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Ocena
rozprawy  doktorskiej pt. ,,PROGRAMOWANIE  ROZWOJU UKEADU
SZKIELETOWEGO POTOMSTWA W DNIU ODSADZENIA ORAZ KOLEJNYCH
ETAPACH ZYCIA W WARUNKACH KONTYNUACJI NAWYKOW ZYWIENIOWYCH
RODZICOW I PO ICH ZMIANIE” wykonanej przez lek. wet. Dariusza Jozefa Wolskiego w
Katedrze Fizjologii Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie.

Pomimo, ze w ostatnich latach coraz czedciej pojawiaja si¢ doniesienia o nowych
molekulach syntetyzowanych przez adipocyty o potencjalnym modulujgcym wplywie na
metabolizm tkanki kostnej, jednakze wzajemne interakcje pomiedzy tkanka tluszezowa a
szkieletem wciaz nie zostaly dostatecznie poznane. Podobnie, brak jest rowniez wiarygodnych
danych naukowych opisujacych wplyw nadmiaru kalorii w diecie cigzarnych na stan
czynno$ciowy tkanki kostnej, czy tez oceniajacych osteotropowe efekty modyfikacji zywienia
organizmu w okresie jego rozwoju oraz w wicku dojrzatym. Zwlaszcza to drugie zagadnienie
jest szczegblnie interesujace, zwlaszeza z punktu widzenia t(zw. teorii programowania
rozwojowego, u podstaw ktorej lezy zalozenie, ze kazde zaburzenie w zyciu plodowym moze
odgrywaé istotng role w patogenezie schorzen ujawniajacych sie dopiero w wieku dojrzatym,

wlaczajac otylos¢ i zaburzenia metabolizmu kosci.



Podstawowym celem pracy doktorskiej lek. wet. Dariusza Jozefa Wolskiego byla ocena
wplywu rodzaju odzywiania (dieta standardowa vs wysokoenergetyczna) matek na rozwoj
ukladu szkieletowego potomstwa jak efektow jego oddzialywania w okresie postnatalnym.
Dodatkowe cele badan koncentrowaly si¢ na odpowiedzi na pytania: czy zmiana diety u
potomstwa, dotychczas stosowane] u rodzicow wplywa modulujgco na uprzednio
programowany, oddzialywaniem zywieniowym, stan czynnosciowy ukladu szkieletowego w
kolejnych etapach zycia oraz, czy kontynuowanie u potomstwa nawykoéw zywieniowych
rodzicow warunkuje utrwalenie programowanego wczesniej, oddziatywaniem zywieniowym,
stanu czynnosciowego uktadu kostnego?

Badania zostaly przeprowadzone w 3 etapach. Etap I, trwajacy 90 dni, obejmowal
adaptacje zwierzat do warunkéw laboratorium, a nastepnie wywolanie otytosci za pomoca diety
wysokoenergetycznej. I etap, trwajgcy tacznie do ok. 60 dni, obejmowal czas potrzebny na
uzyskanie potomstwa, okres cigzy oraz pierwsze 21 dni po porodzie. 1II etap, trwajacy do ok.
70 dni, obejmowal czas obserwacji od odsadzenia tj. 21 dnia, do 90 dnia zycia potomstwa.

Nastepne faza badah obejmowala analize ggstosci mineralnej (BMD), zawartosci
mineralnej (BMC), a takze powierzchni (Ar) calego koséca oraz izolowanych kosci udowych i
piszczelowych z wykorzystaniem metody podwdjnej absorpcjometrii  promieniowania
rentgenowskiego (DXA). Z uzyciem tej metody wykonane zostaly rowniez pomiary skladu
calego ciala, tj. tkanki miesniowej (LM), jak i thuszczowej (FM). Tomograficzna analiza kosci
udowych i piszczelowych wykonana zostala przy pomocy obwodowego ilosciowego tomografu
komputerowego (PQCT). Izolowane kosci udowe oraz piszezelowe poddane zostaly rowniez
- badaniu wytrzymalosciowemu w oparciu o trojpunktowy test ugiecia dla probki o przekroju
rury. Analiza przeprowadzona zostata za pomocg specjalistycznego urzadzenia do badan
wytrzymato$ciowych a dla kazdej kosci oceniono sit¢ maksymalng (F max), modul
elastycznoéci Young'a (E mod) oraz pracg do sity maksymalnej (W/Fmax). Badania
biochemiczne, w tym markery obrotu kostnego OC i CTX, oznaczono w oparciu o metodg

spektrofotometryczng z uzyciem komercyjnych testow diagnostycznych.



Przedstawiona do recenzji praca ma charakter oryginalnej rozprawy naukowej o
uktadzie typowym dla tego typu opracowan. Liczy w sumie 106 stron wydruku komputerowego
z zachowaniem odpowiednich proporcji migdzy jej czesciami. Na wstep poswiecono 21 stron,
material 1 metodyka stanowi 11 stron. Opis wynikow zawarto na 39 stronach tekstu oraz
udokumentowano je dodatkowo 11 rycinami oraz 20 tabelami, omowienie wynikdw i dyskusje
zawarto na 20 stronach. PiSmiennictwo (zawarte w Rozdziale 9) liczy w sumie 222 pozycji, w
tym w zdecydowanej wigkszosci anglojezyczne o tematyce zbieznej z zakresem pracy.

Prace rozpoczyna Wykaz uiywanych skrétéow stanowiacy uzyteczny dla czytelnika

odnosnik do tekstu.

Wstep zawarty jest na stronach 8-29. Autor przedstawia w nim problematyke otytosci
oraz zaburzen metabolicznych tkanki kostnej w kontekscie jakim stanowig obecnie zagrozenia
zdrowotne o charakterze cywilizacyjnym. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fragment
opisujacy wzajemne interakcje, w tym gléwne mechanizmy i gléwne mediatory, pomiedzy
tkankg thuszczowg a szkieletem. Z wielka satysfakcjg stwierdzam, ze zawarte we Wsiepie opisy
stanowigce przeglad aktualnego piSmiennictwa, a zwlaszeza bardzo dokladne omoéwienie
wynikow przeprowadzonych dotychezas na $wiecie eksperymentow naukowych i ich znaczenia
dla poszerzenia wiedzy na temat patogenezy zaburzen metabolicznych, szczegdlowo i
krytycznie wprowadzajg czytelnika w tematyke i mogg stanowi¢ samodzielng prace

rzegladowa na temat teoril programowania roZwojowego.
przegla 1

Zwiezle 1 jasno sformulowany cel pracy objat bardzo ambitne zadania nawigzujace do
wspolczesnych problemow zywienia 1 chordb cywilizacyjnych, a zwlaszcza wplywu zywienia
matek na stan zdrowia ich potomstwa. Zdaniem recenzenta dotykaja one bardzo waznego watku
badan poszukujacego naturalnych metod profilaktyki choréb dietozaleznych, w tym przypadku
otylodci i metabolicznych chorob kosci. Bardzo waznym watkiem jest rowniez istotnie
poszerzenie wiedzy na temat roli tkanki thuszczowej jako najwickszego narzadu endokrynnego

rozwijajacego sie organizmu ssaka..

W rozdziale Material i metody Autor przedstawia zastosowany material oraz
wykorzystane metody badawcze. Dokladnie zostal opisany sposéb przeprowadzenia
eksperymentu, metoda podzialu zwierzat na grupy, warunki hodowlane oraz warunki
zaptodnienia i rozrodu. Opisano rowniez skiad zastosowanych pasz oraz sposob zywienia

zwierzat. W dalszej cze$ci Autor opisal metode (tj. absorpcjometrie podwodinej wigzki




promieniowania rentgenowskiego - DXA) oraz warunki 1 sposob oznaczenia gestosci
mineralnej tkanki kostnej i sktadu ciata. W podobny sposob przedstawiona zostata metodologia
badan z zastosowaniem obwodowej tomografii komputerowej kosci (pQCT) wraz z doktadnym
opisem, w formie tabelarycznej, wszystkich parametréw tomograficznej oceny koscca. Kolejny
opis dotyczy sposobu wyznaczania parametrow wytrzymalosciowych izolowanych kosci
udowych oraz piszezelowych w oparciu o trojpunktowy test ugigcia dla probki o przekroju rury.
Koncowe fragmenty rozdziatu Material i metody przedstawiajg listg i podstawowa
charakterystyke wykonanych oznaczen biochemicznych, w tym markeréw obrotu kostnego.
Generalnie, calo$¢ opiséw postepowan metodycznych spelnia podstawowe wymagania
stawiane wspélczesnym pracom badawcezym, a wyniki $wiadezg o bardzo dobrym opanowaniu
warsztatu badawczego 1 jego znajomosci praktycznej.

Analize statystyczna uzyskanych wynikow autor przeprowadzila przy uzyciu programu

STATISTICA 13.0 PL, a wybér testow nalezy uzna¢ za odpowiedni dla tego typu badan.

W rozdziale Wyniki Autor prezentuje wyniki badan wiasnych w formie opisowej (39

stron) oraz odwoluje si¢ do 16 tabel oraz 6 rycin.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw na modelu szczura autor wykazuje,
ze otylo$é u szezuréw indukowana dieta wysokokaloryczna, wplywa programujaco na uktad
szkieletowy potomstwa, czego efektem jest poprawa whasciwosci  strukturalnych,
densytometrycznych oraz wytrzymatosci mechanicznej kosci udowych i piszczelowych.
Jednakze wyniki kolejnej fazy eksperymentu wskazuja, ze zmiana diety z wysokoen ergetycznej
na standardows skutkuje znaczacym zahamowaniem rozwoju ukfadu kostno-szkieletowego u
samic i samcoéw, szczegdlnie widocznym w okresie wzrostu i rozwoju organizmu (tj. w 49. dniu
zycia). Zalezno$¢ ta byta réwniez widoczna po uzyskaniu po uzyskaniu przez zwierzeta
dojrzato$ci somatycznej (90. dzien zycia). 111 faza eksperymentu wykazata, ze zastgpienie u
potomstwa paszy standardowej, stosowanej u rodzicow, dieta wysokoenergetyczng zwigksza
stopien mineralizacji i wytrzymalos¢ mechaniczna badanych fragmentow szkieletu samic
szczura, trendu tego nie obserwowano u samcéw. Powyzsze zaleznosci uzaleznione byly od
stopnia wzrostu i rozwoju miodych organizméw. Podsumowujae, wyniki eksperymentow
zasadniczo potwierdzily zalozone hipotezy badawcze. Biorgc pod uwage mozliwe duze
znaczenie praktyczne w dietoprofilaktyce oraz dietoterapii choréb metabolicznych, za
najistotniejsze uznatbym skuteczne polaczenie nowoczesnych metod badania uktadu kostnego,

uwzgledniajgcych oceng jego gestodci mineralnej, jakosci strukturalnej i wytrzymatosci




mechanicznej na dzialanie sil obciazajacych oraz metod biochemicznej oceny wskaznikow
metabolizmu kostnego. Na podkreslenie zastuguje satysfakcjonujgce przedstawienie graficzne
wynikéw badan tj. dobra jakos¢ rycin, przejrzystosc i czytelno$¢ zataczonych tabel oraz dobre

opracowanie statystyczne uzyskanych wynikow.

W Dyskusji, przeprowadzonej na 20 stronach, Autor skonfrontowat swoje wyniki z
wynikami uzyskanymi przez innych autoréw i w jasny sposob uwypuklil istnicjace
rozbieznosci, co jest wykladnikiem krytycznego podejscia rowniez i do wlasnej pracy, ale
jednoczesnie jest dowodem doglebnej znajomosci opisywanych zagadnien oraz dobrego

opanowania warsztatu pisarskiego.

Whnioski. Wnioski opracowane zostaly w konwencji 8 punktow, ktore sg uo Olnieniem
2

obserwacii zebranych w trakcie realizacji pracy. Nawigzujg one do postawionego celu pracy.

7 obowiazku recenzenta pragng zwrdci¢ uwage na pewne watpliwodci oraz drobne
uchybienia zauwazone podezas czytania rozprawy.

1. Str. 17 (wstep) W akapicie opisujgcym rolg makro- i mikroelementow w
prawidlowym metabolizmie kosci (w tym kolagenu kostnego), oprécz witamin. C, B 1 K, warto
bylo wspomnie¢ réwniez o jednym z metabolitow cyklu Krebsa tj. kwasie alfa-
ketoglutarowym, ktéry jest substratem dla produkeji w enterocytach proliny, jednego z
gféwnych aminokwasow kolagenu kostnego.

2. Str. 24 W akapicie rozpoczynajacym si¢ od zdania ,Niezwykle istotny wplyw w
metabolizmie tkanki kostnej odgrywa rowniez witamina D3. W przebiegu otylodci jej poziom
ulega znaczacemu obnizeniu....” Autor doktadnie opisuje metaboliczne skutki niedoboru wit.
Ds, jednakze zauwazalny jest brak jakiejkolwiek wzmianki na temat przyczyn/mechanizmow
prowadzacych do niedoboru wit. D3, a zwlaszcza jej aktywnych metabolitow, u osob otylych
(np. uposledzenie \yqtrobowej hydroksylacji w NAFLD/NASH).

3. Str. 27 Akapit dotyczacy roli niedozywienia matki w promocji otylosci u jej
potomstwa jest bardzo krétki, a sam opis niejasny. 7 punktu widzenia ogélu zagadnien
bedgcych tematem dysertacii, warto by bylo to zagadnienie rozszerzy¢, opisujac przynajmniej
podstawowe mechanizmy/zaburzenia lezace u podstaw tego zj awiska.

4. Str. 30 (Cel pracy) Krotkie wprowadzenie przed lista celow pracy jest w zasadzie
powtérzeniem informacji zawartych wezesniej we Wsigpie 1 nie wnosi nic nowego do

dysertacji. Sugeruje usuniecie tego akapitu z pracy.



5. Str. 36 Dlaczego Rycing 2 opisujaca przyrosty masy ciala samic 1 samcow
otrzymujacych diete S oraz F umieszczono w rozdziale Material i metody, a nie w rozdziale
Wyniki?

6. Str. 42 (Material i metody) [cytuje] .,,Wskazniki metabolizmu tkanki kostne]
oznaczone zostaly w oparciu o metode spekirofotometryczng oraz zestawy do oznaczen tg
metoda”. Opis zdecydowanie niewystarczajacy. Minimalne standardy w tym zakresie
opracowaniach naukowych obejmuja, oprocz metody oznaczen, podania réwniez producenta
zestawéw laboratoryjnych oraz ich czutosei i swoistosci. Podobnie, rozszerzenia wymagaja
rowniez opisy metodologiczne badan: DXA i pQCT., ktére Autor z jakiego$ powodu umiescit
w Dyskusji na stronach 92 i 94 (powinny by¢ czescia rozdziatu Material | metody).

7. Str. 91 (Dyskusja) [cytuje] ,,Zatem badania nad mechanizmami regulujacymi zmiany
w masie kostnej u dzieci, oparte na wynikach uzyskanych na populacji 0s6b dorostych, moga
by¢ obarczone duzym bledem”. Autorowi chodzito chyba o to, ze wyniki badan nad
mechanizmami regulujacymi zmiany w masie kostnej przeprowadzone u dorostych nie
powinny by¢ bezkrytycznie ekstrapolowane na dzieci?

8. Pomimo do$¢ dokladnego przedstawienia przez Autora wzajemnych interakeji tkanka
thuszczowa — koéci, brakuje jednak wzmianki o tradycyjnym podejsciu tj. fizycznym
oddzialywaniu zwigkszonej masy ciata na szkielet (zjawisko piezoelektryczne w kosciach). 2-
3 zdania na ten temat poparte odpowiednimi referencjami powinny, zdaniem Recenzenta,
znalez¢ sie we Wstgpie lub w Dyskusji.

9. Str. 100 [cytuje] ,, ... analizowane parametry wytrzymatosciowe .... byly wyzsze u
potomstwa obu plei w wieku 21 dni pochodzacego od rodzicow karmionych dieta
wysokoenergetyczna, co przeklada si¢ bezposrednio na wieksza wytrzymato$¢ materiatu
kostnego w poréwnaniu do potomstwa, ktérego rodzice otrzymywali diet¢ standardows.
Przypuszczalnie wynika to z faktu, ze ekspozycja na zwiekszony doplyw substancji
odzywezych w okresie plodowym, a nastgpnie wptyw zywienia mlekiem matek otrzymujacych
diete wysokoenergetyczng przyczynia si¢ do intensywniejszej krystalizacji krysztatow
hydroksyapatytow oraz wzrostu ich catkowitej liczby” - wniosek ten jest zbyt spekulacyjny,
zwlaszeza, ze autor nie popart go zadnymi referencjami. Istnieje wiele danych $wiadczacych o
tym, ze przyczyn takiego stanu rzeczy mozna upatrywac w intensywniejszej syntezie kolagenu
kostnego czy tez bardziej efektywnej jego potranslacyjnej modyfikacji, co moze by¢ wynikiem
lepszej dostepnosci potrzebnych aminokwasow, ktore w przypadku stosowania diety

wysokoenergetycznej, nie byly zuzywane jako material energetyczny (np. dla enterocytow).



10. Str. 104 [cytuje] ,, W warunkach nadmiernej kumulacji tkanki tluszczowej u
pacjentéw diagnozowana jest nadczynno$¢ przytarczyc, czesto wspolistniejaca  z
normokalcemia, ale przy obnizonym stezeniu 25(OH)D3,,. Wg Recenzenta, z medycznego
punktu widzenia, to stwierdzenie nie odzwierciedla aktualnego stanu wiedzy 1 wymaga
przeredagowania.

W Pracy pojawito si¢ rowniez kilka drobnych bledéw literowych i stylistycznych, jak
na przyktad:

Str. 3 (Opis stosowanych skrétow) [cytuje] ,,DXA — podwdjna absorpcja wigzki
promieniowania Rtg” . Powinno by¢ DXA — podwdjna absorpcjometria wigzki promieniowania
Rtg. Skrét dotyczy metody pomiaru a nie zjawiska fizycznego.

Str. 5 [cytuje] ,PGE2 — prostaglandyny z grupy 2. Powinno by¢ prostaglandyna E2.
Litera oznacza rodzaj prostaglanyny, a cyfra liczb¢ wigzan nienasyconych w fancuchu.

Str. 10 [eytuje] ,,... w zaleznosci od miejsca lokalizacji”.

Str. 12 [eytuje] ... tkanka thuszczowa podlega lokalizacji”.

Str. 29 [eytuje] ,...ROwniez wyniki badan prowadzonych na szczurach z kolei wyniki
badan na szczurach nie wskazuja jednoznacznego charakteru zmian...”.

Str. 84, 86, 89 bledy interpunkcyjne

Str. 85 [cytuje] ..... gtdwne Zrodlo zapasu energii...”

Generalnie, poczynione uwagi maja charakter redakcyjny i nie wplywaja na
merytoryczng warto$¢ ocenianej dysertacji, a maja na celu uniknigcie niescistosci 1 powinny

byé uwzglednione przed oddaniem jej do druku.




Ocena koncowa

Rozprawa doktorska lek. wet. Dariusza Jozefa Wolskiego jest wartosciowym
opracowaniem. Badania zostaly prawidlowo zaplanowane i zrealizowane w oparciu o
adekwatne w stosunku do zalozonego celu metody badawcze. Autor wykazal si¢ odpowiednia
znajomosclg warsztatu metodycznego, potrafl t¢ umiejetno$¢ odpowiednio wykorzystywac w
pracy eksperymentalnej, a otrzymane wyniki prawidtowo zinterpretowac.
W zakonczeniu przedkladanej recenzji stwierdzam 1z przedlozona do oceny rozprawa
doktorska lek. wet. Dariusza Jozefa Wolskiego pt. PROGRAMOWANIE ROZWOJU
UKEADU SZKIELETOWEGO POTOMSTWA W DNIU ODSADZENIA ORAZ
KOLEJNYCH ETAPACH ZYCIA W WARUNKACH KONTYNUACJI NAWYKOW
ZYWIENIOWYCH RODZICOW I PO ICH ZMIANIE odpowiada warunkom okreslonym

w Art. 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o tytule i stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule
w zakresie sziuki. W zwiazku z tym wnioskuje do Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o przyjecie rozprawy doktorskiej lek. wet. Dariusza

Jozefa Wolskiego i dopuszezenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
pragne podkresli¢ zdecydowanie ponadprzecigtng pracochtonnosé przeprowadzonych badan
oraz duzy potencjal aplikacyjny, dlatego tez jednoczesnie wnioskuje do Wysokiej Rady o

wyréinienie recenzowanej dysertacji.

Rafal Filip




