Prof. dr hab. Krzysztof W. Nowak
Katedra Fizjologii i Biochemii Zwierzat
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
ul. Wotyriska 35, 60-637 Poznan

tel.: 0 61 846 6082 lub 0 61 848 7196
fax: 0 61 848 7197

e-mail: kwnowak@up.poznan.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Anny Kotuni pt. ,Rola egzogennej greliny w regulacji dojrzewania jelita cienkiego u
nowo narodzonych prosiqt”
wykonanej w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem Prof. dr. hab. Romualda Zabielskiego

Okres okotourodzeniowy jest jednym z najtrudniejszych okresow w zyciu ssakow. Zmiana
srodowiska zycia i zwiazane z nig zmiany sposobu oddychania, wydalania i odzywiania
stanowig olbrzymie wyzwania dla noworodka. Nie dziwi zatem szczeg6lne zainteresowanie
tym okresem zycia, ktore narasta w ostatnich latach. Przestawienie organizmu noworodka z
odzywiania przez krazenie lozyskowe na pobieranie pokarmu przez przewod pokarmowy
pociaga za sobg szereg zmian strukturalnych i funkcjonalnych. W poczatkowym okresie
przewod pokarmowy stanowi tylko czgéciowa barierg pomiedzy srodowiskiem zewngtrznym
a wewnetrznym, ktéra to barieraz uptywem czasu ulega uszczelnieniu, az do uzyskania pelnej
izolacji obu tych srodowisk. Zjawisko ,,zamykania” przewodu pokarmowego jest interesujace

samo w sobie, a jego regulacja nie jest ciagle dobrze poznana.

Proces ,zamykania” przewodu pokarmowego moze, przynajmniej teoretycznie, by¢
regulowany od strony noworodka jak i od strony $wiatta przewodu. Jesli dodatkowo wzial
pod uwage ztozonos¢ sktadu pokarmu oseskow, czyli mleka, otwiera si¢ bardzo szeroka gama

mozliwosci oddziatywania na przew6d pokarmowy od strony jego $wiatla.

Informacje o wystepowaniu w mleku, a szczegblnie w siarze, wielu hormonéw pojawiaja si¢

bardzo szybko po opisaniu tych hormonow. Wilasnie badaniem potencjalnej roli tych nowo
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odkrywanych hormonéw w regulacji dojrzewania przewodu pokarmowego od dtuzszego
czasu zajmuje si¢ Profesor Romuald Zabielski wraz ze swymi mlodymi wspdtpracownikami.
Na zakonczenie tego wstegpu pragne podkresli¢c wyjatkowa range zagadnienia, ktéremu
poswigcona recenzowana rozprawa doktorska. Badania procesu dojrzewania przewodu
pokarmowego maja bardzo duze znaczenie praktyczne tak dla hodowli zwierzat jak i dla
medycyny. Uzycie w tych badaniach prosiat jako modelu jest wyjatkowo trafne i pozwala z

duza doza prawdopodobienstwa przenosi¢ ich wyniki do neonatologii.

Maszynopis pracy przedstawionej do oceny liczy 150 strony i zawiera 33 ryciny oraz 24
tabele. W pracy wykorzystano 411 pozycji literatury, z czego ponad 29% pochodzi z ostatnich
pieciu lat. Calo$¢ pracy zostata podzielona na siedem rozdziatéw z podrozdziatami, ktore
poprzedzono streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem stosowanych

skrétow.

Pierwsza czgs¢ pracy stanowi obszerny wstep liczacy 43 strony. W rozdziale tym Autorka
opisala wszystkie zagadnienia niezbedna dla zrozumienia pracy doktorskiej. Opis ten
obejmuje informacje na temat greliny i jej receptora oraz roli tego hormonu, ze szczegélnym
uwzglednieniem przewodu pokarmowego. RoOwniez w tym rozdziale podane zostaly
informacje dotyczace rozwoju przewodu pokarmowego wraz z regulacjg tego procesu.
Rozdzial ten jest napisany w sposob zrozumiaty i $wiadczy o dobrym rozeznaniu Doktorantki

w studiowanej tematyce.

Po przedstawieniu aktualnego stanu wiedzy dotyczacej tematyki pracy doktorskiej Autorka
przedstawita w szesciu punktach cele jakie stawiata sobie w trakcie jej realizacji. Doktorantka
postanowita na wstgpie sprawdzi¢ (i) wystgpowanie/koncentracje greliny w mleku loch oraz
w krwi loch i oseskdw, a takze w preparatach mlekozastepczych. Nastepnie przeprowadzone
zostaly badania (i) wplywu egzogennej greliny i antagonisty jej receptora na parametry
morfologiczne przewodu pokarmowego noworodkdéw oraz (iii) przebadano kinetyke
dojrzewania btony $luzowej jelita cienkiego pod wplywem egzogennej greliny i antagonisty
jej receptora, w tym (iv) dynamike przebudowy nablonka jelita czczego. Na zakonczenie
przebadano wpltyw egzogennej greliny na (v) uszkodzenia DNA i (vi) mechanizmy indukcji

apoptozy.

W rozdziale trzecim ,,Material i metody” opisane zostaly kolejno trzy doswiadczenia wraz z
opisem stosowanych metod. Rozdzial ten jest zasadniczo dobrze napisany, zwiera pelne opisy
doswiadczen i stosowanych metod oraz analizy statystycznej. Szczegbétowe uwagi dotyczace

jego niedociagnie¢ przedstawi¢ w dalszej czesci recenz;ji.



Rozdzial czwarty obejmuje oméwienie wynikow, rowniez zgodnie z kolejnoscia doswiadczen
i postawionych celow. Wyniki sa opisane wyczerpujaco i dobrze zilustrowane. Ryciny i
tabele zawierajg wszystkie informacje niezb¢dne do ich analizy. Uwagi dotyczace tego

rozdzialu réwniez przedstawi¢ w dalszej czgsci oceny.

Kolejny, piaty rozdzial obejmuje dyskusj¢ uzyskanych wynikéw. Rowniez w tym rozdziale
tres¢ zostata podzielona zgodnie z kolejnoscia przeprowadzanych doswiadczen. Mgr Kotunia
z duza swoboda konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki z danymi literaturowymi, co jest
dowodem na osiagnigcie dojrzatosci naukowej. W rozdziale tym brakuje mi jednak krétkich
podsumowan po zakonczeniu dyskusji kazdego doswiadczenia. Taki sposob
podsumowywania dyskusji, szczegdlnie w pracach wielowatkowych jakimi sg czgsto prace
doktorskie, pomaga usystematyzowa¢ wiasny wklad do danego zagadnienia. Utatwia to

czytanie pracy doktorskiej, szczegdlnie jesli jest ona obszerna.

Po rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka zamieszcza rozdziat ,,Podsumowanie i wnioski”, w
ktéorym w dziewigciu punktach dokonuje rekapitulacji uzyskanych wynikéw. Mgr Kotuna
stwierdzila zatem, ze (i) siara i mleko loch zawierajgq znaczace ilosci greliny, podczas gdy
preparaty mlekozastgpcze sgq ubogie pod wzgledem zawartosci tego hormonu; (if) stezenie
greliny we krwi oseskow ulega zmianom, przyjmujac najwyzsze wartosci w 7 dobie zycia;
(iii) egzogenna grelina obniza mase ciata i niektérych narzadéw, a jej antagonista nie znosi
tego dzialania; (iv) egzogenna grelina wywiera efekt troficzny na mig$niowke zoladka, a jej
antagonista znosi to dzialanie; (v) wystawienie btony $luzowe;j jelita cienkiego na dzialanie
greliny skutkuje spowolnieniem jej dojrzewania (vi) z réwnoczesnym spowolnieniem
proliferacji i nasileniem proceséw apoptozy (indukcja $ciezki TNF-o i TGF-B1) i autofagii;
(vii) wzmozona ekspresja p53 i aktywnej kaspazy 3 swiadcza o nasileniu uszkodzen DNA w
nabtonku jelita po dozotadkowym podaniu greliny, wptyw ten jest znoszony przez antagoniste

greliny.

Wyzej wymienione obserwacje doprowadzity Autorke do sformulowania wniosku, ze grelina
wprowadzona do przewodu pokarmowego (np. z mlekiem) spowalnia proces
przebudowy nablonka i w konsekwencji opézZnia proces dojrzewania jelita u noworodka.

Jest to dziatanie specyficzne, gdyz znosi je podanie antagonisty tego hormonu.
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Uwagi

e W opisie metody radioimmunologicznego oznaczania hormonéw Autorka nie podata
bardzo istotnych informacji dotyczacych stosowanego systemu. Przy opisie metodyki
RIA niezbedne jest obliczenie i podanie bledu wewnatrz- i miedzy- seryjnego. Bardzo
wazne jest rowniez opisanie jak wygladata reakcja krzyzowa stosowanych przeciwcial
w stosunku do pokrewnych peptydow. O ile pierwsze z przytoczonych parametrow
RIA wymagaja obliczen, to krzyzowos¢ przeciwcial jest zwykle charakteryzowana

przez producenta.

e W odniesieniu do prezentacji wynikéw, jako osoba zajmujaca sie od bardzo dawna
endokrynologia, chcg zwrdci¢c Doktorantce uwage na konieczno$é przedstawiania
stezenia hormonéw w stezeniach molowych. Choé¢ pewnie dla wszystkich jest
oczywistym, ze hormony oddzialywaja czasteczka a nie masg, to jednak dosé
powszechnie spotykam si¢ w pracach z wyrazaniem ich stezenia w ilosci substancji.
Szczego6lnie utrudnia to interpretacje wynikow, gdy stezenie jednej substancji jest
podawane w molach a drugiej w jednostkach masy, a tak zostalo to zrobione w
odniesieniu do antagonisty receptora greliny i greliny. Oczywiscie czytelnik moze
dokona¢ przeliczenia, ale znacznie wygodniej jest, gdy tego przeliczenia dokona

jednokrotnie Autor, niz kazdorazowo czytelnik.

Obok tych istotnych uwag, do ktérych proszg by Autorka ustosunkowata si¢ w trakcie obrony,
pragne przytoczy¢ przyktadowo drobniejsze uchybienia, takie jak:

e cytowania prac bez zachowania chronologii czasowej (np. s. 15 w. 11 od dotu, s. 107

2 w. od dotu),

® czy zapis masy czasteczkowej jako wartosci mianowanej (str. 18 w. 15 od gory).

Wszystkie wyzej przytoczone uwagi nie obnizaja wartosci naukowej ocenianej pracy. Mozna
je potraktowaé jako niedociagnigcia, ktére zdarzaja si¢ rOwniez znacznie bardziej

doswiadczonym badaczom.

Reasumujgc, pragne zaznaczyé, ze przedstawiona do oceny praca zostala dobrze
zaplanowana, obudowana bogatym warsztatem badawczym i bardzo klarownie napisana.
Wyniki uzyskane w trakcie jej realizacji sq bardzo interesujace, nowatorskie, dobrze

udokumentowane i wnosza wiele istotnych informacji do wiedzy o dojrzewaniu przewodu




pokarmowego. Ponownie podkreslam, ze wyniki te, obok znaczenia poznawczego, maja

istotne znaczenie praktyczne tak dla nauk o zwierzetach jak i medycyny.

Na zakoriczenie stwierdzam z pelnym przekonaniem, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska Pani mgr Anny Kotuni pt. ,,Rola egzogennej greliny w regulacji dojrzewania jelita
cienkiego u nowo narodzonych prosiqt” spelnia wymogi stawiane przez USTAWE 0O
STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE
SZTUKI z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. nr 65 poz. 595 z 2003 roku z pézniejsza
poprawka Dz. U. nr 164 poz. 1365 z 2005 roku) i wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu
Fizjologii i Zywienia Zwierzat Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr Anny

Kotuni do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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