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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Wieslawa Slebody pt. ,,Ocena mozliwo$ci wykorzystania adropiny
i iryzyny jako przyzyciowych wskaznikéw metabolizmu kostnego w warunkach
stosowania diety o roézmej zawartosci thuszczu”. Praca wykonana pod kierunkiem
promotora dr hab. Iwony Puzio prof. uczelni w Katedrze Fizjologii Zwierzat, Wydzialu

. Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Podstawe formalng recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Rady Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 2 lipca 2024 roku powolujace si¢ na uchwate
Rady Dyscypliny Weterynaria z dnia 27 czerwca 2024 roku w sprawie powotania recenzentow
pracy doktorskiej mgr Wiestawa Slebody.

Rozwéj cywilizacyjny przyniést ogromny postep w nauce oraz znaczng poprawe
warunkow zycia ludzi, ale stal si¢ jednoczesnie przyczyng pojawienia si¢ wielu schorzen.
Dodatkowo niewtasciwe odzywianie i ograniczona aktywno$¢ ruchowa powodujg postepujacy
rozw¢j nadwagi i otylosci. Oba te schorzenia majg ztozony patomechanizm oraz negatywnie
wplywaja na wiele uktadéw, w tym na uklad kostny. Obecnie wiadomo, ze tkanka tluszczowa, °
migsnie szkieletowe oraz tkanka kostna sg zrodlem wielu substancji biologicznie czynnych. Do
substancji tych zaliczamy odkryta w 2008 roku adropine oraz w 2012 roku iryzyn¢. Wiedza na
temat roli tych substancji w przemianie materii, szczegdlnie w metabolizmie tkanki kostnej jest
przedmiotem wielu badan. Mozliwos¢ praktycznego wykorzystania oznaczania poziomu tych

substancji jako markerow metabolizmu kostnego szczegdélnie u oséb z otyloscia wydaje si¢



bardzo intersujaca. Dlatego podjety przez mgr Wiestawa Slebode temat badan w mojej opinii
jest ciekawy i aktualny, zwlaszcza, ze badania majg charakter nie tylko poznawczy, ale réwniez
praktyczny i aplikacyjny.

Przedstawiona do oceny praca doktorska w formie monografii naukowej ma
konwencjonalny uklad i nie budzi zastrzezen. Sklada si¢ z 91 stron druku, w tym 14 tabel, 1
wykresu i 3 fotografii. Caloéé¢ zostala podzielona na rozdzialy; przeglad pismiennictwa, cel
pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie w j¢zyku polskim i
angielskim, bibliografie obejmujaca az 340 pozycji, wykaz tabel, wykreséw i fotografii oraz
spis skrotow. Wszystkie wymienione powyzej rozdzialy ujgte sg w spisie tresci. Dodatkowo
praca zawiera podpisane o$wiadczenie Promotora i Doktoranta.

Przeglad pismiennictwa obejmuje 21 stron i jest podzielony na 13 podrozdzialow. W
rozdziale tym doktorant w sposéb czytelny i zrozumialy dokonuje charakterystyki badanych
substancji tj. iryzyny i adropiny. Analiza ta dokonana jest w oparciu o dobrze dobrane pozycje
literatury  opublikowane w  anglojgzycznych  periodykach. Badane substancje
scharakteryzowane sg wedlug tego samego schematu. W pierwszym podrozdziale autor
przeprowadza dokladng charakterystyke iryzydyny, opisujac mechanizm i regulacje jej syntezy
oraz dystrybuuje w organizmie. Nastepnie opisuje mechanizm dziatania iryzyny na poziomie
receptorowym. Podrozdzial ten konczy si¢ opisem tkankowej dystrybucji iryzydyny oraz
szczegdlows analizg czynnikow wplywajacych na jej uwalnianie. W kolejnych podrozdziatach
doktorant opisuje wplyw wysitku fizycznego na uwalnianie i poziom iryzydyny, syntez¢
iryzydyny w tkance thuszczowej, jej udzial w procesach zapalnych oraz metabolizmie. W
ostatnim podrozdziale autor dokonuje doktadnego opisu roli iryzydyny w tkance kostnej, co
pozwala wprowadzi¢ czytelnika w tematyke przeprowadzonych badan. W podobny sposob
autor opisuje drugg badang substancje czyli adroping. Przedstawiong charakterystyke badanych

substancji uwazam za logiczng - pozwala ona czytelnikowi pozna¢ dokladng budowe,



mechanizm dzialania oraz fizjologiczng rol¢ badanych substancji w organizmie, jak réwniez
przesledzi¢ dynamike zmian tych substancji w procesach patologicznych ze szczeg6lnym
uwzglednieniem nadwagi i otylosci. Przeglad pismiennictwa konczy najobszerniejszy
podrozdziat dotyczacy wplywu nadwagi na uklad kostny. W podrozdziale tym doktorant w
zrozumialy sposéb przedstawil wzajemng interakcje pomiedzy tkankg thuszczowa a tkanka
kostna, opisuje aktywnos¢ hormonalng tkanki kostnej w stanie fizjologicznym oraz w przebiegu

nadwagi i otylosci.
Na podstawie przegladu aktualnej literatury autor sformutowat 2 cele badawcze:

1. Ocena zalezno$ci pomiedzy st¢zeniem adropiny i iryzydyny we krwi, a parametrami
tkanki kostnej w warunkach zywienia karmg o réznej zawartosci thuszczu.

2. Wykazanie mozliwosci wykorzystania iryzydyny i adropiny jako ewentualnych
przyzyciowych wskaznikow okreslajacych zalezno$¢ pomiedzy indukowang dietg

otyloscia, a parametrami tkanki kostnej.

Cele pracy zostaly nastepnie zweryfikowane w modelu badawczym.

Z opisu materialu i metod wynika, ze postawione zadania badawcze zostaly
zrealizowane na 24 samicach szura szczepu Wistar o poczatkowej masie ciala 220-230 g.
Zwierzeta losowo podzielono na 3 grupy badawcze okreslone jako grupa DS, D10, D45, gdzie
cyfry oznaczajg procent kalorii pochodzacy z tluszczu. Kazda grupa zawierala 8 zwierzat, a
eksperyment trwat 10 tygodni. W trakcie tego czasu zwierzgta w kazdej z grup otrzymywaly
karme o réznej zawartosci thuszczu. Dokladny sklad karmy zostal przedstawiany w tabeli 1.
Nastepnie autor opisuje procedure eutanazji zwierzat oraz pobrania i zabezpieczenia materiatu
do dalszych analiz. Materiat badawczy stanowita krew, oraz kosci kofczyn. Przed ich
pobraniem dokonano densytometrycznego pomiaru skladu ciata szczurow.

Pomiary densytometryczne skiadu ciala przeprowadzono metodg absorbcji podwdjnej

energii promieniowania rentgenowskiego.



Analizie poddano nast¢pujace parametry: masa tkanek migkkich bezttuszczowych; masa tkanki
tluszczowej; catkowita ggstos¢ mineralna szkieletu; catkowita zawartos¢ mineralna szkieletu
oraz dokonano pomiaru gestosci mineralnej i zawartosci mineralnej kosci udowych,
ramiennych i piszczelowych.

W kolejnych badaniach dokonano analizy parametréw wytrzymalosciowych kosci
wykorzystujgc do tego test trojpunktowego ugigcia.

Analizie histologicznej poddane zostaty kosci udowe, z ktdrych wykonano skrawki
parafinowe, ktore byly nastgpnie barwione hematoksyling. Analiza histomorfometryczna
obejmowata chrzastke wzrostowa oraz istot¢ gabczasta. W przypadku chrzastki dokonano
oceny catlkowitej szerokosci chrzastki oraz jej poszczegdlnych warstw (spoczynkowe;j,
proliferujacej, hipertroficznej i wapniejacej). Natomiast w istocie gabczastej nasady kosci
udowej oceniono wysokos$¢, szeroko$¢, obwadd i pole powierzchni beleczek kostnych.

Badania immunohistochemiczne obejmowaly analize immunoreaktywnosci (skala
plusowa) w chrzgstce wzrostowej oraz beleczkach kostnych kosci udowej z wykorzystaniem
przeciwcial przeciwko iryzynie, adropinie oraz sklerostynie.

Analiza biochemiczna krwi zostata wykonana przy uzyciu analizatora biochemicznego,
komercyjnych zestawéw diagnostycznych, metody kolorymetrycznej oraz zmodyfikowane;j
metody kinetycznej. Analiza obejmowala szerokie spektrum wskaznikéw biochemicznych
osocza (aminotransferazy asparaginowej, alaninowej, fosfatazy zasadowej, wskaznikéw
gospodarki lipidowej, glukozy oraz wapnia i fosforu). Ponadto okreslono st¢zenie istotnych
z punktu widzenia badawczego niniejszej rozprawy biatek — iryzyny, adropiny, sklerostyny oraz
markeréw metabolizmu tkanki kostnej (osteokalcyny, N-koncowego usieciowanego
telopeptydu kolagenu typu I, izoenzymu kostnego fosfatazy zasadowej).

Rozdzial materialy i metody konczy podrozdzial opisujacy zastosowane analizy

statystyczne do opracowania uzyskanych wynikow.



Dobor metodyki badawczej oceniam wysoko. Mnogos¢ zastosowanych technik
badawczych umozliwita uzyskanie cennych wynikéw pozwalajacych dokona¢ dokiadnej
weryfikacji postawionych celéw badawczych. Dodatkowo wszystkie zastosowane techniki
badawcze zostaly szczeg6lowo opisane.

Wyniki opisane sg na 15 stronach zostaly podzielone na 7 podrozdzialéw. Kolejnos¢
omawiania wynikow jest zgodna z kolejnoscia opisu metod badawczych przedstawionych
w rozdziale materiat i metody. Wyniki zawierajg 13 tabel, 1 wykres oraz 3 fotografie. Rozdziat
ten zawiera wyczerpujacy opis obserwacji uzyskanych z doswiadczenia. Dowiadujemy si¢
Z niego:

1. Po 10 tygodniach trwania doswiadczenia masa ciata samic szczuréw byla najwigksza

w grupie D435, szczegdlnie w pordwnaniu z grupa D5, przy jednoczesnym najmniejszym

dziennym zuzyciu karmy w grupie D45. Dodatkowo osobniki z grupy D45 cechowaty

sic najwickszg masg kosci udowych, piszczelowych oraz ramieniowych. Nie
zaobserwowano natomiast roznic w dlugosci badanych kosci pomigdzy
poszczegdlnymi grupami.

2. Osobniki z kazdej grupy wykazywaly takg samg zawartos¢ tkanek migkkich, natomiast

ilo§¢ tkanki tluszczowej byla wicksza w grupie D10 i D45 w poréwnaniu

z grupg D5, przy czym rdznica ta nie byla istotna statystycznie.

3. W badaniach densytometrycznych tkanki kostnej wykazano istotny statystycznie wzrost

catkowitej zawartosci mineralnej kosci i catkowitej ggstosci mineralnej kosci w grupach

D10 i D45 w poréwnaniu do grupy DS. Natomiast w badanych kosciach Srednia

zawarto$¢ mineralna i gesto$¢ mineralna kosci byla najwigksza w kosci udowej

i ramieniowej w grupie szczurow D45.

4. W badaniu wytrzymalosci w tréjpunktowym tescie ugiecia wykazano istotnie

statystycznie wzrost wartosci sity famigcej kosci udowej, piszczelowej i ramiennej



w grupie D45 w stosunku do grupy D5. W odniesieniu do pozostalych wskaznikoéw
wytrzymalosci nie odnotowano réznic istotnych statystycznie.

5. Na podstawie analizy histomorfometrycznej chrzastki wzrostowej oraz istoty ggbczaste;j
nasady dalszej kosci udowej stwierdzono, najwigksza catkowita szerokos¢ chrzastki
wzrostowej w grupie D5. W przypadku pozostalych badanych stref chrzgstki
wzrostowej statystycznie istotng réznice zaobserwowano jedynie w strefie wapniejacej
pomigdzy grupa D5 a D45. Natomiast badane parametry istoty ggbczastej
charakteryzowaly si¢ najnizszymi wartosciami w grupie D5, istotne statystycznie
réznice stwierdzono pomiedzy grupa D5, a grupami D10 i D45.

6. Zastosowanie technik immunohistochemicznych umozliwito poznanie dokladne;j
lokalizacji adropiny, iryzyny oraz sklerostyny w chrzastce wzrostowej oraz istocie
gabczastej przynasady dalszej kosci udowej. Analiza nasilenia reakcji
immunocytochemicznej zostata okreslona na nast¢pujacej podstawie; (+/-) — nieznaczna
immunoreaktywno$é; (+) - $rednia immunoreaktywnos¢; (++) - duza
immunoreaktywnos¢; (+++) — bardzo duza immunoreaktywnos¢. Dodatkowo doktorant
dokonal analizy wyzej wymienionych substancji w lokalizacji wewnatrz
i zewnatrzkomdrkowej. Immunoreaktywnosé dla adropiny wykazano we wszystkich
strefach chrzastki wzrostowej we wszystkich badanych grupach, przy czym
najsilniejsza reakcje stwierdzono w zewnatrzkomérkowej strefie wapniejacej
i hipertroficznej grupy D5 i D45, a najstabszag w strefie proliferujgcej, zardwno
w lokalizacji wewngtrz zewnatrzkomorkowej grup DS i D10. W przypadku iryzyny
poziom immunoreaktywnosci byl zdecydowanie mniejszy, dodatkowo w strefie
proliferujgcej oraz zewnatrzkomoérkowej strefie hipertroficznej nie stwierdzono
pozytywnej reakcji. W przypadku sklerostyny poziom immunoreaktywnosci

pozostawat na niskim poziomie we wszystkich grupach i strefach chrzgstki wzrostowej



z wyjatkiem wewnatrzkomoérkowej strefy wapniejacej, gdzie odnotowano bardzo duza
immunoreaktywno$§é. W przypadku immunoreaktywnosci badanych substancji
w istocie ggbczaste] przynasady dalszej kosci udowej najwigkszy jej poziom
zaobserwowano w przypadku sklerostyny, nieco mniejszg immunoreaktywnosc¢
wykazywala adropina, a najmniejszy iryzyna.

Wszystkie wyniki z barwienn immunohistochemicznych udokumentowane sg w formie
3 kolorowych fotografii, z ktérych kazda zawiera 6 reprezentatywnych zdj¢c.

7. Badania krwi w celu okreslenia stezenia iryzyny, adropiny oraz parametrow
biochemicznych wykazaty, ze grupa D45 charakteryzowata si¢ najwigkszym st¢zeniem
adropiny, iryzyny, sklerostyny oraz izoeznymu kostnego fosfatazy zasadowe;.
Najmniejsze zréznicowanie pozioméw markeréw kostnych pomig¢dzy poszczegélnymi
grupami badawczymi zaobserwowano w stosunku do N-koncowego usieciowanego
telopeptydu kolagenu typu 1. Dodatkowo autor nie zaobserwowal istotnych
statystycznie réznic pomigedzy poszczegdlnymi grupami w wartosciach parametrow
biochemicznych krwi.

8. W ostatnim podrozdziale autor omawia ocen¢ zaleznosci migdzy stezeniem iryzyny
i adropiny a skiadem ciala, parametrami tkanki kostnej oraz markerami metabolizmu,
co wpisuje si¢ w realizacj¢ drugiego celu niniejszej dysertacji.

Szczegdlnie interesujgca jest wszechstronna dyskusja, w ktorej Autor na podstawie
przemyslen wilasnych, jak réwniez danych zawartych w licznych pozycjach pismiennictwa
oméwil uzyskane wyniki badan, starannie znajdujac dla nich odpowiednie uzasadnienie.
Pomimo, ze rozdziat ten napisany jest w formie jednolitej, bez podziatu na podrozdziaty, Autor
zachowatl kolejnosé¢ zestawienia swoich wynikéw z danymi literaturowymi w takiej samej
kolejnosci, jak przedstawiane sg wyniki w poprzednim podrozdziale co powoduje, ze stanowi

ona doskonate podsumowanie calej pracy.



Whnioski niniejszej dysertacji sformulowane sa w 4 punktach. Przedstawione wnioski
wynikaja z przeprowadzonych badan. Sa napisane w zwigzly sposéb i informujg
o najwazniejszych wynikach uzyskanych w niniejszej pracy. Szczegdlnie cenny jest wniosek 4,
poniewaz lgczy on przeprowadzone badania z mozliwoscig zastosowania uzyskanych wynikow
z praktyka kliniczna.

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim napisane jest poprawnie i w zwigzly sposob
przedstawia podjety temat badawczy oraz uzyskane wyniki.

Bibliografia liczy 340 pozycji - jest to obszerna liczba, ale ze wzgledu na mnogos¢ technik
zastosowanych w dysertacji oraz mnogos$¢ badari nad iryzyng i adroping liczba jest adekwatna.

Monografie konczy spis tabel, wykresow i fotografii oraz wykaz skrotow.

Majac na uwadze fakt, ze praca doktorska napisana jest w formie monografii, a uzyskane
wyniki mogg by¢ opublikowane w formie publikacji naukowej, chcialem przedstawi¢ kilka
uwag, ktére mogg wplynaé na poprawe pracy przed drukiem. Jednoczesnie zaznaczam, ze
wskazane uwagi maja przede wszystkim charakter redakcyjny i nie obnizaja wartosci
merytorycznej ocenianej dysertacji.

Uwagi:

- Pierwszy rozdzial zatytulowany jest ,,przeglad piSmiennictwa”. W wigkszosci publikacji
pierwszy rozdziat tytulowany jest jako ,,wstgp” - w periodykach polskich lub ,,introduction” -
w czasopismach anglojezycznych. Zwazywszy na to proponuj¢ zmian¢ nazwy z ,przeglad
pi$miennictwa” na ,,wstep”.

- Autor uzywa zwrotu signaling (strona 2, 8) opisujagc mechanizm dzialania okreslonej
substancji. Sugeruje zamiane zwrotu na polski odpowiednik np. mechanizm przekazywania
sygnatu.

- Nie wszystkie uzyte w tekscie skréty znajdujg si¢ w zamieszczonym na koncu dysertacji

wykazie: (Strona 2 - AMPK-UCP 2/ brak w wykazie; Strona 2 — CUN/brak w wykazie; Strona



5 — Cidea/brak w wykazie; Strona 5 - Cox70/ brak w wykazie; Strona 6 — TLR4/brak pelne;j
nazwy w tekscie; Strona 7 — Aft4, Runx2, Osterix/ brak pelnej nazwy w tekscie).
- Podrozdziat 1.1.3. zatytutowany jest wplyw iryzyny na metabolizm. W podrozdziale tym
doktorant opisuje przede wszystkim wplyw iryzyna na komorki B trzustki, zwigzang z tym
sekrecje insuliny i poziom glukozy. To powoduje rozdzwigk pomiedzy tytutem podrozdziatu
a jego trescig. Zdaniem recenzenta nalezy zmieni¢ nazwe tytul podrozdziatu lub przedstawi¢
w nim informacje dotyczace wplywu iryzyny na przemiany metaboliczne nie tylko
w odniesieniu do trzustki i insuliny.
- W rozdziale wyniki — 2 podrozdzial (ocena skiadu ciata i parametréw tkanki kostnej
oznaczonych metodg densytometryczng) doktorant opisuje srednie wartosci gestosci mineralne;j
kosci i zawartoéci mineralnej kosci dla kregéw. Brak jest informacji, z ktérego odcinka
kregostupa pochodzily kregi, jak rowniez autor nie podaje informacji o pobieraniu krggéw do
badan densytometrycznych w rozdziale materiaty i metody.
- 10 rozdzial monografii stanowi spis tabel, wykresow i fotografii ze wzgledu, ze kazda z tabel,
fotografii i wykres umieszczona w odpowiednim miejscu w rozdziale wyniki jest opisana
zmieszczenie dodatkowo opisow na koficu monografii uwazam za zbg¢dny.
- W tekécie w kilku miejscach pojawiajg si¢ rowniez bledy literowe.
Whiosek koncowy

Oceniajgc rozprawe doktorska mgr Wieslawa Slebody stwierdzam, ze jest ona cenna
pod wzgledem naukowym oraz aplikacyjnym, wlasciwie dobranej metodyki oraz dobrze
udokumentowanych wynikow badan uzyskanych w oparciu o dobrze zaplanowany
i zrealizowany warsztat badawczy.

Majgc powyzsze na wzgledzie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Wiestawa
Slebody pt. ,,Ocena mozliwosci wykorzystania adropiny i iryzyny jako przyzyciowych

wskaznikdw metabolizmu kostnego w warunkach stosowania diety o réznej zawartosci



tluszezu” odpowiada warunkom okre$lonym w ustawie z dnia 14.03.2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z2003 r. Nr
65 poz. 595 zpozn.zm.) wzw. zart. 179 ust. 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. z pozfi.zm. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyZézym i nauce (Dz.U. z 30 sierpnia 2018r.
poz. 1669).

Mam zaszczyt przedlozy¢ Radzie Dyscypliny Weterynaria, Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie mgr
Wieslawa Slebody do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto biorac pod uwage
wysoki poziom naukowy pracy doktorskiej wnioskuj¢ o wyroznienie niniejszej rozprawy

stosowng nagroda.
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