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Recenzja
pracy doktorskiej mgr inz. Patrycji Wréblewskiej,
pt.: ,Laktofermentowane wyslodki buraczane jako czynnik uwrazliwiajgcy na insuling
konie z syndromem metabolicznym EMS” wykonanej pod kierunkiem dr. hab.
Andrzeja Wiliczkiewicza, prof. uczelni z Katedry Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa

Wydzialu Biologii i Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu

Ogolna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Zespol metaboliczny koni (ang. Equine Metabolic Syndrom — EMS) jest ztozonym
procesem, ktorego patofizjologia nie jest w pelni poznana. Uwazano, ze rasami
predysponowanymi do wystapienia zespotu metabolicznego sg konie ras prymitywnych, o
ktorych mowi si¢ czgsto, ze sa ,fatwe w utrzymaniu™ (ang. ..easy keepers™), w tym Konie rasy
huculskiej, koniki polskie, fiordingi, haflingery i kuce, niemniej jednak EMS byt opisywany
réwniez u koni czystej krwi arabskiej, koni pelnej krwi angielskiej, klusakow, koni rasy
Tennessee walking 1 quarter. Obecnie uwaza si¢, ze mimo pewnych predyspozycji rasowych,
choroba ta jest spotykana u wszystkich ras koni. Doniesienia naukowe wskazuja, ze w ostatnich
latach nadmierng mase ciata i otylo$¢ spotyka si¢ u okoto 50% populacji koni w USA, jak
rowniez w pozostalych czesciach $wiata. Nalezy wigc obawiac si¢ wystapienia otylosci i
powigzanego z nig zespotu metabolicznego, u coraz wigkszej liczby koni. Mechanizmy lezace
u podstaw otylosci nie sg do konca poznane, jednakze przekarmianie w potaczeniu z
ograniczong aktywnoscia fizyczna wydaja si¢ by¢ czynnikami spowolniajgcymi metabolizm i
uwazane sg za gtowne czynniki sprawcze otylosci, podobnie zreszta jak u innych gatunkow
zwierzat oraz u ludzi. Zespél metaboliczny stanowi zespot niepozadanych zmian,
uposledzajacych fizjologie, scisle ze sobg potaczonych, ktore obejmujg zardéwno zaburzenia
metaboliczne jak rowniez immuno-endokrynne. Zesp6l metaboliczny u koni rozpoznawany jest
na podstawie obecnosci insulinoopornosei, otytosci, miejscowego odkladania ttuszczu oraz

wcezesnie] przebytego lub obecnie trwajacego ochwatu. Przebyty ochwat stwierdza si¢ na



podstawie wywiadu lub obecnosci charakterystycznych rozbieznych pierscieni na kopycie,
bedacych wynikiem wezesniejszych podklinicznych ochwatdéw. U niektorych koni na zdjeciach
RTG mozna zauwazy¢ rotacje kosci kopytowej, chociaz kulawizna moze nie by¢ widoczna w
momencie badania. Schorzenie samo w sobie nie jest Smiertelne, niemniej jednak z powodu
ogromnej bolesnosci 1 utraty whasciwosci lokomotorycznych konia, czgsto konczy si¢ eutanazja
ze wzgledow etycznych. Dodatkowo, w przebiegu EMS stwierdza si¢ zaburzenia ukladu
odpornosciowego. Sg one nieswoiste 1 maja gldwnie charakter przewleklego, czesto
podklinicznego procesu zapalnego. Zaburzenia immuno-endokrynne w przebiegu EMS
negatywnie wplywaja roéwniez na cyklicznos¢ piciowa klaczy i rozwoj wcezesnej ciazy,
prowadzac do dalszych strat ekonomicznych w hodowli koni. Z tego tez powodu zespot
metaboliczny koni moze by¢ traktowany jako zespot rdéznorodnych objawdw patologicznych,
majacych przetozenie na zdrowotno$é¢ oraz ekonomie w chowie i hodowli koni, a poszukiwanie
srodkow prowadzacych do obnizenia wystgpowania tego zespotu objawow, jest jak najbardziej

racjonalne i uzasadnione z ekonomicznego, jak i klinicznego punktu widzenia.

Recenzowana praca doktorska liczy w sumie 166 stron maszynopisu, w ramach ktorych zostaty
zawarte nastepujace rozdzialy: spis tresci, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzenie, przeglad literatury, cele pracy, materialy i metody, omoéwienie wynikow wraz
z graficzng forma ich prezentacji, dyskusja, podsumowanie, piSmiennictwo oraz spis tabel,
wykresow i rycin. Uklad pracy jest poprawny, zgodny z ogdlnie przyjetymi normami. Moja
uwage od pierwszej chwili przykuta duza objetos¢ przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskiej, m.in. ilo$¢ rycin, wykresow, jak rowniez pozycji piSmiennictwa. Za ,,Spisem
tre$ci” znajduje si¢ ,.Objasnienie zastosowanych skrotdw™, ktore jest pomocne podczas

zapoznawania si¢ z dalszg czgscia pracy.
Wstep i przeglad literatury

W rozdziale pt.: ,,Streszczenie™ Autorka zwiezle wprowadza czytelnika w zagadnienia,
ktére bedzie nastepnie obszernie poruszata w kolejnym rozdziale. Jest tu bardzo rzeczowe
nakreslenie problemu zespotu metabolicznego u koni, nastepnie uzasadnienie zainteresowania
zywnoscig laktofermentowana, zarysowanie celu badan, uzyskanych wynikéw oraz krotkie

podsumowanie.

Przed rozdzialem pt.: .Przeglad literatury”, znajduje si¢ jednostronicowe

»Wprowadzenie”, w ktorym Autorka zarysowuje problem nasilajacego si¢ wystepowania



zespolu metabolicznego, nie tylko u zwierzat, ale i u ludzi, ktéry w niektorych obszarach

naszego globu zaczyna przybiera¢ rozmiar epidemii.

Rozdzial zatytulowany ,,Przeglad literatury™ znajduje si¢ na 12 stronach maszynopisu.
Na pierwszych stronach Autorka wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z problemem
wystepowania zespotu metabolicznego u koni, m.in. nakresla, ktére rasy koni maja szczeg6lng
predyspozycje do wystapienia EMS 1 jaka jest etiologia tego zaburzenia. W poszczegdlnych
podrozdziatach znajduje sie opis zaburzen skladajacych si¢ na obraz zespotu metabolicznego u
koni, do ktorych zalicza si¢: otylos¢, insulinoopornosé, ochwat. Nastepnie Autorka skupia si¢
na opisie zastosowania pro- i prebiotykéw w zywieniu koni, opisujgc w kolejnej czesci role
wystodkow buraczanych, jako zrodta prebiotyku w zywieniu koni. W tym rozdziale Autorka
wspomina 0 moczeniu pasz, jako pozadanym rozwigzaniu dla koni cierpigcych na zespot
metaboliczny, poniewaz moczenie powoduje usuniecie znacznej czesci weglowodanow
niestrukturalnych. Zgadzam si¢ z tym stwierdzeniem, jednakze w wyniku moczenia siana,
podawanego koniom np. z ochwatem, ptyn pozostajacy po moczeniu, w ktdrym znajdujg si¢
cukry, jest usuwany. Natomiast moczenie wystodkow stosuje si¢ dlatego, ze jest to material
paszowy znacznie pgczniejacy 1 w przypadku podania koniowi wystodkéw bez uprzedniego
moczenia, napgczniejg one w przewodzie pokarmowym, prowadzac do zaburzen o
zréznicowanym, nawet ciezkim przebiegu. Tak wigc po moczeniu wystodkow nie jest usuwany
ptyn, ktory zawiera cukry, jak ma to miejsce w przypadku moczenia siana. Podrozdziat
dotyczacy laktofermentacji zywnosci 1 korzystnego wpltywu fermentowanej zywnosci na
zdrowotnos¢ ludzi i zwierzat, konczy ,.Przeglad literatury”. Rola rozdzialu pracy doktorskiej,
obejmujacego przeglad pismiennictwa, z jednej strony polega na wprowadzeniu czytelnika
bezposrednio w przedmiot badan, a z drugiej strony jest zrodlem informacji o wiedzy i stopniu
przygotowania autora do prowadzenia badan w danym kierunku. W mojej ocenie Doktorantka

wywigzala si¢ z tych zadan w stopniu bardzo dobrym.
Cele badawcze

Nastepnie sformutowano cele badawcze, a przyjety kierunek badan nalezy uzna¢ za
uzasadniony. Doktorantka obrata za cel gléwny wytworzenie laktofermentowanych wystodkow
buraczanych z dodatkiem dwoch szczepdéw bakterii probiotycznych i1 scharakteryzowanie
chemiczne powstalych w wyniku fermentacji produktéw. Autorka formutuje cel dodatkowy,
ktorym byta ocena wptywu ekstraktow wystodkdw fermentowanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus i bez dodatku tego szczepu, podczas badan in vitrro w kulturach komorek
macierzystych tkanki thuszczowej konia. Po zapoznaniu si¢ z dalsza czescig pracy i ogromem
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badan in vitro, ktore Autorka przeprowadzita przy uzyciu hodowli komorkowych, wydaje mi
sig, ze stowo ,.dodatkowy™ nie jest w tym przypadku adekwatne bo sugeruje, ze badania in vitro

sa pomniejsza czgscig tej dysertacji, a w zasadzie te dwa cele sg rownorzedne.
Material i metody

Rozdzial Materialy i metody przedstawiony zostal na 13 stronach maszynopisu i
stanowi bardzo szczegotowy opis uzytych w do$wiadczeniach szczepdéw bakterii i podtoz,
procesu laktofermentacji wystodkow buraczanych, dalej analizy chemicznej powstatej biomasy
oraz aktywnosci przeciwrodnikowej i zawartosci polifenoli, oznaczania ilosci sacharozy i
krotkotancuchowych kwasow thuszczowych w uzyskanej biomasie. W podrozdziale 4.1.2
.Proces laktofermentacji wystodkow buraczanych™ Autorka pisze, ze do zainicjowania
fermentacji uzyte zostaly melasowane wystodki buraczane . Toffi” w formie pelletu.
Generalnie, w zywieniu koni otylych, z zespotem metabolicznym lub/i insulinoopornoscig nie
uzywa si¢ melasowanych wystodkow buraczanych, poniewaz stanowia one dodatkowe zrodto
cukrow 1 przyczyniaja si¢ do poglebienia dysfunkcji metabolicznych. U koni stosuje sie
wystodki buraczane niemelasowane, ktore stanowiag produkt uboczny procesu pozyskiwania
cukru z burakoéw cukrowych, dzigki czemu sg praktycznie pozbawione cukru (mniej niz 10%
w suchej masie). Sg bardzo bogate w wtdkno, a przy tym ubogie w biatko i skrobie. W zasadzie
w zywieniu koni w ogéle unika si¢ podawania wystodkéw melasowanych i, ze wzgledu na duzg
zawartos¢ cukrow (melasa to w 60-70% sacharoza) oraz dostarczanie duzej ilosci tatwo

strawnej energili, sg one polecane do karmienia np. krow wysokowydajnych w szczycie laktacji.

Dalej nastgpuje opis metod zastosowanych przez Autorke podczas hodowli komodrkowych i
badan molekularnych i cytobiologicznych. Tre$¢ podrozdziatu 4.7.1 .Izolacja komérek ASC
pochodzacych od koni” nasuwa pewne watpliwosci, odnosnie pozyskania komorek
macierzystych. Mianowicie Autorka podaje, ze pozyskata komodrki z Miedzynarodowego
Instytutu Medycyny Translacyjnej. Jak rozumiem byl to gotowy produkt, ktéry zostat
pozyskany i scharakteryzowany pod katem zawarto$ci komorek macierzystych (Stem cells)
przez zespot MIMT. Niemniej jednak, ponizej znajduje si¢ opis pozyskiwania komorek tkanki
tluszczowej (adipocytow) z tkanki tluszczowej konia, w sposdb sugerujacy, ze prace te
wykonywata Autorka. Nie ma natomiast podanych markerow potwierdzajgcych, ze
wyizolowane komorki to komodrki macierzyste (powszechnie stosowane markery komorek
macierzystych tkanki ttuszczowej to CD13, CD29, CD90, CD73, CD105, CD44 i nieobecnosé¢
CD45 1 CD31). Autorka nie zalacza rowniez zgody Lokalnej Komisji Etycznej na
przeprowadzenie takich badan. Stad wiec moje pytanie, czy opis jest jedynie zaczerpniety z
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zasobow MIMT, wowcezas powinno by¢ to podane w tekscie oraz na jakiej podstawie, komorki

wyizolowane z tkanki ttuszczowej zostaty zakwalifikowane jako komorki macierzyste.

W kolejnych podrozdziatach odnoszacych si¢ do opisu materiatéw i metodyki, Doktorantka
opisuje przygotowanie ekstraktow z fermentowanych wystodkow buraczanych oraz opisuje
model eksperymentalny, ktéry zastosowata w badaniach. W moim odczuciu warto bytoby w
tym miejscu napisa¢ o roli, jaka spetniata inkubacja komorek z tunikamycyng w kazdym z
eksperymentéw. Rola tunikamycyny bylo spowodowanie stresu komérkowego, a doktadnie

stresu retikulum endoplazmatycznego.

W kolejnych podrozdziatach Autorka szczegotowo opisuje metodyke zastosowang w badaniach
cytobiologicznych i molekularnych, w sposob nie pozostawiajacy watpliwosci co do
wlasciwego opanowania technik laboratoryjnych. Nalezy podkresli¢, ze wielo$¢ i
zrdznicowanie testow zastosowanych przez Doktorantke, pozwolila na otrzymanie

kompleksowych wynikoéw przeprowadzonych doswiadczen in vitro.

Rozdzial ,Material 1 metody” konczy podrozdzial dotyczacy analizy statystycznej, ktdry

uwazam za prawidtowo przedstawiony.
Wyniki

Wyniki badan zostaly przedstawione na 71 stronach maszynopisu, wliczajac w to 18
rycin, 6 tabel 1 52 wykresy. Wyniki sg przedstawione zgodnie z uktadem doswiadczenia. I1os$¢
wynikow, podobnie jak ilos¢ wykonanych doswiadczen in vitro jest bardzo duza, dlatego na
uwage zastuguje sposob ich prezentacji zarowno opisowy jak i graficzny. Wyniki
przedstawione sa w sposob czytelny i zrozumialy z uwzglednieniem analizy statystyczne;j.
Niemniej jednak mam pytanie dotyczace wyboru dawek korzystnych stezen fermentowanych
ekstraktow z wyslodkow buraczanych, jak réwniez odniesienia wybranych przez Autorke
dawek do sytuacji in vivo. Bazujac na tescie zywotnosci komoérek (podrozdziat 5.2.1), do
dalszych badan Autorka wybrata dawke 500 ng/ml, poniewaz dawka ta nie dzialala
cytotoksycznie na komorki poddane dziataniu ekstraktu z wystodkow wraz ze szczepem
probiotycznym Lactobacillus rhamnosus (wykres 13). Natomiast w drugim ukladzie
doswiadczalnym, w ktérym komorki byly poddane dzialaniu fermentowanych ekstraktow bez
bakterii, Autorka podaje, ze rdéwniez wybrala dawke 500 ng/ml, poniewaz w wyniku
zastosowania tej dawki odnotowano wzrost absorbancji, jednakze na wykresie 14 nie obserwuje

sie wzrostu absorbancji po stymulacji dawkag 500 ng/ml.



Ponadto, z punktu widzenie klinicysty, wybor dawki do stymulacji komorek w hodowlach in
vitro jest bardzo teoretyczny i trudno znalez¢ tu przetozenie na sytuacje w zywym organizmie.
W przypadku stosowania w hodowlach komorkowych np. steroidowych hormonéw plciowych,
wiadomo, ze 17f-estradiol wystepuje w organizmie samicy w stezeniach pikogramowych,
natomiast progesteron w nanogramowych. Daje to wigc asumpt do wybrania dawki
stymulacyjnej, ktéra w mniejszym lub wigkszym stopniu nasladuje sytuacje in vivo. Czy

Autorka moze zaproponowaé wyjasnienie zastosowanych dawek w swoich doswiadczeniach?
Dyskusja

Rozdziat ,.Dyskusja™, zamieszczony na 15 stronach maszynopisu, jest przykladem
dobrej analizy uzyskanych wynikéw 1 umiejetnosci ich konfrontacji z wynikami 1
spostrzezeniami prezentowanymi przez innych autoréw. Doktorantka wykazata si¢ dobra
znajomoscig literatury naukowej w temacie swoich badan, ktora umozliwita jej
przeprowadzenie rzetelnej 1 obszernej dyskusji w niniejszej rozprawie doktorskiej. Na
podkreslenie zastluguje dobdr szerokiego wachlarza metod badawczych, ktorymi postuzyta sie
Doktorantka w celu rozwigzania zaproponowanego zagadnienia, jak rdéwniez trafho$¢

wycigganych wnioskow.

Z uwag dotyczacych tego rozdziatu, poprosze o wyjasnienie opisu testu wykrywania apoptozy
ze strony 125. Czytajac ten fragment miatam wrazenie, ze aneksyna V stuzy do réznicowania
komorek na zywe i martwe. Natomiast aneksyna V wigze si¢ do fosfatydyloseryny, ktora w
prawidlowych komorkach zlokalizowana jest po wewnetrznej stronie blony cytoplazmatyczne;.
Wezesny sygnal apoptotyczny to translokacja fosfatydyloseryny na stron¢ zewnetrzna.
Natomiast do réznicowania komoérek na zywe i martwe w tym tescie stuzy jodek propidyny,
ktory wnika do wnetrza martwych komorek 1 barwi kwas nukleinowy. Nie mam uwag
dotyczacych merytorycznego opracowania rozdziatu ,,Dyskusja”. Natomiast z recenzenckiego
obowigzku musze¢ wspomnie¢, ze podczas czytania calej pracy zwrdcily mojg uwage pewne
niedociagnigcia jezykowe, do ktorych naleza gldwnie bledy literowe (zwykle stosowanie przez
Autorke ,.e” zamiast ,.¢”), bledy interpunkcyjne oraz drobne bledy stylistyczne. Zdarzaty si¢
réwniez zaczerpnigcia z jezyka angielskiego np. working solution zamiast roztworu roboczego
(podrozdziat 4.7.10, strona 40). Tak, jak wspomniatam wczesniej, sa to btedy nie umniejszajace

wartosci merytorycznej pracy.

Podsumowanie



Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest unikalna i cenng pozycja ukierunkowana
na probe wsparcia dietetycznego koni dotknigtych zespolem metabolicznym, bedacym
zaburzeniem coraz czeSciej spotykanym w chowie i hodowli koni. Uzyskane w trakcie badan
wyniki moga by¢ pomocne w opracowaniu wlasciwej diety dla koni dotknietych EMS, co jest
bardzo istotne z klinicznego punktu widzenia. Przeprowadzenie tych badan wymagato
opanowania przez Doktorantke szeregu technik laboratoryjnych, nastepnie wykonania analiz
laboratoryjnych zgromadzonego materiatu badawczego, przeprowadzenia statystycznej

,,obrobki’” uzyskanych wynikdéw oraz przygotowania kompleksowej monografii.
Whniosek koncowy

Uwazam, ze praca doktorska mgr inz. Patrycji Wroblewskiej, pt.: ,.Laktofermentowane
wystodki buraczane jako czynnik uwrazliwiajacy na insuling konie z syndromem
metabolicznym EMS”, w mojej ocenie w pelni odpowiada wymogom okreslonym w art. 187
ust.1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. 2023
poz. 742 ze zm.) stawianym kandydatom ubiegajacym si¢ o nadanie stopnia naukowego
doktora. Dlatego tez przedkiadam wniosek do Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Patrycji Wroblewskiej

do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora.
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