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Stresogenny wplyw wczesnego przerwania odchowu przy matce na wydzielanie 

hormonow gonadotropowych w trakcie rozwoju jagniat" 

wykonanej w Zakladzie Endokrynologii Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierz^t im. Jana 

Kielanowskiego PAN w Jablonnie pod kierunkiem dr hab. Marty Wankowskiej, prof. 

V. < ^ • J : . V • nadzwyczajnego i j -

Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierz^t im. Jana 

Kielanowskiego PAN w Jablonnie podĵ ty w dniu 24 czerwca 2014 roku, zgodnie z wymaganiami art. 20 ust. 5 

Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. 

U. z 2003 r, Nr 65, poz. 595, z p6z, zm.). 

Przedstawiona do recenzji praca doktorska przedstawia wyniki badan nad wplywem 

wczesnego przerwania odchowu jagniat przy matce na hormonalne mechanizmy 

odpowiedzialne za proces dojrzewania gonad u samcow i samic i jest, w pewnym stopniu, 

kontynuacJ4 prowadzonych w Instytucie badan. Warto w tym miejscu podkreslic istotny wktad 

Promotora ocenianej rozprawy w badania nad mechanizmem postnatalnego wzrostu 

somatycznego i rozwoju plciowego u jagniat oraz nad wptywem zerwania wi^zi 

psychoemocjonalnej i fizjologicznej pomi^dzy potomstwem a matk^ na wydzielanie hormonow 

odpowiedzialnych za rozwoj osobniczy u owiec. W wielu krajach uzytkowanie mleczne owiec 
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jest wazn^ gal^zi^ produkcji rolnej a hodowcy stosuj^ rozne systemy odsadzania jagniat. Wiek, 

w ktorym odsadzane ŝ  jagni^ta jest bardzo zroznicowany, pocz^wszy od 14 dni po urodzeniu 

do naturalnego odsadzenia w wieku okolo 3-4 miesi^ca. Z uwagi na fakt, ze odsadzenie 

oznaczaj^ce usuni^cie z diety jagni^cia mleka matki zbiega si?, chociaz nie zawsze, z 

oddzieleniem jagniat od ich matek, podj?ty przez Doktorantk? temat uwazam za bardzo istotny 

nie tylko z poznawczego punktu widzenia. W dostepnym pismiennictwie brakuje prac na temat 

wpiywu wczesnego przerwania odchowu przy matce na wydzielanie hormonow gonado-

tropowych u jagniat, ktore uwzgl?dnialyby roznice miedzy plciami. Dotychczasowe badania 

koncentrowaiy si? glownie na wplywie przerwania odchowu jagniat przy matce na dobrostan 

zwierz^t i dotyczyly krotkotrwalego wpiywu wczesnego, stopniowego czy naglego sposobu 

odsadzania jagniat na wybrane parametry fizjologiczne i zachowanie si? jagniat. 

Oceniana rozprawa, liczqca 85 stron, zostala napisana zgodnie z ogolnie przyj?tymi 

zasadami dla rozpraw naukowych. Zawiera kart? tytulow^, oswiadczenie Promotora i Autora 

pracy, objasnienie stosowanych skrotow, spis tresci oraz nast?puJ4ce rozdzialy: Wst?p (8 stron), 

Cel badan. Material i metody (7 stron), Wyniki (21 stron), Dyskusja (15 stron), Podsumowanie, 

Wnioski, Bibliografia (146 pozycji pismiermictwa), Streszczenie w j?zyku polskim i angielskim 

oraz Spis rycin (11) i tabel (2). Formalna strona pracy nie budzi zastrzezeh. 

We Wst?pie Doktorantka przedstawila, w syntetyczny sposob, zagadnienie ontogenezy 

oraz zasady podziaiu etapu postnatalnej ontogenezy na faz? noworodkow^, przejsciow^ 

(infantylnq) i rozwoju plciowego (juweniln^). Nast?pnie wyjasnila jaki wplyw wywiera 

zerwanie wi?zi psychoemocjonalnej i fizjologicznej mi?dzy potomstwem a matk^ na 

wydzielanie hormonow osi podwzgorze-przysadka-nadnercza, podkreslaj^c potrzeb? zbadania 

zroznicowania plciowego reakcji stresowej tak krotkotrwalej, jak i dhigotrwalej na przerwanie 

odchowu przy matce. W dalszej cz?sci Autorka opisaia mechanizmy regulacji wydzielania L H i 

FSH w przebiegu ontogenezy u owcy, zarowno u samic, jak i samcow. Omowila rowniez wpiyw 

przerwania odchowu przy matce pod koniec fazy infantylnej na syntez?, akumulacje i 

uwalnianie hormonow gonadotropowych u samic owiec oraz u samic i samcow szczura. W tym 

miejscu zabraklo wyjasnienia jaki termin przerwania odchowu przy matce uznaje si? za 

wczesny w odniesieniu do jagniat. Niektore zrodia podaj^, ze zwykle termin przed 90 dniem 

zycia jest uznawany za wczesny ale tez mowi si?, ze wczesny jest termin 60 dni. Nalezaioby to 

sprecyzowac w oparciu o dane z literatury. W dalszej cz?sci Doktorantka wskazala na brak w 

literaturze prac dotycz^cych wydzielania hormonow gonadotropowych u jagniat oddzielonych 

od matki w trakcie rozwoju po fazie neonatalnej do rozpocz?cia dojrzewania plciowego, ktore 

uwzgl?dniaiyby roznice miedzy plciami. W rozdziale tym zawarto wszystkie niezb?dne 

2 



informacj?, przeslanki i sugestie, z ktorych wynikaj^ zaplanowane cele badan. Nie zadbano 

jednak o czytelnika. Dlugie akapity (tylko 4 w 8 stronicowym tekscie) potrafi^ zniech?cic do 

czytania, nawet w sytuacji gdy tresc jest ciekawa. ; . ,• - vr 

Rozdzial zatytulowany Cel badan zawiera uzasadnienie podj?cia badan wraz z hipotez^ 

badawcz^, ktora zaklada, ze odsadzenie na poczatku 6 tygodni zycia ma dlugotrwaty hamuj^cy 

wptyw na wydzielanie hormonow gonadotropowych i zmienia uwalnianie testosteronu i 

kortyzolu u jagniat oraz ze wptyw ten jest zroznicowany ptciowo. Dodatkowo postanowiono 

sprawdzic kiedy w czasie postnatalnego rozwoju plciowego zaznacza si? stresogenny wptyw 

wczesnego przerwania odchowu przy matce na wydzielanie L H i FSH na poziomie komorek w 

przysadce mozgowej u samic. ; ; • • - - i - > . . : • 

Przeprowadzenie zaplanowanych badan wymagato od Autorki opanowania wielu technik 

analitycznych, mi?dzy irmymi: metody RIA oznaczania st?zenia hormonow steroidowych 

(kortyzol, testosteron) oraz hormonow biatkowych ( L H i FSH), metody hybrydyzacji in situ, 

metody immunohistochemicznej, jak rowniez analiz statystycznych. Jest to niew^tpliwie wielk^ 

zalet^ przemawiaj^cq za bogatym warsztatem analitycznym Doktorantki. Nie mniej uwazam, ze 

w rozdziale Material i metody Autorka dokonata zbyt skrotowego opisu stosowanych metod. 

Forma ta bylaby do przyj?cia w przypadku rozpraw napisanych zgodnie z nowymi wytycznymi 

(krotki opis oraz dot^czone publikacje), gdyz w rozprawach opartych na opublikowanych 

pracach, metodyka jest juz poddana ocenie przez recenzentow wydawniczych. Natomiast w 

monografii brak precyzji i zbyt lakoniczny opis niektorych elementow metodyki jest znacznym 

niedoci^gni?ciem. Dlatego opis ten powinien bye uzupetniony o brakuj^ce informacj e podczas 

prezentacji, a niefortunnie uzyte okreslenia powinny bye usuni?te. 

W podrozdziale 3.1 (Uktad doswiadczalny) Autorka podaj?, ze podziat na grupy wiekowe 

(Tabela 1) cyt. „pozostaje w zgodzie z podziatem postnatalnego rozwoju na fazy, infantyln^ (do 

9 tygodni) i rozpocz?ciem juwenilnej (po 9 tygodniach)". We wst?pie do pracy dokonano 

irmego podziatu, lokalizuj^c faz? infantyln^ w okresie od 3 do 12 tygodnia. Skoro na czas 

trwania danej fazy ma wptyw genotyp oraz czynniki wewn?trzne i zewn?trzne dziataj^ce na 

model badawczy, co Doktorantka podaje we wst?pie, to nalezy to w tym miejscu wyjasnic 

(materiaty i metody) lub opisac nieco szerzej we wst?pie , . ,, . . , . , 

W podrozdziale 3.2 (Pobieranie i wst?pna obrobka materialu) nie podano jak^ obj?tosc krwi 

pobierano jednorazowo, co jest wazne z uwagi na cz?stotliwosc pobierania krwi oraz wiek i 

mas? ciata jagniat. Niezrozumiata jest przedstawiona kolejnosc zdarzen: po pobraniu krwi 

dysekcja przysadki a potem dekapitacja? Czy nie powirmo bye nast?puJ4cej kolejnosci: 

usmiercenie, dekapitacja, utrwalenie perfiizyjne materialu in situ i dopiero wtedy dysekcja i 
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dalsze utrwalanie materiaiu? Czy utrwalenie in situ wykonano perfiizyjnie, poprzez podanie 

dot?tnicze roztworu utrwalaj^cego (jakiego)? Jaka byla obj?tosc tego roztworu? Czy wczesniej 

podano dotetniczo rowniez czynnik rozkurczajacy naczynia krwionosne? W opisie metody 

zabraklo tez waznych szczegolow, mianowicie czasu i temperatury dalszego utrwalania, 

procedury odwadniania tkanek i zatapiania w parafmie. 

W podrozdziale 3.3 (Oznaczenia hybrydohistochemiczne) nie podano informacji o czasie 

inkubacji z przeciwcialem anty-DlG oraz miana przeciwcial. Dobrze jest podac w jakim celu 

robiono te analizy - okreslenia poziomu syntezy gonadotropin w komorkach. 

W podrozdziale 3.4 (Oznaczenia immunohistochemiczne) pomini?to w opisie metody etap 

blokowania, bardzo istotne informacj e o mianie uzytych przeciwcial pierwszych i drugich, nie 

podano czasu inkubacji i temperatury inkubacji. Brak tych informacji nie pozwala na 

weryfikacje zastosowanej metody. Dobrze jest podac w jakim celu robiono te analizy -

okreslenia poziomu akumulacji gonadotropin w komorkach. 

W podrozdziale 3.5, w bardzo krotkim opisie metody oznaczania kortyzolu, L H i FSH 

pojawily si? nieodpowiednie sformulowania. Kortyzol jest hormonem steroidowym i 

niezaleznie od gatunku ma t? sam^ struktur? chemiczn^, dlatego niewlasciwe jest uzycie 

„. . . .przy uzyciu przeciwcial produkowanych na kroliku przeciw owczemu kortyzolowi". 

Nieodpowiednie jest tez okreslenie, ze w przypadku oznaczen L H stosowano owcz^ surowic? 

anty-LH a w przypadku oznaczen FSH uzyto owczej surowicy anty-FSH. W zwi^zku z 

powyzszym nasuwa si? pytanie czy Doktorantka sama wykonywala oznaczenia st?zenia 

hormonow czy dostala juz gotowe wyniki? 

W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawia, w oddzielnych podrozdzialach, wptyw 

wczesnego oddzielenia od matki na parametry zwi^zane z wydzielaniem kortyzolu (st?zenie 

srednie, podstawowe, amplituda i cz?stotliwosc pulsow), syntezy i akumulacje L H i FSH w 

komorkach gonadotropowych oraz wydzielaniem L H i FSH u przedstawicieli obojga plci oraz 

na st?zenie testosteronu i sredni^ mas? j^der u samcow. Wyniki przedstawiono na 11 rycinach 

opatrzonych wystarczaj^cym komentarzem. Pragn? podkreslic, ze o ile do formy przedstawienia 

wynikow mam pewne uwagi, to wyniki pracy uznaj? za wartosciowe. 

W zwi^zku z brakiem informacji, w opracowaniu statystycznym wynikow, o transformacji 

wynikow przyjmuj?, ze wyniki przedstawione w procentach (Rye. 4, 5, 8) byiy analizowane 

statystycznie jako wynik i oryginalne, nietransformowane. W przypadku niektorych czasopism 

naukowych moze to stanowic problem, poniewaz czasopisma te nie akceptuj^ takiej analizy. W 

opisie wynikow analizy HHC i IHC pojawia si? wyrazenie „r6znica' w zdaniu cyt. "Ta roznica 

byla wi?ksza u samcow niz u samic (P<0.001 versus P<0.01; Rye. 4)", czy nie lepiej bylby je 
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zast^pic wyrazeniem „poziom istotnosci". Rozny poziom istotnosci uzyskany w analizie moze 

wskazywac, ze wartosci te byty rozne u samcow i u samic. Autorka, w podpisie pod niektorymi 

rycinami podaje, ze ta sama litera (a, b, c, d, e) wskazuje na roznic? (P<0,05) mi?dzy piciami. 

Jest to zrozumiaie w sytuacji, gdy oznaczenie pojawia si? nad siupkiem. Do czego odnosi si? 

litera nad klamr^? Recenzent odczytuje to, ze porownano „r6znic?" mi?dzy grupq kontrolnq i 

eksperymentaln^ dla obu plci. Jezeli przeprowadzono tak^ analiz? to nalezy odniesc si? do niej 

w opracowaniu statystycznym wynikow. 

Na podstawie obecnosci p?cherzyk6w jajnikowych o srednicy mniejszej niz 6-7 mm oraz 

braku obecnosci cialek zoltych wykluczono rozpocz?cie dojrzewania u samic w badanym 

okresie. Najakiej podstawie przyj?to to kryterium? . . . . , 

Obejmuj^cy 15 stron rozdzial Dyskusja, prowadzona w 2 podrozdzialach tematycznych, 

zawiera interpretacj? uzyskanych wynikow i pokazuje, ze Doktorantka jest dobrze zorientowana 

w omawianej problematyce. Nieliczne uchybienia zostaly wykazane w uwagach szczegotowych. 

Rozpraw? kohczy Podsumowanie, ktore wydaje si? bye dobrym sposobem aby w logicznej 

i przejrzystej formie dokonac syntetycznego podsumowania wynikow przeprowadzonych 

doswiadczen. Nalezy jednak sprawdzic czy poprawne jest zdanie, ze zwi?kszeniu wydzielania 

L H u samic w fazie infantylnej towarzyszy zmniejszenie wydzielania FSH, podczas gdy 

akumulacja L H zwi?ksza si? a akumulacja FSH zmniejsza si? w 9 tygodniu. Dane wskazuja, ze 

ma miejsce raczej spadek akumulacji L H i wzrost akumulacji FSH. 

Kolejny rozdzial zawiera wnioski przedstawione w pi?ciu punktach. Zdaniem Recenzenta 

mozna pomin^c wniosek 1. poniewaz te same informacj? ŝ  zawarte we wniosku numer 5, ktory 

jest wiasciwszy poniewaz odnosi si? do postawionej hipotezy i powinien bye podany w 

pierwszej kolejnosci. Z uwagi na fakt, ze jako celu pracy nie podano zweryfikowanie hipotezy o 

roll FSH w hormonalnej regulacji, w tym wniosku (obecnie jest to 5. wniosek) wlasciwsze 

byloby sformulowanie, ze wyniki wskazuja, ze FSH jest waznym elementem hormonalnej 

regulacji dla przelomowego etapu rozwoju plciowego. Wniosek numer 2 jest raczej 

podsumowaniem wynikow i jako taki powinien bye usuni?ty. W trzeeim wniosku podano, ze 

wydzielanie L H i FSH na poziomie komorek w przysadce mozgowej pod stresogennym 

wplywem przerwania odchowu przy matce jest zroznicowane plciowo juz w fazie infantylnej. 

Co sklonito Doktorantk? do takiego wnioskowania skoro nie bylo grup samcow badanych na 

poziomie komorek w przysadce w fazie infantylnej (wyl^czaj^c 5 tygodniowq grup? kontroln^), 

tylko w gazie juwenilnej (16 tydzieh). Wniosek ten powinien bye ostatnim, poniewaz wynika on 

z celu badan jaki zostal przedstawiony jako ostatni. Wniosek, obecnie jako 4. Powinien pojawic 

si? jako 2. 
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U W A G I S Z C Z E G O L O W E 

1. Str. 3. W odniesieniu do testosteronu wlasciwsze jest uzywanie skrotu T. T4 jest raczej 

uzywane jako skrot dla tyroksyny. . . > 

2. Str. 6. - brak odniesienia rye. 1. w tekscie. Wi?ksza czcionka i lepsze zroznicowanie 

kolorystyczne uiatwiloby odczytanie przedstawionych na rycinie informacji. 

3. Str. 8. wiersz 4. i 5. - podanej publikacji Romeo i wsp. 2010 brak w spisie literatury 

4. Str. 9. wiersz 14. - powinno bye Ebling 2005 a jest Ebling i wsp. 2005 

5. Str. 16. wiersz 14. - czy cytowanie IZ, 1993 dotyczy norm zywienia owiec autorstwa 

Osikowski, Por^bska i Korman? 

6. Str. 16. wiersz 26. - nalezy zamienic nazw? zyla jarzmowa na zyia szyjna zewn?trzna (lac. 

vena jugular is externa) 

7. Str. 19. wiersz 15. - angielski fragment tekstu - HPLC grade Cortisol standard 

8. Str. 20. wiersz 14. - nalezy zamienic „Bazowe, czyli niezalezne od czasu..." na 

„Podstawowe, czyli niezalezne od czasu...." 

9. Str. 20. wiersz 29. - bl?dnie podano jednostk? wielkosci obszaru pola, w ktorym 

dokonywano pomiaru. -

10. Str. 21 . wiersz 7. - nalezy zamienic okreslenie „bazowych st?zeh" na „podstawowych 

st?zeh". 

11. Str. 21 . wiersz . - nalezy usun^c glownie 

12. Str. 22. - wyniki - nalezy uzywac okreslenia st?zenia wyzsze lub nizsze a nie wi?ksze lub 

mniej sze oraz w podawaniu poziomu istotnosci uzywac przecinka zamiast kropki, np. 

V P<0,05 anieP<0.05. 

13. Str. 25. - nie trzeba podawac wartosci P gdy nie ma istotnych roznic. Wartosc P, ktor^ 

przyj?to dla testu podano juz w opisie analizy statystycznej. 

14. Str. 44. wiersz 22. - pisownia nazwiska Goursaud (jest Goursard) 

15. Str. 44. wiersz 8. i 32. - podanej pracy Mc Cormic i Mathews 1998 brak w spisie literatury 

16. Str. 44. wiersz 32. - pisownia Shoenfeld inna niz w spisie literatury (Schoenfeid) 

17. Str. 44. wiersz 17-18. - wlasciwsze jest okreslenie receptor mineralkortykoidow i 

glikokortykoidow . 

18. Str. 45. wiersz 9. - wlasciwsze jest okreslenie receptory androgenow 

19. Str. 45. wiersz 32. - powinno bye Wood i Foster, 1998 (jest Wood i wsp. 1998) 

20. Str. 50. wiersz 16 - data publikacji inna (1979) niz podana w spisie literatury (1976) 

21. Str. 52. wiersz 4. - podanej pracy Wankowska i wsp. 2008a nie ma w spisie literatury 

22. Str. 54. wiersz 20. i 22. - podanej pracy Pierce i wsp. 2009 a nie ma w spisie literatury 
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23. Str.58. wiersz 18. - nalezy okreslic czy ma bye „w" czy „po" 9 tygodniu zycia 

24. Str. 71. - nie odnaleziono w tekscie pracy Romeo RD 2010 

Podsumowuj^c ocen? pracy pragn? podkreslic, ze uzyskane wyniki ŝ  wartosciowe, 

wzbogacaJ4 bowiem dotychczasow^ wiedz? na temat wpiywu bardzo wczesnego (35 dni) 

przerwania odchowy przy matce na mechanizmy odpowiedzialne za proces rozwoju gonad u 

jagniat. Mog4 przyczynic si? takze do doskonalenia strategii 'odsadzania' jagniat 

przeznaczonych do dalszej hodowli na fermach z intensywnym mlecznym uzytkowaniem owiec. 

Przedstawione w recenzji uwagi i zapytania nie zmieniaja pozytywnej oceny pracy, wskazuja 

jedynie na pewne niedoci4gni?cia, ktore powinny bye poprawione na etapie przygotowania 

prezentacji pracy. 

W N I O S E K K O N C O W Y 

Przedstawiona do oceny praca mgr Magdaleny Cieslak pt. "Stresogenny wptyw wczesnego 

przerwania odchowu przy matce na wydzielanie hormonow gonadotropowych w trakcie 

rozwoju jagniat" spelnia wszystkie wymagania okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku 

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 

2003 r Nr 65 poz. 595 z poz. zm.) stawiane pracom doktorskim i w zwi^zku z powyzszym 

zwracam si? do Wysokiej Rady Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im Jana 

Kielanowskiego, PAN w Jablonnie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Magdaleny Cieslak do 

dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

dr hab. n. wet. Janina Skipor, profesor nadzwyczajny 
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