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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. wet. Marii Hanuszewskiej-Dominiak
pt. ,Rozwéj zarodkowy szlaku syntezy melatoniny w szyszynce gesi"

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

Cel pracy dotyczy poznania ontogenezy szlaku biosyntezy melatoniny i innych zwiazkéw
powstajacych z serotoniny takich jak 5-hydroksy- i 5-metoksyindole w szyszynce gesi domowej oraz
okreslenia mechanizméw regulujagcych  wydzielanie melatoniny u tego gatunku. Badania
przeprowadzono zaréwno w warunkach in vivo jak i in vitro. Badania in vivo dotyczyty okreslenia
poziomu indoli oraz poziomu katecholamin i ich metabolitéw, w kolejnych stadiach rozwoju
postembrionalnego, zaréwno w fazie jasnej i ciemnej doby. Cze$¢ badan in vitro zaplanowano
i przeprowadzono tak, aby okresli¢ mechanizmy regulacji aktywnosé wydzielniczej szyszynki przez
Swiatto i noradrenaling, gtéwnego neurotransmitera regulujgcego aktywnos¢ biosyntetyczng szyszynek
zwierzat kregowych. Z punktu widzenia chronobiologicznego wyjatkowo wartosciowe sg badania
rytmiki poziomu indoli przeprowadzonych zaréwno w uktadzie in vivo jaki i in vitro, w wielu punktach
czasowych doby.

Obecny stan wiedzy dotyczacy aktywnosci wydzielniczej szyszynki ptakéw, jest wynikiem badan
prowadzonych gtéwnie w trakcie rozwoju embrionalnego i postembrionalnego kury domowej, gatunku
bedacego organizmem modelowym, na co zwraca uwage w rozprawie Doktorantka. Elementy zegara
biologicznego u réznych gatunkow ptakéw, takich jak szyszynka czy siatkowka oka, maja rozny udziat
w biosyntezie melatoniny uwalnianej do krwioobiegu, a szyszynka, u tej gromady kregowcéw, wykazuje
réznice w budowie anatomicznej, histologicznej, dominacji produkgji poszczegdlnych zwigzkdéw
indolowych, czy regulacji uwalniania melatoniny. Biorgc pod uwage wymienione réznice oraz duzy
wktad badan prowadzonych na ptakach w wiedze o funkcjonowania zegara biologicznego, istnieje
potrzeba ich kontynuacji, miedzy innymi podczas rozwoju embrionalnego przedstawicieli tej gromady
kregowcow. Tematyka przedstawionej do oceny pracy doktorskiej doskonale wpisuje sie we
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wspomniany kierunek badan i skupia sie na interesujgcym problemie naukowym, ktéry zostat
catoéciowo zbadany przez Doktorantke. W kontekscie badar obecnie prowadzonych przez inne zespoty
badawcze, nainnych gatunkach zwierzat, przedstawiona do recenzji praca, prézentuje naukowo bardzo
aktualne zagadnienie i znacznie rozszerza wiedzg dotyczaca ontogenezy szlakéw biosyntezy melatoniny
i mechanizméw regulujacych jej wydzielania u ptakéw. Najwazniejsze jednak jest to, ze dzieki
przeprowadzonym badaniom wzrosty mozliwoéci interpretacji danych juz istniejacych.

Rozprawe doktorskg przygotowano na podstawie dwdch spdjnych tematycznie artykutow
naukowych opublikowanych w Czasopismach z dziedziny nauk biologicznych: International Journal of
Molecular Science oraz Molecules. Kopie tych artykutéw zostaty dodane do rozprawy. Nalezy
podkredli¢, ze czasopisma te uwazane sq przez Srodowisko naukowe za bardzo dobre, a w punktacji
Ministerstwa Edukacji i Nauki majg po 100 punktéw. Sumaryczny, piecioletni wspotczynnik ich przebicia
(IF) wynosi prawie 10, co $wiadczy o wysokim poziomie opublikowanych badan. Z o$wiadczen
wspofautoréw tych publikacji wynika, ze Doktorantka w duzej mierze opracowata koncepcje
opublikowanych badan, wykonata wigkszos¢ oznaczen, analiz otrzymanych wynikdw oraz przygotowata
publikacje, ktére byty dyskutowane ze wspdtautorami i podlegaty korekcie ze strony Promotora
Doktorantki. Swiadczy to o duzej dojrzato$ci naukowej Doktorantki.

Gtowna cze$¢ rozprawy doktorskiej to omodwienie publikacji. Poza nim przedStawiono
streszczenie osiggniecia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétéw oraz wspomniane oéwiadczenia
wspotautoréw artykutéw. Omdwienie publikacji jest dosy¢ obszerne i zawiera wedtug ogdlnie
przyjetego uktadu: wstep, przedstawienie gtoéwnego i szczegétowych celéw badan, materiatéw i metod,
wynikow, dyskusje, wnioski oraz piSmiennictwo. Nalezy zauwazy¢, ze omowienie publikacji jest
wyczerpujgce, doktadne i bardzo dobrze napisane. Nie mam wiec w stosunku do niego zadnych
zastrzezen i nie znajduje powazniejszych niedoskonatosci. W rozprawie, poza przedstawieniem zrédta
finansowania przeprowadzonych badan, nie przedstawiono informacji dotyczacych pozostatych
osiggniec naukowych Doktorantki takich jak, udziat w innych projektach naukowych, autorstwa innych
publikacji, czy doniesien konferencyjnych. Licze, ze informacje te zostang przedstawione w trakcie
obrony pracy doktorskiej.

We wstepie omdwienia publikacji Doktorantka wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane
z przeprowadzonymi badaniami, opisujgc miedzy innymi: znaczenie szyszynki i jej hormonu melatoniny
w funkcjonowaniu zegara biologicznego zwierzat kregowych, lokalizacje i budowe histologiczng
szyszynki ptakow, funkcje melatoniny szyszynkowej jako zegara i kalendarza, synchronizowane przez
melatonine procesy fizjologiczne, szlak biosyntezy tego hormonu oraz 5-hydroksy- i 5 metoksyindoli.
W ostatniej czesci wstepu Doktorantka uzasadnia podjecie badan na szyszynkach gesi, ktére s3
przekonujace.

Kolejna czescig omoéwienia publikacji, jest przedstawienie materiatéw i metod pracy. Opis ten jest
przejrzysty, wyczerpujacy i zrozumiaty. Zostaty przyblizone zastosowane uktady eksperymentalne,
poczynajac od warunkéw inkubacdji jaj, przebiegu czterech gtéwnych doswiadczen, ze zwrdceniem
szczegbtowej uwagi na procedury analityczne, wykorzystane odczynniki i zastosowana analize
statystyczng wynikdw. W podrozdziale tym znalazly sie graficzne schematy doswiadczen i uzytego do
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oznaczen zestawu sprzetowego, ktérych nie ma w publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy.
Schematy te znacznie utatwiaja zrozumienie zastosowanych procedur badawczych. W podrozdziale
tym omowiono dwa typy badan in vivo i in vitro, przedstawiajac ich przebieg w sposéb odmienny niz
w opublikowanych artykutach, mianowicie taczac omdwienie wszystkich wynikéw in vivo
prezentowanych w dwéch publikacjach i oddzielnie badan in vitro. Podejscie to jest catkowicie
uzasadnione i utatwia analize wszystkich wynikéw otrzymanych w obu uktadach eksperymentalnych.
Nalezy stwierdzi¢, ze analizy badanych zwigzkéw wykonane metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja fluorescencyjnga lub elektrochemiczng jak réwniez radioizotopowe oznaczania
poziomu melatoniny sg najlepszymi obecnie stosowanymi metodami. O kunszcie metodycznym tych
oznaczen $wiadczy szeroka wspéfpraca'Katedry Histologii i Embriologii pod kierownictwem Pana prof.
Bogdana Lewczuka z innymi oérodkami naukowymi. Tak wiec, poprawnoé¢ i oryginalnos¢ metodyczna
stawianego problemu badawczego oceniam wysoko, a uktad doswiadczalny, wedtug mojej oceny,
zagwarantowat osiggniecie zamierzonych celéw badawczych.

Wyniki z przeprowadzonych badan oméwiono zgodnie z kolejnoscig opisu doswiadczen
przedstawionych w materiatach i metodach. W wyniku przeprowadzenia dos$wiadczen in vivo
Doktorantka otrzymata wiele interesujacych danych. Zaliczam do nich to, ze zawartos¢ tryptofanu
W szyszynkach gesi nie zmienia si¢ znaczaco podczas rozwoju embrionalnego jak i w ciggu doby, co
potwierdza teze, ze jest to charakterystyczne dla ptakéw. Otrzymane wyniki, ponadto ujawnity, ze
embrionalny rozwéj aktywnoéci biosyntetycznej szyszynki mozna podzieli¢ na trzy fazy, zwigzane ze
stopniem rozwoju embrionu. Pierwszg, obserwowang u zwierzat najmtfodszych, podczas ktdrej
szyszynka produkuje i metabolizuje serotoning ale brakuje jej zdolnosci do przeprowadzania acetylacji
serotoniny i metylacji 5-hydroksyindoli. Druga, w ktérej nastepuje rozpoczecie procesu acetylacji
serotoniny do N-acetyloserotoniny. Trzecia, w ktérej nastepuje juz wytwarzanie 5-metoksyindoli oraz
melatoniny. Wedtug mojej wiedzy jest to pierwsza tego typu obserwacja, ktéra byta mozliwa do
uchwycenia dzieki, kompleksowemu, wyjgtkowo szczegotowemu podejsciu do badanego zagadnienia,
nie spotykanego w innych tego typu badaniach. To co jest réwnie cenne i nie byto dotychczas
prezentowane to obserwacja, ze poziom w szyszynkach 5-hydroksy- i 5-metoksyindoli wzrasta wraz
z rozwojem embriondw, a ich okotodobowa rytmiczna biosynteza rozwija sie w nich bardzo wczeénie.
Dopetniajac obraz zaprezentowanych wynikéw, nalezy nadmieni¢, ze wykazaty one istotne dobowe
wahania zawartosci N-acetyloserotoniny, melatoniny i kwasu 5-metoksyindolo-octowego pojawiajace
si¢ w pdzniejszym etapie rozwoju embrionalnego. Nalezy stwierdzi¢, ze otrzymane wyniki wzmacniaja
twierdzenie, ze u ptakéw istnieje specyficzny gatunkowo typ metabolizmu indoli, ktory ostatecznie
ksztattuje sie u nich w okresie postembrionalnym. Z kolei, wyniki analiz poziomu katecholamin i ich
metabolitdw, w fazie jasnej i ciemnej doby, wykazaty wzrost ich poziomu w szyszynkach wraz
z rozwojem embrionéw, a co jeszcze bardziej interesujace, nie zaobserwowano jakichkolwiek réznic
w stezeniu tych zwigzkéw miedzy fazg jasng i ciemna doby. Stusznym wnioskiem, wyciagnietym przez
Doktorantke z tych badan jest to, ze adrenergiczna regulacja szyszynki rozwija sie u tego gatunku
w okresie postembrionalnym.



Badania in vitro, opisane w drugiej czesci oméwienia publikacji, dotyczg wydzielania przez
szyszynki do medium hodowlanego melatoniny, jej prekursoréw oraz 5-hydroksy- i 5-metoksyindoli.
Szyszynki w tej czesci badan wyizolowane zostaty, podobnie jak w badaniach in vivo, w réznych stadiach
rozwoju embrionalnego gesi i hodowane byty w réznych wariantach oéwietlenia oraz w obecnosci
noradrenaliny w medium hodowlanym. Nalezy zauwazy¢, ze detekcje uwalnianych przez szyszynke do
medium produktéw przemian tryptofanu, ze wzgledu na czesciowo niewykrywalny ich poziom,
Przeprowadzono na mniejszej ich liczbie niz w badaniach in vivo. Badania te jako pierwsze okre$laja
poziom 5-hydroksytryptaminy, serotoniny, N-acetyloserotoniny oraz kwasu 5-metoksyindolooctowego
uwalnianych przez szyszynki ptakéw w hodowli przeptywowej. Jest to jeden z elementdéw zwigzany
z protokotem eksperymentalnym, wskazujagcym na oryginalnoé¢ przeprowadzonych badan. Do
pozostatych waznych wynikéw tej czesci doswiadczen zaliczam potwierdzenie wiekszosci obserwacji
z doswiadczen in vivo dotyczacych wystepowania w rozwoju embrionalnym rytmicznoéci biosyntezy
badanych indoli w szyszynce gesi. Badania mechanizmoéw regulujacych wydzielanie melatoniny
wykazaty miedzy innymi, ze rytmiczne wielodniowe jej uwalnianie obserwowane jest w warunkach
standardowego oswietlenia. Poddanie szyszynek wielogodzinnej ekspozycji na éwiatto podczas fazy
ciemnej nie hamuje uwalniania przez nie melatoniny, podobnie jak ma to miejsce w czesci badaniach
przeprowadzonych na innych gatunkach ptakéw. Ponadto, stwierdzono, ze podobnej wielodniowe;j
rytmiki uwalniania tego hormonu nie wykazujg szyszynki hodowane w statej ciemnosci. Wskazuje to,
jak zauwaza stusznie doktorantka, na ograniczony wptyw zegara molekularnego na szlak biosyntezy
melatoniny w okresie embrionalnym gesi i dominacje regulacji biosyntetycznej szyszynki przez swiatto.
W przeprowadzonych badaniach PO raz pierwszy wykazano réwniez, ze noradrenalina hamuje
szyszynkowa sekrecje melatoniny, zaréwno w fazie jasnej jak i ciemnej oraz stymuluje uwalnianie
serotoniny i ogdlnie zaburza metabolizm indoli. Bardzo ciekawg wspomniang juz przeze mnie
obserwacja jest to, ze na aktywnos¢ biosyntetyczng szyszynek w ograniczony sposéb ma wptyw zegara
molekularny. Dyskutujgc to zagadnienie Doktorantka stwierdza, ze w kontekécie dostepnych danych
literaturowych fotorecepcja szyszynki ptakow z rzedu blaszkodziobych zachodzi prawdopodobnie za
posrednictwem Swiattoczutego pigmentu melanopsyny, ktéra jest funkcjonalnie zwigzana z regulacja
ekspresji genéw. Nie do korica rozumiem to stwierdzenie, bedace jak sadze skrétem myslowy, ale
wedtug mnie, mozliwa jest interpretacja, dotyczaca wrazliwosci szyszynek gesi i kaczek na dtugotrwaty
ekspozycje na swiatfo w fazie ciemnej, przy zatozeniu, ze ekspresja tego fotopigmentu ma
okotodobowy rytm, ze wzrostem w ciggu fazie jasnej doby. Istnieje mozliwos¢, ze gen kodujacy
melanopsyne jest kodowany przez gen kontrolowany przez zegar molekularny, a potencjalny profil jego
okotodobowej ekspresji powstaje na bardzo wczesnym etapie rozwoju embrionalnego ptakoéw. Tak,
wiec niezwykle interesujgcym bytoby przeprowadzenie kompleksowych badari poréwnawczych,
dotyczacych regulacji ekspresji tego genu, w tym udziatu w niej elementéw zegara molekularnego.

W kazdej z czesci opisu jak i w publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy, Doktorantka
wykazata sie bardzo dobrg znajomoscia literatury zwigzanej z podejmowang problematykg badawczg. _
Bardzo dojrzale dyskutuje otrzymane wyniki z dostepnymi danymi literaturowymi, a zastosowanie
bogatego uktadu eksperymentalnego z wieloma zmiennymi, dostarcza duza liczbe interesujgcych
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Podsumowuijac, stwierdzam, ze przeprowadzone przez Doktorantke badania s9 badaniami
podstawowymi i Znaczaco wzbogacajg dziadzing wiedzy jaka jest chronobiologia. Wyjatkowo
wyczerpujaco przedstawiajg ontogeneze rozwoju aktywnogci biosyntetycznej szyszynki u kolejnego
gatunku ptakéw. Co wydaje mi sie najwazniejsze, wykazaty, ze rytmiczne zmiany w metabolizmie indoli
W szyszynce rozwijajg sie podczas rozwoju embrionalnego gesi, oraz potwierdzity wystepowanie
znacznych réznicw proporcjach tych zwigzkéw w szyszynkach réznych gatunkéw ptakow. Potwierdzity,
ze okotodobowe Zmiany poziom melatoniny szyszakowej u ptakéw, nie wynikaja jedynie z aktywnoé¢
acetylotransferazy serotoninowej, enzymu uznawanego za kluczowy w generowaniu okotodobowego
rytmu biosyntezy tego hormonu. Wskazaty duze znaczenie Swiatta w regulacji aktywnosci
biosyntetycznej embrionalnych szyszynek oraz to, ze adrenergiczna regulacja ich aktywnogci u ptakow
rozwija sie pod koniec okresu embrionalnego. Oczywiscie, wszystkie pozostate obserwacje dotyczace
mechanizmu biosyntezy melatoniny podczas rozwoju embrionalnego, rozszerzajy znacznie wiedze
w tym zakresie uzmystawiajg koniecznoé¢ dalszego prowadzenia tego typu badan.

Pragne podkresli¢, ze lektura rozprawy byta dla mnie bardzo interesujgca, aw swojej recenzji
nie wymienitem wszystkich istotnych wynikéw i odkry¢ Doktorantki. W trakcie Czytania nasuneto
mi sie kilka pytan, dlatego oczekuje, ze w trakcie obrony Doktorantka na nie odpowie. Czy biosynteza
5-hydroksy- i 5 metoksyindoli w szyszynce ma jakies znaczenie fizjologiczne? Czy Zmiany w biosyntezie
5-hydroksy- i 5 metoksyindoli w szyszynce wptywaja znaczgco na poziom syntetyzowane;j przez nig
melatoniny? Czy na podstawie prezentowanych w rozprawie wynikéw badarn wskaza¢ enzymy

uczestniczgce w biosyntezie indoli, ktérych ekspresja kontrolowana jest przez zegar molekularny?
Whiosek koricowy

Rozprawa doktorska Pani lek. wet. Marii Hanuszewskiej-Dominiak pt. ,Rozwoj zarodkowy szlaku
syntezy melatoniny w Szyszynce gesi " spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim
zgodnie z art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 , Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" (Dz.U. z 2021 r.
poz/478 z pdin. Zm), sktadam wiec na rece przewodniczgcego Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Warmiﬁsko—Mazurskiego Pana prof. dr hab. Krzysztofa Wasowicza wniosek
o dopuszczenie Pani lek. wet. Marii Hanuszewskiej-Dominiak do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. ze wzgledu na wysokg wartoé¢ Poznawczy przeprowadzonych badan, ktére zostaty
opublikowane w uznanych czasopismach naukowych, whnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Warmiﬁsko-Mazurskiego o wyréiniehie rozprawy.




