fizjologicznych, stosujyc 
dokomorowe infuzje kompleksu Cu-GnRH o roznej cz?stotliwosci pulsow. Jakkolwiek zakres 
cz?stotliwosci zastosowanych pulsow mogl bye niewystarczajycy aby ujawnic peine spektrum 
dzialania Cu-GnRH, jak rowniez PACAP-u, czego Doktorant jest swiadomy i daje temu 
wyraz w podsumowaniu pracy. Na podkreslenie zashigujy odpowiednio dobrane metody 
analityczne, ktore wykorzystano w badaniach, takie jak: a/ qRT-PCR - do analizy ekspresji 
wybranych genow, b/ ELISA - do badania aktywnosci kinazy bialkowej A w przednich 
platach przysadek zwierzyt doswiadczalnych oraz c/ RIA - do oznaczenia st?zenia 
gonadotropin (LH i FSH) w osoczu. W badaniach uwzgl?dniono analiz? ekspresji 12 genow 
nalezycych do sieci gonadotropowej, kodujycych: bialko Egrl (Egrl; ang. early-growth 
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response), czynnik transkrypcyjny SF-1 (NrSal; ang. nuclear receptor subfamily S, group A, 
member 1), /i- katenin? (Ctnnb; ang. catenin beta 1), podjednostk? P hormonu luteinizujycego 
(Lhb, ang. luteinizing hormone beta polypeptide), podjednostk? P hormonu stymulujycego 
rozwoj p?cherzyk6w jajnikowych (Fshb; ang. follicle stimulating hormone beta polypeptide), 
receptor hormonu uwalniajycego gonadotropiny (Gnrhr; ang. gonadotropin releasing 
hormone receptor), receptor PACl (Adcyaplrl; ang. adenylate cyclase activating polypeptide 
1 receptor type 1), kinaz? bialkowy zalezny od cAMP (Prkaca), kinaz? bialkowy zalezny od 
cGMP (Prkgl), syntaz? tlenku azotu (Nosl), folistatyn? (Fst) i receptor jydrowy 4a 1 (Nr4al) 
znany rowniez jako czynnik wzrostu nerwow IB (NGFI-B) lub Nur77. Stosowane metody 
analityczne uwiarygodniono uwzgl?dniajyc odpowiednie proby kontrolne, jak rowniez 
w odniesieniu do RT-PCR - poprzez wyznaczenie krzywych topnienia uzyskanych produktow 
amplifikacji, ich rozdzial elektroforetyczny i sekwencjonowanie, a w odniesieniu do analiz 
radioimmunologicznych - okreslenie poziomu zmiennosci wewnytrzseryjnej i mi?dzyseryjnej 
dla oznaczanych hormonow. Dodac nalezy, ze stosowane metody analityczne opisano 
poprawnie i przyst?pnie. 

W kolejnej cz^sci pracy, uzyskane wyniki badah zostaly przedstawione na 42 rycinach. 
Wyniki te wskazujy na zroznicowane reakcje badanych parametrow, powiyzanych 
z aktywnosciy gonadotropowy przysadek samic szczura, w odniesieniu do badanych 
czynnikow doswiadczalnych. W przeprowadzonych badaniach m.in. stwierdzono: 

• stymulujycy wplyw Cu-GnRH i PACAP-u 1-38 na aktywnosc PKA w przednim placie 
przysadki samicy szczura po 1-godzinnej inkubacji (nie obserwowano wplywu 
po 3-godzinnej inkubacji); 

• zroznicowany skutecznosc oddziaiywania pulsacyjnych infuzji Cu-GnRH i PACAP-u 
1-38 na ekspresj? badanych genow w przednim placie przysadki samicy szczura; 

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

Sposrod badanych genow, najbardziej podatnymi na dzialanie Cu-GnRH okazaly si? geny 
kodujyce bialko Egrl (Egrl), czynnik transkrypcyjny SF-1 (NrSal), syntaz? tlenku azotu 
(Nosl) oraz kinaz? bialkowy zalezny od cAMP (Prkaca), reagujyce wzrostem ekspresji, przy 
czym odpowiedz na mniejszy cz?stotliwosc pulsow Cu-GnRH (1 puls/h/5 h) odnotowano 
tylko w przypadku genu Egrl. Ekspresja wymienionych powyzej genow, z wyjytkiem genu 
kodujycego kinaz? bialkowy zalezny od cAMP byla takze stymulowana przez PACAP 1-38 
w zaleznosci od zastosowanej cz?stotliwosci pulsow (1 puls/h/5 h lub 1 puls/5 h). Z kolei, 
ekspresja genu receptora jydrowego 4al (Nr4al) zwi?kszala si? pod wplywem PACAP-u, 
ale nie zmieniala si? po podaniu Cu-GnRH. Zarowno Cu-GnRH jak i PACAP 1-38 
nie spowodowaly istotnych zmian w ekspresji genow: Lhb, Fshb, Gnrhr i Adcyaplrl 
(gen receptora PACl) w porownaniu z wartosciami stwierdzonymi u zwierzyt kontrolnych, 
przy czym ekspresja tych genow byla istotnie wyzsza po zastosowaniu wyzszej cz?stotliwosci 
pulsow Cu-GnRH (2 puls6w/h) w porownaniu z nizszy ich cz?stotliwosciy (1 pulsu/h). 
Z kolei, w ogole nie stwierdzono wplywu Cu-GnRH i PACAP-u na ekspresj? genow 
kodujycych folistatyn? ( ^ 5 ^ , kinaz? bialkowy zalezny od cGMP (Prkgl) oraz ji- katenin? 
(Ctnnbl). Co ciekawe, mimo braku zmian w ekspresji genow kodujycych podjednostki p obu 
gonadotropin po zastosowaniu Cu-GnRH i PACAP-u, odnotowano wzrost st?zenia LH i FSH 
we krwi obwodowej pod wplywem tych substancji. Ta roznica wskazuje mozliwosc 
znaczycego oddziaiywania Cu-GnRH i PACAP-u na innych (niz transkrypcja) etapach 
regulacji wytwarzania/wydzielania gonadotropin. Na podkreslenie zashiguje wnikliwa analiza 
i interpretacja uzyskanych wynikow przedstawiona w Dyskusji oraz ich podsumowanie 
w formie wykazu najwazniej szych zaleznosci stwierdzonych podczas badah. Glowny cz?sc 
pracy konczy trzy ogolne wnioski majyce potwierdzenie w prezentowanych wynikach badan. 

3 



Reasumujyc, badania przeprowadzone przez mgr. Grzegorza Kotarb? w ramach pracy 
doktorskiej, wykazaly zblizony zakres oddziaiywania Cu-GnRH i PACAP-u na przedni plat 
przysadki samic szczura, obejmujycy stymulacj? aktywnosci PKA i aktywnosci 
transkrypcyjnej niektorych genow nalezycych do sieci gonadotropowej oraz wzrost sekrecji 
LH i FSH. Efekt dzialania testowanych peptydow na aktywnosc transkrypcyjny tych genow 
byl uzalezniony od zastosowanego wzorca pulsacyjnego ich podawania. Ponadto, 
oddzialywanie Cu-GnRH na ekspresj? badanych genow w przysadce samic szczura podlegalo 
modyfikacji pod wplywem blokowania receptorow GnRH oraz PACAP-u (PACl) przy 
pomocy odpowiednich antagonistow (antide i PACAP-u 6-38). 

UWAGI i PYTANIA 
Podczas czytania ocenianej rozprawy doktorskiej nasun?lo mi si? kilka uwag i pytan, ktore 
przedstawiam ponizej i prosz? Doktoranta o odniesienie si? do nich. 

1. W opisie Doswiadczenia II (str. 16) dotyczycym Grupy V I niejasno wyrazono 
informacj? na temat st?zenia podawanej substancji (PACAP-u). 

2. Czym rozni si? grupa III w Doswiadczeniu II od grupy I I w Doswiadczeniu IIP. Opisy 
tych grup sy bardzo podobne. 

3. W podpisach rycin ilustrujycych wplyw PACAP-u na ekspresj? badanych genow (Rye. 
8, 12, 13,16, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 39, 42 i 43) powinna bye takze uwzgl?dniona 
infuzja tej substancji z zastosowaniem 1 pulsu/5 h. 

4. Czy rzeczywiscie PACAP zastosowany w formie 1 pulsu/5 h nie wplynyl istotnie na 
ekspresj? Egrl mRNA w przednim placie przysadki (Rye. 8) i st?zenie LH we krwi 
obwodowej samic szczura (Rye. 42) w porownaniu do wartosci kontrolnych (po 
zastosowaniu fizjologicznego roztworu NaCl)? 

5. Czytajyc zdanie zamieszczone w Dyskusji (str. 61, wiersze 7-8 od gory), mozna 
odniesc wrazenie, ze kompleks Cu-GnRH istotnie stymulowal ekspresj? genu Fshb, co 
nie byloby zgodne z Rye. 18 i jej opisem (str. 39), w ktorym stwierdzono „...jednak 
wzrost ten, o 11%, nie osiygnyl pulapu istotnosci statystycznej". Kwestionowane 
zdanie zamieszczone w Dyskusji brzmi: „Natomiast w stosunku do grupy kontrolnej, 
stymulacyjne oddzialywanie we wzorze dwoch pulsow/godz. dotyczylo ekspresji genu 
Fshb (doswiadczenie III). 

6. Dokomorowe podawanie testowanych substancji w Doswiadczeniu II i ///, oprocz 
bezposredniego wplywu na komorki przedniego plata przysadki (po dotarciu do 
niego), teoretycznie umozliwia tym substancjom takze posredni wplyw poprzez 
dzialanie na podwzgorze i modulowanie neurosekrecyjnej aktywnosci tej struktury. 
Zatem, jaki zwiyzek - zdaniem Doktoranta - moze miec ewentualne dzialanie 
badanych substancji na poziomie podwzgorza z wynikami uzyskanymi 
w Doswiadczeniu II i ///? 

7. Z obowiyzku recenzenta wskazuj? takze drobne bl?dy redakcyjne zauwazone w pracy, 
ktore w zaden sposob nie obnizajy jej poziomu merytorycznego, takie jak: 

• str. 8 (5. wiersz od dohi) - nazwa enzymu PAL zawiera blyd literowy (powinno 
bye „liazy peptydyloglicyno a-hydroksyglicyno a-amidujycej"); 

• str. 9 (14. wiersz od dohi) - powinno bye „w fazie przedowulacyjnej"; 
• str. 11 (15. wiersz od gory i nizej ) - wystarczy napisac „wplyw .. .na ekspresj? 

mRNA...", poniewaz „zmiany" mogy wystypic (lub nie) dopiero jako 
nast?pstwo dzialania testowanego czynnika; 

• str. 13 (2. wiersz od gory i w wielu innych miejscach) - skrot dla minuty pisany 
jest bez kropki (tj. „min"); 

• str. 14 (4. wiersz od dohi) - powinno bye „.. .na..."; 
• str. 15 (14. wiersz od gory) - powinno bye „.. .przedinkubacyjnej..."; 

4 



• str. 23 (10. wiersz od dohi) - powinno bye „.. .denaturowano w zakresie"; 
• str. 63 (4. wiersz od gory) - powinno bye „...badania in vitro 

z wykorzystaniem..." lub „... badania in vitro prowadzone 
z wykorzystaniem..."; 

• str. 67 (5. wiersz od gory) - powinno bye „...indukcja syntezy cAMP 
obserwowana po..."; 

• str. 68 (wiersze 11-13 od dohi) - w zdaniu brakuje „jakiegos" wyrazu; 
• str. 70 (6. wiersz od dohi) - powinno bye „.. . i w konsekwencji...". 

PODSUMOWANIE 

W podsumowaniu nalezy stwierdzic, ze rozprawa doktorska mgr. Grzegorza Kotarby zawiera 
nowe i wartosciowe dane, ktore opisujy - w uj?ciu porownawczym wzgl?dem polipeptydu 
aktywujycego przysadkowy cyklaz? adenylanowy (PACAP) - wplyw kompleksu Cu-GnRH na 
funkcje gonadotropowe przedniego plata przysadki samicy szczura z uwzgl?dnieniem 
poziomu molekulamego, tj. zmian aktywnosci kinazy bialkowej A oraz aktywnosci 
transkrypcyjnej wybranych genow. Zastosowane rozwiyzania metodyczne w realizacji 
podj?tego tematu badawczego nalezy uznac za bardzo pomyslowe i interesujyce. 
Przeprowadzenie tych badan wymagalo opanowania zlozonych procedur doswiadczalnych 
i duzego nakladu pracy. Jestem przekonany, ze Doktorant w pelni osiygnyl zamierzony eel 
naukowy i wykazal si? umiej?tnosciy prowadzenia badan na wysokim poziomie naukowym. 
Zauwazone przeze mnie w pracy niescislosci i usterki, giownie o charakterze redakcyjnym, 
nie obnizajy jej wysokiej wartosci merytorycznej. 

WNIOSEK KONCOWY 

W zakonczeniu pragn? stwierdzic, ze przedstawiona do oceny rozprawa zatytulowana 
"Osrodkowy wplyw kompleksu Cu-gonadoliberyna na aktywnosc transkrykcyjnq 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 pozniejszymi zmianami) -
stawiane rozprawom doktorskim i w zwiyzku z powyzszym zwracam si? do Wysokiej Rady 
Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzyt im. Jana Kielanowskiego Polskiej 
Akademii Nauk w Jablonnie z wnioskiem o dopuszczenie mgr. Grzegorza Kotarby 
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, bioryc pod uwag? zlozonosc 
procedur doswiadczalnych i ich pracochlonnosc oraz efekt naukowy przeprowadzonych 
badah, sugeruj? rozwazenie mozliwosci wyroznienia ocenianej pracy. 

Olsztyn 20.10.2016 r. 

Stanislaw Okrasa 
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