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Ocena pracy doktorskiej mgr. inz. Andrzeja Hermana 
pt.: "Wplyw stresu immunologicznego i inerleukiny-ip na uklad podwzgorzowo-

przysadkowo-gonadotropoTvy u anestralnych owiec" 

CHARAKTERYSTYKA PRACY 

Przedstawiona do oceny praca jest obszemym opracowaniem, obejmuj^cym 175 stron 
maszynopisu, 98 rycin i 33 tabele oraz 348 pozycji pismiennictwa. Praca zawiera typowe dla 
rozprawy doktorskiej rozdzialy, opracowane z zachowaniem wlasciwych wzajemnych 
proporcji i generalnie jest napisana bardzo starannie, przyst^pnym i poprawnym j^zykiem. 
PracQ rozpoczyna krotki wst^p, ktory poprzedza CZQSC teoretyczn^. Nast^pnie przedstawiono 
hipotez? badawczq^ oraz eel naukowy pracy. W kolejnych rozdzialach przedstawiono 
stosowane materialy i metody badawcze, uzyskane wyniki oraz dyskusj? im poswi^con^. Po 
czym dokonano krotkiego podsumowania wynikow, przedstawiono wnioski i spis literatury. 
Praca zawiera takze objasnienia skrotow, spisy rysunkow i tabel oraz streszczenia w j^zyku 
polskim i angielskim. ' ' 

Szereg badan potwierdzilo wyst^powanie wielu interakcji pomi^dzy ukladem nerwowym, 
hormonalnym i odpomosciowym. Podstaw^tych interakcji jest wyst^powanie receptorow w 
kazdym z tych ukiadow, wykazuj^cych powinowactwo do tych samych ligandow, ktore -
oprocz wczesniej przypisanego im glownego miejsca wytwarzania (ukladu) - mog^ takze 
powstawac w innych strukturach (ukladach) organizmu. Powstalo, dosyc cz^sto uzywane 
obecnie, poj^cie „triady regulacyjnej" odnosz^ce si^ do wspoludzialu wymienionych ukiadow 
w regulacji procesow fizjologicznych. O ile badania dotycz^ce wspoldzialania ukladu 
nerwowego i hormonalnego maj^dluzsz^ historic, to badania uwzgl^dniaj^ce takze rol? 
ukladu odpomosciowego w procesach regulacyjnych zacz^to rozwijac glownie w okresie 
ostatnich 20 lat. 

Temat pracy doktorskiej mgr. inz. Andrzeja Hermana jest bardzo aktualny, a badania w 
niej przedstawione dotycz^ oddzialywania systemu odpomosciowego na uklad 
podwzgorzowo-przysadkowo-gonadotropowy u anestralnych owiec. Zakres podj^tych przez 
Doktoranta badan jest bardzo szeroki, a ich wykonanie wymagalo zastosowania wielu 
roznorodnych technik badawczych. 
Opisane w pracy doswiadczenia obejmuj^: 

> zbadanie wplywu obwodowego podania endotoksyny bakteryjnej (LPS) - stanowi^cej 
stres immunologiczny - i centralnego podania IL- ip na: 
• koncentracje prolaktyny i kortyzolu (wskazniki stresu) oraz LH i FSH w osoczu; 
• ekspresj? genu GnRH i receptora GnRH w wybranych strukturach przodomozgowia 

oraz genu receptora GnRH w gruczolowej cz^sci przysadki; 
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• ekspresji genow dla prolaktyny i podjednostek P LH i FSH oraz receptorow tych 
hormonow w przysadce; 

• ekspresji genu lL-1 P i receptorow cytokin (IL-1P, TNFa, IL-6) oraz receptora 
lipopolosacharydu - TLR4 w podwzgorzu i/lub przysadce; 

> zbadanie zmian poziomu IL-1 P w plynie mozgowo-rdzeniowym po podaniu LPS; 
> oraz wyznaczenie wplywu centralnego podania IL-1 p na translacj? GnRH w POA. 

We Wstqpie pracy, Autor uzasadnia celowosc podj^tych badan, zmierzaj^cych do 
wyjasnienia wplywu stresu immunologicznego na uklad podwzgorzowo-przysadkowo-
gonadotropowy, ktory pelni kluczow^rol? w regulacji procesow rozrodczych. W pracy 
dodatkowo podj^to prob^ wyjasnienia roll w tym oddzialywaniu IL- ip , uznawanej za 
pierwszoplanow^ cytokin? w reakcjach odpomosciowych. Badania przeprowadzono na 
owcach w okresie anestrus. Przyj^ta hipoteza badawcza, jak i szczegolowe cele pracy ŝ  w 
pelni uzasadnione, pomijaj^c pewne niescislosci, ktore b^d^ przedstawione w dalszej cz^sci 
recenzji. We Wstqpie wskazane byloby podanie uzasadnienia wyboru okresu fizjologicznego 
anestrus, podczas ktorego przeprowadzono badania na owcach. W Czqsci teoretycznej pracy, 
omowiono struktur? i wlasciwosci lipopolisacharydu i jego receptora (TLR4), wybranych 
cytokin (IL-ip, IL-6, TNFa) i ich receptorow oraz struktur? i rol? bariery krew-mozg w 
komunikacji pomi^dzy ukladem immunologicznym a osrodkowym ukladem nerwowym. 
Przedstawiono rowniez struktur? i rol? ukladu podwzgorzowo-przysadkowego w regulacji 
rozrodu, m.in. uwzgl^dniaj^c opis podwzgorza owcy i charakterystyk? gonadoliberyny 
(GnRH) i jej receptora oraz hormonow przysadkowych uczestnicz^cych w regulacji procesow 
rozrodczych (LH, FSH i prolaktyny) i ich receptorow. Zwrocono takze uwag§ na glowne 
uklady neuralne, ktore mog^wplywac na system GnRH-ergiczny, szczegolnie podkreslaj^c 
mozliwe oddzialywania kortykoliberyny (CRH) na GnRH. Powyzsze zagadnienia zostaly 
przedstawione bardzo przyst?pnie z wykorzystaniem stararmie opracowanych 10 ilustracji. 

W rozdziale Materialy i metody podano podstawowe informacje o zwierz^tach 
doswiadczalnych (n>50) i przedstawiono przebieg czterech doswiadczeh oraz opisano 
stosowane metody badawcze. Na podkreslenie zasluguje znaczna liczba roznorodnych technik 
wykorzystanych przez Doktoranta w badaniach, m.in. takich jak: implantacja kaniul typu 
„push-puU" do trzeciej komory mozgu owiec, radioimmvmologiczne oznaczanie hormonow 
(LH, FSH, prolaktyny i kortyzolu), identyfikacja IL- ip metody ELISA i Western Blot, oraz 
analiza ekspresji wielu genow (GnRH, GnRHR, LH p, LHR, FSHp, FSHR, PRL, PRLR, IL-
Ip, I L - l R l , IL-1R2, IL-6R, TNF-Rl, TNF-R2 i TLR4) metody Real Time-PCR w wybranych 
strukturach podwzgorza (POA, AHA, MBH, ME) i/lub przysadce. W analizie ekspresji 
badanych genow metody Real Time-PCR wykorzystano barwnik fluoroscencyjny SYBR® 
Greenl, a w przypadku genu podjednostki P LH dodatkowo uzyto molekulame sondy 
hybrydyzuj^ce. Wartosciowym wzbogaceniem badan jest okreslenie wplywu IL- ip na 
translacj? GnRH w perikarionach obszaru przedwzrokowego przodomozgowia przez 
wyznaczenie gradientu rozkladu polisomow dla mRNA GnRH. Od strony formalnej, za 
wyczerpuj^ce nalezy uznac informacje umieszczone w tej cz^sci pracy na temat stosowanych 
technik biologii molekulamej. Obejmuj^one bowiem nie tylko peln% charakterystyk? 
starterow wykorzystanych do okreslania ekspresji badanych genow, sposob przygotowywania 
odczynnikow i szczegolowe warunki przeprowadzanych analiz, ale rowniez bardzo 
praktyczne komentarze. Jedynie w opisie metody RIA, uzytej do oznaczania gonadotropin, 
prolaktyny i kortyzolu, pomini^to informacje o pochodzeniu przeciwcial i ich specyficznosci. 



Generalnie, nalezy stwierdzic, iz realizacja tak szeroko zakrojonych badan wymagala bardzo 
duzego nakladu pracy i determinacji ze strony Doktoranta. 

W rozdziale Wyniki w sposob czytelny i staranny opisano i zilustrowano osi^ni^te 
rezultaty wykonanych badan. Sposrod uzyskanych wynikow na szczegolne podkreslenie 
zasluguj^: 

> zmiany po doobwodowym podaniu zwierz^tom doswiadczalnym LPS, takie jak: 
• wzrost koncentracji kortyzolu i prolaktyny w osoczu, a obnizenie - LH; 
• zwi^kszenie mRNA receptora TLR4, IL- ip oraz generalnie receptorow cytokin (IL-

1 p, lL-6, TNFa) w badanych strukturach OUN (POA, AHA, MBH, ME), a 
zmniejszenie ekspresji genow GnRH i GnRHR w POA i ME; 

• znaczny wzrost koncentracji IL- ip (ok. 11-krotny) w plynie mozgowo-rdzeniowym 
pobranjon z I I I komory mozgu; 

• obnizenie ekspresji genu GnRHR, LHP i LHR, a wzrost - genow FSHp, FSHR, PRL, 
PRLR, IL- lRl /2 , IL-6R, TNF-Rl/2 i TLR4 w przedniej cz?sci przysadki; 

> zmiany po podaniu IL-ip do i n komory mozgu, takie jak: 
• obnizenie ekspresji genu GnRH w POA i ME oraz GnRHR w ME, a wzrost ekspresji 

genu IL- lp w POA, MBH i ME oraz receptora IL- lp typu I w POA i MBH; 
• zmniejszenie intensywnosci translacji GnRH w POA; 
• zmniejszenie ekspresji genu GnRHR oraz podjednostek P LH i FSH w przysadce. 

Za szczegolnie wartosciowe nalezy uznac wykazanie przez Doktoranta obecnosci mRNA dla 
GnRH w ME, co wskazuje na wyst^powanie aksonalnego transportu mRNA, koduj^cego 
prekursor gonadoliberyny, oraz mRNA dla receptorow LH i FSH w przysadce, co moze 
sugerowac udzial ultrakrotkiej p§tli sprz^zenia zwrotnego - na poziomie przysadki - w 
regulacji wydzielania gonadotropin. Wyroznione wyniki otwieraj^mozliwosc gl^bszego 
poznania - w toku dalszych badan - mechanizmu funkcjonowania uklad podwzgorzowo-
przysadkowo-gonadotropowego u owiec. Podkreslic nalezy, iz stwierdzenie obecnosci mRNA 
dla GnRH w ME i mRNA dla receptorow LH i FSH w przysadce oraz wplywu centralnie 
podawanej IL- ip na intensywnosc translacji GnRH w POA zostalo dokonane przez 
Doktoranta po raz pierwszy u owiec. Z kolei, zastanawiaj^cy jest brak wplywu IL- ip , podanej 
do I I I komory mozgu, na poziomy LH, prolaktyny i kortyzolu w osoczu badanych zwierz^t 
(zmiany wystqpily po podaniu im LPS) oraz wzrost mRNA dla FSHP w przysadce po podaniu 
LPS, przy rownoczesnym obnizeniu ekspresji genu LHp. 

W Dyskusji pracy, Doktorant wnikliwie i krytycznie analizuje uzyskane przez siebie 
wyniki, odnosz^c je do danych literaturowych dotycz^cych rozpatrywanych zagadnieh. Mimo 
tak duzej liczby danych, pochodz^cych z wlasnych badan, dyskusja jest bardzo 
uporz^dkowana, dzi^ki podzieleniu jej na cz^sci poswi^cone najwazniejszym problemom 
zwi^anym z tematem pracy. Autor rozpatruje w niej: 1/ rol? LPS w modulacji aktywnosci 
ukladu rozrodczego na poziomie podwzgorza i przysadki, 2/ rol? uniwersalnych mediatorow 
zapalnych (IL-ip, IL-6, TNFa) w regulacji aktywnosci osi HPG u anestralnych owiec, 3/ 
obecnosc receptora LPS w podwzgorzu i przysadce anestralnych owiec oraz 4/ rolq IL- ip w 
modulacji aktywnosci ukladu rozrodczego na poziomie podwzgorza. W Dyskusji wyroznia si? 
fragment, dotycz^cy obecnosci mRNA dla GnRH w ME. Zdaniem Doktoranta fakt ten sklania 
do nowego spojrzenia na fizjologi? neuronow GnRH, ale takze sugeruje On koniecznosc 
potwierdzenia tej obserwacji innymi metodami, np. metody hybrydyzacji in situ. Doktorant 
poswi?cil rowniez sporo uwagi - bardzo slusznie - analizie mozliwosci oddzialywania LPS 
na procesy zachodz^ce w OUN, ktore doprowadzily do okreslonych zmian w badanych 
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strukturach przodomozgowia, przypisuj^c kluczow^rol? IL- ip w modulowaniu aktywnosci 
neuronow GnRH (szczegolnie w pierwszym okresie trwania zapalenia). 

Prac? kohcz^ poprawnie sformulowane cztery wnioski, ktore syntetycznie 
podsumowujq. uzyskane przez Doktoranta wyniki. Bogaty wykaz pismiennictwa zawiera 
przede wszystkim pozycje z ostatniego okresu, a takze wazniejsze publikacje z 
wczesniejszych lat. Autor umiej^tnie, tzn. w sposob selektywny i krytyczny, wykorzystal 
informacje z nich pochodz^ce podczas pisania swojej pracy. 

P Y T A N I A i UWAGI 
1. Wsrod szczegolowych celow pracy wymieniono (w pkt. 4) m.in. zbadanie zmian ekspresji 

genow dla receptora TNFa i IL-6 w strukturach podwzgorza i przysadce po centralnym 
podaniu IL- ip owcom. W pracy nie przedstawiono wynikow tych badan. Czy to oznacza, 
ze IL- ip nie wykazywala wplywu na ekspresj? genow receptorow TNFa i IL-6 w 
badanych strukturach? W punkcie 3 celow pracy, prawdopodobnie przez pomylk?, 
podano, ze ekspresja genow dla prolaktyny, podjednostek p LH i FSH oraz ich 
receptorow b?dzie badana takze w podwzgorzu. W rzeczywistosci byla ona badania tylko 
w przysadce, co jest w pelni zrozumiale. 

2. Metody Western Blot stwierdzono obecnosc bialka IL-1 P w przedniej cz?sci przysadki. 
Czy badano zawartosc mRNA dla IL- ip w przysadce po podaniu owcom LPS, czy tez 
nie stwierdzono wplywu lipopolisacharydu na ekspresj? genu IL- ip w tym gruczole i w 
zwi^ku z tym nie zamieszczono tych wynikow w pracy? 

3. W przeprowadzonych badaniach wykazano wzrost koncentracji kortyzolu i prolaktyny w 
osoczu, a obnizenie ~ LH, u anestralnych owiec po doobwodowym podaniu LPS. W pracy 
przedstawiono wyniki w postaci srednich wartosci dla okresow pobierania krwi; 2 h przed 
i 6 h po podaniu LPS lub soli fizjologicznej. Nasuwa si? pytanie o dynamik? odpowiedzi 
wymienionych hormonow na LPS, tj. po jakim czasie od podania lipopolisacharydu 
wyst^ila okreslona zmiana w wydzielaniu tych hormonow? 

4. Generalnie nalezy zachowac ostroznosc w wyci^aniu wnioskow na temat braku 
zaleznosci mierzonego efektu od dawki testowanego czynnika w przypadku stosowania w 
doswiadczeniu tylko dwoch jego dawek. Taki przypadek mial miejsce w doswiadczeniu z 
podawaniem IL- ip do I I I komory mozgu, szczegolnie w odniesieniu do zmian w ekspresji 
genow GnRH w POA i ME oraz IL-1 p w POA, MBH i ME. Wskazana jest weryfikacja 
zaleznosci tych zmian od dawki IL- ip z uwzgl?dnieniem jeszcze innych dawek tej 
cytokiny. 

5. W pracy bl?dnie podano angielski odpowiednik (str. 35) nazwy „wynioslosci 
przysrodkowej - median eminence" (powinno bye ^medial eminence'"). 

6. W pracy wyst?puj^- stosunkowo nieliczne - usterki redakcyjne, powstale wskutek 
przeoczenia. Wymieniam je z obowi^zku recenzenta: 

• zamiast „pozapalne" (str. 1), powinno bye „prozapalne"; 
• „przez t^ cj^okin?", raczej powinno bye „przez t? cytokin?"; 
• „TRL4" (w wielu miejscach pracy, m.in. na str . 5), powinno bye TLR4; 
• „process" (Rys. 2-2), powinno bye „proces"; 
• „dalszej cz?sci niniejszej pracy", powinno bye „w dalszej cz?sci niniejszej pracy"; 
• „w przy zastosowaniu" (str. 36), powinno bye „przy zastosowaniu"; 
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• str. 37/wiersz 4 od gory - raczej nie powinno bye „n=5"; 
• „FSHB" (Tab. 4-4), powinno bye FSHp; 
• „zelu poliakrylamidoweg", powinno bye „zelu poliakrylamidowego"; 
• „w 150 ml buforem", powinno bye „w 150 ml buforu"; 
• „krew owiec (n=2) pobran^", ze wzgl?du na kontekst powinno bye „krew owiec 

(n=2) pobrana"; 
• „okresie astralnym" (str. 114), powinno bye „okresie anestralnym"; 
• „na komorkach mikrogleju" (str 124), zdanie z tym wyrazeniem wymaga 

odpowiedniego poprawienia; 
• „ilosc wzajemnych sprz?zeh", raczej powinno bye „liczba wzajemnych sprz?zeh"; 
• „w podwzgorzu owiec wykazano" (str. 129), ze wzgl?du na kontekst powinno bye 

„w podwzgorzu owiec wykazala"; 
• wbrew powszechnie przyj?tej zasadzie, w niektorych tytulach zastosowano kropk?. 

Przedstawione powyzej uwagi/pytania zupelnie nie pomniejszaj^ bardzo wysokiej 
mer5l;orycznej wartosci pracy a jedynie mogq. bye przydatne w pianowaniu dalszych badan 
oraz podczas przygotowywania pracy do druku. 

PODSUMOWANIE 

W podsumowaniu nalezy stwierdzic, ze niniejsza praca prezentuje bardzo wysoki poziom 
merytoryczny i zawiera liczne, wartosciowe wyniki badari. Charakteryzuje jq^kompleksowe 
podejscie do rozpatr5^anego problemu oraz zastosowanie wielu odpowiednio dobranych 
metod badawczych. Z pewnosci^ uzyskane wyniki - po opublikowaniu - wzbogacq. w nowe i 
cenne informacje naszq̂  dotychczasow^ wiedz? na temat funkcjonowania ukladu 
podwzgorzowo-przysadkowo-gonadotropowego u anestralnych owiec. 

W ocenianej pracy Doktorant wykazal si? bardzo dobrym opanowaniem warsztatu 
badawczego, pelnym zrozumieniem rozpatrywanego problemu i dobr^znajomosci^ 
pismiennictwa z zakresu tematyki prowadzonych badari. Sposob napisania pracy oraz szeroki 
zakres badari w niej przedstawionych, ktorych wyniki ŝ  bardzo wartosciowe pod wzgl?dem 
poznawczym, swiadczq. o dojrzalosci naukowej, dociekliwosci i pracowitosci Doktoranta. 

WNIOSEK K O N C O W Y 

W zakoriczeniu pragn? stwierdzic, ze przedstawiona do oceny praca zatytulowana "Wplyw 
stresu immunologicznego i inerleukiny-ip na uklad podwzgorzowo-przysadkowo-
gonadotropowy u anestralnych owiec" spelnia wszystkie wymagania - okreslone w 
obowi^uj^cej Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i t5l;ule w 
zakresie sztuki (z dnia 14. marca 2003 r.) - stawiane rozprawom doktorskim i w zwi^zku z 
powyzszym zwracam si? do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia 
Zwierz^t im. Jana Kielanowskiego PAN z wnioskiem o dopuszczenie mgr. inz. Andrzeja 
Hermana do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, bior^c pod uwag? szeroki 
zakres badari przeprowadzonych przez Doktoranta oraz wysok^ wartosc poznawcz^ 
uzyskanych wynikow, sugeruj? wyroznienie tej pracy stosown^nagrod^. 

Stanislaw Okrasa 
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