Dr hab. inz. Joanna Zeyland
Katedra Biochemii i Biotechnologii
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
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mgr inz. Pauliny Szczurek
pt. ,Metabolizm lipidéw i jego rola w regulacji rozwoju przewodu pokarmowego
u prosiat”

Rozprawa doktorska zostala zrealizowana w Zakladzie Fizjologii Zywienia
Instytutu Zootechniki - Paristwowego Instytutu Badawczego w Krakowie pod kierunkiem
dr hab. Marka Pieszki, prof. nadzw. oraz dr hab. Jarostawa Wolinskiego, prof. nadzw.
Czes¢ badan zostala wykonana w ramach wspotpracy pomigdzy Instytutem Zootechniki
PIB a Lund University w Szwecji. Podstawe formalng niniejszej recenzji stanowi pismo
pana dr hab. Piotra W¢jcika, prof. IZ, Zastepcy Dyrektora ds. Nauki z dnia 19. lutego
2019 roku (RN/I/7/19) z prosba o jej wykonanie, zgodnie z uchwalg Rady Naukowej
Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu Badawczego podjetg na 210. posiedzeniu,
22 listopada 2018 roku.

Najnowsze szacunkowe informacje dotyczace przyczyn zgonow ludzi w Unii
Europejskiej sg dostgpne za rok 2015. Zdecydowanie najczestszymi przyczynami zgonu w
UE sa choroby uktadu krazenia i choroby nowotworowe. Na podstawie badan naukowych
dotyczacych znaczenia zywienia i stylu zycia w etiopatogenezie nowotwordéw i choréb
ukladu krgzenia, rola otylosci wysunela si¢ na jedno z pierwszych miejsc w rankingu
czynnikow ryzyka. Do czynnikéw ryzyka zwigzanych z dietg zaliczono: nadcisnienie
tetnicze, hipercholesterolemie, wysoki wskaznik masy ciata (BMI), naduzywanie alkoholu
oraz zbyt maly udzial owocéw i warzyw w zywieniu. Swiadomosé, ze dieta jest jedna z
najistotniejszych  determinant wystepowania szeregu zaburzen metabolicznych
stanowigcych podioze rozwoju wielu choréb, zmusza konsumentéw do modyfikacji
skladu produktéw spozywczych w kierunku zwigkszenia w diecie udzialu zwigzkow
korzystnie wplywajacych na funkcjonowanie organizmu.

Jedng z wazniejszych przyczyn ograniczania spozycia migsa i przetworow
migsnych jest duza zawartos¢ tluszczow, bedacych istotnym Zrédlem cholesterolu oraz
nasyconych kwaséw tluszczowych. Zalezno$¢ pomigdzy spozywaniem miesa
(przetworzonego i/lub czerwonego), a wystgpowaniem nowotwordw, stwierdzono dla
nowotworow jelita grubego, trzustki, zoladka oraz prostaty. Powszechnosé konsumpcji
migsnych produktéw stala si¢ bodZzcem do podjecia dziatan w kierunku modyfikacji
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skladu, wartosci odzywezych i poprawy ich jakosci zywieniowej. Jednym z elementow
prawidlowego zywienia zwierzat jest prawidlowy dobor skladnikow odzywezych i
substancji bioaktywnych na poszczegdlnych etapach rozwoju organizmu. Aktualne
zalecenia dotyczace zawartosci thuszezéw w zywieniu wezesniakéw, jak i odsadzonych
prosigt sa niejednoznaczne i wydaja si¢ niedostosowane do wysokich potrzeb
fizjologicznych rozwijajacych sie zwierzat. W zwigzku z powyzszym nie ma watpliwosci,
ze praca mgr inz. Pauliny Szczurek obejmujaca badania dotyczace metabolizmu lipidow
wpisuje si¢ w aktualny nurt dotyczacy zywnosci i prawidlowego zywienia. Stworzenie
zwierzecego modelu rozwoju przewodu pokarmowego oraz absorpcji  kwasow
thuszczowych, pozwala ekstrapolowaé wyniki i wykorzystaé w Zzywieniu czlowieka,
rozszerzajac tym samym aplikacyjny charakter przedstawionej do oceny pracy.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma typowy uklad powszechnie
stosowany w pracach do§wiadczalnych. Zawiera 170 numerowych stron wydruku
komputerowego z podzialem na 12 rozdziatow, w tym: wstep obejmujgcy wprowadzenie
literaturowe, zatozenia i cel pracy, hipotezy badawcze, materialy i metody, wyniki,
dyskusje, wnioski i stwierdzenia, spisy tabel, wykres6éw i fotografii, streszczenia w dwoch
jezykach oraz pismiennictwo.

Wprowadzenie literaturowe koncentruje si¢ na dwdch gléwnych zagadnieniach:
rozwoju przewodu pokarmowego prosigt oraz charakterystyce i roli tluszczowcow w
organizmie. Doktorantka szczegblowo opisuje zmiany w budowie przewodu
pokarmowego na poszczegélnych etapach rozwoju, od okresu prenatalnego poprzez
postnatalny do okresu poodsadzeniowego. Ta czg$¢ pracy jest starannie napisana, z
doktadnym opisem przebudowy w obrgbie nablonka jelita cienkiego wraz ze zmianami na
poziomie molekularnym, komérkowym i tkankowym. Najbardziej krytycznym okresem w
rozwoju przewodu pokarmowego wydaje si¢ by¢ okres poodsadzeniowy, co jest
wynikiem drastycznego zmniejszenia pobierania paszy, zmiany skladu i konsystencji
pokarmu oraz stresu $rodowiskowego. Druga czgs¢ wstepu dotyczy metabolizmu lipidow
oraz ich roli w Zywieniu, wplywu na przewdd pokarmowy oraz regulacji homeostazy
energetycznej. W tej czeSci pracy, niewatpliwie na szczegélng uwage zastuguje
podrozdzial dotyczacy znaczenia i absorpcji kwaséw tluszczowych u wezesniakow.
Niedojrzato$é przewodu pokarmowego wezesniakow jest przyczyna opoznienia wzrostu
oraz nawracajacych infekcji rzutujacych na rozwoj organizmu. Przyswajanie tluszezéw u
wezesniakoéw jest ograniczone ze wzgledu na niewydolno$¢ wydzielniczg trzustki, a
karmienie pasteryzowanym mlekiem dawczyn czy preparatami mlekozastgpczymi nie
zapewnia wlasciwego balansu podazy dlugotancuchowych wielonasyconych kwasow
tluszczowych przy jednoczesnym uposledzeniu przyswajalnosci LCPUFA. Opracowanie
wlasciwego modelu zywieniowego wezesniakéw stato si¢ mozliwe dzigki zblizonym
profilom wymagan dietetycznych czlowieka i $wini. Wagg i trafnos¢ tego zagadnienia
(modelu wezesniactwa) podkresla wezesniejsza publikacja, ktorej wspotautorem jest mgr
inz. Paulina Szczurek, w czasopi$mie z bazy JCR, w Journal of biological regulators and
homeostatic agents (IF: 1.397) pt. The pig as a model for premature infants - the

2



importance of immunoglobulin supplementation for growth and development. Pragne
zauwazy¢, ze we wspomnianym wyzej podrozdziale znalazly si¢ cytowania najnowszej
literatury przedmiotu (2017-2018), czego zabraklo w pozostalej czesci wstepu, ktéry w
zdecydowanej czeSci zostal oparty na kilku pracach sprzed trzech, czterech lat i
zdecydowanie starszych (znaczna czgs¢). We wstepie zabraklo rowniez szerszego ujecia
znaczenia mikrobiomu w rozwoju i funkcji ukladu pokarmowego. Mimo powyzszych
uwag wstep, rzetelnie przygotowany przez mgr inz. Pauling Szczurek, napisany zostat
poprawnym, naukowym jezykiem z wykorzystaniem branzowej terminologii. Drobne
potknigcia jezykowe i edytorskie nie obnizajg jego wartos$ci merytorycznej.

Wprowadzenie literaturowe stalo si¢ przestanka do postawionego ogdélnego celu
pracy oraz celow szczegélowych. Zaprojektowane zostaly dwa doswiadczenia, z ktérych
jedno dotyczylo oceny wplywu egzogennej lipazy na absorpcje kwaséw tluszczowych i
wzrost nowo narodzonych prosiat (model Zzywienia wczesniakéw u ludzi). Drugie
doswiadczenie mialo umozliwi¢ oceng¢ wplywu modyfikowanej diety, o réznym profilu
kwaséw tluszczowych, stosowanej u odsadzonych zwierzat na szereg parametréw
biologicznych i produkcyjnych. Postawione w pracy hipotezy badawcze sg trafne i nie
budza zastrzezen. Jedna drobna uwaga dotyczy drugiej hipotezy, w ktérej Doktorantka
uzywa sformulowania .,...pozytywnie wplynie na stan metaboliczny organizmu”. Wydaje
sig, ze trafniejszym okresleniem byloby ... pozytywnie wplynie na wybrane parametry
metaboliczne organizmu”.

Materialy i metody sa szczegélowo opisanymi rozdziatami i obejmujg 20 stron
wydruku komputerowego. Procedury doswiadczen z uzyciem zwierzat zostaly
przeprowadzone na podstawie stosownych pozwolen (M181-15, nr 15/2016). Materiat do
badan stanowily wyjsciowo 32 (28) prosieta w I doswiadczeniu oraz 18 knurkéw w II
doswiadczeniu. Protokoly obu doswiadczen zostaly poprawnie opisane, chociaz zabraklo
pewnej konsekwencji w opisie zwierzat w obu do$wiadczeniach. W opisie do§wiadczenia
I nie znajdujemy informacji o plci wykorzystanych prosiat przy jednoczesnym
szczegblowym opisie typu mieszancowego. Nasuwa si¢ zatem pytanie, czy w
doswiadczeniu I (podobnie jak w IT) wykorzystano tylko osobniki plci meskiej i dlaczego.
Z kolei w opisie doswiadczenia II zabraklo bardziej szczegdélowej charakterystyki
syntetycznej linii 990 przy jednoczesnym uwzglednieniu plci zwierzat. W zwiazku z
powyzszym pojawia si¢ pytanie o charakterze dyskusyjnym, ktére prosze podjaé¢ w trakcie
publicznej obrony rozprawy, na ile ple¢ osobnika (na bardzo wczesnym oraz pdzniejszym
etapie rozwoju organizmu) moze wplywac¢ na wykorzystanie i przyswajalno$é sktadnikow
odzywezych, w szczegdlnoscei na metabolizm thuszezéw z uwzglednieniem uwarunkowan
hormonalnych i srodowiskowych. Kolejnym istotnym, godnym poruszenia zagadnieniem
jest wplyw diety matek na skiad mikrobiomu potomstwa, ktory z kolei wplywa na rozwdj
i funkcjonowanie mikrogleju (Jiang i inni, 2018; Pivik i inni, 2019).

Podrozdzial dotyczacy analizy ekspresji gendw zostal potraktowany oszczednie w
opisie zarowno w sekcji materialéw i metod, jak réwniez w sekcji wynikow (komentarz w
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dalszej czesci recenzji). Do analizy wybrano cztery geny zwigzane z regulacja
homeostazy energetycznej w podwzgoérzu i chociaz ich wyb6r jest uzasadniony
(informacje zamieszczone we wstgpie) zabraklo chocby krétkich, molekularnych
charakterystyk tych genéw. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku genéw takich jak
FABP7, dla ktérego alternatywne skladanie prowadzi do powstania wielu wariantow
transkryptu kodujacych rézne izoformy, a pseudogeny tego genu wystepuja na wielu
chromosomach. W pracy nie odnajdujemy réwniez wyjasnienia, dlaczego zdecydowano
sie zastosowaé gen OAZI jako kontrol¢ endogenng. Zwykle stosowanymi genami
referencyjnymi w analizach ekspresji metodg real-time PCR sa ACTB, GAPDH, B2M.
Czy przeprowadzono zatem optymalizacj¢ warunkéw dla kontroli endogennej? RNA
Integrity Number jest algorytmem shuzacym do oceny integralno$ci RNA, jednakze w
pracy nie podano zakresu, jaki kwalifikuje RNA do wykorzystania do dalszych analiz lub
zamiennie, nie umieszczono stosowanego stownego komentarza. Tabela 7 zawiera
angielskie nazwy genéw zamiast polskie, a sekwencje starterow zostaly podane tylko dla
genu OAZ1 w stosownie nazwanej kolumnie. Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku
sekwencji sond. Zabrakto réwniez okreslenia jednostki w jakiej wyrazona jest dlugos¢
amplikonu. Podrozdziat 4.2.8. zawiera omylkowy odnosnik do sekcji 5.1.7. (powinno by¢
4.1.7). Strona edytorska tej czgsci pracy nie budzi wigkszych zastrzezen, chociaz zabrakto
kursywy przy niektorych tacinskich nazwach gatunkowych i angielskich nazwach genow,
co jest konieczne przy uzyciu obcojezycznych zwrotéw w pisanym jezyku polskim.
Zaréwno RNA jak DNA to kwasy, zatem poprawnie nalezaloby sformutowa¢ zdanie:
~RNA zostal wyizolowany...”. Autorka stosuje zamiennie okreslenie stan i status
zdrowotny, przy czym bardziej trafnym okresleniem wydaje si¢ by¢ stan zdrowotny
zwierzat. Podsumowujgc cze$¢ pracy dotyczaca metod, pragne wyrazi¢ podziw dla
Doktorantki za znajomos$¢ szerokiego wachlarza metod chromatograficznych,
mikroskopowych, analizy zmiany ekspresji genéw i metod statystycznych.

Chcac stworzy¢ wiarygodny zwierzgcy model wczesniactwa cziowieka nalezy
mie¢ na uwadze, ze odsetek dzieci urodzonych przed 37 tygodniem cigzy rosnie. W
Polsce, w roku 2016 na okoto 320 tys. urodzonych dzieci przypadato 7,5% wczesniakow.
Zgodnie z zasadami doboru proby badawczej z uwzglednieniem, iz model badawczy
stworzony w do$wiadczeniu 1 jest technicznie trudnym (model duzych zwierzat
gospodarskich) mysle, ze nalezaloby si¢ zastanowi¢ w przysziosci nad zwigkszeniem
liczebno$ci osobnikéw przy jednoczesnym zachowaniu wysokiego standardu opieki
weterynaryjnej. Wnioski powstale na podstawie tej czgsci doswiadczenia sg poprawnie
sformutowane i bardzo cenne, lecz wymagalyby dodatkowych badan celem ich
rozszerzenia.

W wynikach dotyczacych analizy poziomu ekspresji wybranych genéw w
podwzgdrzu prosiat nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomig¢dzy grupami dla
zadnego z analizowanych genéw. Prosze Doktorantk¢ o wyjasnienie sformulowania, iz
mozna zauwazy¢ pozytywny trend dla poziomu ekspresji wszystkich analizowanych
genéw wzgledem grupy kontrolnej. Niestety w Tabeli 22 (chociaz w podpisie wskazano)
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nie podano wartosci +SD, co ogranicza czytelnikowi mozliwosci interpretacyjne
wynikow. Nalezy zaznaczyé, ze powtarzalno$¢ wynikow uzyskiwanych przy pomocy
techniki real-time PCR w znacznym stopniu zalezy od jakosci i czystosci materiatu do
analizy oraz sprawnosci i dokladnosci laboratoryjnej badacza. Czy przeprowadzano zatem
kontrol¢ negatywna w analizie celem sprawdzenia czystosci odczynnikéw, wzglednie
wykluczenia ewentualnej ich kontaminacji obcym materialem genetycznym?

Sekcja wynikow zostala bardzo dobrze udokumentowana na 34 stronach w postaci
pisanego tekstu, 22 tabel, 4 wykresoéw i 8 fotografii, co zastluguje na szczegdlne
wyr6znienie. Przejrzysta i logiczna prezentacja wynikow rzutuje bardzo pozytywnie na
calo$¢ rozprawy doktorskiej.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

1. Stworzenie wiarygodnego modelu zywienia wczesniakow u czlowieka, nad ktérym
prace powinny by¢ kontynuowane takze w innych aspektach.

2. Wykazanie, e zastosowanie hydrolizy tluszczéw (obecnych w mieszance
mlecznej) immobilizowana lipaza RO zwigksza ich przyswajalno$¢ u
przedwczesnie urodzonych osobnikéw oraz pozytywnie wplywa na morfologig
jelita.

3. Wykazanie, ze ilo$¢, rodzaj oraz struktura tluszczow w diecie ma istotny wplyw na
ich absorpcje, a w konsekwencji na wzrost, struktur¢ przewodu pokarmowego oraz
wybrane parametry metaboliczne prosiat.

Dyskusja jest bardzo szeroka i zostala podzielona na podrozdzialy bedace osobnymi
odnosnikami do uzyskanych wynikow w doswiadczeniu I i II, co niewatpliwe ja
porzadkuje i $wiadczy o dojrzalosci naukowej Doktorantki. W dyskusji, pani mgr inz.
Paulina Szczurek umiejetnie konfrontuje wyniki swojej pracy z wynikami dostgpnymi w
$wiatowej anglojezycznej literaturze. Rozprawe doktorska konczy 15 poprawnie
sformutowanych wnioskéw 1 stwierdzen, ktére sg odpowiedziami na wczesniej
sformutowane hipotezy badawcze. Umieszczone na koricu rozprawy streszczenia pracy w
jezyku polskim i angielskim sa napisane poprawnie, cho¢ w ocenie recenzenta zbyt
dhugie.

Whiosek konicowy:

Reasumujgc nalezy uznad, ze praca doktorska pani mgr inz. Pauliny Szczurek jest
praca naukowa o charakterze poznawczym. Praca zostala zredagowana i napisana w
poprawnej formie, zgodnie z kanonami obowiazujacymi przy pisaniu tego rodzaju
opracowan. Odnoszac si¢ do zakresu przedstawionych informacji nalezy uznaé, ze
Doktorantka posiada duza wiedze w zakresie badanej tematyki. Posiada réwniez
umiejetno$é prawidlowego doboru i wykorzystania warsztatu badawczego. Wskazane w
recenzji uchybienia sa przede wszystkim sugestiami majacymi podnies¢ wartos¢
opracowania i zwiekszy¢ jako$¢ prezentowanych wynikéw w przysztosei.
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Majac na uwadze wysoka jako$é badan, dojrzaloé¢ naukowg Doktorantki, jak i
potencjat aplikacyjny oraz utylitarno$¢ przedstawionych wynikow rozprawy doktorskiej
nie ma watpliwosci, ze przedstawiona do oceny rozprawa mgr inz. Pauliny Szczurek pod
tytulem ,Metabolizm lipidéw i jego rola w regulacji rozwoju przewodu pokarmowego u
prosiat” spelnia wszystkie wymagania okreslone w art.13 ust.1 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 z 2003 r., poz. 595, z poézn. zm.). W zwigzku z powyzszym
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytut Zootechniki — Pafistwowego Instytutu
Badawczego w Krakowie o dopuszczenie pani mgr inz. Pauliny Szczurek do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego.

Poznan, 28. lutego 2019 r.




