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Recenzja
Rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Agnieszki Leus
»ZMmiany rozwojowe struktury histologicznej i bariery jelitowej dwunastnicy jako efekt
prenatalnej suplementacji kwasem 3-hydroksy-3-metylomastowym w modelu
zwierzecym”

wykonanej w Zaktadzie Anatomii Poréwnawczej i Antropologii Instytutu Biologii i Biochemii
na Wydziale Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie pod
kierunkiem Promotora Pana dr hab. n. biol. Piotra Dobrowolskiego profesora uczelni przy
wsparciu Promotora pomocniczego Pana dr hab. n. wet. Siemowita Muszynskiego z Katedry
Fizyki Wydzialu Inzynierii Produkcji Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Podstawg formalng wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Instytutu Medycyny Wsi
im. Witolda ChodZki w Lublinie z dnia 26 pazdziernika 2018 roku.

Kwas 3-hydroksy-3-metylomastowy (HMB) powstaje endogennie u ludzi i zwierzat jako
metabolit leucyny, egzogennego aminokwasu, ktory posiada rozgateziony boczny taficuch
alifatyczny. HMB jest przeksztatcany do beta-hydroxy-beta-metyloglutarylo-Co-A (HMG-CoA)
glownie w cytoplazmie komodrek mig$niowych i1 watrobowych, gdzie moze zosta¢ uzyty do
produkcji cholesterolu. Zaktada si¢, ze uszkodzone lub obcigzone komdrki migsniowe nie sg w
stanie wytworzy¢ wystarczajacej ilosci HMG-CoA zeby zapewnié synteze cholesterolu na takim
poziomie, ktory bedzie umozliwiat prawidtowe funkcjonowanie komorek i prawidtowa strukturg
bton komoérkowych. W zwiazku z powyzszym, suplementacja HMB moze by¢ odpowiednim
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sposobem na dostarczenie niezbednego HMG-CoA. Potwierdzone licznymi badaniami na
zwierzetach 1 wolontariuszach, wielokierunkowe korzystne dzialanie HMB, przyczynito si¢ do
tego, ze substancja ta powszechnie wystepuje na rynku suplementdw. Wystepuje w postaci
ptynnej, kapsulek i proszku do rozpuszczania. Zalecana jest gtownie dla poczatkujacych
sportowcow, u ktorych ma zapobiega¢ negatywnym skutkom katabolizmu po wysitku. Brak jest
jednak opinii odno$nie dziatania HMB w okresie prenatalnym. Generalnie nie uzyskano
dotychczas w pelni wyczerpujacych informacji o procesach wzrostu i dojrzewania w okresie
prenatalnym oraz mozliwosciach ingerencji w ich przebieg. Wiadomo jednak, ze w okresie zycia
ptodowego wrazliwo$¢ rozwijajacych sie struktur narzadowych jest wyjatkowo duza i nawet
najmniejsza ingerencja farmakologiczna upo$ledza lub hamuje prawidlowy rozwoj organizmu,
albo przyspiesza dojrzewanie poszczegélnych uktadéw i narzadow. Koniecznym dlatego jest
podejmowanie badan, w ktorych jest mozliwos¢ oceny efektow dziatania HMB jako czynnika
programujacego, ktore bylyby podstawa do podjecia prob na wykorzystanie HMB w celu
przyspieszenia dojrzewania przewodu pokarmowego u nowonarodzonych dzieci, co mogloby
by¢ waznym elementem w réznorodnych terapiach u tych dzieci, ktérych powodzenie zalezne

jest od funkcji i struktury przewodu pokarmowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Leus zostata napisana w
jezyku polskim i przedstawiona do recenzji w postaci wydruku komputerowego na 78 stronach
formatu A4. Uklad dysertacji jest tradycyjny i zawiera: spis tresci, wykaz skrotow, wstep, cel
pracy, materialy 1 metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, spis ilustracji i tabel oraz wykaz pi$miennictwa. Rozprawa zawiera 15 rycin
nazwanych figurami, 5 tabel i 114 pozycji piSmiennictwa, w wigkszos$ci anglojgzycznego. Szata

graficzna jest staranna i estetyczna.



We ,,Wstepie” obejmujacym 9,5 strony Doktorantka w klarowny spos6b wprowadza czytelnika
w tematyke badawcza, gdzie 4 strony poswigcita na ogdlng charakterystyke jelita cienkiego; na 3
stronach opisata zastosowany metabolit leucyny prezentujac jego budowe na rycinie; nastgpnie
na 1 stronie omowita zalety zastosowania $wini domowej jako modelu zwierzecego w
badaniach. W czesci dotyczacej HMB Doktorantka zwrdcita uwage, ze do chwili obecnej nie ma
zadnych informacji na temat metabolitu leucyny jako czynnika programujacego rozwdj i
czynno$¢ jelita cienkiego zarowno u $wini domowej jak 1 czlowieka, dla ktérego $winia jest
doskonatym zwierzgciem modelowym. Rozdzial ten zawiera aktualne dane ze $wiatowej
literatury, co $wiadczy o duzej wiedzy Doktorantki i umiejetnosciach doboru materiatu do
opisanych zagadnien.

W rozdziale ,,Cel pracy”, Doktorantka postawila 4 cele badawcze, ktore pozwolg jej
zweryfikowa¢ hipoteze o mozliwosci przyspieszenia rozwoju, dojrzewania i1 zdolnosci
adaptacyjnych jelita cienkiego (dwunastnicy) w okresie zmiany formy zywienia z ptynnej
mlekiem matki na staly pokarm u potomstwa matek otrzymujacych HMB w okresie cigzy.
Doktorantka zaplanowata rowniez zbadanie czy efekty prenatalnego oddziatywania HMB sg
zalezne od ptci potomstwa.

Do osiaggniecia zamierzonych celéw zaplanowala do§wiadczenie obejmujace dwie grupy
do$wiadczalne matek liczace sumarycznie 12 sztuk po 2-3 przebytych porodach, ktore byty
podzielone na grupe kontrolng i do§wiadczalng otrzymujagca HMB w ilo$ci 0,2 g/kg masy ciata w
okresie od 70. do 90. dnia cigzy. Po porodach, potomstwo uzyskane od matek z grupy kontrolne;j
stanowilo grup¢ kontrolng samcow i samic, a potomstwo urodzone przez matki suplementowane
HMB stanowito grupe HMB samcow i samic. Moment zmiany formy Zywienia z ptynnej na statg
przypadat w wieku 35 dni. Doktorantka zawarta stosowna informacj¢ na temat pozwolenia

komisji etycznej.



Rozdzial ,,Materialy i Metody” zawiera szczegdtowy opis uzytych materiatlow, stosowanych
metod i technik. Obejmuje on 19,5 strony i zawiera 11 rycin i 1 wzér matematyczny.
Szczegotowe przedstawienie procedur metodycznych z tatwoscia pozwoli osobie bieglej w
technikach histologicznych i mikroskopowych oraz wykonujacych testy ELISA bez trudu
odtworzy¢ badania.

Do analizy statystycznej istotnosci wynikdéw zastosowal odpowiednie testy zgodnie ze sztuka
statystyczna.

W rozdziale ,,Wyniki” zajmujgcym 7,5 strony, Doktorantka przedstawita na 3 rycinach i w 5
tabelach uzyskane wyniki. Nalezy podkresli¢, ze prezentowane mikrofotografie wskazuja, ze
Doktorantka bardzo dobrze opanowata warsztat i swobodnie postuguje si¢ nowoczesnymi
technikami badawczymi.

W rozdziale ,,Dyskusja” przeprowadzonym na 10 stronach, Doktorantka skonfrontowata swoje
wyniki z wynikami uzyskanymi przez innych autorow i w jasny sposob wyeksponowata swoje
oryginalne wyniki, co dowodzi dobrego opanowania warsztatu pisarskiego i oczytania,
umiejetnosci kierowania logicznym wywodem i celnego dobierania argumentow z literatury. Na
podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka sformutowata 4 wnioski koncowe $cisle dotyczace
postawionych przez siebie celow badawczych.

»Pismiennictwo”. W rozdziale tym Doktorantka zestawila interesujace pozycje piSmiennictwa,
do ktorych w umiejetny sposob si¢ odniosta zarowno we wstepie jak i dyskusji. Zagadnienia
poruszane w rozprawie doktorskiej zostaty poparte odpowiednio dobranym pismiennictwem.
Spis piSmiennictwa zawiera 114 pozycji, z ktdrych znaczna ilo$¢ to prace oryginalne. Zakres
podanego pismiennictwa $wiadczy o tym, ze Doktorantka doktadnie zapoznata si¢ z obecnym

stanem wiedzy zwigzanym z podjeta tematyka prenatalnego programowania z zastosowaniem

HMB.



Z obowiazku recenzenta pragne zwroci¢ uwage na drobne niedopatrzenia, ktére powinny zostaé
poprawione przy oddaniu pracy do druku.

W calej dysertacji Doktorantka przyjeta system cytowan, w ktorym publikacje s3 wymieniane w
kolejnosci rocznika. We wstepie opisujac uzyty zwigzek chemiczny na stronie 13, Doktorantka
pisze: ,,Zalecana jest dla poczatkujacych zawodnikow, u ktorych ma zapobiega¢ negatywnym
skutkom katabolizmu po wysitku (Nissen S.L. i Abumrad N.N., 1997; Nissen i in., 2000;

Hmb, 2005; Tatara i in., 2012; Nunes i in., 2008; Tatara i in., 2008; Sliwa i in.,

2010a; Wilson i in., 2013; Molfino i in., 2013; Szczesniak i in., 2015; Blicharski

i in., 2017; Cieskal i Nieradko-lwanicka, 2018).” Wyliczajgc przytoczone referencje,
Doktorantka pogubita si¢ w czasie oraz zgubita nazwisko, gdyz w cytowaniu ,,Hmb, 2005 Hmb
nie jest nazwiskiem. Prosz¢ podaé poprawnie cytowanie.

Na stronie 14 Doktorantka pisze: ,,Powyzsze dane pozwalajg na wsunigcie hipotezy..”. Chyba
chodzi o wysunigcie hipotezy.

Na stronie 15, Doktorantka pisze: ,,Wielka zaleta tego gatunku sg niskie koszty hodowli, cigza
trwa stosunkowo krétko, a mioty sg liczne, ponadto wykorzystywanie tego gatunku do badan
budzi znacznie mniejsze kontrowersje niz w przypadku naczelnych.” Jestem w stanie zgodzi¢
si¢, ze uzycie $wini domowej w doswiadczeniach jest mniej kontrowersyjne niz uzycie
przedstawicieli naczelnych, ale koszt utrzymania $§wini oraz ilo§¢ czynnika, jaka musi zosta¢
podana w przeliczeniu na mas¢ ciata to koszty bardzo wysokie, ktére powoduja, ze coraz
rzadziej w tego typu doswiadczeniach stosuje si¢ ten gatunek. Cigza jest krotka, ale zalezy to od
punktu widzenia, poniewaz poréwnujac z cigza u cztowieka faktycznie jest krotsza, ale w
poroéwnaniu z cigzg u szczurzycy czy kawi to jest to najlepszy model do tego typu badan.

Na stronie 21, Doktorantka uzywa okreslenia ,kontra barwienie”. Lepsze jest — barwienie

kontrastowe.



Strona 22, jest zdanie: ”Do oceny reakcji immunohistochemicznych oraz zliczanie komoérek
apoptotycznych...”. Powinno byé¢: ,,Do oceny reakcji immunohistochemicznych oraz liczenia
komorek apoptotycznych...”

W opisie ,,Ocena splotéw nerwowych dwunastnicy” Doktorantka powoluje si¢ na metode
pomiaru powierzchni przekroju, ksztattu i sredniej $rednicy Fereta podajac tylko cytowanie.
Powinien by¢ podany pelny opis.

W rozdziale ,,Wyniki”, rezultaty sg przedstawione w Tabelach. Maty znacznie rozmiar czcionki
zastosowanej w tabelkach znaczaco odbiega od wielkosci czcionki pozostatego tekstu i sprawia,
ze tabelko staja si¢ trudne do czytania.

Na stronie 40, jest zdanie: ,,Podobnie calkowita grubos¢ btony miesniowej byla istotnie
wieksza.” Zdanie to wydaje si¢ by¢ urwane.

W rozdziale ,,Wnioski” Doktorantka podaje 4 wnioski. Wnioski trzeci i czwarty nalezy potaczy¢
w jeden wniosek.

W ,.Streszczeniu” zdanie : ,,Prenatalne podawanie kwasu 3-hydroxy-3-metylomastowego
stymuluje rozwoj dwunastnicy na poziomie zmian strukturalnych i funkcjonalnych u potomstwa
w okresie odsadzenia.” wymaga przeredagowania. Jezeli piszemy, ze zmiany sg u potomstwa to
musimy si¢ odwota¢ do podawania HMB jego matkom. Jezeli piszemy krotko, ze prenatalne
ekspozycja to zdanie nalezy przeredagowac tak, aby nie uzywaé stowa potomstwo w tym
kontekscie.

Literatura jest pisana z uzyciem pelnych nazw czasopism. Jednak w pozycji 27 i 71 zostal
podany skrot czasopisma.

Pomimo staranno$ci Doktorantki, w pracy znajduja si¢ btedy interpunkcyjne.

Po zapoznaniu si¢ z przedtozong mi do oceny rozprawg doktorska, stwierdzam, ze jest to bardzo
interesujgce opracowanie, ktore sktania do zadania Doktorantce pytan:

1. Czy uwaza, ze $winia domowa jest wystarczajagcym modelem do tego typu badan?



2. Czy uzyskane wyniki mozna przenies¢ w sposob jednoznaczny na ludzi i wprowadzié

program profilaktyki ci¢zarnej z suplementacja HMB?

Whiosek koncowy

Po doktadnym zapoznaniu si¢ z pracg doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Leus uwazam, ze
Autorka pracy posiadla wymagang znajomos$¢ warsztatu metodycznego, potrafi te umiejetnosci
odpowiednio wykorzysta¢ w pracy eksperymentalnej, a otrzymane wyniki logicznie
zinterpretowa¢. Uwagi krytyczne dotycza jedynie drobnych usterek redakcyjnych i nie
umniejszajg wartosci naukowej dysertacji.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Leus pt.
" Zmiany rozwojowe struktury histologicznej i bariery jelitowej dwunastnicy jako efekt
prenatalnej suplementacji kwasem 3-hydroksy-3-metylomastowym w modelu

zwierzecym” odpowiada warunkom okreslonym w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
,,0 stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz.U. z
2014 r., poz. 1852 ze zm. W dz. U. z 2015 r. poz. 249) i przedstawiam Wysokiej Radzie
Naukowej Instytutu Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki w Lublinie wniosek o dopuszczenie

Pani mgr inz. Agnieszki Leus do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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