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rozprawy doktorskiej mgr inz. Kingi Gawlifiskiej pt. “Influence of modified maternal dieton the phenotype
of offspring: behavioral and molecular correlations” wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab.
Edmunda Przegalifiskiego oraz promotora pomocniczego dr hab. Michata Korostyriskiego w Zaktadzie

Farmakologii Uzaleznien Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

Badania populacyjne wskazuja w coraz wigkszym stopniu na zwigzek pomigdzy nadwagg lub otytoscig
matek i predyspozycja dzieci do rozwoju niekorzystnych skutkéw zdrowotnych, takich jak cukrzyca, otytos¢ i
choroba wieficowa. W ostatnich latach pojawity sie réwniez doniesienia o wptywie ,$rodowiska” matki na
prawidtowy rozwdj mézgu potomstwa. Dowody wskazuja, ze otylos¢ matek i zwigzane 2 nig zaburzenia
metaboliczne, zwieksza ryzyko zaburzeri neurorozwojowych u potomstwa, w tym zespotu nadpobudliwosci
psychoruchowej z deficytem uwagi, zaburzen ze spektrum autyzmu, Igku, depresji, schizofrenii lub tez
zaburzen odzywiania. Problem wptywu nieprawidtowej diety i nadwagi/otytosci cigzarnych staje sig oraz
bardziej istotny ze wzgledu na stale wzrastajaca czestos$¢ wystepowania otyfosci wsrdd kobiet w wieku
rozrodczym. Powyzsze obserwacje majq gtéwnie charakter asocjacyjny. Ze wzgledu na powolne pojawianie
sie zaburzeri neurorozwojowych u potomstwa oraz ograniczony dostgp do ludzkiego materiatu
tkankowego, okresélenie mechanizmow warunkujacych kliniczna manifestacje wpltywu
otytoéci/nieprawidtowego stanu metabolicznego na wystepowanie zaburzef neurorozwojowych jest w
znacznym stopniu utrudnione. Stad tez w pefni uzasadnione jest podjgcie badar eksperymentalnych
okreslajacych zmiany behgwioralne i molekularne indukowane nieprawidtowa dieta (w spoteczeristwach
krajéw wysokorozwinigtych czesto bedacg dieta wysokotiuszczowa, w ktorej 30-40% kalorii pochodzi z
tluszczéw).  Ustalenie molekularnego podioia zaburzen neurorozwojowych —w warunkach
eksperymentalnych oprécz aspektow poznawczych moie zdefiniowaé réwniez potencjalne cele interwencji

terapeutycznej.

W oparciu o powyisze przestanki Doktorantka sformutowata cele pracy doktorskiej, ktére obejmowaty: 1.
Szczegétowa charakterystyke wptywu zmodyfikowanych rodzajéw diety matki w okresie cigzy i laktacji na
fenotyp mtodego i dorostego potomstwa obu pici ocenianego na poziomie behawioralnym, w kontekscie
zachowan podobnych do depresji, lgkowych, pamigci oraz zaburzeri zachowania charakterystycznych,dla
ASD (zéburze:‘n interakcji socjalnych i zachowari repetytywnych); 2. Poznanie roli zmodyfikowanej diety

matki w okresie ciazy i laktacji w prawidtowym rozwoju mézgu potomstwa obu pici — analizowanej na



poziomie genomicznym i proteomicznym w wybranych strukturach mézgu wainych w patogenezie depresji
i ASD; 3. Okreslenie wptywu ekspozycji na wysokottuszczowy pokarm matki w okresie cigzy i laktacji na
funkcjonowanie mechanizméw epigenetycznych w mézgu mfodego i dorostego potomstwa obu pfci - rola
metylacji DNA oraz miRNA w zmianach molekularnych obserwowanych w mozgach potomstwa. 0
aktualnoéci podjetej tematyki badawczej $wiadczy réwniez fakt przyznania funduszy zewnetrznych na
realizacie niektérych zadarni badawczych przez Narodowe Centrum Nauki (granty PRELUDIUM
2018/29/N/NZ7/02703 oraz OPUS (2016/21/B/NZ4/00203) oraz Fundacje NUTRICIA (RG-1/2018). Realizacja
powyzszych zadan badawczych umotliwita nie tylko publikacje wynikéw w renomowanych czasopismach,
ale réwniez zostata doceniona przez kapituty przyznajace nagrody: Stypendium Ministra Edukacji u Nauki
dla wybitnych miodych naukowcéw, Stypendium Prezesa Polskiej Akademii Nauk, Stypendium
doktoranckiego ETIUDA 8 Narodowego Centrum Nauki oraz Stypendium wyjazdowego na pétroczny staz w
ramach programu im. Iwanowskiej Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej (European Molecular Biology

Laboratory — EMBL, Rzym).

Praca jest napisana w sposéb przejrzysty. Jej podstawe stanowi szes¢ artykutow opublikowanych w
renomowanych czasopismach: 1. Maternal high-fat diet during pregnancy and lactation provokes
depressive-like behavior and influences the irisin/brain-derived neurotrophic factor axis and inflammatory
factors in male and female offspring in rats (K. Gawlinska, D. Gawlinski, E. Przegalinski, M. Filip) J Physiol
Pharmacol 2019;70: 407-417 (IF=3,011); 2. Maternal dietary patterns are associated with susceptibility to a
depressive-like phenotype in rat offspring (K. Gawlinska, D. Gawliriski, M. Korostynski, M. Borczyk, M.
Frankowska, M. Piechota, M. Filip, E. Przegaliiski) Dev Cogn Neurosci 2021; 47: 100879 (IF=6,464); 3.
Maternal feeding patterns affect the offspring’s brain: focus on serotonin 5-HT2C and 5-HT2A receptors (K.
Gawliriska, D. Gawlifiski, M. Filip, E. Przegaliniski) Pharmacol Rep 2021; 73: 1170-1178 (IF=3,024); 4.
Alteration of the early development environment by maternal diet and the occurrence of autistic-like
phenotypes in rat offspring (K. Gawliniska, D. Gawlifiski, E. Kowal-Wisniewska, M. Jarmuz-Szymczak, M. Filip)
Int J Mol Sci 2021; 22: 9662 (IF=5,923); 5. A ;113ternal high-fat diet during early development provokes
molecular changes related to autism spectrum disorder in the rat offspring brain (K. Gawliriska, D.
Gawliniski, M. Borczyk, M. Korostynski, E. Przegalifiski, M. Filip) Nutrients 2021; 13: 3212 (IF=6,349); 6.
Relationship of maternal high-fat diet during pregnancy and lactation to offspring health (K. Gawliniska, D.
Gawlinski, M. Filip, E. Przegalinski) Nutr Rev 2021; 79:709-725 (IF=7,110). Sumaryczny wspdtczynnik
oddziatywania powyzszych publikacji wynosi 31,249 i znacznie przekracza wymagania stawian?. w
postepdwaniu o nadania stopnia doktora. Poza cyklem publikacji przedstawiona do oceny rozprawa sktada

sie z oméwienia powyiszych publikacji obejmujgcego nastgpujace podrozdziaty: wstep, cele pracy,



dyskusja, wnioski jak réwniei pi$miennictwo, oswiadczenia wspétautorow oraz streszczenia w jezyku
polskim i angielskim oraz wykaz skrétéw. Na uwage zastuguje fakt, ze we wszystkich publikacjach
Doktorantka jest pierwszym autorem, co wskazuje na jej wiodacy role w ich powstaniu i jednoczesnie

znajduje odzwierciedlenie w o$wiadczeniach pozostatych wspétautoréw publikaci.

We wstepie, stanowiacym doskonate wprowadzenie do omdéwienia cyklu publikacji, Doktorantka
prezentuje aktualny stan wiedzy dotyczacy rozwojowe] koncepcji zdrowia i choroby z uwzglednieniem
klinicznych i eksperymentalnych obserwacji wptywu diety matki na rozwdj osrodkowego uktadu
nerwowego i zaburzen behawioralnych i molekularnych potomstwa. Informacje zawarte w powyzszym
podrozdziale oméwienia s3 podsumowaniem i rozwinigciem odpowiednich podrozdziatow ww.

wymienionych opublikowanych artykutéw oryginalnych i pogladowych.

Dla zrealizowania postawionych celéw Autorka przeprowadzita szereg wzajemnie uzupetniajacych sig badan
behawioralnych oraz molekularnych umozlwiajacych zdefiniowanie wptywu zmodyfikowanych rodzajow
diety matki w okresie cigzy i laktacji na fenotyp miodego i dorostego potomstwa obu ptci. Zakres
przeprowadzonych testéw behawioralnych obejmowat: pomiar aktywnoici lokomotorycznej, test
wymuszonego ptywania, test preferencji sacharozy, test podniesionego labiryntu zerowego, test
rozpoznawania nowego obiektu, test otwartego pola, test zakopywania kulek, ocena samopielggnacji siersci
oraz test interakgji socjalnych. Do ocenianych cech molekularnych w korze czotowej, hipokampie oraz korze
przedczotowej nalezaty: ocena ilosciowa mRNA metody sekwencjonowania nowej generacji, pomiar
wybranych biatek metoda immunofluorescencyjng oraz metods immunoenzymatyczng, ocena stopnia
globalnej metylacji DNA oraz metylacji DNA wybranych genéw metodg pirosekwencjonowania oraz pomiar
ekspresji miRNA metoda reakcji odwrotnej transkrypcji w czasie rzeczywistym. Nalezy stwierdzi¢, ze
badania zaplanowano adekwatnie do sformutowanych celéw pracy. W czasie realizacji badari Doktorantka
opanowata umiejetno$¢ przeprowadzania wielu testéw behawioralnych i molekularnych, wzajemnie
komplementarnych, umozliwiajacych szczegétowy charakterystyke wplywu zmodyfikowanych rodzajow
diety matki w okresie cigzy i laktacji na fenotyp miodego i dorostego potomstwa obu pici. Umiejetnosé
przeprowadzenia ww. badan oraz interpretacji uzyskanych wynikéw $wiadcza o bardzo dobrym
merytorycznym przygotowaniu Doktorantki. W podsumowaniu tej czesci recenzji nalezy stwierdzi¢, ze
metodyka badania jest bardzo nowoczesna, plan badar dobrze skonstruowany, metody statystyczne

prawidtowo dobrane.

-
Doktorantka wykazata m. in. 1. ze potomstwo matek narazonych na diete¢ HFD charakteryzuje sig

wydtuzonym czasem bezruchu w teécie wymuszonego ptywania w obu etapach 2ycia a w badaniach



molekularnych obnizenie stezenia w surowicy i ilosci biatka iryzyny w hipokampie mitodych samic w 28 dniu
po urodzeniu oraz obnizeniem poziomu interleukiny-1a w hipokampie w 28 i 63 dniu po urodzeniu; 2. HFD
u ciezarnych wiaze sie z zachowaniami podobnymi do depresji z towarzyszacymi im zmianami
transkryptomicznymi; 3. zmodyfikowana dieta matki wywotuje zmiany adaptacyjne zalezne od wieku i ptci,
gléwnie w receptorach 5-HT,; 4. matczyna dieta wysokottuszczowa wptywa na ekspresje genow
zwigzanych z ASD (Cacnald, Nign3, Shank1) oraz biatek (SHANK1 i TAOK2) w korze przedczotowej
potomstwa pici meskiej w okresie dojrzewania oraz indukuje zmiany epigenetyczne: zwigkszenie globalnej
metylacji DNA w korze mézgowej i ekspresje miR-423 i miR-494 wraz ze zmianami behawioralnymi
reprezentowanymi przez swoiste dla samcéw zaburzenia interakcji spotecznych i wzrost powtarzalnych
zachowan w okresie dojrzewania (ktére w wiekszosci nie byly obserwowane w starszym wieku); 5. HFD u
matek znaczaco zmienia ekspresje 48 genéw zwigzanych 2 ASD w korze czotowej potomstwa pici meskie]
oraz prowadzi do zaleznych od pici i wieku zmian ilosciowych biatek ANKRD11, EIF4E, NF1, SETD1B, SHANK1
i TAOK2, a takze réznic w poziomach metylacji DNA w korze czotowej i hipokampie u potomstwa. Uzyskane
wyniki w kompleksowy sposéb uzupetniajg dotychczasowg wiedze dotyczaca wplywu zmodyfikowanych
rodzajéw diety matki w okresie cigzy i laktacji na fenotyp mtodego i dorostego potomstwa obu ptci i maja

znaczenie nie tylko poznawcze ale i potencjalnie aplikacyjne.

Na podstawie przeprowadzonych badaf Autorka przedstawifa sze$¢ wnioskéw: 1. Ekspozycja w okresie
rozwoju wewnatrzmacicznego i w okresie laktacji na zmodyfikowang diete matki (szczegdlnie bogatq w
ttuszcze) prowadzi do wystapienia u potomstwa zaburzeri behawioralnych, takich jak rozw6j zachowan
podobnych do depresji (wydtuzenie czasu bezruchu w FST i obnizenie preferencii sacharozy) oraz zachowan
charakterystycznych dla ASD (zmniejszenie interakcji socjalnych, wzrost zachowar repetytywnych i
agresywnych (Tabela 1); 2. HFD spozywana przez matke w czasie cigzy i laktacji prowadzi do istotnych
zmian molekularnych w mézgu u mtodego i dorostego potomstwa (zmiany na poziomie ekspresji genow i
kodowanych przez nie biatek), ktére taczone sa z patogeneza depresji (geny kodujace elementy synaps
dopaminergicznych i glutaminianergicznych, sygnalizacji szlaku Wnt i aksogenezy oraz korowych markeréw
neuronéw pobudzajacych i hamujacych) i ASD (geny zwigzane 2z prawidfowym funkcjonowaniem synaps,
remodelingiem chromatyny i regulacja transkrypcji); 3. W przeciwienstwie do istotnych zmian na poziomie
regulacji ekspresji genéw, modyfikacje w zakresie receptoréw 5-HT2A i 5-HT2C, cytokin prozapalnych, BDNF
i iryzyny wydaja sie nie odgrywa¢ istotnej roli w rozwoju zachowan podobnych do depresji u potomstwa
powiazanych z matczyng HDF; 4. Zmiany molekularne (Tabela 2) obserwowane w mdzgach potomstwa
matek.karmionych w czasie ciazy i laktacji dieta o wysokiej zawartosci ttuszczu i charaktervzujaceg:: sie
fenotypem podobnym do ASD, moga byé wynikiem zaburzonej maszynerii epigenetycznej zwigzanej z

metylacja DNA i aktywnoscig niekodujacych RNA (miRNA); 5. Zaburzenia prawidiowego rozwoju mézgu oraz



wystapienie zmian w zachowania po ekspozycji na zmodyfikowany pokarm matki na wczesnych etapach
ontogenezy s zalezne od pfci potomstwa. Mtode i doroste samce = w przeciwieristwie do samic — cechujg
sie wystapieniem liczniejszych zmian molekularnych i behawioralnych charakterystycznych dla fenotypu
podobnego do ASD; 6. Zmiany molekularne i behawioralne obserwowane u mtodego potomstwa matek
karmionych zmodyfikowang dieta w czasie cigzy i laktacji mogg czgsciowo zanika¢ u dorostych zwierzat po
wprowadzeniu w petni zbilansowanej diety po odtgczeniu od matki. Sugeruje to, ze interwencja dietetyczna
u dorastajacego potomstwa moze odwraca¢ niektére skutki narazenia na niekorzystne s$rodowisko
wczesnego rozwoju. Sformutowane przez Doktorantkg wnioski dobrze oddajq uzyskane wyniki, wynikajq
bezposérednio z analizy wynikéw uzyskanych w czasie realizacji badan. Niektore sposrdd nich s3 jednakie

raczej przytoczeniem wynikéw i powinny miec bardziej uogdliniony charakter.

Dyskusja przeprowadzona przez Autorke, zamieszczona w poszczegdlnych pracach oraz w odpowiednim
podrozdziale oméwienia cyklu prac, jest prowadzona bardzo dojrzale. Doktorantka umiejgtnie odniosta
wtasne wyniki do dostepnych danych literaturowych. Jej ukoronowaniem jest praca pogladowa
opublikowana w renomowanym czasopismie Nutrition Reviews (IF=7,110). W dyskusji Doktorantka
wskazuje na modulacje szlaku MAPK w patogenezie i zaburzeri depresyjnych. Powyisze obserwacje w
potaczeniu z danymi uzyskanymi bezposrednio przez Doktorantke mogag sugerowaé potencjalne
zastosowanie  metforminy  (modulatora  aktywno$ci MAPK, przenika przez toizysko) w
ograniczaniu/zapobieganiu wystepowania zmian neurorozwojowych, ktérej skutecznoéé w kontrolowaniu
zaburzen metabolicznych u ciezarnych oraz ptodu i noworodkéw zostata potwierdzona nie tylko w
badaniach eksperymentalnych ale i klinicznych. Nie okreslono jednakze jej wptywu na zaburzenia
neurorozwojowe. Wobec rosnacej liczby publikacji wskazujacej na bezpieczeristwo stosowania metforminy
w czasie cigzy podjecie badar‘r nad jej wplywem na zaburzenia neurorozwojowe mogtoby (po uprzednim
potwierdzeniu hipotezy w badaniach eksperymentalnych) prowadzi¢ do praktycznego zastosowania badar

prowadzonych przez Doktorantke.

.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki sg oryginalnym
osiagnieciem Autorki, ktéra dobrze opanowata niefatwy warsztat badawczy i wykazata bardzo dobre
merytoryczne przygotowanie. Uwazam, ze praca stanowi znaczjcy dorobek z elementami nowosci
naukowych i w petni odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Fakt opublikowania
wszystkich prac w renomowanych czasopismach $wiadczy o aktualnosci podjetej tematyki badawczej i
nowoczesnej metodyce badar, jak réwniez o umiejgtnosci Doktorantki (bgdacej pierwszym autgrem
wszystfcich publikacji) merytorycznej dyskusji z recenzentami w podczas ostatecznej redakcji artykutow.

Dlatego tez zwracam sig do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN o dopuszczenie



mgr inz. Kingi Gawliriskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie ze wzgledu na duzq
wartoé¢ poznawcza wynikéw oraz opublikowanie ich w renomowanych czasopismach: Journal pf Physiology
and Pharmacology (IF=3,011), Developmental Cognitive Neuroscience (IF=6,464), Pharmacological Reports
(IF=3,024), International Journal of Molecular Sciences (IF=5,923), Nutrients (IF=5,717) oraz Nutrition
Reviews (IF=7,110) (Doktorantka we wszystkich jest pierwszym autorem) wnioskujg o wyréznienie pracy

~Summa cum laude”.
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Prof. dr hab. n. med. Marek DroZdzik



