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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Barttomieja Rosponda
pt. ,Poszukiwanie neurobiologicznego mechanizmu uzaleznienia od pokarmu -
wplyw cukrow i ttuszczéw na ekspresje receptoréw dopaminowych w

grzbietowym prazkowiu u szczurow”

Od kilkudziesieciu lat obserwuje sie staty wzrost liczby 0s6b z nadwaga i otyto$cig na
$wiecie, a w szczeg6lnosci w krajach uprzemystowionych. Swiatowa Organizacja
Zdrowia zakwalifikowata otylo$¢ do przewlektych choréb niezakaznych. Dane
epidemiologiczne dowodzg, ze wraz ze wzrostem wskaznika BMI wzrasta
czestotliwos¢ wystepowania choréb ukfadu sercowo-naczyniowego {(w tym choroby
niedokrwiennej serca, nadci$nienia tetniczego, niewydolnosci serca, udaréw mézgu,
zatorowosci ptucnej) i w konsekwencji ryzyko zgonu. Powikfania otytosci to m.in.
cukrzyca typu I, stluszczenie | marskos¢ watroby, kamica zoiciowa, zespot
obturacyjnego bezdechu nocnego, choroby zwyrodnieniowe stawéw oraz powiktania
urologiczno-nefrologiczne i psychosocjologiczne.

U podioza otytosci lezg ztozone i nie do korica wyjasnione procesy
neuropatofizjologiczne, w tym zaburzenia w osrodkowej transmisji peptydergiczne;j i
monoaminergicznej. W oparciu o dane kliniczne i wyniki badan przeprowadzonych na
zwierzecych modelach otytosci sugeruje sig, do otylosci moze prowadzié m.in.
kompulsywne objadanie sie i uzaleznienie od jedzenia. Podioze neurochemiczne

uzaleznienia od pokarmu nie zostato do tej pory w petni wyjasnione.

W swietle powyzszych informacji uwazam, ze badania wchodzace w zakres
rozprawy doktorskiej mgr Rosponda uwazam za w petni uzasadnione.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa liczy 143 strony i ma charakter typowy
dla tego typu prac. Sktada sie z wykazu stosowanych skrétoéw, wstepu, opisu celu
pracy, materiatow i metod wykorzystanych w realizacji badan, uzyskanych wynikow,



dyskusiji, wnioskéw, wykazu pi$miennictwa oraz streszczenia w jezyku polskim i

jezyku angielskim.

Obszerny, 37-stronicowy Wstep wprowadza czytelnika w problematyke
rozprawy doktorskiej. Mgr Rospond podaje podstawowe dane epidemiologiczne nt.
nadwagi i otytosci, wskazniki i kryteria wykorzystywane do oceny tych zaburzen i
klasyfikacje otytosci. Znaczna cze$¢ Wstepu jest poswiecona przyczynom rozwoju
otytosci i sposobom leczenia tego zaburzenia — chirurgicznym i farmakologicznym.
We Wstepie omébwione sg takze struktury mézgu i neuroprzekazniki kontrolujgce
pobieranie pokarmu. Rozdziat ten kornczy obszerny opis zwierzecych modeli
wykorzystywanych w badaniach nad otyloscig, w tym nad mechanizmami lezacymi u
podioza kompulsywnego jedzenia.

Uwagi do Wstepu:

1. Oprécz greliny i leptyny w kontroli pobierania pokarmu wazna role odgrywajg
dwa peptydy syntetyzowane w podwzgérzu: oreksyna 1 i oreksyna 2
(hipokretyna 1 i hipokretyna 2).

Cel pracy, podany w kolejnym rozdziale rozprawy, w matym stopniu odpowiada
tytutowi pracy. Sadze, ze zasadniczym celem badan byto wykazanie, czy
kompulsywne spozywanie karmy wzbogaconej w tluszcze i wegtowodany wywotuje
charakterystyczne dla uzaleznienia od substancji psychoaktywnych zmiany w
ekspresji receptorow Do-dopaminowych w strukturze mozgu wchodzacej w skiad

ukfadu nagrody.

Rozdziat Materiaty i Metody liczy 17 stron. Prowadzone badania mozna podzieli¢ na

dwie podstawowe grupy:

1. Doswiadczenia nad wplywem diety na parametry metaboliczne i markery

biochemiczne/neurochemiczne.

2. Doswiadczenia nad wptywem uzaleznienia od kokainy na poziom biatka

receptora Do-dopaminowego w grzbietowej czesci pragzkowia szczurdw.

W czesci pierwszej szczury, podzielone na grupy o odpowiedniej liczebnosci, przez
okres 5 tygodni byly karmione nastepujaca karma:



Standardows;
Wysokottuszczowg dostepng bez ograniczen;

Wysokottuszczowq dostepnag przez 2 godziny dziennie i standardowg
dostepng przez 22 godziny (model kompulsywnego jedzenia);

Wysokocukrowg dostepng bez ograniczen;

Wysokocukrowa dostepng przez 2 godziny dziennie i standardowa dostepna
przez 22 godziny (model kompulsywnego jedzenia).

W doswiadczeniach nad wptywem uzaleznienia od kokainy na poziom biatka

receptora Dp-dopaminowego w grzbietowej czesci prazkowia szczurow zastosowano

procedure samopodawania kokainy.

Uwagi do rozdziatu Materiaty i metody:

1.

Nalezato podaé taczng liczbe szczurdw wykorzystanych w badaniach. Na ilu
szczurach przeprowadzono badania zwigzane z kokaing?

lle wynosita objeto$¢ jednorazowej proby krwi pobranej z zyly ogonowe;j?
Szybko$é obrotéw wirdwki powinna by¢ wyrazona jako ,x g”, a nie ,x rpm”.

Str. 51. Stezenie biatka oznaczano nie w grzbietowym prazkowi, ale we frakgiji
bton komorkowych otrzymanej z homogenatéw prazkowia (badania
radioreceptorowe) lub w homogenatach prazkowia (RT-qPCR, Western Biot).

Str. 52. Powinno by¢ albumina z surowicy wotowe;.

Jaka byta czysto$¢ wyizolowanego RNA?

Uzyskane wyniki zostaty szczegdtowo opisane na 37 stronach i przedstawione

na 33 wykresach oraz w 6 tabelach. Przedstawiajg one wptyw diety

wysokottuszczowej i wysokocukrowej, obydwie stosowane w sposéb ciagly i

przerywany, na spozycie karmy i przyrost masy ciata, parametry metaboliczne i
biochemiczne (stezenie we krwi cholesterolu, trojglicerydéw, glukozy, leptyny i greliny
stluszczenie watroby) i ekspresje na poziomie mRNA receptoréw dla leptyny i greliny

w grzbietowym podwzgérzu. Szczegdlne interesujgce sa wyniki badan nad



receptorami Do-dopaminowymi przedstawiajace wplyw w/w diet na ekspresje
receptorow w grzbietowym podwzgoérzu na poziomie mRNA i biatka, ich gestosc i
powinowactwo spiperonu, antagonisty receptoréow D,, do receptoréw. Karmienie
szczurow karma wysokotiuszczowg i wysokocukrowg powodowato przyrost masy
ciata, wzrost stezenia trojglicerydéw (w przypadku diety wysokocukrowej dopiero po
4 tygodniach) i cholesterolu we krwi, sttuszczenie watroby oraz wzrost stezenia
glukozy we krwi. Ponadto dieta wysokotluszczowa zwigkszata st¢zenie leptyny we
krwi, nasilata ekspresje mRNA receptora dla leptyny i greliny (ale tylko w przypadku
statego dostepu) i popositkowe stezenie greliny.

W przypadku parametrow receptorow Dp-dopaminowych wyniki sg zaskakujgce.
Zaobserwowano bowiem, ze szczuréw majacych ograniczony (2 godziny na dobe)
dostep do karmy wysokocukrowej dochodzi do spadku D2R mRNA oraz gestosci
receptoréw D,-dopaminowych w prazkowiu, ale jednoczesnie znamiennie wzrasta (o
85%) poziom biatka receptorowego w tej strukturze. Czym nalezy ttumaczy¢ te
rozbieznosci? Dlaczego zmian w w/w parametrach nie obserwowano u szczuréw

odzywiajacych sie karmg wysokottuszczowg?
Do rozdziaty Wyniki mam nastepujace uwagi:

1. Str. 71. Wzrost stezenie trojglicerydow we krwi szczuréw karmionych
pokarmem wysokocukrowym obserwowano jedynie w pigtym, a nie jak
podano w trzecim tygodniu doswiadczenia.

2. U szczuréw majacych staty dostep do diety wysokottuszczowej nie
obserwowano wzrostu stezenia greliny we krwi, natomiast wystapit duzy (o
200%) wzrost ekspresji mMRNA receptora dla tego peptydu w prazkowiu. Z
kolei u szczuréw z okresowy dostepem do karmy wysokocukrowej dochodzito
do wzrostu stezenia greliny we krwi, ale nie obserwowano zmian w ekspresji
mRNA receptora dla tego peptydu w prazkowiu. Czym nalezy ttumaczy¢ brak
korelacji pomiedzy stezeniem greliny a ekspresjg receptora?

3. U szczuréw majacych staty jak i okresowy dostep do diety wysokottuszczowej
dochodzito do zblizonego wzrostu stezenia leptyny we krwi, ale zmiany w
ekspresji mMRNA receptora dla leptyny w prazkowiu (wzrost) wystepowaty tylko

w przypadku ekspozycii statej. Czym nalezy ttumaczyc¢ te réznice?



4. U szczuréw majgcych staty jak i okresowy dostep do diety wysokocukrowej
obserwowano wzrost stezenia leptyny we krwi, odpowiednio 0 88% i 27%,
jednakze tylko u szczuréw pierwszej grupy doszto do spadku ekspresji mMRNA
receptora dla leptyny w prazkowiu. Czym nalezy ttumaczy¢ te réznice?

5. Rozdziat 4.9. Wyniki przedstawiajgce zmiane poziomu biatka receptora D,-
dopaminowego w grzbietowym prazkowi zostaty przedstawione tytko jako

procent kontroli. Brakuje zdjeé zeli.

6. Ze wzgledu na skomplikowany uktad doswiadczen i réznorodnosé¢ badanych
parametréw kompleksowg analize uzyskanych wynikéw utatwitaby
podsumowujaca je tabela zbiorcza.

W kolejnym rozdziale rozprawy Doktorant przedyskutowuje uzyskane przez
siebie wyniki na tle danych pismiennictwa. Liczaca 15 stron dyskusja koncentruje sie
przede wszystkim na wywotanych przez pokarm wysokottuszczowy lub
wysokocukrowy zmianach w markerach otyto$ci, oraz poziomu glukozy, leptyny i
greliny we krwi. Na stronie 108 Doktorant pisze, ze u szczuréw pobierajacych
aktywnie kokaine doszio do spadku gestosci receptoréw Dz-dopaminowych w
prazkowiu. Nie do korica jest to zgodne z przedstawionymi wynikami. Po pierwsze,
spadek dotyczyt poziomu biatka receptorowego, co bynajmniej nie jest jednoznaczne
z gestosciag receptorow. Po drugie, spadek poziomu biatka receptorowego
wystepowat zaréwno u szczurdw, ktoére czynnie jak i biernie pobieraty kokaine.

Uzyskane wyniki i dyskusja nad nimi pozwolity na sformutowanie szeéciu
wnioskéw. Niestety nie moge zgodzi¢ sie z ostatnim z nich — ,Pokarm
wysokokaloryczny — przeciwnie niz substancje psychoaktywne (kokaina) - zmienia
transmisje DA-ergiczng w grzbietowym prazkowiu u dorostych szczurow”.

Catos¢ rozprawy konczy wykaz starannie dobranych cytowanych pozyciji
pi$miennictwa w liczbie 165, z ktérych ponad polowa pochodzi z okresu ostatnich 10
lat.

W podsumowaniu, rozprawe doktorskg mgr Barttomieja Rosponda oceniam
pozytywnie. Przeprowadzone doswiadczenia zostaly zaplanowane w oparciu o

nowoczesng wiedze z zakresu biochemii, neurobiochemii i biologii molekularnej, a



uzyskane wyniki sg oryginalne i interesujgce. Rozprawa stanowi samodzielny
dorobek naukowy, a Doktorant wykazat sie odpowiednig wiedzg i umiejetnoscia
prowadzenia badan naukowych.

W mojej ocenie rozprawa spetnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z
dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki oraz Rozporzadzeniu Ministra Edukacji Naukowej i
Sportu z dnia 15.01.2004 r. Uwazam zatem, 2e powyzsze stwierdzenie upowaznia
mnie do przedstawienia wysokiej Radzie Wydzialu Farmaceutycznego
Coliegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego wniosku o dopuszczenie
mgr Bartlomieja Rosponda do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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