Krakow, 22.04.2009

Ocena pracy doktorskiej mgr Anny Kotuni pt. ,,Rola egzogennej greliny w
regulacji dojrzewania jelita cienkiego u nowo narodzonych prosigt”

Temat rozprawy doktorskie] mgr Anny Kotuni dotyczy tematu aktualnego w
gastroenterologii, chorobach metabolicznych jak i farmakologii dzialania 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 rozwdj
dojrzewanie i regeneracj¢ przewodu pokarmowego sa w centrum zainteresowania ze wzgledu
na dostgpnosc coraz to nowych peptydéw. O ile mechanizmy dzialania i rola klasycznych
hormonow przewodu pokarmowego jest w duzej mierze poznana i to w zakresie ich dzialania
na rozwdj przewodu pokarmowego oraz jego dojrzewanie o tyle udzial hormonéw spoza tego
zakresu jest slabo poznany. Doskonalym tego przykladem sg badania nad produkowang
glownie w przewodzie pokarmowym, choé nie tylko, greling.

Rola greliny w regulacji przyjmowania pokarmu jest po czesci okre$lona, ale badania nad
jej wplywem na dojrzewanie przewodu pokarmowego jest tylko czgsciowo poznana na
modelach zwierzgeych, a prawie w ogoéle 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 funkcje jelita cienkiego i zoladka z
szezegolnym uwzglednieniem dzialania blokujacego 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 sq czytelne w wigkszosci kolorowe znacznie ulatwiajg obserwacje uzyskanych
wynikow, tabele sg przejrzyste. Czes$é rycin jest jednak raczej obrazami histologicznymi i
jako takie powinny by¢ podpisane ,,obraz mikroskopowy” Pi$miennictwo jest niezwykle
obszerne jak na ten typ opracowania, obejmuje 411 pozycji i jest aktualne. Uklad pracy jest
typowy dla tego rodzaju opracowan, poprawny, przejrzysty i podzielony na siedem czesci.

Wstep jest obszerny, dopracowany do szczegdldw, ktore niekiedy przekraczaja zakres
potrzebny do planowanych badan i posiada nawet rys historyczny. Podzielony zostal na 2
czgsei glowne i szereg podpunktow. W sposob wyczerpujacy Autorka omawia w nim znang
wiedzg o grelinie, jej receptorze, stgzeniu, znanej juz aktywnosci oraz jej antagoniscie.
Osobno podane zostaly wybrane aspekty rozwoju i czynnosei przewodu pokarmowego we
wezesnym  okresie postnatalnym. Na szczegélng uwage zastuguje obok nowoczesnego
omowienia roli greliny pigkne tego graficzne (ryciny i schematy) poparcie. W calosci wstep
opracowany jest kompleksowo ze znajomoscig warsztatu a recenzent mogl sie dowiedzieé
kilku nowych interesujacych informacji nie tylko z zakresu zaplanowanych badan.

W nastgpnej czgsci pracy Autorka zwigzle precyzuje cel badafn. Bylo nim: wyjasnienie
wplywu, egzogennej greliny na rozwdj ukladu pokarmowego prosiat ze szczegdlnym
uwzglednieniem jelita cienkiego. Podane zostaly takze cele szczegdlowe w  szedciu
podpunktach.

W dalszej czgéci pracy Autorka przedstawia material i metodyke badan. Przeprowadzono je
na prosigtach. Wykonano oceng stgzenia greliny w siarze, mleku i osoczu loch oraz w osoczu
prosiat. Badano wpltyw egzogennej greliny na rozwdj jelita cienkiego nowonarodzonych
prosigt. Ocenione zostalo dziatanie antagonisty receptora dla greliny [D- Lys3]-GRP-6 po
podaniu egzogennej greliny. Osobno w sposob wyczerpujacy i prawidlowo zostaly oméwione
zastosowane procedury do$wiadezalne, niezwykle trudne i wymagajace doskonalego
warsztatu do badan migdzy innymi: analiza immunofluorescencyjna, ilosciowa ocena
technika cytometrii tkankowej, badania histologiczne, oznaczenie ekspresji bialek



markerowych c¢zy oznaczanie aktywnosci enzymow. Szczegdlnie doskonale pod wzgledem
technicznym sa opracowania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Omowiona zostata
W sposOb wyczerpujacy po  poszezegdlnych etapach analiza statystyezna uzyskanych
wynikow.

W nastepnej czgsei pracy mgr Anna Kotunia omawia wyniki swoich badan. Wyniki te sa

szezegolowo przedstawione na zalaczonych rycinach, Calo$¢ wynikow przedstawiona zostala
z podzialem na podrozdzialy zgodne z planowanymi badaniami. Osobno przedstawiono
stgzenia aktywnosci greliny u loch i prosigt. Szezegolnie duza warto$é poznaweza w tej czesei
badan maja wyniki wykazujace znamienny wzrost greliny w osoczu u prosigt karmionych
przez matke i to do wyzszego poziomu niz w mleku matki.
Takze interesujace sa wyniki z drugiej czesci z podawaniem egzogennej greliny. Tu wydaje
si¢ by¢ istotnym wykazanie zmniejszenia grubodcei blony $luzowej i masy jelita u prosiat po
cgzogennej grelinie, cho¢ brak tu zmian zaleznych od dawki jesli chodzi o grubosé¢ blony
sluzowej gdy inne mierzone parametry to wykazuja. Sumarycznie jest to niezwykla
obserwacja wskazujaca, ze¢ egzogenna grelina moze spowalnia¢ kinetyke dojrzewania blony
sluzowej, co jest udokumentowane wigkszoscig zastosowanych w pracy metod. Jest wedlug
recenzenta bardo istotnym wykazanie pobudzenia $ciezki receptorowej apoptozy w
enterocytach zaleznej od TNF-a i TGF-B1.

Trzecia cz¢$¢ dotyczaca antagonisty receptora greliny jest takze cickawa bo fakt
odwracania dzialania greliny jest oczywisty, ale dodatkowy efekt znamiennego spadku
przyrostu masy ciala prosiat po samym antagoniscie greliny jest zastanawiajacy.

Sumarycznie wyniki recenzowanej pracy wskazuja jednoznacznie na to, ze grelina jest
wysoce aktywnym czynnikiem odgrywajacymi rolg w regulacji dojrzewania i funkeji jelita
cienkiego i wskazuje na potencjalng mozliwos¢ zastosowania jej w modyfikacji rozwoju i
leczeniu przewodu pokarmowego.

Umieszezone w tekscie ryciny sq obszernie podpisane, kolorowe, czytelne, przez co
pozwalajace dobrze §ledzi¢ opisywane parametry.

Dyskusja jest obszerna. Autorka omawia uzyskane wyniki i poréwnuje z dostepnym
pismiennictwem. Dyskusja podzielona jest na czgsci odpowiednio osobno omawiajac efekty
poszczegolnych etapéw pracy. W cickawy sposob autorka interpretuje wyniki z drugiej czescei
badan dotyczace 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 sposéb wywazony oméwione
zostaly wszystkie wlasne wyniki na tle doniesien innych autoréw.

Whioski podaje autorka w odrgbnej cz¢sei pracy, jest ich 9. Najistotnicjszy wydaje sie by¢,
ze grelina mleka matki spowalnia procesy przebudowy nablonka i tym samym dojrzewanie
jelita nowo narodzonych prosiat.

Do pracy dolacza autorka streszczenie, zawierajace migdzy innymi, cele pracy, elementy
metodyki, najwazniejsze wyniki oraz wnioski.

Dolaczone jest tez krotkie streszezenie w jezyku angielskim.

Praca zaopatrzona jest w niezwykle obszerny spis skrétow, kidre ulatwiajg zrozumienie
tekstu pracy.

Ostatnig cz¢s¢ stanowi niezwykle obszerne pismiennictwo obejmujace, jak wspomniano,
411 pozycji, w ktorych autorka podaje pelne tytuty cytowanych prac.

Omawiana praca mgr Anny Kotuni przedstawia wyniki wielostronnych badan, ktore maja
duze znaczenie w regulacji fizjologicznej i dojrzewaniu przewodu pokarmowego, przez co
posiadajg znaczace implikacje praktyczne. Autorka w oryginalny sposob stara si¢ wyjasni¢ na
drodze dos$wiadcezalnej mechanizmy regulujace te procesy. Przeprowadzone badania sa trudne
w realizacji i co nalezy zaznaczy¢ wymagaja starannosci, dobrego opanowania warsztatu
badawezego i nakladow finansowych. Praca napisana jest poprawnym i zrozumialym
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jezykiem. Na podstawie wstepu i dyskusji mozna stwierdzié, Ze autorka posiada
wszechstronng  znajomos¢ stanu wiedzy dotyczacej fizjologii i farmakologii przewodu
pokarmowego. Z wstepu, jak wspomnialem wezesniej, mozna si¢ bardzo wiele nauczyé.
Autorka potrafita jasno i konkretnie postawi¢ cele i zalozenia pracy, przy czym cele ten
wynikajg z omowionego we wstgpie stanu obecnej wiedzy w tej dziedzinie.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje nowoczesna metodyka zastosowana w badaniach
wymagajaca obok wiedzy teoretycznej takze zdolnosci manualnych.

Wyniki przedstawia autorka zwigzle, postugujac si¢ dobrze opracowanymi wykresami
ulatwiajacymi orientacj¢ w przeprowadzonych badaniach.

Czytajac tekst pracy doktorskiej mgr Anny Kotuni natrafia si¢ na pewne usterki i w
zwigzku z tym nasuwaja si¢ pewne uwagi:

I. Nie opisano w sposob wystarczajacy przy rycinach oznaczen znamiennosci
statystycznej]. Wzgledem czego jest ,a” czy ,,.b” nie zawsze jest jasne.

2. Zaroéwno grelina jak i jej antagonista wykazuja momentami podobne dziatanie, moze
antagonista jest zarazem czgsciowym agonista? Najlepiej to wida¢ w zmianach masy
zwierzat i narzaddw. Nie zostalo to wystarczajaco omowione w dyskusji.

3. Grelina podawana byla dozotadkowo 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 wyniklo to z badan innych autoréw, co czgéciowo poruszono w dyskusji.

5. Numerowanie rycin jest nietypowe, rozpoczynaja si¢ numerem podrozdziatu. Ulatwia
to ich znalezienie, ale nie jest powszechne w publikowanych pracach.

6. Brak w spisie oplsu podrozdziatléw dyskusji, choé¢ sa obecne w tekscie.

Podsumowujac uwagi na temat rozprawy doktorskiej mgr Anny Kotuni uwazam, 7e stanowi

ona bardzo wartosciowy wklad w naszg wiedz¢ o grelinie, a takze rozwoju i dojrzewaniu jelit
prosiat. Dzigki zastosowanej nowoczesnej technice i modelom doswiadezalnym zwierzat
poszerza nasza wiedzg w sposob znaczacy. Recenzent ma $wiadomodé, ze zastosowane
badania sg trudne i oznaczenia wymagaja kosztownej unikalnej aparatury. Wysoko oceniam
sposob analizy badanego problemu, ktory jest niezwykle przejrzysty uwzgledniajac szerokosé
wykonanych doswiadczenia.
Wymienione wezesniej pewne niewielkie usterki sa natury jedynie formalnej i zwykle
towarzysza tego typu opracowaniom i nie umniejszajg wysokiej wartosci merytorycznej
pracy, ktorg oceniam bardzo wysoko i uwazam za odpowiadajaca w pelni wymogom
stawianym rozprawom doktorskim w petni odpowiada warunkom okreslonym w art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. ,,O 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 etapoéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage temat i sposéb rozwigzania postawionego problemu raz doskonale
opanowanie warsztatu badawczego i wnioskuj¢ takze do Wysokiej Rady o wyrdznienie
recenzowanej pracy.

Prof. dr hab. med. Artur Dembinski



