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Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 30.09.2022 r.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostata w Katedrze Histologii
i Embriologii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie pod opieka naukowg Promotora prof. dr. hab. Bogdana Lewczuka i Promotora
pomocniczego dr Magdaleny Prusik.
Na rozprawe doktorskg sktadaja si¢ dwie oryginalne prace, opublikowane w latach
20201 2022 w czasopismach z listy JCR, ktérych tagczny wspoétczynnik oddziatywania Impact
Factor wynosi 11,364. Ponizej wyszczegdlniono publikacje Doktorantki, wchodzace w skiad
dorobku naukowego przedlozonego w ramach ubiegania si¢ o stopien doktora nauk
weterynaryjnych:
1. Martyniuk K.; Hanuszewska M.; Lewczuk B. Metabolism of melatonin synthesis-

related indoles in the turkey pineal organ and its modification by monochromatic



light. International Journal of Molecular Sciences. 2020, 21, 9750;
DOI:10.3390/ijms21249750 (IF 4.556),

2. Martyniuk K.; Hanuszewska-Dominiak M.: Lewczuk B. Changes in the metabolic
profile of melatonin synthesis-related indoles during post-embryonic development

of the turkey pineal organ. International Journal of Molecular Sciences. 2022, 23,

10872; DOI:10.3390/ijms231810872 (IF 6.208).

Do oceny dotaczony zostal manuskrypt napisany w jezyku polskim stanowigcy
kompendium uzyskanych wynikéw przedstawionych w pracach oryginalnych.

Indywidualny wkiad Doktorantki w powstanie zaprezentowanych oryginalnych prac
potwierdzony przez wspélautorow nalezy uznaé za wystarczajacy do przedlozenia ich
Dostojnej Radzie Naukowej w celu procedowania dalszego postgpowania. Doktorantka
uczestniczyla migdzy innymi w planowaniu eksperymentéw, pobieraniu materiatu do badan,
przeprowadzaniu analiz i opracowaniu wynikow (o$wiadczenia PT Wspélautorow
w zalgczeniu). W obu przedstawionych do oceny pracach wkiad Doktorantki przekraczat 50 %
(65 1 55% odpowiednio).

Tematyka zalgczonych publikacji dotyczy zagadnien zwigzanych z charakterystyka
profilu metabolicznego indoli szlaku syntezy melatoniny (MLT) u indyka domowego,
przesledzeniem zmian w zawartosci indoli i aktywnosci enzymoéw biorgcych udziat w syntezie
melatoniny podczas rozwoju powylegowego - od wyklucia pisklat do 45. tygodnia zycia oraz
okresleniem wplywu $wiatta o roznej dtugosci i intensywnosci fali na metabolizm tych
zZwigzkow.

Przedstawiony do oceny manuskrypt, bez zatagczonych kserokopii oryginalnych prac
1 o$wiadczen wspdtautorow liczy 66 stron. Zawiera nastepujgce rozdzialy: Streszczenie,
Abstract, Wykaz skr6tow, Omowienie publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, w sktad
ktorego wchodza: Wstep, Cel badan, Materiaty i metody, Zwierzeta doswiadczalne, Przebieg
doswiadczen. Kolejnymi rozdziatami sg: Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Pismiennictwo oraz
Artykuly wraz z o$wiadczeniami autoréw. Manuskrypt napisany jest poprawnym jezykiem
z zachowaniem wymagan przewidzianych dla opracowan naukowych.

Poza wartosciami poznawczymi, gdzie Doktorantka wykonata ,tytaniczng” prace
analizujgc w tym samym materiale biologiczng aktywno$¢ praktycznie wszystkich substratow
1 enzymow biorgcych udzial w szlaku metabolicznym syntezy melatoniny. Wobec coraz
wiekszej ilosci osob na $wiecie dotknigetych insomnig melatonina jest z wyboru stosowanym

srodkiem terapeutycznym. Wszystko to sktada sie na bardzo wysoka ocene wyboru tematyki,



uzytych nowoczesnych metod analitycznych i celowosci badan. Nalezy wspomnieé, ze Katedra
Histologii i Embriologii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej w Olsztynie zaliczana jest
w Polsce i Europie do wiodgcych jednostek w zakresie badan nad biologig szyszynki, ktdrg
obecnie kieruje Pan Profesor Bogdan Lewczuk.

Oryginalne prace, w ktorych zawarte sg wyniki badan Doktorantki i wspotpracownikow
zostaly opublikowane w czasopismach liczacych sie na arenie $wiatowej nauki. Przed
przyjeciem do druku poddane zostaly wnikliwej analizie przez recenzentéw, uznanych
w $wiecie specjalistow w zakresie badan nad szyszynkg. Duza niezgrabnoscig bytoby ponowne
ocenienie przez recenzenta opublikowanych prac w wysoko impaktowych czasopismach.
Powotany na recenzenta pracy doktorskiej pozwole sobie ocenié zaprezentowany autoreferat
zgodnie z wymaganiami dla postgpowan o uzyskanie stopnia doktora.

Na bazie wczesniej opublikowanych wynikéw i wiedzy wiasnej zaprezentowane;j
w szeroko opracowanym wstepie Doktorantka postawila sobie za cel poznanie wplywu wieku

indykow, barwy i intensywnosci $wiatia na metabolizm indoli w szyszynce indyka poprzez:

1. Scharakteryzowanie profilu metabolicznego indoli szlaku syntezy melatoniny u indyka
domowego oraz poznanie zmian w koncentracji indoli i aktywnosci enzyméw szlaku
syntezy melatoniny zachodzacych w trakcie rozwoju osobniczego w réznych okresach
zycia, jak i okreslenia zmian dobowych w metabolizmie indoli w szyszynce w okresie

od 2. dnia do 45. tygodnia zycia oraz modyfikacji, jakim podlegajg w tym czasie;

2. Okreslenie  wplywu $wiatta monochromatycznego czerwonego, niebieskiego
1 zielonego o réznych intensywnosciach na zawartosci zwigzkéw indolowych oraz

aktywnosci enzymow szlaku syntezy melatoniny;

W prezentowanych wynikach doswiadczen in vivo modelem badawczym byly
szyszynki samic indyka domowego linii Hybrid XL.

Znajomos¢ fizjologii indyka domowego jest istotna ze wzgledu na duze znaczenie tego
gatunku w produkcji miesa, jak i niezwykle istotne walory dietetyczne. Swiatto — zaréwno jego
barwa, jak i intensywnos$¢ sg istotnymi czynnikami poprzez oddziatywanie melatoniny, ktora
determinuje zdrowotnos¢ oraz wydajno$é produkcyjng zarowno w zakresie przyrostu masy
ciala, jak i niesnosci u ptakoéw i wydajno$¢ produkcyjng w fermach indyczych. Melatonina ma
istotny zwigzek z oddziatywaniem $wiatta na produktywnos¢ indykéw oraz niesnos¢ u ptakow.
Dodatkowo w dostepnym pi$miennictwie nie ma zbyt wiele danych na temat syntezy
melatoniny u indykow, ktore stajg si¢ coraz bardziej pozgdanych produktem zywnosciowym

o duzej zawartosci biatka zwierzecego. Doktorantka przebadata caty szlak syntezy melatoniny
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W réznym wieku indykéw przy roznej stymulacji swietlnej poddajgc analizie zawartos$é
Il indoli: tryptofanu (TRP), 5-hydroksytryptofanu (5-HTRP), serotoniny (5-HT),
N-acetyloserotoniny (NAS), melatoniny (MLT), kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA),
5-hydroksytryptofolu ~ (5-HTOL),  kwasu 5-metoksyindolooctowego  (5-MIAA),
S-metoksytryptofolu (5-MTOL), 5-metoksytryptaminy (5-MTAM), S-metoksytryptofanu
(5-MTRP) oraz aktywnos$¢ czterech enzyméw szlaku syntezy melatoniny - hydroksylazy
tryptofanowej  (TPH), dekarboksylazy  aromatycznych  aminokwasow (AADC),
N-acetylotransferazy aryloalkyloaminowe;j (AA-NAT), O-metylotransferazy
N-acetyloserotoniny (ASMT).

W nawigzaniu do zatozen okreslonych w celu Doktorantka przeprowadzita badania,
ktore mialy potwierdzi¢ lub zaprzeczyé stuszno$é prezentowane; hipotezy. W trakcie ich
przeprowadzania Autorka zastosowata nowoczesng metode analityczna - wysokosprawng
chromatografig cieczowa (HPLC) z rozdziatem w gradiencie stgzen i detekcja fluorescencyjng
dla oznaczenia zwartosci indoli w szyszynce, oraz enzyméw szlaku syntezy melatoniny.
W zakresie oznaczania aktywnosci enzyméw mierzono ilosci produktu wytworzonego
w trakcie inkubacji tkanek szyszynki w obecnosci substratow. Do badan uzyto odczynnikow
najwyzszej jakosci i czystosci, co pozwolito na osiggnigcie wiarygodnych wynikow.

Uzycie takich metod analitycznych, odpowiednio pobrany materiat badawczy przy
Jasno okreslonym w pelni zrealizowanym celu badan oraz doglebna analiza uzyskanych
wynikéw zaskutkowaty przyjeciem prac do druku w wysoko impaktowych czasopismach.

Zalezno$¢ pomiedzy wiekiem, a zawartoscig zwigzkéw indolowych oraz aktywnoscia
enzymow analizowano dwuczynnikows analizg wariancji z wiekiem ptakow i czasem pobrania
narzagdéow jako czynnikami. Rowniez wpltyw $wiatta monochromatycznego na zawartos$é
zwiazk6éw indolowych oraz aktywno$¢ enzymow szklaku syntezy melatoniny byty analizowane
za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji, w ktorej czynnikami byly warunki o$wietlenia
oraz czas pobrania probek. Do analizy post-hoc w obu doswiadczeniach Doktorantka
wykorzystala test Duncana. Analizy przeprowadzila za pomocg programu Statistica 13.1
(StatSoft Polska). Za statystycznie istotne uznano roznice przy wartosci poziomu istotnosci
P <0,05.

Uzyskane wyniki upowaznily Doktorantke do przedstawienia nast¢pujacych konkluz;ji:
Profil metabolizmu indolu szyszynki u 4-tygodniowych indykéw charakteryzuje si¢ rytmami
o wysokiej amplitudzie aktywnosci N-acetylotransferazy aryloalkyloaminowej AA-NAT oraz
zawartos$cig N-acetyloserotoniny (NAS) i melatoniny (MLT), rownymi wzglednymi ilo$ciami
serotoniny (5-HT) i kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA), oraz wyzszg zawartoscig
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melatoniny (MLT) niz N-acetyloserotoniny (NAS). Profil ten jest istotnie rézny od profilu
metabolicznego u kurczat, gesi i kaczek, co potwierdza poglad, ze metabolizm indoli szyszynki
wykazuje wazne cechy specyficzne dla gatunku.

Autorka stwierdza na podstawie uzyskanych wynikéw, iz mozna wyr6znié¢ cztery fazy
zmian zachodzacych w szyszynce w okresie od wyklucia do osiggniecia dojrzatosci
somatycznej 1 przez nastgpne 15 tygodni (az do 45 tygodnia zycia). Pierwsza faza to okres od
wyklucia do 14 dnia zycia, w ktéorym wystepujg duze zmiany w koncentracji badanych
zwigzk6w, migdzy innymi spadek koncentracji 5-hydroksytryptofanu (5-HTRP) przy wzroscie
koncentracji serotoniny (5-HT), melatoniny (MLT), kwasu 5-metoksyindolooctowego
(5-MIAA) i 5-metoksytryptaminy (5-MTAM). Analiza aktywnosci enzyméw szlaku syntezy
melatoniny oraz zawartosci indoli wskazuje, iz wzrost koncentracji serotoniny jest efektem
zwigkszonej syntezy tego zwiazku, jak i zmniejszonej jej degradacji w procesie oksydatywnej
deaminacji.

Analizujgc drugg fazg (indyki 28 dniowe) Doktorantka wykazata maksymalne stezenie
aktywnosci  enzymatycznej  N-acetylotransferazy  aryloalkyloaminowej (AA-NAT),
N-acetyloserotoniny (NAS) oraz melatoniny (MLT) oznaczone w trakcie do§wiadczenia.

Badania w trzeciej fazie zmian przeprowadzono u indykéw 10 tygodniowych.
Zaobserwowano  istotny  spadek  koncentracji  serotoniny (5-HT) i  kwasu
5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w poréwnaniu do ptakéw 28-dniowych. Koncentracja
5-metoksytryptaminy (5-MTAM) osiagneta najwyzszy poziom w calym doswiadczeniu,
podobnie jak aktywno$¢ O-metylotransferazy N-acetyloserotoniny (ASMT).

Po osiagnigciu aktywnosci somatycznej (faza czwarta) profil mataboliczny wykazat
niewielkie zmiany. Zdaniem Autorki najbardziej charakterystyczng cechg tej fazy jest
zmniejszona synteza, zawarto$¢ i rozktad serotoniny (5-HT) w poréwnaniu do poprzednich
etapow. Spadek ten wystgpowatl od 20 do 45 tygodnia zycia.

Podsumowujac, uzyskane wyniki istotnie wzbogacaja wiedze w zakresie nauk
endokrynologicznych. Pozwalajg na poznanie zmian calkowitej zawartosci melatoniny
w szyszynce. Zawarto$¢ melatoniny (MLT) podczas nocnego piku wzrasta wraz z wiekiem
zwierzat az do 45 tygodnia zycia, najbardziej intensywnie pomiedzy 2 i 7 dniem oraz 2 i 10
tygodniem. Maksymalny poziom osiagneta w 40 tygodniu, aczkolwiek ten wzrost nie byt tak
istotny. Zawarto$¢ serotoniny (5-HT) w szyszynkach wzrastala do 28 dnia, a nastepnie miata
tendencje¢ spadkowa.

W kolejnym doswiadczeniu Autorka przedstawita wplyw swiatta monochromatycznego
czerwonego (620 — 626 nm), niebieskiego (450 — 460 nm) i zielonego (520 — 530 nm) na
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metabolizm zwigzkéw indolowych zwigzanych z synteza melatoniny. Uzyskane wyniki
wykazaly dobowe zmiany zawartosci indoli w szyszynce niezaleznie od nate¢zenia Swiatla.
Autorka sugeruje w dyskusji, ze odbior bodzcéw $wietlnych w mechanizmach regulacji
rytmow biologicznych, przy udziale swiattoczutych barwnikéw melanopsyny i pinopsyny jest
efektem bardzo wysokiej ich wrazliwodci na $wiatlo niebieskie. Obydwa barwniki §wiattoczute
wykazujg bardzo niskg wrazliwo$¢ na $wiatto czerwone i w eksperymentach
chronobiologicznych $wiatlo czerwone uwazane jest za ,.$wiatlo nocy”. Wyrazne zmiany
W syntezie melatoniny w rytmie dobowym byly efektem zmian dobowego rytmu aktywnosci
N-acetylotransferazy —aryloalkyloaminowej AA-NAT. Autorka wykazala, iz czerwone
oswietlenie o natgzeniu 16 luksow podczas fazy jasnej jest wystarczajace do zachowania
wysokiej amplitudy rytmu dobowego syntezy melatoniny (MLT) u indykéw. Swiatto czerwone
znaczaco wplyneto na aktywno$é enzymow biorgcych udziat w syntezie serotoniny (5-HT),
poprzez zwigkszenie aktywnodci hydroksylazy tryptofanowej (TPH) i dekarboksylazy
aromatycznych aminokwaséw (AADC). Podsumowujac Autorka sugeruje, iz $wiatlo
monochromatyczne powodowalo istotng zmiang metabolizmu indoli w szyszynce indyka

domowego, w sposob zalezny od barwy i intensywnosci.

Reasumujgc Autorka w autoreferacie, ja i w opublikowanych pracach po raz pierwszy
zaprezentowata wyniki badan, w ktérych na tym samym materiale biologicznym — szyszynka
indyka — wykazata cykl zmian w =zaleznoéci od wieku oraz wplyw $wiatla
monochromatycznego na szlak melatoninowy. Taki ukiad metodyki pozwala w jednoznaczny
sposob stwierdzi¢ interakcje pomigdzy poszczegdlnymi indolami i enzymami sterujacymi
syntezg melatoniny. Czyni to ten cykl doswiadczen niezwykle wartoéciowym i wiele
wnoszacym do nauki nie tyko w zakresie podstawowym, ale i aplikacyjnym. Na szczeg6lne
uznanie zashuguje fakt, ze pomimo okre$lania wspétzaleznosci pomiedzy 11 indolami i 4
enzymami uzyskane wyniki po analizie wariancji w tresci przedstawione zostaly w sposéb
niezwykle czytelny i zrozumiaty.

Zdaniem recenzenta przedstawione do oceny opracowanie wraz z zalgczonymi
oryginalnymi opublikowanymi pracami stanowig cenny wktad do $wiatowej nauki i poznania
mechanizméw wlaczonych w szeroko pojeta regulacje syntezy melatoniny w réznym wieku
indykow i réznych warunkach oswietlenia.

W ocenianym opracowaniu oraz zatgczonych pracach Doktorantka wykazala si¢ bardzo
dobrym opanowaniem szeroko pojetego warsztatu badawczego, zrozumieniem rozpatry wanych

probleméw 1 znajomo$cig piSmiennictwa z zakresu tematyki prowadzonych badan. Na
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szczeg6lne podkreslenie zastuguje moim zdaniem doskonaly wybor tematyki, bedacy
kontynuacjg szeroko pojetej problematyki badawczej macierzystej jednostki, w szczegblnoscei
Pana Profesora Promotora oraz wczesniejszych Kierownikow Katedry Pana Profesora
Zygmunta Wyrzykowskiego oraz Pani Profesor Barbary Przybylskiej-Gornowicz, znajomosé
swiatowego pismiennictwa, ktéra umozliwita szeroka dyskusj¢ w odniesieniu do wybranych
zagadnien badawczych. Juz dzisiaj mozna méwié o powstaniu szkoty badan nad szyszynkg w
Katedrze. Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszczaé, ze
Doktorantka posiada wazne w pracy badawczej cechy, takie jak pracowitosé, solidnosé
1 dociekliwos¢.

Poza bardzo wysokg ocena zaprezentowanych prac i autoreferatu recenzent pragnie
zwrdci¢ uwage, ze w jezyku polskim jednostka natezenia swiatla jest 1 luks (Ix) 1 jednostka ta

podlega odmianie wedtug zasad deklinacji polskiej (2 luksy).

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani lek. wet. Kamili Martyniuk pt:
Metabolizm zwigzkéw indolowych zwigzanych z synteza melatoniny w szyszynce indyka
domowego w zaleznoSci od wieku ptakéw oraz barwy i intensywnosci $wiatla w opinii
recenzenta speinia wszystkie wymagania — okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2021 r. poz. 478 ze zm.)
— stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Rady
Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminisko-Mazurskiego w Olsztynie

o dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Roéwnoczesnie majac na uwadze wysoki poziom naukowy zaprezentowanych badan
1 ich tworczy charakter, co réwniez uznali recenzenci kwalifikujacy prace do druku
w czasopismach o $wiatowym zasiggu, pragne przedlozy¢ Wysokiej Radzie w peini

uzasadniony moim zdaniem wniosek o wyr6znienie pracy.



