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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana lek. wet. Karola Rycerza pt.: ,,Wplyw doustnego podawania
rebaudiozydu A na immunoreaktywnos$¢ acetylocholinesterazy i receptoréw

muskarynowych M1 w neuronach hipokampa i prazkowia”.

Pan lek. wet. Karol Rycerz wykonat prace doktorska w Zaktadzie Histologii i Embriologii
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie pod kierunkiem
Pani prof. dr hab. Jadwigi Jaworskiej-Adamu.

Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska obejmuje dobrze zaplanowane i wykonane
badania laboratoryjne, w ktorych Autor analizowal wplyw rebaudiozydu A, glikozydu
stewiolowego, na morfologi¢ neuronéw hipokampa i prazkowia szczurdéw, czyli struktur
osrodkowego uktadu nerwowego odpowiedzialnych za pami¢é i uczenie sie. Analizy
przeprowadzono pod katem immunodetekcji acetylocholinesterazy (AChe)
oraz postsynaptycznego receptora muskarynowego MI1(mAChRs-M1), odpowiedzialnych
za zwickszanie plastycznosci komorkowych mechanizméw pamigci i uczenia si¢. Rebaudiozyd
A jest substancjg izolowang z lisci rosliny Stevia rebaudiana Bertoni, gdzie stanowi 2-4%
substancji stodzacych. Jego walory smakowe (200-300 razy stodszy od sacharozy
oraz charakterystyczna goryczka) sa chetnie wykorzystywane w przemysle spozywcCzym
do produkcji naturalnych stodzikow. Zostal uznany przez $wiatowe organizacje zdrowia, jako
nietoksyczny, a nawet wykazano jego wilasciwosci terapeutyczne. Stosowanie rebaudiozydu A
obnizalo bowiem cis$nienie krwi, pobudzalo uktad immunologiczny, dziatatlo przeciwzapalnie

I przeciwnowotworowo. Zwigzek ten zwigkszal wydzielanie insuliny oraz byt dobrze tolerowany
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przez osoby chore na cukrzyce. Duze nadzieje Wigze si¢ z wykorzystaniem glikozydu
stewiolowego w leczeniu lub tagodzeniu objawow chorob neurologicznych, takich jak choroba
Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona, zespot Tourett’a, epilepsja czy autyzm. Jednak jak
wiekszo$¢ zwigzkow pochodzenia naturalnego, dopuszczonych do powszechnej konsumpcji,
rebaudiozyd A wzbudza pewne kontrowersje ze wzgledu na pojawiajace si¢ w literaturze
naukowej doniesienia o negatywnym wplywie na organizm cztowieka. Dlatego tez kontynuacje
badan nad bezpieczenstwem stosowania rebaudiozydu A uwazam za celowe i1 bardzo

uzasadnione.

Doktorant w swojej pracy potwierdzit brak negatywnego wplywu rebaudiozydu A
na komorki osrodkowego uktadu nerwowego. Nie wykazat istotnego wplywu glikozydu
stewiolowego na przyrost masy ciala i mozgu badanych szczuréw jak réwniez morfologig
neurondéw hipokampa i prazkowia. Co ciekawe, zaobserwowat wzrost liczby i gestosci neuronow,
co moze mie¢ wplyw na poprawe procesow pamieci i uczenia si¢. Jednak badania bezposrednio
potwierdzajace zalezno$¢ pomigdzy spozyciem RebA a zapamigtywaniem nie zostaly wykonane.
Jak czytamy w Dyskusji, zwierzeta nie byly poddawane testom na pami¢é i uczenie si¢
ze wzglgdu na eliminowanie czynnika stresogennego. W mojej opinii, stosowne badania (np.
wspomniany w Dyskusji labirynt Morris’a) moglyby jednoznacznie potwierdzi¢ stusznos¢
postawionych wnioskow i wzbogaci¢ prace o nowe, cenne doniesienia. Jeszcze jedna uwaga
dotyczy nadinterpretacji wynikoéw, dotyczacych immunoreaktywnos$ci acetylocholinesterazy.
Doktorant w oparciu 0 technike immunohistochemii obserwowal wzrost gestosci neuronow
AChe-pozytywnych, co odczytal jako wzrost ekspresji (a nawet aktywnosci) enzymu. Jednak
towarzyszacy temu spadek intensywnosci reakcji immunohistochemicznej w poszczegélnych
komorkach uniemozliwia wyciagnigcie takiego wniosku. Aby potwierdzi¢ t¢ tezg, nalezatoby
wykona¢ dodatkowe testy na poziomie molekularnym, precyzyjnie okreslajace wptyw Reb A
na poziom ekspresji 1 aktywnos¢ AChe. Nalezy mie¢ nadzieje, ze Doktorant podejmie probe

wyjasnienia powyzszych probleméw badawczych w swojej dalszej pracy naukowe;j.
Ocena struktury pracy

Rozprawa doktorska lek. wet. Karola Rycerza liczy 132 strony maszynopisu napisanego

w jezyku polskim. Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich.



Prace rozpoczyna czytelny Spis tresci. We Wstepie, liczagcym 18 stron, Doktorant
scharakteryzowal model badawczy oraz podsumowal dotychczasowa wiedzg, dotyczaca
pochodzenia oraz dzialania rebaudiozydu A. W przystepny sposob przedstawit budowe
hipokampa i prazkowia oraz scharakteryzowat strukture i funkcje uktadu cholinergicznego, co
zilustrowal przejrzystymi fotografiami i rycinami. Przedstawione po Wstepie cele zostaly jasno

sformutowane.

W Materiatach i Metodach, Doktorant opisal model oraz procedur¢ badawczg, jak
réwniez techniki wykorzystane do badan. Metodyka zostata trafnie dobrana do postawionych
celow. Brakuje jednak informacji skad pochodzit rebaudiozyd A — czy byl preparatem
komercyjnym czy pochodzit z izolatu roslinnego. Nie znalaztam roéwniez danych dotyczacych
ilosci skrawkow, ilosci komorek nerwowych oraz liczby powtdrzen analizowanych preparatow.
Zauwazylam tez pewne niescistosci, dotyczace rozcienczen stosowanych przeciwcial.
W przypadku anty-AChe rekomendowane przez producenta rozcienczenie to 1:20, podczas gdy
w pracy zastosowano 1:1000 (analogicznie w przypadku anty- mAChRs-M1). W metodzie
opisujacej reakcje immunohistochemiczng znalazto si¢ kilka niefortunnych sformutowan:
antygeny odmaskowywano — raczej odzyskiwano antygenowos¢
usuni¢cie podbarwienia tla — raczej zablokowanie niespecyficznej reakcji
gatunek zwierzgcia, na ktorym rozwinigto przeciwcialo - raczej gatunek zwierzecia, z ktorego
pochodzi przeciwciato
przeciwciala pierwotne 1 wtorne — raczej przeciwciata pierwszo- 1 drugorzgdowe

Uzycie zwrotu ,,bufor trisowy” jest zbyt potoczne.

Wyniki zostaly opracowane bardzo starannie i doktadnie. Liczne fotografie i tablice
utatwiajg ich zrozumienie i przeanalizowanie. Wigksze powigkszenie komorek przedstawionych

na fotografiach umozliwityby precyzyjniejsza analiz¢ lokalizacji badanych biatek.

W obszernej dyskusji Doktorant konfrontuje uzyskane wyniki z danymi literaturowymi,
zachowujac odpowiednig dozg krytycyzmu. Na Stronie 96 pojawito si¢ sformutowanie ,,badania
wlasne wykazaty, ze Reb A lub jego metabolity...” - metabolity nie byly badane a tak wynika
z kontekstu. Wnioski, podsumowujace uzyskane dane, zostaty jasno sformutowane i odpowiadaja
wyznaczonym celom. Prace konczy Streszczenie w jezyku polskim jak i angielskim oraz bogate

pismiennictwo, prawidlowo dobrane i zacytowane.



Podsumowujac, Autor wykazat umiejetnos¢ samodzielnego rozwigzywania postawionych
zadan naukowych, dobre opanowanie metod badawczych oraz znajomos¢ literatury. Uzyskane
przez Doktoranta wyniki stanowig Jego oryginalne osiagnigcie i poszerzaja wiedz¢ o wplywie
glikozydow stewiolowych na struktur¢ i funkcjonowanie ukladu nerwowego. Przedstawione

uwagi krytyczne nie umniejszaja wartosci merytorycznej pracy.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do zaopiniowania praca doktorska Pana Karola
Rycerza  zatytulowana ,,Wplyw  doustnego podawania rebaudiozydu A na
immunoreaktywno$¢ acetylocholinesterazy i receptorow muskarynowych M1 w neuronach
hipokampa i prazkowia” odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

i wnoszg o dopuszczenie Kandydata do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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