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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Aleksandry Matuszyk
pt.: "Wplyw podawania peptydéw kodowanych przez gen greliny na

uszkodzenia blony sluzowej jelita grubego wywolane kwasem octowym”

Dla prawidlowego dziatania przewodu pokarmowego szczegdlne znaczenie ma
zachowanie integralnosci blony sluzowej Szkodliwe czynniki dostaja sie do $wiatla
przewodu pokarmowego wraz z pokarmem. Blona $luzowa przewodu pokarmowego
zaopatrzona jest w szereg mechanizmoéw ochronnych. Dynamiczna réwnowaga
pomigdzy czynnikami szkodliwymi a mechanizmami ochronnymi, pozwala na
zachowanie integralnosci blony §luzowej przewodu pokarmowego.

Uszkodzenie blony Sluzowej jelita grubego moze prowadzi¢ do nieswoistych choréb
zapalnych jelit. Naleza do nich: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, choroba
Lesniowskiego-Crohna, czy niespecyficzne zapalenie jelit. Przyczyna nieswoistych
zapalen jelit nie zostala w pelni poznana. Prawdopodobnie w ich rozwoju odgrywaja
istotng  role czynniki infekcyjne, predyspozycje  genetyczne, dysfunkcja
immunologiczna oraz interakcje wymienionych czynnikow. W Polsce na nieswoiste
zapalenia jelit choruje ok. 50 tysigcy pacjentow. Leczenie wigze sie z licznymi
trudnosciami. cho¢ dzigki najnowszym osiagnigciom medycyny mozna monitorowacé
ich przebieg. Niemniej, prowadzone sa badania doswiadczalne 1 kliniczne
ukierunkowane na poszukiwanie i1 oceng nowych, bardziej skutecznych metod

terapeutycznych tych chorob.



Grelina i obestatyna, sg to polipeptydy pochodzace z preprogreliny, wykazujace
dziatanie ochronne i lecznicze w przewodzie pokarmowym.
Grelina. odkryta w 1999 r. jako endogenny ligand receptora hormonu uwalniajacego
hormon wzrostu (GHS-R), jest polipeptydem skladajacym si¢ z 28 aminokwasow.
Uwalniana jest w 60-70% z komorek oktadzinowych (tzw. X/A-like cells) trzonu 1 dna
zotadka. Grelina dziata poprzez swoiste receptory. Zwigzana jest z kontrolg rownowagi
energetyczne] przez pobudzanie apetytu, a takze oszczedzanie zgromadzonej tkanki
tluszczowej. Ponadto grelina zwigksza wyvdzielanie kwasu solnego, uwalnianie
gastryny. reguluje aktywnos¢ motoryczna przewodu pokarmowego. Badania ostatnich
lat wskazujq. ze dziala takze ochronnie na blony sluzowe zotadka.

Obestatyna jest peptydem obecnym w surowicy krwi, gtownie produkowanym w
blonte  Sluzowej zotadka. Powstaje, podobnie jak grelina, w ramach
wewnatrzkomorkowych przemian potranslacyjnych z preprogreliny. Uwaza sie, ze
obestatyna wplywa miedzy innymi na hamowanie pragnienia, hamowanie uwalniania
wazopresyny, zmniejszanie lgku i poprawe pamigci oraz poglebienie snu. W obrebie
przewodu pokarmowego wykazano pobudzajacy wplyw obestatyny na czynnosc
zewnatrzwydzielniczg trzustki. Ponadto wptywa na opréznianie zotadkowe i motoryke
jelit. a takze czynnos¢ parakrynna i endokrynna trzustki. Prowadzone w ostatnich
latach badania wykazuja takze, ochronne i lecznicze dzialanie obestatyny w
uszkodzeniach przewodu pokarmowego.

W Zaktadzie Fizjologii Klinicznej Katedry Fizjologii  Uniwersytetu
Jagiellonskiego - Collegium Medicum, od wielu lat prowadzone sa badania nad
ochronng rolg roéznorodnych czynnikow w doswiadezalnych uszkodzeniach narzadow
ukladu pokarmowego. Obejmuja one zagadnienia dotyczace miedzy innyvmi: wplywu
greliny 1 obestatyny na rozwdj eksperymentalnych wrzodoéw btony sluzowej zotadka i
dwunastnicy, gojenie owrzodzen jamy ustnej. przebieg ostrego dos$wiadczalnego
zapalenia trzustki.

W tvm swietle temat podjety przez Doktorantke, ktorego celem bylo okreslenie
wplywu podawania peptydow, pochodnych preprogreliny - greliny i obestatyny na
gojenie 1 zapobieganie uszkodzeniom btony sSluzowej jelita grubego, wywotane
podawaniem kwasu octowego, jest bardzo interesujacy 1 aktualny. Stanowi réwniez
konsekwentng kontynuacje¢ 1 rozwinigcie waznego nurtu badawczego.

Pod wzglgdem formalnym praca obejmuje 70 stron edycji komputerowej z podziatem

na typowe rozdziaty.
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We Wstepie i teoretycznveh podstawach pracy, majacym wszelkie zalety pracy
pogladowej. Doktorantka w sposob zwigzly 1 tresciwy przedstawita zagadnienia
dotyezace ochronnego i leczniczego dzialania greliny i obestatyny oraz mechanizm ich
dziatania. Rozdziat II-gi obejmuje spis publikacji o wysokiej punktacji Impact Factor,
wchodzacych w sklad pracy doktorskiej.

Analiza obecnego stanu wiedzy wykazala sprzeczne dane dotyczace roli greliny
1 obestatyny w doswiadczalnym zapaleniu jelita grubego. Dlatego. Doktorantka
sformulowala 5 zadan szezegotowych, uwzgledniajac. migdzy innym odpowiedzi na
pytania:

L. czy podawanie peptydow pochodnych preprogreliny po wywolaniu uszkodzen
blony sluzowej jelita grubego za pomoca kwasu octowego. wplywa na
dynamike gojenia tych uszkodzen i jaki jest wplyw peptydow pochodnych

preprogreliny na odnowe komorkowa blony $luzowej jelita grubego,
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czy podawanie peptydoéw pochodnych preprogreliny wplywa na lokalny odczyn
zapalny w blonie sluzowej jelita grubego i jaki jest wplyw peptydow
pochodnych preprogreliny na rozwdj stresu oksydatywnego w przebiegu

uszkodzen btony sluzowej jelita grubego,
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czy podawanie peptyddw pochodnych preprogreliny przed wywolaniem
uszkodzen blony sluzowej jelita grubego za pomocg kwasu octowego wplywa
na zahamowanie rozwoju tych uszkodzen.
Badania, bedace podstawa rozprawy doktorskiej sa czescia eksperymentow
prowadzonych w ramach realizacji dwoch projektéw badawczych pt.: . .Wplyw greliny
na leczenie zapalen i uszkodzen narzadow przewodu pokarmowego™ oraz ,.Wplyw
egzogennej obestatyny na rozwdj i przebieg zapalen jelita grubego”. Zostaly
przeprowadzone w trzech czgsciach eksperymentéw na szczurach plei meskiej, rasy
Wistar. Pierwsza seria badan miala na celu okreslenie wplywu poprzedzajacego
podanie greliny na rozw¢j zapalenia jelita grubego, wywotanego kwasem octowym.
Zwierzeta otrzymywaly dwukrotnie dootrzewnowo sol fizjologiczng (kontrola) lub
greling w trzech dawkach. Zapalenie jelita grubego byvlo wywolywane przez
doodbytnicze podanie roztworu kwasu octowego. Po otwarciu jamy brzusznej i
ekspozycji jelita grubego. badano przeptyw krwi przez blone sluzowa tego jelita i
mierzono powierzchni¢ uszkodzen blony sluzowej..

Druga seria badan miala na celu okreslenie wplywu poprzedzajacego podanie
obestatyny na rozwoj zapalenia jelita grubego, wywolanego kwasem octowym. Po

otwarciu jamy brzusznej i ekspozycji jelita grubego. badano przeptyw krwi przez blone



sluzowg tego jelita 1 mierzono powierzchni¢ uszkodzen blony sluzowej. Nastepnie
pobierano wycinki bfony §luzowej jelita do badan histologicznych i biochemicznych.

Trzecia seria badan miata na celu okreslenie wplywu podawania obestatyny na
przebieg zapalenia jelita grubego wywolanego kwasem octowym.

W rozdziale Wyniki badan, Doktorantka zamiescita omowienie kolejnych etapow
swojej pracy, opublikowanych w czasopismach o wysokiej punktacji Impact Factor,
wchodzacych  w sklad  pracy doktorskiej. Pierwszy ectap badan wykazal. ze
doodbytnicze podanie kwasu octowego wywoluje zapalenie jelita grubego u
wszystkich zwierzat. Uszkodzenie $ciany jelita bylo widoczne w ocenie makro- i
mikroskopowej. Efektowi temu towarzyszylo zmniejszenie przeptywu krwi i
biosyntezy DNA w blonie $luzowej jelita grubego. Obserwowany byl tez, w blonie
sluzowej jelita grubego, wzrost stgzenia prozapalnej interleukiny-1p (IL-1B) i
dialdehydu malonowego (MDA) oraz wzrost aktywnosci mieloperoksydazy i spadek
aktywnosci  dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Wezesniejsze podanie greliny
zmniejszato powierzchnie uszkodzen i ich cigzkos¢. LEfektowi temu towarzyszyla
poprawa przeptywu krwi, biosyntezy DNA i aktywnosci SOD w blonie $luzowej jelita
grubego. Ponadto podanie greliny zmniejszato w blonie §luzowej stezenie IL-1p i
MDA oraz aktywnos¢ mieloperoksydazy.

Drugi etap badan wykazat, ze podobnie, jak w etapie pierwszym. doodbytnicze podanie
kwasu octowego, wywoluje =zapalenie jelita grubego u wszystkich zwierzat.
Widocznemu w  ocenie makro- i mikroskopowej uszkodzeniu $ciany jelita,
towarzyszylo zmniejszenie przeptywu krwi i biosyntezy DNA w blonie $luzowej.
Obserwowany byt tez, wzrost stezenia prozapalnej interleukiny-1p oraz wzrost
aktywnosci  mieloperoksydazy. Wezeéniejsze podanie obestatyny zmniejszato
powierzchni¢ uszkodzen i1 ich cigzkos¢. Efektowi temu towarzyszyla poprawa
przeptywu krwi i biosyntezy DNA w blonie sluzowej jelita grubego. Ponadto podanie
obestatyny zmniejszalo w  blonie sluzowej stezenie IL-1B oraz aktywno$é
mieloperoksydazy.

Trzeci etap badan wykazal, ze blona §luzowa jelita grubego. po wywolaniu zapalenia
przy uzyciu kwasu octowego, podlega spontanicznemu gojeniu. Podawanie obestatyny
przez 6 dni przyspieszalo gojenie blony, zmniejszajac znamiennie statystycznie
powierzchni¢ uszkodzenia $ciany jelita grubego. Powodowalo rowniez poprawe
biosyntezy DNA i przeptywu krwi przez blone sluzows tego jelita. Efektowi temu
towarzyszylo  zmniejszenie  Sluzowkowego  stezenia  IL-1B 1  aktywnosci

mieloperoksydazy. Podawanie obestatyny przez 13 dni powodowalo petna regeneracje



blony sluzowej jelita grubego. Efektowi temu towarzyszylo przywrocenie
prawidlowego przeptywu krwi przez blone sluzowa i zachodzgce] w niej biosyntezy
DNA. jak tez znamienne zmniejszenie sluzowkowego stezenia IL-1f i aktywnosci
micloperoksydazy.

Uzyskane, przez Doktorantke wyniki swiadeza o ochronnym i leczniczym
wplywie peptydow kodowanych przez gen greliny na rozwoj i przebieg zapalenia jelita
grubego. w zastosowanym modelu badawczym. Obserwacje te wskazuja na potencjalna
mozliwos¢ zastosowania greliny i obestatyny w leczeniu zapalenia jelita grubego w
warunkach klinicznych.

Czytelnik nie ma watpliwosci jaki byl zakres badan 1 zastosowane przez

Doktorantke metody analizy statystycznej.
Na podstawie przeprowadzonych badan wyciagnigto 3 wnioski, znajdujace podstawe w
przedstawionych wynikach, znacznie wzbogacajac nasza wiedze na badany temat.
Doktorantka wyciagniete przez siebie wnioski ujmuje w podsumowaniu w sposdb
bardziej syntetyczny. co moim zdaniem jest korzystniejsze. Tres¢ przedstawionego
rozdzialu potwierdza bardzo dobre i dokladne przygotowanie Doktorantki do podjecia
pracy naukowej. Jest odpowiedzialna i sSwiadoma wartosci swojej pracy.

Cytowane pismiennictwo jest starannie dobrane i pochodzi gléwnie z ostatnich
lat. Rozprawe zamykaja publikacje sktadajace si¢ na prace doktorska oraz
oswiadczenia wspotautorow.

Po gruntownym zapoznaniu si¢ z caloscia. pracy. moge z pelnym przekonaniem
stwierdzi¢, ze nie mam zadnych istotnych uwag krytycznych mogacych podwazy¢ jej
wartosc.

/. obowiazku recenzenta zglaszam drobne uwagi dotyczace bledow literowych.,
stylistycznych  lub  wynikajacych z automatycznej korekty przez program
komputerowy. Praca jest napisana przejrzyscie, a samo opracowanie wykonane bardzo
estetycznie. Dobrze oceniam zarowno koncepcje badan. ich wykonanie. jak

1 interpretacje uzyskanych wynikow.

Podsumowujqc stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa
doktorska lek. Aleksandry Matuszyk pt.: ,Wplyw podawania peptydow
kodowanych przez gen greliny na ustkodzenia blony sluzowej jelita grubego
wywolane kwasem octowym” spelnia wszystkie wymogi okreslone w art. 13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr 65, poz. 595, z pozniejszymi
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zmianami) stawiane rozprawom doktorskim. Mam przyjemnos¢ wnioskowa¢ do
Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium
Medicum o dopuszezenie lek. Aleksandry Matuszyk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto uwazam, Ze przedstawiona mi do oceny dysertacja
doktorska stanowi wklad Doktorantki w zagadnienia zwigzane

z poszukiwaniem rozwiazan dotyczacych ochronnego i leczniczego dzialania
greliny i obestatyny w eksperymentalnych modelach uszkodzenia blony sluzowej
jelita grubego, co zostalo docenione w pracach opublikowanych w czasopismach

o wysokim Impact Factor. Dlatego wnosze o wyrdznienie pracy.
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