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Warszawa, 04.08.2023 r.

Prof. dr hab. n. wet. Romuald Zabielski, czt. koresp. PAN
Centrum Medycyny Translacyjnej
SGGW w Warszawie

Ocena rozprawy doktorskiej' lek. wet. Marty Brzozowskiej
pt. .. Wplyw stanu zapalnego wywolanego podaniem kwasu acetylosalicylowego,
naproksenu i indometacyny na kodowanie chemiczne neuronoéw jelitowego ukladu
nerwowego dwunastnicy $wini domowej”

Ocena formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. wet. Marty Brzozowskiej obejmuje 79-
stronicowe opracowanie w jezyku polskim, w ktéorym zawarto 3 powigzane tematycznie
oryginalne artykuty naukowe opublikowane w jezyku angielskim w Annals of Anatomy (2020
1.), Frontiers in Pharmacology (2020 r.) i International Journal of Molecular Sciences (2023
r.), na ktérych praca doktorska si¢ opiera. Spojnos¢ tematyczna artykutéw zostata logicznie
wywiedziona we Wstepie dysertacji doktorskiej i nie rodzi uwag krytycznych. Przy kazdej z
publikacji zamieszczono oswiadczenia wspotautorow prac okreslajagce merytoryczny wkiad
autoréw, w tym takze Doktorantki, w powstanie publikacji uzytych do pracy doktorskiej. Z
zamieszczonych o$wiadczen oraz rozdziatu ,,Author contributions” kazdej z prac wynika, ze
wkiad pracy lek. wet. Marty Brzozowskiej w powstanie publikacji byl znaczacy. Laczny
dorobek naukowy lek. wet. Marty Brzozowskiej wg. Bazy Web of Science obejmuje 14
pozycji, cytowanych w sumie 74 razy. Indeks # wynosi 6 (dane na dzien 24.07.2023). Z
formalnej koniecznosci musz¢ zaznaczy¢, ze w dysertacji brakuje informacji o tym, ze p. M.
Czajkowska i M. Brzozowska to jedna i ta sama osoba.

Dysertacja sktada sig ze spisu publikacji, 2 jednobrzmigcych streszczen w jezyku polskim i
angielskim, wstepu, w ktérym jasno wyartykulowano hipotezg¢ badawcza, celow pracy, opisu
materialow 1 metod, wynikéw czterech eksperymentéw, dyskusji, wnioskéw oraz spisu
pismiennictwa (95 pozycji), oswiadczen autorow oraz trzech wspomnianych opublikowanych
artykutow. Dysertacja jest wzbogacona 2 tabelami (lista przeciwcial uzytych do badan oraz
zestawienie liczby neurondéw Srodsciennych dwunastnicy $wini wykazujacych ekspresje
badanych neuroprzekaznikow). Dysertacja zostala bardzo starannie przygotowana od strony
jezykowej i edytorskiej. Mimo to, znalaztem w tekscie kilka pomniejszych usterek np.,
okreslenie ,etapu doSwiadczenia” zamiast ,,analizy” (str. 14), niepotrzebna biatg plame bez

' Oceng rozprawy doktorskiej przygotowano zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz. U. z 2017 r,, poz. 1789), w zwigzku z art. 179
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 30 sierpnia 2018 r., poz. 1669 ze zm.)
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tekstu (str. 16), brak opisu skrétéw uzytych w tabeli 11 2 (str. 17 1 23), niewlasciwe pisanie
warto$ci procentowych (np. 20,27% + 0,83% zamiast 20,27 + 0,83% - str. 19), uzycie
,.suplementacja” zamiast ,,podanie” lub ,aplikacja” (str. 26) i niezrgcznych sformutowan
,,hasze wyniki silnie odpowiadaja powyzszym obserwacjom” (str. 30). Opisy badan i czynnosci
laboratoryjnych sa jasne, klarowne i pozbawione terminéw z zargonu laboratoryjnego, co
wywoluje generalnie bardzo dobre wrazenie o pracy oraz umozliwia odtworzenie doswiadczen
w laboratorium o podobnym profilu. Publikacje zamieszczono w postaci dobrej jakosci
reprintdw na koncu dysertacji. Jako ze materia badan jest cenna od strony metodycznej oraz
bogata w odkrycia, wyniki opublikowano w czasopismach naukowych o dobre;
miedzynarodowej renomie (IF=2,7, 5,81 6,2).

Ocena merytoryczna

Niesterydowe leki przeciwzapalne (NLPZ) to grupa lekéw stosowanych gléwnie w celu
ztagodzenia bolu, redukcji stanu zapalnego i obniZenia gorgczki. NLPZ dzialaja, najkréce;
moéwiac, poprzez hamowanie enzymu cyklooksygenazy (COX), ktéry jest odpowiedzialny za
produkcje prostaglandyn. Sa one niezwykle powszechnie stosowane w leczeniu roznych
schorzen, takich jak boél migsni i stawéw, bol glowy, zapalenie stawow, zapalenie migsni,
zapalenie uktadu moczowego, menstruacyjne bole brzucha, migreny i wielu innych. Latwa
dostepnosé, czesto bez recepty, wiaze si¢ ze stosunkowo czestym zglaszaniem skutkow
ubocznych dzialania NLPZ. Dlugotrwale stosowanie NLPZ moze réwniez prowadzi¢ do
powazniejszych dziatan niepozadanych, takich jak uszkodzenie watroby i serca. Jak stusznie
Autorka wspomniata na str. 9, NLPZ moga powodowa¢ rézne dzialania niepozadane w
przewodzie pokarmowym. Moga prowadzi¢ do uszkodzenia i owrzodzenia btony Sluzowej
zotadka, co moze prowadzi¢ do wystapienia bolu brzucha, zgagi, nudnosci, wymiotow,
krwawien zotadkowych i wrzodéw. W niektorych przypadkach moze dojs¢ nawet do perforacji
zotadka. Diugotrwate stosowanie NLPZ moze prowadzi¢ do uszkodzenia btony sluzowej jelita
cienkiego i grubego, co moze prowadzi¢ do wystapienia biegunki, krwi w stolcu, bélu brzucha
i zapalenia jelit. O czym Autorka nie wspomniata, a byloby to cennym przedmiotem badan z
uzyciem technik, ktérymi dysponuje, niektore osoby przyjmujace dtugotrwale NLPZ moga
doswiadczac nasilonych objawow zespotu jelita drazliwego, takich jak bdl brzucha, wzdecia,
zaparcia lub biegunka, zespotu o nadal niejasnej etiologii a wiazanego z funkcja jelitowego
uktadu nerwowego. W koncu, NLPZ moga zwigksza¢ ryzyko krwawienia z przewodu
pokarmowego, zarowno w zotadku, jak i w jelitach. Warto nadmieni¢ na cele tej recenzji, ze
dawkowanie NLPZ zalezy od rodzaju leku i choroby, ktora si¢ leczy, zazwyczaj zaleca si¢
stosowanie najnizszej skutecznej dawki przez mozliwie najkrotszy czas.

Autorka dysertacji postanowila zbada¢ ekspresje szeregu neuroprzekaznikéw jelitowego
uktadu nerwowego w strukturach tego uktadu, zwojach migsniowych (MP) oraz zwojach
podsluzowych wewnetrznych i zewnetrznych (ISP, OSP) w odpowiedzi na podanie jednego z
trzech wybranych NLPZ (indometacyny, naproksenu i kwasu acetylosalicylowego). W grupie
badanych neuroprzekaznikéw znajdujemy: VIP, GAL, CART, PACAP, SP i nNOS, czyli
istotnych graczy jelitowego uktadu nerwowego modulujacych funkcje motoryczne, sekrecyjne,
absorpcyjne, regeneracyjne, gre naczynowia i in. w zotadku i jelicie. Badania przeprowadzone
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zostaly na modelu przewodu pokarmowego $wini domowej, na dzisiaj ,,ztotego modelu” dia
przewodu pokarmowego cztowieka i tak tez z grubsza Autorka uzasadnia swoj wybér. Do
Wstepu mam jedna wielka pochwale, jak zreszta i do pozostalych rozdzialow pracy w tym
wzgledzie, ze jest krotki a jednoczesnie zawiera wszystko co w mojej ocenie jest niezbedne i
doskonale prowadzi do puenty jaka jest postawienie celu badawczego. W mojej ocenie,
markowanie stabosci pracy poprzez wypisywanie tasiemcowych stanow aktualnej wiedzy
niewiele pomaga, a moze odnies¢ wrecz przeciwny skutek. Do Wstepu, mam dwa zastrzezenia.
Pierwsze, dotyczy tego, ze Autorka niejako a priori zalozyta, ze zaobserwuje zmiany
,Okreslenie zmian ekspresji wazoaktywnego peptydu ... na skutek podawania aspiryny,
naproksenu 1 indometacyny...”. Wystarczytoby usuna¢ z tego przydtugiego zdania stowo
»zmian” 1 byloby akceptowalne nawet przez najsurowszego teoretyka metodologii badan
naukowych. Po drugie zabrakto mi wyjasnienia, dlaczego te, a nie inne NLPZ zostaly wybrane
do badan. W podsumowaniu, celowos¢ zajecia si¢ problematyka zostata w pracy rzeczowo
udokumentowana. W mojej ocenie podjecie badan bylo w pelni uzasadnione, a wyniki
potencjalnie cenne dla lepszego zrozumienia powstawania niepozadanych zdarzen przy
dtugotrwalym stosowaniu niesterydowych lekow przeciwzapalnych. Ze zrozumiatych
wzgledéw praca Autorki nie jest w stanie zaproponowaé gotowego rozwigzania z uwagi na
olbrzymig ztozonos¢, ale jej badania dajg zaczyn w kierunku lepszego zrozumienia udziatu
neuroprzekaznikéw jelitowego ukladu nerwowego w odpowiedzi na dtugotrwate podawanie
NLPZ. Z zarzutem pierwszym koresponduje tez ,Potwierdzenie indukcji stanu zapalnego
dwunastnicy spowodowanego...” w celu pracy nr II. Nalezaloby w mojej ocenie, tak
sformutowac cel, aby unikna¢ w nim wstepnego zatozenia, ze ten stan zapalny to bedzie
wywotany jak 2x2=4.

Metodyke badan otwiera informacja o uzyskaniu zgodny LKE na badania na zwierzetach.
Opisy w czgsci metodycznej sa bardzo precyzyjne, skrotowe, ale nic w nich nie brakuje, poza
jednym, a mianowicie poza kluczem, na podstawie ktérego wybrano te a nie inne dawki NLPZ.
W sumie, dos¢ trudno byto znalez¢ dawki terapeutyczne NLPZ stosowane u §wifi. Udato mi
si¢ znalez¢ dawke kwasu acetylosalicylowego per os dla §win 18-21 mg/kg m.c. z czego
wynika, ze Autorka uzyla S-krotnie wyzszej dawki niz zalecana dla tego gatunku. To takze
wyzsza dawka od maksymalnej zalecanej u ludzi (u dorostych do 4 g/dobe, tj ok. 60 mg/kg
m.c., a dzieci 1,5 g/dobg). Dlaczego? Naproxen — u ludzi maksymalna dawka dobowa wynosi
ok 20 mg/kg m.c., dla $wini znalaztem dawke per os 20 mg/kg m.c., natomiast Autorka
podawata per os dawke 50 mg/kg m.c. dziennie, czyli 2,5-krotnie wyzszg. Dlaczego? W koncu,
indometacyna, klgska, brak informacji o dawkowaniu u §wini. Autorka zaproponowata dawke
10 mg/kg m.c. per os, szukajac analogii znalaztem dawkowanie u cztowieka 70-100 mg/kg
m.c., czyli dawke kilkukrotnie wyzsza niz u badanych $win. W dodatku wiele ulotek informuje
by nie stosowac indometacyny u dzieci, a tak by trzeba bylo skwitowa¢ owe 20-kilogramowe
loszki uzyte do badan. Nie znajdujac wyttumaczenia dawkowania ani we wstepie, ani w opisie
metodyki ani w dyskusji, uwazam, ze to powinno znalez¢ si¢ na obronie pracy i zosta¢ bardzo
szczegotowo wyjasnione. Odnosnie do czasu podawania, Autorka ustalita czas podania
preparatéw na 28 dni, co w moim przekonaniu pozwolito jej zaobserwowaé efekty adaptacji,
tak jak wspominata w publikacjach. Opisy procedur histologicznych sa podane modelowo.
Przy okazji wyraze takze swoje uznanie co do wysokiej jakosci obrazéw mikroskopowych. To
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widac z oczywistych wzgledow dopiero przy przegladaniu artykutow Autorki w sieci. Mam
jeszcze jedng krytyczna uwage - do mozliwosci precyzyjnego okreslenia kolokalizacji przy
uzyciu posiadanego sprzgtu mikroskopowego i oprogramowania. Przy takich ograniczeniach
sprzgtowych raczej nie uzywatbym tu terminu , kolokalizacja”.

W opisie wynikow drazni ,leczenie aspiryng” (str. 18, 20, 21) i dalsze, jest nawet m.in. na str.
27132 o,,suplementacji”. Skoro Autorka opisuje doswiadczenie, ktorego celem byta aplikacja
zdrowym zwierzetom badanego preparatu, a nastepnie okreslenie co si¢ dzieje w tkankach po
jego podaniu, to nie moze to by¢ okreslane jako leczenie. Skoro Autorka nie udowodnita
niedoboru indometacyny czy pozostatych dwoch NLPZ w organizmie badanych $win, to nie
moze pisa¢ o suplementacji! Pewne terminy sg $cisle zdefiniowane i wolno je uzywac tylko
zgodnie z ich definicjg. Szkoda tez, ze w zaden sposdb Autorka nie probowata
sparametryzowac obrzgkow 1 wybroczyn w blonie §luzowej powstajacych wskutek podania
preparatdéw, co mogloby da¢ mozliwos¢ poréwnywania wynikéw miedzy grupami. Autorka
okresla precyzyjnie zmiany w ekspresji neuroprzekaznikow — np. PACAPu na str. 20. Te
zmiany to kilkanascie procent, poszukiwalem w czeSci wyniki 1 w dyskusji (takze w
dotaczonych publikacjach Autorki) odniesienia literaturowego oraz komentarza, czy to duzo,
czy mato? Co taka kilkunastoprocentowa zmiana ekspresji mozne znaczy¢ dla biologii
jelitowego uktadu nerwowego 1 samego jelita. Ponadto, czy jest to efekt kumulacji z
zatrzymania uwalniania przekaznika, czy moze raczej efekt podwyzszenia jego syntezy
wskutek adaptacji komoérek stymulowanych do zwigkszenia jego uwalniania? Bytoby
niezmiernie interesujgce przeczyta¢ odpowiedzi na te pytania w dyskusji. Niezaleznie od
powyzszych uwag krytycznych, oba rozdziaty Wyniki oraz Dyskusja jak i korespondujace
rozdziaty artykuléw naukowych wnosza wiele cennych, oryginalnych informacji dla lepszego
zrozumienia funkcjonowania jelitowego uktadu nerwowego podczas dtugotrwatego podawania
trzech NLPZ. Takie dlugotrwate dawkowanie, w znakomitej wiekszosci powodowato wzrost
odsetka neuronow wykazujacych ekspresje badanych neuroprzekaznikow. Wyjatkiem byl
spadek ekspresji substancji P w grupie traktowanej naproxenem. Autorka ttumaczy to
wyciszeniem reakcji zapalnej 1 rekonwalescencja (wolatbym tu uzy¢ terminu ,,regeneracja”) w
okolicznych tkankach. To ciekawe spostrzezenie i warte dalszych badan. Warto wspomniec o
prosekrecyjnym i pobudzajagcym motoryke jelita dziataniu substancji P. Przy okazji zmian
ekspresji galaniny, Autorka poddata pod dyskusje mozliwo§é uszkodzenia neuronow
srodsciennych dwunastnicy dtugotrwata aplikacja NLPZ. Troche ryzykowne, skoro zwigksza
si¢ liczba neuronow w zwojach i wzrasta w nich ekspresja neuroprzekaznikow. Majac skrawki,
az si¢ prosi sprawdzi¢ to na wlasnym materiale w kolejnych badaniach mikroskopowych np. z
uzyciem markerow uszkodzen neurondw, apoptozy i innych form $mierci komorkowej,
naprawy DNA, itp. Ciekawe poznawczo sa wyniki z nierdbwnomierng ekspresja nNOS w
neuronach, obfita w zwojach migsniowych a skromniejsza w zwojach sluzéwkowych,
szczegblnie w wewnetrznym (ISP), co sugeruje udzial nNOS bardziej w regulacji funkcji
skurczowych warstw migs$nidwki dwunastnicy niz sekrecyjno-absorpcyjnych btony sluzowe;.
Czegs¢ badanych tu neuropeptydow, VIP, PACAP 1 CART 1 jeszcze kilku innych (m.in.,
sekretyny, CCK, motyliny, greliny, leptyny i obestatyny), ocenialem swego czasu pod katem
ich wptywu na wydzielanie soku trzustkowego poprzez mechanizm z udziatlem posrednictwa
jelitowego uktadu nerwowego i nerwow blednych. Wyciagajac wnioski z tamtych dos§wiadczen
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zwrocitem uwage na to, ze nie dziataja one raczej samodzielnie, a wspoélnie. Czesciej w
harmonii, ale w niektérych doswiadczeniach trudno bylo w , bataganie wynikéw” uchwycic
wspolng mys$l regulacyjna. Nawiazujac do Dyskusji pracy, dobrze oceniam dyskusje
poprowadzong nad zachowaniem si¢ poszczegélnych neuroprzekaznikow, to czego mi w
dyskusji zabraklo to wiasnie proby potaczenia wynikow ze soba np. bardziej kompleksowej
oceny w odpowiedzi na np. kwas acetylosalicylowy tych wszystkich badanych
neuroprzekaznikow lacznie.

Prace konczy 6 wnioskow wysnutych na podstawie osiagnietych wynikéw wihasnych i ich
konfrontacji z dostegpnymi danymi literaturowymi. Wnioski koresponduja z celem pracy i nie
budza zastrzezen, poza kolejnym uzyciem terminu suplementacja (wniosek V). Spis
pismiennictwa sktadajacy sie z 95 pozycji zostal przygotowany starannie i wedtug jednolitego
schematu.

Whiosek koncowy

Po dokladnym zapoznaniu si¢ z praca doktorska lek. wet. Marty Brzozowskiej uwazam, ze
Autorka pracy posiadta wymagana znajomos¢ warsztatu metodycznego badan na zwierzetach,
pracy laboratoryjnej oraz technik mikroskopowych i analizy obrazu mikroskopowego.
Doktorantka poza nabytymi umiejetnosciami niezbgednymi w pracy eksperymentatorskiej,
potrafi logicznie opisac i zinterpretowa¢ otrzymane wyniki. Uwagi krytyczne zawarte w
recenzji nie umniejszaja wartosci naukowej dysertacji.

Majac powyzsze na uwadze pragne stwierdziC, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska lek. wet. Marty Brzozowskiej pt. ,,Wplyw stanu zapalnego wywotanego podaniem
kwasu acetylosalicylowego, naproksenu i indometacyny na kodowanie chemiczne neuronow
jelitowego ukiadu nerwowego dwunastnicy $wini domowej” w pelni odpowiada warunkom
okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789), w zwigzku z art. 179
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r., poz. 1669 ze zm.). Wnosze zatem do Rady
Naukowej Dyscypliny nauki weterynaryjne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego wniosek o
dopuszczenie lek. wet. Marty Brzozowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

V. Zbstd

Prof. Romuald Zabielski



