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Badania roll fizjologicznej i mechanizmow dziaiania neurohormonow 
podwzgorzowych post^puj^ nieustannie od momentu ich odkrycia w latach 70. ubieglego 
wieku, a intensywne poszukiwania Ich analogow daj^cych sl^ zastosowac w praktyce 
medycznej jednymi z wazniejszych czynnikow nadaj^cych tym badaniom odpowiedniego 
tempa, staj^c si^ jednoczesnie motorem postepu w tej dziedzinie. Wsrod nich, analogi 
gonadoliberyny GnRH bardzo szeroko stosowane jako srodki terapeutyczne w wielu 
schorzeniach, nie koniecznie zwiazanych z rozrodem. Dzialanie tego neurohormonu obejmuje 
bowiem nie tylko centralny i obwodowy uklad nerwowy, ale takze tkanki zwi^zane i nie 
zwi^zane z rozrodem np. uklad odpornosciowy. 

Rozrodczosc ssakow jest regulowana przede wszystkim przez wplyw GnRH na 
gonadotropy w przysadce, w ktorych moduluje ekspresji genow i sekrecj^ gonadotropin, 
ktore z kolei wplywaj^ na gonady, stymuluj^c w nich gameto- i steroidogenez^. Dysfunkcja 
na poziomie ekspresji genow w obrc^bie calej osi podwzgorzowo-przysadkowo-gonadowej 
(HPG) moze prowadzic do licznych zaburzeh funkcji uktadu rozrodczego, a w skrajnych 
przypadkach do nieplodnosci. O ile jednak pierwotna funkcja GnRH, zwi^zana z regulacj^ 
gonadotropow jest juz poznana dose dobrze, to szersze niz zwi^zane z osi^ HPG 
wyst^powanie tego neurohormonu i jego receptora, wprawdzie nie budzi w^tpliwosci ale 
ci^gle pozostaje w sferze poszukiwah. Zatem poznanie mechanizmow molekularnych 
reguluj^cych ekspresj(? genow kodujc|cych skladowe osi HPG wydaje si^ niezb^dne do 
zrozumienia fizjologii i patologii rozmnazania, a badania podj^te przez mgr Magdalen^ 
Ciechanowsk^ wpisuj^ si^ w najnowszy nurt poszukiwah w tej dziedzinie. 

1. Uwagi ogolne 

Przedstawiona mi do oceny dysertacja to typowy doktorat z zakresu nauk 
eksperymentalnych, zawiera bowiem wszystkie czesci, z jakich zazwyczaj skladaja si^ takie 
rozprawy. Liczy 142 stronice tekstu, a poszczcgolne rozdzialy proporcjonalnie tworz^ catosc 
napisan^ starannie, zarowno pod wzglcpdem j^zykovvym jak i edytorskim. Tekst jest zwi^zly, 
ilustrowany wlasciwie skomponowanymi schematami (Wst^p oraz Material i Metody) oraz 
wykresami i diagramami, dokumentuji|cymi uzyskane wyniki. 

W stosunkowo krotkim, bo licz^cym tylko 15 stronic, ale bardzo esencjonalnym 
Wst^pie zostat przedstawiony neurohormon GnRH, jego cz^steczka i receptor, oraz ich 
lokalizacja w Osrodkowym Ukladzie Nerwowym (GUN), w powi^zaniu z modyfikacjami 



funkcji osi HPG przez szlaki neuronalne oraz rozne stany fizjologiczne, w tym sezon, cykl 
estralny, stres. A wszystko po to, aby jasno i klarownie wytozyc zalozenia i eel pracy (2 str.). 

Cz^sc materialowo-metodyczna jest rowniez krotka (13 stronic), ale zawiera wszystkie 
niezb^dne informacje o zwierzt^tach, ukladzie doswiadczalnym, wykonanych analizach i 
sposobie obrobki uz>skanych wynikow. Zastosowana analiza statystyczna pozwolila na 
porownanie istotnosci roznic opisywanych zjawisk w poszczegolnych sytuacjach 
eksperymentalnych. 

Najdluzszy, bo 40-stronicowy rozdzial przedstawiajc|cy i opisuj^cy Wyniki jest 
podzielony na podrozdzialy. co ulatwia .sledzenie kolejno po\\staj.qcych rezultatow, kazdy z 
nich ma tez oddzieln^ numeracj^ rycin. Zdaniem recenzenta jest ich w sumie 16 (i jedna 
tabela) a takze znaczna liczba NIENUMEROWANYCH wykresow, obrazujqcych 
przykladowe profile poziomow LH w surowicy badanych owiec w roznych wariantaeh 
eksperymentu. Trudno mi dociec, dlaczego te wykresy (doliczylam si§ ich az 10 oraz jednego 
zdj^cia obrazu elektroforetycznego) nie zasluzyly na to aby je policzyc i opisac - a przeciez to 
na ich podstawie powstaly histogramy, dokumentuj^ce zmiany poziomu tej gonadotropiny 
oraz amplitude i czestotliwosc pulsow hormonu u owiec w roznych stanach fizjologicznych, 
poddanych poszczegolnym dzialaniom doswiadczalnym. 

Podobnie krotka (21 stronic) ale zwi^zla Dyskusja, zwiehczona Wnioskami, stanowi 
opis i interpretacje uzyskanych wynikow na tie bogato cytowanego i starannie 
interpretowanego pismiennictwa, z jednoczesnym zachowaniem rezerwy co do znaczenia 
wlasnych osi^gni^c. 

Rozprawy dokumentuje 261 pozycji pismiennictwa, w duzej czesci (prawie 1/3) 
powstatego juz w biez^eym stuleciu. Autorka nie waha si^ rowniez si^gac do prac 
podstawowych w tej dziedzinie, takich np. jak juz historyczne badania nad 
neurohormonalnymi aspektami dziaiania stresu u owiec, ktore zespol prof E. Domahskiego 
oraz promotor rozprawy, prof F. Przekop, wielokrotnie publikowali od lat 70. ubieglego 
wieku, dokumentujqc w ten sposob czynne uczestnictwo tej placowki w tworzeniu 
nowoczesnej neuroendokrynologii. 

Warto podkreslic. ze prezentowane w rozprawie Vv^niki byly w cz^sciach 
publikowane, wchodz^c w sklad 4 prac juz wydrukowanych w dobrych czasopismach z Listy 
Filadelfijskiej oraz jednej przyj^tej do druku - swiadcz^c tym samym o ich znacz^cej 
wartosci naukowej. 

2. Uwagi szczegolowe 

Zalozeniem rozprawy doktorskiej mgr Magdy Ciechanowskiej bylo, jak to juz zostato 
wspomniane, kompleksowe spojrzenie na molekularny mechanizm funkcjonowania osi HPG 
owiec i jego modyfikacje w roznych stanach fizjologicznych. Zgodnie z nim - Autorka 
rozpocz^la swoj wywod (Wstcjp) od scharakteryzowania cz^steczki GnRH i drog 
neuronalnych, doprowadzaj^cych informacje do obszarow OUN, skupiaj^cych neurony 
GnRH-ergiczne. Nast^pnie przeprowadzila analiz^ czynnikow. modyfikujqcych aktywnosc 
osi HPG; rozpatrywata przede wszystkim fotoperiod, jako czynnik zmieniaj^cy u samic 
badanego gatunku czynnosc gonad, ktore zwrotnie wptywaj^ na funkcjonowanie osi HPG 
oraz stres, b^dqcy pot^znym, wieloczynnikowym modulatorem wi^kszosci czynnosci 
zyciowych organizmu, z funkcjami rozrodczymi na czele. 

Po takim przygotowaniu - mozna bylo wyartykulowac cele podj^tych badah. Bylo 
nimi okreslenie u owiec rasy Merynos Polski wspolzaleznosci pomi^dzy ekspresji genow 
gonadoliberyny GnRH i jej receptora (GnRH-R) w strukturach osi podwzgorzowo-
przysadkowej w zaleznosci od fazy cyklu estralnego, rodzaju dzialaj^cego stresu oraz 



obecnosci lub braku dziaiania czynnikow hamuj£|cych uwalnianie GnRH/LH (czyli w 
warunkach pobudzania lub blokowania ukladu endorfinowego i CRH-ergicznego). 

Mamy wi^c przed sob^ wyniki klasycznych doswiadczen fizjologicznych, 
wzbogaconych nowoczesn^ metodologi£| molekularny, przeprowadzonych na 60 owcach, 
czyli na gatunku, b^dycym od lat obiektem finezyjnych badah, prowadzonych Instytucie 
Fizjologii i Zywienia Zwierzyt PAN w .lablonnie. Podkreslam to dlatego, ze mamy gwarancje, 
udokumentowany licznymi, od lat powstajycymi znakomitymi publikacjami pochodzycymi z 
tego osrodka, iz eksperymenty byly prowadzone w nalezytych warunkach, z zachowaniem 
wszelkich regut pracy ze zwierzetami pozostajqcymi w ostrym eksperymencie. Mam taky 
pewnosc, mimo braku informacji o aprobacie tych doswiadczen przez Lokalny Komisje 
Etycznt| - zresztq bez jej posiadania niemozliwe bytoby opublikowanie wynikow, a to 
wszakze mialo juz miejsce (ale jej niezamieszczenie jest jednym z nielicznych uchybieh 
redakcyjnych doktorantki). 

Metodyka pracy jest nowoczesna, a obejmuje zarowno precyzyjucj neurochirurgie 
owiec w roznych stadiach cyklu estralnego, nast^pne wielogodzinne ich traktowanie 
infuzjami domozgowymi i szokami elektrycznymi (stres krotkotrwaly, czyli lagodne i 
przerywane impulsy elektryczne aplikowane na przednie kohczyny jednego dnia przez 3 
godziny oraz analogiczny, lecz stosowany chronicznie czyli trwajycy po 5 godzin dziennie 
przez 4 kolejne dni doswiadczalne ). aby w toku tych dlugotrwalych doswiadczen pobierac 
krew, a po ich zakohczeniu - poszczcgolne struktury mozgowe, bedyce nast^pnie 
przedmiotem analiz molekularnych. Metody RT-PCR w czasie rzeczywistym analizowano 
ekspresje genu GnRFI i jego receptora oraz genu referencyjnego dehydrogenazy aldehydu 3-
fosfoglicerynowego (GAPDH) w poszczegolnych strukturach OUN (obecnosc i ilosc mRNA, 
wyrazona w jednostkach umownych), zas w krwi badano metody RIA poziom gonadotropiny 
LH, b^dycej wskaznikiem stanu funkcjonalnego osi HPG. 

Po przeprowadzeniu tych wszystkich badah i szczegotowej analizie wynikow Autorka 
wykazala, ze: 

i - mRNA genu kodujycego GnRH wykryto w obszarze przedwzrokowym oraz w 
przednim i brzuszno-przysrodkowyni podwzgorzu we wszystkich wariantaeh doswiadczenia, 
natomiast w zadnej z faz cyklu estralnego badanych owiec nie dochodzi do ekspresji tego 
genu w przedniej przysadce i wynioslosci posrodkowej; 

ii ~ w przeciwiehstwie do tego ~ we wszystkich badanych strukturach wykryto mRNA 
genu kodujycego receptor GnRH, a wielkosc ekspresji obu genow zawsze byla wyzsza u 
owiec w fazie ciatka zoltego i prawie zawsze w fazie p^cherzykowej, niz u osobnikow 
anestralnych; 

ii i - w obydwu aktywnych fazach cyklu zarowno poziom jak i czestotliwosc pulsow 
gonadotropiny LH w surowicy owiec byly wyzsze niz w am.slnis, zas amplituda pulsow 
pozostawala bez zmian; 

iv - obydwa rodzaje zastosowanego stresu stymulowaly u anestralnych owiec 
ekspresje obydwu genow. Gen GnRH byl eksprymowaiiy najsilniej w obszarze 
przedwzrokow>'rn zas jego receptor-w brzusznym podwzgorzu po zastosowaniu stresu 
przedtuzonego; 

V - w fazie p^cherzykowej tylko stres krotkotrwaly stymulowal, zas przedluzony -
hamowal pojawianie si? transkryptu obydwu genow we wszystkich badanych strukturach; 

vi - stres krotkotrwaly tylko nieznacznie (acz istotnie statystycznie) podwyzszal zas 
przedluzony - obnizal w podobnym zakresie poziom LH w krwi, nie wplywajyc ani na 
czestotliwosc ani na amplitude jej pulsow; 

vii - dokomorowa infuzja agonisty CRH lub |3-endorfiny obnizala zas obecnosc 
blokera CRH pobudzala ekspresje obydwu badanych genow. Nalokson, antagonista 



opioidowy nie wptywal na ilosc ani transkryptu GnRH ani jego receptora. Analogiczny byl 
wplyw badanych czynnikow na poziom i czestotliwosc pulsow surowiczej gonadotropiny LH; 

viii - nieco na uboczu glownego wytku badah pozostaje wykrycie w przedniej 
przysadce owiec w fazie p^cherzykowej obecnosci fragm.entu mRNA dluzszego o ok. 20 par 
zasad od badanej I formy GnR_H. 

W inteligentnie poprowadzonej Dyskusji Autorka koiifrontuje uzyskane wyniki z 
pismiennictwem, zwracajyc jednoczesnie uwag?, ze o ile ekspresja genu kodujycego GnRH w 
podwzgorzu owiec byla dotychczas przedmiotem nielicznych badah, to w odniesieniu do jego 
receptora Jej badania majy charakter pionierski. Ma takze swiadomosc, ze na podstawie 
przeprowadzonych analiz mozna jedynie domniem.ywac, jakie mechanizmy regulacyjne 
zostaly uruchomione w poszczegolnych wariantaeh doswiadczenia, doprowadzajyc do 
zaobserwowanych zmian w ekspresji badanych genow. Nie zapomina przy tym, ze ekspresja 
genu jest warunkiem koniecznym, ale nie wystarczajacym do tego, aby produkt tej ekspresji 
ostatecznie ujawnil swojy funkcje fizjologiczny. Abstrahujyc od calej gamy mozliwych 
procesow post-transkrypcyjnych ~ obecnosc w krwi badanych owiec gonadotropiny LH i 
modyfikacje jej pulsacyjnego wydzielania dowodzy, ze transkrypcja genu GnRH zakohczyla 
sie wytworzeniem funkcjonalnego neurohormonu a jego receptor w gonadotropach 
przysadkowych odebral te informacje na tyle skutecznie, ze hormon zostal wydzielony. 
Wszystkie inne oddzialywania, lycznie z mozliwosciq desensytyzacji receptora GnRH przez 
funkcjonalny neurohormon, jego dziaiania jako neurotransmitera a takze uwzgledniajyc role 
receptora GnRH w podwzgorzu jako potencjalnego regulatora ekspresji genu neurohormonu -
pozostajy w sferze domniemah, opartych o bogato cytowane pismiennictwo. 

Na koniec Autorka zamieszcza 6 wnioskow, bedycych raczej skromnym 
podsumowaniem uzyskanych wynikow. Zwraca w nich uwage na zaleznosc poziomu 
ekspresji badanych genow kodujycych glownych aktorow osi HPG od miejsca ich lokalizacji 
w strukturach OUN i przysadce oraz stanu fizjologicznego badanych owiec. Ten 'stan 
fizjologiczny' to nie tylko fazy cyklu estralnego, ale takze stres, ktory w znacznym stopniu 
modyfikuje takze poziom gonadotropiny LH w osoczu, a konsekwencjy jego dziaiania mogy 
bye zaklocenia funkcji rozrodczych poprzez wplyw na biosynteze GnRH i jej receptora. 
Zabraklo mi tu zwrocenia uwagi na wykrycie ekspresji genow, kodujycych neurohormon 
GnRH i jego receptor w strukturach mozgowych niezwiyzanych bezposrednio z regulacjy osi 
HPG, a takze odniesienia do wykrytej u estralnych owiec drugiej formy GnRH, co jest 
osiygnieciem waznym acz raczej trudnym do skomentowania. 

3. Uwagi krytyczne 

Poniewaz zadaniem recenzenta jest w^szukanie i ocena zarowno mocnych stron 
ocenianej pracy jak i jej slabosci, skupie sie teraz na wyliczeniu tych nielicznych potkniec 
Autorki, ktore wydajy mi sie istotne: 

i - przedstawiajyc czysteczke GnRH (str. 17) Autorka pisze, ze zawiera ona (cyt.) 
..."na kohcu karboksylowym grupe aminowy (Rys. 1.1)...". .lest to chyba przejezyczenie? 

i i - str. 37 - w opisie przebiegu eksperymentu brak informacji o tym, w jaki sposob i 
w jakim przedziale czasowym w stosunku do zakohczenia doswiadczenia (infuzje, stres) 
zwierzeta byly zabijane; nie okreslono takze pory doby, w ktorej odbywalo sie pobieranie 
materialu autopsyjnego do dalszych analiz; 

iv - str. 38 - objetosc pobranej krwi: ... „pr6bki krwi pobierano w odstepach 10-
minutowych przez 5 kolejnych godzin po 4 ml kazda" - oznacza to, ze w toku kazdego 



doswiadczenia pobierano od pojedynczej owcy co najmniej 120 ml. Jaky to stanowito cz^sc 
ogolnej objetosci krwi (nie podano tez masy ciaia owiec) - czy ten ubytek krwi byl 
uzupelniany piynem fizjologicznym? - jesli nie, to czy nie rzutowal na st^zenie badanych 
hormonow w poszczegolnych (zwlaszcza kohcowych) fazach doswiadczenia? 

V - pomimo wyodr^bnienia w Dyskusji podrozdzialow, w ktorych Autorka omawia 
uzyskane wyniki w kontekscie dost^pnych danych z pismiennictwa - czytelnikowi jest 
ogromnie trudno dokonac rozroznienia, ktorych danych: wiasnych wynikow czy doniesieh 
innych autorow, dotyczy poszczcgolne rozwazania. Cz^sto uzywane sformulowanie: „wyniki 
przeprowadzonych badah" zdaje si? kierowac uwage do wynikow wlasnych - tymczasem 
przewaznie na kohcu zdania lub akapitu znajdujemy odnosnik do literatury. Taki zabieg 
redakcyjny ma raczej charakter (zb^dnie) maskujycy niz eksponujycy bardzo ciekawe wyniki 
wtasne Autorki; 

vi - w kilku miejscach Dyskusji, np. str. 97, 103 (a takze we Wnioskach - wniosek 3) 
Autorka mowi o wykazaniu „dodatniej korelacji" mi^dzy ekspresjy genow gonadoliberyny 
GnRH i jej receptora a zmianami st^zeh LH - takie sformulowanie wydaje sie bye pewnym 
uproszczeniem, bowiem Autorka nie dokonywala tego typu analizy statystycznej 
(zastosowany uklad doswiadczalny moim zdaniem nie stwarza takiej mozliwosei) -
nalezaloby wiec raczej mowic o proporcjonalnosci zmian lub jednakowym ich kierunku; 

vii - trudno mi jest sobie wyobrazic, w jaki sposob (cyt. str. 104) ... „receptor GnRH 
(..) wpiywa na ekspresje g^nu GnRH (..) i kontroluje aktywnosc sekrecyjny uktadu GnRH/LH 
i uwalnianie gonadotropin". Chetnie poznam, podczas publicznej obrony, stanowisko 
doktorantki w tej kwestii. 

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia wymagania stawiane rozprawom 
doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach Naukowych i Tytule 
Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595) wraz z 
pozniejszymi zmianami. Podjete w niej badania nalezy do nielicznych, rozpatrujycych 
molekularne aspekty funkcjonowania osi podwzgorzowo-przysadkowo-gonadowej u owiec i 
jej zaleznosci od stanu fizjologicznego (cykl estralny, stres o roznym nasileniu i czasie 
trwania). Opublikowanie obszernych fragmentow rozprawy w recenzowanych czasopismach 
naukowych dowodzi, ze uzyskane wyniki majy juz znaczycy pozycje wsrod znawc6w 
zagadnienia. Ich zalety jest takze stawianie nowych pytah, dotyczycych post-transkrypcyjnych 
mechanizmow, zaangazowanych w regulacje powstawania funkcjonalnej gonadoliberyny 
GnRH i jej receptora w poszczegolnych strukturach osi HPG. Otwierajy one perspektywy 
dalszych badah o charakterze nie tylko poznawczym ale takze aplikacyjnym. 

Przeto z najglebszym przekonaniem wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii 
i Zywienia Zwierzyt im. Jana Kielanowskiego PAN w Jablonnie o dopuszczenie mgr 
Magdaleny Olgi Ciechanowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego, na podstawie 
rozprawy, zatytulowanej: EKSPRESJA GENOW GnRH i R E C E P T O R A GnRH W 
U K L A D Z I E PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWYM OWCY W ROZNYCH 
STANACH F I Z J O L O G I C Z N Y C H ; WPLYW CZYNNIKOW STRESOGENNYCH. 

4. Wnioski koncowe 

Warszawa, 8 czerwca 2009 


