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Recenzja

rozprawy doktorskiej pt *Wplyw Kisspeptyny na o§ podwzgorzowo-
przysadkowo-gonadowg u samic karasia srebrzystego (Carassius gibelio,
Bloch 1782).
Badania in vivo i in vitro”
wykonanej przez mgr inz. Grzegorza Gosiewskiego
w Katedrze Ichtiobiologii 1 Rybactwa Wydziatu Hodowli 1 Biologii Zwierzat
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottgtaja w Krakowie pod kierunkiem

Pani Prof. dr hab. Mirostawy Sokolowskiej-Mikolajczyk

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi formalne
stawiane tego rodzaju pracom naukowym,; stanowi zwarte dzieto ztozone z XI
rozdzialow o tacznej objetosci 128 stron maszynopisu. W pracy zacytowano 171
wlasciwie wybranych publikacji, z ktorych ponad polowa zostatla wydana w
ostatnich 10 latach. Wyniki przedstawiono graficznie na 28 rycinach, ponadto
dofaczono 4 schematy doswiadczen oraz trzy schematy ilustrujace regulacje

aktywnosci osi podwzgoérzowo-przysadkowo-gonadowe;j.

Poznanie wszystkich elementow regulacji rozrodu zwierzat wcigz stanowi
wyzwanie dla wielu zespotéw badawczych, wsérdd ktoérych naukowcey zajmujacy
si¢ rozrodem ryb sa znacznie mniej liczni. W wielu doswiadczeniach
planowanych dla poznania fizjologii ryb, naukowcy stosuja hormony, enzymy,

czynniki wzrostowe specyficzne dla ssakow. Takie postgpowanie wymuszone



jest brakiem odpowiednich zwiazkow wystepujacych tylko u ryb, co jest
zrozumiate, ale jednoczesnie moze by¢ przyczyng uzyskania wynikow trudnych

do interpretacji.

Dlatego tez uznaje¢ podjecie przez Doktoranta proby poznania i oceny
wplywu podawania kisspeptyny na aktywnos$¢ osi podwzgdrzowo-przysadkowo-
gonadowej karasia srebrzystego za istotne 1 mogace przyczyni¢ si¢ poszerzenia

wiedzy o regulacji rozrodu u ryb.

Kisspeptyna jest 54-aminokwasowym peptydem kodowanym przez gen
KiSS-1 i dziatajacym przez receptor blonowy sprzezony z biatkiem G - GPR54.
Od czasu odkrycia genu w 1996 roku i scharakteryzowania budowy receptora, a
nastepnie struktury aminokwasowej peptydu, wigkszo$¢ badan prowadzono na
ssakach, liniach komorkowych, a uzyskane wyniki wykazaty udziat kisspeptyny
w wielu procesach fizjologicznych 1 patologicznych. Stwierdzono, ze
kisspeptyna 1 jej] mniejsze fragmenty sg biatkami zaangazowanymi w regulacje
rozrodu, dojrzewania, nowotworzenia, funkcji nerek, wydzielania insuliny i
aldosteronu. Poczawszy od 2003 roku 1 okreslenia istotnego wptywu
kisspeptyny na proces rozrodu u ludzi, wykonano tysigce eksperymentow,
ktorych wyniki czgsto byly kontrowersyjne, prawdopodobnie z powodu
zroznicowanych warunkow doswiadczalnych, zmiennych dawek peptydu oraz

drég podawania.

Pan mgr inz. Gosiewski postawit sobie ambitne cele:1. Zbadanie wplywu
kisspeptyny na uwalnianie LH z przysadki samic ryb w okresie okototartowym i
wczesne] odbudowy gonad; 2. Oceng interakcji kisspeptyny z uktadem
dopaminergicznym; 3. Okreslenie wspotzaleznosci peptydu i GnRH w

stymulowaniu wydzielania LH z przysadki.



Badania wykonano na 777 rybach w warunkach in vivo i in vitro w czasie
dwoch lat podzielonych na dwa okresy: styczen-luty oraz maj-czerwiec. W
warunkach in vivo wykonano badania 24-godzinnego i 30-minutowego wptywu
kisspeptyny na stezenie LH w krwi ryb poddanych dziataniu GnRHa w
obecnosci dopaminy lub po zablokowaniu jej aktywnosci. Ponadto, okreslono

wplyw kisspeptyny na stezenie mRNA dla beta LH.

W warunkach in vitro okreslano wptyw réznych dawek kisspeptyny na
wydzielanie LH z przysadek ryb traktowanych GnRHa i/lub inhibitorem uktadu
dopaminergicznego. Dodatkowo, badano dawkozalezny wplyw kisspeptyny na
syntez¢ 17alfa20beta dihydroksyprogesteronu w jajnikach ryb traktowanych

homogenatem przysadki karpia pobranej w okresie okototartowym.

Stezenie LH w krwi 1 mediach inkubacyjnych oraz progesteronu w
medium okreslano przy uzyciu gotowych testow ELISA. Stopien ekspresji genu

kodujgcego mRNA dla beta LH oceniano przy pomocy metody PCR.

Nalezy podkreslié, ze uzyte metody -hodowli i inkubacji tkanek,
wydzielania in vitro, immunoenzymatyczne oraz biologii molekularnej sa
nowoczesnymi, sprawdzonymi 1 odpowiednimi do oznaczen badanych

parametrow.

Uzyskane wyniki przedstawiono jako procentowe zmiany stezen
badanych parametrow w poréwnaniu do wartosci obserwowanych w grupie
kontrolnej. Z obowigzku recenzenta pragne zwroci¢ uwage, ze bardziej

przydatne do dyskusji bylyby wyniki podawane w warto$ciach bezwzglednych.

Wyniki opisano w sposéb jasny, logiczny, najpierw uzyskane w

doswiadczeniach in vivo, a nastepnie w eksperymentach in vitro.

Egzogenna kisspeptyna spowodowata w ciggu 24 godzin wzrost st¢zenia

LH we krwi ryb traktowanych GnRH lub inhibitorem dopaminy, ale efekt ten



byt uzalezniony od stopnia aktywno$ci osi podwzgoérzowo-przysadkowo-
gonadowej. Wyniki z tych doswiadczen wyraznie potwierdzajg zaleznos¢
aktywnosci receptorow kisspeptyny w przysadce od obecnos$ci dopaminy w tej
strukturze. Doktorant wnioskuje, ze w okresie odbudowy gonad dopamina jest
mniej aktywna (badz jest jej mniej) 1 dlatego kisspeptyna moze w pelni
stymulowa¢ wydzielanie LH, co skutkuje wyzszym st¢zeniem tej gonadotropiny
w krwi. Jest to thumaczenie poprawne, ale by¢ moze niepetne. Taki wynik jest
wyzwaniem dla badacza, poniewaz jesli nie ma danych o stezeniu dopaminy, to
moze warto byloby si¢ pokusi¢ o inne wytlumaczenie. By¢ moze krotki okres
pottrwania tego fragmentu kisspetyny (wynoszacy u ludzi mniej niz 5 min po
podaniu dozylnym znacznie wigkszej dawki peptydu), mogt by¢ przyczyng
szybkiej odpowiedzi przysadki, co nie zostalo zauwazone w  czasie

pOZniejszego pomiaru.

Pewng wskazowka dla takiego rozumowania jest wynik uzyskany w
do$wiadczeniu tzw. krétkotrwalym, w ktorym egzogenna kisspeptyna juz po
dziesigciu minutach wywotata istotny wzrost stezenia LH w krwi ryb bedacych
w okresie okolotarfowym. Ten spontaniczny wzrost stezenia LH w Krwi po
podaniu Kisspeptyny nie zostat spotggowany przez stymulacje GnRH co jest
niezwykle interesujace 1 moze wskazywac, ze to wtasnie obecnos¢ kisspeptyny
w tym okresie jest kluczowa dla bezposredniego oddziatywania neurohormonu
na przysadke ryb. Doktorant do$¢ krytycznie potraktowal ten wynik wnioskujac,
ze ten epizodyczny wzrost LH we krwi nie ma wplywu na odbudowe gonad.
By¢ moze, na odbudowg¢ gonad nie ma bezposredniego wptywu, ale
niewatpliwie moze szybko zainicjowa¢ kaskade zdarzen, ktorych obecno$¢ jest

kluczowa dla catego procesu remodelingu jajnikow.

Pan mgr inz. Gosiewski wykonal interesujace doswiadczenie in vitro
majagce na celu okreslenie potencjalnego wptywu kisspeptyny na wydzielanie

podstawowe progesteronu z fragmentow jajnika ryb w okresie okototarlowym.



Wyniki wykazaly wyrazng tendencjg¢, chociaz nieistotng statystycznie na
poziomie P<0.05, do wzrostu stopnia sekrecji tego steroidu z tkanki po dziataniu
najnizszej koncentracji peptydu tj. 0.77 pmola, ale niespodziewanie nie
zauwazono zadnej odpowiedzi na 10-krotnie 1 stukrotnie wyzsza dawke
kisspeptyny. Poniewaz Doktorant wykazal stymulujacy wpltyw hormondéw
przysadki karpia na wydzielanie progesteronu z jajnika karasia w okresie
okofotartowym tym samym potwierdzit aktywnos$¢ biologiczng tkanki w
warunkach in vitro. Interesujacym jest to, ze kisspeptyna, niezaleznie od dawki,
catkowicie odwrdcita ten stymulujgcy efekt homogenatu przysadki karpia. Na
podstawie tych wynikow mozna wnioskowac, ze kisspeptyna dziatajac poprzez
receptory w komorkach jajnika uvaktywnita mechanizmy wewnatrzkomérkowe
uniemozliwiajace zapoczatkowanie odpowiedzi na hormony przysadki. Nasuwa
si¢ kolejne pytanie dotyczace sprecyzowania drogi dziatania kisspeptyny na
komorki jajnika w warunkach in vivo —bezposredniej i/lub posredniej poprzez

zmiang syntezy 1 sekrecji gonadotropin.

Dopethieniem cyklu badan bylo doswiadczenie majace na celu
sprawdzenie wplywu kisspeptyny na ekspresj¢ genu kodujacego dla
podjednostki beta LH w przysadce. Jako czynnikoéw sprawdzajacych aktywnos¢
komorek przysadki ryb uzyto GnRH 1 pimozydu. Zastosowanie metody PCR do
okreslenia wplywu kisspeptyny i pozostatych mediatorow na ekspresje genu
kodujacego dla podjednostki beta LH w przysadce mozgowej ryb bedacych w
dwoch stadiach doswiadczalnych nie bylo wystarczajace do wykazania
potencjalnych zmian w tym procesie. Doktorant stanowczo stwierdza, ze jedyng
dopuszczalng interpretacja uzyskanego wyniku moze by¢ zbyt dlugi czas jaki
uptynal od podania testowanych czynnikow do momentu pobrania przysadek
Niewatpliwie, jesli przyjmie si¢ takie tlumaczenie, to wyniki te pomoga
okresli¢ prawidtowy czas pobierania przysadek do badan molekularnych. Brak

odpowiedzi na podanie kisspeptyny mozna bytoby takze tlumaczy¢ zbyt matym



(lub nieistotnym) wptywem egzogennego hormonu. Jednak biorgc pod uwage
trzykrotnie silniejsza aktywnos$¢ biologiczng tej sprzezonej formy kisspeptyny
niz wolnej formy takie tlumaczenie jest mato prawdopodobne. Ponadto, wyniki
badan opublikowanych w najnowszych pracach wyraznie wskazuja na
konieczno$¢ starannego doboru formy 1 dawki podawanego specyfiku, a badania

Pana mgr Gosiewskiego spetniajg te warunki.

W dyskusji Pan mgr inz. Gosiewski przytacza wyniki innych autorow
starajac si¢ thumaczy¢ rozbiezno$ci 1 uzasadniajac podobienstwa w stezeniu
badanych parametrow. Szczegdétowo napisana dyskusja potwierdza wiedze
Doktoranta w zakresie fizjologii rozrodu ryb ze szczegdlnych uwzglednieniem
regulacji syntezy 1 sekrecji gonadotropiny LH. Nalezy podkresli¢c takze
przydatno$¢ przejrzystych schematow ilustrujacych potencjalny wplyw
kisspeptyny na aktywnos$¢ osi podwzgorzowo-przysadkowo-jajnikows, ale
moim zdaniem bylyby bardziej uzyteczne gdyby umieszczono je w rozdziale

poswieconym dyskusji, a nie we Wstepie.

Dyskusje zakonczono czterema wnioskami, z ktérych najbardziej
istotnym jest pierwszy mowiacy o interakcji kisspeptyny i dopaminy w obu
badanych okresach aktywnos$ci rozrodczej ryb. Wnioski zostaly sformutowane

po krotkim podsumowaniu kazdego eksperymentu.

Najwazniejszymi elementami niniejszej rozprawy doktorskiej sa przede
wszystkim bardzo starannie zaplanowane i wykonane eksperymenty, logiczne
interpretowanie uzyskanych, czasem kontrowersyjnych, wynikéw, a przede
wszystkich nowe informacje o wspotdziataniu neuromediatora kisspeptyny z
uktadem dopaminowym na kazdym poziomie osi podwzgdrzowo-przysadkowo-
jajnikowej u ryb. Nalezy podkresli¢ doskonate wykorzystanie wszelkich zasad
unikatowej szkoly naukowej stworzonej przez Panig Promotor, Prof. dr hab.

Mirostawe Sokotowska-Mikotajczyk.



Podsumowujac. uwazam rozprawe doktorska za oryginalna. o uznanej
wartosci poznawczej, wnoszaca interesujace wyniki do pefniejszego poznania
fizjologii rozrodu ryb. Ponadto, wnioski wysnute przez Doktoranta moga by¢
pomocne dla zrozumienia regulacji aktywnosci osi  podwzgdrzowo-
przysadkowo-gonadowe] podczas dwoch okresow zycia ryb, co moze byc takze
istotne z ekonomicznego punktu widzenia. Dlatego tez pozytywnie oceniam
wysilek Doktoranta i Pani Promotor wloZzony w prowadzenie eksperymentow,

analiz z uzyciem nowoczesnej aparatury i napisanie rozprawy doktorskiej.

Uwagi, ktore umiescitam w recenzji wynikaly z obowiazku recenzenta, nie

umniejszaja one mojej pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej

Uwazam, ze oceniana praca spelnia 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 (DzU.Nr 65 z dnia 14.04.2003r.) wraz z pozniejszymi

zmianami.

Dlatego tez zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Hodowli i
Biologii Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w
Krakowie z prosbg o dopuszczenie mgr inz. Grzegorza Gosiewskiego do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage interesujaca naukowa hipoteze badawcza, prawidlowo
przeprowadzone do$wiadezenia oraz  wlasciwg interpretacje uzyskanych
unikatowych wynikéw* zwracam si¢ do Wysokiej Rady o rozwaZenie

nagrodzenia wyréznieniem rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Gosiewskiego.
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