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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr farm. tukasza Puchaly, przygotowanej w Katedrze
Fizjologii i Rozrodu Zwierzat, Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego,

przedstawionej na Wydziale Medycznym Uniwersytetu Rzeszowskiego, zatytutowanej:

Lokalizacja i kodowanie chemiczne neureguliny-1 w neuronach

érodsciennych jelita cienkiego w modelu zwierzecym

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy oceny przydatnosci
wykorzystania modelu jelita cienkiego $Swini domowej w badaniach nad dystrybucja
neureguliny-1 w neuronach jelitowego uktadu nerwowego, potencjalnie pod katem
stworzenia dogodnego modelu badan roli tego biatka rowniez w ludzkim przewodzie
pokarmowym.

Rozprawa ma typowy uktad, stosowany w pracach naukowych z dziedziny
medycyny i nauk pokrewnych. Liczy tacznie 54 strony, z czego podstawy teoretyczne
zamykaja si¢ na 19 stronach, opis metodyki pracy zajmuje 5 stron, szczegétowy opis
wynikow badafi liczy 12 stron, wreszcie dyskusja wraz z wnioskami zawiera sie na 9
stronach. Uzupetnieniem tekstu rozprawy jest 6 tabel, 4 wykresy i 4 ryciny, ktérych spis
zamieszczono na stronach 55-56, lecz tych stron w dostarczonym egzemplarzu brak.
Dysertacja opiera sie na 92 pozycjach literatury.

Rozprawa stawia nastepujace cele badan: cel gtéwny - Okreslenie dystrybucji
neureguliny-1 w neuronach jelitowego uktadu nerwowego jelita cienkiego Swini
domowej, oraz neurochemiczna charakterystyka komorek nerwowych wykazujacych
obecnos¢ neureguliny-1.

Jako cele szczegotowe wskazano okreslenie dystrybucji neuronow
immunoreaktywnych wobec neureguliny-1 w poszczegblnych odcinkach jelita cienkiego;

zbadanie dystrybucji tychze neurondw na terenie poszczegdlnych typéw splotow
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srodéciennych jelitowego uktadu nerwowego i okreslenie neurochemiczne]
charakterystyki populacji jelitowych komérek nerwowych immunoreaktywnych wobec
neureguliny-1.

Na podstawie wynikéw wykonanych badan Autor przedstawit nastepujace wnioski:
przydatnos¢ proponowanego modelu jelita cienkiego $wini domowej, ze wzgledu na
zgodnos¢ wynikéw badan wtasnych z przedstawionymi w literaturze badan modeli
zwierzecych, a takze cztowieka; kolokalizacje neureguliny-1 i wazoaktywnego peptydu
jelitowego, odwrotna zaleznos¢ kolokalizacji neureguliny-1 i galaniny, a takze brak
zaleznosci pomiedzy lokalizacja neuronéw dodatnich pod wzgledem neureguliny-1 i

syntazy tlenku azotu.

Prace uzupetniaja streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Opis wynikéw powtarza dane zamieszczone i w tabeli, i na wykresach, w ten
sposéb te same dane przedstawione sa trzy razy... Oceng wynikow utrudnia nieco fakt,
7e zamieszczone w pracy wykresy maja za kazdym razem inna skale, dopiero porownanie
wartoéci bezwzglednych w tabelach pozwala dostrzec, ze najwiecej byto komdrek
dodatnich pod wzgledem neureguliny-1 i wazoaktywnego peptydu jelitowego, a

pozostatych badanych podwéjnie si¢ barwiacych mniej i porownywalnie.

Co jednak bardziej zastanawia, odsetki komoérek odpowiednio VIP+, GAL+ i nNOS+
WSROD komérek NEU+ maja zupetnie inny rozktad, niz ten prezentowany dla samych
komoérek NEU+, zaréwno jesli chodzi o poszczegolne odcinki jelita cienkiego, jak i o
poszczegolne rodzaje splotéw NEU+, Mozna to wyjasnic¢ inna dystrybucja VIP, GAL i nNOS
w splotach nerwowych jelita cienkiego $wini domowej, ale tym bardziej trzeba by sig
odnie$¢ do tego zagadnienia w dyskusji. Jezeli dystrybucja tamtych markeréw jest
znana, dlaczego Autor nie przyjat raczej ich lokalizacji za wyjsciowa, i nie odnidst do

nich odsetka badanych komadrek NEU+?

W dyskusji Autor przedstawia argumenty za tym, ze zastosowany model wykazuje
podobienstwa do opisywanego w literaturze modeltu ludzkiego. Bytoby to niewatpliwie
bardzo przydatnym praktycznie aspektem pracy.

Nie przedstawia natomiast Autor danych o ogolnej gestosci splotow nerwowych w
poszczegolnych odcinkach jelita cienkiego $wini. Znajomo$¢ tej wielkosci pozwolitaby
oceni¢, czy neuregulina-1 wystepuje powszechnie we wszystkich rodzajach splotow, i we
wszystkich odcinkach jelita cienkiego, czy tez jej dystrybucja jest w jaki$ sposdb

wybidrcza lub ograniczona.
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Wreszcie, nie ma danych o dystrybucji badanych markerow (VIP, GAL i nNOS) w
réznych rodzajach splotéw poszczegélnych odcinkow jelita cienkiego swini domowej. Ta
wielkoé¢ rowniez pozwolitaby wnioskowac o powszechnosci kolokalizacji neureguliny-1 i
badanych markerdw.

Na ostateczna pozvtywna ocene rozprawy mgr farm. tukasza Puchaty sktada

sie uznanie nowatorskiego charakteru badan, staranne opracowanie wynikow i
uporzadkowany sposdb ich prezentacji, a takze dyskusja, oparta na wspotczesnych

danych z piSmiennictwa.

Istnieja jednak pewne mankamenty, na ktore z obowiagzku recenzenta musz¢
ZWrocic uwage:

1. Pierwsza uwaga dotyczy liczebnosci badanych probek. Ze wzgledu na
dobrostan zwierzat Autor zdecydowat si¢ na poddanie eutanazji pieciu osobnikdw,
rozumiem jednak, ze pobrat od kazdego zwierzecia kilka preparatéw z kazdego
odcinka jelita, uwzglednionego w badaniach; ostatecznej jednak liczby prébek nie

podano.

2. Druga uwaga o charakterze raczej redakcyjnym dotyczy uzywania skrotow w
streszczeniu, co utrudnia szybkie zapoznanie si¢ Z trescig pracy, i pojawiajacych sig
btedéw literowych, np. na stronie 16 -ostatni akapit - choroba Hirschsprunga, ktére
to mankamenty nalezy usunaé przy przygotowaniu pracy do publikacji. Nietypowy
jest tez spos6b cytowania literatury w tekécie, z uzyciem osobnego nawiasu dla
kazdej pozycji. Nleco to utrudnia wyszukiwanie, ale stanowi raczej uwage edytorska,

nie wplywajaca na ocene merytoryczna.

3. Trzecia uwaga dotyczy sposobu sformutowania wnioskow, z ktorych pierwszy
jest wtasciwie streszczeniem, a ostatni sugestia co do dalszych kierunkow badan.

Wtasciwymi wnioskami z badan wtasnych sa te o numerach 2, 3 i 4.

4. Ostatnia wreszcie uwaga dotyczy analizy statystycznej: Autor uzywa jedynie
éredniej i jej btedu standardowego. Brak informacji o badaniu normalnosci rozktadu
wynikéw, a tylko pod takim warunkiem mozna uzywac $redniej, poza tym powinna
ona by¢ uzupetniona miarg rozrzutu - np. odchyleniem standardowym. Ponadto, jako
se badanie ma charakter nowatorski, nalezatoby podac zakres rozrzutu wartosci
badanych, co pozwolitoby sie czytelnikowi lepiej zapoznaé z wystgpowaniem
badanego biatka. Wreszcie, mimo ze na stronie 24 podano, ze znamienno$C roznic
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badano testem t-Studenta, nigdzie przy wynikach (tabelach ani rycinach) nie pojawia
sie informacja, czy réznice byty znamienne, czy nie. Niektore réznice sg opisane w

tekscie, ale nie wszystkie.

Niemniej uwazam, Zze Autor przeprowadzit cate postepowanie badawcze
poprawnie, szczegétowo zinterpretowat wyniki badan i ze wyciagniete z badan wnioski
zgadzaja sie z postanowionymi w rozprawie celami, a szerokie oméwienie wnioskow
wyciaganych z podobnych badan przez innych autoréw usprawiedliwia postawione w

dyskusji tezy.
Na koniec chciatabym prosi¢ Autora o ustosunkowanie si¢ do nastepujacych pytan:

a) Czy odnotowano rdznice pomiedzy odsetkiem komorek wykazujacych
ekspresje neureguliny-1 pomigdzy poszczegolnymi rodzajami splotow w tym samym
odcinku jelita, oraz w takim samym rodzaju splotéw, ale pomiedzy poszczegblnymi
odcinkami jelita (np na ryc. 1 réznica dotyczaca dwunastnicy i jelita biodrowego

wydaje sie duza)?

b) skad decyzja, zeby bada¢ odsetek komérek odpowiednio: VIP+, GAL+ i nNOS+
WESROD komorek NEU+? Mozliwe byto inne podejscie, czyli odsetek komadrek NEU+
wérod dodatnich dla znanych juz markerdw, odnoszac zatem to, o nowe, do tego, co

juz znane. Prosze wskaza¢ powod takiego wyboru.

Reasumujac - Dysertacja spetnia kryteria rozprawy na stopienn doktora nauk o
zdrowiu. Na podstawie dokonanej powyzszej, pozytywnej oceny, zwracam si¢ do
Rady Wydzialu Medycznego Uniwersytetu Rzeszowskiego z wnioskiem o
dopuszczenie magistra farmacji Lukasza Puchaly do dalszych etapéw postepowania w

przewodzie doktorskim.

Pjo&fa lo

dr hab. n. med. Magdalena Sobieska
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