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Opinia o pracy doktorskiej lek. wet. Marii Hanuszewskiej-Dominiak

pt. ,,Rozwéj zarodkowy szlaku syntezy melatoniny w szyszynce gesi”

Prace doktorska lek. wet. Marii Hanuszewskiej-Dominiak stanowi cykl dwoch artykutow
oryginalnych:

1. Hanuszewska M., Prusik M., Lewczuk, B. Embryonic Ontogeny of 5-Hydroxyindoles
and 5-Methoxyindoles Synthesis Pathways in the Goose Pineal Organ. International
Journal of Molecular Sciences 2019, 20 (16), 3948

2. Hanuszewska-Dominiak M., Martyniuk K., Lewczuk B. Embryonic Development
of Avian Pineal Secretory Activity — A Lesson from the Goose Pineal Organs
in Superfusion Culture. Molecules 2021, 26 (21), 6329

opublikowanych w czasopismach o sumarycznym IF = 8,967 (w roku publikacji, aktualnie
10,334) i liczbie punktow MEiIN wynoszacej 240.

Badania zostaly wykonane w ramach projektu NCN PRELUDIUM 16 pt. ,,Rozwoj
szyszynki gesi domowej w okresie zarodkowym — aspekty strukturalne i funkcjonalne”
(UMO-2018/31/N/NZ4/01248), ktérego kierownikiem jest Doktorantka.

Lek. wet. Maria Hanuszewska-Dominiak odegrala wiodaca rolg¢ w powstaniu obu
publikacji jako wspdttwoérca koncepcji badan, glowny wykonawca czgsci eksperymentalnej oraz
autor analizy i interpretacji wynikow. Oba manuskrypty wraz z lustracjami zostaty samodzielnie
przygotowane przez Doktorantke i po uwzglednieniu uwag wspotautorow przeditozone do oceny
wydawniczej. Udzial lek. wet. Marii Hanuszewskiej-Dominiak w w/w pracach wynosi
odpowiednio 55% 1 65%.

Aktualny stan wiedzy o aktywnos$ci wydzielniczej szyszynki ptakow w okresie rozwoju
zarodkowego jest wynikiem badan wykonanych prawie wylgcznie na embrionach kury
domowej. Istotne roznice miedzygatunkowe w budowie i fizjologii szyszynki ptakow wskazuja
na potrzebe prowadzenia badan poréwnawczych, w tym dotyczacych rozwoju zarodkowego

gruczotu.



Celem badan byto poznanie ontogenezy szlaku syntezy melatoniny (MLT) i powigzanych
z nim szlakow przemian zwigzkéw indolowych powstajacych w wyniku oksydatywne]
deaminacji serotoniny (5-HT) oraz przesledzenie mechanizmoéw regulujacych wydzielanie MLT
w szyszynce gesi domowej w okresie rozwoju zarodkowego.

Badania przeprowadzono w warunkach in vivo i in vitro na szyszynkach zarodkow gesi
domowej pobranych pomiedzy 14 a 28 dniem inkubacji jaj. Pierwszy etap badan in vivo
obejmowat charakterystyke ontogenezy szlakow przemian 5-hydroksyindoli i S-metoksyindoli
poprzez pomiar ich zawartosci w szyszynkach w roznych fazach cyklu dobowego. Oznaczenia
zwiazkow indolowych wykonano metoda HPLC z rozdziatem w gradiencie stezefi oraz detekcja
fluorescencyjng. Badania tego typu zostaly po raz pierwszy przeprowadzone w szyszynce
zarodkow. Drugi etap badan in vivo mial na celu poznanie ontogenezy toru syntezy
i metabolizmu katecholamin w szyszynce. Ich zawartos¢ w homogenatach szyszynek oznaczono
metodg HPLC z detekcja elektrochemiczna.

Doswiadczenia in vitro wykonano w przeplywowej hodowli narzadowej w celu poznania
mechanizmoéw regulujacych aktywnos¢ wydzielnicza szyszynki gesi w okresie embrionalnym.
Poziom MLT we wszystkich zgromadzonych probkach medium oznaczano metoda RIA. Aby
doktadniej scharakteryzowa¢ zmiany w metabolizmie indoli zwigzane z wiekiem zarodkow
i zachodzace w trakcie hodowli w wybranych probkach medium oznaczono zawartos¢
5-hydroksyindoli i 5-metoksyindoli metoda HPLC z detekcja fluorescencyjng. Badania
uwalniania przez szyszynke zarodkéw ptakow zwiazkoéw indolowych innych niz MLT maja
charakter nowatorski.

W badaniach in vivo wykazano, ze zarodkowa ontogeneza szlakow syntezy
5-hydroksyindoli i 5-metoksyindoli w szyszynce gesi sklada si¢ z trzech faz. W pierwszej fazie
szyszynka produkuje i metabolizuje 5-HT, ale brakuje jej zdolnosci do przeprowadzania
acetylacji 5-HT i metylacji 5-hydroksyindoli. Proces acetylacji 5-HT rozpoczyna si¢ w drugie;j
fazie, ktéora ma swoj poczatek w okolicach 16 dnia inkubacji jaj. Podczas trzeciej fazy,
poczawszy od 18 dnia inkubacji, dochodzi do wytwarzania 5-metoksyindoli, w tym MLT.
Stwierdzono rowniez, ze szyszynka zarodkdw gesi charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscig 5-HT
w poréwnaniu do 16-dniowych kurczat, jednak znacznie nizszg niz w narzadach 14-tygodniowe;
gesi. Sugeruje to, ze specyficzny dla gatunku typ metabolizmu indolu jest determinowany
podczas zycia embrionalnego i ostatecznie ksztaltuje si¢ po wykluciu. Rytmicznos¢ dobowa
rozwija sie bardzo wczesnie w szyszynkach embrionéw gesi, gdy jaja sa inkubowane
w 12-godzinnym cyklu $wietlnym. Zawarto$¢ S-hydroksytryptofanu (5-HTRP), 5-HT i kwasu
5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w szyszynce wykazuje istotne wahania dobowe

w zarodkach 14-dniowych i jest wyzsza w nocy niz w dzien. Istotne dobowe wahania zawartosci
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N-acetyloserotoniny (NAS), MLT i kwasu 5-metoksyindolooctowego (5-MIAA) wystepuja
poczawszy od 20 dnia rozwoju. Przebieg i amplitudy rytméw dobowych zmieniajg si¢ w trakcie
roZwWoju.

Analiza wynikow uzyskanych w do$wiadczeniach in vitro wskazuje, ze rytmiczne
uwalnianie 5-HTRP z szyszynki zachodzi kilka dni przed wyksztalceniem si¢ rytmu dobowego
uwalniania NAS, MLT i 5-MIAA, co jest zgodne z wynikami badan in vivo. Wydzielanie MLT
w hodowli wzrasta wraz z wiekiem zarodkow, najintensywniej po 22 dniu zycia, co skutkuje
zmianami w proporcjach ilosciowych pomigdzy indolami uwalnianymi do medium.
Stwierdzono, ze izolacja embrionalnych szyszynek z ich naturalnej niszy indukuje rozwoj
biosyntezy MLT i jej rytmicznosci dobowej. Modyfikacje zachodzace w trakcie hodowli sa
podobne do zmian zaleznych od wieku. Obserwacje takie poczyniono po raz pierwszy 1.3 one
bardzo istotne w kontekscie analizy wynikéw uzyskanych w dtugoterminowych hodowlach
komérek szyszynki ptasich zarodkéw, takich jak hodowle jednowarstwowe. W odniesieniu do
mechanizmow regulacyjnych badania wykazaly, ze sekrecja MLT jest zalezna od cyklu
dobowego $wiatto — ciemnos¢ we wszystkich badanych grupach wiekowych, aczkolwiek nalezy
podkresli¢, ze 6-godzinna ekspozycja na swiatlo w czasie fazy ciemnej doby nie wptywa na
wydzielanie MLT. Aktywnos$¢ endogennego oscylatora ujawnia si¢ w regulacji sekrecji MLT
w szyszynkach zarodkéw w wieku 24 dni i starszych, ale nie jest w stanie generowa¢ rytmu juz
po jednym cyklu. W niniejszych badaniach po raz pierwszy wykazano silne hamujace dziatanie
noradrenaliny (NE) na wydzielanie MLT przez komorki szyszynki zarodkéw, zarowno podczas
fazy jasnej, jak i fazy ciemnej. Stwierdzono, ze poddanie eksplantow dziataniu NE w trakcie
kolejnych faz jasnych skutkuje wystepowaniem rytmu wydzielania MLT o duzej amplitudzie.
Wazrost zawartosci NE i jej metabolitu — kwasu wanililomandarynowy w ostatnich dniach zycia
zarodkowego sugeruje, ze adrenergiczna regulacja aktywnosci szyszynki, moze rozwijac sig
przed lub wkrotce po wykluciu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze potrzebe weryfikacji
dotychczasowych pogladow na temat ontogenezy szyszynki ptakow. Na podkreslenie zastuguje
rowniez fakt, ze po raz pierwszy w badaniach szyszynki ptakow stwierdzono, ze NE indukuje
bardzo duzy wzrost uwalniania 5-HT.

W mojej opinii praca doktorska lek. wet. Marii Hanuszewskiej-Dominiak jest
przygotowana poprawnie, w oparciu o prawidlowo zaplanowane i przeprowadzone
doswiadczenia, a uzyskane dane istotnie powiekszajg aktualny stan wiedzy o rozwoju szyszynki.

Praca jest w pelni oryginalna i nie narusza praw osob trzecich.
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