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Ocena pracy doktorskiej mgr. inz. Andrzeja Hermana
pt.: ”Wplyw stresu immunologicznego i inerleukiny-1p na uklad podwzgérzowo-
przysadkowo-gonadotropowy u anestralnych owiec”

CHARAKTERYSTYKA PRACY

Przedstawiona do oceny praca jest obszernym opracowaniem, obejmujacym 175 stron
maszynopisu, 98 rycin i 33 tabele oraz 348 pozycji piSmiennictwa. Praca zawiera typowe dla
rozprawy doktorskiej rozdzialy, opracowane z zachowaniem wtasciwych wzajemnych
proporcji i generalnie jest napisana bardzo starannie, przystepnym i poprawnym j¢zykiem.
Praceg rozpoczyna krotki wstep, ktéry poprzedza czgsé¢ teoretyczng. Nastgpnie przedstawiono
hipotez¢ badawcza oraz cel naukowy pracy. W kolejnych rozdziatach przedstawiono
stosowane materialy i metody badawcze, uzyskane wyniki oraz dyskusj¢ im po$wigcona. Po
czym dokonano krotkiego podsumowania wynikéw, przedstawiono wnioski i spis literatury.
Praca zawiera takze objasnienia skrotow, spisy rysunkow i tabel oraz streszczenia w jezyku
polskim i angielskim.

Szereg badan potwierdzilo wystgpowanie wielu interakcji pomiedzy ukladem nerwowym,
hormonalnym i odporno$ciowym. Podstawg tych interakcji jest wystgpowanie receptorow w
kazdym z tych ukladow, wykazujacych powinowactwo do tych samych ligandow, ktére —
oprdcz wezesniej przypisanego im gléwnego miejsca wytwarzania (uktadu) — moga takze
powstawa¢ w innych strukturach (ukladach) organizmu. Powstalo, dosy¢ czgsto uzywane
obecnie, pojecie ..triady regulacyjnej” odnoszace si¢ do wspotudzialu wymienionych uktadow
w regulacji procesow fizjologicznych. O ile badania dotyczace wspoldziatania uktadu
nerwowego i hormonalnego majg dhuzsza historie, to badania uwzgl¢dniajace takze role
uktadu odpornosciowego w procesach regulacyjnych zaczeto rozwija¢ gtéwnie w okresie
ostatnich 20 lat.

Temat pracy doktorskiej mgr. inz. Andrzeja Hermana jest bardzo aktualny, a badania w
niej przedstawione dotycza oddziatywania systemu odpornosciowego na uktad
podwzgérzowo-przysadkowo-gonadotropowy u anestralnych owiec. Zakres podjetych przez
Doktoranta badan jest bardzo szeroki, a ich wykonanie wymagalo zastosowania wielu
réznorodnych technik badawczych.

Opisane w pracy doswiadczenia obejmuja:
» zbadanie wptywu obwodowego podania endotoksyny bakteryjnej (LPS) — stanowiacej
stres immunologiczny — i centralnego podania IL-1p na:

e koncentracje prolaktyny i kortyzolu (wskazniki stresu) oraz LH i FSH w osoczu;

e ckspresj¢ genu GnRH i receptora GnRH w wybranych strukturach przodomoézgowia

oraz genu receptora GnRH w gruczotowej czgsci przysadki;



e ekspresj¢ genéw dla prolaktyny i podjednostek B LH i FSH oraz receptoréw tych
hormonow w przysadce;
e ekspresje genu IL-1B i receptoréw cytokin (IL-1p, TNFa., IL-6) oraz receptora
lipopolosacharydu — TLR4 w podwzgorzu i/lub przysadce;
» zbadanie zmian poziomu IL-1B w plynie m6zgowo-rdzeniowym po podaniu LPS;
» oraz wyznaczenie wplywu centralnego podania IL-1p na translacj¢ GnRH w POA.

We Wstepie pracy, Autor uzasadnia celowo$¢ podj¢tych badan, zmierzajacych do
wyjasénienia wplywu stresu immunologicznego na uktad podwzgoérzowo-przysadkowo-
gonadotropowy, ktory peini kluczowa role w regulacji proceséw rozrodczych. W pracy
dodatkowo podjeto probg wyjasnienia roli w tym oddziatywaniu IL-1p, uznawanej za
pierwszoplanowa cytoking w reakcjach odpornosciowych. Badania przeprowadzono na
owcach w okresie anestrus. Przyjeta hipoteza badawcza, jak i szczeg6lowe cele pracy sg w
pelni uzasadnione, pomijajac pewne niescistosci, ktore beda przedstawione w dalszej czgsci
recenzji. We Wstepie wskazane byloby podanie uzasadnienia wyboru okresu fizjologicznego
anestrus, podczas ktérego przeprowadzono badania na owcach. W Czesci teoretycznej pracy,
oméwiono strukture i wlasciwosci lipopolisacharydu i jego receptora (TLR4), wybranych
cytokin (IL-1p, IL-6, TNFa) i ich receptoréw oraz strukturg i rol¢ bariery krew-moézg w
komunikacji pomiedzy uktadem immunologicznym a osrodkowym uktadem nerwowym.
Przedstawiono réwniez strukture i role uktadu podwzgérzowo-przysadkowego w regulacji
rozrodu, m.in. uwzgledniajgc opis podwzgorza owcy i charakterystyke gonadoliberyny
(GnRH) i jej receptora oraz hormondéw przysadkowych uczestniczacych w regulacji procesow
rozrodczych (LH, FSH i prolaktyny) i ich receptoréw. Zwrocono takze uwage na gtowne
ukltady neuralne, ktére moga wplywaé na system GnRH-ergiczny, szczegblnie podkreslajac
mozliwe oddziatywania kortykoliberyny (CRH) na GnRH. Powyzsze zagadnienia zostaty
przedstawione bardzo przystepnie z wykorzystaniem starannie opracowanych 10 ilustracji.

W rozdziale Materialy i metody podano podstawowe informacje o zwierzg¢tach
doswiadczalnych (n>50) i przedstawiono przebieg czterech do§wiadczen oraz opisano
stosowane metody badawcze. Na podkreslenie zastuguje znaczna liczba réznorodnych technik
wykorzystanych przez Doktoranta w badaniach, m.in. takich jak: implantacja kaniul typu
»push-pull” do trzeciej komory mézgu owiec, radioimmunologiczne oznaczanie hormonéw
(LH, FSH, prolaktyny i kortyzolu), identyfikacja IL-1p metoda ELISA i Western Blot, oraz
analiza ekspresji wielu genéw (GnRH, GnRHR, LH B, LHR, FSHf, FSHR, PRL, PRLR, IL-
1B, IL-1R1, IL-1R2, IL-6R, TNF-R1, TNF-R2 i TLR4) metoda Real Time-PCR w wybranych
strukturach podwzgérza (POA, AHA, MBH, ME) i/lub przysadce. W analizie ekspresji
badanych genéw metoda Real Time-PCR wykorzystano barwnik fluoroscencyjny SYBR®
Greenl, a w przypadku genu podjednostki B LH dodatkowo uzyto molekularne sondy
hybrydyzujace. Warto$ciowym wzbogaceniem badan jest okreslenie wptywu IL-1p na
translacj¢ GnRH w perikarionach obszaru przedwzrokowego przodomézgowia przez
wyznaczenie gradientu rozkladu polisoméw dla mRNA GnRH. Od strony formalnej, za
wyczerpujace nalezy uzna¢ informacje umieszczone w tej czgéci pracy na temat stosowanych
technik biologii molekularnej. Obejmuja one bowiem nie tylko pelna charakterystyke
starterow wykorzystanych do okreslania ekspresji badanych genéw, sposéb przygotowywania
odczynnikéw i szczegblowe warunki przeprowadzanych analiz, ale réwniez bardzo
praktyczne komentarze. Jedynie w opisie metody RIA, uzytej do oznaczania gonadotropin,
prolaktyny i kortyzolu, pominigto informacje o pochodzeniu przeciwciat i ich specyficznosci.



Generalnie, nalezy stwierdzi¢, iz realizacja tak szeroko zakrojonych badan wymagata bardzo
duzego naktadu pracy i determinacji ze strony Doktoranta.

W rozdziale Wyniki w sposdb czytelny i staranny opisano i zilustrowano osiagnigte
rezultaty wykonanych badan. Sposréd uzyskanych wynikéw na szczegélne podkreslenie
zastuguja:

> zmiany po doobwodowym podaniu zwierz¢tom doswiadczalnym LPS, takie jak:
e wzrost koncentracji kortyzolu i prolaktyny w osoczu, a obnizenie — LH;
e zwigkszenie mRNA receptora TLR4, IL-1p oraz generalnie receptoréw cytokin (IL-
1B, IL-6, TNFa) w badanych strukturach OUN (POA, AHA, MBH, ME), a
zmniejszenie ekspresji genow GnRH i GnRHR w POA i ME;
e znaczny wzrost koncentracji IL-1P (ok. 11-krotny) w plynie mézgowo-rdzeniowym
pobranym z I1I komory mé6zgu;
e obnizenie ekspresji genu GnRHR, LHP i LHR, a wzrost — genéw FSHf, FSHR, PRL,
PRLR, IL-1R1/2, IL-6R, TNF-R1/2 i TLR4 w przedniej czg¢$ci przysadki;
> zmiany po podaniu IL-1§ do IIT komory mézgu, takie jak:
e obnizenie ekspresji genu GnRH w POA i ME oraz GnRHR w ME, a wzrost ekspresji
genu IL-1 w POA, MBH i ME oraz receptora IL-1B typu I w POA i MBH;
e zmniejszenie intensywnosci translacji GnRH w POA;
e zmniegjszenie ekspresji genu GnRHR oraz podjednostek f LH i FSH w przysadce.

Za szczegblnie wartosciowe nalezy uzna¢ wykazanie przez Doktoranta obecnosci mRNA dla
GnRH w ME, co wskazuje na wystgpowanie aksonalnego transportu mRNA, kodujacego
prekursor gonadoliberyny, oraz mRNA dla receptoréw LH i FSH w przysadce, co moze
sugerowaé udzial ultrakrétkiej petli sprzezenia zwrotnego — na poziomie przysadki — w
regulacji wydzielania gonadotropin. Wyr6znione wyniki otwieraja mozliwos¢ glebszego
poznania — w toku dalszych badan — mechanizmu funkcjonowania uklad podwzgérzowo-
przysadkowo-gonadotropowego u owiec. Podkresli¢ nalezy, iz stwierdzenie obecno$ci mRNA
dla GnRH w ME i mRNA dla receptoréw LH i FSH w przysadce oraz wplywu centralnie
podawanej IL-1B na intensywnos¢ translacji GnRH w POA zostalo dokonane przez
Doktoranta po raz pierwszy u owiec. Z kolei, zastanawiajacy jest brak wptywu IL-1f, podanej
do III komory mdzgu, na poziomy LH, prolaktyny i kortyzolu w osoczu badanych zwierzat
(zmiany wystapily po podaniu im LPS) oraz wzrost mRNA dla FSHf w przysadce po podaniu
LPS, przy rownoczesnym obnizeniu ekspresji genu LH.

W Dyskusji pracy, Doktorant wnikliwie i krytycznie analizuje uzyskane przez siebie
wyniki, odnoszac je do danych literaturowych dotyczacych rozpatrywanych zagadnien. Mimo
tak duzej liczby danych, pochodzacych z wtasnych badan, dyskusja jest bardzo
uporzadkowana, dzigki podzieleniu jej na czgsci po$wigcone najwazniejszym problemom
zwigzanym z tematem pracy. Autor rozpatruje w niej: 1/ role LPS w modulacji aktywno$ci
uktadu rozrodczego na poziomie podwzgoérza i przysadki, 2/ rolg uniwersalnych mediatorow
zapalnych (IL-1B, IL-6, TNFa) w regulacji aktywnosci osi HPG u anestralnych owiec, 3/
obecno$¢ receptora LPS w podwzgdrzu i przysadce anestralnych owiec oraz 4/ rolg IL-1 w
modulacji aktywnosci uktadu rozrodczego na poziomie podwzgérza. W Dyskusji wyréznia sig
fragment, dotyczacy obecno$ci mRNA dla GnRH w ME. Zdaniem Doktoranta fakt ten sktania
do nowego spojrzenia na fizjologi¢ neuronéw GnRH, ale takze sugeruje On koniecznos$¢
potwierdzenia tej obserwacji innymi metodami, np. metoda hybrydyzacji in situ. Doktorant
poswigcil réwniez sporo uwagi — bardzo shusznie — analizie mozliwo$ci oddziatywania LPS
na procesy zachodzace w OUN, ktére doprowadzity do okreslonych zmian w badanych



strukturach przodomézgowia, przypisujac kluczowa rolg IL-1p w modulowaniu aktywnosci
neurondw GnRH (szczegdlnie w pierwszym okresie trwania zapalenia).

Prace korficza poprawnie sformutowane cztery wnioski, ktore syntetycznie
podsumowuja uzyskane przez Doktoranta wyniki. Bogaty wykaz pi§miennictwa zawiera
przede wszystkim pozycje z ostatniego okresu, a takze wazniejsze publikacje z
wezesniejszych lat. Autor umiejetnie, tzn. w sposéb selektywny i krytyczny, wykorzystat
informacje z nich pochodzace podczas pisania swojej pracy.

PYTANIA i UWAGI

1. Wsrod szczegdtowych celow pracy wymieniono (w pkt. 4) m.in. zbadanie zmian ekspresji
gen6w dla receptora TNFa i IL-6 w strukturach podwzgorza i przysadce po centralnym
podaniu IL-1B owcom. W pracy nie przedstawiono wynikéw tych badan. Czy to oznacza,
ze IL-1P nie wykazywata wplywu na ekspresj¢ genoéw receptoréw TNFa i IL-6 w
badanych strukturach? W punkcie 3 celéw pracy, prawdopodobnie przez pomyltke,
podano, ze ekspresja genow dla prolaktyny, podjednostek § LH i FSH oraz ich
receptoréw bedzie badana takze w podwzgérzu. W rzeczywistosci byta ona badania tylko
w przysadce, co jest w pelni zrozumiale.

2. Metodg Western Blot stwierdzono obecnos¢ biatka IL-1B w przedniej czgsei przysadki.
Czy badano zawarto§¢ mRNA dla [L-1B w przysadce po podaniu owcom LPS, czy tez
nie stwierdzono wplywu lipopolisacharydu na ekspresj¢ genu IL-1 w tym gruczole i w
zwigzku z tym nie zamieszczono tych wynikéw 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 §rednich wartosci dla okreséw pobierania krwi; 2 h przed
i 6 h po podaniu LPS lub soli fizjologicznej. Nasuwa si¢ pytanie o dynamike odpowiedzi
wymienionych hormonéw na LPS, tj. po jakim czasie od podania lipopolisacharydu
wystapita okreslona zmiana w wydzielaniu tych hormonéw?

4. Generalnie nalezy zachowa¢ ostrozno$é w wyciaganiu wnioskdw na temat braku
zaleznosci mierzonego efektu od dawki testowanego czynnika w przypadku stosowania w
do$wiadczeniu tylko dwéch jego dawek. Taki przypadek miat miejsce w doswiadczeniu z
podawaniem IL-1p do III komory mozgu, szczegdlnie w odniesieniu do zmian w ekspresji
genéw GnRH w POA i ME oraz IL-1B w POA, MBH i ME. Wskazana jest weryfikacja
zaleznosci tych zmian od dawki IL-1B z uwzglednieniem jeszcze innych dawek tej
cytokiny.

5. W pracy blednie podano angielski odpowiednik (str. 35) nazwy ,,wyniostosci
przysrodkowej — median eminence” (powinno by¢ ,,medial eminence”).

6. W pracy wystepuja — stosunkowo nieliczne — usterki redakcyjne, powstale wskutek
przeoczenia. Wymieniam je z obowigzku recenzenta:

= zamiast ,,pozapalne” (str. 1), powinno by¢ ,,prozapalne”;

= przez ta cytoking”, raczej powinno by¢ ,,przez t¢ cytoking™;

= _TRL4” (w wielu miejscach pracy, m.in. na str . 5), powinno by¢ TLR4;

= process” (Rys. 2-2), powinno by¢ ,,proces”;

= dalszej czgsci niniejszej pracy”, powinno by¢ ,,w dalszej czgsci niniejszej pracy”;
= w przy zastosowaniu” (str. 36), powinno by¢ ,,przy zastosowaniu™;



= str. 37/wiersz 4 od géry — raczej nie powinno by¢ ,,n=5";

= _FSHB” (Tab. 4-4), powinno by¢ FSHf:

»  zelu poliakrylamidoweg”, powinno by¢ ,,zelu poliakrylamidowego™;

= w150 ml buforem”, powinno by¢ ,,w 150 ml buforu™;

= krew owiec (n=2) pobrana”, ze wzgledu na kontekst powinno by¢ , krew owiec

(n=2) pobrana”;

= okresie astralnym” (str. 114), powinno by¢ ,,okresie anestralnym™;

= _na komoérkach mikrogleju” (str 124), zdanie z tym wyrazeniem wymaga

odpowiedniego poprawienia;

» _ilo$¢é wzajemnych sprzezen”, raczej powinno by¢ ,.liczba wzajemnych sprz¢zen”;

» _w podwzgérzu owiec wykazano” (str. 129), ze wzgledu na kontekst powinno by¢

,,W podwzgdrzu owiec wykazata™;

* wbrew powszechnie przyjetej zasadzie, w niektérych tytutach zastosowano kropke.
Przedstawione powyzej uwagi/pytania zupelnie nie pomniejszaja bardzo wysokiej
merytorycznej wartosci pracy a jedynie moga by¢ przydatne w planowaniu dalszych badan
oraz podczas przygotowywania pracy do druku.

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu nalezy stwierdzié, ze niniejsza praca prezentuje bardzo wysoki poziom
merytoryczny i zawiera liczne, warto$ciowe wyniki badan. Charakteryzuje ja kompleksowe
podejscie do rozpatrywanego problemu oraz zastosowanie wielu odpowiednio dobranych
metod badawczych. Z pewnoscia uzyskane wyniki — po opublikowaniu — wzbogaca w nowe i
cenne informacje nasza dotychczasowa wiedzg na temat funkcjonowania uktadu
podwzgdrzowo-przysadkowo-gonadotropowego u anestralnych owiec.

W ocenianej pracy Doktorant wykazat si¢ bardzo dobrym opanowaniem warsztatu
badawczego, pelnym zrozumieniem rozpatrywanego problemu i dobra znajomoscia
pi$miennictwa z zakresu tematyki prowadzonych badan. Spos6b napisania pracy oraz szeroki
zakres badan w niej przedstawionych, ktérych wyniki sa bardzo wartosciowe pod wzglgdem
poznawczym, $wiadcza o dojrzatosci naukowej, dociekliwosci i pracowitosci Doktoranta.

WNIOSEK KONCOWY

W zakonczeniu pragne stwierdzié, ze przedstawiona do oceny praca zatytulowana ”Wplyw
stresu immunologicznego i inerleukiny-1p na uklad podwzgérzowo-przysadkowo-
gonadotropowy u anestralnych owiec” speinia wszystkie wymagania — okreslone w
obowiazujacej Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (z dnia 14. marca 2003 r.) — stawiane rozprawom doktorskim i w zwiazku z
powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia
Zwierzat im. Jana Kielanowskiego PAN z wnioskiem o dopuszczenie mgr. inz. Andrzeja
Hermana do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage szeroki
zakres badan przeprowadzonych przez Doktoranta oraz wysokg wartos¢ poznawcza
uzyskanych wynikéw, sugeruj¢ wyréznienie tej pracy stosowng nagroda.
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