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Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Witkowskiej dotyczy tzw. programowania
rozwojowego, zjawiska o znaczeniu ogolnobiologicznym, ktoérego poznanie zastuguje na
szczegdlng uwage w naukach weterynaryjnych, zootechnicznych i medycznych. Koncepcja
L~programowania rozwojowego” zaklada, ze bodziec dzialajagcy w okresie wzrostu i rozwoju
prenatalnego wprowadza dlugotrwale zmiany rozwojowe i fizjologiczne w kluczowych
tkankach lub uktadach narzagdéw. Niedozywienie plodu powoduje uruchomienie serii
fizjologicznych i/lub metabolicznych adaptacji, polegajacych na priorytetowym rozwoju
waznych narzadow, takich jak moézg, kosztem innych, np. trzustki i migsni szkieletowych.
Zgodnie z tg hipotezg, niedostateczne odzywianie wewngtrzmaciczne trwale zmienia
(,,programuje”) rozwdj i metabolizm organizmu, indukujgc zmiany fizjologiczne w okresie
po-urodzeniowym, korzystne dla przezycia potomstwa trwale narazonego na niedozywienie
(np. hiperfagie, odkladanie thuszczu). Badania wykazaly, ze niska masa urodzeniowa, jedno
Z nastepstw rozwojowego zaprogramowania organizmu przez niekorzystne warunki in utero,
predysponuje owce do zaburzen wzrostu i dojrzewania ptciowego, u prosiagt skutkuje czesto
wysoka zawartoscig kolagenu i tkanki tluszczowej w miegs$niach szkieletowych, a u ludzi
prowadzi do objawdéw zespolu metabolicznego, takich jak nadcisnienie tetnicze, otylosc,
cukrzyca typu 2. U podstaw tych zaburzen lezg zmiany strukturalne niektérych narzadow,
modyfikacje szlakéw sygnalowych i metabolicznych, mechanizmy epigenetyczne oraz
dysfunkcja mitochondriéw. Owca jest doskonalym modelem do badan prenatalnego
programowania zaburzen wieku dorostego, poniewaz rozwoj tkanki tluszczowej oraz sieci
neuronéw podwzgorza regulujacej pobieranie pokarmu i rOwnowage energetyczna, zachodzi,
tak jak u ludzi, przed narodzinami. Podobny przebieg zjawisk rozwojowych przesadza
o wigkszej wartosci wynikow badan prowadzonych na owcach, jako modelu



doswiadczalnym, w poréwnaniu z modelem gryzoni. W $wietle powyzszych danych, podjety
przez Doktorantke temat badawczy jest interdyscyplinarny i niezwykle istotny pod wzgledem
poznawczym. Ponadto, wobec istniejagcej potrzeby poszukiwania strategii hodowlanych
podnoszacych wydajnos¢ reprodukcyjna, poznanie efektu krotkotrwatego ukierunkowanego
zywienia matek na potomstwo predysponowane do zaburzen wzrostu i dojrzewania
plciowego, ma duze znaczenie praktyczne.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej i uwagi

Przedstawione do oceny opracowanie obejmuje 154 strony maszynopisu i ma forme
klasycznej rozprawy. Dzielo zawiera strong¢ tytulows, podpisane o$wiadczenia Autorki
i Promotora pracy, spis tresci, wykaz stosowanych skr6tow, streszczenia w jez. polskim
i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje i pi$miennictwo.

W rozdziale Wstgp Autorka rozprawy przedstawila aktualny stan wiedzy dotyczacej
wybranych aspektéw regulacji proceséw zwigzanych z osiggnieciem dojrzatosci plciowej
i utrzymaniem aktywnosci rozrodczej zwierzat gospodarskich. Najwiecej uwagi poswigcono
leptynie: Doktorantka przedstawila ogdlng charakterystyke tego hormonu, jego znaczenie
biologiczne i molekularny mechanizm dziatania. Bardzo szczegbélowo i obszernie zostal
opisany wplyw leptyny na aktywnos$¢ osi hormonalnej podwzgérze-przysadka méozgowa-
jajniki w czasie dojrzewania plciowego, w cigzy i laktacji, rowniez w aspekcie sezonowej
kontroli aktywnosci rozrodczej owiec. Sporo miejsca Autorka poswiecita udziatowi leptyny
w regulacji osi somatotropowej: wydzielaniu hormonu wzrostu, insulinopodobnego czynnika
wzrostu-I, oraz powigzanej z tzw. ,,systemem IGF” insuliny. Tak szczegétowy opis udziatu
leptyny w regulacji aktywnos$ci osi somatotropowej i gonadotropowej dobrze dokumentuje
znaczgcg role tego hormonu w kontroli wzrostu i dojrzewania plciowego, kluczowych
aspektach warunkujacych wydajnos¢ hodowlang. Nie do konca zgadzam si¢ ze stwierdzeniem
ze str. 29, ze ,, Insulina i leptyna nalezq do hormondéw odpowiedzialnych za diugoterminowg
regulacje przyjmowania pokarmu.”. Nie kwestionujac istotnej roli obu hormondéw
w integracji procesow metabolicznych i rozrodczych, nalezaloby podkresli¢ réznice w ich
dzialaniu, poniewaz insulina jest kojarzona réwniez z krotkoterminows kontrolg uczucia
glodu i sytosci, poprzez wspomaganie dziatania podwzgorzowego ,.glukostatu”. W tej czesci
Wstepu, zapewne w celu podniesienia czytelnosci opracowania, Autorka zamiescita kilka
rycin (Ryc. 1-6) ze schematami opisywanych proceséw regulacyjnych. Ryciny nie spelniajg
jednak tego zadania, poniewaz zostaly zamieszczone w wersji oryginalnej, zaczerpnietej
z artykuléw zrédlowych, a ich opisy sa zbyt skromne i nie zawierajg objasnien symboli
uwidocznionych na rycinach. Przykladem moze byé Rycina 3 ze str. 28: dopiero po lekturze
zrédtowej publikacji, z ktérej pochodzi (Farhy i wsp. 2007 Model-projected mechanistic
bases for sex differences in growth hormone regulation. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol, 292, 1577-1593), a zwlaszcza zapoznaniu si¢ z objasnieniami strzalek i symboli
literowych oraz, ogdlnie pordwnawczym ujeciem regulacji uwalniania hormonu wzrostu
u osobnikéw roznej plci, mozna w pelni odczyta¢ sens schematu. W moim przekonaniu,
oryginalne anglojezyczne ryciny nalezato zmodyfikowa¢ na potrzeby rozprawy doktorskiej,
dostosowa¢ je do zilustrowania konkretnych mechanizméw i, przede wszystkim, opatrzyé
wyczerpujacymi objasnieniami.



W poréwnaniu z bardzo rozbudowang charakterystyka wielokierunkowego dzialania
leptyny, opis modyfikacji proceséw rozrodczych poprzez interwencje zywieniowe wydaje mi
si¢ dosy¢ skromny. Tytul podrozdzialu 1.11.2. , Manipulacje pokarmowe” jest mato
informacyjny, nalezatoby go uscisli¢ w celu lepszego powiazania z trescig tej czesci pracy
(np. ,,Znaczenie modyfikacji zywieniowych w programowaniu wzrostu i rozwoju”). Ustalenie
potencjalnego znaczenia suplementacji Zywieniowej w rozwoju zwierzgt obcigzonych
ryzykiem zakl6conego wzrostu i op6znionego dojrzewania plciowego jest nadrzednym celem
przedstawionej rozprawy i z uwagi na to nalezato bardziej szczegélowo przedstawi¢ aktualne
poglady na temat mechanizméw i niekorzystnych nastgpstw programowania prenatalnego.

Sformulowanie wlasciwego celu pracy zostato poprzedzone krotkim uzasadnieniem,
w ktorym Autorka przypomniata, przytoczone wczesniej we Wstepie, najwazniejsze
przestanki do podjecia badan. W moim przekonaniu, bylo to posunigcie stuszne i przydatne
dla zwigkszenia czytelnosci pracy, zwlaszcza wobec bardzo obszernego Wstepu. Dla jeszcze
lepszego efektu mozna byloby pomina¢ niektore informacje, dotyczace np. zaleznosci
leptyna-GnRH 1i leptyna-LH i FSH, tym bardziej, ze hormony te nie byly badane w ramach
rozprawy, oraz zaniecha¢ cytowania bibliografii. W ramach jasno okreslonego celu pracy,
Autorka sformulowata 4 zadania badawcze, ktére polegaly na: 1. Poznaniu zaleznosci
pomigdzy osoczowym stezeniem leptyny, somatotropiny, IGF-I i insuliny oraz ekspresja
receptoré6w leptynowych w przysadce gruczotowej, a terminem pierwszej owulacji u jarek; 2.
Okresleniu wptywu krétkoterminowego ukierunkowanego zywienia owiec-matek w okresie
cigzy i laktacji na aktywnos$¢ osi somatotropowe;j, ekspresje receptorow leptyny w przysadce
mozgowe]j oraz tempo przyrostow masy ciata i dojrzewania plciowego jarek kontrolnych
i predysponowanych do opdznienia dojrzewania plciowego; 3. Ustaleniu wptywu leptyny
na wydzielanie hormonu wzrostu przez komorki przysadki moézgowej jarek in vitro;
4. Okresleniu wptywu somatotropiny, IGF-I i insuliny na ekspresj¢ dlugiej formy receptora
leptynowego (OB-Rb) w komdrkach przedniego ptata przysadki mozgowe;j in vitro.

Czg$¢ metodyczna pracy zajmuje 14 stron i opisuje doswiadczenia prowadzone w
ukladzie in vivo i in vitro. T¢ cz¢$¢ rozprawy otwiera podrozdziat 3. 1. Odczynniki i materiaty,
w ktérym Autorka zamiescila spis materialow i przedmiotow nietrwatych uzytych
w doswiadczeniach. Wykaz w przedstawionej formie jest malo przystepny i niekompletny,
kolejnos¢ wymienionych produktéw jest dosy¢ przypadkowa, nie dla wszystkich $rodkéow
podano zrédlo ich pozyskania, a niektérych, np. probowek i pipet do hodowli komérkowych,
w ogo6le nie wymieniono, chociaz jest oczywiste, ze byly uzywane. W mojej opinii,
odczynniki i materiaty nalezaloby pogrupowaé tematycznie, wowczas spis bytby bardziej
czytelny, a jego kompletnos¢ tatwiejsza do skontrolowania przez Autorke rozprawy.

Etap pracy w ukladzie in vivo stanowilo doswiadczenie przeprowadzone na
maciorkach linii SCP, réznigcych si¢ masg ciala i poziomem leptyny w osoczu krwi (grupy I
i II), u ktérych stwierdzono cigze pojedyncza (grupy IS i IIS) lub mnogq-biiiniaczq (grupy IM
i IIM), i ktére nastepnie poddano krétkotrwatemu zywieniu uzupelniajgcemu w czasie cigzy
(grupy ISEP, IISEP, IMEP, IIMEP), w czasie laktacji (grupy ISL, IISL, IML, IIML) lub
zar6wno w czasie cigzy jak i laktacji (grupy ISEPL, IISEPL, IMEPL, IIMEPL). U jarek,
bedacych potomstwem matek z poszczegdlnych grup okreslano: wielkos¢ dziennych
przyrostow masy ciala, moment osiggniecia dojrzatosci plciowej (pierwsza owulacja)
i ekspresj¢ dhugiej, funkcjonalnej izoformy receptora leptynowego Ob-Rb w przysadce
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moézgowej. Zamieszczony na str. 50 schemat (Ryc. 7) bardzo ulatwia zrozumienie tego
kilkuetapowego i rozbudowanego doswiadczenia, a zastosowane przez Doktorantke skrocone
nazwy poszczegdlnych grup i podgrup zwierzat sg niezbedne do sprawnego i zrozumialego
opisu te czgsci Jej pracy. Wszystkie procedury i metody badawcze z wykorzystaniem zwierzat
uzyskaty akceptacje II Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach
w Lublinie, wyrazong w uchwalach nr 25/2010 i 20/2013. W rozprawie brakuje jednak kilku
istotnych danych, dotyczacych tego skomplikowanego doswiadczenia, przeprowadzonego,
lacznie, na duzej liczbie zwierzat, np. nie podano, gdzie zostalo ono wykonane. W opisie
czesci metodycznej pracy nie znalazlam réwniez informacji o Zzywieniu owiec-matek
w okresie poprzedzajacym inseminacje, co jest istotne, wobec dobrze udokumentowanego
znaczenia czynnikdw zywieniowych i metabolicznych, dzialajacych w okresie okoto-
zaplodnieniowym (rozdziat 7. Pismiennictwo, poz. 154, 155 i 162), w zjawisku
programowania rozwoju potomstwa. Autorka rozprawy podaje, ze ,,Od 6 do 10 miesigca
Zycia aktywnos¢ jajnikow monitorowano metodq laparoskopowq. Pierwszqg owulacje
stwierdzano na podstawie obecnoSci na jajniku pierwszego ciatka Zottego.” (str. 51).
Ta informacja, niepoparta dokumentacja fotograficzna, wydaje mi si¢ nieco zdawkowa. Warto
byloby rozwing¢ opis monitorowania cyklu jajnikowego, ewentualnie, zilustrowaé go
reprezentatywnymi obrazami. Wlgczenie materialu dokumentujgcego monitorowanie
wystgpienia owulacji do prezentacji rozprawy w trakcie publicznej dyskusji, byloby cennym
uzupehieniem aktualnej wersji dysertacji. W kolejnym akapicie (ta sama str. 51) Autorka
pisze, ze ,,0Od 4-go do ukonczenia 8-go miesigca Zzycia, w odstgpach miesigcznych,
kazdorazowo pomiedzy godz. 8.00 a 11.00 (co 15 minut) pobierana byla krew z zyly szyjnej
zewnetrznej. W uzyskanym osoczu krwi analizowano stezenie leptyny, somatotropiny, IGF-1
i insuliny.” Nasuwa si¢ pytanie, czy podj¢to probe udokumentowania wystgpienia owulacji,
poprzez oznaczenie w tym materiale rdwniez innych hormonéw. Z opisu tej czesci prac
doswiadczalnych nie wynika jasno, czy jagnieta, od ktérych poubojowo pobrano przysadki
moézgowe po ukonczeniu 7. i 8. miesigca zycia, to byly jarki, u ktérych stwierdzono
wystgpienie owulacji (str. 51).

Pewien niedosyt pozostawia rowniez opis cz¢sci eksperymentalnej pracy prowadzone;j
w ukladzie in vitro. Brakuje w nim informacji dotyczacych szczegétowego sktadu pozywek
doswiadczalnych i kontrolnych. Nasuwa si¢ pytanie, czy do podania hormonéw in vitro
zastosowano jakie$ specyficzne rozpuszczalniki/sktadniki, a jesli tak, to czy hodowle
kontrolne rowniez zostaly poddane dzialaniu tych zwigzkéw, w rownowaznych stezeniach.
Czy te rozpuszczalniki/zwigzki miaty wptyw na zywotno$¢ komorek? Jaki parametr kryje sie
pod pojeciem ,,wskaznik proliferacji komorek™ (str. 52, rozdziat 3.2.2.), badany w warunkach
przedtuzajacej si¢ inkubacji w pozywce pozbawionej surowicy, co nie sprzyja proliferacji?
Wynik testu MTT opartego o aktywnos¢ dehydrogenaz mitochondrialnych (Jacobson i wsp.
1994. Programmed cell death and 704 Bcl-2 protection in the absence of a nucleus. EMBO J.
705, 1899-910.) swiadczy o natezeniu oddychania komorkowego i zywotnosci komorek, ktdre
moga by¢ obnizone przy diuzszej inkubacji bez substancji bioaktywnych. W mojej opinii,
do oceny liczby komérek bardziej przydatny bylby test z fioletem krystalicznym, wigzacym
si¢ z DNA. W opisie zaktadania do§wiadczen na hodowlach komoérek przysadki mozgowej
brakuje informacji o ilosci wysianych komorek. Autorka rozprawy podaje wprawdzie,
ze ,, Zawiesing o gestosci 2,5 x 10° zywych komérek/ml umieszczano (...) w 24-dotkowych
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phytkach.”, ale w przypadku hodowli konfluentnych ggstos¢ wysiewanej zawiesiny ma
znaczenie pomocnicze, bardziej istotna jest liczba wysianych komoérek. Dopelnieniem
protokotu doswiadczalnego bylaby zatem informacja, jaka objetos¢ podanej zawiesiny
wysiano przy zaktadaniu do§wiadczenia.

Otrzymane wyniki zostaly opracowane i zaprezentowane w sposob bardzo czytelny.
Ich sprawozdawczy opis obejmuje 62 strony, z czego polowe zajmuja ryciny i tabele. Strona
estetyczna prezentacji wynikow zasluguje na uznanie: Doktorantka przyjeta pewna konwencjg
kolorystyczng, umozliwiajaca sprawng identyfikacje i odrdznienie grup doswiadczalnych
i stosuje ja konsekwentnie w calej pracy. W kolejnych podrozdziatach Autorka przedstawita
zmiany stezenn wybranych hormonéw w osoczu krwi jarek, bedacych potomstwem matek
z réznych grup do$wiadczalnych oraz opisata korelacje badanych parametrow. Doktorantka
pisze m. in., ze ,,Stezenie leptyny w 8 miesigcu utrzymywato si¢ na podobnym poziomie (...),
sformutowanie za niezbyt trafne, zachowana aktywnos$¢ jajnikow byta konsekwencja
osiggnigcia dojrzatosci piciowej, a nie wyzszego poziomu leptyny. U wigkszosci badanych
jarek wzrost poziomu leptyny w osoczu krwi byt zbiezny w czasie z wystapieniem pierwszej
owulacji, nie byt on jednak warunkiem wystarczajacym, o czym $wiadczy brak stwierdzonej
owulacji przy ponadfizjologicznych stezeniach leptyny w osoczu krwi jarek z grup IIMC
i IIMEP. Pewne zastrzezenia budzg ryciny, w ktorych opisie brakuje informacji o liczbie
,surowych danych” (n), ktére postuzyly do obliczenia zaprezentowanych wartosci
$rednich+SD. Rozmieszczenie niektorych literowych oznaczen roznic statystycznych
na rycinach 10-12 jest niejasne, poniewaz nie pokrywa si¢ z przebiegiem linii na wykresie.

W podrozdziale 4.1.2.1. (str. 68) Doktorantka podaje, ze ,,Najwyzszy poziom ekspresji
mRNA OB-Rb w przysadkach gruczotowych stwierdzono we wszystkich badanych podgrupach
po ukonczeniu 6 miesigca zZycia (...). W 7 miesigcu zycia, w okresie wystgpienia pierwszej
owulacji, stwierdzono obnizenie poziomu ekspresji mRNA OB-Rb (...).” Trudno jest zgodzi¢
si¢ z powyzszym stwierdzeniem, poniewaz Srednie wartosci dla 6. i 7. miesigca zycia nie
réznig si¢ istotnie (Ryc. 13). Mozna jedynie wskaza¢ na pewng tendencj¢ spadkowa, nasuwa
si¢ rOwniez pytanie o biologiczne znaczenie obnizenia ekspresji receptora o 6-12%.
Oznaczenia istotnosci statystycznych na Rycinach 14-16 budzg watpliwosci. Powstaje pytanie
o interpretacje¢ statystyczng oznaczenia ,,a,b” 1 ,,b,c”. Na rycing 17 prawdopodobnie wkradt si¢
blad: nie jest jasne,' dlaczego nad shupkiem wartosci $rednich dla 5. miesigca zycia jarek
urodzonych przez matki z grupy ISC zaznaczono ,,ab”. Na tej samej rycinie pojawia si¢
pewna niekonsekwencja w oznaczeniach statystycznych: w grupie ISC ,,a” oznacza nizsza
warto$é, a ,,b” — wartosci wyzsze, podczas gdy w grupach ISEP, ISEPL, i ISEL jest
odwrotnie. Podobna przypadkowos¢ literowych oznaczen istotnos$ci statystycznych wystepuje
na rycinach: 18 (str. 81), 20 (str. 83), 21 (87), 22 (str. 88) i 24 (str. 90), gdzie kolejne litery
alfabetu w obregbie jednej podgrupy sa przyporzadkowane do wartosci - $rednich rosngco,
a w innych podgrupach — malejgco. Ujednolicenie zasady uzycia tych oznaczen byloby
korzystne dla sp6jnosci pracy.

W podrozdziale 4.1.6. ponownie pojawiaja si¢ niefortunne sformutowania sugerujace
bezposredni zwigzek miedzy wzrostem masy ciata, a wystgpieniem pierwszej owulacji (str.
99-101). Nasuwa si¢ rowniez pytanie, czym ro6znig si¢ dane zebrane w Tabeli 1 od wartosci



przedstawionych na Rycinach 29-32. Na Rycinie 31 nieprecyzyjnie zaznaczono podgrupy
jarek, u ktorych ok. 240. dnia zycia wystapita pierwsza owulacja.

W rozdziale 4.2. rozprawy Autorka opisala wyniki do§wiadczen przeprowadzonych
w ukladzie in vitro na kulturach owczych pierwotnych komoérek czesci gruczotowej przysadki
mozgowej. Ryciny zawarte w tej czesci pracy sg czytelne, drobne zastrzezenia mogg budzi¢
tytuty osi rzednych, uwzgledniajace godziny prowadzonych pomiaréw, co jest zbedne,
poniewaz wplyw czasu na badane parametry ilustrujg linie w r6znych kolorach. Zauwazytam
pewne rozbieznosci migdzy opisem i trescig rycin, np. informacja podana w podrozdziale
4.2.3.1. (str. 118): ,,Najwyzsze z zastosowanych stezen 10-6 i 10-5 M, powodowaly obnizenie
poziomu ekspresji mRNA OB-Rb przez caly okres doswiadczenia.” nie znajduje potwierdzenia
w danych przedstawionych na Rycinie 36, poniewaz przy wartosciach $rednich badanego
parametru, uzyskanych dla najwyzszych zastosowanych stezef hormonu nie zamieszczono
oznaczen istotnosci statystycznej. Podobne zastrzezenia budzi niezgodno$¢ pomigdzy
informacja, dotyczaca wplywu najwyzszych badanych st¢zen IGF-1 (podrozdzial 4.2.3.2.)
a warto$ciami zaprezentowanymi na Rycinie 37.

Rozdzial 5. Dyskusja zajmuje 14 stron i zostal podzielony na czesci, ktore pod
wzgledem tresci korespondujg z kolejnymi podrozdziatami Wynikéw. Autorka w syntetyczny
sposob omdwita najwazniejsze wyniki uzyskane w toku realizacji planu badawczego pracy
doktorskiej oraz podjeta probe interpretacji poczynionych spostrzezen. Porownata wiasne
wyniki z rezultatami opublikowanych wczesniej badan i z duzg dojrzaloscig zmierzyta si¢
z brakiem jednoznacznych i spodziewanych zaleznosci migdzy niektorymi badanymi
wskaznikami oraz z rozbieznosciami miedzy wilasnymi i opublikowanymi obserwacjami.
W moim odczuciu, dobrym uwienczeniem Dyskusji byloby jej krotkie podsumowanie,
w formie tekstu lub syntetycznego schematu uwzgledniajacego najwazniejsze osiggniecia
zaprezentowane w rozprawie. Lektura tej czesci pracy bylaby latwiejsza, gdyby Autorka
zastosowata w tekscie odwotania do wiasnych wynikoéw, przy ich omawianiu.

W oparciu o uzyskane wyniki doswiadczen Doktorantka sformutowata 10 wnioskow.
Ten rozdziat rozprawy budzi pewne zastrzezenia, w mojej opinii, wnioski sg zbyt liczne,
niepotrzebnie rozdrobnione, miejscami powtarzajgce si¢ w tresci. Na przyktad, wnioski 4., 5.
i 6. nawiagzuja do wniosku 1. i powinny by¢ przedstawione, jako jego rozwiniecie. Wnioski 2.
i 3. dotyczg wplywu suplementacji zywieniowej na badane parametry wzrostu i dojrzewania
plciowego i powinhy by¢ przedstawione lacznie. Wnioski 7., 9. i 10. sg powtdrzeniem
wynikéw przeprowadzonych obserwacji. Wniosek 8. nie jest poparty wynikami opisanymi
W rozprawie, poniewaz nie przedstawiono dowodu na hamowanie ekspresji receptora Ob-Rb
w prowadzonych doswiadczeniach. Wniosek jest w istocie domniemaniem mechanizmu
regulujgcego wydzielanie GH na poziomie komorek czesci gruczotowej przysadki mozgowej,
opartym, w duzej mierze, na danych bibliograficznych, m. in. wczesniejszych badaniach
zespotu, w ktorym dziata Doktorantka. '

Rozdziat 7. Pi§miennictwo jest obszerny, obejmuje 237 pozycji, z ktorych wiekszos¢
(152) ukazata si¢ po 2000 r. Wykorzystane materiaty zrédlowe zostaly dobrane wilasciwie,
dostarczaja obszernej wiedzy z zakresu fizjologii, endokrynologii, medycyny, zootechniki,
biologii komorki, biologii molekularnej i genetyki, co potwierdza interdyscyplinarne
znaczenie podjetej tematyki badawcze;.



Uwagi szczegélowe

- W streszczeniach brakuje jasno wyodrgbnionych wnioskow oraz proby przeniesienia
uzyskanych wynikéw na sytuacje in vivo.

- Niezrecznosci 1 drobne bledy jezykowe: str. 17 i wszystkie ryciny (z wyjatkiem Ryc. 8) —
Opis umieszcza si¢ pod rycing, a nie nad nig; str. 18, 1. zdanie — zamiast ,,finalnie”, powinno
by¢ ,ostatecznie”; str. 26, rozdziat 1.7., 4. zdanie — zamiast ,jego” powinno by¢ ,jej”
(leptyny); str. 27, rozdzial 1.8. — przedostatnie zdanie jest niejasne, niezbyt trafne wydaje sie
réwniez nazwanie leptyny ,,zwigzkiem” (podobnie nazwano greling na str. 31); str. 29,
1. zdanie — zamiast ,,zwigzane jest”, lepiej byloby ,skutkuje”; str. 30, rozdziat 1.10 —
konstrukcja stowna ,,dojrzewanie oocytéw przez swoiste receptory” nie jest wlasciwa; str. 46
— zdanie ,.,Program badawczy podzielony zostal na dwa etapy: pierwszy zrealizowany
w warunkach in vivo, drugi - w warunkach in vitro.” powinno by¢ zamieszczone przed
podrozdzialem 3.2.1., a nie w jego obrebie; str. 61 — niezreczno$¢ jezykowa w tytule
podrozdziatu: ,,...osoczowym stezeniem leptyny w osoczu krwi...”; ; str.72, opis Ryciny 13 —
Na rycinie nie wystepuje litera ,,b”, nie ma zatem potrzeby wyjasniania jej znaczenia; str. 102,
opis Tabeli 1 — Sformulowanie ,,masy ciata skorelowane z wystgpieniem pierwszej owulacji”
jest niewlasciwe, powinno by¢ np. ,,masy ciala w momencie wystgpienia pierwszej owulacji”;
rozdziat 7. PiSmiennictwo — drobne bledy edytorskie w zapisie danych bibliograficznych
pozycji: 38, 45,77, 119, 155, 156, 157, 158.

Ocena rozprawy doktorskiej

Przechodzac do oceny merytorycznej przedstawionej rozprawy nalezy, przede
wszystkim, podkresli¢ jej ambitny cel, jakim bylo ustalenie wptywu krétkoterminowego
ukierunkowanego zywienia owiec-matek na wybrane parametry warunkujgce proces
dojrzewania plciowego potomstwa. Badania ujete w harmonogramie pracy przeprowadzono
w ramach projektu finansowanego przez MNiSW/NCN (nr NN308598439), co dodatkowo
przemawia za ich wartoscig naukowa. Na uznanie zashuguje wybor modelu badawczego,
na ktérym przeprowadzono doswiadczenia: znalazly si¢ w nim grupy zwierzat
predysponowane do opdznienia dojrzalosci plciowej, czyli pochodzace z mnogiej cigzy
lub urodzone przez otyle matki, jak réwniez grupy zwierzat obcigzonych podwdjnym
ryzykiem zaprogramowania zaburzen wzrostu somatycznego i dojrzewania plciowego (cigza
mnoga otytych matek). Model ten moze z powodzeniem shuzy¢ do dalszych badan, poniewaz
zostal uwiarygodniony obserwacjami poczynionymi przez Doktorantke, takimi, jak:
a) réznice w masie urodzeniowej jagniat bedacych potomstwem matek z réznych grup
doswiadczalnych (najnizsza masa urodzeniowa u jarek z grupy ,,podwdjnego ryzyka”
wystgpienia zaburzen w dojrzewaniu plciowym); b) réznice w przyrostach masy ciata
u potomstwa matek z réznych grup (najwigksze przyrosty w pézniejszym okresie obserwacji
u jarek z grupy ,,podwdjnego ryzyka” wystapienia ww zaburzen); c) 6p6inienie inicjacji
dojrzalosci plciowej u jagnigt pochodzacych z ciazy mnogiej lub od otytych matek
(najwieksze opdznienie — u jarek obcigzonych podwojnym ryzykiem wystgpienia zaburzen);
d) prawidtowa dodatnia korelacja migdzy osoczowymi stezeniami somatotropiny i IGF-I.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke stanowia cenny wkiad do wiedzy dotyczacej
znaczenia leptyny w regulacji proceséw zwigzanych z osiagnigciem dojrzatosci piciowe;.
W toku realizacji pracy ustalono, ze wzrost osoczowego stezenia leptyny w zakresie
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fizjologicznym jest zbiezny w czasie z osiagnigciem dojrzatosci piciowej. Z drugiej strony,
ponadfizjologicznym st¢zeniom leptyny, zwigzanym z duza masg ciala i tkanki tluszczowej
towarzyszy opOznienie lub zahamowanie owulacji, ktdre przynajmniej czesciowo mozna
wyjasni¢ zmniejszong wrazliwoscia na leptyn¢ na poziomie przysadki mézgowej. Brak
wyraznych zaleznosci miedzy osoczowymi stezeniami somatotropiny i IGF-I a osiggnigciem
dojrzatosci piciowej wskazuje, ze zmiany tych hormonéw w zakresie ich fizjologicznych
stezen majg drugorzedne znaczenie dla wystapienia owulacji w zastosowanym modelu
doswiadczalnym. Pozorna rozbiezno$¢ mig¢dzy opublikowanymi danymi a niektorymi
obserwacjami przedstawionymi Ww niniejszej rozprawie nie umniejsza jej walorow
poznawczych, stanowi nieodlaczny element zlozonych uktadéw biologicznych i modeli
doswiadczalnych, dojrzatego naukowca sktania do stawiania kolejnych hipotez, toruje droge
przysztym badaniom.

Opisane w rozprawie obserwacje maja duza warto$¢ praktyczng, bowiem wskazujg
na mozliwo$¢ przyspieszenia osiagniecia dojrzatosci plciowej potomstwa poprzez
krétkotrwate zywienie uzupelniajgce matek w okresie laktacji i podniesienia wartosci PRKA
ich mleka. Zastosowana procedura suplementacji zywieniowej okazata sie skuteczna
zwlaszcza w przypadku jarek narazonych na oba czynniki ryzyka opdznienia wzrostu
i dojrzewania piciowego.

Kolejnym atutem zaprezentowanej rozprawy jest jej duza réznorodno$¢ metodyczna.
Do wykonania analiz zastosowano m. in. metody: wysokosprawno$ciowej chromatografii
cieczowej (oznaczanie 17-B-estradiolu i progesteronu w osoczu krwi), immunoenzymatyczng
(oznaczanie stezen leptyny, GH, IGF-I i insuliny w osoczu krwi i/lub podtozu hodowlanym
in vitro), radioimmunologiczna (oznaczanie st¢zen leptyny w osoczu krwi), oraz optyczng
spektrometri¢ emisyjna (oznaczanie st¢zen jonéw w mleku), izolacje i hodowle in vitro
komorek czgsci gruczotowej przysadki moézgowej, technike PCR w czasie rzeczywistym,
testy kolorymetryczne oceny zywotnosci i aktywnosci metabolicznej komérek w kulturach
in vitro. Ponadto Autorka przeprowadzila analizy korelacji i w wiekszosci przypadkow
wykazala silne zwigzki pomigdzy badanymi wskaznikami, co ulatwito interpretacje
uzyskanych wynikéw. Nowoczesna i zréznicowana metodyka badawcza zapewnia
wiarygodno$¢ i warto$¢ poznawczg opisanych doswiadczen.

Obserwacje dotyczace bezposredniego dziatania hormonéw (leptyna, GH, IGF-I,
insulina) na komérki czesei gruczolowej przysadki mézgowej in vitro wzbogacaja wiedze
o endokrynnych mechanizmach regulujacych jej aktywno$¢ wydzielnicza. Stwierdzenie
zaleznego do stezenia wplywu badanych hormonéw na ekspresje receptora leptynowego Ob-
Rb w kulturach komorek przysadki pozwala wysnué¢ wniosek, ze wrazliwos$¢ czesci
gruczotowej przysadki mozgowej na leptyng jest waznym elementem integracji obwodowych
sygnaldw zwigzanych z procesami somatycznego wzrostu (GH, IGF-I) oraz ze statusem
energetycznym i metabolicznym organizmu (insulina). Stabsza strong téj czesei pracy jest
doswiadczenie, w ktéorym badano potencjalne interakcje ACTH-leptyna w regulacji
wydzielania somatotropiny. W moim przekonaniu, zalozenie o hamujgcym wpltywie ACTH
na ekspresj¢ receptora leptynowego Ob-Rb jest niewystarczajgce, powinno by¢ poparte
analizg na poziomie transkryptu Ob-Rb (PCR w czasie rzeczywistym) lub jego produktu
bialkowego (immunoblotting), w danym ukfadzie doswiadczalnym. Przebieg zmian
wydzielania somatotropiny do pozywki inkubacyjnej przy wyzszych stezeniach leptyny
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i w obecnosci ACTH jest zlozony i wyraznie sugeruje: a) istnienie mechanizmu niezaleznego
od hamowania receptora leptynowego, lub b) synergizm w dziataniu obu czynnikéw, lub
c) efekt nieswoisty, a pewne $wiatlo na t¢ kwesti¢ mogtyby rzuci¢ wyniki dos§wiadczenia nad
wplywem samego ACTH na wydzielanie GH, ale takich badan nie przedstawiono.

Whiosek koncowy

Podsumowujac oceng¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej nalezy podkresli¢ jej
mocne strony, takie jak: jasno sformulowana hipoteza badawcza, dgzenie do jej weryfikacji
przy uzyciu réznorodnych metod, starannie przedstawione wyniki oraz ich autorska, sp6jna
interpretacja. Praca wskazuje na rozlegla wiedzg teoretyczng Doktorantki, opanowanie przez
Nig wspolczesnego warsztatu badawczego, umiejetnos¢ pracy w zespole oraz zdolno$é
do samodzielnego realizowania zadan naukowych. Przedstawione w recenzji uwagi
i komentarze dotycza niedociggnig¢ powstalych na etapie ostatecznego raportu
z przeprowadzonych badafn i nie umniejszajag walordw poznawczych i praktycznych
wykonanej pracy.

Na podstawie dokonanej oceny stwierdzam, ze przedstawiona praca speinia warunki
stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.,
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.
Z pelnym przekonaniem przedkltadam Wysokiej Radzie Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o podjecie dalszych czynnosci
w przewodzie doktorskim mgr Katarzyny Witkowskiej. Jednoczesnie, ze wzgledu na duzy
wysilek badawczy zmierzajacy do realizacji ambitnego celu oraz warto$¢ poznawcza
i praktyczng uzyskanych wynikow zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu z prosba
o rozwazenie wyrdznienia przedstawionej rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.

Klnedd/
Katarzyna Grzglkowska-Kowalczyk



