y UNIWERSYTET ‘

A\ 4 WYDZIAL
PRZYRODNICZY MEDYCYNY
w Lublinie WETERYNARYINE)

ZAKEAD HISTOLOGII I EMBRIOLOGI
KATEDRA ANATOMII 1 HISTOLOGIH ZWIERZAT
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej
UNIWERSYTETU PRZYRODNICZEGO W LUBLINIE

Lublin, dnia 02.02.2022 1.

OCENA
Pracy doktorskiej lek. wet. Marii Hanuszewskiej-Dominiak wykonanej
w Katedrze Histologii i Embriologii, Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

Tytut pracy: ,Rozwdj zarodkowy szlaku syntezy melatoniny w szyszynce gesi”

Promotor: prof. dr hab. Bogdan Lewczuk
Promotor pomocniczy: dr n. wet. Magdalena Prusik

Podstawa formalna

Zgodnie z Uchwalg Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 19 listopada 2021 r. zostalam powotana
na recenzenta w/w rozprawy doktorskiej.

Szyszynka jest bardzo waznym gruczolem dokrewnym kregowcdw, polozonym
w nadwzgorzu, wytwarza melatoning (MLT) regulujaca przede wszystkim rytm
dobowy organizmu. Ten zwigzek indolowy wplywa na cykliczno$¢ wielu
fizjologicznych proceséw w tym rozrodczosc, aktywnos¢ lokomotoryczng, a takze
orientacje przestrzenng podczas lotéw ptakéw. Obecnie wiadomo, ze szyszynki
ptakéw domowych charakteryzujg sie istotnymi roznicami pod wzgledem budowy
anatomicznej i histologicznej, profili zwiazkéw indolowych oraz mechanizméw
regulujacych wydzielanie MLT. Stad istnieje zapotrzebowanie prowadzenia badan
poréwnawezych, w tym dotyczacych rozwoju zarodkowego gruczolu. Obecna wiedza
na temat szyszynki ulega znacznemu wzbogaceniu i wiadomo, ze jej histologiczna
struktura w rozwoju powylegowym ptakéw podlega specyficznym, gatunkowym
zmianom, Natomiast dane o rozwoju szyszynki ptakéw w okresie zarodkowym sg
nieliczne i opieraja si¢ gltéwnie na wynikach badan przeprowadzonych in vifro na
embrionach kury domowej i przepidrki japonskiej. Dotychczas ustalono, ze proces
syntezy MLT w szyszynce ptak6w rozpoczyna si¢ juz w zyciu zarodkowym i zachodzi
rytmicznie, gdy jaja inkubowane sa w nastgpujacych po sobie dobowych fazach



$wiatto/ciemnosé. Regulacja wydzielania MLT w szyszynce ptakéw jest bardzo
zhozonym procesem. Gruczol ten odbiera bezposrednio bodzce Swietlne, co powoduje
zmpicjszenie wydzielania MLT i przesunigcie fazy rytmm. Ponadio w szyszynce
funkcjonuje endogenny generator rytmu. Jej aktywno$¢ kontrolowana jest takze przez
oscylator znajdujacy sic w jadrze nadskrzyzowaniowym podwzgérza, kibrego
aktywno$¢ reguluje $wiatto odbierane przez siatkéwke oka.

Dotychczasowe do$wiadczenia, prowadzone gtownie w Katedrze Histologii
i Embriologii UWM w Olsztynie, znacznie wzbogacily §wiatowa wiedzg odnosnie jej
budowy i funkcji w omtogenezie réznych gatunkéw ptakéw. Uzyskane wyniki
wskazuja na gatunkowa specyficzno$¢ metabolizmu zwiazkéw indolowych w tym
gruczole. Jednakze w dalszym ciagn mie wszystkie aspekty odnosmie przemian
biochemicznych prowadzacych do syntezy MLT i funkcji szyszynki sq w pelni
poznane. Dlatego weiaz powstaja nowe opracowania na jej temat. Przykladem tego
moze by¢ niniejsza praca doktorska przedstawiajaca rozwéj zarodkowy szlaku syntezy
MLT w szyszynce gesi. Dysertacja ta jest nowoczesna forma rozprawy doktorskiej
1 ma charakter poznawczy.

Ocena formalna

Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest cykl dwoch oryginalnych artykutéw
naukowych opublikowanych w prestizowych czasopismach International Journal of
Molecular Sciences i1 Molecules o 1lacznej punktacji punisterialne; 280
i wspdlczynniku oddzialywania IF - 8,967. Nalezy podkreshé, Ze te parametry
bibliometryczne sa bardzo wysokie i znacznie przekraczaja wymogi ustawowe
stawiane rozprawom doktorskim. Cyki publikacyjny, zaopatrzony jest w opracowanie
zbiorcze wykonane w klasycznym ujeciu, przedstawiajace kolejno streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow, wstep, material i metody, wyniki,
dyskusje, wnioski i piSmiennictwo. Doktorantka jest pierwszym autorem tych
publikacji 1 jak wynika z dolaczonych do opracowania ofwiadczen wspolautorow Jej
udziat w ich powstaniu byl zmaczacy, polegal na opracowaniu koncepciji
i przeprowadzeniu badan, analizie wynikow, sformulowaniu  wnioskéow
i przygotowaniu manuskryptow do druku. Nalezy podkresli¢, ze rozprawa doktorska
ma charakter nowatorski. Praca powstala w ramach projektn PRELUDIUM 16 pt.
Rozwoj szyszynki gesi domowej w okresie zarodkowym — aspekty strukturalne
i funkcjonalne” (nr umowy: UMO-2018/31/N/NZ4/01248) finansowanego ze srodkow
Narodowego Centrum Nauki oraz programu Ministerstwa Edukacji i Nauki pod nazwa
~Regionalna Inicjatywa Doskonatosci” w latach 2019-2022 (nr projektu
010/RID/2018/19).

Ocena merytoryczna

Wstep wprowadza czytelnika w tematyke badawcza w oparciu o aktualny stan
wiedzy na temat budowy szyszynki i postnatalnych zmian u rézmych gatmnkéw
ptakéw. Miazsz tego gruczolu stanowia wlasciwe komorek szyszynki - pinealocyty,
glejowe komorki podporowe oraz mniej liczne neurony. Pinealocyty dzigki obecnoscel
barwnikéw pinopsyny i melanopsyny sa bezposrednio wrazliwe na $wiatto. Komork:



te aktywnie wychwytuja z krwi tryptofan przeksztalcany w 5-hydroksytryptofan, ten
w serotoning (5-HT), z ktérej wytwarzana jest MLT uwalniana bezposrednio do krwi
w rytmie dobowym charakteryzujacym si¢ wysokim poziomem sekrecji w nocy
i niskim w dzieh. Doktorantka zaznacza, ze szyszynka ptakéow, wykazuje rbznice
gatunkowe dotyczace profili zawartosci zwigzkéw indolowych, amplitudy 1 przebiegu
ryiméw dobowych pozioméw tych zwiazkéw oraz roli poszezegdinych mechanizméw
regulujacych rytm sekrecji MLT. Obecnie wiadomo, Ze proces syntezy MLT
rozpoczyna si¢ w okresie embrionalnym i przebiega rytmicznie podczas inkubacii jaj
w warunkach nastepujacych po sobie dobowych faz $wiatla 1 ciemnosci. Dotychczas
badania prowadzone byly prawie wylaczaie u kury najozgsciej w warunkach in vifro.
Szyszynka gesi ze wzgledu na szezegdlne cechy morfologiczne 1 biochemiczne, ktore
Doktorantka podkresla, jest odpowiednim modelem do badan stanowiacych przedmiot
niniejsze) T0Zprawy.

Giéwnym celem pracy bylo poznanie ontogenezy szlaku syntezy MLT
i powiazanych =z nim szlakéw przemian zwiazkéw indolowych oraz
scharakteryzowanie mechanizméw regulujacych wydzielanie MLT w szyszynce gesi
domowej w okresie rozwoju zarodkowego. Szczegélowe cele badan obejmowaty
scharakteryzowanie w szyszynkach zarodkéw gesi domowej: ontogenezy szlakdw
metabolicznych zwiazanych z synteza 5-HT 1 jej dalszymi przemianami w MLT oraz
pochodne powstajace w wyniku oksydacyjnej deaminacji, poprzez okreslenie ich
zawartosci, wystgpowania rytméw dobowych zawartoSci zwiazkow indolowych
zwigzanych z synteza MLT w warankach cyklu $wietlnego 121:12D, mechanizméw
regulujacych wydzielanie MLT w hodowli narzadowej przeplywowej 1 zawartosci
katecholamin i ich metabolitéw w okresie zarodkowym. Nalezy podkresli¢, ze jest to
nowatorskie, wicloaspektowe ujecie tematyki badawcze.

Kazdy z podrozdziatéw ,Materiat i metody” zawiera szczegélowy opis
przeprowadzenia badan wykonanych w warankach irn vive 1 in vitro na szyszynkach
zarodkow gesi domowej pobranych miedzy 14 a 28 dniem inkubacii jaj w odstepach
dwudniowych. Do badan in vivo pobierano gruczoly o rézmych godzinach cyklu
$wietlnego 12L:12D. Z kazdej grupy wiekowej nzyskano po 5 gruczoléw do dwoch
doswiadczen. W pierwszym etapie oznaczano zawarto$¢ 9 zwigzkéw indolowych,
zwigzanych ze szlakiem syntezy MLT oraz dobowe wahania zawartoscl
5-hydroksyindoli i S-metoksyindoi w szyszynkach z wykorzystaniem mefody
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z rozdzialem w gradiencie stgzen
i detekejq fluorescencyjna. W drngim etapie badan oznaczano zawarto$¢ katecholamin
1 ich metabolitéw w szyszynkach metoda HPLC z detekcja elektrochemiczng w celu
poznania ontogenezy toru syntezy i metabolizmu katecholamin.

Eksperymenty iz vitro wykonano w hodowli narzadowej przeplywowej w celu
poznania mechanizméw regulujacych aktywnosé wydzielnicza gruczohi. Szyszynki
pochodzily od embrionéw w wieku od 18 do 28 dni. Hodowle przeprowadzono
w réznych warunkach os$wietlenia, réwniez z dodatkiem noradrenaliny do medium.
Wyniki z do$wiadczenn skompletowano z 4 szyszynek z kazdej badanej grupy.
Poziom MLT we wszystkich zgromadzonych probkach oznaczano metoda
radioimmunologiczna. W wybranych prébkach medium okreslano zawartosé
5-hydroksyindoli i 5-metoksyindoli metoda HPLC z detekcja fluorescencyjna w celu
scharakteryzowania zmian w metabolizmie indoli zwigzanych z wiekiem zarodkéw



i zachodzacych podezas w hodowli. Uzyskane wyniki poddano analizie statystyczne;
wykorzystujac odpowiednie testy. Uwzgledniajac powyzsze informacje stwierdzam,
7e byly to nowoczesne i dobrze dobrane metody pozwalajace na realizacie celow
badaf i jednoczeénie gwarantujace wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow.

Nalezy podkresli¢, ze rozdzial ,Material i metody” wzbogacaja, kolorowe
ryciny dos§wiadczefn prowadzonych ir vivo 1 in vilro oraz przejrzysty schemat zestawa
do przeplywowej hodowli narzadowej szyszynek ptakow.

Wymiki zostaly bardzo szczegdétowo opisane i przedstawione na 23 rycinach.

Badania in vivo, pozwolily stwierdzi¢ trzy fazy rozwoju szlaku syntezy MLT
w zarodkowej szyszynce gesi. W pierwszej szyszynka 14-dniowych zarodkow
produkuje i metabolizuje 5-HT, ale nie posiada mierzalnej zdolnosci do acetylacyi tej
aminy 1 metylacji 5-hydroksyindoli. W drugie fazie rozwoju okoto 16 dnia rozpoczyna
si¢ acetylacja 5-HT i zapoczatkowane jest wytwarzanie N-acetyloserotoniny. Od 18
dnia inkubacji jaj, podczas trzeciej fazy metabolizimu zwiazkéw indolowych, dochodzi
do zainicjowania metylacji S5-hydroksyindoli i po raz pierwszy w szyszynkach gesi
wykryto bardzo niskie poziomy 5-metoksyindeli fj. kwasu 5-metoksyindolooctowego
i MLT. Poziomy 5-hydroksyindoli i 5-metoksyindoli znaczaco wzrastaja z wiekiem
zarodkéw i1 sa najwyzsze w szyszynkach u 26 - 28-dniowych zarodkéw gesi.
U 14-dniowych zarodkow w szyszynce stwierdzono rytmiczno$é dobowa zawartosci
5-hydroksytrtyptofanu, 5-HT 1 kwasu hydroksyindolooctowego. Od 20 dnia rozwoju
wykazano istotne dobowe wahania zawartosci N-acetyloserotoniny, MLT 1 kwasu
5- metoksyindolooctowego. Podczas rozwoju gruczoh: przebieg i amplitudy rytméw
dobowych wulegaja zmianom. Doktorantka wykazala gatunkowo specyficzny profil
metabolizu zwiazkéw indolowych, ktéry jest determinowany w ontogenezie
embrionalnej szyszynki gesi. Dodatkowo stwierdzita zmiany zawarto$ci katecholamin
1 ich metabolitow bez dobowych wahai w szyszynce zarodkOw gesi. Zawartos$e
noradrenaliny 1 jej giéwnego metabolitu kwasu wanililomandarynowego wzrasta
w ostatnich dniach rozwoju bez dobowych wahat ich zwartosci.

Wyniki uzyskane z do$wiadczett in vitro w hodowli narzadowej przeplywowej
wjawnily, ze szyszynka 18-dniowych zarodkow gesi, wydziela mierzalne ilo$ci MLT.
Jej sekrecja zwigksza si¢ stopniowo z wiekiem zarodkéw, a gwaltowny wzrost
wydzielania MLT do medinm odnotowano po 22 dniu rozwoju zarodkowego gesi.
Aktywno$é wydzielnicza szyszynek embrionéw gesi ulega wyrazmym zmianom
w hodowli przeplywowej prowadzonej w cykiu 12L:12D. W kolejnych dobach
hodowli poziomy wydzielania hormonu znacznie wzrastaly podczas fazy jasnej
i ciemnej. Wzrost sekrecji MLT w czasie hodowli byl wigkszy w szyszynkach
miodszych zarodkéw niz starszych. W pierwszym dniu hodowli w normalnym cyklu
dobowym. rytmiczno$¢ wydzielania hormonu wykazano w szyszynkach 24-dniowych
zarodkow. W drugim dniv hodowli nocne piki wydzielania MLT wystapily takze
w szyszynkach mlodszych zarodkéw. Nocne wydzielanie tego hormonu 1 amplituda
zmian dobowych byly znacznie wyzsze w szyszynce zarodkéw 22-dniowych
w trzecim dniu hodowli niz u 24-dniowych zarodkéw w pierwszym dniu hodowli.
Wyniki te wskazuja, Ze izolacja zarodkowych szyszynek z ich nataralnego $rodowiska
indukuje rozwo]j aktywnosci wydzielniczej, a wiec rozwoj szlaku syntezy MLT i jej
rytmiczno$ci dobowej, co po raz pierwszy opisala Doktorantka. Ponadto
w do$wiadczeniach in vitro wykazano, Ze rytmiczne uwalnianie z szyszynki



18-dniowych zarodkow gesi S-hydroksytryptofanu i kwasu 5-hydroksyindolooctowego
zachodzi kilka dni przed wyksztalceniem  si¢ rytmu dobowego uwalmania
N-acetyloserotoniny, MLT 1 kwasu 5-metoksyindolooctowego. Doktorantka
stwierdzila réwniez, ze sekrecja MLT jest bezpoSrednio kontrolowana przez cykl
swiatlo-ciemnosé oraz endogenny oscylator njawniajacy si¢ W szyszynce zarodkow
w wieku 24 dni i starszych. Jednakze ekspozycja na §wiatto w czasie fazy ciemnej nie
miata wplywu na wydziclanic MLT. Ponadto po raz pierwszy stwierdzono, ze dodanie
noradrenaliny do hodowli hamuje wydzielanie MLT przez szyszynki zarodkow w obu
fazach cyklu $wietlnego. W czasie kolejnych faz jasnych poddanie eksplantow
szyszynki dziataniu tej katecholaminy w cykiu dobowym powoduje wystgpowanie
regularnego rytmu sekrecji MLT o duzej amplitudzie. Wyniki wykazaly takze, ze
noradrenalina indukuje wydzielanie 5-HT.

Autorka w umiejetny i przemySlany sposob dyskutuje swoje wymiki,
przedstawia wszystkic aspekty zwigzane z badanymi zagadnieniami w oparciu
o odpowiednio dobrane pismiennictwo liczace 93 pozycje. Doktorantka wlasciwie
sformulowala 10 wnioskéw. Jako recenzent tej pracy doktorskiej nie mam Zzadnych
uwag merytorycznych i jezykowych.

Podsumowujac nalezy stwierdzié, ze lek. wet. Maria Hanuszewska-Dominiak
przygotowala rozprawe doktorska profesjonalnie, we wlasciwy sposéb sformulowata
problem naukowy 1 cele badaf, wlasciwie dobrala techniki badawcze, osiggneta
zatozone cele, wykazala sie znajomoS$cia literatury, umiejetnie przedyskutowala
wyniki swoich badan oraz przygotowala tekst rozprawy.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Przedlozong rozprawe doktorska oceniam wysoce pozytywnie, w pelni speinia
wszystkie wymagania okre§lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakvesie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 5395 z poéz.zm.) W zwiazku z powyZszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetn = Warmifisko-Mazurskiego
w Olsztynie z wnioskiem o dopuszczenie lek. wet. Marii Hanuszewskiej-Dominiak do
dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie wnoszge o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowna nagroda
ze wzgledu na tematyke, stanowiacq wazng czeSé $wiatowych badan, nowatorstwo
i wysoka warto$¢ naukowa.




