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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt. ,POSZUKIWANIE NEUROBIOLOGICZNEGO MECHANIZMU UZALEZNIENIA OD
POKARMU - WPLYW CUKROW | TLUSZCZOW NA EKSPRESJE RECEPTOROW
DOPAMINOWYCH D2 W GRZBIETOWYM PRAZKOWIU U SZCZUROW”

wykonanej przez mgr farm. Bartlomieja Rosponda na Wydziale Farmaceutycznym

Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie

Promotor pracy: Prof. dr hab. Malgorzata Filip
Promotor pomocniczy: dr Anna Sadakierska-Chudy

Nadmierne spozywanie pokarméw, wraz z obnizong aktywnoscig fizyczng, moze
prowadzi¢ do otylosci, co obecnie staje si¢ istotnym problemem zdrowotnym w krajach
europejskich; w tym w Polsce. U ponad 90% chorych przyczyng otylosci jest dodatni
bilans energetyczny, kidry jest konsekwencja przede wszystkim nieodpowiedniej diety
(przekarmianie, nieregularne positki, pokarm bogaty w tluszcze nasycone i weglowodany
proste, niedobor blonnika), jak réowniez malej aktywnosci fizycznej. Szczegélnie
spozywanie wysokokalorycznej diety bogatej w weglowodany proste i thuszcze nasycone
oraz alkoholu moze stymulowaé wystapienie zespotu metabolicznego - powigzanego ze
wzrostem triglicerydow, cisnienia tetniczego, glikemii na czczo i obnizeniem steZzenia
cholesterolu HDL (< 40 mg/dl u m¢zezyzn, < 50 mg/dl u kobiet).

Konsumpcja pokarmu wywiera istotny wplyw na funkcjonowanie ukladu nagrody w
o$rodkowym ukladzie nerwowym. Zaspokajanie glodu uwalnia (mig¢dzy innymi)

dopaming i wyzwala poczucie przyjemnosci.



Caly uklad nagrody jest pod silnym wplywem projekcji dopaminergicznej i
hormonéw tkanki thuszczowej (greliny i leptyny), wplywajacych na poziom metabolizmu
i sterujacych poczuciem glodu. Zachowania apetytywne s3 rezultatem dynamicznych
zmian w dopaminergicznych obszarach neuronalnych, odpowiedzialnych za kontrolg
zachowania, gléwnie w prazkowiu brzusznym i grzbietowym. Prazkowie brzuszne, w
tym jadro poltlezace (Acb), odgrywa kluczowa rol¢ we wzmacniajacych efektach
érodkow stymulujgcych poprzez jego unerwienie dopaminergiczne. Grelina aktywujac
mezolimbiczny ukiad dopaminergiczny, wplywa na zachowania motywacyjne i
nagradzajace. Posredniczy we wlasciwosciach nagradzajacych alkoholu czy substancji
uzalezniajacych oraz zwigksza nadreaktywnos¢ motoryczng wywolang kokaing,
amfetaming i nikotyng. Zaobserwowano korelacj¢ zachowan poszukiwawczych kokainy
ze steZzeniem greliny w surowicy szczuréw, co sugeruje, ze moze ona stanowi¢ wazny
czynnik ryzyka nawrotéw. Podana w postaci iniekcji do nakrywki brzusznej oraz
grzbietowo-bocznej zwigksza ilo§¢ pobieranego alkoholu przez myszy, a zablokowanie
receptora greliny GHS-RIA zmniejsza spozycie etanolu. Z innych badaf wynika, ze
grelina stymuluje uklad nagrody nie tylko bezposrednio poprzez receptor GHS-RI1A, ale
rowniez moze posredniczyé w stymulacji tego obszaru przez alkohol. Natomiast leptyna,
produkowana gléwnie przez tkanke tluszczows, zmniejsza taknienie i pobudza lipolize
oraz oddziatuje na swoje receptory (LEP-R) w jadrze tukowatym podwzgérza. Poprzez
receptory DA D2 i D3 $r6dmézgowia leptyna modyfikuje regulacje podwzgérza poprzez
zmniejszanie pobudliwosci neuronéw i ulatwianie wychwytu synaptycznego DA, co
moze prowadzié do obnizenia poziomu monoamin. Odwrotnie, grelina stymuluje

zaréwno homeostaze¢ jak i neuronalny obwod nagrody.

Jednak mechanizmy regulujace pobor pokarmu w ukladzie dopaminergicznym,
lezace u podstaw nadmiernego, niekontrolowanego objadania si¢, nie zostaly jeszcze

dobrze poznane.

Wobec powyzszych danych, badania dotyczace przyczyn wyst¢powania otylosci u

ludzi, ktére podjeto w niniejszej rozprawie sa uzasadnione i niezwykle cenne.

Rozprawa doktorska mgr farm. Bartlomieja Rosponda przedstawiona jest w formie

jednolitego opracowania napisanego w sposob ogélnie przyjety i obejmuje 143 strony
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maszynopisu, w tym 165 pozycji cytowanego pismiennictwa i 3 odniesienia do
materialéw internetowych.
Uktad rozprawy jest przejrzysty, a cato$¢ zostata podzielona na 10 rozdziatow.
Wstep pracy, poswigcony c¢zgSci teoretycznej rozprawy, zawiera oprocz
wprowadzenia siedem podrozdzialéw, ktore dotycza nastepujacych zagadnien:
» definicja, klasyfikacja i ocena otylosci;
przyczyny otylosci;
otylos¢ a zaburzenia odzywiania si¢;

»

>

> sposoby leczenia otylosci;

» potencjalne substancje do leczenia otylosci;

» struktury mézgu i neuroprzekazniki kontrolujgce pobieranie pokarmu;
» przedkliniczne modele objadania sie.

Szerokie omdéwienie wyzej cytowanych zagadnien wymagalo od Autora znacznego
nakladu pracy, co $wiadczy nie tylko o pracowitosci, ale takze o umiej¢tnoscei
koncentracji i dobrym wyborze materialu wprowadzajgcego w tematyke rozprawy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr farm. Bartlomieja Rosponda
miata na celu zbadanie wplywu pokarmu wysokoprzetworzonego (bogatego w cukry
proste i thiszcze nasycone) oraz réznego sposobu jego podawania (ciagly przez 5 tygodni
vs okresowo przez 2 godz. dziennie) u doroslych szczuréw na poziomy wybranych
markeréw w oérodkowym ukladzie nerwowym (poziom transkryptu, biatka oraz gestosci
receptorow D2 w prazkowiu, poziom transkryptu receptora grelinowego i leptynowego)
oraz takich markeréw obwodowych jak stezenie glukozy, triglicerydéw, cholesterolu,
greliny i leptyny - powiagzanych z otyloscia. Poza tym, zmiany w receptorach D2 po
zastosowaniu diety wysokotluszczowej lub wysokocukrowej, odniesiono do zmian u
szczuréw podczas naduzywania kokainy w modelu jej dozylnego samopodawania.

Badania, ktére podj¢to w niniejszej rozprawie wpisujg si¢ w koncepcje nowoczesnej
strategii badan poszukiwania neurobiologicznego mechanizmu uzaleznienia od pokarmu.

W rozdziale ,Material i Metody” Doktorant podaje miejsca gdzie wykonano
badania; tj. Katedra i Zaklad Toksykologii oraz Katedra Farmakobiologii, Pracownia
Badan Receptorowych na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM w Krakowie i Zaklad
Farmakologii Uzaleznien, Instytut Farmakologii Polskie} Akademii Nauk w Krakowie.
Nastepnie zostal opisany model podawania diety wysokotluszczowej (86,7 % tluszczu) i
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wysokocukrowej (79,6 % weglowodanow; w tym 58,40%  monosacharydéw) 48
szczurom i przebieg eksperymentu oraz procedura samopodawania kokainy u szczuréw.
Wskazane bytoby w metodyce podanie ogdlnej liczby zwierzqt wykorzystanych w
badaniach, na co otrzymano zgode Lokalnej Komisji Etycznej.

Nastepnie zostaly opisane metody oznaczanych biochemicznych obwodowych markerow
otyloéci i hormonéw oraz stopnia stluszczenia watroby. Natomiast w osrodkowym
ukladzie nerwowym opisano oznaczenia st¢zenia biatka w grzbietowym prazkowiu u
szczurow, analize radioreceptorowg receptorow D2, a takze przeprowadzone analizy
genetyczne prazkowia szczuréw i metod¢e Western Blot, gdzie uzyskane wyniki
analizowano z zastosowaniem programu Gene Tool (Syngene, Wiclka Brytania). .

W obliczeniach statystycznych wykorzystano jedno- lub dwuczynnikowa analize
wariancji (ANOVA) oraz nieparametryczny test t-Studenta. Do analizy danych uzyto
programu GraphPad/Prism (Version 6,0, San Diego, Stany Zjednoczone).

Sposéb wykonania analizy statystycznej wynikow badan nalezy uznaé za prawidiowy.

Mgr farm. Bartlomiej Rospond w przedlozonej rozprawie doktorskiej wykazal, ze:
e najwickszy przyrost masy ciala wystgpilt u szczuréw spozywajacych karme
wysokotluszczowa w przeciwienstwie do zwierzgt karmionych karma
wysokocukrowg lub standardowa, co wigzalo si¢ takze z wyzsza jej
energetycznoscia, a okresowy dostep do obydwu karm pokrywat $rednio ok. 50%
energii spozytej z calodziennym wyZzywieniem szczuréw;

e u szczurOw  pobierajgcych karme wysokotluszczowyg stale lub okresowo
wykazano wzrost poziomu cholesterolu, triglicerydéw, glukozy we krwi i
sthuszczenie watroby;

e u zwierzat karmionych karmg wysokocukrowg takze wykazano wzrost stgzenia
cholesterolu, triglicerydéw i st¢zenia glukozy w krwi (szczegdlnie po 1-tyg.), ale
brak zmian w poziomie stluszczenia watroby;

e stgzenie leptyny oraz poziomu transkryptu receptora leptynowego wzrastalo w
grupie szczurdw z ciaglym dostepem do karmy wysokotluszczowej, a nie
wykazano roznic u zwierzagt otrzymujagcej pokarm wysokocukrowy i jedynie
odnotowano spadek ekspresji mRNA genu dla receptora leptynowego;



wzrost stezenia greliny wykazano u zwierzat spozywajacych ciagle jak 1
okresowo karm¢ wysokocukrowg oraz u szczurdéw tylko z okresowym dostepem
do karmy wysokotluszczowej, ale wzrost ekspresji genu receptora grelinowego w
grzbietowym prazkowiu wystapit u wszystkich szczur6w po karmie
wysokotluszczowej;

u szczuréw ze stalym dostgpem do karmy wysokocukrowej, w odroznieniu od
karmy wysokotluszczowej, stwierdzono wzrost gestosci receptorow D2, spadek
powinowactwa do receptoréw D, oraz ekspresji ich mRNA w grzbietowym
prazkowiu;

u szczurOw z okresowym dostepem do karmy wysokocukrowej wykazano
natomiast nizsza gesto§¢ receptorow D; w odniesieniu do grupy ze stalym
dostepem do tej karmy oraz znaczace zmniejszenie powinowactwa radioliganda
do tych receptoréw, takze w odniesieniu do kontroli;

zmiany w ukladzie DA-ergicznym moézgu wywolane poprzez konsumpcje
pozgdanego pokarmu (naturalna nagroda) wydaje si¢ by¢ inme, niz te

spowodowane przez zazywanie kokainy (sztuczna nagroda).

Wyniki bezposrednich oznaczen zostaly opracowane bardzo starannie i przedstawiono je

w postaci nieskomplikowanych i zrozumialych 33 rycin oraz dodatkowo 6 tabel.

Wyniki badan i rzeczowa dyskusja liczaca 15 stron potwierdza bardzo dobrg znajomos¢

tematu i piSmiennictwa.

Pracg koniczy 6 wnioskdw, ktére stanowia zamknigcie dyskusji.

Z obowigzku Recenzenta przedstawiam uwagi, ktére dotycza usterek

redakcyjnych lub majg charakter dyskusyjny:

> zastosowanie w karmach poréwnywalnej zawarto$ci biatka (sycacy skladnik diety)

>

>

pozwolitoby wykluczy¢ wplyw tego makroskladnika na niektore wyniki badan

[w karmie wysokocukrowej (Tab. 6) zawartos¢ bialka jest o 65% wyzsza niz w
karmie wysokotluszczowej];

w pracy nie podano réwniez jaki jest sklad cukrow prostych; np. ile jest glukozy i

fruktozy, a ktére majg odmienny metabolizm szczegélnie u gryzoni;



> wniosek C - koficowy odnosnie kalorii raczej nalezy odnie$¢ do pokrycia
zapotrzebowania na energic;

» opis przy Rys.5 powinien odnosi¢ si¢ do catkowitego spozycia karmy, a nie
przyrostu masy ciala;

> w tekscie pracy wystepuja nieliczne bledy literowe np. w tytule rozdz. 3.7 (str.54)
powinno byé grzbietowym prazkowiu a nie "grzbiotowym prazkowiu";

> w spisie piSmiennictwa nalezatoby przyja¢ jednolity system cytowania prac, to
znaczy albo przyj¢te skroty nazw czasopism (np.poz. 72, 73) albo pelne ich
nazwy (np.poz.75, 76 itp.)

Powyzsze uwagi nie maja wplywu na moja, w pelni pozytywna oceng rozprawy.

Zastosowana technologia badawcza wymagata uzycia szeregu nowoczesnych metod
badawczych i pracy ze zwierzetami. Podjgcie przez mgr farm. Bartlomieja Rosponda
niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione i wazne z punktu widzenia
zaro6wno metodologicznego jak i aplikacyjnego.

Wzrost otylosci na $wiecie, w tym rowniez w Polsce, oraz ostatnie odkrycia
naukowe mobilizuja do podejmowania nowych wysitkéw na rzecz dalszego zrozumienia
przyczyn otyloséci i opracowania nowych strategii jej leczenia i zapobiegania.

Wobec powyzszych danych, badania dotyczace przyczyn wystgpowania otytosci u
ludzi, ktore podjeto w niniejszej rozprawie sa uzasadnione i niezwykle cenne.

Badania, w ktorych doswiadczalnie prébowano wykazaé, co bardziej sprzyja tyciu
— tlhiszcze czy weglowodany, prowadzone sa od bardzo dawna. Wskazujg one, ze
przekarmienie — niezaleznie od tego czy tluszczem, czy weglowodanami — sprzyja
odkladaniu tkanki tluszczowej. Jednak novum jest weryfikacja hipotezy, czy rézny rodzaj
karmy (wysokotluszczowa/wysokocukrowa) oraz dostgpu do niej wplywa na gestosé
receptor6w D2 w grzbietowym prazkowiu.

Dzialalnoé¢ badawcza w tym zakresie jest tworczym wkladem do poszerzenia
wiedzy na temat otylo§ci w aspekcie zmian neurobiologicznych, szczegllnie w
powiazaniu do zmian w ukladzie dopaminergicznym mézgu.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr farm. Bartlomieja Rosponda jest niezwykle
warto$ciowa i wnosi nowe elementy poznawcze w zakresie do polepszenia terapii

otylosci oraz postgpowaniu we walce z uzaleznieniem od pokarmu u ludzi.



Przedstawiona do oceny rozprawa spelnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom
na stopien doktora.

Wnosz¢ o wyrézZnienie niniejszej rozprawy, ktérej oryginalna koncepcja
doskonale wpisuje si¢ w nowy kierunek badan dotyczacych neurobiologicznych
aspektow powstawania otylosci.

Reasumujac, wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie o dopuszczenie mgr

farm. Bartlomieja Rosponda do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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