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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Kingi Kras
zatytulowanej:
»Ekspresja mRNA oraz immunolokalizacja i poziom wybranych peptydéw anoreksygennych i
oreksygennych oraz ich receptoréw w przewodzie pokarmowym cielat i dorostych osobnikéw

bydta domowego (Bos taurus taurus)”

Podstawa formalna

Podstawe wykonania niniejszej recenzji stanowi uchwata Rady Naukowej Dyscypliny
Weterynaria UP w Lublinie z dnia 30 pazdziernika 2025 roku o numerze RD wet 14/25.

Praca zostata wykonana w Katedrze Anatomii i Histologii Zwierzat Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina

Arciszewskiego

Charakterystyka rozprawy
Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Kingi Kras pt. ,, Ekspresja
mRNA oraz immunolokalizacja i poziom wybranych peptydéw anoreksygennych i oreksygennych

oraz ich receptoréw w przewodzie pokarmowym cielgt i dorostych osobnikéw bydla domowego
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(Bos taurus taurus)” ma forme obszernej, starannie przygotowanej monografii liczacej 128 stron
- Praca jest przejrzysta pod wzgledem struktury, kompletna pod wzgledem tresci i obejmuje
zar6wno rozbudowang cze$¢ teoretyczna, jak i szczegdlowo opracowang czes¢ eksperymentalna.
Podstawg merytoryczng dysertacji tworzy cykl trzech oryginalnych artykuléw naukowych,
opublikowanych w recenzowanych czasopismach z listy MNiSW o tacznym Impact Factor 10,28.
Wszystkie publikacje sg integralnie powigzane tematycznie i metodologicznie, obejmujac trzy
poziomy analizy biologicznych

Rozprawa sklada si¢ z nastepujacych rozdziatow:
Streszezenie (w jezyku polskim i angielskim), Wstep, obejmujacy m.in. charakterystyke budowy
przewodu pokarmowego przezuwaczy i przeglad literatury dotyczacej peptydéw regulujacych
taknienie, Material i metody, zawierajacy szczegOtowy opis badan RT-qPCR, immunohistochemii
oraz analiz ELISA, wraz z metodologig statystyczna, Wyniki, w tym prezentacje ekspresji
mRNA, immunolokalizacji oraz stezei badanych peptydéow w poszczegdlnych segmentach
przewodu pokarmowego cielat i dorostych osobnikéw, Dyskusja, stanowigca obszerne
omowienie znaczenia otrzymanych wynikéw w kontekscie literatury, m.in. roli greliny, nesfatyny-
1, phoeniksyny-14 oraz receptorow GHSR, LEPR i GPR173 w regulacji metabolizmu
przezuwaczy, ~Wnioski koncowe, syntetyzujace najwazniejsze ustalenia badawcze,
Pismiennictwo, obejmujace kilkadziesiat stron literatury o wysokiej jakosci merytorycznej,
zgodnej z zakresem tematycznym pracy

1. Kras, K.; Ropka-Molik, K.; Muszynski, S.; Arciszewski, M.B. Expression of Genes

Encoding Selected Orexigenic and Anorexigenic Peptides and Their Receptors in the

Organs of the Gastrointestinal Tract of Calves and Adult Domestic Cattle (Bos taurus

taurus).International Journal of Molecular Sciences, 2024; IF 5,6.
Artykut stanowi fundament czgsci molekularnej rozprawy. Zawiera analize ekspresji mRNA
siedmiu kluczowych genéw w dziewieciu odcinkach przewodu pokarmowego, co czyni go
najbardziej obszerng i najwyzej punktowana publikacja w cyklu.

2. Kras, K.; [wspétautorzy]; Arciszewski, M.B. Immunolocalization and Immunoexpression
Levels of Sibling Peptides in the Gastrointestinal Tract of Domestic Cattle.Polish Journal
of Veterinary Sciences, 2025; IF 1,7.
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Publikacja przedstawia szczegotowa oceng lokalizacji greliny, receptora GHSR oraz nesfatyny-1

w strukturach $ciany przewodu pokarmowego bydta z wykorzystaniem zaawansowanych metod

immunohistochemii.

3. Kras, K.; [wspotautorzy]; Arciszewski, M.B. Phoenixin and Its Receptor GPR173 in the

Gastrointestinal Tract of Calves and Adult Domestic Cattle. BMC Veterinary Research,
2025; IF 2,98.

Artykut dostarcza pierwszych w literaturze danych dotyczgcych obecnosci phoeniksyny-14

(PNX-14) oraz receptora GPR173 w przewodzie pokarmowym bydta, wykorzystujac analize

immunohistochemiczng i oznaczenia stezen tkankowych metodg ELISA.

Problem naukowy

Wspolezesna fizjologia przezuwaczy coraz wiekszy nacisk kladzie na zrozumienie
lokalnych i ogélnoustrojowych mechanizméw regulacji pobierania pokarmu, utrzymania
homeostazy energetycznej oraz wptywu sygnatow hormonalnych pochodzacych z przewodu
pokarmowego na funkcjonowanie organizmu. Cho¢ u zwierzgt monogastrycznych — szczegélnie
u gryzoni i ludzi — rola peptydoéw oreksygennych i anoreksygennych zostata stosunkowo dobrze
scharakteryzowana, to w odniesieniu do przezuwaczy wiedza ta pozostaje fragmentaryczna i
niespdjna. Narzad bydta, miedzy innymi ze wzgledu na ztozong, czterokomorowa budowe zotadka
oraz dominujgcg rolg fermentacji mikrobiologicznej, rozni si¢ istotnie zar6wno strukturalnie, jak
1 czynnosciowo od narzadu pokarmowego zwierzat monogastrycznych. Tym samym sygnalizacja
hormonalna i neuronalna w obrebie osi Jelito-mézg moze przebiegaé odmiennie. Szczegolne
znaczenie majg tu lokalne peptydy sygnatowe, takie jak grelina, leptyna, nesfatyna-1 czy PNX-14,
ktére moduluja zaréwno motoryke przewodu pokarmowego, procesy trawienne, jak i regulacje
taknienia poprzez zlozone mechanizmy sprzezen zwrotnych. Dotychczasowe badania nad tymi
czgsteczkami u przezuwaczy ograniczaly si¢ najczesciej do pojedynczych narzadow (najczescie;
do trawienca lub jelita cienkiego), badz koncentrowaly si¢ wytacznie na jednym poziomie analizy
— transkrypcyjnym, biatkowym lub funkcjonalnym. Brakowato badan obejmujacych catosciows
oceng ekspresji tych peptydéw oraz ich receptorow wzdhz calego przewodu pokarmowego, a

takze poréwnujgcych dwa kluczowe etapy rozwoju przezuwaczy: okres cielecy i dojrzatosé.
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W tym kontekscie zasadniczy problem naukowy podjety przez Doktorantke mozna sformutowaé
W nastepujacy sposob:

— Czy przewdd pokarmowy bydta domowego stanowi miejsce aktywnej ekspresji peptydow
sygnatowych regulujgcych pobieranie pokarmu i metabolizm energetyczny, a jesli tak, to czy
istniejq istotne réznice w ich ekspresji, lokalizacji i stezeniu pomiedzy cieletami a dorostymi
osobnikami?

Odpowiedz na to pytanie wymagata przeprowadzenia badan obejmujgcych trzy uzupetniajace sie
plaszczyzny analityczne:

1. Poziom transkrypcyjny (RT-qgPCR) — umozliwiajacy identyfikacje obecnosci i sity
ekspresji genéw kodujacych peptydy oraz ich receptory w kolejnych odcinkach
przewodu pokarmowego.

2. Poziom bialkowy (IHC) — pozwalajacy okresli¢ lokalizacje przestrzenng badanych
czasteczek w Scianie przewodu pokarmowego, w tym w splotach nerwowych, btonie
sluzowej i migsniowej, co jest kluczowe dla zrozumienia ich potencjalnej funkcji
parakrynnej i neuroendokrynne;.

3. Poziom biochemiczny (ELISA) — umozliwiajgcy okreslenie faktycznego stezenia
peptydow w tkankach, a tym samym potwierdzenie ich istotnosci biologiczne;j.

Trzeba podkresli¢, ze przewdéd pokarmowy przezuwaczy ulega intensywnym zmianom
rozwojowym — zaréwno strukturalnym, jak i funkcjonalnym — w okresie przechodzenia z
zywienia mlekiem na pasze stale. Roznice te moga wplywac na pobieranie pokarmu, motoryke,
sktad mikrobioty oraz aktywnos¢ jelitowego uktadu nerwowego (ENS). Dlatego poréwnanie cielat
i osobnikéw dorostych stanowi nie tylko zabieg metodologiczny, ale biologicznie istotny element
badania, pozwalajacy oceni¢ dynamike dojrzewania osi metabolicznych.

Cele podjetej rozprawy doktoranckiej sa wiec odpowiedzig na jedno z kluczowych pytan
wspotczesnej fizjologii przezuwaczy a mianowicie czy przewdd pokarmowy jest miejscem
lokalnej regulacji apetytu i metabolizmu, oraz czy mechanizmy te zmieniaja sie wraz z wiekiem i
dojrzewaniem przewodu pokarmowego?

Sformutowany przez Doktorantke problem naukowy odpowiada aktualnym potrzebom

badai w obszarze neuroendokrynologii przezuwaczy, ma wyrazny charakter aplikacyjny i
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nowatorski. Pozwala réwniez na lepsze zrozumienie mechanizméw decydujacych o rozwoju,

zdrowiu i efektywnosci produkeyjnej byd

Cel rozprawy
Zgodnie z deklaracja Autorki, celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie
ckspresji mRNA, immunolokalizacji oraz stgzenia wybranych peptydéw sygnatowych o dziataniu
oreksygennym (grelina, phoenixin-14) i anoreksygennym (nesfatyna-1, leptyna) oraz ich
receptorow (GHSR, GPR173, LEPR) w kolejnych odcinkach przewodu pokarmowego cielat i
dorostych osobnikéw bydta domowego Bos taurus taurus.
Realizacja celu obejmowata analize materiatu pobranego z dziewigciu odcinkéw przewodu
pokarmowego, a nastepnie:
1. oznaczenie poziomu transkryptow gendow kodujacych badane peptydy i receptory metoda
RT-qPCR,
2. okreslenie rozmieszczenia bialek w wybranych  strukturach $ciany przewodu
pokarmowego z wykorzystaniem immunohistochemii,
3. oznaczenie stgzenia peptydéw w homogenatach tkankowych metodg ELISA.
Celem ogélnym pracy byto zatem kompleksowe scharakteryzowanie lokalnych mechanizmoéw
regulacji faknienia w przewodzie pokarmowym bydla, poprzez zestawienie trzech pozioméw
analizy biologicznej — genowego, komoérkowego i biatkowego — oraz porownanie ich miedzy

dwiema kluczowymi grupami wiekowymi.

Znajomos¢ literatury

Autorka wykorzystata obszerna literature, obejmujacg klasyczne prace dotyczace fizjologii
przewodu pokarmowego, homeostazy energetycznej oraz najnowsze doniesienia z zakresu
neuroendokrynologii. Literatura jest nowoczesna, poprawnie cytowana i adekwatna, a

Doktorantka sprawnie tgczy dane molekularne z fizjologia i anatomia przezuwaczy.

Metodyka
Metodyka zastosowana w rozprawie doktorskiej mgr Katarzyny Kingi Kras charakteryzuje

si¢ wysokim stopniem rzetelnosci, przejrzystosci oraz zgodnosci z aktualnymi standardami badaf



" UNIWERSYTET
' PRZYRODNICZY
" WE WROCEAWIU

eksperymentalnych w dziedzinie biologii molekularnej, histologii i fizjologii zwierzat. Autorka
wykazata si¢ bardzo dobra znajomoscig metod laboratoryjnych oraz umiejetnoscia wlasciwego
doboru technik w zaleznosci od typu analizowanych parametrow biologicznych. Ponizej
przedstawiam szczegGtowa ocene poszczegolnych etapéw metodologicznych.

Autorka przeprowadzita badania na dwdéch grupach zwierzat: cieletach w wieku 7-8
miesigcy oraz dorostych osobnikach w wieku 20—24 miesigcy, co umozliwia poréwnanie dwéch
kluczowych etapéw rozwojowych przewodu pokarmowego przezuwaczy. Wybér takich grup
wiekowych jest zasadny biologicznie, uwzglednia bowiem moment przejécia z zywienia mlekiem
na zywienie roslinne oraz petng dojrzatos¢ fermentacyjng zwacza.

Pobrane probki pochodzity z dziewieciu odcinkéw przewodu pokarmowego: zwacza,
czepcea, ksiag, trawiefica, dwunastnicy, jelita czezego, jelita biodrowego, okreznicy i odbytnicy.
Pobranie penych przekrojéw sciany przewodu pokarmowego stanowi szczegélnie istotny element
metodyki — pozwala bowiem na ocene lokalizacji biatek nie tylko w blonie Sluzowej, ale rowniez
W warstwach mig$niowych oraz w splotach ENS (splotow Auerbacha i Meissnera), co ma
kluczowe znaczenie dla interpretacji wynikow w kontekscie osi jelito-moézg.

Prébki przeznaczone do badan molekularnych i biochemicznych byly mrozone
natychmiast po pobraniu w ciektym azocie, natomiast probki do badan histologicznych utrwalano
w 10% zbuforowanej formalinie. Utrwalenie to, opisane ze wskazaniem czasu i warunkow,
zapewniato optymalne odwodnienie i przygotowanie do dalszych etapow obrobki.

Procedura izolacji RNA zostata przeprowadzona z uzyciem komercyjnego zestawu
PureLink RNA Mini Kit, zgodnie z protokotem producenta. Autorka prawidlowo zastosowata
dodatkowe oczyszczanie probki za pomocg DNase I, eliminujac potencjalne zanieczyszczenia
DNA genomowym.

Doktorantka wskazala:
» szczegblowe parametry izolacji,
* oceng integralnosci RNA na zelu agarozowym,
* pomiary stgzenia i czystosci RNA (NanoDrop),
* ilos¢ RNA wykorzystana do syntezy cDNA.
Synteza cDNA zostata wykonana z uzyciem zestawu High-Capacity RNA-to-cDNA Kit, co jest

standardem pozwalajacym na uzyskanie wysokiej jakosci materiatu do dalszych analiz.
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W badaniach ekspresji zastosowano:

* startery o znanej sekwencji i pozycji w genie,

* ich weryfikacje w bazie GenBank,

o dlugosci ampliconéw,

* wydajnosci reakcji mieszczace si¢ w zakresie optymalnym (1 .83-2.02).
Tak precyzyjna dokumentacja swiadczy o bardzo wysokim stopniu  przejrzystosci
metodologicznej, rzadko spotykanym na poziomie rozpraw doktorskich.
Reakcje prowadzono na aparacie QuantStudio 7 Flex, przy czym podano wszystkie kluczowe
parametry cyklu: temperaturg denaturacji, przylaczania oraz elongacji, liczbe cykli, sposéb analizy
krzywej topnienia i weryfikacji specyficznosci produktu.
Procedura statystyczna ~AACt (po transformacji log2) zostata prawidtowo zastosowana, a wyniki
odpowiednio znormalizowane wzgledem dwoch genow referencyjnych (ACTB, RPS9), ktorych
stabilnos¢ ekspresji potwierdzono.
Badania immunohistochemiczne przeprowadzono na skrawkach utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie. Autorka prawidtowo opisata proces:

e odparafinowania i rehydratacji skrawkéw,

* antygenu retrieval (odzyskiwanie antygenu),

* blokowania nieswoistego wiazania przeciwcial,

» zastosowanych przeciwciat i warunkéw inkubacji,

e barwienia DAB,

* kontrastowania hematoksylina.
Bardzo istotnym elementem metodyki jest uwzglednienie kontroli negatywnych, tj. preparatéw
poddanych procedurze barwienia bez uzycia przeciwciala pierwotnego. Pozwala to na oceng
specyficznosci sygnatu i wykluczenie falszywych pozytywow wynikajgcych np. z endogenne;j
aktywnosci peroksydazy.
Autorka odrozniata lokalizacje immunoreaktywnosci w poszczegblnych warstwach

przewodu pokarmowego, co ma fundamentalne znaczenie dla interpretacji funkcjonalnej
badanych peptydéw. Fakt, ze analizowano réwniez struktury ENS, stanowi znaczacy atut

metodyki.
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Ponadto w pracy zastosowano potilosciowa analize obrazu (mean gray value, liczba jader),
co Swiadezy o dgzeniu do obiektywizacji wynikéw histologicznych — element ten istotnie podnosi
wartos¢ techniczng badan.

Oznaczenia metoda ELISAc przeprowadzono z homogenatéw tkankowych o uprzednio
znormalizowanej masie, przy zastosowaniu zestawéw komercyj nych o standardowych zakresach
czutosci. Probki byly analizowane w duplikatach, a wyniki przeliczono na jednostke masy biatka
catkowitego, co umozliwia porownywanie danych miedzy odcinkami i grupami wiekowymi.
Autorka podata:

e temperature i czas inkubacji,

* sposob odczytu absorbancji,

* sposOb generowania krzywej standardowe;j,

e parametry walidacji zestawu (m.in. R? regresiji).
Catos¢ procedury zostata wykonana zgodnie z powszechnie przyjetymi standardami, a
prezentacja wynikow jest przejrzysta i poprawna.
Metody statystyczne zostaly dobrane prawidtowo do zatozonego planu eksperymentalnego.
Zastosowano:

» dwuczynnikowa analize wariancji ANOVA,

+ modele GLM z uwzglednieniem interakeji (wiek x odcinek),

o testy Tukeya dla poréwnan post hoc,

e oceng normalnosci rozktadu testem Shapiro—Wilka,

» analizg reszt modelu (Q-Q plot, reszty vs wartosci dopasowane).
Prezentacja wynikow w formie map cieplnych, wykresow korelacji i zestawien graficznych
wskazuje na bardzo dobre przygotowanie Autorki réwniez pod wzgledem opracowania danych
ilosciowych. Jest to szczegolnie widoczne, biorge pod uwage duza liczbe analizowanych

parametrow.

Ocena ogélna
Metodyka zastosowana w rozprawie:
 jest kompletna i wielopoziomowa,

 obejmuje kluczowe skale analizy (geny — biatka — stezenia),
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 jest zgodna z najlepszymi praktykami wspotczesnych badan w medycynie
weterynaryjnej,
* umozliwia pelng replikacje wynikow,
» zostala opisana z wyjatkowa dbatoscig o szczegoty.
Pod wzgledem technicznym i organizacyjnym stanowi przyktad wzorcowej realizacji projektu
badawczego na poziomie rozprawy doktorskiej.
Zastosowane metody badawcze sg wspotczesne, precyzyjne i adekwatne:
» RT-qPCR z pelng dokumentacja starterow, kontroli oraz parametréw reakcji,
» immunohistochemia (IHC) z ocena lokalizacji w warstwach $ciany przewodu
pokarmowego,
o testy ELISA,
e modele statystyczne GLM, analiza ANOVA, testy Tukeya

Przedstawienie metodyki jest na bardzo wysokim poziomie.

Oryginalnosé

Rozprawa stanowi pierwsze w Polsce, a w duzej mierze takze pierwsze w Europie
kompleksowe poréwnanie ekspresji peptydéw sygnatowych u bydta w trzech niezaleznych
wymiarach:

e transkrypcyjnym,

o histologicznym,

e biochemicznym.

Praca ma charakter pionierski i wnosi znaczacy wklad do wiedzy o regulacji faknienia u

przezuwaczy.

Uwagi krytyczne
Przedtozong rozprawe doktorska oceniam wysoko, niemniej z obowiazku recenzenckiego
pragne wskaza¢ kilka uwag, ktére — choé nie podwazaja wartosci pracy — mogg stanowic

sugesti¢ do jej dalszego udoskonalenia.
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Zakres analizowanych peptydéw regulujacych laknienie jest stosunkowo waski w
kontekscie ztozonej kontroli neuroendokrynnej przewodu pokarmowego przezuwaczy.
Uwzglednienie szerszego panelu czasteczek pozwolitoby na pelniejsze ujecie tematu.

Charakterystyka zwierzat uzytych w badaniu mogtaby zostaé przedstawiona bardziej
szczegdtowo, zwlaszcza w odniesieniu do protokotu zywieniowego oraz wybranych parametrow
metabolicznych, ktére moga wptywac na ekspresje badanych peptydow.

czgsei  dotyczacej badan molekularnych zabrakto pelniejszej walidacji genéw
referencyjnych oraz szczegétowego oméwienia specyficznoscei starterow uzytych w RT-qPCR.
Nie sg to braki istotne, ale ich uzupehienie zwigkszyloby przejrzysto$é¢ metodyczng pracy.

W procedurze immunohistochemicznej nie zastosowano kontroli pozytywnych. Ponadto
wykorzystana pélilosciowa ocena intensywnosci barwien, cho¢ poprawna, zawsze niesie pewien
element subiektywnosci.

Wyniki uzyskane na poziomie mRNA, lokalizacji biatka oraz jego stezenia nie zostaly
zestawione ze sobg w formie analiz korelacyjnych. Takie zestawienie mogloby poglebic¢
interpretacje oraz podkresli¢ wzajemne zaleznosci migdzy badanymi parametrami.

Aczkolwiek temat pracy posiada potencjat aplikacyjny, w dyskusji zabraklo bardziej
wyraznego odniesienia do praktyki klinicznej i zywieniowej w medycynie przezuwaczy.

Rozszerzenie tego watku mogloby zwiekszyé uzytecznosé wynikow.

Whioski koncowe

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Kingi Kras stanowi
wartosciowe, rzetelnie wykonane i metodycznie dobrze zaplanowane opracowanie naukowe.
Praca wnosi istotny wktad w poznanie lokalnych mechanizméw regulacji taknienia u bydla
domowego, a jej wyniki — obejmujace trzy komplementarne poziomy analizy: ekspresje mRNA,
immunolokalizacj¢ oraz oznaczenia stezen tkankowych — sg spdjne, logiczne i dobrze
udokumentowane.  Doktorantka  wykazata si¢  umiejetnoscig  prowadzenia  badan
eksperymentalnych, poprawnego opracowania wynikow oraz ich krytycznej interpretacii.
Zrealizowane badania $wiadcza o Jej dojrzatosci naukowej oraz bardzo dobrym przygotowaniu
merytorycznym w zakresie fizjologii i biologii molekularne; zwierzat. Majac powyzsze na

uwadze, stwierdzam, ze rozprawa spehia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
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2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 poz. 1571 z pézn. zm.), a
przedstawione wyniki i wnioski uzasadniaja zakonczenie etapu realizacji pracy doktorskiej. W
zwiazku z tym wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Kingi Kras do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponad to wnioskuje do Wysokiej Rady o nagrodzenie przedtozonej pracy stosowng

nagroda.

Kie/ownik Katedry
Biostruktyry i Fizjologji
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