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Ocena rozprawy doktorskiej lek. med. Aleksandry Matuszyk pt. "Wplyw podawania
peptydéw kodowanych przez gen greliny na uszkodzenia blony Sluzowej jelita grubego
wywolane kwasem octowym” (The influence of administration of ghrelin gene encoded
peptides on colonic mucosa damage induced by acetic acid) wykonana pod kierunkiem
Promotora dr hab. n. med. Piotra Ceranowicza oraz Promotora pomocniczego dr n.
biol. Iwony Brzozowskiej. Prace wykonano w Zakladzie Fizjologii Klinicznej Katedry

Fizjologii Collegium Medium, Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Zdolnos¢ utrzymania integralnosci blony S$luzowej przewodu pokarmowego
zapewnienia prawidtowa funkcje bariery chroniacej przed wniknigciem mikroorganizmow
i zwiazkow chemicznych ze $wiatta przewodu pokarmowego. Do zachwiania prawidlowego
dzialania tej bariery prowadzié mogg czynniki o naturze chemicznej, biologicznej i fizycznej
w wyniku spowolnienia lub zahamowania procesow odpowiedzialnych za jej prawidlowa
odnowe. Dynamiczna réwnowaga istniejaca pomigdzy regeneracja komorek nabtonka a ich
utrata, pozwala na zachowanie integralnosci blony Sluzowej przewodu pokarmowego. W
prawidtowych warunkach proces ten jest regulowany na zasadzie ujemnych sprezen
zwrotnych i jest wypadkowa intensywnosci przebiegu procesow S$mierci i proliferacji
komorek. Przewéd pokarmowy jest miejscem powstawania wielu peptydow bioracych
udzialu w utrzymaniu na odpowiednim poziomie przebiegu tych proceséw. Jednakze w
wyniku dziatania silnego bodzca nocyceptywnego dochodzi¢ moze do powstania standw
zapalnych i uszkodzenia blony $luzowej w roznych miejscach przewodu pokarmowego. W
warunkach rozwoju zapalenia zainicjowane procesy odnowy przebiegajg zbyt wolno aby

zapewni¢ rychtg odbudowg btony sluzowe;.



Warto zaznaczy¢, ze proces wymiany komorek wyscielajagcych blong sluzowa jelit jest
bardzo dynamiczny i zachodzi dzieki podzialom komodrek macierzystych umiejscowionych w
strefie tworczej w dolnej czesci krypt jelitowych. W czasie wedrowki (trwajacej kilka dni) do
szczytu kosmkow w jelicie cienkim lub luminalnej powierzchni w jelicie grubym dochodzi do
ich réznicowania czynnosciowego a po dotarciu na szczyt ulegaja one ztuszczeniu do Swiatla
jelita. Wypaczenie tempa proliferacji komorek macierzystych i $mierci komoérek nabtonka
jelitowego (enterocytéw lub kolonocytow) prowadzi¢ moze do atrofii blony sluzowej, jak
réwniez do powstawania miejsc pozbawionych ich obecnosci, dajac poczatek wrzodom. Zas,
zwiekszenie tempa regeneracji przyspiesza proces blony S$luzowej po jej uszkodzeniu i
przywraca integralnos¢ blony §luzowej przewodu pokarmowego.

Pomimo znaczacego postepu w zapobieganiu i leczeniu zapalen jelita grubego, brak
jest skutecznych metod leczenia a poszukiwanie nowych substancji leczniczych jest
konicznoscig dla zapewnienia lepszej ochrony zdrowia pacjentow. W Polsce szacuje sig, ze
zapadalno$¢ na WZJG (wrzodziejace zapalenie jelita grubego) wynosi ok. 700 przypadkow
rocznie, a liczba chorych ok. 30 000 do 40 000. W krajach zachodnich 1/500 mieszkancow
cierpi na IBD (inflamatory bowel desease), a wg danych z Wielkiej Brytanii nawet 1/250
0s0b.

Preprogrelina jest wspdlnym prohormonem dla greliny i obestatyny. Oprocz
uwalniania hormonu wzrostu, grelina wykazuje inne efekty biologiczne, takie jak pobudzenie
motoryki przewodu pokarmowego, wzrost przyjmowania pokarmu i zwigkszanie odkladania
tkanki tlhuszczowej oraz udzial w regulacji bilansu energetycznego ustroju. Ponadto, badania
prowadzone przez wybitne $wiatowe zespoly naukowe wykazaly, ze grelina chroni wiele
narzadéw przed dzialaniem czynnikéw szkodliwych, w tym: serce, nerki 1 mézg przed
uszkodzeniami wywotanymi niedotlenieniem. W przewodzie pokarmowym, profilaktyczne
podanie greliny hamuje rozwéj wrzodow blony s$luzowej zotadka indukowanych
doswiadczalnie etanolem, stresem 1 alendronianami. Grelina przyspiesza gojenie
przewleklych wrzodow zotadka i dwunastnicy wywotanych kwasem octowym. Wykazano
rowniez, ze grelina hamuje rozw¢j ostrego zapalenia trzustki wywotanego ceruleina lub
niedotlenieniem z nastgpows reperfuzjg oraz przyspiesza regeneracje trzustki w przebiegu
tego zapalenia.

Liczne badania wykazaly, ze obestatyna wykazuje protekcyjne oraz terapeutyczne
dziatanie w ukladzie pokarmowym. Podawanie obestatyny dootrzewnowo przyspiesza
leczenie wrzodow zotadka wywotanych kwasem octowym oraz zapalenia jelita grubego

wywolane roztworem dekstranu sodu. Profilaktyczne podawanie obestatyny hamuje rozwdj



ostrego zapalenia trzustki wywotanego ceruleing i niedokrwieniem z nastepowa reperfuzja a
takze sprzyja przezyciu wysp trzustkowych, zwlaszcza komorek B. Ponadto, zespot Profesora
Konturka stwierdzil, ze pacjenci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego wykazuja
zwigkszona ekspresje mRNA dla greliny i TNF-a w blonie $luzowej jelita grubego sugerujac
istotna rolg tych czynnikow w patogenezie tej choroby.

Badanie wplywu podawania greliny i obestatyny na uszkodzenia blony $luzowej jelita
grubego jest zadaniem trudnym, co wynika zaréwno z metodologicznych ograniczen badan
wymagajacych duzej liczby zwierzat, jak ze zlozonosci czynnikow endo i egzogennych
oddzialujgcych na nablonek jelitowy, jak réwniez czynnikow uczestniczgcych w procesach

zapalnych.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. med. Aleksandry Matuszyk
pt."Wplyw podawania peptydow kodowanych przez gen greliny na uszkodzenia blony
sluzowej jelita grubego wywolane kwasem octowym" obejmuje przeprowadzone przez
Autorke badania zmierzajace do okreslenia roli greliny i obestatyny w stanach zapalnych
jelita grubego. Ponadto, badania te obejmuja mozliwosci stosowania syntetycznych analogéw
ww. peptyddw w leczeniu stanéw patologicznych zwigzanych z przerwaniem cigglosei
bariery jelitowe;.

Wybor bardzo aktualnego tematu pracy przez Doktorantke nalezy oceni¢ wysoko, jako
zasadny naukowo i pozadany ze wzgledu na mozliwo$¢ przeniesienia uzyskanych wynikow
do praktyki kliniczne;.

Rozprawa jest zbiorem trzech prac oryginalnych, przedstawiona w formie 10
rozdzialow tj. spis tresci, streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), wstep zawierajacy
teoretyczne podstawy problemu, cel podjetych badan, metody i organizacja badan, wyniki
badan i podsumowanie, wnioski, pismiennictwo, publikacje sktadajgce si¢ na prace doktorska
oraz o$wiadczenia wspotautordw.

Wszystkie trzy artykuly dotyczg udziatlu peptydéw powstajacych z preprogreliny w
procesach odnowy (gojenia) blony sluzowej jelita grubego na modelu szczurzym z
indukowanym zapaleniem za pomocg niskoprocentowego kwasu octowego. Wszystkie trzy
oryginalne artykuly sa pracami wieloautorskimi, opublikowanymi w czasopismach z Listy
Filadelfijskiej (Journal of Physiology and Pharmacology, Archieves of Medical Sciences oraz
Oxidative Medicine and Cellular Longevity). Prace byly cytowane 3 razy, a czynnik wplywu
wynosi tacznie 9,108. Spetnione zostaty tym samym ustawowe wymogi odnosnie spéjnosci

tematycznej publikacji wehodzacych w sklad rozprawy doktorskiej.



Do rozprawy dotgczono oswiadczenia Doktorantki 1 wszystkich wspofautorow,
wskazujace na indywidualny wklad przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czesci
eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikoéw poszczegdlnych prac. Nalezy zwréci¢
uwage, ze w dwoch publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem.

Krotki wstep podsumowujacy kliniczne aspekty badanej jednostki chorobowej,
odsylajacy do publikacji przegladowych i oryginalnych, wprowadza czytelnika w tematyke
ocenianej rozprawy.

Jako cel pracy Doktoranka postawila sobie okreslenie wplywu parenteralnego
podawania (i.p.) peptydow pochodnych preprogreliny, tj. greliny i obestatyny na proces
odnowy uszkodzonej blony sluzowej jelita grubego oraz na powstawanie uszkodzen blony
$luzowej jelita grubego wywolane podawaniem kwasu octowego na modelu szczurzym. Do
osiggniecia celu, Doktorantka przeprowadzila badania w trzech etapach w poszukiwaniu
odpowiedzi na pytania:

1. Jaki jest wplyw peptydow pochodnych preprogreliny na odnowe komorkowa blony
sluzowej jelita grubego?

2 Czy podawanie peptydéw pochodnych preprogreliny wpltywa na dynamike procesu
gojenia uszkodzen btony $luzowej jelita grubego?

3. Czy podawanie peptyddéw pochodnych preprogreliny wplywa na lokalny odczyn
zapalny w blonie sluzowej jelita grubego?

. Jaki jest wplyw peptydéw pochodnych preprogreliny na rozwoj stresu oksydatywnego

w przebiegu uszkodzen blony sluzowej jelita grubego?

5. Czy podawanie peptydéw pochodnych preprogreliny przed wywolaniem uszkodzen

blony sluzowej jelita grubego moze hamowa¢ rozwoj tych uszkodzen?

Najwazniejszg cze$¢ rozprawy stanowia trzy artykuly przedstawiajagce wyniki badan z
udzialem peptydow powstajacych z preprogreliny w procesach odnowy btony sluzowej jelita
grubego na modelu szczurzym z indukowanym zapaleniem za pomoca niskoprocentowego
kwasu octowego:
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W pierwszej pracy zbadano wplyw greliny na zapobieganie powstawania uszkodzen
blony sluzowej jelita grubego wywotanych kwasem octowym. Badania przeprowadzono na
160 szczurach szczepu Wistar podzielonych na grupy kontrolne i doswiadczalne
zapewniajace odpowiednig liczbe obserwacji do wiarygodnej analizy statystycznej. Zbadano
wplyw trzech réznych dawek greliny (4, 8 i 16 nmol/kg mc. 2x dziennie ip.) oraz wplyw
plynu fizjologicznego zaréwno u szczuréw z indukowanym zapaleniem, jak i bez indukeji
zapalenia jelita grubego. W znieczuleniu ogélnym indukowano stan zapalny jelita grubego u
szczurdw poprzez wykonanie wlewu z 1 ml 4% kwasu octowego, zas kontrolne wlewy
wykonano z soli fizjologicznej. Ocena stopnia stanu zapalnego dokonywano po godzinie i po
uplywie 24 godzin od wlewu. Po znieczuleniu i otwarciu jamy brzusznej oceniano rozleglos¢
uszkodzen blony sluzowej jelita grubego oraz przeptyw krwi przez te blong. Pobrano
fragmenty $ciany jelita do oceny histologicznej i okreslenia wielkosci syntezy DNA oraz
oceny biochemicznych wskaznikéw nasilenia zapalenia (aktywnos$¢ mieloperoksydazy i
stezenie pro-zapalnej interleukiny-1f) i oceny stanu rownowagi oksydoredukcyjnej (stgzenie
dwualdehydu malonowego oraz aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej). W wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wezesniejsze podawanie dootrzewnowo greliny
hamuje rozwdj zapalenia jelita grubego indukowanego kwasem octowym U SZCZUrOW.
Autorzy przypisuja te dzialania wiasciwosciom przeciwzapalnym i antyoksydacyjnym
greliny.

W drugiej pracy zbadano wplyw obestatyny na zapobieganie powstawania uszkodzen
blony $luzowej jelita grubego wywotanych kwasem octowym. Badania przeprowadzono na
128 szczurach szczepu Wistar. Metodyka przeprowadzonych badan, jak i zakres
prowadzonych analiz wskaznikow byfa podobna jak w pierwszej pracy.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, Zze wczesniejsze podawanie
dootrzewnowo obestatyny dziata ochronnie na blone $luzowa jelita grubego zapobiegajgc
rozwojowi zapalenia indukowanego kwasem octowym u szczuréw. Autorzy wskazujg na
potencjalna mozliwo$¢ stosowania tego peptydu w kontroli remisji u pacjentéw z zapaleniem

jelit.



W trzeciej pracy badano wplyw obestatyny na przebieg zapalenia jelita grubego weczesnie]
wywolanego 1 ml 3,5% roztworu kwasu octowego. Na 80 szczurach szczepu Wistar badano
wplyw dawki 8 nmol/kg/mc. dwa razy dziennie (16 nmol/kg/mc./dzien) oraz wplyw plynu
fizjologicznego zaréwno u szczuréw z indukowanym zapaleniem, jak i bez indukcji zapalenia
jelita grubego. Metodyka przeprowadzonych badan, jak i zakres prowadzonych analiz
wskaznikow byla podobna, jak w poprzednich pracach. Rézne byly jednak czasokresy
stosowania obestatyny dootrzewnowo tj. siedem lub czternascie dni, oraz zwiazane z tym czas
od indukcji zapalenia, po ktérym oceniano rozleglos¢ uszkodzen blony $luzowej jelita
grubego, jak i badania przeptywu krwi przez te blong.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, Ze dootrzewnowe podawanie
obestatyny przyspiesza proces odnowy blony Sluzowej jelita grubego u szczurow z
zapaleniem jelita grubego wywolanym 3,5% roztworem kwasu octowego. Autorzy przypisuja
te dzialania wiasciwosciom przeciwzapalnym obestatyny oraz jej zdolnosci do zwigkszania

przeptywu krwi i stymulacji proliferacji blony $luzowej jelita grubego.

Whiosek koncowy

Po dokladnym zapoznaniu sie z praca doktorska lek. med. Aleksandry Matuszyk
uwazam, ze Autorka pracy posiadta wymagana znajomos$¢ warsztatu metodycznego, potrafi te
umiejetnosci odpowiednio wykorzystaé w pracy eksperymentatorskiej, a otrzymane wyniki
logicznie zinterpretowac. Praca dokumentuje, w moim przekonaniu, kilka waznych odkry¢
biomedycznych. Majgc powyzsze na uwadze pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska lek. med. Aleksandry Matuszyk pt "Wplyw podawania
peptydow kodowanych przez gen greliny na uszkodzenia blony sluzowej jelita grubego
wywolane kwasem octowym” (The influence of administration of ghrelin gene encoded
peptides on colonic mucosa damage induced by acetic acid)” w pelni odpowiada warunkom
okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu
Lekarskiego
Uniwersytetu Jagielloniskiego wniosek o dopuszczenie lek. med. Aleksandry Matuszyk do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
Ponadto, majac na uwadze wysoki poziom merytoryczny oraz nowatorski charakter

recenzowanej dysertacji wnioskuj¢ o jej wyréznienie stosowng nagroda.




