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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. wet. Kamili Martyniuk pt. ,Metabolizm zwigzkow
indolowych zwigzanych z synteza melatoniny w szyszynce indyka domowego
‘w zaleznosci od wieku ptakéw oraz barwy i intensywnosci $wiatta”

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Bogdana Lewczuka oraz
promotorki pomocniczej Pani dr n. wet. Magdaleny Prusik w Katedrze Histologii i Embriologii Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego.

Cel pracy dotyczyt okreslenia dqbowych zmian aktywnos$ci enzyméw biorgcych udziat
w biosyntezie melatoniny, zmian zawartosci indoli szyszynkowych oraz wptywu barwy $wiatta i jego
intensywnosci na te parametry w szyszynkach indyka domowego. Badania skupione byly na pozyskaniu
szyszynek i eksperymentalnym pomiarze aktywnosci w homogenatach szyszynkowych czterech
enzymow szlakéw biosyntezy melatoniny: hydroksylazy tryptofanowej, dekarboksylazy aromatycznych
aminokwaséw,  N-acetylotransferazy  aryloalkiloaminowej oraz  O-metylotransferazy  N-
acetylserotoniny. Wspomniane homogenaty postuzyly réwniez do okreslenia okotodobowych zmian
poziomu prekursora indoli szyszynkowych 'tryptofanu i jedenastu jego metabolitéw, indoli, ktérych
synteza zalezy gtdwnie od poziomu aktywnosci wymienioqych enzym{)w oraz dostepnosci dla nich
kolejnych substratéw. Przesledzono wspomniane powyzej parametry w dwunastu punktach doby
u zwierzat w osmiu punktach ich rozwoju postembrionalnego, poczynajac od pisklat 2 dniowych,
a koriczac na dorostych indykach w wieku 45 tygodni. Doktadne opisanie wymienionych parametrow
pozwolito wybrac wiek ptakéw, najbardziej odpowiedni do badan zmierzajacych do okreslenia wplywy
Swiatla o réinej barwie i intensywnosci na wspomniane parametry. Badania te wykonano na 21
dniowych indykach ;?c.Jb.ierajqc .od ‘nit.:h szYszynk.i w szeSciu punktach doby z az dziewieciy grup
eksperymentalnych réznigcych sig oswietleniem nie liczac stosownych grup kontrolnych.

Elementy zegara biologicznego u réznych gatunkéw ptakéw, takich jak szyszynka czy siatkdwka

oka, maja rézny udziat w biosyntezie melatoniny uwalnianej do krwioobiegu, a szyszynka y tej

kregowcdw wykazuje roznice w budowie anatomicznej, histologicznej,
prOdUkcji

dominagji
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poszczegodlnych zwigzkow indolowych, czy regulacji uwalniania melatoniny, na co zwraca uwage
w rozprawie Doktorantka. Bioragc pod. uwage wymienione roznice oraz duiy wkiad badan
prowadzonych na ptakach w wiedze dotyczacqy procesu regulacji biosyntezy melatoniny szyszynkowej
oraz funkcjonowania zegara biologicznego, istnieje potrzeba ich kontynuacji, miedzy innymi podczas
rozwoju postembrionalnego przedstawicieli tej gromady kregowcéw. Tematyka przedstawionej do
oceny pracy doktorskiej doskonale wpisuje sie¢ we wspomniany kierunek badan i skupia sig¢ na
interesujacym problemie naukowym. W kontekscie badar obecnie prowadzonych przez inne zespoty
badawcze, na innych gatunkach zwierzat, przedstawiona do recenzji praca prezentuje naukowo bardzo
wysoki poziom, podejmuje aktualne zagadnienia i znacznie rozszerza wiedze dotyczacy
postembrionalnych zmian aktywnosci .enzyméw szlaku biosyntezy melatoniny, poziomu indoli
szyszynkowych i wptywu na nie $wiatta monochromatycznego. Waznym jest réwniez to, ze kolejne
badania przeprowadzone w zespole prof. Bogdana Lewczuka, dajg mozliwosci ponownej interpretacji
danych juz istniejgcych. \

Rozprawa doktorska jest omoéwieniem dwach publikacji, ktore s3 spdjne tematycznie i zostaty
opublikowane w czasopi$mie z dziedziny.nauk biologicznych tzn. International Journal of Molecular
Science. Kopie tych artykutéw zostaty dotaczone do rozprawy. Czasopismo to uwazane jest przez
érodowisko naukowe za bardzo dobre, w punktacji Ministerstwa Edukacji i Nauki ma 100 punktéw, a jego
pigcioletni wspdtczynnik przebicia Impact Factor wynosi 5,7. Publikacje w tym czasopismie $wiadcza
o wysokim poziomie przeprowadzonych badan. Z o$wiadczen wspétautorow tych publikacji wynika, ze
doktorantka w duzej mierze opracowata koncepcje opublikowanych badan, wykonata wigkszos¢
oznaczen, analiz otrzymanych wynikdw oraz przygotowata publikacje, ktdre byty dyskutowane ze
wspétautorka i podlegaty korekcie ze strony promotora. Swiadczy to o duzej dojrzatosci naukowej
doktorantki. W rozprawie poza omdwieniem publikacji, przedstawiono streszczenie osiggniecia
w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétéw oraz wspomniane oswiadczenia wspotautorow
artykutéw. Omowienie publikacji zawiera wedtug: ogdlnie przyjetego uktadu wstep, przedstawienie
gtéwnego i szczegétowych celéw badari, materiatéw i metod, wynikéw, dyskusje, wnioski oraz
piSmiennictwo. Nalezy zauwazy¢, ze omowienie publikacji jest bardzo doktadne i zrozumiate, cho¢
opisanie bardzo dutzej liczby wynikéw, poréwnywanie ich ze sobg, czy odnajdywanie zaleznosci miedzy
nimi nie jest fatwe. Naleiy stwierdzi¢, ze doktorantka doskonale poradzita sobie 2z tym nietatwym
zadaniem. Nie mam wigc w stosunku do formy przedstawienia rozprawy zadnych zastrzezen i nie
znajduje powazniejszych niedoskonatosci.

Dyplomantka wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z przeprowadzonymi badaniami,
przedstawia migdzy innymi: wiasciwosci szyszynki ptakdw i ssakéw, wptyw wieku na poziom biosyntezy

melatoniny u badanych pod tym wzgledem gatunkéw ptakow oraz wptyw barwy swiatia na ich
zachowanie , tempo wzrostu, aktywnos¢ Iokomo.torycznq, poziom stresu, odpowiedz odpornos’ciowq,
parametry metaboliczne czy transkrypcje genéwﬂzegarowych. Spory udziat w tym Wprowadzeniu ma
rzedstawienie wiedzy dotyczacej budowy histologicznej i ultrastru s
fdaniem doktorantki j:st juiyba?dzi dobrz‘::charaktegryzov:ana. Nie spo:t:txi:zzy:;::k.. deka: ; Hois
5 nie zgodzi¢, gdy;



w dyskusji rozprawy duza czesé z tej wiedzy pomogta w okresleniu zaleznosci, ktére zaobserwowata w
swoich badanych. W rozprawie scharakteryzowano szlak biosyntezy melatoniny oraz 5-hydroksy i 5
metoksyindoli w szyszynce, co jest -niez.liedne “w zrozumieniu opisywanych zaleznosci.
W pracy odnalei¢ mozna uzasadnienie podjecia badan na szyszynkach indykéw, wskazujace na to, ze:
niewiele przeprowadzonych badar na ptakach dotyczy zmian biosyntezy melatoniny zwigzanych
z wiekiem, a badania przeprowadzone na indykach obejmuja jedynie krotkie okresy ich zycia i nie
charakteryzujg zmian w metabolizmie indoli szyszynkowych po ich wylegu. Z kolei, uzasadnieniem
podjecia zagadnien zwigzanych z wptywem $wiatta jest stwierdzenie, ze z przeprowadzone dotychczas
badar na ptakach wynika, ze szyszynke indykéw charakteryzuje najwiekszy wptyw bezposredniej

fotorecepciji na sekrecje melatoniny, a barwa i intensywnos¢ $wiatta w hodowli tych ptakéw moze by¢
istotna z punktu widzenia zdrowotnosci i wydajnosci produkcji na fermach indyczych. Autorka zwraca
réwniez uwage na to, ze w dotychczasowych badaniach poziomu indoli szyszynkowych u kur, kaczek

i gesi nie okreslano wptywu wieku oraz intensywnosci i barwy $wiatta na profil metaboliczny indoli

szyszynkowych oraz aktywnos$é enzymow bioracych udziat w biosyntezie melatoniny. Stwierdzenia te,

w kontekscie przedstawionych danych literaturowych i mojej wiedzy dotyczacej tych zagadnien, w petni

uzasadniaja podjecie badarn przedstawionych w rozprawie.

W oméwieniu publikacji stanowiacych rozprawe doktorska zostaty przyblizone dwa zastosowane
uktady eksperymentalne, ze zwréceniem szczegétowej uwagi na procedury analityczne, wykorzystane
odczynniki i zastosowang analizg statystyczng wynikéw. W podrozdziale tym znalazly sig graficzne
schematy doséwiadczer i grup zwierzat poddanych dziataniu réinych barw i intensywnosci $wiatta.
Zabieg ten znacznie utatwia zrozumienie zastosowanych procedur badawczych. Nalezy stwierdzi¢, ze
analizy aktywnosci badanych enzyméw poprzez pomiar indolowych produktéw ich aktywnosci oraz
poziomu indoli w homogenatach szyszynkowych wykonane zostaly metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detekcjg fluorescencyjna. Wedtug mojej wiedzy jest to najlepsza
i najbardziej miarodajna z posréd dostepnych metod. Tak wiec, poprawnos¢ i oryginalnos¢ metodyczng
stawianego problemu badawczego oceniam wysoko, a uktad doswiadczalny, wedtug mojej oceny, jest
adekwatny do postawionych celéw badawczych.

W wyniku przeprowadzenia doswiadczeri Doktorantka otrzymata bardzo wiele interesujacych
danych. Do najcenniejszych zaliczam te, ktére zostaty przeprowadzone w uktadzie zaleznym od wieku
zwierzat, czyli okreslenie aktywnosci wszystkich enzymow biorgcych udziat w biosyntezie melatoniny,
podczas catej doby i poziomu indoli w szyszynkach. Dzigki tym danym mozna wskaza¢ podobienstwa

jaki réznice dotyczace opisywanych parametréw u przebadanych pod tym wzgledem innych gatunkéw
ptakéw. Niestety badania te trudno jest ze sobg zestawiac, gdyz podobne analizy wykonane zostaty
jedynie na 2 tygodniowych kurach i 14 tygodniowych kaczkach i gesiach. Nie mniej jednak, mozna na
tej podstawie przedstawic kilka ciekawych zaleinosci, ktore podkresla w swojej pracy Doktorantka. Na
przyklad, uzyskane dane wskazuja na to, ze réznice migdzygatunkowe dobowych zmian poziomu indol;
szyszy.nkow.ych sq znacznie wieksze niz ?miany zachodzace podczas rozwoju osobniczego indykow.
Z kolei, poziom tryptofanu pobieranego przez kovr'n:rki szyszynki z krwi nie wykazuje dobowych réinic



u badanych pod tym wzgledem ptakéw, choc zmienia sig zaleznie od ich wieku. Nocny wzrost poziomu
5-hydroksytryptofanu, ktérego prekursorem jest.tryptofan, u indykoéw jest nizszy niz u kur, a jest
zblizony do wystepujacego u kaczek i gesi. Szyszynki gesi i kaczek, charakteryzuja sig wysoka wzgledng
zawartoscia serotoniny, kolejnej aminy na szlaku biosyntezy melatoniny. Poziom serotoniny wykazuje
réwniez duzy spadek w szyszynkach w drugiej czesci fazy ciemnej u indykow, gesi i kaczek, podczas gdy
u kur pojawit sie w tym czasie jej wzrost. Roznice miedzy najwyiszym i najnizszym poziomem
N-acetyloserotoniny, bezposredniego prekursora melatoniny i jej samej w ciggu doby s3 wigksze
u indykdw niz u kaczek i gesi, ale mniejsze niz u kur. Z kolei, dobowe zmiany 5-hydroksy-
5 metoksyindoli odpowiadajg zmianom w poziomie ich prekursora serotoniny u wszystkich badanych
gatunkow. Istnieja jednak wyraine rdznice miedzygatunkowe zmian dobowych zawartosci koricowych
metabolitow tych przemian. Wyniki uzyskane przez doktorantke i dane literaturowe mozna analizowac
rowniez pod wzgledem procentowego udziatu poszczegélnych indoli, czy przedstawiania réinych
wspotczynnikow. Zabiegi takie zostaly. wykonane przez doktoranke i przedstawione w dyskusji
rozprawy. | tak, warto zwrdci¢ uwage na:to, ze najwyzszy udziat procentowy serotoniny wystepuje
w szyszynce gesi, nizszy u kaczki i indyka._a,najniisiy u kur. W pracy wykonano jednoczesny pomiar
aktywnosci enzymow i zawartosci indoli, ktory umozliwit analize mechanizmoéw odpowiedzialnych za
zmiany dobowe w metabolizmie tych zwigzkdw. Autorka stusznie zwraca uwage na to, ze pomiary
aktywnosci enzymoéw w homogenacie szyszynki moze nie odzwierciedlaé ich rzeczywistej aktywnosci w
zywych komoérkach. Wyraine dobowe zmiany aktywnosci w szyszynce indykéw wykazywaty dwa
enzymy pierwszy i przedostatni na szlaku biosyntezy melatoniny. Z przeprowadzonych badan wynika,
ze nocny wzrost aktywnosci pierwszego z nich dostarcza odpowiednig ilosci substratu do intensywnej
syntezy prekursora melatoniny podczas nocy, z kolei aktywnos$¢ drugiego wykazuje bardzo duie
wahania dobowe, ktére maja swoje odzwierciedlenie w zawartosci prawie wszystkich metabolitéw
tryptofanu. Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na to, ze zmiany aktywnosci przedostatniego enzymu na
szlaku biosyntezy melatoniny mialy swoje bezposrednie odzwierciedlenie w poziomach melatoniny i jej
prekursora. Uzyskane, wyniki wskazujg réwniez na t6, ze aktywnos¢ ostatniego enzymu na szlaku
biosyntezy melatoniny, zapewnia szybka konwersjg jego substratu do melatoniny, a enzym ten nie ma
lub ma bardzo staby wptyw na synteze tego hormonu. Wptywa on jednak limitujaco na zalezne od niego
tworzenie 5-hydroksy- i 5 metoksyiﬁdoli. Badania dotyczace rodzaju i intensywnosci $wiatta
przeprowadzono na 21-dniowych indykach. Do najwazniejszych obserwacji zaliczam to, ze ogdlnie
éwiatlo monochromatyczne modyfikuje metabolizm indoli w szyszynce indyka. Ponadto, stwierdzono
duzy wptyw czerwonego $wiatta na aktywnos'é enzymow bioracych udziat w biosyntezie melatoniny,
poza ostatnim z nich i dobowego poziomu serotoniny. Nalezy zwréci¢ uwagg réwniez na wystepujace
réznice w przebiegu dobowego rytmu aktywnosci przedostatniego enzymu na szlaku biosyntezy
melatoniny i jej samej i tak rézne warunki $wietine wplywaja na spadek aktywnosci enzymu podczas
fazy jasnej, najnizsza jego aktywnosc w tej fazie, wzrost aktywnosci po rozpoczeciu fazy ciemnej oraz
czas wystapienia maksymalnej aktywnosci. Z analizy przedstawionego powyiej opisu, wynika réwniez

to, ze éwiatlo czerwone znaczaco wplywa na aktywno$¢ dwoch pierwszych enzyméw na szlaku
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biosyntezy melatoniny. Co ciekawe, czerwone $wiatto nie ma wplywu na poziom pierwszego produktu
przemian tego szlaku, a zjawisko to mozna wyttumaczy¢ szybka jego przemiang w kolejng aming na tym
szlaku. Wszystkie réinice zostaly szczegotowo przedstawione w rozprawie, wraz ze stosownymi
analizami i poréwnaniami. Méj opis przedstawia wigc ich skromna cze$¢. W rozprawie doktorskiej oraz
wchodzace w jej sktad publikacjach, doktorantka w wybranym uktadzie eksperymentalnym z wieloma
zmiennymi, dostarcza duig liczbe interesujacych wynikéw. Ponadto wykazata sig bardzo dobra
znajomoscia literatury zwiazanej z podejmowang problematyka badawczg i dojrzale dyskutuje
otrzymane wyniki z dostepnymi danymi literaturowymi. Z tego wzgledu, przeprowadzone badania majq
duig warto$¢ naukowa.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przeprowadzone przez doktorantke badania znaczaco
wzbogacaja wiedze dotyczaca metabolizmu indoli szyszynkowych u ptakéw. Wyczerpujaco
przedstawiaja zmiany aktywnosci biosyntetycznej szyszynki u indyka domowego, w trakcie rozwoju
postembrionalnego i to co wydaje mi sig najwazniejsze, wykazuja ze zmiany w metabolizmie indoli
w szyszynce maja miejsce podczas wielu tygodni zycia tych zwierzat. Potwierdzaja réwniez
wystepowanie znacznych réznic pomiedzy szyszynkami réinych gatunkéw ptakow i uzmystawiajg
koniecznos¢ dalszego prowadzenia tego typu badan. Pragne podkreslic, ze lektura rozprawy byta dla
mnie bardzo interesujaca, a w swojej recenzji nie bytem w stanie doceni¢ w zwiezty sposéb
wszystkich waznych wynikow i wnioskéw z przeprowadzonych badan. Ciekaw jestem w jaki sposéb
Dyplomantka przedstawi otrzymane przez nig wyniki i ptynace z nich wnioski, tak aby wskazaé
najistotniejsze z nich, w jak najbardziej atrakcyjnej formie. Uwazam, ze od tej formy zaleze¢ bedg
rodzace sié w trakcie prezentacji pytania i komentarzey zaktadam, ze réwniez moje.

Whiosek koricowy

Rozprawa doktorska Pani lek. wet. Kamili Martyniuk pt. ,Metabolizm zwigzkéw indolowych
zwiazanych z synteza melatoniny w szyszynce indyka domowego w zaleznosci od wieku ptakow oraz
barwy i intensywnosci $wiatta " spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
7 art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" (Dz.U. z 2021 r. poz/478
z péin. Zm), sktadam wigc na rece przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego Pana prof. dr hab. Krzysztofa Wasowicza wniosek

o dopuszczenie Pani lek. wet. Kamili Martyniuk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu
na wysoka warto$¢ poznawcza przeprowadzonych badan, ktére zostaly opublikowane w uznanych
czasopismach naukowych, wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu

Warmirnsko-Mazurskiego o wyréznienie rozprawy.




