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Recenzja
Rozprawy doktorskiej Pani lek. wet. Marty Brzozowskiej pt.:

»Wplyw stanu zapalnego wywolanego podawaniem kwasu acetylosalicylowego, naproksenu i
indometacyny na kodowanie chemiczne neurondow jelitowego ukladu nerwowego dwunastnicy S$wini
domowej”

wykonanej w Katedrze Fizjologii Klinicznej Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie.

Podstawg formalng wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 7 lipca 2023 r. (WMW-Dz.5201.2.2023).

Jelitowy uktad nerwowy zwany enterycznym uktadem nerwowym (EUN) to ztozony samodzielny
system nerwowy znajdujacy si¢ w przewodzie pokarmowym, zawiera miliony neuronéw, co czyni go
najbardziej skomplikowanym uktadem nerwowym poza osrodkowym uktadem nerwowym. EUN odgrywa
kluczowa role w wykrywaniu i reagowaniu na bodzce dziatajace wewnatrz i zewngtrz przewodu
pokarmowego, takie jak rozcigganie S$cian jelita, obecnos$¢ sktadnikow odzywcezych, czy obecnosé
patogendéw; Kkontroluje procesy trawienia, wydzielania §luzu, wchianiania sktadnikow odzywczych oraz
ruchy perystaltyczne, ktére pomagajg w przesuwaniu pokarmu przez jelito; odgrywa kluczowg role w
utrzymaniu réwnowagi mikroflory jelitowej; uczestniczy w odpowiedzi immunologicznej wywotanej
obecnoscig patogendéw czy alergenow oraz stresem, jak tez bierze udziat w miejscowych reakcjach
zapalnych. Uszkodzenie lub zaburzenie w funkcjonowaniu tego uktadu nerwowego moze prowadzi¢ do
réznych problemow trawiennych, takich jak zaparcia, biegunki, czy zespoty jelita drazliwego. Dlatego
zachowanie sprawnego EUN jest kluczowe dla zachowania rownowagi i zdrowia catego organizmu.

EUN to zorganizowany uklad réznych rodzajow neuronéw generujacych potencjaty czynnosciowe,
ktore sa przekazywane na kolejne neurony, elementy migsniowe i gruczoty. Kody potencjalow
czynnosciowych sg przeksztalcane w kody chemiczne na synapsach. Potencjaty czynnosciowe docierajace
do zakonczen presynaptycznych neuronow sg przeksztatcane w sygnaty chemiczne, ktére sg transmitowane
przez synapsy do receptoréw na postsynaptycznych elementach nerwowych, gdzie zachodzi rekonwersja do
potencjatow czynnosciowych. Przetwarzanie sygnatow to kluczowa funkcja w sieci neuronowej EUN, ktore
moga sygnalizowa¢ zmiany napi¢cia migsniowki lub zmiany w parametrach $rodowiska. Neurony
przetwarzaja te sygnaly, aby wygenerowa¢ odpowiednie sygnaly wyjsciowe, ktore nie tylko inicjuja
homeostatyczne regulacje ale i moduluja odpowiedzi na zmieniajgce si¢ warunki. Neuroplastycznos¢ EUN
jest wazna w kontek$cie ogdlnego zdrowia i podstawowych mechanizméw regulujacych prace przewodu
pokarmowego. Zdolno$¢ nie tylko do reorganizacji potaczen synaptycznych ale modyfikacji kodowania
chemicznego pozwala na naprawe uszkodzen, regeneracje i dostosowanie si¢ do zmian patologicznych,
takich jak urazy czy infekcje. Jednakze, neuroplastycznos¢ EUN ma swoje ograniczenia. Szczegolnie
dziatanie kwasu acetylosalicylowego, naproksenu i indometacyny nie jest w petni poznane i jest nadal
przedmiotem badan naukowych, aby zrozumie¢ pelny zakres dziatania niesterydowych lekéw
przeciwzapalnych (NSLP). Badania nad neuroplastyczno$cia EUN moga mie¢ roéwniez znaczenie w
zrozumieniu i leczeniu réznych zaburzen zotadkowo-jelitowych, takich jak zespot jelita drazliwego czy
choroby zapalne jelit, ktore s zwigzane z nieprawidtowym funkcjonowaniem EUN. Badania w tym zakresie
mogg przyczyni¢ sie do opracowania nowych terapii majacych na celu poprawe ogdlnego stanu zdrowia
zaleznego od funkcjonowania uktadu pokarmowego, dlatego moga mie¢ potencjat terapeutyczny.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani lek. wet. Marty Brzozowskiej zostata opracowana
zgodnie z wytycznymi Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003r. z pdzniejszymi zmianami. Praca sktada si¢ z dwoch czesci. Czes$¢ pierwsza
stanowi autoreferat napisany w jezyku polskim i przedstawiony w postaci wydruku komputerowego na 43
stronach formatu A4. Uktad autoreferatu jest tradycyjny i zawiera: streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusj¢, wnioski oraz wykaz piSmiennictwa.
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Rozprawa w jezyku polskim zawiera 2 tabele i 94 pozycje piSmiennictwa, w wiekszos$ci angloj¢zycznego.
Szata graficzna jest staranna i estetyczna. Cze$¢ druga to cykl trzech prac, tematycznie spojnych,
oryginalnych artykutow naukowych z lat 2020-2023, opublikowanych w Annals of Anatomy, Frontiers in
Pharmacology i International Journal of Molecular Science:

1. Czajkowska M, Rychlik A, Catka J. Long-term treatment with naproxen changes the chemical
coding of the porcine intramural duodenum neurons. Ann Anat. 2020 Jan;227:151425. doi:
10.1016/j.aanat.2019.151425.

2. Czajkowska M, Catka J. Neurochemistry of Enteric Neurons Following Prolonged Indomethacin
Administration in the Porcine Duodenum. Front Pharmacol. 2020 Sep 8;11:564457. doi:
10.3389/fphar.2020.564457.

3. Brzozowska M, Calka J. Acetylsalicylic Acid Supplementation Affects the Neurochemical
Phenotyping of Porcine Duodenal Neurons. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 9871. doi:
10.3390/ijms24129871.

Konczac ogolng charakterystyke rozprawy nalezy zwroci¢ uwage na wysoki taczny wspotczynnik
oddzialywania publikacji, ktory wynosi 14,717, a liczba punktow MNiSW= 340. Doktorantka jest
pierwszym autorem we wszystkich trzech pracach ze znacznym wkladem autorskim w koncepcje,
metodologi¢ i przygotowywanie prac. Doktorantka podaje tez informacje o finansowaniu prac badawczych
przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu PRELUDIUM 15 nr 2018/29/N/NZ4/00348 i kosztach
publikacji sfinansowanych w ramach programu Ministra Edukacji i Nauki pod nazwg ,,Regionalna
Inicjatywa Doskonatosci” w latach 2019-2023 (nr projektu 010/R1D/2018/19).

Poniewaz prace oryginalne, ktore skladajg si¢ na cykl osiggnigcia przedstawionego jako praca
doktorska, byty poddane wczesniej ocenie przez redakcje czasopism i niezaleznych recenzentéw, moja
recenzja dotyczy przede wszystkim oceny autoreferatu, ktory jest autorskim opracowaniem Doktorantki i
pokazuje zakres wiedzy jaka dysponuje, umiejetnosci formulowania hipotez, celow pracy, prowadzenia
dyskusji, formutowania wnioskow i postlugiwania si¢ odpowiednim piSmiennictwem, wskazujac na Jej
oczytanie.

Problem naukowy jest sformutowany poprawnie i zawarty w tytule pracy doktorskiej ktory jest
adekwatny i spojny z prezentowanymi pracami oryginalnymi w jezyku angielskim. Badania sg zgodne z
aktualnymi trendami w ogoélnoswiatowych badaniach naukowych. NLPZ dzialajg glownie poprzez
hamowanie szlakéw cyklooksygenazy (COX), ktora wystepuje fizjologicznie w blonie sluzowej przewodu
pokarmowego, a dziatania niepozadane zwigzane z przyjmowaniem NLPZ wynikaja przede wszystkim z jej
hamowania. Szacuje si¢, ze okoto 60-70% enteropatii wywotanych przez NLPZ ma przebieg subkliniczny,
charakteryzujacy si¢ ogdlnymi i nieswoistymi objawami, takimi jak hipoalbuminemia, biegunka,
niedokrwisto$¢ i krwawienia, czesto tez leczenie NLPZ wigze si¢ z wystgpowaniem powaznych objawow
niepozadanych, takich jak gwaltowne i dlugotrwate krwawienia, perforacje i niedroznosci jelitowe. Wielu
pacjentow doswiadcza zmian zapalnych w Zotadku i dwunastnicy, co wskazuje, ze dziatanie NLPZ jest
szczegblnie nasilone w tym obszarze. Dlatego badania nad tym, jak te leki wplywaja na kodowanie
chemiczne neuronow EUN, moga pomoéc zrozumie¢ mechanizmy zwigzane z ewentualnymi efektami
ubocznymi tych lekéw na przewod pokarmowy. Badania nad wptywem NLPZ na EUN moga mie¢ znaczenie
kliniczne, gdyz wykazanie, ze te leki wptywaja na kodowanie chemiczne neuronéw, moze wskazywac na
potencjalne zastosowania terapeutyczne w chorobach zwigzanych z zaburzeniami uktadu pokarmowego.
Badania te pozwalajg na poszerzenie juz posiadanej wiedzy naukowej na temat EUN i NLPZ. W zwigzku z
powyzszym, badania nad kwasem acetylosalicylowym, naproksenem i indometacyng w konteks$cie
kodowania chemicznego neuronéw EUN dwunastnicy sa aktualne i istotne dla nauki, medycyny i
weterynarii. Weterynaria i medycyna sg $cisle powigzane, poniewaz badania prowadzone w zakresie
weterynarii maja znaczacy wpltyw na rozwoj medycyny. Mechanizmy chorobowe i leczenie, ktore s badane
i testowane na zwierzetach, moga mie¢ zastosowanie w medycynie, co pozwala na opracowanie
efektywnych i bezpiecznych metod diagnostyki oraz terapii. Odkrycia dotyczace chordb i terapii
przyczyniaja si¢ do postepu W dziedzinie zdrowia zarowno zwierzat, jak i ludzi..

We ,,Wstepie” obejmujacym 3,5 strony Doktorantka w klarowny sposob wprowadza czytelnika w
problematyke zwigzang z ubocznymi skutkami NLPZ w aspekcie przewodu pokarmowego, krdtko
charakteryzuje EUN, jego neuroplastycznos¢ i rolg w rozwoju stanu zapalnego wywotanego réznymi
czynnikami, oraz przedstawia neurochemiczng charakterystyke neuronow. Hipoteza jest przedstawiona w
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pracach oryginalnych. Doktorantka podaje jeden ogélny cel, ktorym bylo ,,okreslenie wplywu kwasu
acetylosalicylowego, naproksenu i indometacyny na charakterystyke neurochemiczng neuronéw jelitowych
w dwunastnicy §wini” i 5 szczegolowych celow:

l Okreslenie poziomu ekspresji VIP, GAL, CART, PACAP, SP i nNOS w zwojowych
neuronach enterycznych dwunastnicy $wini domowej w warunkach fizjologicznych

. Potwierdzenie indukcji stanu zapalnego dwunastnicy spowodowanego podawaniem
indometacyny, naproksenu i kwasu acetylosalicylowego

Il. Okreslenie wplywu podawania naproksenu na poziom ekspresji VIP, GAL, CART, PACAP,
SP i nNOS w zwojowych neuronach enterycznych dwunastnicy $wini domowej

V. Okres$lenie wplywu podawania indometacyny na poziom ekspresji VIP, GAL, CART,
PACAP, SP i nNOS w zwojowych neuronach enterycznych dwunastnicy §wini domowe;j

V. Okreslenie wptywu podawania kwasu acetylosalicylowego na poziom ekspresji VIP, GAL,
CART, PACAP, SP i nNOS w zwojowych neuronach enterycznych dwunastnicy §wini domowe;j

W celu zweryfikowania postawionej hipotezy jak i wyznaczonych celéow badan, Doktorantka
zaplanowala badania, na ktore uzyskata zgode Lokalnej Komisji Etycznej w Olsztynie (Uchwata LKE
54/2017 z dnia 25 lipca 2017). Badania przeprowadzono na 16 niedojrzatych ptciowo loszkach o masie ciata
okoto 20 kg, ktérym podawano per os przez 28 dni: kwas acetylosalicylowy (100 mg/kg mc), indometacyng
(10 mg/kg mc) lub naproksen (50 mg/kg mc). Materiat badawczy stanowity fragmenty tkanek pobranych z
dwunastnicy, z ktorych wykonano preparaty i przeprowadzono odpowiednie reakcje immunohistochemiczne,
do ktorych uzyto przeciwciat pierwotnych i wtornych (prezentowane w tabeli 1). Doktorantka opisata w jaki
sposob przeprowadzata analizg, zeby okresli¢ zmiany w immunolokalizacji: wazoaktywnego peptydu
jelitowego (VIP), substancji P (SP), neuronalnej izoformy syntetazy tlenku azotu (nNOS), galaniny (GAL),
polipeptydu aktywujacego przysadkowa cyklaze adenylanowa (PACAP) oraz transkryptu regulowanego
przez kokaing i amfetaming (CART) w neuronach jelitowych dwunastnicy. Otrzymane wyniki zostaty
poddane odpowiedniej analizie statystycznej przy uzyciu odpowiednich narzedzi statystycznych.

Ocena poprawnosci, oryginalnosci metodycznej oraz zakresu rozwigzania zagadnienia naukowego
zalezy od konkretnego eksperymentu. Bioragc pod uwage przedstawione badanie, stwierdzam, ze metoda jest
odpowiednio opisana, co pozwala na jej powtodrzenie i zweryfikowanie wynikow; jest adekwatna dla
badanego zagadnienia, uwzglednia odpowiednie grupy kontrolne i reakcje kontrolne. Badanie uwzgl¢dnia
wystarczajaca liczbe probek i obserwacji, koniecznych do wyciagniecia wiarygodnych wnioskéw. Chociaz
sama technika wykorzystana w reakcjach immunohistochemicznych jest znana to w kontekscie badanego
problemu jest nowatorska i wnosi nowe spojrzenie i podejscie do rozwigzania przedstawionego zagadnienia
naukowego. Zapewnia to catkowita wiarygodnos¢ i rzetelno$¢ wynikow. Nalezy tez podkresli¢, ze podwojne
reakcje immunohistochemiczne sg nie tylko bardzo czasochtonne ale i trudne z powodu Kilku istotnych
wyzwan technicznych i metodologicznych. W tego typu procedurach wykorzystuje sie dwa rézne
przeciwciata reagujace z odpowiednimi antygenami, ktore wybarwiane sg roznymi markerami po zajsciu
reakcji, aby jednoczesénie zidentyfikowac i zlokalizowa¢ rézne antygeny w badanej probce. Nalezy zwrocié
uwagg na krzyzowga reaktywnos¢ przeciwcial, interferencje barwnikow, konkurencje przeciwciat o przestrzen
na powierzchni tkanki, optymalizacje¢ parametréw technicznych i odpowiednig interpretacje, ktéra moze by¢
utrudniona w sytuacji gdy probka zawiera duze ilosci komorek z roznymi poziomami pozytywnych reakcji.
Doktorantka pokazata, Zze doskonale zna calg procedur¢ i potrafi nie tylko przeprowadzi¢ te reakcje, ale
stosowa¢ odpowiednie kontrole w celu zapewnienia wiarygodnosci i doktadno$ci powtarzalnych wynikow.

W rozdziale ,,Wyniki” zajmujacym 6 stron, Doktorantka przedstawita wszystkie rezultaty w bardzo
syntetyczny sposob. Wszystkie wyniki zawarla tez w tabeli 2. Rezultaty pokazatly nie tylko réznice w ilosci
neurondw kodujacych odpowiednie neuroprzekazniki w zwojach migéniowych dwunastnicy u zwierzat
kontrolnych, ale wplyw kolejno: 1. naproksenu, ktéry spowodowat wzrost ilosci VIP-, nNOS-, GAL-,
CART- i PACAP-immunopozytywnych neuronéw w zwojach $rodsciennych dwunastnicy, a jednocze$nie
spadek SP-pozytywnych; 2. indometacyny, ktora spowodowata wzrost ilosci VIP-, NNOS-, GAL-, CART- i
PACAP-immunoreaktywnych neuronéw w zwojach $rodsciennych dwunastnicy z jednoczesnym wzrostem
ilosci SP-pozytywnych neurondw w zewnetrznych zwojach podsluzowych; 3. kwasu acetylosalicylowego,
ktory wywotal wzrost ilosci VIP-, nNOS-, GAL-, CART- i PACAP-immunoreaktywnych neuronéw w
zwojach $rodSciennych dwunastnicy oraz jednoczesny wzrost ilosci SP-pozytywnych neuronéw w obu
rodzajach zwojow podsluzowych. Nalezy zaznaczy¢, ze uzyskane wyniki sa istotne dla dalszych badan i



zrozumienia nie tylko roli zmiany kodowania chemicznego neuronéw EUN, ale roli poszczegdlnych
neuroprzekaznikow w kontekscie chorob autoimmunologicznych, zapalen i innych zaburzen jelitowych.

W rozdziale ,,Dyskusja” przeprowadzonym na 9 stronach Doktorantka skonfrontowata swoje
obserwacje dotyczace podawania NLPZ, ktore wptywaja na kodowanie neuropeptydow i tlenku azotu w
EUN, co moze odgrywa¢ istotng role w regulacji stanu zapalnego i funkcji jelita. Wzrost GAL- i PACAP-
immunopozytywnych neuronéw moze sugerowa¢ dziatanie ochronne tych neuropeptydoéw na jelito, podczas
gdy zmniejszenie SP-pozytywnych neuronow moze odzwierciedla¢ rozpoczynajace si¢ wrzodziejace
zapalenie jelita. Jednak jak zaznaczyta Doktorantka, mechanizmy dziatania NLPZ na uktad nerwowy
jelitowy wymagaja dalszych badan.

Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka sformutowata 6 wnioskéw koncowych S$cisle
dotyczacych postawionych przez siebie celéw badawczych.

»Pismiennictwo”. Doktorantka dokonata wlasciwego doboru literatury naukowej, glownie
anglojezycznej. Dobor tak interesujacych pozycji pismiennictwa, ktore zostaly umiejetnie uwzglgdnione
zardwno we wstepie, jak i dyskusji, $wiadczy o duzej aktualno$ci tematu i1 potrzebie prowadzenia tego typu
badan. Zakres przedstawione;j literatury pokazuje takze, ze Doktorantka doktadnie zapoznata si¢ z obecnym
stanem wiedzy zwigzanym z podejmowang tematyka.

W czesci drugiej Autoreferatu przedstawione sg 3 prace oryginalne wraz z os§wiadczeniami Autorow.

Z obowigzku recenzenta pragng zwroci¢ uwage na drobne niedopatrzenia w Autoreferacie.

1. Kilkakrotnie zostalo uzyte okreslenie ,,barwienie immunohistochemiczne”. Jest to reakcja
immunohistochemiczna. Proces ten opiera si¢ na zdolno$ci przeciwcial do wigzania si¢ z konkretnymi
antygenami, co umozliwia ich identyfikacje po wizualizacji. Nie jest to wiec barwienie.

2. W Autoreferacie pojawia si¢ stowo ,,ekspresja”, cho¢ Doktorantka prawidtowo opisuje, ze zostata
wyliczona procentowa ilos¢ immunoreaktywnych pozytywnie neuronéw. Reakcje immunohistochemiczne
pozwalaja tylko na wykrywanie i lokalizacj¢ biatek w tkankach na poziomie komoérkowym.

3. Kilkakrotnie zostaje podkreslone, ze ,,podwdjne barwienie immunohistochemiczne wykazato”
odpowiednie zmiany w kodowaniu neuronéw. Czy po wykonaniu reakcji z pojedynczym przeciwciatem,
byloby to niemozliwe?

Whiosek koncowy

Po doktadnym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani lek. wet. Marty Brzozowskiej, jestem
przekonana, ze Autorka pracy posiada wymagang znajomo$¢ warsztatu metodycznego, umiejetnie
wykorzystuje te umiejetnosci w pracy badawczej. Udowodnita, ze potrafi starannie i poprawnie zaplanowaé
badania i wykona¢ analizy, dzigki czemu otrzymata wyniki interesujace i oryginalne, ktore logicznie
interpretuje. Uwagi, ktore zglaszam odnosza si¢ raczej do skrétow myslowych, nie umniejszajg wartosci
naukowej tej dysertacji.

Przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
dotyczacego znaczenia NLPZ w kodowaniu chemicznym neuronéw EUN w dwunastnicy. Doktorantka
bezspornie wykazata si¢ wiedza oraz umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowo-badawczej.
Rownocze$nie, w zwigzku z wysokg ocena pracy, z przyjemnos$cia stawiam wniosek o wyrdéznienie
recenzowanej dysertacji stosowng nagroda ze wzgledu na kilka kluczowych powodow:

1. Jest to oryginalne rozwigzanie problemu naukowego: Przedstawiona rozprawa dotyczy
oryginalnego i istotnego problemu naukowego, ktory jest zwigzany z badaniem znaczenia NLPZ w
kodowaniu chemicznym neuronéw EUN w dwunastnicy. Oryginalno$é tego podejscia wzbogaca
obecng wiedze, a wyniki moga mie¢ praktyczne zastosowania.

2. Doktorantka wykazala si¢ wiedzg i umiejetnosciami: Doktorantka wykazala si¢ doglebna wiedza w
swojej dziedzinie oraz zdolno$cia do samodzielnego prowadzenia zaawansowanych prac naukowo-
badawczych. To potwierdza, Ze jest dobrze przygotowana do dalszej kariery naukowej i moze wnosi¢
cenne wklady w dziedzine swoich badan.

3. Wysoka jako$¢ pracy: Prace oceniam bardzo pozytywnie ze wzgledu na jej wysoka jakoS$¢.
Doktorantka wykazala sie doskonalymi umiejetno$ciami analitycznymi i interpretacyjnymi, a takze
dokladnos$cia w prezentacji wynikéw badan.



4. Warto$¢ naukowa: Praca wnosi istotny wklad do obecnej wiedzy na temat EUN i NLPZ, a jej
wyniki moga mie¢ znaczacy wplyw na rozwadj nauki lub nawet praktyke kliniczna. Wyroznienie takiej
pracy moze stanowié¢ zachete do kontynuowania badan i dalszego rozwijania wiedzy na ten temat.

Wszystkie te czynniki uzasadniaja wyroznienie recenzowanej dysertacji odpowiednig nagroda, co
stanowiloby uznanie dla ci¢zkiej pracy i osiagnie¢ doktorantki w dyscyplinie weterynaria.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani lekarz Marty Brzozowskiej pt. ,,Wplyw
stanu zapalnego wywolanego podawaniem kwasu acetylosalicylowego, naproksenu i indometacyny na
kodowanie chemiczne neuronow jelitowego ukladu nerwowego dwunastnicy Swini domowej”
odpowiada warunkom okre§lonym w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. ,,0 stopniach naukowych i
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 Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



