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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Kateryny Goncharovej pt: ,, The physiological role of the

exocrine pancreas and the brain structure and function in studies on pig model”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest opracowaniem dotyczacym
wykorzystania nowourodzonych prosiat z niewydolnoscia zewnatrzwydzielnicza trzustki
(NZT) jako modelu dla noworodkow z podobng niewydolnoscia. Model taki pozwolitby na
okreslenie znaczenia siary, a szczegllnie zawartych w niej immunoglobulin oraz nastepstw
podawania enzyméw trzustkowych lub typu trzustkowego w sytuacji zywienia dietg nisko- i
wysokottuszczowa. Wyniki badan, uzyskane przy uzyciu takiego modelu, umozliwitby
réwniez opracowanie nowych receptur preparatow mlekozastepczych tak, aby mogly w jak
najwigkszym stopniu odzwierciedla¢ sktad naturalnego pokarmu, jakim jest siara i mleko
matki.

Niewydolno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki moze rowniez wystepowaé¢ u ludzi
starszych. Opracowanie modelu nowourodzonych prosigt z NZT umozliwitoby wiec
symulacj¢ warunkéw wystepujacych u tych oséb. Ponadto, pozwolitoby okresli¢ wplyw
terapii, polegajacej na podawaniu enzymow trzustkowych lub typu trzustkowego, na stan
zdrowia oraz role trzustki w wywolywaniu zmian neurologicznych w mozgu, jak réwniez

mozliwo$¢ ich modyfikacji.

Podstawg do ubiegania sie o dopuszczenie do kolejnych etapOw postepowania o
nadanie stopnia doktora nauk rolniczych, stanowi. przedlozone przez Autorke opracowanie,
zawierajagce oméwienie 4 oryginalnych prac naukowych oraz ich kserokopie. Praca nr 5 ma
charakter przegladowy. W trzech, z wymienionych ponizej prac, doktorantka jest pierwszym
autorem (prace 2, 41 5), w jednej pigtym (1), a w jednej pigtnastym (3).
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Wszystkie prace, znajdujace si¢ w opracowaniu, s3 wieloautorskie (od 4 do 17
autoréw), a tylko w jednej pracy wspotautorem jest promotor rozprawy doktorskiej mgr
Kateryny Goncharovej, dr hab. Marek Pieszka prof. nadzw. 1Z-PIB w Krakowie. Powstaje
pytanie: jaki wplyw mial Promotor na podjecie tematyki i realizacje badan? Sumaryczny IF
przedtozonych prac wynosi 11,715 (2,580+3,453+2,108+3,574+0), a liczba punktow
ministerialnych (wg listy na rok publikacji) — 162 (25+35+50+45+7).

Indywidualny wklad pracy doktorantki w poszczegoélne publikacje, potwierdzony
o$wiadczeniami wspoétautorow, wynosi, dla poszczegélnych prac, od 5% (praca 3) do 85%
(praca 5).

Praca doktorska przygotowana zostala w jezyku angielskim z obszernym
streszczeniem w jezyku polskim. Lacznie liczy 35 stron i zawiera nastepujace rozdzialy:
Wykaz prac zalgczonych do rozprawy (Papers included in the thesis), Skroty (Abbreviations),
Streszczenie (Summary), Wstep (Introduction), Cele (Aims), Wyniki i dyskusja (Results and
Discussion), dotyczace kolejno Publikacji I, IL, III i IV, Wnioski (Conclusions), Bibliografie
(References), Streszczenie w j. polskim, a nastgpnie kserokopie publikacji 1-V oraz

o$wiadczenia wspotautoréw (Co-authors statement).



Zaroéwno tekst angielski jak i polskie streszczenie zostaly przygotowane poprawnie pod
wzgledem jezykowym.

Prace oryginalne, skladajace si¢ na rozprawe doktorska, zostaly opublikowane w
renomowanych czasopismach. Opinia na temat ich wartosci merytorycznej moze wiec
ograniczy¢ si¢ jedynie do wyrazenia pogladu, ze stanowig one dobrg podstawe naukowsg dla
przygotowanej rozprawy doktorskiej. Prace II-IV wzajemnie si¢ uzupelniaja i stanowig zwartg
analiz¢ mozliwosci wykorzystania prosigt z niewydolnoscig zewnatrzwydzielniczg trzustki i
zapobiegania lub opdzniania jej nastgpstw, przez stosowanie dodatku enzymow trawiennych.
jako modelu dla noworodkow ludzkich, u ktérych wystapila taka niewydolno$¢. Badania
pozwolily jednoczesnie na okreslenie wplywu immunoglobulin zawartych w siarze oraz
znaczenia wielonienasyconych dtugotancuchowych kwasow tluszczowych na strukture i
prace osrodkowego ukladu nerwowego u prosigt z niewydolnoscia zewnatrzwydzielnicza
trzustki, wywolang chirurgicznie.

Niewydolno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki to nieobecno$¢ lub niski poziom
enzymow trzustkowych, ktory wystepuje naturalnie u noworodkéw oraz starszych zwierzat,
jako nastgpstwo procesu starzenia. W obu przypadkach stosowana moze by¢ terapia,
uwzgledniajgca podawanie enzymow trzustkowych lub typu trzustkowego, pochodzenia
mikrobiologicznego. W zwiazku z tym, celem badan bylo wykazanie wplywu obecnosci
aktywnych enzyméw trzustkowych lub typu trzustkowego na morfologi¢ i prace mozgu,
oceniang na podstawie behawioru zwierzat.

Jak wynika z dotychczasowych badan, $winie z chirurgicznie wywolanym NZT, sg
czutym modelem, pozwalajacym okresli¢ wptyw obecnosci enzyméw trzustkowych w jelicie
na prace mozgu. Model ten wydaje si¢ by¢ rowniez obiecujgcym narz¢dziem do badania
mechanizmoéw, lezacych u podstaw trzustko-zaleznych zmian w osrodkowym ukladzie
nerwowym i mozliwosci ich korekeji (neurological alterations and their correction).

Glownym celem badan, prezentowanych w niniejszej rozprawie bylo wykazanie
obecnosci osi mozgowo-trzustkowej. W zwiazku  z tym, konieczne bylo okresowe
spowodowanie nieobecnosci enzymow trzustkowych w $wietle przewodu pokarmowego. Na
takim modelu badano wplyw terapii zastepczej, z zastosowaniem enzymow trzustkowych lub
typu trzustkowego, pochodzenia mikrobiologicznego, na strukturg i pracg mézgu.

Autorka rozprawy przedstawita takze cele szczegdétowe, a wsrod nich:

- ocene roli IgG w rozwoju hipokampu u nowourodzonych prosiat, u ktérych wystepuje
fizjologiczna NZT i brak IgG — wszystkie immunoglobuliny G, obecne we krwi noworodkow,

pochodza z siary, a wchtaniane s ze $wiatla jelita przed zamknigciem bariery jelitowej,



- dostosowanie 1 zweryfikowanie modelu NZT u prosiat, w celu uwidocznienia roli
egzogennej lipazy w trawieniu thuszczu i wehtanianiu kwaséw dokozaheksaenowego (DHA) i
arachidonowego (ARA) — waznych komponentow dla rozwoju mozgu,

- okreslenie roli enzymow trzustkowych obecnych w jelicie w regulacji zachowan $wini,

- ocena wplywu diety z wysoka zawartoscia tluszczu 1 enzymami typu trzustkowego
pochodzenia mikrobiologicznego, na behawior oraz struktur¢ histo-morfologiczna hipokampu

- wykazanie wplywu pasz o r6znym skladzie na zachowanie zwierzat.

Dla osiaggniecia powyzszych celow wykonano 4 doswiadczenia, tacznie na 99
prosietach.

Celem doswiadczenia I, wykonanego na 63 prosigtach z 6 miotéw, podzielonych na 5
grup doswiadczalnych, bylo okreslenie wplywu siary i jednego z jej najwazniejszych
komponentdw, jakim sag immunoglobuliny, na rozwdj hipokampu u nowourodzonych prosiat.
Wykazano pozytywny wplyw podawania siary i diety z dodatkiem immunoglobulin (przed
zamknieciem bariery jelitowej) na rozwdj struktury hipokampu, przez stymulowanie syntezy
bialek mézgu i jego rozwdj we wezesnym okresie poporodowym. Z badan tych wynika, ze
immunoglobuliny wplywaja na mikroglejogeneze i migracj¢ neuronow w obszarze CAl
hipokampu.

Na podkreslenie zastuguje obserwacja, z ktorej wynika, ze zmiany w zachowaniu (apatia)
prosiat pozbawionych siary, a przez to immunoglobulin wynika¢ moga ze spowolnionego
rozwoju mozgu a nie koniecznie by¢ nastgpstwem infekcji.

Analizujgc  wyniki pracy powstaje jednak pytanie czy to nie stres, wynikajgcy z
nieprawidlowego  zywienia, mdgl byé¢ przyczyng apatii i zmian neurologicznych.
Prawdopodobne jest to, ze kortyzol lub inne hormony stresu wplynely na mozg a nie sygnaly
z trzustki. Inng przyczyng mogl byé zbyt niski poziom glukozy we krwi, kidra jest glownym
Zrédlem energii dla komorek nerwowych. Brak siary i peptydow w niej zawartych mogly
spowodowaé zaburzenia w rozwoju jelita i trzustki, a przez to zmniejszy¢ strawnos¢ laktozy i
innych cukrow, bedgcych zZrodlem glukozy.

W wielu przypadkach, karmienie nowonarodzonych dzieci opiera si¢ na preparatach
mlekozastepczych, gdyz czesto, ze wzgledow zdrowotnych lub socjalnych, nie ma
mozliwosci karmienia dziecka piersig. Z tego powodu, wykonano drugie doswiadczenie,
ktorego celem bylo okreslenie wplywu dodatku egzogennej lipazy do preparatow
mlekozastepczych dla noworodkow, na trawienie i wchianianie thuszczu, ze szczegélnym

uwzglednieniem  dhugotancuchowych — wielonienasyconych — kwaséw  tluszczowych.



Doswiadczenie przeprowadzono na 13 siedmiotygodniowych prosigtach, z chirurgicznie
spowodowang niewydolnoscia zewnatrzwydzielnicza trzustki, podzielonych na 3 grupy:
kontrolng i dwie doswiadczalne, z ktorych jedna otrzymywata lipaz¢ bakteryjng a druga lipaze
syntetyzowang przez grzyby. Wykazano, czego mozna bylo oczekiwaé, zalezno$¢ pomiedzy
dodatkiem lipazy a absorpcja tluszczu, na ktora wskazywaly zarowno mniejsza ilosé¢ kwasow
tluszczowych w kale, jak i wskazniki lipidowe krwi. Jednoczesnie zaobserwowano bardzo
niewielki przyrost masy ciala u prosigt z NZT, co mozna tlumaczy¢ brakiem trzustkowych
enzymoOw proteolitycznych oraz amylazy.

Opracowany przez Autorow model, moze postuzy¢ jako wilasciwe narzedzie
pozwalajace na badanie wplywu skladu preparatow mlekozastgpczych, uzupetlnianych
egzogenng lipaza, a prawdopodobnie rowniez innymi enzymami, co wymaga dalszych badan.
Zdaniem autoréw, model prosiat z NZT moglby pomoc w uzyskaniu odpowiedzi na pytania
dotyczace ilosci 1 zrodta lipazy, ktore w najwigkszym stopniu bedg wplywaly na trawienie
thuszczu. Model ten moglby réwniez postuzy¢ do okreslenia roli wielonienasyconych kwasow
thuszczowych w rozwoju jelita cienkiego, a dzigki temu do dokladniejszego poznania
znaczenia karmienia piersig w tych procesach. Jest to niezmiernie wazne z punktu widzenia
noworodkdw, ktére, z réznych przyczyn, taki sposob karmienia mialy przedwczesnie
przerwany.

Doswiadczenie III jest kontynuacja badan podj¢tych w doswiadczeniu poprzednim.
Prosigta z NZT otrzymywaly dodatek enzyméw typu-trzustkowego (proteaza, lipaza i
amylaza) pochodzenia mikrobiologicznego. Celem tych badan byla ocena wplywu dodatku
tych enzymow na zachowanie prosiat. Wykazano, ze stosowanie dodatku enzymoéw, nie tylko
poprawito przyrosty zwierzat, ale réwniez zwigkszylo ich aktywnos¢. Zmiany w zachowaniu
moga wskazywac na odmienng, od ogolnie przyjetej, teori¢, zgodnie z ktorg procesy trawienia
i wchlaniania skladnikow odzywczych, prowadzace do uczucia sytosci, zmniejszaja
aktywnos$¢ ruchowa ludzi i zwierzat. Wniosek ten wydaje si¢ by¢ bardzo wazny dla dalszych
badan zwigzanych z behawiorem zwierzat. Chociaz nalezatoby rozwazy¢ czy, roznice w
zachowaniu zwierzqt mogly wynika¢ z poprawy ogolnego dobrostanu, poprawy procesow
trawiennych, zmniejszonego poziomu stresu lub zwigkszonego poziomu glukozy jako ,, paliwa”
dla mozgu.

W doswiadczeniu IV, przeprowadzonym na 15 wieprzkach, podzielonych na 3 grupy
doswiadczalne, badano wplyw dodatku wieloenzymatycznego preparatu pochodzenia
mikrobiologicznego (jak w doswiadczeniu IIT) do diety wysokotluszczowej (18% tluszezu),

na aktywnos¢ ruchowg i strukture histo-morfologiczna hipokampu u prosiat z NZT. Uzyskane



wyniki pozwalaja na stwierdzenie, z¢ NZT u prosigt prowadzi do zmian w zachowaniu
zwierzat (zwiekszenie aktywnosci), wywotujac zmiany neurodegeneracyjne w hipokampie.
Waznym osiaggnieciem, wynikajacym z tych badan, jest stwierdzenie, ze zywno$¢
funkcjonalna — w prezentowanych badaniach jest to zywnos¢ wzbogacona w koktajl
enzymatyczny — przywraca, w okresie 10 dni, zachowanie do aktywnosci obserwowanej u
zwierzat nieoperowanych. Zdaniem autorOw, stosowanie mieszaniny enzymow typu
trzustkowego, pochodzenia mikrobiologicznego, moze zapobiega¢ lub spowalnia¢ zmiany
neurodegeneracyjne, zwigzane z niewydolnoscig zewnatrzwydzielnicza trzustki u prosiat. Na
uwage zastuguje rowniez poréwnanie oddziatywania diet o znaczaco zroznicowane)
zawartosci thuszezu (3 vs. 18%), uzupelnianych mieszaning enzymow typu trzustkowego.
Podawanie wysokottuszczowej diety z dodatkiem enzyméw, prosigtom z NZT, zmniejszylo
zakres zachowan patologicznych do poziomu obserwowanego u zwierzat z nienaruszong
trzustka.

Wydaje sie, ze dokladniejszego wyjasnienia wymaga rozbieznos¢ wynikow uzyskanych
w doswiadczeniach Il i IV. W doswiadczeniu IIl prosieta z NZT byly mniej aktywne, a dzigki
dodatkowi enzymow ich aktywno$¢é wzrosta. W opisie doswiadczenia IV jest natomiast mowa
o tym, ze NZT zwigksza aktywnos¢, a dodany preparat enzymatyczny jg zmniejsza. Wydaje sig,
ze bardziej “naturalnym zjawiskiem jest to, ze prosigta z NZT sq mniej aktywne od zdrowych
prosigt.

Ostatnia z dolaczonych publikacji stanowi przeglad literatury, ktorego celem bylo
podsumowanie dotychczasowych badan, wskazujacych na wplyw obecnosci aktywnych
enzymow trzustkowych lub typu trzustkowego w jelicie, na morfologi¢ 1 prace mozgu.
Przygotowanie takiej publikacji bylo zapewne bardzo pomocne w opracowaniu rozprawy
doktorskiej, a szczegdlnie czgsci wprowadzajacych do poszczegolnych doswiadczen, jak
rowniez dyskusji uzyskanych wynikow.

Doktorantka, wraz ze wspélautorami, w przedstawionej rozprawie wykazata m.in.:

- mozliwoé¢ zastosowania prosigt z NZT jako modelu do oceny preparatow
mlekozastepczych dla noworodkéw; wymaga to jednak dalszych badan,

- znaczenie braku aktywnych enzymow trzustkowych we wchtanianiu makromolekut,
co jest szczegdlnie wazne dla wchlaniania immunoglobulin z siary, i potwierdza
dotychczasowa wiedze,

- wpltyw dodatku lipazy na uwalnianie wielonienasyconych dlugotancuchowych
kwasow thuszczowych i ich znaczenie dla organizmu we wczesnej fazie rozwoju, chociaz

wymaga to dalszych, poglebionych badan,



- znaczenie dodatku preparatu wieloenzymatycznego dla wzrostu i zachowania prosiat,

- mozliwo$¢ oddziatywania na zachowanie zwierzat przez modyfikowanie skladu
diety; obecno$¢ odpowiedniej ilosci thuszezu wydaje sig by¢ szczegolnie wazna dla rozwoju
mdzgu i zmniejszenia poziomu stresu u prosigt.

Na podstawie uzyskanych, w poszczegolnych pracach, wynikow, szczegélnie w pracy
2 i 4, mozna stwierdzié, ze oceniana rozprawa doktorska stanowi wystarczajgca podstawg do
wyjasnienia zmian w strukturach mézgu, a przez to w zachowaniu zwierzat, powodowanych
przez nieobecnos¢ enzymow trzustkowych oraz modyfikacje¢ diety we wezesnym okresie
pourodzeniowym. Wyniki uzyskane przy uzyciu modelu prosiat z niewydolnoscia
zewnatrzwydzielnicza trzustki moga by¢ wazne dla noworodkéw, u ktorych stwierdzono
wystepowanie podobnego zjawiska, a takze w leczeniu niewydolnosci spontaniczne;j,

wystepujacej w podesztym wieku.

7 obowiazku recenzenta, musze zwrdci¢ uwage na kilka uchybien, ktore znalazly si¢
w opracowaniu Doktorantki.

1. W tytule rozprawy nie ma mowy o osi trzustka-mozg i nie wynika z niego, ze

autorka badala tego typu zaleznos¢, a sformulowanie takie znajduje si¢ w celu
badan (str. 7).

2. Stwierdzam niespojnosé wersji angielskiej i polskiej. Nawet, jesli wersja polska
jest tylko streszczeniem, to pominiecie jednego z celow, a w dalszym opisie takze
pracy nr 5, nie powinno mie¢ miejsca.

3. Wydaje sie, ze Doktorantka nie w petni wykorzystata material z poszczegolnych
prac do przedstawienia uzyskanych wynikow, a w opisie doswiadczenia IV
wystapily niescistosci; w pracy oryginalnej mowa jest o 15 prosigtach —
wieprzkach, a Autorka pisze o 12 knurkach.

4. Whnioski koncowe maja czesciowo charakter dyskusji, co moze utrudniac
zapoznanie sie z najwazniejszymi osiggnigciami Doktorantki.

W dwoch pracach dolaczonych do rozprawy udzial Doktorantki jest niewielki (10% —
publikacja 1. i 5% - publikacja 3.), a praca 1. odbiega tematycznie od pozostalych. Biorgc
jednak pod uwage, znaczenie wynikéw badan zaprezentowanych w pracy 2 i 4 (udzial
Doktorantki wynosit po 60%), ich nowatorstwo oraz rangg czasopism, w ktorych zostaty
opublikowane, jak rowniez catkowita liczbg dotaczonych prac (pie¢), uwazam ze stanowig

one wystarczajacg podstawe do przygotowanej rozprawy.



Whiosek koncowy
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Kateryny Goncharovej pt.: ,,The
physiological role of the exocrine pancreas and the brain structure and function in studies on
pig model” spelnia wymagania, okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach 1
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595), z pdzn.
zm. (Dz.U. Nr 164 poz. 1365 z 2005 r. oraz Dz.U. Nr 84 poz. 455 z 2011 r.), stawiane pracom
doktorskim. W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Zootechniki-

Panstwowego Instytutu Badawczego w Balicach o dopuszczenie mgr Kateryny Goncharovej

g 7 ro
5/%4/

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jablonna, 25.01. 2016 r.



