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Recenzj a rozprałvy doktorskiej mgr Katarzyny Witkowskiej

pt.:,,Zoleżność pomiędzy kr tkoterminowym uzupełniajqcym żywieniem owiec
w okresie ciqiy i laktacji, a aktywnościq osi somatotropowej, ekspresjq receptortiw

leptynowych w prqysadce m rgowej i tempem dojrzewania płciowego jarek,

wykonanej w ZaMadzie Patofizjologii Katedry Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych,
W y działu Medycyny Weterynaryj nej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie,
pod kierunkiem Dr hab. Urszuli Kosior-Korzeckiej.

Recenzj a została wykonan a na podstawie uchwały Rady Wydziału Medycyny Weterynaryj nej
Uniwersytefu Przyrodniczego w Lublinię z dn. 27 kułietrua}at7 r.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Witkowskiej doĘczy tzw. programowania
rozwojowego' zjawiska o znaczeniu ogÓlnobiologicztrYffi, ktÓrego poznanie zasługuje na
szczegilIną uwagę w naukach weterynaryjnych, zootechnicznych i medycznych. Koncepcja

''programowania rozwojowego'' zaKada, ie bodziec działający w okresie wzrostu i rozwoju
prenatalnego wprowadza długotrwałe zmiany rozwojowe i fizjologiczne w kluczowych
tkankach lub układach narząd6w. Niedożywienie płodu powoduje uruchomienie serii
fizjologicznych i/lub metabolicznych adaptacji' polegaj4cych na priorytetowym rozwoju
waznych natząd6w, takich jak mÓzg, kosztem innych, np. trzustki i mięśni szkieletowych.
Zgadnie Z tą hipotezą, niedostateczne odzywianie wewn4trzmaciczne trwale zmienia
(,,programuje'') rozwÓj i metabolizm orgatizsrlu, indukując zmiany fizjologiczne w okresie
po-urodzeniowym, korzystne dla przeiycia potomstwa trwa]e natazonego na niedoŻywienie
(np. hiperfagię, odkładanie tłuszcztt). Badani a wykazały, ie niska masa urodzeniowa, jedno

z następstw rozwojowego zaptograffIowania organizmu ptzęz niekorzystne warunki in utero,
predysponuje owcę da zŃwze wzrosfu i dojrzewania płciowego, U prosiąt skutkuje często
wysoką zawartością kolagenu i tkanki tłuszczowej w mięśniach szkieletowych, a u ludzi
prowadzi do objawÓw zespołu metabolicznego, takich jak nadciśnienie tętnicze, otyłość,
cukrzyca typu 2. U podstaw tych zabvrzęi LeŻą zmiany strukturalne niektÓrych naruądÓw,
modyfikacje szlakÓw sygnałowych i metabolicznych, mechanizff|y epigenetyezrue oraz
dysfunkcja mitochondriÓw. owca jest doskonałym modęlem do badafi prenatalnego
programowania zaburzen wieku dorosłego, poniewuŻ rozwÓj tkanki tłuszczowej oraz sieci
neuronÓw podwzgÓrza regulującej pobieranię pokarmu i rÓwnowagę energetlczttą, zachodz|
tak jak u ludzi, ptzed narodzinami. Podobny przebieg zjawisk rozwojowych ptzesqdza
o większej wartości wynikÓw badan prowadzonych na owcach, jako modelu



doświadczalnym. w porÓwnaniu z modelem Wzoni. W świetle powyiszych danych, podjęty
ptzez DoktoranĘ temat badawczy jest interdyscyplinarny i niezwykle istotny pod względem
poznawcrym. Ponadto, wobec istniej4cej potrzeby poszukiwania strategii hodowlanych
podnoszących wydajność reprodukcyjną, poznan|e efektu krÓtkotrwałego ukierunkowanego
żywienia matek na potomstwo predysponowane do zaburzei wzrostu i dojrzewania
płciowego' ma duze znaczenie praktyczne.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej i uwagi
Przedstawione do oceny opracowanie obejmuj e I54 strony maszynopisu i ma formę

klasycznej rozprary. Dzięło zaw:ręra stronę tytułową, podpisane oświadczęrua Autorki
i Promotora pracy, spis treści, wykaz stosowanych skrÓtÓw, streszczerua w jęz. polskim
i angielskim, wstęp, cel pracy, matenały i metody, wyniki, dyskusję i piśmiennictwo.

W rozdziale Wstęp Autorka rozprawy przedstawiła aktualny stan wiedzy dotyczącej
wybranych aspektÓw regulacji procesÓw nvi4zanych z osiągnięciem dojrzałości płciowej
i utrzymaniem aktywności rozrodczej zwierząt gospodarskich. Najwięcej uwagi poświęcono
leptynie: Doktorantka przedstawiła ogÓln4 charakterystykę tego hormonu, jego znaczerue
biologiczne i molekularny mechanizm działaria. Bardzo szczegÓłowo i obszernie został.
opisany vypływ leptyny na aktywność osi hormonalnej podwzgltze-ptzysadka mÓzgowa-
jajniki w czasie dojrzewania płciowego, W ciryy i laktacji' rÓwnieŻ w aspekcie sezonowej
kontroli aktywności rozrodczej owiec. Sporo miejsca Autorka poświęciła udziałowi leptyny
w regulacji osi somatotropowej: wydzielaniu hormonu wzrostu, insulinopodobnego czynnika
wzrostu.I, oraz powiązanej z trut.,,systemem IGF'' insuliny. Tak szezegÓłowy opis udziału
leptyny w regulacji aktywności osi somatotropowej i gonadotropowej dobrze dokumentde
z.naczącq rolę tego hormonu w kontroli wzrostu i dojrzewania płciowego, kluczowych
aspektach warunkujących wydajność hodowlanę. Nie do koricazgadzam się ze stwierdzeniem
ze str. 29, ie ,,Insulina i lepĘna należq do hormonÓw odpowiedzialnych za długoterminowq
regulację przyjmowania pokarmtl.,, . Nie kwestionując istotnej roli obu hormonÓw
w integracji procesÓw mętaboliczxrych i rozrodczych, należałoby podkreślić rÓŻrucę w ich
działariu, poniewaz insulina jest koj arzona rÓwnież z krÓtkoterminową kontrol4 uczucia
głodu i sytości' poprzez wspomaganie działarua podwzgÓrzowęgo ,,g1ukostatu'o. w.tej części
Wstępu, Zapewre w celu podniesienia czytelności opracowania, Autorka zamieściła kilka

ryci.n (Ryc. I-6) ze,schematami opisywanych procesÓw regulacyjnych. Ryciny nie spełniają
jednak tego zadania, ponieułuŻ zostały zarieszczone w wersji oryginalnej, zaczerpniętej
z artykrlłÓw źrÓdłowych, a ich opisy są zby skromne i nie zawierĄ4 objaśnieri symboli
uwidocznionych na rycinach. PrzyŁJadem moze byÓ Rycina 3 ze str. 28: dopiero po lekturze
źrÓdłowej publikacji, z ktorcj pochodzi (Farhy i wsp. 2007 Model-projected mechanistic
bąses for sex dffirences in growth hormone regulation. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol, 292, 1577-1593), a zwłaszcza zapoznaniu się z objaśnieniami''strzałek i symboli
literowych otaz, ogÓlnie porÓwnawczym ujęciem regulacji uwalniania hormonu wzrostu
u osobnikÓw rÓżmej płci, moŻna w pełni odczytac sens schemafu. w moim przekonaniu,
oryginalne angloj ęZyczne ryciny na\ęiało zmodyfikowaÓ na potrzeby rozprawy doktorskiej,
dostosować je do zilustrowania konkretnych mechanizmÓW i, przede wszystkim, opattzyć,
wyczerpuj ącymi obj aśnieniami.



W porÓwnaniu z batdzo rozbudowaną charaktęrystyką wielokierunkowe go działania
leptyny, opis modyfikacji procesÓw toztodczych poprzez interwencje żywieniowe wydaje mi
się dosyć skromny. Tytuł podrozdziału 1.I ] .2, ,, Manipulacje polrarmowe', jest mało
informacyjny, naleiałoby go uściślić w celu lepszego powipania z treścią tej części pracy
(np. ,,Znaczęrie modyfikacji Ąrwieniowych w programowaniu wzrosfu i rozwoju''). Ustalenie
potencjalnego rnaczęnia suplementacji zywieniowej w rozwoju nxtletzqt, obciązonych
ryzykiem zakłÓconego wzrostu i opÓźnionego dojrzewania płciowego jest nadrzędnym celem
przedstawionej rczptaw i z uwagi na to nalęŻało bardziej szczegÓłowo przedstawić aktualne
poglądy na temat mechanizmÓw i niekorzystlrych następstw programowania prenatalnego.

Sformułowanie właściwego celu pracy zostało poprzedzone krÓtkim uzasadnieniem,
w ktÓrym Autorka przypomniała, przytoczone wcześniej we Wstępie, najważniejsze
przesłanki do podjęcia bada . W moim przekonaniu, było to posunięcie sfuszne i przydatne
dla zwiększenia czytelności pracy, nvłaszcza wobecbatdzo obszernego Wstępu. Dla jeszcze
lepszego efektu mozna byłoby pominąÓ niektÓre informacje, dotyczące np. zależności
lepĘna-GnRH i leptyna.LH i FSH, tym bardziej, że hormony te nie były badane w ramach
rozpraw, oraz zarttechać, cytowania bibliografii. W ramach jasno określonego celu ptacy,
Autorka sformułowała 4 zadanta badawcze, ktÓre polegały na: 1. Poznaniu zależmości
pomiędzy osoczowym stęzeniem leptyny, somatotropiny, IGF.I i insuliny oraz ekspresją
receptorÓw leptynowych w przysadce gruczołowej, a terminem pierwszej owulacji u jarek;2.
określeniu wpływu krÓtkoterminowego ukierunkowanego żywienia owiec.matek w okresie
civy i laktacji na aktywność osi somatotropowej, ekspresję receptorÓw leptyny w przysadce
mÓzgowej araz tempo przyrostÓw masy ciała i dojrzewania płciowego jarek kontrolnych
i predysponowanych do opÓźnienia dojrzewania płciowego; 3, Ustaleniu wpływu leptyny
na wydzielanie hormonu wzrostu ptzęz komÓrki przysadki mÓzgowej jarek in vitro;
4. określeniu wpływu somatotropiny, IGF-I i insuliny na ekspresję dfugiej formy receptora
leptynowego (oB.Rb) w komÓrkach przedniego płataprzysadki mÓzgowej in vitro.

Część, metodyc7rta ptacy zajmuje 14 stron i opisuje doświadczenia prowadzone w
układzie in vivo i in vitro. Tę część rozprawy otwiera podrozdział' 3.I. odczynniki i materiały,
w ktÓrym Autorka zamteściła spis materiałÓw i przedmiotÓw nietrwałych użytych
w doświadczetiach. Wykaz w przedstawionej formie jest mało przystępny i niekompletny,
kolejność wymienionych produktÓw jest dosyć przypadkowa, nie dla wszystkich środkÓw
podano źrodło ich pozyskania, a nięktÓTch, np. prÓbÓwęk i pipet do hodowli komÓrkowych,
w ogÓle nie wymieniono' chociaz jest oczywiste, Że były utryane. w mojej opinii,
odczynniki i materiały na|eŻałoby pogrupować temaĘcznie, wÓwczas spis byłby bardziej
cz1telny, a jego kompletność łatwiejsza do skontrolowania przezAutorĘ rozprawy.

Etap pracy w układzie in vivo stanowiło doświadczenlę przeprowadzone na
maciorkach linii SCP, rilfruqcych się masą ciała i poziomem leptyny w osoczu krwi (grupy I
i II)' u ktÓrych stwierdzono ciązę pojedynczą (grupy IS i IIS) lub mno gą-b|iźautaczą (grupy IM
i IIM)' i ktÓre następnie poddano krÓtkotrwałemu zywieniu uzupełniającemu w czasie civy
(grupy ISEP, IISEP, IMEP, IIMEP), w czasie laktacji (grupy ISL, [SL, IML, IIML) lub
zarÓwno w czasie civy jak i laktacji (srupy ISEPL, IISEPL, IMEPL, IIMEPL). U jarek,
będących potomstwem matek z poszczęgÓlnych grup określano: wielkośÓ dziennych
przyrostÓw masy ciała, moment osiągnięcia dojrzałości płciowej (pierwsza owulacja)
i ekspresję długiej, funkcjonalnej izoformy receptora leptynowego ob.Rb w przysadce



mÓzgowej . Zarięszezony na str. 50 schemat (Ryc. 7) batdzo ułatwia ztozlxnienie tego
kilkuetapowego i rozbudowanego doświadczetia, a zastosowane ptzez Dolctorantkę skrÓcone
nazwy poszczegÓlnych grup i podgrup zwterząt są niezbędne do sprawnego i zrozlltriałego
opisu te części Jej pracy. Wszystkie procedury i metody badawcze z wykorzystaniem zwieruąt
uzyskały akceptację II Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doświadczen na Zwieruętach
w Lublinie, wyrażoną w uchwałach nr f5l2010 i2012013. w rozprawie brakuje jednak kilku
istotnych danych, dotyczącvch tego skomplikowanego doświadczetia, przeprowadzonego'
łączrtte, na duzej liczbie nlierząt," np. nie podano, gdzie zostało ono wykonane. W opisie
części metodycznej pracy nie zna|azfam rÓwnieŻ informacji o żywieniu owiec-matek
w okresie poprzedzającym inseminację, co jest istotne, wobec dobrze udokumentowanego
znaczętia czynnikÓw iywieniolvych i metabolicznych, działa1ących w okręsie około.
zapłodnieniowym (rozdział 7. Piśmiennictwo, poz. 154, 155 i 162), w zjawisku
programowania rozwoju potomstwa. Autorka rozprawy podaje, Ża,,od 6 do I0 miesiqca
życia aktywność jajnikÓw monitorowano metodq laparoskopowq. Pierwszq owulację
stwierdząno na podstawie obecności na jajnilal pierwszego ciąłką żÓttego. '' (str. 5 1).
Ta informacja, niepoparta dokumentacją fotograficzną, wydaje mi się nieco zdawkowa. Warto
byłoby rorwinąÓ opis monitorowania cyklu jajnikowego, ewentualnie, zilustrowaÓ go

rcprezentatywnymi obrazami. Włączenie materiału dokumenĘącego monitorowanie
wystąpienia owulacji do prezentaeji rczptawy w trakcie publicznej dyskusji, byłoby cennym
uzupełnienięm aktualnej wersji dysertacji. W kolejnym akapicie (ta sama str.51) Autorka
pisze, ię ,, od 4.go do ukoriczenia 8-go miesiqca zycia, w odstępach miesięcznych,
każdorazowo pomiędzy godz. 8.00 a ]I.00 (co 15 minut) pobierana była lcrew Z 4ły szyjnej
zewnętrznej. W uzyskanym osoczu krwi ąnąlizowano stęzenie leptyny, somatotropiny, IGF-I
i insuliłty. ', Nasuwa się pytanie, czy podjęto prÓbę udokumentowania wystąpienia owulacji,
poprzez oznaczenie w tym materiale rÓwnież innych hormonÓw. Z opisu tej części prac

doświadczalnych nie wynika jasno, cZY jagnięta, od ktÓrych poubojowo pobrano przysadki

mÓzgowe po ukorĄczeniu 7. i 8. miesiąca Życia, to były jarki, u ktÓrych stwierdzono
wystąpienie owtilacji (str. 51).

Pewien niedosyt pozostawia rÓwniez opis części eksperymentalnej pracy prowadzonej

w układzie in vitro. Brakuje w nim informacji dotyczących szczegilłowego składu pozywek
doświadczalnych i korrtrolnych. Nasuwa się pytanie, czy do podania hormonÓw in vitro
zastosowano jakieś. specyficzne rozpuszczalniki1składniki, a jeśli tak, to cz! hodowle
kontrolne rÓwnieżz zostaĘ poddane działaniu tych rwiqzkćlW, W rÓwnowaźnych stężeniach.
Cry te rozpuszczalruktlmviązki miĄ wpływ na Żywotność komÓrek? Jaki parametr kryje się
pod pojęciem ,owskaźnik proliferacji komÓrek'' (str. 52, rczdział 3.2.2.), badany w warunkach
przedŁlnającej się inkubacji w pozywce pozbawionej surowicy, co nie sprzyja proliferacji?
wynik testu MTT opartego o aktywnośĆ dehydrogenaz mitochondrialnych (Jacobson i wsp.
1994. Programmed cell death and704BcI-2 protection in the absence of a.nucleus. EMBO J.
705,1899-910.) świadczy o natęieniu oddychania komÓrkowego i iywotności komÓrek, ktÓre
mogą być obnizone Wry dtutŻszej inkubacji bez substarrcji bioaktywnych. W mojej opinii,
do oceny liczby komÓrek bardziej przydatny byłby test z fioletem krystalicznp, wiryącym
się z DNA. W opisie zakładania doświadczen na hodowlach komÓrek przysadki mÓzgowej
brakuje informacji o ilości wysianych komÓrek. Autorka rczpraw podaje wprawdzie,
Ża,,Załłiesinę o gęstości 2,5 x Id źywych komÓrelr/ml umieszczano (...) w 24-dotkowych
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płytlrach.,,, ale w przypadku hodowli konfluentnych gęstośÓ wysiewanej zawiesiny ma
znaczerue pomocnicze, bardziej istotna jest liczba wysianych komÓrek. Dopełnieniem
protokołu doświadczalnego byłaby zatęm informacja, jaka objętość podanej zawiesiny
wysiano przy zakładarttu doświad czetia.

otrzymane wyniki zostaĘ opracowane i zaprezentowane w sposÓb bardzo czytelny.
Ich sprawozdawczy opis obejmuje 62 strony, Z czego połowę za1mują ryciny i tabele. Strona
estetyczna ptezerftacji wynikÓw zasfuguje na uznanie: Doktorantka przyjęłapewną konwencję
kolorystycztLą, umożliwiasącą sprawnę identyfikacJę i odrÓznienie grup doświadczalnych
i stosuje ją konsekwentnie w całej pracy. W kolejnych podrozdziałach Autorka przedstawiła
z;rriany stęzeri wybranych hormonÓw w osoczu krwi jarek, będących potomstwem matek
z tÓŻnych grup doświadczaInych otaz opisała korelacje badanych parametrÓw. Doktorantka
pisze m. in., Że ,,Stężenie leptyny w 8 miesiqcu utrzymywało się na podobnym poziomie (...),
czego konseh,vencjq była zachowana, u wszystkich jarek, aktywność jajnikow.,, Uwaiam to
sformułowanię za ruezbyt trafne' zachowana aktywność jajnikÓw była konsękwencjQ
osiągnięcia dojrzałości płciowej, a nie wyiszego poziomu leptyny. U większości badanych
jarek wuost poziomu leptyny w osoczu krwi był zbieżmy w czasie z wystąpieniem pierwszej

owulacji, nie był on jednak warunkiem wystarczaj4cym' o czym świadczy brak stwierdzonej
owulacji przy ponadfizjologicznych stęzeniach leptyny w osoczu krwi jarek Z grup IIMC
i IIMEP. Pewne zastrzeŻenia budzą ryciny, w ktÓrych opisie brakuje informacji o liczbie

,,surowych danych'' (n), ktÓre posfużyły do obliczenia zaptezentowanych wartości
średnich*SD. Rozmieszczęrie niektÓrych literowych oznaczei roitnc statystycntych
na rycinach 10-12jest niejasne' poniewaz nie pokrywa się zprzebiegiem linii na wykresie.

W podrozdziale 4.t.2.1. (str. 68) Doktorantka podaje, Że ,,bIĘwyższy poziom e|rspresji
nKNA oB.Rb w pr4lsadlrach gruczołowych stwierdzono we wszystkich badanych podgrupach
po ulroriczeniu 6 miesiqca życia (...) W 7 miesiqcu życia, w olcresie wystqtrlienia pierwszej

owulacji, stwierdzono obniżenie poziomu elrspresji wRNA oB-Rb (...).,, Trudno jest zgodziÓ

się z powyżs4lm stwierdzeniem, poniewaz średnie wartości dla 6. i 7. miesiąca Ęcia nie

rÓżrrlulq się istotnie (Ryc. 13). Mozna jedynie wskazaÓ na pewną tendencję spadkoWą, nasuwa
się rÓwniei pytanie o biologiczne Znaczęrue obnizęnia ekspresji receptora o 6.|2%.
oznaczenia istotności statystyczrych na Rycinach l4.1 6 budzą wątpliwości. Powstaje pytanie

o interpretację statystyczną o7ntaczętna ,,&,b,, i ,,b,c''. Na rycinę 17 prawdopodobnie wkradł się

błąd: nie jest jasne, dlaczego nad stupkiem wartości śrędnich dla 5. miesiąca Życiajarek
urodzonych przez matki z gnłpy ISC zaznaczono ,,&b,,. Na tej samej rycinie pojawia się
pęwna niekonsekwencja w oznaczeniach statystycznych: w grupie ISC ,,d, oznacza rnźzszą
wartość, a ,,b,, wartości vtyŻsze, podczas gdy w grupach ISEP, ISEPL, i ISEL jest

odwrotnie. Podobnaptzypadkowość literowych ozraczeó istotności statystycznych występuje
na rycinach: 18 (str. 8l), 20 (str. 83),21 (87),22 (str. 88) i 24 (str. 90), gdzie kolejne litery
alfabetu w obrębie jednej podgrupy są przyporządkowane do wartości. średnich rosnąco,
a w innych podgrupach _ malejąco. Ujednolicenie zasaĘ uŻycia tych oznaezeri byłoby
korzystne dla spÓjności pracy.

W podrozdziale 4.l,6. ponownie pojawiają się niefortunne sformułowania sugerujące
bezpośredru nxltęek między wzrostem masy ciała, a lvystąpieniem pierwszej owulacji (str.

99-101). Nasuwa się rÓwniei pytanie, crym rÓżnlią się dane zebtane w Tabeli 1 od wartości



przedstawionych na Rycinach 29-32. Na Rycinie 31 nieprecyzyjrue zaznaczono podgrupy
jarek, u ktÓrych ok. 240. dnia Życia wystąpiła pierwsza owulacja.

W rozdzialę 4.2. rozprawy Autorka opisała wyniki doświadczen przeprowadzonych
w układzię in vitro na kultrrrach owczych pierwotnych komÓrek części gruczołowej przysadki
mÓzgowej. Ryciny zawartę w tej części pracy są cz1telne, drobne zastrzęŻerua mogQ budzić
tytuły osi rzędnych, uwzględniające godziny prowadzonych pomiarÓw, co jest zbędne,
poniewaz wpływ czasu na badane pffiametry ilustrują linie w rÓżnych kolorach. Zauvtażyłam
pewre rcfuieiności między opisem i treścią rycin, np. informacja podana w podrozdzia\e
4.2.3.1. (str. 118): ,,I{ajwyzsze z zastosowanych stężeri 10.6 i I0-5 M, powodowaty obniżenie
poziomu elrspresji nKNA oB-Rb przez cały olcres doświadczenia.'' nie znEdĄe potwierdzenia
w danych przedstawionych na Rycinie 36, ponięwuŻ przy wartościach średnich badanego
parametru, uzyskanych dla najwyŻszych zastosowanych stężeri hormonu nie zarięszczono
oznaczen istotności statysĘcznej. Podobne zasttzeienia budzi niezgodność pomiędzy
informacją, dotycząla wpĘwu najwyzszych badanych stężeri IGF-I (podrozdział 4.2.3.2.)
a wartościami zaptezerrtowanymi na Rycinie 37.

Rozdział 5. Ęsfusja zajmu1e 14 stron i został podzielony na części, ktÓre pod
względem treści korespondują z kolejnymi podtozdziałami Wynilrow. Autorka w syntetycmly
sposÓb omÓwiła najwużmiejsze lvyniki uzyskane w toku reaIizacji planu badawczego pracy
doktorskiej oraz podjęła prÓbę interpretacji pocąmlonych spostrzeie . PorÓwnała własne
wyniki z rcałItatarrti opublikowanych wcześniej badail i z &uą dojrzatością zmierzyła się
Z brakiem jednoznacntych i spodziewanych zależności międry niektÓrymi badanymi
wskaznikami oraz z rozbieżnościami między własnymi i opublikowanymi obserwacjami.
W moim odczuciu, dobrym uwiericzeniem Dyslanji byłoby jej krÓtkie podsumowanie,
w formie tekstu lub syntetycznęgo schematu uwzględniającego nĄvtażuiejsze osiągnięcia
zaprezetrtowane w rozprawie. Lek1ura tej części pracy byłaby łatwiejsza, gdyby Autorka
zastosowała w tekście odwołania do własnych wynikÓw' przy ich omawianiu.

W oparciu o uzyskane wyniki doŚwiadcze Doktorantka sformułowała 10 wnioskÓw.
Ten rozdział ro4prawy budzi pęwne zastrzeŻenia, w mojej opinii, wnioski są zbyt |icnte,
niepotrzebnie rozdrobnione' miejscami powtarzające się w treŚci. Na przykład, wnioski 4.,5.
i 6. nawivujądo wniosku 1. i powinny byćprzedstawione, jako jego rozwinięcie. Wnioski 2.
i 3. dotyczą wpływu,suplementacji żnvieniowej na badane parametry wzrosfu i dojrzewania
płciowego i powinny być przedstawione łącznte. Wnioski ,|., 9. i 10. są powtÓrzeniem
wynikÓw ptzeprowadzonych obserwacji. Wniosek 8. nie jest poparty wynikami opisanymi
w rozptawie, pontewuŻ rue przędstawiono dowodu na hamowanie ekspresji receptora ob.Rb
w prowadzonych doświadczeruach. Wniosek jest w istocie domniemaniem mechanizltuu
regulującego wydzielanie GH na poziomie komÓrek części gruczołowej przysadki mÓzgowej,
opartym, w duzej mietze, na danych bibliograficznych, ffi. in. wcześniejszych badaniach
zespofu, w ktÓrym działa Dolrtorantka.

Ftozdział' 7. Piśmiennictwojest obszerny, obejmuje 237 pozycji, zktÓrych większość
(152) tkazała się po 2000 r. Wykorzystane materiały źrÓdłowe zostaĘ dobrane właściwie,
dostarczają obszernej wiedzy z zak'ręsu fizjologii, endokrynologii, medycYnY, zootechniki,
biologii komÓrki, biologii molekularnej i genetyki, co potwierdza interdyscyplinarne
7a:raczerue podj ętej temaĘki badawczej .



Uwagi szczegÓłowe
. w streszczeniach brakuje jasno wyodrębnionych wnioskÓw oraz proby przeniesienia
uzyskanych wynikÓw na sytuacj ę in vivo.
. Niezręczności i drobne błędy językowe: str. t7 i wszystkie ryciny (z wyj4tkiem Ryc. 8) _

opis umieszcza się pod ryciną, a nie nad ni4; str. 18, 1. zdarię _ zarriast ,,finalnie'', powinno
byÓ ,,ostatecznie,,; str. 26, rozdział. l.7.,4. zdanie _ zamiast ,jego'' powinno być ,jej''
(leptyny); str. 27, tozdział |.8. _ przedostatnie zdarltejest niejasne' niezbyt trafne wydaje się
rÓwnież nazwanie leptyny ,,rutiqzkjem'' (podobnie nazwano grelinę na str. 31); str. 29,
1. zdarie zarriast ,,rwi4zane jest'', lepiej byłoby ,,skutkuje''; str. 30, rozdział. 1.10
konstrukcja słowna ,,dojrzewanie oocytÓw ptzez swoiste receptory'' nie jest właściwa; stt. 46

zdanię ,,Program badawczy podzielony został na dwa etapy: pierwszy zrealizowar,y
w warunlrach in vivo, drugi - w warunkach in vitro.'' powinno być zarrtieszczone ptzed
podrozdziałęm 3.2.I., a nie w jego obrębie; str. 61 ruęztęczność językowa w tytule
podrozdziału:,,...osoczowym stężeniem lepĘny w osoczu lłwi.,.,,;; stt.72, opis Ryciny 13 _

Narycinie nie wysĘpuje litera ,,b,,, nie ma zatempotrzeby wyjaśnianiajej znaczęnia; str. 102,
opis Tabeli 1 - Sformułowanie ,,masy ciata slrorelowane z wystryieniem pierwszej owulacji,,
jest niewłaściwe, powinno być np. ''masy ciała w momencie wystąpienia pierwszej owulacji'';
rczdział. 7. Piśmiennictwo _ drobne błędy edytorskie w zapisie danych bibliograficznych
pozycji: 38, 45,77, 119, 155, 1 56, 157, t58.

Ocena rozprawy doktorskiej
Przechodząc do oceny merytorycznej przedstawionej rozprawy naleŻy, przede

wszystkim, podkreślić jej ambitny cel, jakim było ustalenie wpływu krÓtkoterminowego
ukierunkowanego zywienia owiec-matek na wybrane parametry warunkuj4ce procęs
dojrzewania płciowego potomstwa. Badania ujęte w harmonogramie pracy przeprowadzono
w ramach projektu finansowanego przęz MNiSWA{CN (nr NN308598439), co dodatkowo
przemawia za ich wartością naukową. Na uznanie zasfuguje wybÓr modelu badawczego,
na ktÓrym przeprowadzono doświadczenia.. znalazły się w nim grupy zwieruąt
predysponowane do opoźnierua dojrzałości płciowej, cry|i pochodzące z mnogiej ciryy
lub urodzone przez oĘłe matki, jak rÓwniez grupy zwteruąt obciqzonych podwÓjnym

ryzykiem ZaptogtarrIowania zabwzen wzrostu somatycmIego i dojrzewania płciowego (cięa
mnoga otyłych matek). Model tęn moze z powodzeniem słuzyć do dalszych badan, poniewaz
został' uwiarygodniony obserwacjami poczynionymi przęz Doktorantkę, takimi, jak.
a) rÓinice w masie urodzeniowej jagniąt będących potomstwem matek z rlinych grup
doświadcza|nych (tEniŻsza masa urodzeniowa u jarek z grupy ,,podwÓjnego ryzyka,,
wystąpienia zabwzęn w dojrzewaniu płciowym); b) tlitljice w przyrostach masy ciała
u potomstwa matek z rÓŻnych grup (największe przlrosty w plźniejszym okresię obserwacji
u jarek z grqpy ,,podwÓjnego ryzyka,, wystąpienia ww zaburzei); c) opoźnięnie inicjacji
dojrzałości płciowej u jagniąt pochodz4cych Z ciw mnogiej lub od otyłych matek
(największe opÓźnienie _ u jarek obciązonych podwÓjnym ryzyh'tem wysĘpienia zabtnzen);
d) prawidtowa dodatlria korelacja między osoczowymi stężeniami somatotropiny i IGF-I.

wyniki uzyskane przez Dok1orantkę stanowią cenny wkład do wiedzy doĘcz4cej
znaczęnia lepĘny w regulacji procesÓw zułiqzanych z osiągnięciem dojrzałaści płciowej.
W toku rcalizacji pracy ustalono, Ża wzrost osoczowego stężenia lepfyny w zakresie



fizjologicznymjest zbieżny w czasie z osiągnięciem dojrzałości płciowej. Z drugiĄ strony,
ponadfiĄologicznym stęzeniom leptyny, zwlqzarlym z duią masą ciała i tkanki tłuszczowej
towaruyszy opÓzrrienie lub zahamowanie owulacji, ktÓre przynajmniej częŚciowo moŻna
wyjaśnić zmntejszoną wrazliwością na leptynę na poziomie przysadki mÓzgowej. Brak
vryruźnych zależmości między osoczowymi stężeniami somatotropiny i IGF.I a osiągnięciem
dojrzałości płciowej wskazuj e, ze nriarry tych hormonÓw w zakresie ich fizjologicznych
stęzerl mają drugorzędne znaczetie dla wystąpienia owulacji w zastosowanym modelu
doświadcza|nym. Pozorna rozbiężność między opublikowanymi danymi a niektÓrymi
obserwacjami przedstawionymi w niniejszej rozprawie nie umniejsza jej walorÓw
ponrawczych, stanowi nieodłączny element złoizonych układÓw biologicmych i modęli
doświadczalnych, dojrzałego naukowca skłania do stawiania kolejnych hipotez, toruje drogę
ptryszłym badaniom.

opisane w rozprawie obserwacje mają duŻa wartośÓ praktyczną, bowiem wskazują
na możliwość przyspieszenia osiągnięcia dojrzałości płciowej potomstwa poryZez
krÓtkotrwałe zywienie uzupełniające matek w okresie laktacji i podniesienia wartości PRKA
ich mleka. Zastosowana procedura suplementacji żywieniowej okazała się skuteczna
rułłaszcza w przypadku jarek narażonych na oba czynniki ryZyka opÓźnienia wzrosfu
i dojrzewania płciowego.

Kolejnym afutem zaptezentowanej rozprawy jest jej duiza rÓżnorodność metodyczna.
Do wykonania anaIiz zastosowano m. in. metody: wysokosprawnościowej chromatografii
cieczowej (oznaczante l7-B.estradiolu i progesteronu w osoczu krwi), immuno enzymatyczną
(oznaczanie stęzeri lepĘny, GH, IGF.I i insuliny w osoczu krwi i/lub podłożu hodowlanym
in vitro), radioimmunologiczną (oznaczarl|e stęzeó lepfyny w osoczu krwi), oraz opĘczną
spektrometrię emisyjną (oznaczante stęzerl jonÓw w mleku), izo|ację i hodowlę in vitro
komÓrek części gruczołowej przysadki mÓzgowej, technikę PCR w czasie rzeczyvmstym,
testy kolorymeĘcrne oceny zywotności i aktywności metabolicznej komÓrek w kulturach
in vitro. Ponadto Autorka przeprowadziła ana|iry korelacji i w większości przryrpadkÓw
wykazała silne zw|ą,ki pomiędzy badanymi wskaznikami, co ułatwiło interpretację
uzyskanych wynikÓw. Nowoczesna i zrÓżłllcowana metodyka badawcza zapewnia
wiarygodność i wartość poznawczą opisanych doświadczeń.

obserwacje ,dotyczące bezpośredniego działanta hormonÓw (leptyna, GH, IGF.I,
insulina) na komÓrki części gruczołowej przysadki mÓzgowej in vitro wfuogacają wiedzę
o endokrynnych mechanizmach regulujących jej aktywność wydzielniczą. Stwierdzenie
za|eimego do stęzenia wpĘwu badanych hormonÓw na ekspresję receptora leptynowego ob.
Rb w kulturach komÓrek przysadki pozwala wysnuć wniosek, Ża wrazliwość części
gruczołowej przysadki mÓzgowej na leptynę jest wazrrym elementem integracji obwodowych
sygnałÓw zw|ązarrych z procesami somatycznego wzrostu (GH, IGF-I) oraz zę statusem
energetycznym i mętabolicznym organizmu (insulina). Słabszę stroną te.j części pracy jest
doświadczerie, w ktÓrym badano potencjalne interakcje AcTH-leptyna w regulacji
wydzielania somatotropiny. W moim przekonaniu, założzerue o hamującym wpływie ACTH
na ekspresję receptora leptynowego ob.Rb jest niewystarczĄące, powinno być poparte
analizą na poziomie transkrypfu ob-Rb (PCR w czasie tzęczryistym) lub jego produktu
białkowego (immunob1otting)' w danym układzie doświadcza|nym. Przebieg zrian
wydzielania somatotropiny do poŻywki inkubacyjnej Wzy wyższych stężeniach lepĘny
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i w obecności ACTH jest złoŻony i wyruźnie sugeruje: a) istnienie mechanizmurueza\ęŻnego
od hamowania receptora leptynowego' lub b) synergizm w działartiu obu czynnikÓw, lub
c) efekt nieswoisty, apewne światło na tę kwestię mogłyby rzvcii wyniki doświadczenia nad
wptywem samego ACTH navrrydzielanie GH, ale takich badari nie przedstawiono.

Wniosek koficowy
Podsumowując ocenę przedstawionej rozprary doktorskiej nalezy podkreśliÓ jej

mocne strony, takie jak: jasno sformułowana hipoteza badawcza, dqienie do jej weryfikacji
przy uzyciu rÓżnorodnych metod, starannie przedstawione wyniki otaz ich autorska, spÓjna
interpretacja. Praca wskazuje na rcz|egŁą wiedzę teoretyczną Doktorantki, opanowanie przez
Nią wspÓłczęsnęgo warsrtafil badawczogo, umiejętność pracy w zespole oraz zdolnośÓ
do samodzielnego realizowania zadafi naukowych. Przedstawione w recer:vji uwagi
i komentarze dotyczą niedociągnięÓ powstałych na etapie ostatecznego raportu
z przeprowadzonych badari i nie umniejszają walorÓw poznawczych i praktycznych
wykonanej pracy.

Na podstawie dokonanej oceny stwierdzalrl, Że przedstawiona praca spetnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim, określone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca za08 r.'
o stopniach naukołvych i tytule naukowym otaz o stopniach i Ęrfule w zakresie szfrrki.
Z pełnym przekonaniem przedkJadam Wysokiej Radzie Wydziafu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o podjęcie dalszych czynności
w przewodzte doktorskim mgr Katnzyny Witkowskiej. Jednocześnie, ze względu na duiy
wysiłek badawczy zmierzEący do rea|izacji ambitnego celu otaz wartośÓ poznawczą
i prakĘczną uzyskanych wynikow Zwracam się do Wysokiej Rady Wydziału Z prośbą
o rozwaienie wyrÓznienia przedstawionej rozprary doktorskiej stosowną nagrodą.

t /l.{,llLUil
Kataruyn:K$r.owska-fowalczyk
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