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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ b
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Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Cieslak zatytulowana ,,Stresogenny wplyw wezesnego
przerwania odchowu przy matce na wydzielanie hormonéw gonadotropowych w trakcie rozwoju
jagniat” zostata wykonana w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN w Jabtonnie pod opiekg
Pani dr hab. Mary Wankowskiej, prof. nadzw.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma 85 stron. Praca skfada si¢ z nastepujacych
czgsci: spisu skrétéw (% strony), spisu tresci (1 strona), wstep (7 % strony), cel badan (% strony) ,
materiaty i metody (15 stron), wyniki (4 strony opisu i 11 rycin), dyskusja (15 stron), posumowanie (1
72 strony), wnioski (1 % strony), bibliografia (14 ¥ strony), streszczenie w jezyku polskim (3 strony),
streszezenie w jezyku angielskim (2 % strony), spis rycin i spis tabel. Ponadto praca zaopatrzona jest
w oswiadczenie promotora i autora pracy. Proporcje poszczegolnych czedci sg odpowiednie.

Informacje zawarte we wstepie przedstawione sa w zwiezty i zrozumiaty sposob. W tej czesci
Autorka porusza zagadnienie rozwoju ontogenicznego z podziatem na okres prenatalny i postnatalny.
Nastepnie oméwione zostaly okresy rozwoju postnatalnego owiec oraz rola matki w rozZwoju
osobniczym z podkresleniem wplywu na osie podwzgérze-przysadka mézgowa-nadnercza (PPN) oraz

podwzgorze-przysadka mozgowa-gonady (PPG). Na s. 6 znajduje sie rycina przedstawiajacy ,,fazy




postnatalnego etapu ontogenezy u owcy”, ktora wzbogaca tres¢ tego rozdziatu ale uzyta czcionka jest
mala co utrudnia czytanie,

Autorka omawiajgc zagadnienia zwigzane ze stresem odwotuje sie do pojecia zaburzenia
homeostazy (s. 7). Natomiast nie zostaty oméwione inne koncepcje reakcji stresowych, np. allostaza
(McEwen 1998 Stress, adaptation and disease. Allostasis and allostatic load, Ann. N. Y. Acad. Sci.
840.:33-44), czy ta zaporopnowana przez Romero (Romero LM et al., The Reactive Scope Model — a
new model integrating homeostasis, allostasis, and stress. Horm. Behav. 55:375-89).

Przy omawianiu zmniejszonej aktywnosci osi PPN u szczuréw bedacej wynikiem
krotkotrwatej separacji od matki w okresie prenatalnym nalezalo cytowaé wezesniejsze oryginalne
prace tworcze prekursora w tej dziedzinie Profesora Levine (np. Wiener SG, Levine S Perinatal
malnutrition and early handling: interactive effects on the development of the pituitary-adrenal system.
Dev Psychobiol. 1978 Jul;11(4):335-52). Niewatpliwie prace Profesora Meaney’a sa bardzo wazne
ale nie sg one pierwszymi w tym zakresie (s. 8).

W dalszej czgsci Doktorantka przechodzi do przedstawienia przestanek sklaniajacych do
prowadzenia badan wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej, tj. braku badad nad: 1)
konsekwencjami dhugotrwalego odstawienia od matki u owiec; 2) zrdznicowaniem plciowym w
reakcji stresowej po przerwaniu odchowu przy matce (s. 8). Nastepnie Pani mgr inz. Cieslak
przedstawia stan wiedzy w zakresie wptywu wczesnego stresu spowodowanego odstawieniem od
matki na funkcje osi PPG i PPN powolujac si¢ na literature $wiatowa, jak i wcezesniejsze badania
prowadzone w jednostce macierzystej. Ta czg$¢ pracy jest dobrze i szczegdlowo opisana wskazujac
na dobra znajomos¢ tematu. Szkoda tylko, ze Autorka nie pokusila si¢ o proby wyjasnienia
mechanizméw epigenetycznych dzialania wczesnego stresu, co stanowi bardzo ciekawy i wazny
kierunek w badaniach nad wezesny programowaniem osi PPG i PPN. Pomocna w tym zakresie moze
by¢ nastgpujgca praca przegladowa - Weaver IC Epigenetic programming by maternal behavior and
pharmacological intervention. Nature versus nurture: let's call the whole thing off. Epigenetics. 2007
Jan-Mar;2(1):22-8.

Z kolei Autorka przechodzi do przedstawienia celu bada i postawienia hipotezy badawczej,
ktora zaklada, ze odsadzenie na poczatku 6 tygodnia zycia ma dlugotrwaty hamujacy wptyw na
wydzielanie hormonéw gonadotropowych i zmienia uwalnianie testosteronu i kortyzolu u jagniat.
Ponadto Autorka zaktada, Zze wptyw odsadzenia jest zr6znicowany piciowo. Mozna bylo postawié
dwie niezalezne hipotezy (dla przejrzystosci).

Nastepng czes¢ stanowi rozdziat ,,Materialy i metody”. Pani mgr inz. M. Cieslak prowadzita
badania na grupie zwierzat kontrolnych i do§wiadczalnych obu pici odstawianych w réznych okresach

od matki. Schemat eksperymentu jest niewatpliwie skomplikowany ale jego przedstawienie w postaci
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diagramu (zamiast tabel, s. 151 17) utatwiloby szybsze zrozumienie przebiegu eksperymentu. Ponadto
Autorka stosuje liczebniki w formie stownej i cyfr co dodatkowo wprowadza komplikacje (s. 15). Ta
czg$¢ pracy jest napisana w najmniej przystepny sposob z zastosowaniem skrotéw myslowych.
Ponadto nie znalaztam w tym rozdziale odpowiedzi na kilka waznych merytorycznie kwestii:

e Dlaczego Autorka nie badata poziomu ACTH?

e Nie wiadomo jak dhugo ,,material mézgowy” zostat utrwalony w 4 % paraformaldehydzie (s.
17). Lepiej uzy¢ okreslenia przysadki mézgowe a nie ,,materiat mézgowy” (s. 17).

® W opisie metody IHC nie podano stezen przeciwcial pierwszorzedowych i drugorzedowych
(s. 19).

e Czy Autorka oprocz kontroli absorpcji przeciwcial z syntetycznymi antygenami, ktore s
niezwykle istotne prowadzila réwniez kontrole z ominigciem przeciwciat pierwszo- i
drugorzedowych (s. 19) ?

® Zamiast ,opisowej i metrycznej analizy obrazu” lepiej uzyé¢ sformulowania »analiza
jakosciowa i ilodciowa obrazow” (s. 20).

° Nas. 18 i 20 podana jest informacja, iz analize wykonano na co 40 skrawku podczas gdy
wezesniej napisano, iz kolekcjonowano tylko 4 skrawki z kazdej przysadki mozgowe;. Prosze
0 wyjasnienie tej niedcistosci.

* Na s. 21 Doktorantka stosuje skroty LH i FSH natomiast nie stosuje skrétow dla kortyzolu
(powszechnie uzywa si¢ CORT) i testosteronu (powszechnie uzywa sie Ts lub T). Warto
ujednolici¢ system skrétow i konsekwentnie go stosowac w catej pracy.

Z kolei Autorka przechodzi do przedstawienia wynikéw badafi w formie opisowej oraz w
postaci 11 rycin. Wyniki mozna bylto podzieli¢ na dane hormonalne — obejmujace RIA dla CORT,
LH, FSH i T4 oraz oznaczenia HHC i IHS dla LH i FSH. Wéwczas dane bylyby bardziej przejrzyste.
Ryciny zawierajg duzo informacji a zamieszczona legenda i umieszczenie najwazniejszych wnioskow
wynikajgcych z ich analizy utatwia ich zrozumienie. Nie wiadomo dlaczego Doktorantka dokonata
analizy masy jader a nie dokonato analizy masy jajnikéw (. 25). Ponadto Autorka dokonala analizy
makroskopowej jajnikéw ale nie dokonala analogicznej analizy dla jader (s. 25). W celu
przedstawienia r6znic miedzy piciami w stezeniu hormonéw lepiej byloby zestawi¢ na tym samym
wykresie dane dotyczace obu plci .

Nastepny rozdziat stanowi dyskusja, w ktorym Doktorantka omawia silne zréznicowanie
plciowe przejawiajace si¢ zréznicowaniem w odpowiedzi kortyzolu u jagnigt wezesnie odsadzanych
od matki. Ta cze$¢ jest dobrze napisana w oparciu o najnowszy literature. Autorka poréwnuje badania

na owcach i gryzoniach. W dalszej czesci dyskusji Autorka omawia wplyw hormonéw piciowych



(estrogenu i testosteronu) na regulacje reakcji stresowej (okreslanej w pracy skrétami pochodzacymi
z jezyka angielskiego - o§ HPA) oraz dynamike wrazliwosci osi HPA w czasie postnatalnej
ontogenezy. Do tej czesci mam kilka uwag:
e Na s. 21 Doktorantka stosuje skroty LH i FSH natomiast nie stosuje si¢ skrétéw dla
kortyzolu (powszechnie uzywa si¢ CORT) i testosteronu (powszechnie uzywa sie Ta).
e S.44 —lepiej uzy¢ ,,programujg” odpowiedz ,,0si” HPA niz ,,uktadu” HPA.
® S.44 - wprowadzono skr6t ACTH bez podania petnej nazwy i polskiego odpowiednika.
Moim zdaniem samo umieszczenie skr6tow w spisie na poczatku pracy nie wystarcza.
® S.44 - doktoranta napisata: ,;sama tylko stymulacja dotykowa hamuje zwigkszanie
uwalniania ACTH w odpowiedzi na odseparowanie od matki, natomiast nie blokuje
wzrostu uwalniania kortykosteronu” nie wyjasniajac dlaczego ta sie dzieje.
W podsumowaniu Autorka wyciaga wnioski (s. 47), iz odsadzenie zmienia dlugotrwale uwalnianie
kortyzolu, a nat¢Zenie reakcji stresowej jest zmienne w czasie. Ponadto odpowiedz CORT na
odsadzenie jest zroznicowane plciowo po 9 tygodniu zycia. Stad proces przerwania odchowu przy
matce wplywa na aktywnos¢ osi HPA, ktora jest zalezna od plei i regulowana przez hormony plciowe.

Nastepna czes¢ dyskusji dotyczy wplywu wezesnego przerwania odchowu przy matce na
wydzielanie hormonéw gonadotropowych (s 48-57). Proponuje zmieni¢ sformutowanie ,,przed ta
pracg nie badano wplyw reakcji stresowej podczas odchowu przy matce na wydzielanie hormondw
gonadotropowych i testosteronu...” na ,badania te s pierwszymi pokazujgcymi wplyw reakcji
stresowe;j ....” (s. 48). Podobne sformutowanie uzyto na s. 53.

Doktorantka badata wplyw odsadzenia na zmiany w poziomie Ta, dlaczego nie
przeprowadzono analogicznych badan nad poziomem E; u samic ? Na s. 54 Doktorantka dyskutuje
przeciez wezesniejsze wyniki badan (Wankowska i wsp. 2010a) wskazujace na mozliwe dzialanie
Wzmozonego ujemnego wplywu estrogenéw na wydzielanie LH pod wptywem estrogendw.

Autorka z kolei tlumaczy zmiany zachodzace u samcéw odsadzonych uaktywnieniem
sprzgzenia zwrotnego testosteronu i zwiekszenie androgenezy. U samic natomiast wplyw stresu
wezesnego przerwania odchowu przy matce (w fazie juwenilnej) skutkuje hamowaniem syntezy,
akumulacji i uwalniania LH oraz gromadzenia FSH.

Kolejny rozdzial to podsumowanie. W tej czeéci Autorka jeszeze raz podsumowuje wyniki
swoich badan. Ta czgé¢ jest w moim odczuciu niepotrzebna zwazywszy na to, iz po nie znajdujg sie
Whioski oraz Streszczenie. Cho¢ obecno$é tego rozdziatu moze wynikaé z przyjetych zasad w

instytucji, w ktérej prowadzono badania.



Praca zawiera pig¢ wnioskéw przedstawionych od ogélnych do szczegotowych. W ostatnim
wniosku Doktorantka stwierdza, Ze przeprowadzone przez Nig badania w duzej mierze potwierdzity
trafnod¢ postawionej hipotezy badawczej. Przeprowadzone eksperymenty potwierdzaja, iz wezesne
przerwanie odchowu przy matce zmienia uwalnianie kortyzolu i testosteronu oraz ma hamujacy wplyw
na wydzielanie LH u jagniat. Ponadto stwierdza si¢, ze wplyw ten jest dtugotrwaty i zréznicowany
piciowo. Jednoczesnie Autorka zauwaza, ze w przypadku FSH wynik odstawiania jest dtugotrwaty i
pozytywny u samcdw a u samic krétkotrwaly i negatywny.

Po rozdziale ,,Wnioski” znajduje si¢ bibliografia, ktora jest obszerna, obejmuje 14 ¥ strony i
przygotowana z duza skrupulatnoécig. Streszezenie zaréwno w jezyku polskim, jak i angielskim
znajduje si¢ na koficu pracy. Moze to znowu wynikaé z przyjetego schematu w jednostce. Osobiscie
wolatabym aby streszczenie znajdowalo si¢ ono na poczatku rozprawy doktorskiej. W tej czesci
przydalyby sie bardziej wyréznione akapity (np. zdania s. 77 zaczynajace sie od ,,Proces dojrzewania
gonad u owcy...”oraz ,,Postanowiono rozwing¢ badania w kierunku...” a takze s.79 »Podsumowujac
wyniki....” mozna zacza¢ od nowych akapitéw). U samcéw polskiej Owcey dtugowehnistej (s. 77) —
stowo owca powinno by¢ z matej litery. Stowo ,,przyzwalajacych” proponuje zastapic ,,korzystnych”
(s. 77). Ponadto stowo : ,,sze$¢ ,, raz napisane zostalo stownie a raz w postaci cyfry (proponuje
ujednolici¢ — s. 77). Na kolejnej stronie to samo dotyczy stowo ,,sze$¢” i cyfra ,,5”. Pomimo tych
drobnych niedociagnie¢ ta czgs¢ jest dobrze i zwiezle napisana. Zdanie: “In sheep timing of puberty
is sexually differentatated “ proponunje zamieni¢: na sexually dimorphic (s.80). Na tej samej stronie
It was decided to investigate” proponuj¢ zamieni¢ “We investigated” . Ponownie w stawianej hipotezie
zamiast “sexually differenciated manner” proponuje “ in sexually dimorphic manner”. W kolejnym
zdaniu zamiast “it was decided to check” poponuje “we examined” albo * we investigated”. Zdanie
“This stress contributes.....” (s. 81) powinno brzmie¢ “ Thus, stress contributes....” S. 82
sformutowanie “sexually differenciated “ proponuje zamieni¢ na “sexually dimorphic”,

Spis rycin i tabel to ostatnie czesci dysertacji i nie budza one zastrzezen.

Whioski konicowe

Praca pod wzgledem edytorskim napisana jest bardzo dobrze i z duzg skrupulatno$cia. Swiadczy to o
duzej starannosci w przygotowaniu rozprawy przez Doktorantke i za pewne réwniez duzym wkladzie
Promotora pracy. Praca zawiera wszystkie niezbedne czesci wymagane w stosunku do rozprawy
doktorskiej a ich proporcje sg prawidlowe. Jesli autorka zamierza w przysztosci opublikowaé wyniki
badan prezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej proponuje dokonaé kilku zmian. Czes¢
dotyczaca ukladu do$wiadczalnego jest skomplikowana ale przedstawienie jej w postaci schematu

(zamiast tabeli) mogtoby utatwi¢ jej zrozumienie. Przydatne byloby réwniez przedstawienie danych

5



dotyczacych samic i samcow, ktore sg przeciez porownywane na jednym wykresie, co umozliwitoby
Sledzenie istotnych statystycznie zmian. Proponuje réwniez rozwinaé wstep i dyskusje o dodanie
informacji dotyczacych mechanizméw epigenetycznych dzialajacych na osie PPG i PPN w
omawianym modelu.

Powyzsze uwagi nie obnizajg jakosci pracy i nie umniejszaja jakosci prowadzonych badan oraz
uzyskanych waznych dla nauki podstawowej oraz medycyny weterynaryjnej wynikow,
Przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania nad zréznicowang plciowo reakcjg stresowg w
odpowiedzi na przerwanie odchowu przy matce sg bardzo cenne ze wzgledow poznawczych.
Niezwykle interesujgcym wynikiem jest rowniez plciowo-zalezna odpowiedz FSH na odstawienie od
matki.

Stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Magdaleny
Cieslak ,,Stresogenny wplyw wezesnego przerwania odchowu przy matce na wydzielanie hormonéw
gonadotropowych w trakcie rozwoju jagniat™ spetnia wszystkie wymagania okreslane w ustawie z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki stawiane
pracom doktorskim. W zwiazku z powyzszym wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr inzynier

Magdaleny Cieslak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Szanowna Pani Profesor,

Uprzejmie przypominam, ze Rada Naukowa Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im.
Jana Kielanowskiego PAN na posiedzeniu w dniu 24 czerwca 2014 r. powotata Panig Profesor
na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Cieslak pt. ,,Stresogenny wplyw wezesnego
przerwania odchowu przy matce na wydzielanie hormonéw gonadotropowych w czasie rozwoju
jagniat”.

W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ z uprzejma prosba do Pani Profesor o

opracowanie recenzji w/w pracy doktorskiej.

Lacze wyrazy szacunku

. dr hab. Tomasz Misztal
yrektor Instytutu

Pr

Zalaczniki:
- rozprawa doktorska
- dokumenty finansowe




