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diety matki na fenotyp potomstwa: korelacje behawioralne i molekularne"
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Promotor pracy: Prof. dr hab. Edmund Przegaliniski
Promotor pomocniczy: dr hab. Michat Korostyriski

Niniejszg rozprawe doktorska stanowi cykl pigciu prac oryginalnych i jednej pracy
przegladowej, opublikowanych w renomowanych czasopismach zagranicznych o
lacznym wspélczynniku Impact Factor réownym 31,249.

Przedmiotem badan stanowigcych tres¢ rozprawy doktorskiej jest ocena mozliwych
zaburzehi behawioralnych i zmian molekularnych w mézgach szczuréw obu plci po
karmieniu ich matek, w czasie cigzy i laktacji, trzema réznymi rodzajami diet:
wysokotluszczowej (60% thuszcze i 24% weglowodany), wysokowgglowodanowej (70%
weglowodany; w tym 40% sacharozy i 12% tluszcze) oraz mieszanej (28% tluszcze i
56% weglowodany).

Od dawna obserwuje si¢ silne powigzania, szczegblnie migdzy r6znymi dietami
wysokotluszczowymi a zaburzeniami metabolicznymi takimi jak: otyloéé, cukrzyca i
choroby — sercowo-naczyniowe. Sugeruje si¢ takze, ze narazenie na diety
wysokotluszczowe i wynikajace z nich dysfunkcje metaboliczne moga mie¢ istotny
wplyw na zachowanie, funkcje poznawcze i mozg. Potomstwo jest niezwykle wrazliwe
na metaboliczne bodzce $rodowiskowe lub urazy podczas cigzy i laktacji, co moze

skutkowa¢ zmiang fizjologii przez cate Zycie, zjawiskiem znanym jako ,,programowanie



metaboliczne”. Wykazano u szczur6w plei meskiej, ze dieta wysokotluszczowa i bogata
w cukier zwickszata mase ciala, otylos¢ trzewng i zmniejszyla mas¢ podwzgdrza u
samcOw szczuréw odsadzonych od matki.
Otytos¢ dziecigca u ludzi wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem zaburzen psychicznych i
behawioralnych, ktére obejmuja depresj¢ i lgk (Rofey i in., 2009), zaburzenia ze
spektrum autyzmu (ASD) ( Angelidou iin., 2012), deficyty w uczeniu si¢ i zaburzenie
koncentracji uwagi ( Cserjesi i in., 2007 ). Co wiecej, otyli dorosli sa o 20% bardziej
narazeni na zaburzenia depresyjne w poréwnaniu z osobami bez otylo$ci. Biorac pod
uwagg silne korelacje migdzy klinicznie istotnym przyrostem masy ciala, depresja i
lekiem, aktualnym obszarem zainteresowania jest zwigzek miedzy psychopatologia a
masg ciata w dziecifistwie. Przeprowadzone badania wykazaly, ze dzieci z zaburzeniami
emocjonalnymi mialy wyzsze percentyle BMI niz ich niekliniczne odpowiedniki. Lek byl
zwigzany z podwyzszonym BMI zar6wno u chlopcow, jak i dziewczat, a depresja byla
zwiazana z podwyzszonym BMI tylko u dziewczat.
Pomimo znacznego wzrostu autyzmu, niewiele jest wskazowek dotyczacych jego
patogenezy, co utrudnia wczesne wykrycie lub leczenie. Zidentyfikowano wiele genow
,podatnosci” na autyzm, ale czynniki ,$rodowiskowe” wydaja sie odgrywa¢ znaczaca
role. Coraz wigcej dowodow sugeruje, ze istniejg rozne endofenotypy autyzmu.
Wskazano, Zze na etiologic autyzmu mogg mie¢ wplyw warunki rodzicielskie oraz
czynniki in utero i okotoporodowe. Ostatnio zmiany epigenetyczne, w tym metylacja
DNA i zmiany mikroRNA, zostaly powigzane z autyzmem i zaproponowane jako
potencjalne biomarkery.

Jednak mechanizmy dziatajace w czasie cigzy, ktore posrednicza W programowaniu
wplywu réznie zmodyfikowanych diet na matke i jej potomstwo, a szczegolnie na mozg

potomstwa, pozostaja w duzej mierze nieznane.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania zawarte w publikacjach wpisujg si¢ W
koncepcje najnowoczesniejszej strategii badan odnognie zmian w rozwoju potomstwa i
ich zachowan na poziomie transkrypcji, translacji i mechanizméw epigenetycnych w
przypadku braku zbilansowane;j diety matki.

Publikacje wynikéw badan w " Maternal high-fat diet during pregnancy and lactation

provokes depressive-like behavior and influences the irisin/brain-derived neurotrophic
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factor axis and inflammatory factors in male and female offspring in rats" [2019] i
"Maternal dietary patterns are associated with susceptibility to a depressive-like
phenotype in rat offspring.” [2021a] potwierdzaja znaczenie diety bogatotluszczowej
matki w powstawaniu niekorzystnych zmian behawioralnych u potomstwa i wskazujg na
rozw6j u nich fenotypu podobnego do depresji (np. wydluzony czas bezruchu).
Jednoczesnie u potomstwa obserwowano podwyzszony poziom ekspresji korowych
marker6w glutaminianergicznych neuronéw pobudzajacych oraz obnizenie ekspresji
markerow hamujacych interneuronow GABA-ergicznych zawierajgcych parwalbuming
lub somatostatyne. Natomiast nie wykazano zmian pozioméw BDNF (czynnik
neurotroficzny pochodzenia moézgowego, Z ang. BDNF) i iryzyny w hipokampie u
miodego i dorostego potomstwa matek karmionych dieta bogatotluszczowa podczas
cigzy i laktacji (2019). Natomiast w publikacji " Maternal feeding patterns affect the
offspring's brain: focus on serotonin 5-HT2C  and 5-HI24 receptors."[2021b]
wykazano, ze zmodyfikowana dieta prenatalna i wczesna postnatalna (gtéwnie
bogatotluszczowa) jedynie moduluje ekspresj¢ receptoréw 5-HT oc i 5-HT 24 W strukturze
mézgu potomstwa.

Kolejnym  wyzwaniem  byla  ocena wplywu  diety bogatotluszczowej,
wysokowgglowodanowej i mieszanej matki w okresie ciazy i laktacji na profil ekspresji
gendw zwigzanych z autyzmem w obrebie kory przedczotowej oraz wplywu matczynej
diety bogatottuszczowej (od okresu dojrzewania do wczesnej dorostosci) na zmiany W
zachowaniach spolecznych oraz w biatkach zwigzanych z autyzmem i mechanizmami
epigenetycznymi metylacji DNA lub ekspresji mikroRNA (publ. " Alteration of the early
development environment by maternal diet and the occurrence of autistic-like phenotypes
in rat offspring” [2021c]). Wysokotluszczowa dieta matki (HFD) zaburzata ekspresj¢
genéw zwigzanych z autyzmem ( Cacnald , Nign3 i Shankl) zwigkszata globalng
metylacjc DNA w korze przedczotowej (PFCx) dorastajacego potomstwa pici meskiej.
Wsr6d analizowanych biatek, zaobserwowano istotny wzrost poziomu SHANK1 i
TAOK2 w grupie potomstwa plci meskiej] w okresie dojrzewania, ale nie
samic. Natomiast powrdt do w pelni zbilansowanej diety po laktacji moze ograniczy¢
niektére negatywne zmiany u potomstwa.

W toku dalszych badan (publ. "4 maternal high-fat diet during early development

provokes molecular changes related to autism spectrum disorder in the rat offspring
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brain" [2021d] Doktorantka wraz z Zespotem potwierdzila, ze wysokotluszczowa dieta
matki w czasie ciazy i laktacji zmienia poziom biatek zwiazanych z zaburzeniami ze
spektrum autyzmu w hipokampie mtodych dorostych potomkéw oraz globalng metylacje
DNA w korze czotowej i hipokampie.

Ostatnia cytowana publikacja "Relationship of maternal high-fat diet during pregnancy
and lactation to offspring heaith" [2021¢] analizuje przeglad badan przedklinicznych
odnoénie zwiazku pomigdzy dieta wysokotluszczowa matki podczas cigzy lub laktacji a
zmianami metabolicznymi, zmianami molekularnymi w moézgu 1 zaburzeniami
zachowania u potomstwa (wWzmozone zachowania depresyjne i agresywne, zmniejszony
rozw6j poznawczy) oraz objawami zespolu metabolicznego. Odzywianie matki wptywa
na rozwdj neuronow i ukfadow neuroprzekaznikow oraz odgrywa rolg W wielu procesach

niezbednych dla optymalnego funkc; onowania o$rodkowego ukladu nerwowego.

Podjecie przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione
i niezwykle wazne z punktu widzenia zar6wno niewlasciwego odzywiania si¢ kobiet w
ciazy, jak i urodzonych dzieci z autyzmem czy depresja i Igkiem. Dziatalnos¢ badawcza
w tym zakresie jest innowacyjnym i tworczym wkladem do nowoczesnego systemu
zapewnienia zdrowia matek i dzieci poprzez wlasciwe odzywianie oraz moze przyczyni¢
si¢ do prewencji chorob psychicznych i neurorozwojowych. W ostatnich latach
zagadnienia te stanowia przedmiot coraz intensywniejszych badan. Swiadczy o tym
aktualna literatura dotyczaca tych zagadnien, zamieszczona wW pismiennictwie rozprawy
doktorskiej. Na jej podstawie Doktorantka opracowala syntetyczny wstep.

Wiarygodno§¢ swoich badan Doktorantka potwierdzila szeregiem testow
istotno$ci statystycznej. Dane analizowano za pomocg dwukierunkowej analizy ANOVA
(dieta x ptec), a nastgpnie poprzez zastosowanie testéw poréwnan wielokrotnych, tzw.
testow post hoc (migdzy innymi Bonferroniego przy uzyciu oprogramowania GraphPad
Prism 9.1.0. , Newmana-Keulsa, czy Tukeya).

Tre$é pracy doktorskiej zostata przedstawiona w postaci 6 publikacji. Stanowig
one obszerng dokumentacj¢ ogromu pracy do$wiadczalnej i koncepcyjnej Doktorantki.
Szczegblng uwagg zwraca opanowanie NOwoCzesnego i innowacyjnego warsztatu
badawczego, doswiadczenie i profesjonalizm badawczy, ktore pozwolily zapewnié

wysoka jakos¢ i rzetelnos¢ badan. Opis publikacji zawiera elementy ,,Dyskusji” ktore
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doskonale interpretujg uzyskane wyniki badan na podstawie badan wiasnych i aktualnej
literatury przedmiotu. Pozwala to bardzo pozytywnie oceni¢ specjalistyczng wiedze
Doktorantki, umiej¢tno§é rozwigzywania probleméw badawczych, korzystania z
literatury stanowiacej przedmiot pracy oraz interpretacji wynikow.

Na podstawie wynikow obszernych badaf Doktorantka sformutowala 6 wnioskow
podsumowujacych. Odzwierciedlaja one najistotniejsze elementy poznawcze pracy.

Niemniej jednak niektore zagadnienia zamieszczone w opublikowanych pracach
rodza pytania lub mogg stanowi¢ przedmiot dyskusji, na przykiad:

> Wskazane byloby szersze omowienie uktadu endokannabinoidowego w
autyimie. Wiemy, e endokannabinoidy aktywnie réwnowaiq polgczenia
nerwowe, umoZliwiajgc komorkom aktywacje lub hamowanie si¢
nawzajem. Wobec tego, czy podawanie olejkéw CBD (kannabidiol) i
CBDV (kannabidiwarin) matkom gryzoni, ktore zwigkszaja poziomy
endokannabinoidéw bez negatywnych skutkow bezposredniej modulaciji
CB1r., moze zapobiega¢ tym obserwowanym zmianom u potomstwa?

» Jak zwigkszony stres oksydacyjny w autyzmie, moze przyczyniac si¢ do
rozwoju tej choroby zaréwno pod wzgledem patogenezy, jak i objawow
klinicznych; tym bardziej, ze ludzie nie wytwarzaja wit. C jak szczury ?

» Czy predyspozycje genetyczne do wysokiej zdoInosci metabolizowania np.
thuszczo6w W diecie, moga zabezpiecza¢ fenotyp potomstwa przed
niekorzystnymi zmianami?

> Sugerowatabym w jezyku polskim uzywaé polskich okreslen dla stowa
"abundancja” z jezyka hiszpafiskiego.

» Okreélenie "uzywki" (Ryc.1 na str.23 oprac.) zostaty wykreslone z polskich
przepis6w prawnych po przyjeciu rozporzadzen unijnych odno$nie
zywnosci; nalezy poda¢ konkretne przyklady.

Powyzsze uwagi nie majg wplywu na moja, w pelni pozytywna oceng rozprawy, a

przedstawione pytania sugeruja jedynie uzupelnienie nowych kierunkéw badan

Indywidualny wkiad Doktorantki mgr Kingi Gawliriskiej w powstanie tej
rozprawy doktorskiej, jako zbioru poszczegdlnych pigciu publikacji, polegal na
przygotowaniu zwierzat w badanych modelu eksperymentalnym, opracowaniu koncepcji
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badafi, wykonaniu testow behawioralnych i doswiadczefi molekularnych, analizie
wynikéw badan i przygotowaniu manuskryptéw, a takze pozyskania finansowania W
ramach przyznanego grantu z NCN - PRELUDIUM 15. Natomiast w przypadku szostej
publikacji [2021e] polegat na zebraniu i opracowaniu danych literaturowych oraz
przygotowaniu manuskryptu, cO jest zgodne z o$wiadczeniami pozostalych

Wspotautorow.

Przedstawiona do oceny rozprawa pt.. "Wplyw zmodyfikowanej diety matki na

fenotyp potomstwa: korelacje behawioralne i molekularne” spetnia wszelkie wymogi
stawiane rozprawom na stopien doktora.
Rozprawa doktorska mgr Kingi Gawliiskiej jest praca warto$ciowg, poprawnie
przygotowang warsztatowo i wnosi nowe elementy poznawcze W zakresie
poszerzenia wiedzy w ocenie zmian chorobowych u dzieci i mlodziezy z autyzmem,
depresja (tj. cigzkim zaburzeniem depresyjnym) i lekiem (tj. zaburzeniem lgkowym
nogo6lnionym, fobia spoleczng) oraz mozliwoéci zapobiegania tym zmianom W
odniesieniu do rodzaju diety stosowanej przez matki w cigZy i okresie laktacji.

Wnosz¢ o wyréznienie niniejszej rozprawy, ktorej oryginalna koncepcja i
wyniki badan, doskonale wpisuja si¢ w nowy kierunek badan dotyczacy potrzeby
znalezienia skutecznych metod diagnostycznych i oceny jak najwigkszej liczby
czynnikéw ryzyka autyzmu, depresji i lgku dzieci - nie tylko genetycznych, ale
takze epigenetycznych i srodowiskowych (bez pominigcia rowniez interakcji

genetyczno/§rodowiskowych), gdzie czynniki ryzyka wplywaja na siebie nawzajem.

Reasumujac, wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie o dopuszczenie mgr inz.
Kingi Gawlinskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego o nadanie

stopnia doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplina nauki

St

r hab. n. furm. M ! HBorawskn

medyczne.



UNIWERSYTET MEDYCZNY W BIALYMSTOKU
&,  WYDZIAL FARMACEUTYCZNY Z ODDZIALEM MEDYCYNY LABORATORYINE]

*’ Zaklad Bromatologii

R g 15-222 Bialystok , ul. Mickiewicza 2D
Tel./Fax.(85) 748-54-68

borawska@umb.edu.pl; mh.borawska@gmail.com

Bialystok, 20.11.2021 r.

Przewodniczacy Rady Naukowej
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

Prof. dr hab. Jerzy Lazarewicz

Szanowny Panie Profesorze,

W zalaczeniu przesylam opini¢ o rozprawy doktorskiej mgr Kingi Gawlinskiej pt.:
"Wplyw zmodyfikowanej diety matki na fenotyp potomstwa: korelacje behawioralne i
molekularne" wykonanej w Zakladzie Farmakologii Uzaleznien Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja Polskie;j Akademii Nauk.

Uprzejmie informujg, ze bardzo wysoko oceniam przedmiotowa rozprawe
doktorska i sktadam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o jej wyroznienie.

Glownym argumentem przemawiajgcym za wyréznieniem niniejszej pracy jest jej
oryginalna nowa koncepcja i multi-dyscyplinarmos¢, laczaca wysokospecjalistyczng
technologie badan, bazujaca na obszernej wiedzy z zakresu dietetyki, genetyki i zaburzen
behawioralnych oraz statystyki.

Wyrdznia tg pracg doskonata logistyka planu badawczego, ktora lacznie z
zastosowanymi technikami tworzy nowoczesny warsztat laboratoryjny.

Uwazam ponadto, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Kingi Gawlinskiej jest
innowacyjnym i tworczym wkladem do nowoczesnego systemu zapewnienia zdrowia
matek i dzieci poprzez wiasciwe odzywianie oraz moze przyczyni¢ si¢ do prewencji
choréb psychicznych i neurorozwojowych. W ostatnich latach zagadnienia te stanowig
przedmiot coraz intensywniejszych badan.

Badania stanowigce przedmiot rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane W
wysokospecjalistycznych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym i wysokim
wskazniku oddziatywania (IF= 31,249). Uwage zwraca intensywna dzialalno$¢
publikacyjna Doktorantki w okresie ostatnich kilku lat (sumaryczny IF= 90,429
opublikowanych 18 prac, H-index = 6, laczna liczba cytowan = 60).
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