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pt. ,,Stresogenny wplyw wezesnego odsadzenia na czynno$ci ukladu podwzgérzowo-
somatotropowego u jagniat zaleznie od plci”

wykonanej w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat
im. Jana Kielanowskiego PAN w Jablonnie
pod kierunkiem dr hab. Marty Wankowskiej, prof. nadzw. IFiZZ PAN

U owiec w okresie wczesnej ontogenezy, obejmujacej okres ciazy, a nastepnie
postnatalnego rozwoju, mozna wyr6zni¢ przyjemniej dwa momenty kluczowe, ktérym musi
sprosta¢ rozwijajacy si¢ organizm. Pierwszy z nich nastgpuje w momencie porodu, w ktérym
dochodzi do gwaltownego rozdzielenia matki z plodem, natomiast drugi zwigzany jest
z momentem przerwania odchowu przy matce, ktéry u jagniat odchowywanych systemem
tradycyjnym nastgpuje w okresie od 56 do 120 dnia zycia. Kluczowa role w obu tych
wydarzeniach odgrywaja uklady hormonalne, a przede wszystkim hormony uktadéw
podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA) i somatotropowego. Poznanie interakc;ji
wystepujacych pomigdzy tymi ukladami, szczegélnie na poziomie podwzgoérza i przysadki
moézgowej od wielu lat stanowito i nadal stanowi wyzwanie dla wspélczesnej endokrynologii.

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Chmielewskiej, wykonana w Zakladzie
Endokrynologii Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat (IFiZZ) PAN w Jablonnie, pod
kierunkiem doktor habilitowanej Marty Wankowskiej, obejmuje 92 strony i jest podzielona na
13 rozdziatéw. Rozdzial pierwszy stanowig 2 strony zawierajace wykaz skrétow, ktory
ufatwia lekturg calej pracy. Kolejne dwa rozdziaty (obejmujace w sumie 6 stron) zawieraja
streszczenia, polsko- i anglojezyczne. Zdaniem recenzenta obydwa streszczenia sa dobrze
napisane, jednak zbyt dtugie i nienadajace si¢ do umieszczenia w bazach danych.

W pracy Autorka podejmuje badania dotyczace roli ukladu podwzgérzowo-
somatycznego oraz interakcji migdzy tym uktadem a uktadem HPA u jagniat obu plci podczas
stresu zwigzanego z ich odsadzeniem od matki. Autorka stawia hipoteze badawcza
zakladajaca, ze wezesne przerwanie odchowu przy matce jest czynnikiem stresogennym,
ktory zmienia czynnos¢ obu uktadéw oraz wplywa na wzrost somatyczny jagniat, a reakcja ta
zalezna jest od plci. Podstawowym celem pracy jest weryfikacja tej hipotezy w oparciu
o zadania badawcze przedstawione w rozdziale ,,Hipoteza i cele pracy” (rozdz. 5). Zostat on
poprzedzony obszernym rozdzialem zatytulowanym ,,Wstep” (rozdz. 4), skladajacym sie z az
6 podrozdziatéw i liczacym 12 stron maszynopisu, w ktorym opisane zostaty poszczegblne
fazy postnatalnej ontogenezy: okres noworodkowy (neonatalny trwajacy do 3. tyg. zycia),
przejSciowy (infantylny — od 3. do 9. tyg. u samcéw i 12 tyg. u samic) i dojrzewania
plciowego (juwenilny — trwajacy do ok. 16. tyg. zycia). Autorka wyjasnia, ze majac na
uwadze optymalny rozwdj, jagnigta pozostawia si¢ przy matce przynajmniej do 8 tyg. zycia,
co ma niebagatelne znaczenie dla ich prawidtowego wzrostu i rozwoju. Przerwanie odchowu



przy matce, ktére zwigzane jest przede wszystkim z aktywacja ukladéw hormonalnych,
wplywa na rozwéj plciowy i somatyczny, co wykazaly wczesniejsze badania prowadzone w
Zaktadzie Endokrynologii IFiZZ PAN (rozdz. 4.1). Kluczowa role w odpowiedzi na reakcje
stresowg pelni uklad wspélczulno-nadnerczowy (SAS) oraz uklad HPA, ktére reguluja
uwalnianie odpowiednio amin katecholowych z rdzenia nadnerczy i glikokortykoidéw z ich
kory. Czynno$¢ tych ukladéw, zwigzana z syntezgq i uwalnianiem kortykoliberyny (CRF)
1 wazopresyny argininowej (AVP) z podwzgérza oraz hormonu adrenokortykotropowego
(ACTH) z przysadki mézgowej, zalezy od plci; jest ona modulowana przez hormony gonad
zarobwno u samic jak i samcow (rozdz. 4.2). Wiele danych literaturowych wskazuje, ze
zarOwno tymczasowe, jak i dlugotrwale przerwanie odchowu przy matce wpltywa na funkcje
osi HPA, a reakcja ta mierzona zmianami st¢zenia kortyzolu we krwi jest réwniez zalezna od
plei (rozdz. 4.3). W okresie postnatalnej ontogenezy procesy wzrostu i rozwoju sa regulowane
przez wiele ukladéw hormonalnych. Szczegdlng role w tym okresie odgrywaja hormony
ukfadu somatotropowego: hormon wzrostu (GH) i insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF-1
i IGF-2). Aktywno$¢ tego ukladu nie tylko wplywa na rozwdj osi podwzgérze-przysadka-
gonady, lecz przede wszystkim warunkuje prawidlowy postep ontogenezy. Funkcja i rozwoj
uktadu somatotropowego u owiec, w ktérym somatostatyna wydzielana z podwzgérza
odgrywa zasadniczg rolg, jest zakoficzony okolo 12 tyg. zycia; wazna role w rozwoju tego
ukfadu petnig hormony gonad (rozdz. 4.4). W rozdziale 4.5. Autorka opisuje wptyw stresu
przerwania odchowu przy matce na czynnos$¢ ukladu somatotropowego rosnacych zwierzat
(glownie szczuréw). Wyjasnia, ze w literaturze niewiele jest danych dotyczacych wpltywu
stresu tymczasowego badz trwalego odseparowania od matki na sekrecje GH i procesy
wzrostowe u jagniat (szczego6lnie brak jest poréwnania oddzialywania tego czynnika u samic
i samcow). Ostatni rozdzial wstepu (rozdz. 4.6) jest zatytulowany ,,Podsumowanie”,
w ktorym Autorka uzasadnia podjecie badan w opisywanym w poprzednich rozdziatach
obszarze. Zdaniem recenzenta ponowne wyjasnianie celéw badan, ktére znajduja sig
w rozdziale 5 nie bylo konieczne. Nie mniej jednak nalezy podkresli¢, ze przedstawiona przez
Autorke koncepcja badan opiera si¢ na bardzo dobrej znajomosci pismiennictwa, ktére jest
wpelni adekwatne do tematu pracy i podjetych badan, i ktére zostalo umiejetnie
wykorzystane w uzasadnieniu ich celowosci, a takze w oméwieniu wynikéw uzyskanych
w zaplanowanym doswiadczeniu. Uwagi do rozdzialu ,Wstep™: prosze Autorke
o wyjasnienie, dlaczego Jej zdaniem ontogeneza trwa tylko do osiagniecia dojrzalosci
plciowej, a nie do naturalnej $mierci organizmu?

Rozdzial 6. pt. ,,Materialy i Metody” zostat podzielony na 8 podrozdziatéw, w ktérych
Autorka dysertacji zawarla szczegblowy opis przeprowadzonego doswiadczenia,
zastosowanych procedur oraz metod analitycznych i statystycznych. Doswiadczenie
wykonano na jagnigtach (tryczkach: n=18 i maciorkach: n=18) pochodzacych od matek rasy
polska owca dtugowelnista utrzymywanych w IFiZZ PAN w Jablonnie. Po urodzeniu jagnieta
przydzielono do trzech grup uwzgledniajac podzial ze wzgledu na pleé. Pierwsza grupe
stanowily jagnigta 5-tygodniowe pozostajace przy matce, dekapitowane po pobraniu krwi w
5 tygodniu Zzycia. Jagnigta z grupy drugiej (kontrolnej) odsadzano od matki w wieku
9 tygodni, natomiast grupy trzeciej (tzw. grupa stresowana) - w wieku 5 tygodni. Krew od
jagniat z tych grup pobierano najpierw w 9 i 12 tyg., a nastgpnie tuz przed dekapitacja w 16
tyg. zycia (informacja zawarta w Tabeli 1). Po wykonaniu perfuzji mézgowia i jego
utrwaleniu pobierano tkanki obejmujace struktury podwzgérza i przysadki mézgowe;.
Metodyke dotyczaca pobierania i wstepnej obrobki tkanki moézgowej przedstawiono
wrozdziale 6.3., natomiast procedury barwienia immunocytochemicznego skrawkow
kriostatowych podwzgorza i parafinowych przysadki mézgowej przedstawiono w rozdziatach
odpowiednio 6.4. i 6.5. W podrozdziale 6.7 zaprezentowano opis analizy komputerowej
obrazu histologicznego uzyskanych preparatow mikroskopowych przedstawiajacych




immunopozytywng reakcj¢ dla CRF i somatostatyny w obszarach podwzgorza oraz GH
1 ACTH w preparatach z czgsci gruczolowej przysadki mézgowej. Procedury te sa bardzo
dokladnie i precyzyjnie opisane, co $wiadczy od bezposrednim udziale Doktorantki w tych
oznaczeniach. W podrozdziale 6.6. Autorka przedstawila metode radioimmunologicznego
oznaczania kortyzolu i GH we krwi. Zdaniem recenzenta nie bylo potrzeby wpisywania
w tytule tego rozdzialu nazwy anglojezycznej tej metody. Ostatni podrozdziat tej czesci pracy
dotyczy metod statystycznych uzytych do opracowania wynikéw badan. Zostaly one dobrze
dobrane i pozwalaja na obiektywna ocene istotnosci réznic uzyskanych pomigdzy grupami
badawczymi.

W odniesieniu do informacji przedstawionych w rozdziale ,Material i Metody”,
uprzejmie prosz¢ Doktorantke o wyjasnienie nastepujacych kwestii:

(i) dlaczego w tekscie rozdziatu 6.1. podano, ze jagnigta grupy III odsadzano w wieku
6 tyg., a w Tabeli 1 wiek jagniat w momencie odsadzenia wynosit 5 tyg.?

(ii) skoro celem badan bylo okreslenie wpltywu stresu wezesnego odseparowania jagniat
od matki na czynno$¢ ukladu somatotropowego, czy uzasadnionym bylo tworzenie
grupy pierwszej? Zdaniem recenzenta jezeli Autorka zdecydowata si¢ na te grupe to
nalezato jeszcze utworzy¢ grupe czwarta, w ktdrej jagnieta kontrolne bylyby
dekapitowane w 9 tygodniu zycia (grupa ta stanowitaby odniesienie do grupy drugiej),

(iii) czy sama zmiana zywienia jagniat z grupy III w okresie miedzy 5 a 9 tygodniem zycia
nie mogta wplynaé na wyniki eksperymentu?

(iv) krew od jagniat z grupy II i III pobierano w 64, 89 i 113 dniu zycia; czy nie nalezalo
takze pobra¢ krew od tych zwierzat w 40 dniu ich zycia (tak jak w grupie pierwszej)?

(v) krew do badan pobierano z zyly szyjnej w odstgpach 10-minutowych przez 5 godzin
wcelu okreslenia pulsacyjnego uwalniania GH; czy taka procedura nie jest zbyt
stresogenna dla jagnigcia?

W rozdziale si6dmym zatytulowanym ,Wyniki”, ktérego tre$¢ podzielono na
5 podrozdzialéw (obejmujacych 15 stron pracy), Doktorantka przedstawita bogata
dokumentacj¢ obejmujacg tacznie 10 rycin, na ktérych przedstawila uzyskane w badaniach
wilasnych wyniki. Ich prezentacja, w przewazajacej czeéci na wykresach, jest dobrze
przemyslana, zwracaja uwage dobrej jakosci zdjecia z pod mikroskopu, dokumentujace
wyniki analiz immunohistochemicznych - dla CRF i somatostatyny w podwzgérzu oraz
ACTH i GH w przysadce mézgowej badanych owiec (Ryc. 1, 2, 5 i 6). Wyniki analiz
komputerowych obrazéw mikroskopowych zostaly zebrane i umiejetnie przedstawione na
Rycinie 3 [CRF w neuronach jadra przykomorowego (PVN) i wyniostosci przysérodkowej
(ME) podwzgérza oraz ACTH w komérkach kortykotropowych przysadki moézgowej |
i Rycinie 7 [somatostatyna w neuronach jadra okolokomorowego (PEV) i ME podwzgdrza
oraz GH w komoérkach somatotropowych przysadki]. Z kolei na Rycinie 4 Autorka
przedstawila Srednie stezenie kortyzolu w osoczu krwi obwodowej samcéw i samic jagniat
kontrolnych i odsadzonych w 5 tyg. zycia, natomiast na Rycinie 8 — wyniki dotyczace
stezenia, amplitudy i czgstotliwosci pulséw GH (w ciagu 5 godzin.) we krwi badanych owiec.
Na uwage zashuguja niewielkie stupki bledéw (S.E.M.) zaznaczone na wykresach, ktére
wskazuja na wielka precyzje osoby wykonujacej oznaczenia i przeprowadzajacej analizy.
Wykresy obrazujace reprezentatywne profile pulsacyjnego uwalniania GH u jagniat (samcow
i samic) kontrolnych (grupa I) w 5 tyg. zycia oraz kontrolnych (grupa II) i odsadzonych
w5 tyg. zycia (grupa III) przedstawiono na Ryec. 9. Ostatnia Rycina 10 przedstawia mase
ciala i dzienne przyrosty masy ciala samcéw i samic jagniat kontrolnych i wczesnie
odsadzonych. Wyniki uzyskane przez Autorke dysertacji wskazuja, ze zmiany dotyczace




populacji  perikarionbw CRF i somatostatyny w podwzgérzu oraz komorek
immunoreaktywnych ACTH i GH w przysadce mézgowej u jagniat wezesnie odsadzonych od
matki zalezg od plei. U 16-tygodniowych samcéw odseparowanie od matki w 5. tyg. zycia
zwigksza populacje komoérek nerwowych zawierajacych CRF w PVN, zmniejsza liczbe
zakonczen neuronéw zawierajacych CRF w ME oraz zwieksza populacj¢ komérek dla ACTH
W przysadce moézgowej. Ponadto stymuluje uwalnianie kortyzolu w fazie infantylnej
ontogenezy, a hamuje podczas dojrzewania piciowego. U samic bedacych w tym samym
wieku, poddanych wczesnemu odsadzeniu od matki, stwierdzono zwigkszenie populacji
perikarionéw CRF w PVN, jednak w przysadce mézgowej nie obserwowano zmian liczby
komérek immunopozytywnych dla ACTH. U samic w poréwnaniu do samcéw wykazano
stymulacje sekrecji kortyzolu réwniez w fazie juwenilnej ontogenezy. Wykazano istotny
wplyw wezesnego odsadzenia od matki na czynnosci ukiadu somatotropowego; u samcow
obserwowano zwigkszenie populacji neuronéw dla somatostatyny w jadrze PEV, a takze
w ME podwzgorza, natomiast zmniejszenie ilosci komérek wydzielajacych GH w przysadce
mozgowej; u samic wykazano zwigkszong akumulacje somatostatyny w perikarionach PEV,
ktorej jednak towarzyszylo zmniejszenie ilosci tego hormonu w ME oraz wzrost akumulacji
GH w komérkach przysadki mézgowej. Zaréwno u samic, jak i samcow jagniat stymulujacy
wplyw weczesnego odsadzenia na uwalnianie GH w okresie infantylnym zmienil si¢ na
hamujacy w okresie juwenilnym. Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan sg ciekawe
i nowatorskie. Moga one przyczynié¢ sie do wyjasnienia interakcji pomiedzy ukladem HPA
a ukladem somatotropowym u ludzi i innych gatunkéw zwierzat.

Wyniki badan uzyskane przez Doktorantke zostaly oméwione na 20 stronach
maszynopisu w rozdziale ,,Dyskusja”, ktory zostal podzielony na trzy podrozdzialy dotyczace
wplywu wezesnego odsadzenia jagnigt od matki na czynnosci uktadu HPA (rozdzial 8.1)
i somatotropowego (8.2) oraz interakcje pomiedzy tymi dwoma uktadami (8.3) w trakcie
wzrostu 1 rozwoju plciowego. W rozdziatach tych Autorka dysertacji umiejetnie analizuje
wyniki badan wlasnych odnoszac je do pi$miennictwa z tego zakresu, w przewazajacej czesci
dotyczacego szczuréw i owiec. Ta czeéé pracy stanowi niewatpliwie istotny wktad
Doktorantki dotyczacy wyjasnienia proceséw endokrynnych zachodzacych w obszarze
podwzgérza i przysadki mézgowej jagnigt podczas fazy infantylnej i juwenilnej roZwoju
ontogenetycznego oraz roli uktadéw HPA i somatotropowego u jagniat poddanych dziataniu
stresu wezesnego przerwania odchowu przy matce. Tekst poszezegdlnych podrozdziatow jest
napisany w sposéb zwigzly i precyzyjny, co §wiadczy o umiejetnosci syntetycznego podejscia
do opisywanego zjawiska, wlasciwej interpretacji oraz umiejetnosci dyskusji wynikéw badan
wlasnych, w $wietle dotychczasowych pogladéw uczonych nie tylko z osrodkéw
zagranicznych, lecz réwniez z wlasnego zespotu. Nie mniej jednak bardzo prosze Autorke
0 wyjasnienie, dlaczego nie zdecydowata si¢ na oznaczanie stezenia insuliny, IGF-1, czy tez
hormon6w uktadu podwzgoérze-przysadka-tarczyca we krwi badanych jagniat (zresztg o tym
Autorka wspomina na stronie 65 swojej pracy). Oznaczenia te moglyby przyczyni¢ sie do
wyjasnienia, obserwowanych w okresie juwenilnym, zmian dziennych przyrostéw masy ciata
pomimo zmniejszonego uwalniania GH.

Rozdzial ,,Podsumowanie” (rozdz. 9) jest dobrze napisany i nie budzi zastrzezen
recenzenta. Uwazam takie podsumowanie za dobry pomysl, aby w logicznej i przejrzystej
formie dokona¢ syntetycznego ujecia wynikéw przeprowadzonych eksperymentéw. Autorka
pracy sformulowata 6 wnioskow, ktére umiescila w rozdziale pod tym samym tytutem (rozdz.
10). Sg one bardzo rozbudowane, chociaz uzasadnione z punktu widzenia otrzymanych
wynikow opisywanych w poprzednich rozdziatach pracy. Zdaniem recenzenta we wniosku nr
1 Autorka niepotrzebnie wspomina o niewatpliwym wplywie hormonéw gonad, ktére
odgrywaja kluczowa rol¢ w regulacji ukladu HPA u jagniat we wczesnym okresie




infantylnym. Wniosek ten wynika raczej z wczesniejszych badan publikowanych przez
Promotora rozprawy niz z wynikéw uzyskanych przez Doktorantke (w prezentowanych
badaniach nie oznaczano stgzenia hormonéw gonadotropowych, ani hormonéw gonad we
krwi). Wniosek nr 6, a takze wniosek koncowy wskazuja, ze cel badan zostal osiagnigty
a postawiona hipoteza badawcza pozytywnie zweryfikowana.

Konicowe trzy rozdzialy to: ,Bibliografia” (rozdz. 11), ,,Spis rycin” i ,,Spis tabel”.
Autorka pracy cytuje 159 pozycji pismiennictwa, ktére pod wzgledem merytorycznym nie
budzg zastrzezen recenzenta i s scisle zwiazane z trescia opracowania. W spisie tym brakuje
Jednego cytowania, ktére pojawia si¢ w tekscie pracy na str. 32 (Merriam i Watcher 1982).
Zkolei w Bibliografii znalaztem jedna pozycje (nr 157), ktérej nie cytowano w zadnym
rozdziale pracy. Praca napisana jest komunikatywnym jezykiem. Uwagi i1 drobne bledy
edytorskie sq zaznaczone w egzemplarzu pracy recenzenta, a Autorka moze je rozwazy¢ przy
przygotowywaniu pracy do publikacji.

Podsumowujac, uwazam przedstawiong mi do oceny prace doktorska Pani mgr Natalii
Chmielewskiej za ciekawa i merytorycznie bardzo dobra. Pomimo kilku uwag wyrazonych
W mojej recenzji stwierdzam jednoznacznie, ze przediozona mi do oceny rozprawa doktorska
pt. “Stresogenny wplyw wczesnego odsadzenia na czynnosci ukladu podwzgoérzowo-
somatotropowego u jagnigt zaleznie od plci” spetnia wymogi okreslone w art. 13 ,, Ustawy
o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14 marca
2003 roku (Dz. U. nr 65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami). Whnioskuj¢ zatem
o dopuszczenie przez Rad¢ Naukowa Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana
Kielanowskiego w Jablonnie Pani mgr Natalii Chmielewskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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