
Krakow, 22.04.2009 

Ocena pracy doktorskiej mgr Anny Kotuni pt. „Rola egzogennej greliny w 
regulacji dojrzewania jelita cienkiego u nowo narodzonych prosiqt" 

Temat rozprawy doktorskiej mgr Anny Kotuni dotyczy tematu aktualnego w 
gastroenterologii, chorobach metabolicznych jak i farmakologii dziaiania greliny intensywnie 
badanej w ostatniej dekadzie i to zarowno w zakresie fizjologicznym, patofizjologicznym jak 
i biochemicznym. 

Mimo intensywnych badan mechanizmy przyjmowania pokarmu oraz ich wplyw na rozwoj 
dojrzewanie i regeneracj? przewodu pokarmowego sq. w centrum zainteresowania ze wzgl^du 
na dost^pnosc coraz to nowych peptydow. O ile mechanizmy dziaiania i rola klasycznych 
hormonow przewodu pokarmowego jest w duzej mierze poznana i to w zakresie ich dziaiania 
na rozwoj przewodu pokarmowego oraz jego dojrzewanie o tyle udzial hormonow spoza tego 
zakresu jest slabo poznany. Doskonalym tego przykiadem ŝ  badania nad produkowan^ 
glownie w przewodzie pokarmowym, choc nie tylko, grelinq,. 

Rola greliny w regulacji przyjmowania pokarmu jest po cz^sci okreslona, ale badania nad 
jej wplywem na dojrzewanie przewodu pokarmowego jest tylko cz^sciowo poznana na 
modelach zwierz^cych, a prawie w ogole nie u ludzi. Zadaniem przedstawionej do oceny 
pracy bylo okreslenie wplywu wyzej wymienionego peptydu zawartego w siarze i mleku loch 
oraz egzogennego na parametry morfometryczne, rozwoj i funkcj? jelita cienkiego i zolc|.dka z 
szczegolnym uwzgl^dnieniem dziaiania blokujq.cego antagonisty receptora dla greliny- [D-
Lys3]-GRP-6 

Przedstawiony mi do oceny maszynopis pracy liczy 154 strony i zawiera: 32 ryciny i 21 
tabel. Ryciny ŝ  czytelne w wi^kszosci kolorowe znacznie ulatwiajc), obserwacj? uzyskanych 
wynikow, tabele Sc(. przejrzyste. Cz^sc rycin jest jednak raczej obrazami histologicznymi i 
jako takie powinny bye podpisane „obraz mikroskopowy" Pismiennictwo jest niezwykle 
obszerne jak na ten typ opracowania, obejmuje 411 pozycji i jest aktualne. Uklad pracy jest 
typowy dla tego rodzaju opracowah, poprawny, przejrzysty i podzielony na siedem cz^sci. 

Wst^p jest obszerny, dopracowany do szczegolow, ktore niekiedy przekraczajq, zakres 
potrzebny do planowanych badah i posiada nawet rys historyczny. Podzielony zostal na 2 
cz^sci glowne i szereg podpunktow. W sposob wyczerpuj^cy Autorka omawia w nim znan^ 
wiedz? 0 grelinie, jej receptorze, st^zeniu, znanej juz aktywnosci oraz jej antagoniscie. 
Osobno podane zostaly wybrane aspekty rozwoju i czynnosci przewodu pokarmowego we 
wczesnym okresie postnatalnym. Na szczegoln^ uwag? zasluguje obok nowoczesnego 
omowienia roll greliny pi^kne tego graficzne (ryciny i schematy) poparcie. W catosci wst?p 
opracowany jest kompleksowo ze znajomosciq. warsztatu a recenzent mogt si? dowiedziec 
kilku nowych interesuj^cych informacji nie tylko z zakresu zaplanowanych badah. 

W nast?pnej cz?sci pracy Autorka zwi?zle precyzuje eel badah. Bylo nim: wyjasnienie 
wplywu, egzogennej greliny na rozwoj ukladu pokarmowego prosiqt ze szczegolnym 
uwzgl^dnieniem jelita cienkiego. Podane zostaly takze cele szczegotowe w szesciu 
podpunktach. 

W dalszej cz^sci pracy Autorka przedstawia material i metodyk? badah. Przeprowadzono je 
na prosi^tach. Wykonano ocen? st?zenia greliny w siarze, mleku i osoczu loch oraz w osoczu 
prosi^t. Badano wplyw egzogennej greliny na rozwoj jelita cienkiego nowonarodzonych 
prosi^t. Ocenione zostalo dzialanie antagonisty receptora dla greliny [D- Lys3]-GRP-6 po 
podaniu egzogennej greliny. Osobno w sposob wyczerpuj^cy i prawidlowo zostaly omowione 
zastosowane procedury doswiadczalne, niezwykle trudne i wymagajĉ ĉe doskonalego 
warsztatu do badah mi?dzy innymi: analiza immunofluorescencyjna, ilosciowa ocena 
technikcj, cytometrii tkankowej, badania histologiczne, oznaczenie ekspresji bialek 



markerowych czy oznaczanie aktywnosci enzymow. Szczegolnie doskonale pod wzgl^dem 
technicznym ŝ  opracowania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Omowiona zostata 
w sposob wyczerpuj^cy po poszczegolnych etapach analiza statystyczna uzyskanych 
wynikow. 

W nast^pnej cz?sci pracy mgr Anna Kotunia omawia wyniki swoich badah. Wyniki te ŝ  
szczegolowo przedstawione na zal^czonych rycinach. Calosc wynikow przedstawiona zostala 
z podzialem na podrozdzialy zgodne z planowanymi badaniami. Osobno przedstawiono 
st?zenia aktywnosci greliny u loch i prosiqt. Szczegolnie duzq. wartosc poznawcz^ w tej cz?sci 
badah maj^ wyniki wykazuj^ce znamienny wzrost greliny w osoczu u prosi^t karmionych 
przez matk? i to do wyzszego poziomu niz w mleku matki. 
Takze interesuj^ce ŝ  wyniki z drugiej cz?sci z podawaniem egzogennej greliny. Tu wydaje 
si? bye istotnym wykazanie zmniejszenia grubosci blony sluzowej i masy jelita u prosi^t po 
egzogennej grelinie, choc brak tu zmian zaleznych od dawki jesli chodzi o grubosc blony 
sluzowej gdy inne mierzone parametry to wykazuj£(.. Sumarycznie jest to niezwykla 
obserwacja wskazuj^ca, ze egzogenna grelina moze spowalniac kinetyk? dojrzewania blony 
sluzowej, CO jest udokumentowane wi?kszosci^ zastosowanych w pracy metod. Jest wedlug 
recenzenta bardo istotnym wykazanie pobudzenia sciezki receptorowej apoptozy w 
enterocytach zaleznej od TNF-a i TGF-pi. 

Trzecia cz?sc dotycz^ca antagonisty receptora greliny jest takze ciekawa bo fakt 
odwracania dziaiania greliny jest oczywisty, ale dodatkowy efekt znamiennego spadku 
przyrostu masy ciala prosi^t po samym antagoniscie greliny jest zastanawiaj^cy. 

Sumarycznie wyniki recenzowanej pracy wskazuj^ jednoznacznie na to, ze grelina jest 
wysoce aktywnym czynnikiem odgrywaj^cymi rol? w regulacji dojrzewania i funkcji jelita 
cienkiego i wskazuje na potencjaln^ mozliwosc zastosowania jej w modyfikacji rozwoju i 
leczeniu przewodu pokarmowego. 

Umieszczone w tekscie ryciny ŝ  obszernie podpisane, kolorowe, czytelne, przez co 
pozwalaJÊ ĉe dobrze sledzic opisywane parametry. 

Dyskusja jest obszerna. Autorka omawia uzyskane wyniki i porownuje z dost?pnym 
pismiennictwem. Dyskusja podzielona jest na cz?sci odpowiednio osobno omawiaj^c efekty 
poszczegolnych etapow pracy. W ciekawy sposob autorka interpretuje wyniki z drugiej cz?sci 
badah dotycza^ce egzogennej greliny gdzie sugeruje roznoczasowy wplyw greliny od matki i 
wlasnej - endogennej oraz sugestia o „przygotowaniu" przewodu pokarmowego do dalszych 
etapow zycia. Autorka jest ostrozna w ocenie wynikow i w sposob wywazony omowione 
zostaly wszystkie wlasne wyniki na tie doniesieh innych autorow. 

Wnioski podaje autorka w odr?bnej cz?sci pracy, jest ich 9. Najistotniejszy wydaje si? bye, 
ze grelina mleka matki spowalnia procesy przebudowy nabtonka i tym samym dojrzewanie 
jelita nowo narodzonych prosi^t. 

Do pracy dolq.cza autorka streszczenie, zawieraJÊ ĉe mi?dzy innymi, cele pracy, elementy 
metodyki, najwazniejsze wyniki oraz wnioski. 

Dolq^czone jest tez krotkie streszczenie w j?zyku angielskim. 
Praca zaopatrzona jest w niezwykle obszerny spis slcrotow, ktore ulatwiaj^ zrozumienie 

tekstu pracy. 
Ostatni^ cz?sc stanowi niezwykle obszerne pismiennictwo obejmuj^ce, jak wspomniano, 

411 pozycji, w ktorych autorka podaje peine tytuly cytowanych prac. 
Omawiana praca mgr Anny Kotuni przedstawia wyniki wielostronnych badah, ktore maj^ 

duze znaczenie w regulacji fizjologicznej i dojrzewaniu przewodu pokarmowego, przez co 
posiadaJ£|^znacz^ce implikacje praktyczne. Autorka w oryginalny sposob stara si? wyjasnic na 
drodze doswiadczalnej mechanizmy regulujĉ ĉe te procesy. Przeprowadzone badania sq. trudne 
w realizacji i co nalezy zaznaczyc wymagaj^ starannosci, dobrego opanowania warsztatu 
badawczego i nakladow fmansowych. Praca napisana jest poprawnym i zrozumialym 



j?zykiem. Na podstawie wst?pu i dyskusji mozna stwierdzic, ze autorka posiada 
wszeclistronn^ znajomosc stanu wiedzy dotycz^^cej fizjologii i farmakologii przewodu 
pokarmowego. Z wst?pu, jak wspomnialem wczesniej, mozna si? bardzo wiele nauczyc. 
Autorka potrafila jasno i konkretnie postawic cele i zalozenia pracy, przy czym cele ten 
wynikaj^^z omowionego we wst?pie stanu obecnej wiedzy w tej dziedzinie. 

Na szczegolne podkreslenie zasluguje nowoczesna metodyka zastosowana w badaniach 
wymagajĉ ĉa obok wiedzy teoretycznej takze zdolnosci manualnych. 

Wyniki przedstawia autorka zwi?zle, posluguj^c si? dobrze opracowanymi wykresami 
ulatwiaj^cymi orientacj? w przeprowadzonych badaniach. 

Czytajq.c tekst pracy doktorskiej mgr Anny Kotuni natrafia si? na pewne usterki i w 
zwi^zku z tym nasuwaj^ si? pewne uwagi: 

1. Nie opisano w sposob wystarczajq^cy przy rycinach oznaczeh znamiennosci 
statystycznej. Wzgl?dem czego jest „a" czy „b" nie zawsze jest jasne. 

2. Zarowno grelina jak i jej antagonista wykazuj^ momentami podobne dzialanie, moze 
antagonista jest zarazem cz?sciowym agonistq.? Najlepiej to widac w zmianach masy 
zwierz^t i narz^dow. Nie zostalo to wystarczajq^co omowione w dyskusji. 

3. Grelina podawana byla dozol^dkowo ciekawym bylby opis jej dozylnego czy 
dootrzewnowego podania - jest to nie uwaga, ale sugestia. 

4. Brak jest jasniejszego ustosunkowania si? do zastosowanych dawek greliny. Jak 
rozumiem wynikto to z badan innych autorow, co cz?sciowo poruszono w dyskusji. 

5. Numerowanie rycin jest nietypowe, rozpoczynajc). si? numerem podrozdzialu. Ulatwia 
to ich znalezienie, ale nie jest powszechne w publikowanych pracach. 

6. Brak w spisie opisu podrozdziatow dyskusji, choc ŝ  obecne w tekscie. 
Podsumowuj^c uwagi na temat rozprawy doktorskiej mgr Anny Kotuni uwazam, ze stanowi 

ona bardzo wartosciowy wktad w nasz^ wiedz? o grelinie, a takze rozwoju i dojrzewaniu jelit 
prosi^t. Dzi?ki zastosowanej nowoczesnej technice i modelom doswiadczalnym zwierz^t 
poszerza naszq̂  wiedz? w sposob znacz^cy. Recenzent ma swiadomosc, ze zastosowane 
badania sq trudne i oznaczenia wymagaj^ kosztownej unikalnej aparatury. Wysoko oceniam 
sposob analizy badanego problemu, ktory jest niezwykle przejrzysty uwzgl?dniaj£^c szerokosc 
wykonanych doswiadczenia. 
Wymienione wczesniej pewne niewielkie usterki sq. natury jedynie formalnej i zwykle 

towarzyszq, tego typu opracowaniom i nie umniejszaj^ wysokiej wartosci merytorycznej 
pracy, ktorq, oceniam bardzo wysoko i uwazam za odpowiadaj^c^ w pelni wymogom 
stawianym rozprawom doktorskim w pelni odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. „ 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach 
i tytule w zakresie sztuki" i stawiam wniosek do Wysokiej Rady o dopuszczenie mgr Anny 
Kotuni do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

Biorc^c pod uwag? temat i sposob rozwi^zania postawionego problemu raz doskonale 
opanowanie warsztatu badawczego i wnioskuj? takze do Wysokiej Rady o wyroznienie 
recenzowanej pracy. 

Prof, dr hab. med. Artur Dembihski 


