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RECENZJA 

rozprawy doktorskiej mgr Andrzeja Hermana Pt. „Wplyw stresu immunologicznego i 
interleukiny-ip na uklad podwzgorzowo-przysadkowo-gonadotropowy u anestralnych 
owiec" wykonanej w Zakladzie Neuroendokrynologii Instytutu Fizjologii i Zywienia 
Zwierz^t im Jana Kielanowskiego PAN w Jabtonnie pod kierunkiem doc. dr hab. 
Doroty Tomaszewskiej-Zaremby. 

Problem naukowego wyjasnienia wzajemnych powi^an pomi^dzy ukladem 
immunologicznym a rozrodem u zwierz^t zostal podj^ty w badaniach swiatowych 
stosunkowo niedawno. Zaleznosci te nie sq^poznane zbyt dobrze i dotyczy niewielu 
gatunkow, glownie szczura. Szczegolnie waznym pytaniem w tych badaniach jest 
uzyskanie odpowiedzi jaki jest mechanizm dzialania stresu immunologicznego na uklad 
neuroendokrynny odpowiedzialny za procesy rozrodcze i jakie endogenne zwi^zki bior^ 
w nich udzial. Autor przedstawionej do recenzji pracy podj^l siq zadania maj^cego na 
celu wyjasnienie wplywu i mechanizmu dzialania endotoksyny podanej do obwodowo 
na uklad neuralny GnRH podwzgorza i na hormony gonadotropowe przysadki 
mozgowej u samicy owcy w okresie fizjologicznego anestrus. 

Badania byly prowadzone w przewazaj^cej wi^kszosci na poziomie molekulamym i 
dotyczyly ekspresji genow najwazniejszych hormonow i ich receptorow, bior^cych 
udzial w regulacji rozrodu w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN) i w przysadce 
mozgowej oraz peptydow i ich receptorow zwi^anych z fiinkcjami immunologicznymi 
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na obszarze OUN. Aktywnosc hormonow badana byla rowniez, chociaz w mniejszym 
stopniu, na poziomie komorkowym i ustrojowym. Autor zaprezentowal olbrzymi^ ilosc 
analiz wykonanych metodami biologii molekulamej i metodq^ radioimmunologiczn^. 
Uzyskana w efekcie bardzo szeroka gama wynikow zostala przeanalizowana i 
zinterpretowana w aspekcie fizjologicznym. Autor wnioskowal o mechanizmach, 
bior^cych udzial w procesie hamowania syntezy i uwalniania hormonow ukladu 
podwzgorzowo-przysadkowo-gonadotropowego przez czynniki stresu 
immunologicznego, ze szczegolnym uwzgl^dnieniem komunikacji pomi^dzy tymi 
dwoma ukladami. 

Tak wi^c wybor tematu podj^tego w niniejszej rozprawie doktorskiej jest nowatorski 
w skali swiatowej i scisle zwi^any z tematyk^ prac prowadzonych w IFZZ PAN nad 
regulacji rozrodu. Aby zrealizowac to zadanie autor podj^l ogromn^prac? nad 
opracowaniem, adaptacj^ i unowoczesnieniem metod z zakresu biologii molekulamej, 
w celu oznaczenia ekspresji mRNA takich peptydow i hormonow jak GnRH, LH, FSH, 
prolaktyna, interleukina-ip, czynnik martwicy guza a a takze roznych form receptorow 
tych zwi^zkow. 

Praca liczy 174 strony i jest podzielona na t5^owe i we wlasciwych proporcjach 
utrzymane rozdzialy: wykaz stosowanych skrotow- 2 str.; wst^p- 34 str.; eel pracy - 1 
strona; materialy i metody (w tym 33 tabele) -35 str.; wyniki przedstawione na 99 rys.-
39 str.; dyskusja- 23 str.; podsumowanie wynikow i wnioski- 2 str.; streszczenie polskie 
i angielskie 6 str.; spis literatury obejmuj^cy 346 pozycji (prawie wyl^cznie 
angloj^zycznych i w przewazaj^cej wi^kszosci z ostatniego dziesi^ciolecia)- 30 str.; 
spis rysunkow i tabel - 5 stron. 

We wst?pie uzasadniaj^cym eel podj^tych badan doktorant na pocz^tku zapoznal nas 
z dotychczasowym stanem wiedzy zwi^anej z relacjami pomi^dzy ukladem 
immunologicznym a rozrodczym. Poniewaz literatura dotycz^ca tego zagadnienia jest 
bardzo sk^a , autor, na podstawie nielicznych przeslanek pochodz^cych z badan na 
szczurze postawil hipotezy, ze stres immimologiczny wywolywany przez 



lipopolisacharyd (LPS) moze dzialac na poziomie OUN na uklad neuralny GnRH 
poprzez cytokine IL-1 p. 

W dalszym podrozdziale wstfpu nazwanym „cz?scî teoretyczn̂ " autor w sposob 
wyczerpuj^cy chociaz bye moze zbyt drobiazgowy, bo odbiegaj^cy czasem od 
glownego tematu, zaprezentowal stan wiedzy dotycz^cy budowy i wlasciwosci 
zwi^zkow i ich receptorow, ktore moglyby brae udzial we wspomnianych powyzej 
procesach (LPS, IL-ip,TNF). Kazdy z tych podrozdzialow moglby stanowic 
nowoczesn^prac? przegl^dow% tym bardziej ze autor cytuje najnowsze badania z 
ostatnich lat, pochodz^ce rowniez z macierzystego Instytutu. Nast^pne akapity 
poswiecone s^ budowie i roli narz^dow takich jak bariera krew-mozg, podwzgorze i 
przysadka a takze regulacji sekrecji hormonow podwzgorzowych i przysadkowych, 
ktore byly obiektem badan w przedstawionej dysertacji. Ta cz^sc jest merytorycznie 
poprawna, uwzgl?dnia najnowsze badania i swiadczy o dobrej znajomosci 
opisywanych zagadnien. 

W rozdziale „Cel pracy" autor przedstawil hipotezy badawcz^ uzasadnil eel 
podj^tych badan i wyszczegolnil 5 zadan badawczych. S^one sformulowane jasno i 
precyzyjnie. Jednakze pomini^to tu opis zadania zwi^anego z okresleniem wplywu 
LPS i IL-lp na uwalnianie hormonow gonadotropowych, ktorego wykladnikiem jest 
pomiar st^zenia tych hormonow w plazmie krwi obwodowej. Takie zadanie zostalo 
wykonane i omowione w dalszej cz^sci pracy. 

Rozdzial „Materialy i metody" zostal opisany perfekcyjnie: wyczerpuj^co, 
szczegolowo i klarownie. Dobrym pomyslem bylo przedstawienie poszczegolnych 
procedur w formie tabel. Do realizacji zalozonych badan doktorant uzyl przede 
wszystkim metod biologii molekulamej, ktore dostarczaj^ wiadomosci o tym jak w 
komorce przebiegaj^ procesy transkrypcji i translacji. Nie jestem specjalist^z zakresu 
tych metod, jednakze chcialabym odniesc si? pozytywnie do imponuj^co szerokiego 
zakresu pracy jakie doktorant wlozyl w ich opracowanie. Pocz^wszy od 
zaprojektowania sekwencji starterow dla 15-stu genow, a skonczywszy na wykonaniu 
analiz ekspresji badanych genow a takze analizy translacji GnRH i IL-lp. Trzeba w tym 
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miejscu nadmienic, ze badania nad transkryptem GnRH u owcy w literaturze swiatowej 
s^ rzadkosci^. Jak do tej pory nie udalo si? stworzyc sondy genetycznej dla tego 
peptydu u tego gatunku, do badan metody hybrydyzacji in situ. Dlatego tez, w 
przeciwiehstwie do innych gatunkow niewiele wiadomo jest na temat procesow 
transkrypcji i translacji GnRH u owcy. Tym bardziej nalezy docenic wklad autora 
recenzowanej pracy w rozwini?cie techniki umozliwiaj^cej „posuni?cie do przodu" 
badan tych procesow. 

Ilosc uzyskanych przez doktoranta wynikow jest bardzo duza. Zostaly one 
przedstawione na przejrzystych i precyzyjnie wykonanych rysunkach o bardzo ladnej 
kolorystyce. Opis wynikow i podpisow pod rysunkami jest bez zarzutu. Ten sposob 
przedstawienia wynikow pozwolil na przesledzenie zmian zachodz^cych w aktywnosci 
badanych transkryptow w roznych cz?sciach podwzgorza i w przysadce po podaniu 
obwodowym LPS i centralnym IL-1 p u samicy owcy. 

W pracy wykazano, ze podanie LPS do obwodowo wywohije w organizmie 
owcy Stan stresu objawiaj^cy si? podwyzszonym uwalnianiem hormonow 
przyj?tych za wskazniki stresu (kortyzol i prolaktyna). W tych warunkach 
zaobserwowano generalnie obnizenie ekspresji messengera RNA GnRH i jego 
receptora w osrodkach podwzgorza, mRNA LHp i jego receptora w przysadce 
oraz spadek uwalniania LH do krwi obwodowej, z jednoczesnym wzrostem 
aktywnosci ekspresji genow dla badanych cytokin i ich receptorow w 
podwzgorzu i przysadce. Wzrastal rowniez poziom IL-lp w plynie mozgowo-
rdzeniowym. Centralne podanie IL-ip powodowalo przede wszystkim obnizenie 
translacji GnRH, jak rowniez obnizenie ekspresji dla genu GnRH w osrodkach 
neuralnych gdzie hormon jest syntetyzowany i uwalniany, oraz dla genu LHp, 
jednak bez wplywu na uwalnianie hormonow gonadotropowych. 
Na podstawie tych wynikow autor wysun^ 4 poprawne i oryginalne wnioski, 
ktore stanowi^ o wysokiej wartosci naukowej pracy. Wyjasniaj^ one w duzym 
stopniu mechanizm dzialania stresu immunologicznego na uklad rozrodczy 
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owcy w OUN i w przysadce, na poziomie transkrypcji i translacji genow 
hormonow i cytokin prozapalnych produkowanych w tych narz^dach. 
Trzeba tu jednak zaznaczyc, ze wnioski te nie popieraj^ w sposob jednoznaczny 
hipotezy roboczej a mianowicie, ze stres immunologiczny wywolany przez LPS 
na poziomie obwodu hamuje sekrecj? hormonow ukladu gonadotropowego 
poprzez IL-lbeta pochodzenia centralnego. Pierwszy wniosek sugeruje, ze w 
procesie tym bior^ udzial takze inne cytokiny prozapalne oraz samo LPS. 
W dyskusji autor przeprowadzil szczegolow^ interpretacj? uzyskanych wynikow na 
podstawie najnowszych danych z literatury swiatowej. Trzeba przyznac ze liczba 
cytowanych prac jest imponuj^ca (ponad 300 pozycji) i swiadczy to o tym, ze autor 
dogl?bnie zapoznal si? z tematem aby zinterpretowac uzyskane wyniki. 
Przeprowadzenie dyskusji nie bylo zadaniem latwym tym bardziej, ze w wielu 
przypadkach brak bylo danych literaturowych odnosz^cych si? do omawianego 
problemu. Zapewne dlatego w rozdziale tym jest zbyt duzo spekulacji nie popartych 
danymi z literatury. Dotyczy to m i. interpretacji wynikow zwi^anych z dzialaniem 
centralnej IL-ip. Natomiast bardzo dogl?bnie i logicznie wyjasnione jest zjawisko 
wyst?powania transkryptu GnRH w zakonczeniach nerwowych, co jest nowosci^na 
skal? swiatow^. W tym przypadku autor dal sobie doskonale rad? z wyjasnieniem tego 
zjawiska opieraj^c si? na wynikach prac wykonanych na innych typach neuronow. 
Autor ma rowniez krytyczne podejscie do niektorych wynikow, co wynika z 
zastosowania tylko jednej metody RT-PCR. Dotyczy to np. receptora prolaktyny. 
Uwaza on shisznie, ze metoda ta, ze wzgl?du na sposob przygotowania tkanki do analiz 
nie jest dose precyzyjna dla dokonania analizy tego z w i ^ u . 
Jednym z zarzutow dotycz^cym tej cz?sci pracy jest moim zdaniem brak porownania 
pomi?dzy efektem dzialania LPS podanej obwodowo a IL-1 p podanej centralnie. 
Wypunktowanie podobiehstw i roznic w ich dzialaniu pomogloby w bardziej 
precyzyjnym zweryfikowaniu hipotezy roboczej. Dmgi zarzut dotyczy uszeregowania 
kolejnosci w opisie badanych zjawisk. Uwalnianie hormonow gonadotropowych autor 
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omawia na samym pocz^tku, chociaz jest to koncowy wynik calej kaskady zdarzen, 
ktorego pocz^tkiem jest ekspresja genu GnRH. 

Reasumuj^c, praca dostarcza nowych, nie znanych do tej pory danych o 
mechanizmach wyjasniaj^cych wplyw uktadu immunologicznego na uklad rozrodczy u 
owcy. Autor rozprawy wykonal w pelni postawione cele badawcze stosuj^c wlasciwe 
metody z zakresu biologii molekulamej i radioimmunologii. Wartosc wynikow jest 
wysoka i na pewno autor ma szans? opublikowac je w czasopismach o dobrej renomie 
naukowej. 
Wniosek koncowy: Po szczegolowej analizie omawianej pracy mgr Andrzeja 
Hermana Pt. „Wp}yw stresu immunologicznego i interleukiny-lp na uklad 
podwzgorzowo-przysadkowo-gonadotropowy u anestralnych owiec" 
stwierdzam, ze praca ta spelnia wszystkie warunki stawiane pracom doktorskim 
okreslone w ustawie o tytule i stopniach naukowych z dn. 14go marca 2003r 
(Dz. U. nr 65 poz. 595) wraz ze zmianami wprowadzonymi ustaw^ z dn. 27 
lipca 2005 (Dz. U. nr 164, poz. 1365). Przedkladam Wysokiej Radzie Instytutu 
Fizjologii Zywienia Zwierz^t im Jana Kielanowskiego PAN w Jablonnie 
wniosek o przyj^cie rozprawy jako dysertacji doktorskiej i dopuszczenie mgr 
Andrzeja Hermana do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z 
uwagi na duze walory poznawcze pracy i nowatorski sposob jej wykonania 
proponuj? o przyj?cie pracy z wyroznieniem. 

Prof, dr hab. Jolanta Polkowska 
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