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Ocena

rozprawy doktorskiej Pani Profesor Renaty Kostogrys

zatytulowanej: ,, Wplyw restrykcji kalorycznej na rozwdj zmian miazdiycowych —
molekularne mechanizmy” wykonanej pod opieka Pani Profesor Iwony Wybranskiej.
Prace wykonano w Katedrze Biochemii Klinicznej Uniwersytetu Jagielloniskiego
Collegium Medicum prowadzonej przez Pana Profesora Bogdana Solnice.
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Uktad rozprawy skladajacej si¢ z 87 stron jest typowy i zawiera ona
wstgp, wyodrebnione zalozenia i cel pracy, opis przebiegu eksperymentu
oraz zastosowanych procedur badawczych, prezentacje uzyskanych
wynikow, a takze dyskusje zamknietg podsumowaniem i wnioskami. W
tresci dziela Autorka powoluje si¢ na 103 pozycje precyzyjnie dobranego
aktualnego pisSmiennictwa. Ponadto rozprawa posiada 11 fotografii i 29
tabel wkomponowanych w tekst. Dokumentujg one zaréwno przebieg
eksperymentu, jak i uzyskane wyniki. Streszczenia w jezyku polskim i
angielskim zamieszczono na koncu pracy.

Giownym zagadnieniem dysertacji Pani Profesor Renaty Kostogrys
jest uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy ograniczenie kalorii ma
pozytywny wplyw na zachowanie rozwoju zmian miazdzycowych u
myszy pigcio- 1 o$miomiesiecznych. Autorka zrealizowala ten cel w
pieciu doswiadczeniach stosujac diety eksperymentalne o skladzie
opisanym w odpowiednich zrodtach.

Doktorantka oparla si¢ na przegladzie literatury, w ktérym znalazla
odmiennos¢ wpltywu ograniczen dietetycznych na organizmy rosnace i
doroste w aspekcie postgpu zmian miazdzycowych. Kandydatka
dostrzegla takze wplyw interwencji dietetycznych na mikroflore jelitowa
i tworzenie przez nig N-tlenku trimetyloaminy (TMAQ) niezaleznego

czynnika ryzyka miazdzycy.
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Pani Profesor Kostogrys we wstepie dokladnie przedstawia etapy rozwoju miazdzycy,
koncentrujgc si¢ szczegolnie na jej czynnikach ryzyka. W ten sposdb ptynnie przechodzi do
interwencji zywieniowych chronigcych przed chorobami uktadu krgzenia. Ograniczenie
kaloryczne umiej¢tnie taczy ze skomplikowanymi procesami biochemicznymi oraz dziataniem
bialek zaleznych od stanu metabolicznego komoérek. Zwraca uwage doskonala znajomosé
mechanizméw regulacyjnych na poziomie hormonalnym, przeciwutleniajagcym, jak i
wywieranych przez czynniki transkrypcyjne. Ciekawie opisuje endokrynng funkcje tkanki
thuszczowej po ekspozycji na ograniczenie kaloryczne. Nastepnie czytelnik znajduje najnowsze
omoéwienie oddzialywania diety o zmniejszonej kalorycznosci na mikroflore jelitowa. Wreszcie
co jest zupelnie zgodne z logika wywodu Kandydatka prezentuje aktualny stan wiedzy w
zakresie efektu restrykcji dietetycznych w zalezno$ci od wieku.

W oparciu o interesujacy wstep Autorka formutuje cel pracy wykonanej z wykorzystaniem
myszy ApoE/LDLR -/- dorostych i rosnacych. Stosujac diet¢ kontrolng i miazdzycorodna
zaplanowala zweryfikowa¢ hipotez¢ o przeciwmiazdzycowym dzialaniu ograniczen
kalorycznych. Ponadto Doktorantka postanowita sprawdzi¢ czy restrykcje kaloryczne nasladuja
dzialanie choliny.

Wszystkie procedury z udzialem zwierzat zostaly zatwierdzone przez Lokalng Komisje
Etyczna. Opis doswiadczen zywieniowych jest skrupulatny i uporzadkowany. Wykonano
oznaczenia z probek krwi i osocza. Profil kwasow tluszczowych w tkance tluszczowej
analizowano metoda chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrem mas. Uwidoczniono
zmiany miazdzycowe w calej aorcie, jak i ilosciowo w jej poczatkowym odcinku. Z kolei
skrawki watroby obrazowano histologicznie, a takze po homogenizacji i izolacji RNA
analizowano poziom ekspresji genéw metoda mikromacierzy ekspresyjne;j.

W analizie statystycznej wykorzystano odpowiednie testy wchodzace w sklad pakietow
profesjonalnego oprogramowania.

Wyniki zaprezentowano na trzydziestu trzech stronach przeplatajac je fotografiami i
tabelami co znakomicie utatwito zapoznanie sig czytelnika z uzyskanymi danymi liczbowymi.

Przeprowadzona przez Panig Profesor Kostogrys dyskusja jest wyczerpujgca i scista.
Autorka bardzo dobrze wiaze swoje obserwacje z umiejetnie dobranym aktualnym
pismiennictwem. Chronologia prowadzonego dyskursu odpowiada biegowi wykonanego
eksperymentu. Ten porzadek jest wazny, bowiem pozwala zachowaé logiczny cigg interpretacji

uzyskanych wynikéw. Ponadto Kandydatka thumaczy te, a nie inne decyzje metodyczne, wiaze
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wiek wybranych myszy z rodzajem i czasem podawanej diety. Dyskusje wienczy jasno
wypunktowane podsumowanie oraz opisowo przedstawiony wniosek odpowiadajacy zatozonym
celom rozprawy.

Z obowigzku recenzenta pragne zwrdci¢ uwage na pewne niedociggniecia trudne do
wyeliminowania przy opracowaniu obfitego i skomplikowanego materiatu, nie umniejszajgce
wartosci pracy. Jestem przekonany, ze moje uwagi majgce charakter merytorycznej wymiany
pogladéw pomoga Autorce w przygotowaniu manuskryptéw do druku.

W rozdziale: Wyniki, podrozdziale: Analiza poziomu ekspresji gendéw wykonana
metoda mikromacierzy, tabele 12 i 13, przedstawiajg geny, ktérych ekspresja ulegla
zwigkszeniu (tab. 12) lub obnizeniu (tab. 13) w watrobie myszy ApoE/LDLR”" zywionych
dieta AIN-93G. Analogiczny sposéb pokazania wynikéw zastosowala Doktorantka na
stronach 52-57 (Tabele 24 i 25). Zdaniem recenzenta, takie przedstawienie wynikow jest mato
czytelne. Dodatkowo Tabela 12 rézni si¢ od pozostatych liczbg miejsc dziesietnych oraz
zastosowaniem przecinkow zamiast kropek w liczbach utamkowych. Wydaje sig, ze dla tak
duzej liczby genow rdéznicujacych znacznie czytelniej byloby przedstawié wyniki w spdjnej
tabeli, stosujgc tylko symbole genéw wg nomenklatury HGNC (HUGO Gene Nomenclature
Committee) zaznaczajac jedynie czy ekspresja danego genu jest obnizona czy wzrosta
wzgledem probki kontrolnej. Z kolei szczegdtowy opis nalezatoby zastosowaé wylacznie
wobec gendw, co do ktorych potwierdzono i przedyskutowano potencjalng korelacje z
rozwojem miazdzycy, bedace] gldwnym tematem pracy. Doktorantka opisuje te geny w
rozdziale Dyskusja, na stronach 67-73 i wiasnie tam warto bytoby poda¢ wszelkie parametry
liczbowe z przeprowadzonych analiz mikromacierzy ekspresyjnych.

Korzystne bytoby uzupelnienie i rozwinigcie podpisow pod rycinami, zwlaszcza pod
fotografiami (np. Fotografia 2). Pozwoliloby to czytelnikowi pracy zrozumie¢ i poprawnie
zinterpretowaé uzyskane wyniki, szczegélnie jesli jest to osoba nie zaznajomiona z
technikami mikroskopowymi i z barwieniem materiatu biologicznego.

Na stronie 67 dyskusji niejasne jest zdanie dotyczace roli cytochroméow CYP4Al1 i
CYP2E1 w metabolizmie. Z kolei na stronie 70 nalezy doprecyzowaé stwierdzenie obnizania
regulacji biatka wigzgcego kwasy thuszczowe.

W syntetycznie przeprowadzonej dyskusji Doktorantka unika zbednych dhuzyzn, ale
uzyskane nowatorskie wyniki prawie, ze zobowigzujg do przedstawienia koncepcji dalszych

badan.
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Brak tez wyosobnionego fragmentu poruszajacego problem ograniczen niniejsze]
dysertacji. Nawet najlepsza praca moze z takimi ograniczeniami powsta¢, a zdolnoéé
krytycznego spojrzenia na wlasne osiagniecia to trudny, a zarazem wazny dowod
doskonatosci naukowe;.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata
znakomicie wykonana. Wnosi ona wazne i nowe informacje do naszej wiedzy na temat
stosowania diety miazdzycorodnej u rosngcych i dorostych zwierzat.

Autorka poprawnie wykorzystata réznorodny i nowoczesny metodyczny warsztat
naukowy oraz wykazala si¢ umiej¢tno$cia opracowania 1 interpretacji otrzymanych
obszernych danych eksperymentalnych. Otrzymane wyniki mogg zaowocowac planami prob

klinicznych w celu terapeutycznego zastosowania interwencji zywieniowych.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 63,

poz. 595 z pézn.zm.)

Zatem mam zaszczyt przedstawié
Wysokiej Radzie Dyscypliny: Nauki Medyczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum
whniosek o dopuszczenie
Pani Profesor Renaty Kostogrys do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyréznienie ocenionej pracy po spelnieniu wymogow
formalnych, okreslonych przez Uniwersytet Jagielloniski Collegium Medicum.

Prof. dr hab. n. med. Bogustaw Okopien
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