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1. Imie i nazwisko: Magdalena Olga Ciechanowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej

Magister biologii, w zakresie fizjologii zwierzat, 1999, prace magisterska pt. ,,Czynniki
modyfikujgce reakcje odpornosciowq kurczqt” wykonano pod kierunkiem prof. dr hab.
Krystyny Skwarto-Sonta w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat Kregowych Wydzialu Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego.

Doktor nauk rolniczych w zakresie zootechniki, 2010, pracg doktorska pt. ,,Ekspresja genow
GnRH i receptora GnRH w uktadzie podwzgorzowo-przysadkowym owcy W roznych stanach
fizjologicznych, wplyw czynnikow stresogennych” wykonano pod kierunkiem prof. dr hab.
Franciszka Przekopa w Zakladzie Neuroendokrynologii Instytutu Fizjologii i Zywienia
Zwierzat im. Jana Kielanowskiego PAN w Jabtonnie.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Asystent w Zaktadzie Neuroendokrynologii Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana
Kielanowskiego PAN w Jabtonnie, od 2001 do 2009.

Starszy specjalista badawczo-techniczny w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii
Wojskowego Instytutu Higieny 1 Epidemiologii im. gen. Karola Kaczkowskiego
w Warszawie, od 2011 do 2013.

Adiunkt, kierownik Pracowni Toksykologii w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii
Wojskowego Instytutu Higieny 1 Epidemiologii im. gen. Karola Kaczkowskiego
w Warszawie, od 2013 do chwili obecnej.

4. Wskazanie osiagniecia® wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 r. poz. 1789):

4. a. Tytul osiagni¢cia naukowego:

Mechanizmy regulacji biosyntezy GnRH i receptora GnRH oraz sekrecji LH
w ukladzie podwzgérzowo-przysadkowym owcey w réznych stanach
fizjologicznych; wplyw czynnikéw stresogennych.

4. b. Wykaz publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe

1. Ciechanowska M, Lapot M, Mateusiak K, Paruszewska E, Malewski T, Krawczynska
A, et al. The central effect of B-endorphin and naloxone on the biosynthesis of GnRH
and GnRH receptor (GnRHR) in the hypothalamic-pituitary unit of follicular-phase
ewes. Reprod Domest Anim. 2016; 51(4): 555-561. IF — 1,400, MNiSW - 25
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Moj udziat w wyzej wymienionej pracy obejmowat sformutowanie koncepcji badan,
zaplanowanie i wykonanie doswiadczen na zwierzetach, wykonanie oznaczen przy
uzyciu testu ELISA, analize i interpretacje uzyskanych wynikéw, a takze napisanie
I przygotowanie publikacji do druku.

Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

2. Ciechanowska M, Lapot M, Antkowiak B, Mateusiak K, Paruszewska E, Malewski
T, et.al. Effect of short-term and prolonged stress on the biosynthesis of gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) and GnRH receptor (GnRHR) in the hypothalamus and
GnRHR in the pituitary of ewes during various physiological states. Anim Reprod Sci.
2016; 174: 65-72. IF — 1,605, MNiSW — 30

Moj udziat w wyzej wymienionej pracy obejmowal sformutowanie koncepcji badan,
zaplanowanie i wykonanie do$wiadczen na zwierzetach, wykonanie oznaczen przy
uzyciu testu ELISA, analiz¢ i interpretacj¢ uzyskanych wynikéw, a takze napisanie
I przygotowanie publikacji do druku.

Moj udziat procentowy szacuj¢ na 75%.

3. Ciechanowska M, Lapot M, Mateusiak K, Paruszewska E, Malewski T, Przekop F.
Biosynthesis of gonatropin-releasing hormone (GnRH) and GnRH receptor (GnRHR)
in hypothalamic-pituitary unit of anoestrous and cyclic ewes. Can J Physiol
Pharmacol. 2017; 95(2): 178-184. IF — 2,210, MNiSW - 20

Moj udzial w wyzej wymienionej pracy obejmowat sformutowanie koncepcji badan,
zaplanowanie i wykonanie do$wiadczen na zwierzetach, wykonanie oznaczen przy
uzyciu testu ELISA, analizg i interpretacje uzyskanych wynikéw, a takze napisanie
i przygotowanie publikacji do druku.

Moj udziat procentowy szacuje na 75%.

4. Ciechanowska M, Lapot M, Paruszewska E, Radawiec W, Przekop F. The influence
of domaminergic system inhibition on biosynthesis of gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) and GnRH receptor in anoestrous sheep; hierarchical role of
kisspeptin and RFamide-related peptide-3 (RFRP-3). Reprod Fertil Dev. 2017; 30(4):
672-680. IF — 2,105, MNiSW - 25

Moj udziat w wyzej wymienionej pracy obejmowat sformutowanie koncepcji badan,
zaplanowanie i wykonanie doswiadczen na zwierzetach, wykonanie oznaczen przy
uzyciu testu ELISA i metody Real-Time PCR, analiz¢ i interpretacj¢ uzyskanych
wynikow, a takze napisanie i przygotowanie publikacji do druku.

Moj udziat procentowy szacuje na 75%.

5. Ciechanowska M, Kowalczyk M, Lapot M, Malewski T, Antkowiak B, Brytan M, et
al. Effect of corticotropin releasing hormone and corticotropin releasing hormone
antagonist on biosynthesis of gonadotropin releasing hormone and gonadotropin
releasing hormone receptor in the hypothalamic-pituitary unit of follicular-phase ewes
and contribution of kisspeptin. J Physiol Pharmacol. 2018; 69(3): 451-461. IF — 2,478,
MNISW — 25

Moj udziat w wyzej wymienionej pracy obejmowat sformutowanie koncepcji badan,
zaplanowanie i wykonanie doswiadczen na zwierzetach, wykonanie oznaczen przy
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uzyciu testu ELISA i metody Real-Time PCR, analize i interpretacje uzyskanych
wynikéw, a takze napisanie i przygotowanie publikacji do druku.
Moj udziat procentowy szacuje na 65%.

Podstawowe informacje bibliometryczne o publikacjach stanowiacych osiagniecie
naukowe:

Laczny Impact Factor prac wchodzacych w zakres osiggnigcia - 9,798.

Laczne punkty MNiSW prac wchodzacych w zakres osiaggnigcia - 125,

w tym jako autor pierwszy i korespondencyjny IF - 9,798 oraz MNiSW - 125.
Indeks Hirsh’a: 8

4. c. oméwienie celu naukowego ww. pracy i osiagnietych wynikow wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Procesy rozrodcze samic ssakow sg regulowane, przede wszystkim przez wptyw
gonadoliberyny podwzgérzowej (GnRH) na komorki gonadotropowe w przysadce, w ktorych
neurohormon ten moduluje ekspresje gendow kodujacych podjednostki gonadotropin oraz
sekrecj¢ tych hormonow. Gonadotropiny, z kolei, wptywaja na gonady stymulujac w nich
steroido- i oogeneze. Steroidy piciowe, poprzez oddziatywania zwrotnie skierowane, reguluja
natomiast sekrecj¢ gonadotropin. Zatem kluczowym ogniwem w neuroendokrynnej regulacji
rozrodu, a wigc gtdéwnym czynnikiem kontrolujacym kaskade hormondow uktadu rozrodczego,
jest niewielka populacja komorek GnRH w podwzgdrzu, ktora jest miejscem opracowywania
informacji ze $rodowiska zewnetrznego 1 wnetrza organizmu przed wystaniem
zintegrowanych sygnatow na obwodd. Neurosekrecyjny uktad GnRH przetwarza bowiem
neurochemiczng informacj¢ pochodzaca z osrodkowego uktadu nerwowego na aktywnosé
wydzielnicza komodrek gonadotropowych przedniego ptata przysadki mozgowe;.
Gonadoliberyna aktywuje czynnos¢ sekrecyjng gonadotropéw po uprzednim zwigzaniu si¢
ze specyficznym receptorem GnRH typu | (GnRHR, 328-aminokwasowy receptor zwigzany
z biatkiem G), a kazdy puls GnRH w specyficzny sposob pobudza biosynteze i uwalnianie
hormonu luteinizujgcego (LH) i folikulotropowego (FSH).

Ciata komorek GnRH w moézgu owcy nie tworzg skupisk, lecz sg rozproszone,
poczynajac od przegrody mozgu, przez obszar pola przedwzrokowego, przedniego
podwzgdrza, az po brzuszno-przysrodkowe podwzgoérze. Zdecydowana wickszos¢
perykarionow GnRH znajduje si¢ w okolicy przedwzrokowej, w obszarze przekatnej wstegi
Brocka, narzadu naczyniowego blaszki krancowej i zachytka nadwzrokowego. Obecnosé¢
jedynie nielicznych perykarionow GnRH wykazano w podwzgorzu brzuszno-przysrodkowym
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(Caldani i wsp., 1988). Aksonalne projekcje tych komorek, uczestniczace w regulacji
czynno$ci gonadotropowej przysadki, podazaja do wyniostosci posrodkowej podwzgorza.
GnRH uwalniany jest w sposob pulsacyjny z zakonczen nerwowych usytuowanych w tej
strukturze, a parametry pulsacyjnej sekrecji tego neurohormonu (amplituda i czestotliwosc)
sg funkcjg stanu hormonalnego organizmu. Aktywno$¢ sekrecyjna uktadu GNnRH zmienia si¢
bowiem u owcy w poszczegdlnych stanach fizjologicznych. Diugo$é okresu aktywnosci
piciowej (okres estralny) oraz dtugo$¢ okresu zahamowania tej aktywnosci (okres anestralny)
moga rozni¢ sie istotnie w zaleznoSci od rasy, ale zawsze cykl ten gwarantuje samicy
synchronizacje sezonu rozrodczego z czasem najdogodniejszym dla wydania i przezycia
potomstwa.

U samic gatunkéw 0 sezonowym charakterze rozrodu, do ktérych nalezy owca,
uwalnianie GNRH w wyniosto$ci posrodkowej znajduje si¢ pod $cistg kontrolag hormonow
steroidowych wytwarzanych przez jajniki. Precyzujac, pobudzanie badZz hamowanie
pulsacyjnego uwalniania GnRH przez estradiol zalezy od poziomu tego estrogenu
oraz progesteronu w krwi obwodowej oraz od czasu oddziatywania tych hormonéw
na komorki docelowe. Czg$¢ tej estrogenowej kontroli pelniona jest na poziomie podwzgdrza
(Karsch i wsp., 1987), poprzez wptyw steroidéw piciowych na poziom uwalnianego GnRH,
cze$¢ natomiast na poziomie przysadki (Nett, 1990) i w gtownej mierze dotyczy wplywu
tych hormonow na ekspresje genu GnNRHR w komorkach gonadotropowych przedniego ptata
tego gruczolu. Mechanizmy ekspresji GhnRHR w przysadce wydaja si¢ by¢ bardzo istotne
dla regulacji czynnosci catego uktadu podwzgorze-przysadka-gonady (HPG). Wykazano,
ze prawidtowa stymulacja aktywnos$ci sekrecyjnej komoérek gonadotropowych przysadki
przez GnRH wymaga trwatego utrzymania okreslonego poziomu receptora w blonie
oraz mMRNA GnRHR w cytoplazmie tych komorek. Poziom aktywnych form GnRHR
w komorkach gonadotropowych determinuje bowiem zdolno$¢ odpowiedzi tych komorek
na GnRH (Rispoli i Nett, 2005).

Doktadny mechanizm wplywu estradiolu na aktywno$¢ sekrecyjng uktadu GnRH
nie zostat dotychczas sprecyzowany. Dane z piSmiennictwa wskazujg, ze ten wpltyw jest
wywierany raczej posrednio, poprzez osrodkowy aferentny uktad neuronalny (Herbison,
1998; Dobson i wsp., 2003, Ciechanowska i wsp., 2010). Brak jest zdecydowanych dowodow
na bezposrednig regulacje neurondow GnRH przez estradiol. Zwazywszy dodatkowo na fakt,
ze ogromna wigkszo$¢ komorek GnRH w podwzgérzu u owcy (Herbison, 1998), podobnie

zreszta jak u innych ssakow (Shivers i wsp., 1983), nie wykazuje ekspresji receptorow
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estrogenowych, oczywistym wydaje si¢, ze aferentny doptyw sygnatéw do neuronéw GnRH
jest niezbedny do regulacji sekrecji tego neurohormonu przez estradiol. Ponadto obecnosé
w uktadzie GnRH receptoréw dla licznych neuroprzekaznikow 1 neuropeptydow
regulacyjnych oraz istnienie polgczen synaptycznych neuronéw GnRH z komoérkami innych
podwzgorzowych ukladéw neuronalnych, wspierajg mozliwo$¢ kontroli aktywnosci
sekrecyjnej uktadu GnRH przez rézne szlaki neuronalne podwzgorza. Dane z pismiennictwa
dowodza, ze regulacja sekrecji GnRH u owcy jest Scisle powigzana z aktywnoscig uktadow
klasycznych neuroprzekaznikoéw i neuromodulatoréw, takich jak: noradrenalina, p-endorfina,
kwas gamma-aminomastowy (GABA), hormon uwalniajacy kortykotroping (CRH) czy
dopamina (Ciechanowska i wsp., 2010). Powaznymi kandydatami do posredniczenia
w estrogenowej kontroli aktywnosci sekrecyjnej uktadu GnRH sg takze nowo poznane
neuropeptydy z rodziny RFamidowej - Kisspeptyna (Kiss 1) i RFamide-related peptide 3
(RFRP3), (Smith i wsp., 2008). Chociaz natura tej zaleznej od estrogenow regulacji jest
dwojaka, to znaczy dotyczy pobudzania lub hamowania wydzielania GnRH, to w $wietle
dostepnych wynikoéw badan podziat uktadéw neuronalnych, na te o charakterze stymulujacym
lub hamujacym sekrecje GnRH, jest w wielu przypadkach niescisty. Nalezy bowiem
podkreslic, ze funkcje wielu neuroprzekaznikow 1 neuropeptydéw uczestniczacych
w regulacji uwalniania GnRH ulegaja zmianom w poszczeg6lnych stanach fizjologicznych.

Fizjologiczne wspotzaleznosci, charakterystyczne dla réznych okresow cyklu
rozrodczego, moga podlega¢ powaznym zaburzeniom u zwierzat w warunkach stresogennych.
Liczne doniesienia wskazuja, ze zaro6wno stres chroniczny, jak i o przedtuzonym dziataniu
hamuje sekrecj¢ gonadotropin i procesy owulacji (Ciechanowska i wsp., 2007; Pierce i wsp.,
2008), lecz wczesna odpowiedz organizmu na czynniki stresogenne moze przejawiaé si¢
wzrostem aktywnosci sekrecyjnej uktadu GnRH/LH (Lapot i wsp., 2007). Powszechnie
wiadomo, ze reakcja stresowa uruchamia wiele szlakow fizjologicznych, a dziatanie ré6znych
stresorOw przejawia si¢ przede wszystkim aktywacjg ukladu podwzgorze-przysadka-
nadnercza (HPA) i wzrostem poziomu glikokortykoidow we krwi. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze wplyw stresu na czynno$¢ sekrecyjna ukladu GnRH/LH zalezy od wielu czynnikéw,
a migdzy innymi od wieku i plci zwierzgcia, stanu fizjologicznego, rodzaju dziatajacego
stresora, jego intensywnosci i czasu dziatania.

Chociaz neuroendokrynne mechanizmy uwalniania GnRH i jego funkcja zwigzana
z regulacja czynno$ci gonadotropowej przysadki w roznych stanach fizjologicznych sg juz

dos¢ dobrze poznane, to molekularne procesy, ktore reguluja sekrecje tego neurohormonu
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pozostajg wcigz w sferze naukowych poszukiwan. Nieznana jest rowniez rola szerszego (poza
komorkami gonadotropowymi) wystepowania GNRHR, cho¢ dane z piSmiennictwa sugeruja,
ze mRNA GnRHR w brzuszno-przysrodkowym podwzgoérzu u szczura moze uczestniczy¢
w kontroli uwalniania GnRH (Seong i wsp., 1998). Podstawa takiego przypuszczenia
sg informacje wskazujgce, ze aktywacja GnRHR w tym obszarze podwzgoérza wywiera
hamujacy wplyw na uwalnianie neurohormonu (DePaolo i wsp. 1987). Badania
przeprowadzone na szczurach pozwolily rdwniez na wysunigcie hipotezy, w mysl ktorej
te podwzgoérzowe neurotransmitery i neuromodulatory, ktore posredniczg w estrogenowej
kontroli uwalniania GnRH/LH, uczestniczg takze w regulacji ekspresji genow GnRH (Kang
I wsp., 1995) i GnRHR (Seong i wsp., 1995). Wsparciem dla takiej koncepcji jest poprzedni
cykl prac mojego zespotu (Ciechanowska i wsp., 2010), chociaz wczesne badania w modelu
owcy (Harris i wsp., 1998) wskazywaty, ze neuroendokrynne mechanizmy kontrolujace
uwalnianie GnRH s3 odmienne od tych, ktore reguluja ekspresj¢ genu tego neurohormonu.
Jednakze, odnotowany wiclokrotnie w badaniach wilasnych, podobny kierunek zmian
ekspresji mMRNA GnRH w podwzgorzu i mRNA GnRHR w przednim placie przysadki
mozgowej oraz stezen LH w osoczu krwi (Ciechanowska i wsp., 2010) wyraznie sugerowat,
ze regulacja uwalniania GnRH/LH u owcy moze zachodzi¢ na poziomie molekularnym.
Aby ostatecznie potwierdzi¢ to przypuszczenie, nalezalo podjac¢ badania, ktorych istotg byto
ustalenie wspoéltzaleznosci pomigdzy poziomami transkrypcji i translacji genéw GnRH
i GNRHR, zwlaszcza ze relacja miedzy tymi procesami moze by¢ daleka od prostej i liniowej
zaleznosci (Maier i wsp., 2009).

W s$wietle tych, przedstawionych w ogromnym skrocie, informacji wydawato sig,
7ze doktadna analiza procesoéw potranskrypcyjnych, pozwalajgca lepiej zrozumie
mechanizmy kontrolujace uwalnianie GnRH z podwzgoérza i sekrecj¢ LH z przedniego ptata
przysadki mozgowej, powinna by¢ przedmiotem kolejnych dociekan naukowych,
zmierzajgcych do wyja$nienia mechanizméw fizjologicznej regulacji procesOw rozrodczych
oraz do sprecyzowania podtoza ich patologii. Podjecie takich badan wydawato si¢ wysoce
zasadne, tym bardziej, ze dysfunkcja na poziomie ekspresji genow w obrebie ukladu
podwzgorzowo-przysadkowego moze prowadzi¢ do licznych zaburzen funkcji rozrodczej
organizmu, w skrajnych za$ przypadkach do nieptodnosci czy bezptodnosci - powaznych
schorzen, stwarzajacych istotne problemy zarowno medycynie ludzkiej, jak i weterynaryjnej.
Takie podejscie merytoryczne stato si¢ inspiracjg do proby pozyskania srodkéw finansowych

na kontynuacje moich zainteresowan naukowych. W 2012 roku, to jest rok po zakonczeniu
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prac mego zespotu zwigzanych z realizacja poprzedniego celu badawczego (Ciechanowska
i wsp. 2011), opracowany przeze mnie projekt pt. ,Biosynteza GnRH i receptora GnRH
w uktadzie podwzgoérzowo-przysadkowym owcy w roéznych stanach fizjologicznych”
otrzymatl finansowanie z funduszy Narodowego Centrum Nauki na lata 2013-2016.
Zaproponowane do realizacji w ramach projektu zadania stanowily oryginalne prace
badawcze, ktorych wymiernym efektem jest seria publikacji przedstawiona w ramach
osiggniecia habilitacyjnego. Badania opisane w cyklu publikacji sg kontynuacjg wieloletnich
prac Zespolu Zaktadu Neuroendokrynologii Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat
im. Jana Kielanowskiego PAN w Jabtonnie, po§wigconych pierwotnie neuroendokrynnym
mechanizmom regulacji uwalniania GnRH/LH u owcy w réznych stanach fizjologicznych
1 nastepnie badan z moim, nie malym, udzialem nad molekularnymi mechanizmami

regulujagcymi uwalnianie tych hormonow.

Glownym celem przedstawionych badan bylo poznanie os$rodkowych
neuronalnych mechanizméw kontrolujacych uwalnianie GnRH/LH na poziomie
biosyntezy GnRH i GnRHR w ukladzie podwzgorzowo-przysadkowym owcy w réznych
stanach fizjologicznych, takze w warunkach stresogennych

Szczegolowe cele pracy to udzielenie odpowiedzi na pytania:

+ Jakie wspotzaleznosci zachodza pomiedzy poziomami biosyntezy GnRH i GnRHR
w okolicy przedwzrokowej-podwzgérzu oraz GnRHR w przednim ptacie przysadki
mozgowej, a uwalnianiem LH u owiec w réznych stanach fizjologicznych - w okresie
anestralnym oraz w poszczegolnych fazach cyklu estralnego?

* Czy farmakologiczne zablokowanie aktywnos$ci sekrecyjnej neurondéw dopaminy
w podwzgorzu anestralnych owiec moze pobudza¢ uwalnianie GnRH/LH na poziomie
biosyntezy GnRH i GnRHR w wybranych obszarach uktadu przedwzrokowo-podwzgoérzowo-
przysadkowego i angazowac¢ nowo poznane peptydy, Kiss 1 i RFRP3?

« W jaki sposob aktywacja farmakologiczna oraz zablokowanie receptorow
opioidowych typu p wptywaja na poziomy GnRH i GnRHR w okolicy przedwzrokowej-
podwzgorzu i GNRHR w przysadce oraz na stezenie LH w osoczu krwi samic w fazie

pecherzykowej cyklu estralnego?
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* Czy istniejg roznice we wptywie stresu fizycznego, krotkotrwatego i o przedtuzonym
dziataniu, na poziomy biosyntezy GnRH i GnRHR w wybranych obszarach uktadu
przedwzrokowo-podwzgoérzowego oraz GnRHR w przysadce, a takze na stgzenie LH
W osoczu krwi anestralnych owiec 1 samic w fazie pgcherzykowej cyklu estralnego?

« Jakie mechanizmy posrednicza we wptywie CRH oraz antagonisty CRH (CRH-A)
na poziomy potranslacyjnych produktéw genoéw kodujacych GnRH i GnRHR w okolicy
przedwzrokowej-podwzgorzu i GNRHR w przysadce oraz na st¢zenie LH w osoczu krwi

owiec w fazie pecherzykowej cyklu estralnego?

Wszystkie przedstawione ponizej badania whasne przeprowadzono na samicach owcy
rasy Merynos Polski, w modelu doswiadczalnym opartym na naturalnym, wolnym
od ingerencji farmakologicznej, cyklu ptodnosci. Merynos Polski jest rasg owcy nalezaca
do gatunkoéw sezonowo poliestralnych. Okres estralny, charakteryzujacy si¢ nastepstwem
kolejnych 16-18-dniowych cykli owulacyjnych, wystepuje w klimacie umiarkowanym
w miesigcach jesienno-zimowych, a wigc w warunkach krétkiego dnia. Jezeli nie dojdzie
do zaplodnienia, to taka dlugo$¢ sezonu rozrodczego gwarantuje wystgpienie okoto
10 kolejnych cykli. Wydtuzajacy sie pod konieC zimy, badZz na poczatku wiosny, dzien jest

natomiast sygnalem do zahamowania aktywnosci ptciowej i wejScia w okres anestralny.

wylew gonadotropin wylew gonadotropin

% faza ciatka zéttego

faza pecherzykowa

Rys. Schemat cyklu estralnego owcy z uwzglednieniem poszczegdlnych jego faz

Wystapienie owulacji u samic sprawdzano dwukrotnie w ciggu dnia przy uzyciu
samca poddanego uprzednio zabiegowi wazektomii i okres$lano jako dzien 0 (Rys. Schemat

cyklu estralnego owcy z uwzglednieniem poszczegolnych jego faz). W doswiadczeniach uzyto tylko
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te samice, ktore wykazywaty regularne cykle owulacyjne (co najmniej dwa). Stan jajnikow
oceniano réwniez po eutanazji, analizujac w nich obecno$¢ pecherzykow jajnikowych
o okreslonych wymiarach oraz ciatka zottego.

Merynos Polski jest doskonale przystosowany do warunkéw srodowiska i rodzimych
systemow utrzymania; w Polsce obecno$¢ Merynosa datuje si¢ od 1786 roku. Jest to rasa
ustabilizowana genetycznie, co czyni ja dobrym modelem doswiadczalnym, powszechnie
uznanym w badaniach nad neuroendokrynnymi mechanizmami regulacji procesoéw
rozrodczych (Domanski i wsp., 1993; Tomaszewska i wsp., 2002; Lapot i wsp., 2007;
Ciechanowska i wsp., 2011).

W celu weryfikacji oraz uzupetnienia juz istniejacych danych, w pierwszym etapie
badan okreslono poziomy GnRH i GnRHR w okolicy przedwzrokowej, w wybranych
obszarach podwzgoérza (podwzgorze przednie i brzuszno-przysrodkowe oraz szyputa
wyniosto$ci  posrodkowej) oraz GnRHR w przednim placie przysadki moézgowej
(publikacja 3). Mimo iz okolica przedwzrokowa pod wzgledem anatomicznym nie nalezy
do podwzgorza, to pod wzgledem funkcjonalnym tworzy z nim integralng cato$é. Dlatego tez,
w dalszej cze$ci opracowania prezentujacego osiggniecie habilitacyjne, uwzgledniono
funkcjonalne powigzania pomigdzy tymi obszarami moézgu. Analize poziomoéw biosyntezy
GnRH i GNRHR przeprowadzono u owiec anestralnych oraz u samic w fazach pecherzykowej
i ciatka zottego cyklu estralnego przy uzyciu testu immunoenzymatycznego ELISA. Analize
te uzupeliono badaniem stezenia LH w osoczu krwi. Krew pobierano w odstgpach
dziesigciominutowych, przez pie¢ kolejnych godzin. Poziom LH oznaczano metoda
radioimmunologiczng podwdjnych przeciwciat wedhug Stupnickiego i Madeja (1976).

W badaniach wykazano, ze poziomy GnRH w podwzgoérzu anestralnych owiec
sg istotnie nizsze, niz stwierdzone u samic w fazie pecherzykowej, lecz nie zawsze niz w fazie
cialka zottego cyklu estralnego. Odnotowane rdéznice mogg wynika¢ z odmiennych
w poszczegdlnych stanach fizjologicznych mechanizméw synaptycznego dopltywu sygnatow
do neuronow GnRH, zwlaszcza ze plastycznos¢ synaptyczna uktadu GnRH, czyli zdolnos¢
do modyfikowania synaps, jest udokumentowana (Jansen i wsp., 2003). Ta morfologiczna
zmienno$¢ komorek moze regulowa¢ doptyw sygnalow aferentnych z réznych uktadow
neuronalnych podwzgorza, uczestniczacych w estrogenowej kontroli czynnosci sekrecyjnej
neuronéw GnRH. Takie przypuszczenie wydaje si¢ zasadne, tym bardziej, ze jak juz

wczesniej wspomniano, funkcja wielu neuroprzekaznikéw i neuropeptydow w regulacji
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uwalniania GnRH moze zmienia¢ si¢ w poszczegdlnych stanach fizjologicznych. Dla
przyktadu, w okresie anestralnym neurony systemu dopaminy podwzgoérzowej tworza
podstawowa czg¢$¢ neuronalnego mechanizmu hamujacego uwalnianie GnRH/LH (Adams i
wsp., 2006). Pod koniec anestrus aktywnos¢ dopaminowa ulega znacznemu zmniejszeniu, a
jej obnizony poziom w cyklu estralnym powoduje wzrost pulsacyjnego uwalniania GnRH/LH
(Goodman i wsp. 2000). B-endorfina, z kolei, hamuje sekrecjc GnRH/LH w fazie
pecherzykowej cyklu estralnego, lecz w sezonie anestralnym nie odgrywa istotnej roli w
kontroli uwalniania tych hormonéw (Tortonese, 1999). Infuzje CRH do III komory mézgu
owiec, przeprowadzane w fazie pgcherzykowej cyklu estralnego, moga powodowac
zahamowanie przedowulacyjnego wylewu gonadotropin (Polkowska i Przekop, 1997),
chociaz podawanie CRH nie wplywa na podstawowy poziom sekrecji LH u anestralnych i
estralnych samic, zarowno nienaruszonych (intakty), jak i poddanych uprzednio zabiegowi
owariektomii (Clarke i wsp., 1990; Caraty i wsp., 1997). Poziom Kiss 1 w podwzgérzu w
okresie anestralnym jest znaczaco nizszy niz w okresie estralnym. Przeciwnie, wysokie
poziomy RFRP3 u anestralnych owiec w poréwnaniu z samicami estralnymi (Smith i wsp.,
2008), moga sugerowaé posredniczenie tego neuropeptydu w negatywnej estrogenowej
kontroli sekrecji GnRH w okresie anestralnym.

Ze wzgledu na fakt, ze wigkszos¢ perykarionow GnRH jest umiejscowiona
w okolicy przedwzrokowej, nalezatoby przypuszczac, ze poziom biatka GnRH, przynajmniej
u samic w fazie pecherzykowej, powinien by¢ zdecydowanie wyzszy w tym obszarze w
porownaniu z innymi tkankami objetymi analiza (ewentualnie z wyjatkiem wyniostosci
posrodkowej, w ktorej neurohormon jest magazynowany). Niespodziewanie taka zalezno$¢
nie zostata zaobserwowana w prezentowanych badaniach wiasnych. Istotng przyczyng tych
pozornie sprzecznych wynikow moze by¢ zastosowana metoda analityczna (pomiar
wzgledny, wobec biatka catkowitego). Ponadto, badania wlasne przeprowadzono
na owcach w poznej fazie pecherzykowej cyklu estralnego, tuz przed wylewem GnRH/LH.
Niewykluczone, ze w tym okresie roznice w poziomach GnRH w poszczegdlnych obszarach
podwzgoérza mogag by¢ U tej rasy owiec slabiej wyrazone. Ta ostatnia opinia wydaje si¢
rowniez zasadna, zwlaszcza ze poziom GnRH w podwzgérzu owiec w fazie pgcherzykowej
jest istotnie wyzszy w poréwnaniu z odnotowanym u samic anestralnych.

W przeprowadzonych badaniach witasnych wykazano, po raz pierwszy, obecno$é
biatka GNRHR w roznych obszarach podwzgoérza owcy. W poroéwnaniu z okresem

anestralnym, poziomy GnRHR w obydwu grupach samic estralnych byly znamiennie wyzsze
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we wszystkich analizowanych obszarach podwzgorza (okolica przedwzrokowa, podwzgorze
przednie i brzuszno-przysrodkowe, szypula wyniostosci posrodkowej). Podobng zaleznosé¢
odnotowano roéwniez w przysadce. Na Szczeg6lng uwage zastuguje znaczaco wyzsza
ekspresja GNRHR w obszarze podwzgorza przedniego i brzuszno-przysrodkowego samic
w fazie ciatka zottego cyklu estralnego w poréwnaniu z owcami w fazie pgcherzykowej
cyklu, zwlaszcza ze w przysadce stwierdzono zalezno$¢ odwrotng. Wydaje sie zatem,
ze mechanizmy regulacji ekspresji GnRHR w podwzgérzu moga by¢ specyficzne gatunkowo,
a odnotowane réznice wynikaja z odmiennego dziatania progesteronu na poziom ekspresji
GnRHR w tej strukturze u owcy (Whitelaw i wsp., 2012), na przyktad w pordéwnaniu
ze szczurem (Jennes i wsp., 1997). Mniej skomplikowang jest sytuacja odnotowana
w przysadce, w ktorej ekspresja GnRHR jest $cisle zwigzana z poziomem estradiolu,
progesteronu oraz czestotliwoscig pulsow uwalnianego GnRH (Turzillo i wsp., 1998; Rispoli
i Nett, 2005). Niski poziom GnRHR, wykazany w przysadce anestralnych owiec, jest
niewatpliwie spowodowany obnizong w tym okresie sekrecja estradiolu i zmniejszonym
pobudzaniem komoérek gonadotropowych przez GnRH. Obnizony poziom GnRHR
w komorkach gonadotropowych samic w fazie ciatka zoltego w poroéwnaniu z owcami w fazie
pecherzykowej cyklu jest prawdopodobnie wynikiem dziatania progesteronu, poniewaz
w przysadce, odmiennie niz w podwzgorzu, progesteron przeciwdziata wzrostowi ekspresji
GnRHR indukowanemu przez estradiol (Turzillo i wsp., 1998).

Mimo iz w prezentowanych badaniach wiasnych nie okreslano poziomu GnRH
w splocie naczyniowym krazenia wrotnego podwzgorzowo-przysadkowego, to istotne zmiany
w sekrecji LH w poszczegdlnych stanach fizjologicznych, wskazuja rowniez na znaczne
réznice w uwalnianiu GnRH. Ta informacja, w potaczeniu z analizg poziomdéw biosyntezy
GnRH i GnRHR oraz poziomoéw transkryptu dla liganda i receptora (Ciechanowska i wsp.,
2010), sugeruja, ze obnizenie biosyntezy GnRH w podwzgoérzu oraz GnRHR w przednim
ptacie przysadki mozgowej, a takze specyficzne zmiany w ekspresji GnRHR w podwzgorzu,
to jedne z mechanizmow obnizenia sekrecji GnRH/LH i zaniku proceséw owulacji podczas

dhugich dni charakterystycznych dla sezonu anestralnego.

U owcy, gatunku o sezonowym charakterze rozrodczym, stan anestralny indukowany
okotoroczng zmiang dlugosci dnia jest zwigzany, przede wszystkim z obnizeniem
czestotliwosci pulsow GnRH przez estradiol. Najlepiej udokumentowane posrednictwo

w mechanizmie ujemnego sprzgzenia zwrotnego estradiolu na uwalnianie GnRH w tym
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okresie ma dopamina (Tortonese i Lincoln, 1994; Adams i wsp., 2006; Goodman i wsp.,
2010). Kolejne badania wlasne miaty udzieli¢c odpowiedzi na pytanie - czy farmakologiczne
zablokowanie aktywnosci sekrecyjnej neuronow dopaminy w podwzgorzu anestralnych owiec
moze pobudza¢ uwalnianie GnRH/LH na poziomie biosyntezy GnRH i GnRHR i jakie
podwzgorzowe mechanizmy s3 zaangazowane w regulacje tego procesu? W tym celu
okreslono wspotzaleznosci migdzy biosynteza GNRH i GhnRHR w podwzgorzu oraz GnRHR
w przednim ptlacie przysadki mozgowej, a uwalnianiem LH po zablokowaniu receptorow
dopaminy typu D2 przez infuzje malych dawek antagonisty tych receptorow (sulpiryd),
przeprowadzane do Il komory mozgu anestralnych samic. Analizowano réwniez wplyw
sulpirydu na poziomy ekspresji mRNA Kiss 1 w okolicy przedwzrokowej i w jadrze
tukowatym podwzgorza brzuszno-przysrodkowego oraz mRNA kodujgcego RFRP3 w jadrze
przykomorowym podwzgorza przedniego i w jadrze grzbietowo-przysrodkowym srodkowego
obszaru tej struktury (publikacja 4). Zatozono, ze dopamina obniza ekspresj¢ GnRH,
podobnie jak uwalnianie neurohormonu (Goodman i wsp., 2012), przez hamowanie sygnatow
pobudzajacych, docierajacych do neuronéw GnRH z ukladu Kiss 1 w podwzgérzu. Dwa
tygodnie przed rozpoczgciem doswiadczen owcom implantowano do trzeciej komory mozgu
kaniule ze stali nierdzewnej, z zastosowaniem techniki stereotaktycznej (Traczyk i Przekop,
1963). Dokomorowe infuzje sulpirydu przeprowadzano w sposob pulsacyjny, przez 4 kolejne
dni, przy uzyciu pompy do mikroiniekcji. Kontrolg dla owiec poddanych dziataniu sulpirydu
stanowily samice otrzymujace infuzje ptynu Ringera. Analize¢ ekspresji mRNA Kiss 1
i MRNA RFRP3 przeprowadzono przy uzyciu techniki reakcji tancuchowej polimerazy
z analizg produktu w czasie rzeczywistym (Real-time PCR).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze podanie sulpirydu powoduje znamienny wzrost
pozioméw GnRH i GnRHR w podwzgorzu oraz GnRHR w przysadce. Podwyzszona sekrecja
LH byta wynikiem zwigkszonej czgstotliwosci pulsow uwalnianego hormonu, gdyz amplituda
pulséw nie ulegla istotnym zmianom. Uzyskane wyniki sg zgodne z doniesieniami innych
autorow (Pau 1 wsp., 1982; Havern 1 wsp., 1994; Bertrand 1 wsp., 1999), ktorzy w rdéznych
modelach doswiadczalnych wykazali, ze zniesienie aktywnos$ci dopaminowej w okresie
anestralnym wzmaga czynno$¢ sekrecyjng uktadu gonadotropowego u owcy.

Infuzje sulpirydu przyczynity si¢ réwniez do zwigkszenia poziomu mRNA kodujacego
Kiss 1 w jadrze tukowatym. Tak wigc jednym z mechanizméw, poprzez ktére dopamina
obniza ekspresje potranskrypcyjnego (Ciechanowska 1 wsp., 2008)
I potranslacyjnego produktu genu GnRH moze by¢ hamowanie aktywnosci sekrecyjnej
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neuronow Kiss 1 w tym obszarze podwzgorza. Za takim pogladem przemawiajg inne badania
w modelu owcy, w ktorych farmakologiczne zablokowanie receptorow kisspeptyny (Kisslr)
w podwzgérzu znosito pobudzanie impulsacji GnRH przez antagonist¢ receptorow D2
(Goodman i wsp., 2012). Brak odpowiedzi neuronéw Kiss 1 z okolicy przedwzrokowej na
sulpiryd nie jest zaskoczeniem, poniewaz neurony Kiss 1 z tego obszaru sg wigczone W
mechanizm pozytywnego wptywu estradiolu na uwalnianie GnRH, ktéry indukuje wylew
GnRH/LH, a nie w sezonowa kontrolg pulsacyjnej sekrecji GnRH. W oparciu o wyzej
przedstawione wyniki sformutowano kolejng hipoteze zaktadajaca, ze zmniejszenie doptywu
sygnalow pobudzajacych do neuronéw GnRH w okresie anestralnym, moze zwigksza¢ udziat
podwzgorzowych szlakow tlumigcych sekrecje neurohormonu. Do tej hamujacej funkcji
wytypowano neurony RFRP3, poniewaz aktywnos¢ sekrecyjna tych komoérek w podwzgorzu
owcy wzrasta znaczgco w okresie anestralnym (Smith i wsp., 2008). Hipoteza ta zyskata
przynajmniej czgSciowe wsparcie w prezentowanych badaniach witasnych, gdy infuzje
sulpirydu obnizyty poziom transkryptu dla RFRP3 w jadrze przykomorowym. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze poziom mMRNA nie musi by¢é miarodajnym wyktadnikiem poziomu
powstajgcego biatka, gdyz stabilnos¢ transkryptu jest regulowana przez potranskrypcyjne
procesy, w wyniku ktorych czasteczki mMRNA moga ulega¢ rowniez degradacji.

Doktadna natura wptywu dopaminy na molekularne procesy wiodace do biosyntezy
GnRH pozostaje wciaz stabo sprecyzowana. Jednakze istnienie receptoréw D2 na ponad 50%
neuronow GnRH i na wigkszosci komorek Kiss 1 (Goodman i wsp., 2012) oraz tgcznosc
anatomiczna neurondw GnRH i RFRP3 (Smith i wsp., 2008) sugeruja, ze wptyw ten moze
by¢ zarbwno bezposredni, jak i posredni. Analizy immunohistochemiczne wskazuja ponadto,
ze charakter wptywu dopaminy na neurosekrecyjny uktad GnRH zalezy od obszaru
podwzgdrza, w ktérym obecne sa komoérki GnRH (Goodman i wsp 2010). Wydaje sie
réwniez, ze w tej sieci wzajemnych powigzan dopamina-RFRP3-GnRH, hierarchia moze by¢
cze$ciowo odwrdcona, zwlaszcza ze neurony RFRP3 wysylaja swoje projekcje
do réznych obszaréw mozgu, takze do uktadu dopaminy podwzgdrzowej. Niewykluczone,
ze nadrzedna funkcje w tej hierarchicznej kontroli mogtaby pelni¢ populacja komorek RFRP3
obecna w jadrze grzbietowo-przysrodkowym, lecz wyjasnienie tego zagadnienia wymaga
dalszych wnikliwych badan. Ponadto przedmiotem kolejnych dociekan naukowych,
zmierzajacych do wyjasnienia mechanizméw regulacji sekrecji GnRH/LH u owcy w okresie
anestralnym, powinna by¢ analiza wzajemnych powigzan w ukladzie Kiss1-RFRP3.

Inspiracja do podjecia takich badan sa dane pochodzace z doswiadczen na gryzoniach
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laboratoryjnych, ktore dowiodtly, ze RFRP3 moze wplywaé na aktywno$¢ neurondéw Kissl,
szczeg6lnie tych z obszaru jadra lukowatego (Poling i wsp., 2013), za posrednictwem
swoistego receptora, obecnego rowniez w podwzgorzu owcy (Smith i wsp., 2012).
Odnotowany w badaniach wtasnych wzrost pozioméw GnRHR w podwzgorzu
I przysadce w odpowiedzi na sulpiryd wyraznie sugeruje, ze dopamina wywiera hamujacy
wptyw takze na ekspresj¢ genu kodujacego GnRHR. Zwickszona ekspresja GnRHR
w przysadce, wywolana dzialaniem sulpirydu, jest prawdopodobnie wynikiem wzmozonej
czestotliwosci pulsow uwalnianego GnRH 1 w nastepstwie tych procesow przyczyng wzrostu
pulsacyjnej sekrecji LH. Wzrost pozioméw GnRHR w poszczegolnych obszarach
podwzgodrza po podaniu sulpirydu, w zestawieniu ze zroznicowang ekspresjg mRNA GnRHR,
wykazang w tych samych tkankach (Ciechanowska i wsp., 2008), wyraznie wskazuje,
ze w tym przypadku relacja migdzy transkrypcja i translacja jest daleka od prostej zaleznosci.
Wydaje si¢ zatem, ze potranskrypcyjna modyfikacja ekspresji genu kodujacego GNRHR

jest wigczona w mechanizmy, poprzez ktore dopamina reguluje sekrecjg GnRH/LH.

Pomimo licznych prac poswigconych wptywowi B-endorfiny na uwalnianie GnRH/LH
u réznych gatunkow, rola tego neuromodulatora w regulacji biosyntezy GnRH oraz GnRHR
nie byla przedmiotem zadnej analizy badawczej. To sklonito do oceny wplywu aktywacji
i zablokowania receptoréw opioidowych typu p na poziomy ekspresji genu GnRH i GnRHR
(publikacja 1). Ze wzgledu na fakt, ze podwzgorzowy uktad endogennych opioidéw jest
gtownym posrednikiem estrogenowej kontroli sekrecji gonadotropin w przebiegu cyklu
estralnego, a udziatl B-endorfiny w regulacji sekrecji GnRH/LH dotyczy przede wszystkim
fazy pecherzykowej cyklu (Chalivoix i1 wsp., 2010), przedstawione badania wtasne
przeprowadzono na owcach w fazie pecherzykowej cyklu estralnego. W zaleznosci od grupy
doswiadczalnej, zwierzgtom podawano odpowiednio roztwory B-endorfiny lub antagonisty
receptoréw opioidowych (nalokson). Infuzje prowadzono przez 4 kolejne dni, poczynajac od
13 dnia cyklu estralnego.

Wyniki przedstawionych badan wykazaty, ze uktad B-endorfiny podwzgorzowej
jest istotng czescig neuronalnego mechanizmu hamujacego biosyntezg GnRH w podwzgorzu
owiec w fazie pegcherzykowej cyklu estralnego. Aktywacja receptorow opioidowych typu p,
wywotana przez dokomorowe infuzje B-endorfiny, spowodowata istotne obnizenie poziomow
GnRH we wszystkich analizowanych obszarach tej struktury, a dziatanie naloksonu byto

przeciwstawne. Podobny kierunek zmian odnotowano takze w przypadku wptywu agonisty
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i antagonisty receptorow p na poziom ekspresji GhRHR w podwzgoérzu i przysadce oraz
na stgzenie LH w osoczu Krwi.

Ze wzgledu na brak dowodow naukowych charakteryzujacych wplyw uktadu
B-endorfiny podwzgoérzowej na molekularne procesy neuroendokrynnej kontroli aktywnos$ci
uktadu GnRH, o wzajemnych powigzaniach migdzy tymi sieciami neuronéow w aspekcie
molekularnym mozna wnioskowaé jedynie posrednio, w oparciu o przedstawione ponizej
dane z pismiennictwa. Wydaje si¢, ze f-endorfina moze regulowaé¢ uwalnianie GnRH/LH,
poprzez hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej (Ciechanowska i wsp., 2008) oraz
translacyjnej genu GnRH, dziatajac bezposrednio w komoérkach docelowych, zwlaszcza
ze neurony GnRH wykazujg ekspresje receptoréw p-opioidowych (Smith i Jennes, 2001).
Za takim modelem kontroli przemawia réwniez anatomiczna tgczno$é, to jest istnienie
potaczen synaptycznych, neuronéow B-endorfiny z komérkami GnRH (Jansen i wsp., 2003).
Nie mozna jednak wykluczy¢ posredniego wptywu B-endorfiny na poziom biosyntezy GnRH,
poprzez inne szlaki  neuronalne  podwzgdérza, w tym neurony  Systemu
katecholaminergicznego, GABA czy dopaminy podwzgorzowej (Dobson i wsp., 2003).
Obnizony w odpowiedzi na B-endorfing, lub podwyzszony dziataniem naloksonu poziom
GnRHR w przysadce jest prawdopodobnie wynikiem odpowiednich zmian w uwalnianiu
GnRH, ktory jest gldownym czynnikiem wzmagajacym ekspresj¢ i aktywnos¢ GnRHR
w komorkach gonadotropowych.

Rola fizjologiczna GnRHR w podwzgorzu jest dotychczas praktycznie nieznana, cho¢
nieliczne badania na szczurach sugerowaty, ze mRNA GnRHR w podwzgorzu brzuszno-
przysrodkowym uczestniczy w kontroli uwalniania GnRH, natomiast nie wptywa na ekspresje
genu tego neurohormonu w okolicy przedwzrokowej (Seong i wsp., 1998). Nalezy jednak
podkresli¢, ze dotychczas stwierdzono jedynie obecnos¢ GnRHR w réznych obszarach
podwzgorza u owcy. Nie wiadomo jednak jakie podwzgorzowe szlaki wykazuja ekspresje
GnRHR. Przyjmujac hipotezg, ze GnRHR s3 obecne w réznych uktadach neuronalnych
podwzgorza, wykazujacych zroznicowang wrazliwos¢ na B-endorfing, ale takze
wywierajacych rozny wptyw na ekspresj¢ genu GnRH, mozna by przypuszczac, ze obecny
w podwzgorzu GnRHR uczestniczy w regulacji ekspresji genu GnRH w poszczegdlnych
obszarach tej struktury i/lub uwalnianiu neurohormonu z zakonczen nerwowych
usytuowanych w wyniostosci posrodkowej. Na tym etapie badan sugestia ta moze stanowic
jedynie hipoteze robocza, ktorej rozwiktanie wymaga dalszych poglebionych analiz. Z drugiej

jednak strony, analiza pozioméw GnRHR w réznych stanach fizjologicznych raczej eliminuje
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udzial podwzgoérzowego GnRHR w sezonowej kontroli uwalniania GnRH, zwlaszcza
ze poziomy biosyntezy GnRHR w podwzgoérzu owiec estralnych byly istotnie wyzsze
w poréwnaniu z odnotowanymi w poszczegélnych obszarach tej struktury (takze
W  podwzgoérzu brzuszno-przysrodkowym) u samic anestralnych. Gdyby obecne
W podwzgorzu receptory byly istotne dla sezonowej kontroli uwalniania GnRH, to biorac
pod uwage ich udzial w mechanizmie uwalniania GnRH sugerowanym u szczura (DePaolo
I wsp., 1987), poziom biosyntezy GnRHR w podwzgdrzu, zwlaszcza u owiec w fazie

pecherzykowej, powinien ulec obnizeniu wzglgdem okresu anestralnego.

Majac na uwadze fakt, ze rdéznego rodzaju stresory wywieraja zdecydowanie
negatywne dziatanie na czynno$¢ uktadu rozrodczego (Dobson i wsp., 2003) oraz jedynie
nieliczne istniejace prace poswigcone ekspresji gendow GnRH i GnRHR w warunkach
stresogennych, kolejne badania po§wigcono wpltywowi stresu na poziomy biosyntezy GnRH
i GnRHR w ukladzie podwzgorzowo-przysadkowym oraz na sekrecje LH u owiec
anestralnych i samic w fazie pecherzykowej cyklu estralnego (publikacja 2).

Jako czynnik stresogenny zastosowano tagodne impulsy pradu elektrycznego
(I=3mA), przekazywane w sposOb pulsacyjny na przednie konczyny zwierzgcia, na poziomie
$rodrecza (szok elektryczny, z ang. footshock) w ciggu 0,5 sekundy, po czym nastepowata
1 sekunda przerwy. Po 20 minutach przerywano stymulacje na 40 minut, po ktorych
nastepowat kolejny 20-minutowy cykl draznienia. Podczas doswiadczen owce poddawano
odpowiednio: stresowi krotkiemu, trwajacemu 3 godziny dziennie w ciggu jednego dnia,
lub stresowi 0 przedtuzonym dziataniu, trwajacemu 5 godzin dziennie przez cztery kolejne
dni. Kontrolnymi dla owiec poddawanych dziataniu czynnikow stresogennych byty samice
niestresowane. Uzyte procedury stresu, zarowno krotkiego, jak i o przedtuzonym dziataniu,
byly zgodne z wczesniej opracowanym modelem doswiadczalnym (Przekop i wsp., 1984).
Nalezy podkresli¢, ze przy wyborze stresora kierowano si¢ dobrem zwierzgcia. Footshock jest
czynnikiem stresogennym, ktory nie wywoluje u owiec dotkliwego bolu, a jedynie
przejsciowe zaburzenia natury psychoemocjonalnej.

Wyniki prezentowanych badan wykazaly, po raz pierwszy, ze stres w specyficzny
sposob moduluje biosyntez¢ GnRH 1 GnRHR; wptyw stresu zalezy od stanu fizjologicznego
zwierzecia oraz od czasu oddzialywania bodzca stresogennego. Poddanie owiec anestralnych
stresowi krotkotrwatemu spowodowato wzrost pozioméw GnRH w podwzgoérzu. Podobnie

jak w przypadku liganda, wzrost biosyntezy GnRHR odnotowano we wszystkich
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analizowanych obszarach tej struktury oraz w przysadce, cho¢ w podwzgorzu brzuszno-
przysrodkowym nie wykazywal on cech znamiennosci statystycznej. Zastosowanie
przedtuzonej procedury stresogennej w okresie anestralnym zwigkszato, nie miato wptywu,
lub zmniejszato ekspresje GnRH i GNnRHR, a obserwowany efekt zalezat od analizowanego
obszaru podwzgorza. Zwickszong sekrecje LH wykazano jedynie u anestralnych samic
poddanych krotkotrwatej stymulacji.

U samic w fazie pecherzykowej cyklu estralnego, poddanych czynnikom
stresogennym o krotkotrwatym dziataniu, poziomy GnRH w podwzgorzu oraz GnRHR w tej
strukturze i w przysadce byly istotnie wyzsze w poréwnaniu z poziomami wykazanymi
u zwierzat w grupie kontrolnej. Ponadto krotkotrwata stymulacja indukowata wzrost sekrecji
LH, podczas gdy przedluzone stosowanie stresora obnizylo poziomy GnRH i GnRHR
w podwzgorzu oraz GNnRHR w przysadce, a takze stezenie LH w osoczu. Te informacje,
w potaczeniu z wynikami, jedynie nielicznych, eksperymentéw poswigconych molekularnym
aspektom reakcji stresowej u szczura i owcy, sugeruja, ze ekspresja GnRH i GnRHR
w podwzgorzu/przysadce zalezy rowniez od plci zwierzecia (Gruenewald i Matsumoto, 1993)
i rodzaju zastosowanego czynnika stresogennego (Kang i wsp., 2000; Tanebe i wsp., 2000).
Interpretacja zréznicowanej w poszczegoélnych stanach fizjologicznych odpowiedzi uktadu
GnRH/LH na dziatanie krotkiego i przedtuzonego stresu nie jest zadaniem tatwym. Wydaje
si¢ jednak, ze footshock, w zaleznosci od stanu fizjologicznego, wptywa na ekspresje GnRH
i GnRHR i konsekwentnie na uwalnianie LH, indukujagc zmiany w aktywnosci
podwzgorzowych ukladéw neuronalnych posredniczacych w estrogenowej kontroli sekrecji
GnRH/LH. Wsparciem dla takiej hipotezy sa dane wskazujace, ze stres wywiera istotne
dziatanie na aktywno$¢ sekrecyjna neuronow B-endorfiny (Przekop i wsp., 1990), GABA
(Cullinan 2000), czy noradrenaliny podwzgorzowej (Przekop i Tomaszewska, 1996). Ponadto
rozne stresory aktywuja o§ HPA, i cho¢ wszystkie skladowe tej osi maja zazwyczaj hamujacy
wpltyw na aktywno$¢ uktadu podwzgorzowo-przysadkowego, to jednak w niektorych
przypadkach mogg stymulowa¢ jego czynno$¢ sekrecyjng (Caraty i wsp., 1997). W tym tez
mozna upatrywa¢ przynajmniej jedng z przyczyn odmiennej odpowiedzi uktadu GnRH/LH
na stres krotki i 0 przedtuzonym dziataniu. Z kolei, podtozem odmiennej w réznych obszarach
podwzgorza ekspresji GnRH, odnotowanej u anestralnych samic poddanych przedluzonemu
dziataniu stresora, moze by¢ indukowany jego dzialaniem zréznicowany doptyw sygnatow
aferentnych do neuronéw GnRH zlokalizowanych w poszczegolnych przedziatach

tej struktury.
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Odnotowany, wielokrotnie w przedstawionych badaniach wtasnych, podobny kierunek
zmian biosyntezy GnRH w podwzgorzu i GnRHR w przysadce oraz stezen LH w 0soczu Krwi
sugeruje, ze regulacja aktywnosci sekrecyjnej uktadu GnRH/LH w warunkach stresogennych,
moze zachodzi¢ na poziomie biosyntezy GnRH i GnRHR. Wydaje si¢ zatem, ze zaklocenia
sekrecji gonadotropin i proceséw owulacji u zwierzat narazonych na czynniki stresogenne
srodowiska mogg by¢ nastgpstwem nie tylko zaburzen w pulsacyjnym sposobie uwalniania
GnRH, lecz takze zmian w biosyntezie neurohormonu i aktywnych form receptora
w podwzgorzu oraz GnRHR w przednim ptacie przysadki mozgowej. Ponadto okotoroczne
zmiany aktywnosci sekrecyjnej uktadow neuronalnych zaangazowanych w kontrole
uwalniania GnRH/LH, moga przyczynia¢ si¢ do zréznicowanych w odpowiedzi na stres
poziomow ekspresji gendow GnRH i GnRHR w okresie anestralnym i w przebiegu cykli

estralnych.

Poszukujac dalej mechanizmoéw, poprzez ktore stres zakidca sekrecje gonadotropin,
przeprowadzono Kkolejne badania, ktorych przedmiotem byta analiza wptywu CRH
oraz antagonisty receptorow CRH (CRH-A) na poziomy (i) potranslacyjnych produktow
genow kodujacych GnRH i GnRHR oraz na poziom LH w osoczu krwi, (ii) na ekspresje
MRNA gendéw kodujacych Kissl w okolicy przedwzrokowej i w jadrze tukowatym
podwzgorza brzuszno-przysrodkowego oraz Kisslr w wybranych obszarach podwzgorza
(okolica przedwzrokowa, podwzgorze przednie i brzuszno-przysrodkowe oraz szypula
wyniosto$ci posrodkowej). Jako wskaznik aktywnosci sekrecyjnej nadnerczy okreslano
poziom Kkortyzolu w krwi obwodowej z zastosowaniem techniki ELISA. Wszystkie te
zaleznosci badano u owiec w fazie pecherzykowej cyklu estralnego, otrzymujacych CRH i
CRH-A w postaci dokomorowych infuzji (publikacja 5).

W ramach prowadzonych badan dowiedziono, po raz pierwszy, ze infuzja CRH
spowodowata istotne obnizenie pozioméw biosyntezy GnRH we wszystkich analizowanych
obszarach podwzgorza. Podobny efekt odnotowano takze w przypadku wplywu agonisty
receptorow CRH na sekrecj¢ LH. Podanie CRH do III komory mézgu obnizyto réwniez
poziomy GnRHR w przysadce i w zdecydowanej wigkszosci analizowanych obszarow
podwzgorza, z wyjatkiem okolicy przedwzrokowej, w ktorej odnotowano wzrost poziomu
GnRHR. Ponadto infuzja CRH przyczynita si¢ do zmniejszenia pozioméw transkryptu
dla Kiss 1 i Kisslr w podwzgorzu oraz do podwyzszenia sekrecji kortyzolu. Wszystkie

przeprowadzone analizy wykazaly, ze dziatanie CRH-A jest przeciwstawne do wplywu
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wywieranego przez CRH. Uzyskane w badaniach wiasnych dane r6znig si¢ od wynikow
wczesniejszych doswiadczen przeprowadzonych na owcach, ktore wykazaty, ze osrodkowe
lub obwodowe podawanie CRH pobudza (Caraty i wsp., 1997), badz pozostaje bez wptywu
na sekrecje LH (Clarke i wsp., 1990). Z drugiej strony, obecne obserwacje sg zgodne,
przynajmniej cze$ciowo, z opisanymi przez Polkowska i Przekopa (1997), ktorzy dowiedli,
ze infuzja CRH, przeprowadzona do Il komory mézgu owiec w okresie przedowulacyjnym,
thumi wylew LH i przedtuza cykl estralny. Najbardziej prawdopodobna przyczyna tych,
czesto sprzecznych, wynikow byl zréznicowany status hormonalny organizmu zwierzat
uzytych w poszczegdlnych eksperymentach, a w szczegolnosci rézny poziom steroidow
plciowych, ktore wydaja si¢ by¢ niezwykle istotne dla oddzialywan mig¢dzy osiami HPA
i HPG.

Wyniki badan wtasnych wyraznie sugeruja, ze infuzje CRH i CRH-A do Il komory
mozgu wpltywaja na aktywnos¢ podwzgorzowo-przysadkowego uktadu GnRH/LH poprzez
rozne posrednie, osrodkowe i obwodowe, mechanizmy. Zgodnie z tym przekonaniem,
mechanizmy os$rodkowe moga angazowa¢ neurony Kiss 1 w podwzgorzu i dotycza
hamowania lub pobudzania biosyntezy GnRH i GnRHR przez sygnaty pochodzace z uktadu
Kiss 1. Mechanizmy obwodowe obejmuja natomiast dziatanie kortyzolu na przysadke
i dotycza wplywu tego kortykosteroidu na poziom sekrecji LH. Wyniki uzyskane w badaniach
wlasnych potwierdzily wczesniejsze doniesienia z innych o$rodkoéw, wskazujace, ze kortyzol
moze modulowaé¢ aktywno$¢ uktadu GnRH/LH, dziatajac bezposrednio w komorkach
gonadotropowych (Breen i Karsch, 2004) lub posrednio, przez inne neurony na poziomie
podwzgorza (Oakley i wsp., 2009). Tezg¢ o istotnej roli Kiss 1 w regulacji biosyntezy GnRH
wspiera takze fakt istnienia projekcji neuronéw Kiss 1 z okolicy przedwzrokowej i jadra
tukowatego do komorek GnRH (Backholer i wsp., 2009; Merkley i wsp., 2015). W kontekscie
fizjologicznym, posredniczenie neuronéw Kiss 1 w indukowanym dziataniem CRH obnizeniu
biosyntezy GnRH, jest w pelni uzasadnione, biorgc pod uwage brak mozliwosci
bezposredniego doptywu sygnatow do neuronéw GnRH w okolicy przedwzrokowej
z komoérek CRH obecnych w jadrze przykomorowym (Rivalland i wsp., 2006). Ponadto
wyniostos¢ posrodkowa powinna by¢é rowniez rozpatrywana jako miejsce komunikacji
miedzy uktadami Kissl i GnRH, zwlaszcza ze anatomiczna taczno$¢ migdzy tymi dwiema
populacjami neuronéw zostata w tym obszarze udokumentowana (Ghuman i wsp., 2010).

Pozostaje jednak watpliwos¢, czy komorki Kiss 1 u owcy wykazujg ekspresje receptorow
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CRH, cho¢ analizy anatomiczne wskazujg na mozliwo$¢ interakcji miedzy tymi dwoma
uktadami neuronalnymi (Fergani i wsp., 2013).

Wzrost poziomu kortyzolu po infuzjach CRH oraz jego obnizenie po podaniu CRH-A,
wskazuja, ze infundowane substancje uzyskaty dostep do przysadki, z Ktorej uwalniany jest
hormon adrenokortykotropowy. Jest to wysoce prawdopodobne, tym bardziej, ze przerwanie
tacznosci anatomicznej miedzy podwzgdrzem i przysadka nie znosi okotodobowego rytmu
pulsacyjnej sekrecji kortyzolu (Walter i wsp., 2010), sugerujac tym samym,
ze podwzgorzowy CRH nie jest niezbedny dla wyzwalania pulsacyjnej sekrecji hormonu
nadnerczy. Ponadto obnizenie pozioméw GnRHR w przysadce po podaniu CRH
do Il komory moézgu mogloby wynika¢ ze zmniejszonej stymulacji komorek
gonadotropowych przez GnRH. Jednak z perspektywy istnienia mechanizméw
homeostatycznych nalezatoby przewidzie¢ wzrost biosyntezy GnRHR w przysadce, po to by
organizm mogt skorygowac niedobér GnRH. Co istotne, takie dziatanie kompensacyjne nie
byto obserwowane w prezentowanych badaniach. Moze to sugerowaé, ze infuzja CRH
dziatala bezposrednio, lub za posrednictwem innego mechanizmu na przysadk¢ mozgowa,
hamujac w niej biosynteze GnRHR. Prezentowane badania wtasne wspieraja hipotezg, ze ta
posrednia funkcja mogta by¢ petniona przez kortyzol, ktéry obnizajac poziom GnRHR
w przysadce zmniejszyt wrazliwo$¢ komoérek gonadotropowych na GnRH.

Uzyskane wyniki stanowig rowniez podstawe dla kolejnej waznej interpretacii:
neurony Kiss 1 w podwzgorzu moga posredniczy¢ w negatywnym wplywie Kortyzolu
wywieranym na biosynteze GnRH i GnRHR w tej strukturze. Sugeruje si¢ bowiem,
ze kortyzol wptywa na ekspresje genu GnRH poprzez hamowanie sygnatow pobudzajacych,
docierajacych do neuronéw GnRH z komorek Kiss 1 obecnych w okolicy przedwzrokowej
i jadrze tukowatym. Mozliwo$¢ te potwierdzaja badania na gryzoniach laboratoryjnych, ktore
wykazaty, ze zaro6wno indukowane stresem wydzielanie glikokortykoidow, jak rowniez
podawanie tych hormondéw, obniza poziom mRNA Kiss 1 w podwzgorzu, podczas gdy
warunki, ktore nie wptywaja na sekrecje hormonoéw nadnerczy, nie zmieniaja roéwniez
ekspresji mMRNA Kiss 1 (Wang, 2012). Ponadto zaburzeniom behawioru seksualnego
i przedowulacyjnego wylewu LH u owcy w warunkach stresu immunologicznego
towarzyszyto hamowanie aktywnosci komorek Kiss 1, zaréwno w okolicy przedwzrokowej,
jak i w jadrze tukowatym (Fergani i wsp., 2013). Uzasadniong nadziej¢ budzi roéwniez
istnienie receptorow dla glikokortykoidow w uktadzie Kiss 1, zwlaszcza ze receptory

glukokortykoidowe typu 2 wystepuja obficie w okolicy przedwzrokowej i w jadrze
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tukowatym u owcy (Dofourny i Skinner, 2002), w ktorych obecne sg rowniez komorki Kiss 1.
Uzyskane wyniki wyraznie sugeruja, ze osrodkowe infuzje CRH i CRH-A wpltywaja na
biosyntez¢ GnRH/GnRHR 1 uwalnianie LH u owiec w fazie pecherzykowej cyklu estralnego
angazujagc rozne osrodkowe 1 obwodowe mechanizmy. Nalezy jednak podkreslic,
ze prezentowane wyniki sg nowatorskie, a ostateczne potwierdzenie sugerowanych
mechanizmow wymaga nastgpnych wnikliwych badan, ktorych pierwszym etapem powinno
by¢ okreslenie zalezno$ci pomigdzy poziomami transkryptow i produktéw potranslacyjnych
dla Kiss 1 i Kisslr.

PODSUMOWANIE WYNIKOW BADAN STANOWIACYCH PODSTAWE
HABILITACJI

Badania przedstawione w ramach osiagnigcia habilitacyjnego wykazaty, ze (1)
poziomy biosyntezy GnRH i GnRHR w podwzgoérzu oraz GnRHR w przysadce zmieniajg sig
w poszczegolnych stanach fizjologicznych, a obnizenie ekspresji GnRH w podwzgorzu
i GhRHR w przysadce oraz specyficzne zmiany w ekspresji GnRHR w podwzgoérzu w okresie
wydhuzajacego si¢ dnia sa wlaczone w mechanizmy inicjujace obnizenie pulsacyjnej sekrecji
LH i stan anestralny, (2) uktady neuronalne w podwzgoérzu - dopaminy i B-endorfiny -
uczestniczg, nie tylko w kontroli uwalniania GnRH/LH w poszczegdlnych stanach
fizjologicznych, ale rowniez w regulacji biosyntezy GnRH i GnRHR, (3) w obrebie
klasycznych (dopamina) i pozniej poznanych (Kiss 1, RFRP3) ukladéw neuronalnych
podwzgorza istnieje pewna hierarchia oddziatywan na molekularne procesy wiodace
do biosyntezy GnRH i GnRHR, w ktorej nadrzedng role peinig raczej te pierwsze, choé
w sieci wzajemnych powiazan dopamina-RFRP3 zalezno$¢ odwrotna wydaje si¢ roéwniez
mozliwa, (4) receptory GnRH znajduja si¢ w réznych obszarach podwzgorza, a ich ekspresja
moze by¢ regulowana przez obecne tam liczne uklady neuroprzekaznikoéw
i neuromodulatoréw, (5) stres w specyficzny sposob moduluje biosyntez¢ GnRH i GnRHR
oraz sekrecj¢ LH; wplyw stresu zalezy od stanu fizjologicznego zwierzgcia oraz od czasu
oddziatywania bodzca stresogennego, (6) mechanizmy, poprzez ktore stres zakloca sekrecje
GnRH/LH moga obejmowa¢ bezposredni wptyw kortyzolu na poziom uwalnianego LH oraz
jego dziatanie posrednie, angazujgce neurony Kiss 1, wywierane na poziom biosyntezy
GnRH/GnRHR..
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Przeprowadzone badania wykazaly, po raz pierwszy, ze zaklocenia sekrecji
gonadotropin i procesoOw owulacji moga by¢ nastgpstwem nie tylko zaburzen w pulsacyjnym
sposobie uwalniania GnRH, lecz takze zmian w biosyntezie neurohormonu oraz jego
receptora, dowodzagc tym samym, ze klucz do plodnosci jest ukryty na poziomie
molekularnym. Otrzymane wyniki, oprocz przedstawionej warto§ci poznawczej, mogg miec
w przyszioSci takze znaczenie aplikacyjne, zarowno w medycynie weterynaryjnej,
jak i w medycynie ludzkiej, w zakresie leczenia nieptodnosci na tle zaburzen sekrecji
gonadotropin. Wydaje si¢ bowiem, ze doktadne sprecyzowanie molekularnych mechanizmow
sekrecji gonadotropin w réznych stanach fizjologicznych, znacznie zwigkszy szansg
okreslenia przyczyny stanu patologicznego i tym samym przyczynowa eliminacje jego
objawow, zwlaszcza w dobie coraz powszechniej stosownych biologicznych metod leczenia
wielu schorzen. Tak wiec niekwestionowang jest rowniez potencjalna warto$¢ diagnostyczna
tych badan w kontekscie radykalnego i skutecznego leczenia nieptodnosci. Przedstawione
badania budza rowniez w pelni uzasadniong nadziej¢, ze jako ,,str6z” ptodnosci kisspeptyna

jest obiecujgcym kandydatem do zastosowania w terapii nieptodnosci.
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Poczatek mojej drogi naukowej sigga jeszcze okresu studiow, gdy jako studentka
IV roku Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, wybratam fizjologi¢ zwierzat
na przedmiot specjalizacji prowadzacej do uzyskania magisterium. Pracujac w zespole
kierowanym przez prof. Krystyng Skwarlo-Sonta, zajmujagcym si¢ badaniami funkcji
szyszynki jako gruczotu regulujgcego procesy neuroimmunologiczne u ptakow, wykonatam
cze$¢ doswiadczalng i nastepnie przygotowatam prace magisterskg z tego wiasnie zakresu.
Jeszcze jako studentka przedstawitam w Zaktadzie Fizjologii (woéwczas - Zwierzat
Kregowych) kilka seminariow dla studentow i1 pracownikéw, ktdre oprocz prezentacji
wynikow badan wiasnych, poswiecitam rowniez zobrazowaniu moich dodatkowych

zainteresowan naukowych. Wyniki swoich do$wiadczen prezentowatam rowniez
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na II Ogodlnopolskiej Konferencji po$wieconej Immunologii Weterynaryjnej w Swinoujsciu
w maju 1997 roku, a w roku nastgpnym na VIl migdzynarodowym Sympozjum
pt.: ” Molecular And Physiological Aspects Of Regulatory Processes Of The Organism "
w Krakowie. Wkrotce po uzyskaniu dyplomu magistra, wyniki zawarte w mojej pracy
magisterskiej weszty w sktad publikacji, ktorej jestem wspotautorkg (publikacja 1).

Po ukonczeniu studiow kontynuowatam dziatalno$¢ naukowa Wwspotpracujac
z Zaktadem Neuroendokrynologii Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana
Kielanowskiego PAN (IFiZZ PAN) w Jabtonnie. Tam tez, pod kierunkiem prof. Franciszka
Przekopa przygotowatam rozprawe doktorska, pracujac w zespole realizujacym grant
finansowany z funduszy Komitetu Badan Naukowych pt. , Ekspresja genu GNRH i genu
receptora GnRH (GnRH-R) w podwzgorzu oraz genu GNnRH-R w przysadce u owiec; wplyw
czynnikow stresogennych”. Zanim doszto do zakonczenia mego przewodu doktorskiego,
odbytam szereg kurséw i szkolen z zakresu metod stosowanych w biologii molekularne;j.
W trakcie realizacji projektu wspolpracowatam z Zaktadem Biologii Molekularnej Instytutu
Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzgbcu, a nastepnie Z Pracownig Technik
Molekularnych i Biometrycznych Instytutu i Muzeum Zoologii PAN, gdzie wykonatam
analizy molekularne na potrzeby realizacji projektu. Moj dorobek naukowy z tego okresu
ma charakter problemowy i jest zwigzany z pogl¢bianiem zagadnien poswigconych regulacji
procesow rozrodczych u owcy. Przeprowadzone w ramach projektu badania zaowocowaty
powstaniem 8 oryginalnych prac doswiadczalnych, 2 prac przegladowych i kilkunastu
doniesien  konferencyjnych prezentowanych przede wszystkim na konferencjach
miedzynarodowych. Jesli chodzi o konferencje, w zdecydowanej wigkszosci byt to udzial
czynny, polaczony z ustng prezentacjg wynikéw badan wlasnych oraz gtosami w dyskus;ji.

Badania po$wigcono w calosci procesom zaangazowanym w kontrolg aktywnosci
uktadu GnRH/LH na poziomie transkrypcji genéw GnRH i GnRHR w ukladzie
podwzgorzowo-przysadkowym, a majac na uwadze tylko nieliczne istniejagce wyniki badan
ekspresji genu GNRH w podwzgdrzu owcy oraz brak informacji o ekspresji genu GnRHR
w tej strukturze, prace mialy charakter poznawczy. Znaczacy dorobek naukowy tego okresu
wniost nowe, istotne szczegdly w rozwdj neuroendokrynologii rozrodu. Wykazano, po raz
pierwszy, obecno$¢ transkryptu dla receptora GnRH w podwzgdérzu owcy oraz okreslono
wspotzaleznosci, jakie zachodza pomiedzy poziomami mRNA GnRH i GnRHR w tej
strukturze oraz mMRNA GnRHR w przysadce, a uwalnianiem LH w roznych stanach

fizjologicznych u tego gatunku (publikacja 5). W ramach prowadzonych badan dokonano
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rowniez kompleksowej oceny wplywu stresu fizycznego (footshock), krétkotrwatego
I 0 przedluzonym dziataniu, na pierwszy etap molekularnych proceséw wiodgcych
do biosyntezy GnRH i GnRHR w uktadzie podwzgoérzowo-przysadkowym. Wykazano,
ze zmiany w uwalnianiu GnRH/LH, wywotane dziataniem stresora, moga wynikac
bezposrednio z pobudzania lub hamowania transkrypcji genéw GnNRH i GhnRHR, a odpowiedz
organizmu na czynniki stresogenne w znacznej mierze zalezy od czasu oddziatywania bodzca
stresogennego i stanu fizjologicznego zwierzecia, dowodzac tym samym, ze Status
hormonalny organizmu jest niezwykle istotny dla przebiegu reakcji stresowej (publikacja 2,
publikacja 3). W celu bardziej wnikliwej analizy neuroendokrynnej regulacji procesow
rozrodczych oraz mechanizméw, poprzez ktore stres zakloca sekrecj¢ gonadotropin,
w Kkolejnych badaniach analizowano wptyw infuzji B-endorfiny lub naloksonu (publikacja 4)
oraz CRH lub CRH-A (publikacja 11) na poziomy transkryptow dla GnRH i GnRHR.
Infuzje przeprowadzano w sposob pulsacyjny, przez cztery kolejne dni, tak aby nasladowaty
natur¢ czynnikéow stresogennych o przedtuzonym dziataniu. Wykazano, ze zaréwno
B-endorfina, jak i CRH obnizaja poziomy mRNA dla GnRH w podwzgorzu i dla GhnRHR
w przysadce, lecz w rdézny sposdb wptywaja na ekspresj¢ MRNA GnRHR w podwzgorzu,
a obserwowany efekt zalezal od analizowanego obszaru tej struktury. Brak wrazliwosci
uktadu GnRH/LH na nalokson, odnotowany w niniejszych badaniach, mégt wynika¢ z faktu,
ze zastosowana dawka naloksonu byta zbyt niska, by skutecznie wylaczy¢ aktywnosc
p-opioidowa. Ponadto w okresie poprzedzajacym wylew gonadotropin, gdy dochodzi
do fizjologicznego obnizenia aktywnosci uktadu B-endorfiny w podwzgorzu, dziatanie
antagonisty receptora u moglo by¢ stabiej wyrazone.

Kolejng prace poswigcono okresleniu wptywu aktywacji i zablokowania receptorow
GABA typu A (GABAA) na aktywnos$¢ transkrypcyjng genow GnRH i GNnRHR w uktadzie
podwzgorzowo-przysadkowym owiec w fazie pecherzykowej cyklu estralnego (publikacja
8). Hamowanie sekrecji gonadotropin w cyklu estralnym jest bowiem powigzane
ze wzmozong aktywnos$cig neuronow GABA w podwzgorzu, a wpltyw tego neurotransmitera
na uwalnianie GnRH moze by¢ zréznicowany i w znacznej mierze zalezy od rodzaju
aktywowanego receptora blonowego wigzacego GABA. Przeprowadzone w tym celu
osrodkowe infuzje agonisty (muscimol) oraz antagonisty (bikukulina) receptorow GABAA
spowodowaty odpowiednio obnizenie lub wzrost ekspresji mRNA kodujacego zaréwno
ligand, jak i receptor w podwzgérzu oraz GNRHR w przysadce. Wzmozona aktywno$¢

neuronow dopaminy w odpowiedzi na ujemne sprzezenie zwrotne estradiolu, wywierane
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na uktad gonadotropowy w okresie anestralnym, sklonita z kolei do analizy wptywu
zablokowania receptora D2 na poziomy transkryptow GnRH i GnRHR u anestralnych owiec
(publikacja 6). Uzyskane wyniki dowiodly, ze uktad dopaminy w podwzgorzu uczestniczy,
nie tylko w kontroli uwalniania GnRH/LH, lecz takze w regulacji ekspresji genow GnRH
oraz GnRHR. Obnizona ekspresja mRNA GnRH w podwzgdérzu, wywotana dziataniem
sulpirydu, wyraznie wskazywala na wykorzystanie transkryptu w zintensyfikowanej
biosyntezie GnRH, o czym $wiadczyl podwyzszony poziom transkryptu dla GnRHR
w przysadce oraz zwiekszona sekrecja LH.

Nastgpne badania miaty na celu okreslenie wptywu infuzji malych dawek
egzogennego GnRH na ekspresjg mRNA GnRH i GnRHR w uktadzie podwzgorzowo-
przysadkowym anestralnych owiec. Istniaty bowiem pewne sugestie wskazujace, ze GNRH,
dziatajac parakrynowo, moze uczestniczy¢ w regulacji wlasnego uwalniania, ale mechanizmy
zaangazowane W ten proces pozostawaty wcigz niewyjasnione (publikacja 7). Nieliczne dane
z pisSmiennictwa wskazywaly, ze aktywacja GnRHR w obszarze podwzgorza brzuszno-
przysrodkowego przez analogi GnRH hamuje uwalnianie neurohormonu z zakonczen
nerwowych w tej strukturze. Wyniki badan wiasnych dowiodtly, ze sugerowany mechanizm
ultrakrotkiego sprze¢zenia zwrotnego moze obejmowaé poziomy transkrypcji genow GnRH
i GnRHR.

Za doroczne osiggniecia w pracy naukowej dwukrotnie otrzymatam (w latach 2007,
2008) Nagrode Naukows I stopnia w swoim miejscu zatrudnienia. Bytam takze jednym z
cztonkéw zespotu, ktorego prace w 2009 roku, zostaly wyrdznione dyplomem uznania
odpowiedniego wydziatu PAN. Wraz z uzyskaniem tego wyrdznienia, jako cztonek
uhonorowanego zespotu, zostalam zaproszona do przygotowania i publikacji pracy
przegladowej w jezyku polskim, poswieconej mechanizmom regulacji sekrecji gonadotropin
w roznych stanach fizjologicznych (publikacja 9). PisSmiennictwo zebrane w czasie
przygotowan do tego procesu, podobnie jak tez niematy ci¢zar gatunkowy badan wiasnych,
postuzyty do opracowania kolejnej publikacji przegladowej, tym razem w jezyku angielskim,
podsumowujacej stan wiedzy zwigzanej z mechanizmami neuroendokrynnymi regulacji
procesow rozrodczych u owcy (publikacja 10). W ramach obowigzkow asystenta, wyniki
swych badan przedstawitam na kilku seminariach dla pracownikéw IFiZZ PAN w Jabtonnie
oraz na dwoch Sympozjach Sprawozdawczych PAN w Jastrzebcu i w Olsztynie. Pod koniec

pracy nad doktoratem przedstawitam rowniez seminarium w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat
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Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, a moje wystapienic bylo prezentacjg
i podsumowaniem wieloletniej pracy naukowej w IFiZZ PAN w Jablonnie.

Po obronie, z wyrdéznieniem, rozprawy doktorskiej rozpoczetam pracg w Zaktadzie
Farmakologii i Toksykologii Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii im. gen. Karola
Kaczkowskiego (WIHIE) w Warszawie. Zaktad Farmakologii i Toksykologii prowadzi
wieloletnie badania na rzecz obronnosci Kraju i bezpieczenstwa migdzynarodowego majace
na celu, miedzy innymi, optymalizacje indywidualnego, ale tez szerzej pojgtego,
zabezpieczenia medycznego przed wysokotoksycznymi  czynnikami  chemicznymi
na wspotczesnym polu walki. Taki tez jest obecny zakres mych obowigzkéw, a moja
dziatalno$¢ naukowa w nowym miejscu pracy zostala zainspirowana przez prof. Marka
Kowalczyka. Od poczatku pracy w Instytucie wigczytam si¢ w realizacj¢ zadan badawczych
w ramach trzech prowadzonych w Zaktadzie projektow: (1) finansowanego przez
Ministerstwo Obrony Narodowej projektu pt. ,,Zabezpieczenie medyczne Sit Zbrojnych RP
przed skutkami dziatania czynnikow wojny chemicznej”, (2) finansowanego z funduszy
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, pt. ,,Zotierz jako bron precyzyjna - pakiety
i zestawy” oraz (3) realizowanego w mig¢dzynarodowym konsorcjum, finansowanego
z zasobow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Programu FP7-SECURITY
pt. "PRecursors of ExplosiVes: Additives to inhibit their use including Liquids”.

Realizacja dwoch pierwszych projektow objeta szeroko zakrojone badania poswigecone
réznym aspektom poprawy i uzupelnienia zabezpieczenia medycznego, ktoére w sposob
skuteczny, zgodny z aktualnym stanem wiedzy i standardami mig¢dzynarodowymi
zapewniloby odpowiednig ochrong¢ zolierzy przed bronig chemiczng. Wage trzeciego
przedsiewzigcia podkresla fakt, ze Komisja Europejska wskazata na kontynuowanie badan,
a konsekwencjg tej decyzji byt kolejny projekt WIHIiE z moim udziatem pt. "EXPEDIA
EXplosives PrEcursors Defeat by Ihibition Additives”. Nie bez znaczenia dla takiej decyzji
byty tragiczne wydarzenia na wyspie Utoya w Norwegii, ktore miaty miejsce w 2011 roku.
Na potrzeby realizowanych zadan badawczych, wraz z kierowanym przeze mnie zespotem
Pracowni Toksykologii, wykonatam istotne ekspertyzy analityczne. Pragnge w tym miejscu
podkreslic, ze analizy te zostaly wykonane wytacznie w Pracowni Toksykologii WIHIE. Moja
zashuga jest taka, ze zorganizowalam t¢ Pracowni¢ de novo, wyposazajac ja, dzigki
funduszom projektu wtasnego otrzymanego w 2012 roku, w aparature niezbedng do analiz
z wykorzystaniem technik biologii molekularnej. To uznaj¢ za osobisty sukces, zwlaszcza

ze przeprowadzone w ramach projektoéw badania maja duzy potencjal aplikacyjny w rdéznych
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gateziach przemystu, a proponowane rozwigzania moga by¢ skuteczne, 0 ile Stang sie
priorytetami, w zniwelowaniu ryzyka dziatan ludzkich, ktére moglyby doprowadzic
do podobnej tragedii.

Mimo absorbujacego uktadu do$wiadczen w nowym miejscu pracy, nadal pozostatam
wierna swojej najwickszej pasji naukowej, ktora niegdy$S zostala we mnie zaszczepiona.
Przygotowujac si¢ do stworzenia projektu witasnego, zebratam dane z pismiennictwa, ktore
pozwolilty na sformutowanie kolejnej pracy przegladowej. Prace t¢ w catosci poswigcono
kisspeptynie - nowemu peptydowi regulacyjnemu na ,,scenie” neuroendokrynologii rozrodu
(publikacja 12). Opisano neuroanatomiczng organizacje uktadu kisspeptyny w podwzgorzu
oraz wielokierunkowos¢ oddziatywan tego neuropeptydu, w tym jego role w przekazywaniu
informacji metabolicznej do uktadu gonadotropowego. Scharakteryzowano takze procesy
lezace u podstaw aktywacji neuronow GnRH przez Kiss 1 w okresie dojrzewania.
Przyblizono rowniez mechanizmy dzialania steroidéow pitciowych gonad na ekspresj¢ genu
kodujacego Kiss 1 w podwzgorzu szczura we wczesnym okresie postnatalnym oraz posrednia
rolg neuronéw Kiss 1 we wptywie fotoperiodu i sygnatéw metabolicznych na aktywnos$¢ osi
HPG u gatunkow 0 sezonowym charakterze rozrodu. We wspolpracy z Zaktadem
Endokrynologii IFiZZ PAN w Jablonnie powstata jeszcze jedna praca przegladowa, tym
razem dedykowana prolaktynie i mechanizmom fizjologicznym biosyntezy/uwalniania tego
hormonu (publikacja 13). Scharakteryzowano w niej rézne postaci i/lub kompleksy
prolaktyny, lecz przede wszystkim opisano mnogo$¢ czynnikéw pobudzajacych i hamujacych
jej sekrecje.

Po uzyskaniu stopnia doktora wykonatam pie¢ recenzji prac naukowych; byty
to recenzje artykutow dla czasopism z listy filadelfijskiej: Experimental and Clinical
Endocrinology & Diabetes (2) oraz Reproduction, Fertility and Development (3).

Zanim doszto do sfinalizowania projektu wtasnego, zatozenia badan proponowanych
w ramach jego realizacji, przynajmniej czg¢sciowe, przedstawitam na Sesji Farmakologii
XIV Warszawskich Dni Kardiologii Akademickiej, zorganizowanej w 2012 roku przez
Polskie Towarzystwo Farmakologii. Co wazne, zyskaly one powszechng aprobate.
Osiagnigcia prac zwigzanych z grantem wlasnym prezentowalam rowniez w 2015
oraz w 2017 roku na XII i XIII Migdzynarodowym Kongresie Polskiego Towarzystwa Badan
Uktadu Nerwowego w Gdansku i Warszawie (fgcznie 5 doniesien). Co istotne, w obydwu
przypadkach zostaly one opublikowane w suplementach czasopisma Acta Neurobiologiae

Experimentalis. Poznanie mechanizméw molekularnych regulujacych ekspresje genow
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kodujacych skladowe osi podwzgorzowo-przysadkowej wydawato si¢ niezbedne
do zrozumienia fizjologii i patologii rozmnazania, a kolejne badania wiasne, ktore wpisaty si¢
w najnowszy nurt poszukiwan w tej dziedzinie, dotyczyly roli neuroprzekaznika GABA
(publikacja 16). Uzyskane wyniki podkreslity znaczenie receptorow GABAa W regulacji
sekrecji GnRH/LH, dowodzac, ze hamowanie uwalniania GnRH/LH przez GABA u owiec
w fazie pecherzykowej cyklu estralnego zachodzi na poziomie proceséw molekularnych
wiodacych do biosyntezy GnRH i GnRHR w podwzgorzu oraz GnRHR w przysadce. Brak
zmian w ekspresji mMRNA Kiss 1 i Kisslr w podwzgorzu owiec poddanych infuzjom
muscimolu i bikukuliny, wykazany w niniejszych badaniach, moze sugerowac,
ze mechanizm, poprzez ktéry GABA obniza biosyntez¢ GnRH i GnRHR, wyklucza
posredniczenie neuronow Kiss 1 w podwzgorzu.

Ze wzgledu na specyfike prac prowadzonych w Zakladzie Farmakologii
i Toksykologii WIHIE, tylko nieznaczna cze$¢ moich publikacji wykracza poza zagadnienia
neuroendokrynologii. W ramach wspotpracy z Wydzialem Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, Wydziatem Farmacji Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz
z Wydziatem Rehabilitacji Akademii Wychowania Fizycznego (AWF) w Warszawie, bratam
udzial w zadaniach badawczych, ktorych celem bylo opracowanie zamiennika morfiny -
nowego, skutecznego i bezpiecznego leku do zastosowania w terapii zespotow boélowych,
zarébwno ostrych, jak i przewlektych (publikacja 14). Obecnie zajmuj¢ si¢ badaniem
mechanizméow komorkowych i molekularnych ostrych zatru¢ i opdznionych schorzen
powodowanych przez bojowe $rodki trujace (BST) z grupy zwigzkéw fosforoorganicznych
oraz poszukiwaniem efektywnych zabezpieczen przed szkodliwym dzialaniem tych
wysokotoksycznych substancji. Te dziatania poszukiwawcze ponownie skierowaly moje
zainteresowania W Strong¢ czasteczki o wszechstronnych wilasciwosciach, czyli w strong
melatoniny. Waznym osiagni¢gciem tych badan byta prezentacja ich wynikow na XIX
Migdzynarodowym Kongresie Polskiego Towarzystwa Farmakologii w Swinoujsciu (jedno
doniesienie) oraz na XIII Miedzynarodowym Kongresie Polskiego Towarzystwa Badan
Uktadu Nerwowego w Warszawie (2 doniesienia). Wage uczestnictwa w tych konferencjach
podkresla fakt, ze wszystkie streszczenia opublikowano w suplementach czasopism
posiadajacych wspotczynnik impact factor (Pharmacological Reports i Acta Neurobiologiae
Experimentalis). Kolejnym wymiernym efektem tych badan, prowadzonych tym razem
we wspotpracy z Zaktadem Biologii Komorki i Mikroskopii Elektronowej, Instytutu Biologii

Uniwersytetu im. Jana Kochanowskiego w Kielcach, AWF w Warszawie i Wojskowym
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Instytutem Medycznym, jest publikacja poswiecona ochronnej roli melatoniny petnionej
wzgledem komorek watroby myszy w warunkach narazenia na BST. To protekcyjne dziatanie
melatoniny wynika z jej wtasciwosci antywolnorodnikowych oraz zdolnosci do aktywacji
uktadu lizosomalnego w hepatocytach (publikacja 15).

Dominujgcym obszarem mojej obecnej pracy naukowo-badawczej jest analiza
molekularnych mechanizmoéw zaburzen aktywnosci sekrecyjnej hormonow uktadu HPG
W przebiegu zatru¢ wysokotoksycznymi zwigzkami fosforoorganicznymi oraz ocena
ochronnego potencjatu melatoniny w zapobieganiu negatywnym skutkom dziatania tych
szczegoOlnie niebezpiecznych zwigzkow. Te, taczace moje wszystkie dotychczasowe
zainteresowania, badania, na ktore uzyskatam juz stosowne zezwolenie Komisji Etycznej,
sg obecnie w toku realizacji.

Moja biezaca aktywno$¢ naukowa jest rowniez zwigzana z wykonywaniem zadan
w ramach aktualnie realizowanych przez WIHIE projektow, w tym dwoch finansowanych
przez Ministerstwo Obrony Narodowej w ramach Narodowego Programu Zdrowia
pt. (1) ,,Ocena wptywu ekspozycji na czynniki chemiczne, biologiczne i fizyczne wynikajace
ze specyfiki stuzby zolnierzy zawodowych, z wylaczeniem lotnictwa wojskowego
i Marynarki Wojennej” oraz (2) ,,Wplyw uwarunkowan otoczenia wynikajacy ze specyfiki
zycia zotnierzy zawodowych Marynarki Wojennej (z wytgczeniem lotnictwa wojskowego),
funkcjonariuszy stuzb mundurowych i ich rodzin”. Glownym nurtem tych dzialan jest
weryfikacja i uzupetnienie juz istniejacych danych oraz stworzenie nowej klasyfikacji
komponentow uwarunkowan otoczenia i katalogu specyficznych zagrozen w $rodowisku
stuzby i zamieszkania. Do waznych osiggni¢¢ obecnej dziatalnosci naukowo-badawczej
zaliczam rowniez swoj udziat, na zasadzie wspotwykonawstwa, w projekcie badawczym
finansowanym z funduszy Narodowego Centrum Badan i Rozwoju pt. ,,Homeostatyczne,
resorbowalne opatrunki podwojnego zastosowania”, w ktorym realizowane przeze mnie
zadania obejmujg w szczeg6lnosci ocene toksycznego, genotoksycznego i rakotworczego
dziatania wywieranego na organizm przez poszczegélne elementy nowo tworzonego
opatrunku.

Ostatnim, nieco odrgbnym, watkiem moich zainteresowan jest udzial w projekcie
pt. “Strengthening chemical and biological waste management in Central Asia countries for
improved security and safety risk mitigation”. Jednak idea tego przedsi¢wziecia, dedykowana
poprawie bezpieczenstwa gospodarowania odpadami chemicznymi i biologicznymi w krajach

Azji Srodkowej ma swe, nie btahe, lecz istotne atuty.
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