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a.

Imie i nazwisko: PIOTR DOBROWOLSKI

Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, 2009, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi.

Tytul rozprawy doktorskiej wykonanej w Zaktadzie Anatomii Poréwnawczej i Antropologii:
,Preparat widkna ziemniaczanego — Povex a oddzialywanie akrylamidu na jelito cienkie”
Promotor: prof. dr hab. Antoni Gawron

Magister biologii w zakresie biologii ogoélnej, 2001, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi.

Tytul pracy magisterskiej wykonanej w Zakladzie Anatomii Porownawczej i Antropologii:
,Populacja susta peretkowanego (Spermophilus suslicus) w Swidniku.”

Promotor: prof. dr hab. Antoni Gawron

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

Od 01.11.2001 do 30.09.2009: asystent w Zaktadzie Anatomii Porownawczej i Antropologii,
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie

Od 01.10.2009 do 30.09.2013: adiunkt w Zakladzie Anatomii Porownawczej i Antropologii,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Od 01.10.2013 do chwili obecnej: adiunkt w Zaktadzie Anatomii Pordéwnawczej i Antropologii,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Wykazanie osiggniecia® wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016r. poz. 882
ze zm. w Dz. U. z 2016r. poz. 1311.):

tytul osiagniecia naukowego:

Wplyw egzogennego kwasu 2-oksoglutarowego na tkanke chrzestna i kostng w warunkach

prawidlowego rozwoju oraz w indukowanej osteopenii.

b.

1.

publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

Tomaszewska E, Dobrowolski P, Wydrych J (2012) Postnatal administration of 2-Oxoglutaric acid
improves articular and growth plate cartilages and bone tissue morphology in pigs prenatally treated
with dexamethasone. J Physiol Pharmacol 63, 547-554. IF: 2,476, MNiSW: 25, Moj udziat
procentowy szacuje na 32%.

Dobrowolski P, Tomaszewska E, Radzki RP, Bienko M, Wydrych J, Zdybel A, Pierzynowski SG
(2013) Can 2-oxoglutarate prevent changes in bone evoked by omeprazole? Nutrition 29, 556-561.
IF: 3,046, MNiSW: 30, Moj udzial procentowy szacuje na 86%.

Dobrowolski P, Tomaszewska E, Bienko M, Radzki RP, Pierzynowski SG (2013) The effect of
dietary administration of 2-oxoglutaric acid on the cartilage and bone of growing rats. Brit J Nutr
110, 651-658. IF: 3,342, MNiSW: 35, Moj udziat procentowy szacuje na 88%.



4. Tomaszewska E, Dobrowolski P, Bienko M, Prost L., Szymanczyk S, Zdybel A (2015) Effects of
2-oxoglutaric acid on bone morphometry, densitometry, mechanics, and immunohistochemistry in
9-month-old boars with prenatal dexamethasone-induced osteopenia. Connect Tissue Res 56(6),
483-492. IF: 1,411, MNiSW: 20, Moj udzial procentowy szacuje na 50%.

5. Dobrowolski P, Tomaszewska E, Kurlak P, Pierzynowski SG (2016) Dietary 2-oxoglutarate
mitigates gastrectomy-evoked structural changes in cartilage of female rats. Exp Biol Med, 241, 14-
24. IF: 2,542, MNiSW: 25, Mdj udziat procentowy szacuje na 91%.

6. Dobrowolski P, Tomaszewska E, Muszynski S, Blicharski T, Pierzynowski SG (2017) Dietary 2-
oxoglutarate prevents bone loss caused by neonatal treatment with maximal dexamethasone dose.
Exp Biol Med, 242, 671-682. IF: 2,542, MNiSW: 30, Moj udziat procentowy szacuje na 90%.

Sumaryczny Impact Factor wymienionych publikacji (zgodny z rokiem opublikowania) wynosi 15,359.
Sumaryczna liczba punktow MNiSW (zgodny z rokiem opublikowania) wynosi 165. Sumaryczny
Impact Factor publikacji wyliczony zgodnie z najnowsza dost¢pna punktacja (2017) wynosi 15,449
natomiast suma punktow MNiSW zgodnie z najnowsza punktacja (2017) wynosi 165. Opis

indywidualnego wktadu habilitanta w powstanie tych prac znajduje si¢ w zalaczniku nr 4.

c. omoéwienie celu naukowego ww. prac 1 osiagnietych wynikOw wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Metabolizm tkanki chrzgstnej jak i kostnej podlega zmianom wraz z wiekiem oraz stanem
zdrowia. Tkanka taczna podlega regulacji przez liczne czynniki, sposrdd ktorych do najwazniejszych
nalezg: poziom hormondéw oraz dostepnos¢ i przyswajalnos¢ sktadnikéw odzywcezych. Jednoczesnie
trzeba mie¢ na uwadze, ze dwie najbardziej istotne dla prawidtowego funkcjonowania szkieletu
odmiany tkanki tacznej — czyli tkanka chrzestna i kostna sg zupelnym swoim przeciwienstwem jesli
chodzi o tempo metabolizmu, a co z tym zwigzane charakteryzuja si¢ zupelnie odmiennymi
wlasciwosciami regeneracyjnymi. Ponadto szkielet bedac bierng czescig narzadu ruchu podlega
nicustannie oddziatywaniom fizycznym ksztaltujgcym jego strukture wewngtrzng. Stad tez mozna
przyjac, ze z punktu widzenia Swiadomego dziatania cztowieka, elementami wptywajgcymi na rozwaj
tkanki kostnej i chrzgstnej oraz zachowanie réwnowagi metabolicznej tych tkanek sg zbilansowana dieta
oraz aktywno$¢ fizyczna.

Tkanka tgczna podporowa podlega rowniez oddziatywaniu czynnikoéw chorobowych. Pomijajac
infekcje bakteryjne i wirusowe istnieje wiele chorob metabolicznych, wrodzonych gdzie o ich etiologii
decyduja wady genetyczne, lub niewtasciwa dieta. Choroby te czgsto maja posredni lub bezposredni
wplyw na nasz szkielet. W przypadku zdiagnozowania choroby pojawia si¢ konieczno$¢ jej leczenia.
Wdraza si¢ zatem terapie, ktore majg skutkowac przywrdoceniem utraconej rownowagi metabolicznej.
Niestety duza czgs$¢ stosowanych terapii farmakologicznych jak i chirurgicznych jest obcigzona
skutkami ubocznymi, ktore nie pozostaja obojetne rowniez wobec szkieletu. Logiczng konsekwencja
takiej sytuacji sa dwa rozwiazania: poszukiwanie terapii, ktore nie bedg obarczone skutkami ubocznymi

lub préba tagodzenia tych skutkow poprzez wspomaganie leczenia za pomoca réznych substancji lub
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diety. Mozna wyrdzni¢ wiele grup substancji biologicznie czynnych, ktérych zastosowanie ma
wspomaga¢ sam metabolizm lub terapie lekowe stosowane w celu regulacji metabolizmu, m.in.:
witaminy, makro i mikroelementy, nienasycone kwasy tluszczowe, aminokwasy oraz ich prekursory,
1 inne.

Moja uwagg zwrocit kwas 2-oksoglutarowy (2-Ox, a-ketoglutarowy, AKG) ze wzgledu na
szereg doniesien literaturowych, ktore podkreslaty jego ochronne wilasciwosci w przypadkach
osteoporozy indukowanej owariektomig lub gastrektomia, a takze mozliwo$¢ jego zastosowania
w przypadkach wspomagania leczenia osteoporozy u kobiet w okresie menopauzy. Kwas 2-
oksoglutarowy jest substancjg naturalng, powszechnie wystepujaca w organizmach zywych. To
kluczowy zwigzek posredni wielu szlakow metabolicznych m.in. cyklu Krebsa. Bierze udziat
w metabolizmie energetycznym komorki, oraz metabolizmie aminokwasoéw. Wigze azot i speinia role
transportera wegla, ponadto nie wykazuje wlasciwosci toksycznych. Kwas 2-oksoglutarowy jest bardzo
istotnym prekursorem glutaminy, bedacej paliwem oksydacyjnym dla szybko dzielacych si¢ komorek
jak limfocyty i fibroblasty, jak réwniez prekursorem proliny, asparaginy i argininy. Jego podawanie
droga pokarmowa moze zwicksza¢ dostgpng pule aminokwaséw ,kolagenowych” gdyz brak jest
mozliwosci wykorzystania 2-Ox z cyklu kwaséw trojkarboksylowych w syntezie tych aminokwaséw.
Ponadto, w przeciwienstwie do glutaminy, 2-Ox jest wysoce stabilny w roztworach wodnych, co jest
bardzo istotne w przypadku podawania droga pokarmowg gdzie przeksztatcany jest w enterocytach do
proliny, leucyny i innych aminokwasow. Ponadto 2-Ox, poprzez rézne mechanizmy, bezposrednio
i posrednio zaangazowany jest w metabolizm kolagenu, np.: bedac prekursorem aminokwasow
kolagenowych; uczestniczac w procesie post-translacyjnej hydroksylacji reszt proliny i lizyny przy
udziale jonow Fe?', kwasu askorbinowego i tlenu; czy tez bedgc kofaktorem w procesie absorpcji Fe?*
w jelicie cienkim. Co wigcej, jelitowa suplementacja 2-Ox moze podnosi¢ w osoczu poziom insuliny,
hormonu wzrostu oraz insulinopodobnego czynnika wzrostu i poprawia¢ absorpcj¢ aminokwasow oraz
przeciwdziata¢ utracie tkanki kostne;j.

W zwiazku z powyzszym zostaly przeze mmie przeprowadzone badania, ktérych wyniki
zamie$citem w artykutach wchodzacych w sklad omawianego osiggnigcia naukowego. Glownym
obszarem moich zainteresowan naukowych jest zmiennos$¢ struktury histologicznej tkanki chrzgstnej
1 kostnej w relacji z uktadem pokarmowym w okresie rozwoju. Szczegdlnie interesujaca jest mozliwos¢
wplywania na zachowanie rdwnowagi metabolicznej, regeneracj¢ lub zmniejszenie skutkéw ubocznych
w przypadkach coraz czgsciej stosowanych terapii majacych na celu walke z otytoscig lub wadami
rozwojowymi, pojawiajgcymi si¢ wraz z nasilonym rozwojem cywilizacyjnym. Niejednokrotnie
skutkiem ubocznym stosowania operacji bariatrycznych, terapii glikokortykoidami, lub stosowania
inhibitor6w pompy protonowej jest obnizenie gestosci mineralnej kosci — osteopenia.

Swoje badana oparlem na dwdéch modelach zwierzgcych: $§wini domowej 1 szczurze

laboratoryjnym oraz kilku zmiennych srodowiskowych i1 osobniczych takich jak: wiek (od rozwoju



prenatalnego do fazy dojrzewania), prenatalny oraz postnatalny wplyw glikokortykoidow oraz
farmakologiczna i chirurgiczna regulacja uktadu pokarmowego.

Glikokortykoidy, ze wzgledu na swoje wlasciwosci przeciwzapalne i immunosupresyjne, s
powszechnie stosowane w praktyce pediatrycznej w leczeniu m. in. przewleklej choroby ptuc, astmy
czy krupu lub reumatoidalnego zapalenia stawow, a takze do zmniejszenia $miertelnosci u wezesniakow
z zespotem zaburzen oddychania (zespot bton szklistych) zwigzanego z niedojrzatoscig ptuc czy
niedoborem endogennego surfaktantu. Ponadto coraz wicksza grupa dzieci podlega chronicznej
ekspozycji na glikokortykoidy ze wzgledu na zwickszajaca si¢ czestotliwos¢ chordb atopowych
zwigzanych z zanieczyszczeniem $rodowiska oraz wysoko przetworzong zywno$cig. Szacuje si¢ ze
nawet 10% dzieci w Europie podlega lub wymaga leczenia glikokortykoidami. Co wigcej, leki z tej
grupy wykorzystywane sg rowniez w cigzy, dla zmniejszenia czestotliwosci powiktan i umieralnosci
noworodkéw, m.in. stymulujgc dojrzewanie ukladu oddechowego ptodu, jak réwniez w porodach
z cigciem cesarskim a takze terminowych porodach.

Chociaz glikokortykoidy stosowane sg w potoznictwie juz od ponad czterdziestu lat, stosowanie
tego rodzaju terapii nadal rodzi wiele pytan i watpliwosci co do dawkowania, rodzaju konkretnych
substancji, korzysci leczenia i zagrozen zwigzanych z dtugofalowymi skutkami dla rozwoju. Pomimo
niewatpliwych korzySci ptynacych ze stosowania glikokortykoidow wzrasta liczba dowodoéw na
negatywne skutki ich dzialania, do ktorych naleza: tlumienie osi podwzgdérzowo-przysadkowo-
nadnerczowej, zmniejszenie przyrostu masy ciata, utrata masy kostnej, opoéznienie wzrostu, a takze
wiele innych. Poza tym, osteoporoza wywotywana przez glikokortykoidy jest najczgstsza jatrogenna
przyczyng osteoporozy wtornej jako dlugoterminowy efekt uboczny klinicznego stosowania
glikokortykoidow. Dzieci leczone glikokortykoidami charakteryzujg si¢ nizsza gesto$cig mineralng
kosci kregostupa i wicksza czestoscia zlaman w poroéwnaniu do zdrowych. Proponuje si¢ kilka
mozliwych mechanizméw powstawania osteoporozy indukowanej glikokortykoidami. Z jednej strony
zahamowanie procesu kosciotworzenia poprzez zaburzenie réwnowagi komorkowej zwigzane ze
zwigkszong apoptoza i zmniejszong aktywnoS$cig osteoblastow oraz osteocytow z réwnoczesnym
oddziatywaniem glikokortykoidéw na proporcje biatek regulatorowych. Z drugiej strony, szybka utrata
tkanki kostnej zwigzana ze zmniejszong synteza biatek, takich jak kolagen lub osteokalcyna, a takze
zaktocenia w sygnalizacji komdrkowej prowadzace do nieprawidlowego dziatania mechanizmow
naprawczych i niestabilnosci ko§ci w wyniku gromadzenia si¢ mikrouszkodzen. Dodatkowo, zalecenia,
oparte na dowodach naukowych, dotyczace terapii u dzieci wymagajacych dlugotrwatego zastosowania
glikokortykoidow nie sg wystarczajace chociazby ze wzgledu na niewielkg ilo$¢ badan klinicznych.
Zatem opcje leczenia osteoporozy indukowanej glikokortykoidami u dzieci réwniez sg znacznie
ograniczone. Badania w tym zakresie zawierajg ograniczone informacje dotyczace bisfosfoniandw,
witaminy K2, D, kalcytriolu i suplementacji wapniem.

Biorac pod uwage powyzsze problemy zwigzane z zastosowaniem glikokortykoidow w okresie

pre- i postnatalnym oraz towarzyszace im skutki uboczne w postaci osteopenii, jak rowniez wlasnosci
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kwasu 2-oksoglutarowego i doniesienia o jego ochronnych wlasciwosciach odnosnie szkieletu,
postanowiono zweryfikowaé hipotez¢ o mozliwosci tagodzenia lub eliminacji skutkow ubocznych
stosowania glikokortykoidow poprzez wspomaganie leczenia za pomocg kwasu 2-oksoglutarowego.
W zwigzku z tym wykonano trzy dos§wiadczenia (wymienione w podpunktach b.1, b.4, b.6) z uzyciem
roztworow wody do pica zawierajacych kwas 2-oksoglutarowym u $win, u ktorych indukowano
osteopeni¢ poprzez pre- lub postnatalne, domig$niowe podawanie glikokortykoidu (deksametazonu,
syntetycznego glikortykoidu, Dex). Oceniano zmiany w tkance kostnej i chrzgstnej spowodowane przez
pre- lub postnatalne podawanie glikokortykoidow oraz efekty podawania kwasu 2-oksoglutarowego
zwierzgtom z osteopenig indukowang glikokortykoidami.

Deksametazon, w pierwszym i drugim do§wiadczeniu (b.1, b.4) podawano cigzarnym maciorom
przez ostatnie 45 dni cigzy, natomiast w trzecim do$wiadczeniu (b.6) deksametazon podawano
prosictom od urodzenia do okresu odsadzenia to jest do 35 dnia Zzycia. Kwas 2-oksoglutarowy
otrzymywaly prosi¢ta drogg pokarmowg (w roztworze wodnym) od urodzenia do odsadzenia w 35 dniu
zycia we wszystkich trzech do§wiadczeniach, przedtuzajac okres suplementacji 2-Ox do 9-go miesigca
zycia w drugim do$wiadczeniu (b.4). Material do analiz stanowily tkanki pobrane od prosiat.

Prenatalne podawanie deksametazonu powodowalo u prosigt w okresie odsadzenia (b.1)
obnizenie masy kosci dhugich, zmniejszenie ich wytrzymatosci mechanicznej i sprezystosci u obu pici,
a dodatkowo u samcoéw zmniejszenie mineralizacji kosci. Obserwowano ponadto zmniejszenie grubosci
przynasadowej chrzastki wzrostowej, przy czym najwickszy wptyw deksametazonu obserwowano
w warstwach dojrzewania oraz mineralizacji. Redukcje grubosci zanotowano réwniez w obrgbie
chrzastki stawowej u samcoéw w warstwach przej$ciowej i promieniowej. Deksametazon podawany
prenatalnie zwigkszat liczbe chondrocytow, przy jednoczesnym zmniejszeniu grubosci chrzastki, co
swiadczyto o pogorszeniu wydolnosci tych komorek. Obserwowana zmiana proporcji komorek do
substancji migdzykomorkowej, zwlaszcza w chrzastce stawowej, moze prowadzi¢ do pogorszenia jej
wlasciwosci mechanicznych co w nastepstwie moze prowadzi¢ do jej szybszego zuzycia i niszczenia.
Ponadto, deksametazon redukowat grubo$¢ beleczek kostnych a takze powodowat liczne
mikrouszkodzenia w ich obrebie. Deksametazon podwyzszat u samic poziom alkalicznej fosfatazy
kostnej, ktory korelowal z obrazem histologicznym, nasilonego procesu resorpcji tkanki kostne;j.
Scharakteryzowane objawy $wiadcza o wystapieniu osteopenii u badanych zwierzat 1 potwierdzaja
negatywne oddzialywanie glikokortykoidow, stosowanych prenatalnie, na rozwdj kosci u potomstwa,
cho¢ Dex nie mial istotnego wptywu na poziom hormonu wzrostu i osteokalcyny we krwi.

Z drugiej strony postnatalna pokarmowa suplementacja kwasem 2-oksoglutarowym az do
okresu odsadzenia (b.1) zwigkszata mase kosci dlugich, poprawiata ich wlasciwosci mechaniczne
i zwickszatla mineralizacj¢ kosci w porownaniu do prosigt poddanych prenatalnemu wplywowi
deksametazonu. Co wigcej, u prosiat samic otrzymujacych kwas 2-oksoglutarowy mineralizacja koséca
byla nawet wyzsza niz w kontroli. Ponadto 2-Ox zwigkszal grubos¢ chrzastki wzrostowej i stawowej,

zapobiegajac tym samym destrukcyjnemu dzialaniu deksametazonu. Grubos¢ chrzastki stawowej
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u samcow otrzymujacych 2-Ox byta nawet wigksza niz u zwierzat kontrolnych. Co ciekawe, wicksza
grubos$¢ chrzastki stawowej nie wigzala si¢ ze wzrostem liczby chondrocytow. Zatem,
najprawdopodobniej 2-Ox pozytywnie wptywat na metabolizm komorek chrzastki.

Oprocz tego 2-Ox przeciwdziatal zmniejszaniu si¢ grubosci beleczek kostnych przez
deksametazon. Czyli zarowno w tkance chrzestnej jak i kostnej kwas 2-oksoglutarowy wykazywat
dziatanie ochronne. Ponadto samice prosiat otrzymujacych 2-Ox miaty zwigkszony poziom hormonu
wzrostu.

Skutki podawania deksametazonu cigzarnym samicom byly obserwowane u potomstwa jeszcze
9 miesigcy po porodzie (b.4). Obserwowano istotng redukcj¢ masy ciala oraz masy i dtugosci kosci.
Utrzymywal si¢ réwniez obnizony poziom parametrow mechanicznych, geometrycznych oraz
zmniejszona mineralizacja kosci. Pomimo braku wplywu na catkowitg grubo$¢ chrzastki stawowej
skutki prenatalnej ekspozycji na glikokortykoidy widoczne byly w jej strukturze, gdzie warstwy
powierzchniowa i promieniowa byly wyraznie ciensze niz w kontroli, ale warstwa przej$ciowa niemal
dwa razy grubsza. Podobnie, jak w okresie odsadzenia, Dex zmniejszal catkowitg grubos$¢ chrzastki
wzrostowej, przy czym ciensze byly warstwa spoczynkowa, i kostnienia, natomiast grubsza warstwa
proliferacji. Ponadto Dex zmniejszal catkowita objetos¢ tkanki kostnej i grubosé beleczek kostnych
a zwigkszal przestrzen pomiedzy beleczkami. Obserwowano roOwniez obnizong ekspresj¢ osteokalcyny
w beleczkach kostnych, osteocytach i ptytce wzrostowej, natomiast zwickszong w chrzgstce stawowe;j.

Prenatalne oddziatywanie glikokortykoidow powodowato zmiane aktywnos$ci chondrocytow,
gdyz zaczgly one wytwarzac charakterystyczng dla kosci osteokalcyng, w zwigzku z czym zmianom
ulegta rowniez macierz zewnatrzkomorkowa. Dodatkowe analizy wykazaty takze obnizong zawarto$¢
proteoglikanow oraz kolagenu drobnowldknistego w chrzastce stawowej. Cechy te $wiadcza
o pogorszeniu wilasciwosci mechanicznych chrzastki stawowej oraz zaburzonym procesie jej
przebudowy spowodowanym prenatalnym wptywem glikokortykoidow. Zatem, podobnie jak w okresie
odsadzenia, obserwowano objawy osteopenii u zwierzat 9-cio miesigcznych po prenatalnym
zastosowaniu deksametazonu. Jednakze w tym przypadku najprawdopodobniej doszio do utrwalenia
nieprawidlowego rozwoju kos$¢ca, wywolanego przez prenatalne dziatanie glikokortykoidow, o czym
$wiadczyly obnizony poziom insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 i alkalicznej fosfatazy kostne;.

Wydhuzenie okresu suplementacji 2-Ox nie wptynelo natomiast na istotng poprawe parametrow
obnizonych przez prenatalne zastosowanie glikokortykoidow, a mianowicie: masy ciala, mechaniki,
geometrii czy mineralizacji kosci. Kwas 2-oksoglutatrowy nie wplynat rdwniez znaczaco na grubosé
chrzastki stawowej, chociaz warstwy powierzchniowa i promieniowa byty nieco ciensze niz w kontroli,
a warstwa przejSciowa niemal dwa razy grubsza. Natomiast 2-Ox zwigkszal catkowitg grubos$¢ chrzastki
wzrostowej, nawet ponad wartosci obserwowane w grupie kontrolnej — czyli odwracat efekt
prenatalnego podawania Dex, zwigkszajac grubo$¢ kazdej warstwy, a warstwy spoczynkowej
1 kostnienia istotnie w stosunku do Dex. Kwas 2-oksoglutarowy zwigkszat takze znamiennie grubosc¢

warstwy proliferacyjnej w stosunku do kontroli. Staby efekt protekcyjny 2-Ox wywierat natomiast na
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beleczki kostne. Suplementacja 2-Ox zapobiegata takze utracie proteoglikanow w chrzastce stawowe;j.
Kwas 2-oksoglutarowy zwigkszal takze ilo$¢ kolagenu drobnowtoknistego, a rozktad kolagenu w tkance
zachowat strukture typowa dla kontroli. A zatem 2-Ox przywracatl wlasciwy dla chrzastki stawowe;j
rozktad kolagenu. Ponadto 2-Ox zwigkszal istotnie zawarto$¢ insulinopodobnego czynnika wzrostu
zmniejszajac niekorzystny efekt prenatalnego oddziatywania glikokortykoidow. Nie mial natomiast
wplywu na poziom alkalicznej fosfatazy kostne;.

Dhugotrwata suplementacja 2-Ox zwigkszata ekspresj¢ osteokalcyny w plytce wzrostowej
i beleczkach kostnych jednocze$nie zmniejszajac ja w chrzastce stawowej, tym samym wykazata
dziatanie protekcyjne w stosunku do prenatalnego oddziatywania deksametazonu.

Reasumujac, podawanie kwasu 2-oksoglutarowego droga pokarmowa zmniejszalo, a nawet
odwracato proces degeneracji chrzastki indukowany przez prenatalne oddziatywanie glikokortykoidéw,
niezaleznie od dlugosci okresu suplementacji. Z drugiej strony, biorac pod uwage wyniki obu
przedstawionych doswiadczen, suplementacja 2-Ox po okresie odsadzenia nie wptywala na op6zniony
rozwdj tkanki kostnej ani oslabione wlasciwosci mechaniczne ko$éca, chociaz zdecydowanie
poprawiata stan chrzastki stawowej 1 wzrostowej. Istnienie okreslonych okresow wrazliwosci
rozwojowej, zwanych oknami programowania prenatalnego i postnatalnego rozwoju mogto mie¢ tutaj
decydujace znaczenie gdyz utrwalone w dlugim okresie czasu zmiany w tkance kostnej powstate pod
wplywem prenatalnego nadmiaru glikokortykoidéw nie byly mozliwe do odwrdcenia. Zatem mozna
wyciagnag¢ wniosek, ze to wiasnie poczatkowe etapy rozwoju, charakteryzujace si¢
najintensywniejszym wzrostem sg okresem najbardziej podatnym na oddziatanie 2-Ox w przypadku
prenatalnej ekspozycji na glikokortykoidy.

Postnatalny wptyw glikokortykoidow wraz z towarzyszaca suplementacja 2-Ox badano
w trzecim doswiadczeniu (b.6), gdzie zarowno deksametazon jak i kwas 2-oksoglutarowy podawano
prosigtom od urodzenia do okresu odsadzenia w 35 dniu Zycia. Rowniez i w tym przypadku
deksametazon powodowal znaczacy spadek masy ciata, kosci i ich dhugosci. Deksametazon
zdecydowanie obnizat takze wytrzymalo$¢ mechaniczng i elastycznos¢ kosci, ktore charakteryzowaty
si¢ rOwniez cienszymi §cianami trzondw oraz zmniejszong mineralizacjg tkanki kostnej. Ponadto analiza
histomorfometryczna i histologiczna potwierdzaly wystapienie osteopenii, a nawet osteoporozy, co
przejawiato si¢ m.in. wzrostem wymiaru fraktalnego beleczek kostnych. Innymi stowy, prenatalnie
podawany dexametazon zwigkszat stopien skomplikowania linii brzegowej beleczek kostnych (ich
powierzchni), tym samym rozwijajgc powierzchni¢ dostepng dla osteoklastow. Zanotowano réwniez
radykalnie zwigkszong ilos¢ pgknieé i szczelin w strukturze beleczek kostnych czynigcych je bardziej
podatnymi na dalsze uszkodzenia.

Deksametazon zmniejszal objeto$¢ koSci gabczastej i grubos¢é beleczek kostnych, przez co
w obrazie histologicznym widoczne staly si¢ objawy ubytku tkanki kostnej, charakterystyczne dla
osteoporozy. W obrazie histologicznym zaobserwowano takze zwigkszenie ilosci i powierzchni

obszaroéw osteoidu, niezmineralizowanej kosci, u prosiat otrzymujacych sam deksametazon, a takze
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zwigkszong liczb¢ jamek kostnych oraz hipertrofi¢ osteocytow. Biorac pod uwage strukturg
histologiczng tkanki kostnej blaszkowatej Dex musial wplyna¢ na zaburzenie procesu formowania
blaszek kostnych budujacych strukturg osteonow. Co za tym idzie, cienszym i liczniejszym blaszkom
towarzyszyla mniejsza ich wytrzymatos¢ i wydluzenie procesu przebudowy, a zatem pogorszenie
wiasciwosci adaptacyjnych szkieletu, a w konsekwencji mozliwe wady rozwojowe wzrastajacego
organizmu.

Ponadto podawany postnatalnie deksametazon zmniejszal poziom hormonu wzrostu,
insulinopodobnego czynnika wzrostu 1, osteokalcyny, kortyzolu i mocznika. W przeciwienstwie do
terapii prenatalnej, Dex podawany postnatalnie nie wptynat na poziom alkalicznej fosfatazy kostne;.
Odnotowano natomiast zwigkszone st¢zenie glicyny, glutaminy i glutaminianu oraz zmniejszony
poziom proliny w surowicy, co dodatkowo moze §wiadczy¢ o obnizeniu syntezy kolagenu, zatem
posrednio thumaczy¢ ubytek tkanki kostnej, poza spadkiem jej mineralizacji.

Suplementacja pokarmowa kwasem 2-oksoglutarowym w duzej czesci zapobiegata utracie
masy ciata, istotnie poprawiajgc ten parametr, ale nie odwracata catkowicie dziatania glikokortykoidu.
Podobnie, 2-Ox zapobiegal utracie masy kosci i ich dlugosci, jednoczes$nie istotnie poprawiajac
parametry mechaniczne 1 geometryczne kosci, zmniejszajac, a nawet odwracajac niekorzystne
odziatywanie glikokortykoidu. Najwyrazniej postnatalne oddzialywanie suplementacji 2-Ox
zaobserwowano w kos$ci ramiennej gdzie niemal odwrocit on dziatanie Dex. Kwas 2-oksoglutarowy
zwigkszyl mineralizacj¢ ko$ci, mocno zredukowang przez Dex, jednakze nie do poziomu kontroli.
Suplementacja 2-Ox bardzo wyraznie poprawita wlasciwosci struktury mikroskopowej badanych kosci.
Kwas 2-oksoglutarowy w pelni zapobiegat wzrostowi wymiaru fraktalnego, zwigkszat objetos¢ kosci
beleczkowej 1 grubos¢, jednoczesnie zmniejszajac wielko$¢ 1 ilos¢ obszaréw kosci niezmineralizowanej,
zapobiegajac niemal w pelni oddziatywaniu postnatalnemu glikokortykoidu. Ponadto suplementacja 2-
Ox zapobiegata wzrostowi ilo$¢ jamek kostnych 1 hipertrofii osteocytow, zwigkszata poziom hormonu
wzrostu, osteokalcyny, mocznika, kwasu moczowego i kreatyniny w surowicy krwi. Poziomy hormonu
wzrostu, kwasu moczowego i kreatyniny byty nawet wicksze niz u zwierzat kontrolnych. Z drugie strony
odnotowano obnizenie poziomoéw glicyny, glutaminy i glutaminianu oraz zwigkszenie poziomu proliny
pod wplywem jednoczesnego podawania 2-Ox w stosunku do samego Dex.

Powyzsze wyniki i obserwacje przedstawionych doswiadczen z indukowang osteopenig
pozwolity na wysunigcie kilku wnioskéw. Zardwno prenatalna jak i postnatalna ekspozycja na nadmiar
glikokortykoidow znaczgco uposledza prawidlowy rozwdj szkieletu a utrwalone w dtugim okresie czasu
uposledzenie rozwoju organizmu powoduje w duzej cze$ci nieodwracalne zmiany. Z drugiej strony, na
wczesnym etapie rozwoju obserwowane zmiany w szkielecie byly odwracalne cze$ciowo, a niekiedy
nawet calkowicie, przez wzbogacenie pokarmu kwasem 2-oksoglutarowym, ktory wykazal bardzo
dobre wlasciwosci protekcyjne. Ponadto, 2-Ox wykazywat réwniez dziatanie protekcyjne tkanki
chrzgstnej zwierzat dojrzatych, ktéorych rozwodj byl uposledzony przez prenatalne odzialywanie

nadmiaru glikokortykoidow.



Wiedza zdobyta na podstawie powyzszych doswiadczen moze sta¢ si¢ przyczynkiem do
powstania nowych zlozonych terapii wykorzystujacych kwas 2-oksoglutarowy jako substancje
pomocnicza w leczeniu dzieci wymagajacych prenatalnej lub postnatalnej interwencji
z wykorzystaniem glikokortykoidow. Cechy takie jak brak toksycznosci, naturalny charakter substancji,
jej udzial w metabolizmie energetycznym i aminokwasow, wlasciwosci protekcyjne w stosunku do
tkanki tacznej w przypadku ekspozycji na glikokortykoidy oraz dane o wykorzystaniu u ludzi dorostych
w prewencji post menopauzalnej osteoporozy stanowig niewatpliwy atut kwasu 2-oksoglutarowego
1 moga by¢ wzigte pod uwage w praktyce klinicznej.

Wyniki uzyskane w do$wiadczeniu z dziataniem 2-Ox w okresie postnatalnym sktaniaty do
zastanowienia si¢ nad wptywem kwasu 2-oksoglutarowego na rozwdj szkieletu w okresie dojrzewania.

Zjawisko wzrostu, rozbudowy i dojrzewania szkieletu nie przebiega jednostajnie. Mozna
wyrozni¢ okresy przyspieszonego i spowolnionego wzrostu. Jednym z okresOw przyspieszenia wzrostu
1 duzych zmian w obrebie szkieletu jest etap dojrzewania. W przytoczonym powyzej do§wiadczeniu
(b.4) 2-Ox wyraznie stymulowat wzrost chrzgstki u zwierzat opoéznionych rozwojowo.
Zastanawiajagcym bylo zatem czy u zwierzat rozwijajacych si¢ prawidtowo kwas 2-oksoglutarowy
bedzie dodatkowym stymulatorem wzrostu szkieletu. W zwigzku z tym przeprowadzono doswiadczenie
(b.3) na 7-tygodniowych szczurach, ktorym podawano 2-Ox droga pokarmowa przez 7 tygodni. Wzrost
szkieletu u tych zwierzat jest trojfazowy i obejmuje okres przyspieszonego wzrostu migdzy 1 a 5
tygodniem zycia, po czym spowalnia az do osiagni¢cia dojrzatosci tj. pomigdzy 11 a 13 tygodniem,
1 nastgpnie jest kontynuowany w spowolnionym tempie do 26 tygodnia, kiedy to praktycznie ustaje.

Ponadto gryzonie charakteryzuja si¢ brakiem catkowitego zaniku ptytki wzrostowej w kosciach
dtugich, a jej pelng aktywno$¢ mozna obserwowac jeszcze w 13-14 tygodniu zycia. Zatem dodatkowym
celem doswiadczenia byto zbadanie wptywu 2-Ox na szkielet w okresie spadku intensywno$ci wzrostu.

Suplementacja kwasem 2-oksoglutarowym przyspieszyta tempo wzrostu masy ciata, nie
wplyneta natomiast na bezwzgledng mase kosci dlugich, ale zwigkszyta dlugos¢ kosci udowej 1 jej
gesto$¢ mineralng. Najwigksze zmiany zaobserwowano w tkance chrzestnej, gdzie 2-Ox zwigkszyt
catkowitg grubo$¢ chrzastki wzrostowej, szczegdlnie w warstwach spoczynkowej i mineralizacji, oraz
radykalnie zwigkszyt grubos$¢ chrzastki stawowej, wszystkich trzech warstw. Ponadto u szczurow
otrzymujacych 2-Ox odnotowano wzrost intensywnosci autofluorescencji macierzy chrzastki stawowej,
co $wiadczyto o wzroscie ilosci kolagenu. Nie zauwazono natomiast zmian w ilo$ci grup izogenicznych
oraz chondrocytéw. Z drugiej strony 2-Ox spowodowat spadek grubo$ci beleczek kostnych i objetosé
ko$ci beleczkowej, oraz zwigkszyt intensywnos¢ autofluorescencji beleczek kostnych. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze kwas 2-oksoglutarowy wptywat w zdecydowanie wigkszym stopniu na chrzastke niz na
ko$§¢. Pomimo przyspieszenia tempa wzrostu masy ciata 2-Ox nie zmienil znaczaco rozwoju koséca,
chociaz zdecydowanie stymulowat chrzastke wzrostowsg i stawowa.

Biorac pod uwage doniesienia o zastosowaniu glutaminy i glutaminianu w iniekcjach

dostawowych w celu hamowania progresji objawow reumatoidalnego zapalenia stawow, zarazem staba
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stabilnos¢ glutaminy w roztworach wodnych oraz wyniki przedstawionych powyzej badan, 2-Ox moze
stanowi¢ alternatywe w tego typu terapiach. Reumatoidalne zapalenie stawow i jego liczne odmiany sa
coraz czeSciej diagnozowane u osob mlodych w okresie dojrzewania a nawet u dzieci. Wyniki
przedstawionych badan nad zastosowaniem kwasu 2-oksoglutarowego u mtodocianych zwierzat moga
sta¢ si¢ przyczynkiem do badan nad dodatkowymi opcjami wspierania terapii stanow zapalnych
w obrebie stawow, zwlaszcza u 0s6b mtodych, u ktorych nie zakonczyt si¢ rozwoj szkieletu.

Innym obszarem gdzie badano mozliwo$¢ zastosowania kwasu 2-oksoglutarowego byly
zaburzenia mineralizacji kosci i struktury chrzastki wywotywane przez interwencje farmakologiczne
lub chirurgiczne w obrebie uktadu pokarmowego (przedstawione w podpunktach b.2, b.5). W badaniach
skupiono si¢ na skutkach ubocznych operacji bariatrycznych, zwigzanych z leczeniem skrajnej otytosci,
oraz wykorzystania inhibitorow pompy protonowej w zaburzeniach przelykowo-zotadkowo-jelitowych.
Pacjenci dotknigci tymi dwiema grupami chordb cywilizacyjnych stanowig ogromna, stale rosngco
grupe przewlekle chorych ludzi, leczonych niejednokrotnie w bardzo dtugich okresach czasu. Leczenie
to niesic za sobg dlugofalowe efekty uboczne, niejednokrotnie zwigzane z powstaniem nowych,
ubocznych schorzen w tym osteopenii i osteoporozy. Co gorsza, duzg grupg pacjentow dotknietych
otyloscia, refluksem zotgdkowo-przelykowym czy krtaniowo-przetykowym, choroba wrzodowsa,
zespolem Zollingera-Ellisona lub idiopatyczng nadwrazliwos$cig sg ludzie mtodzi juz w okresie
dojrzewania.

Przeprowadzono zatem dwa eksperymenty na mtodych szczurach laboratoryjnych w okresie
intensywnego wzrostu kosci dlugich. Podobnie jak w poprzednio opisanych doswiadczeniach rowniez
za cel postawiono ocen¢ zmian w obrebie szkieletu wywotanych zastosowaniem z jednej strony
omeprazolu, z drugiej gastrektomii. Oba typy leczenia moga bowiem prowadzi¢ do osteopenii.
Zasadnym bylo zatem zbadanie ewentualnego protekcyjnego wplywu kwasu 2-oksoglutarowego
u zwierzat z osteopenia indukowang inhibitorem pompy protonowej lub gastrektomig.

W pierwszym doswiadczeniu (b.2) mtodym siedmiotygodniowym szczurom podawano
omeprazol lub omeprazol z kwasem 2-oksoglutarowym przez siedem tygodni, po czym badano kos$ci
dlugie. Stwierdzono spadek masy badanych kos$ci u zwierzat otrzymujgcych inhibitor pompy
protonowej. Nie odnotowano natomiast zmian w dtugosci kosci. Szczury otrzymujace obie badane
substancje posiadaty krotsze kosci piszczelowe. Omeprazol, czego nalezato si¢ spodziewac, wywotat
u zwierzat hipergastrynemi¢ a takze znaczaco zmniejszyt gesto$¢ mineralng oraz parametry
geometryczne ko$ci, w szczegdlnosci kosci udowej. Co ciekawe, zastosowanie omeprazolu
spowodowato zmniejszenie sprezystosci kosci dlugich bez znaczacego wptywu na pozostate parametry
mechaniczne. Natomiast w przypadku analizy histomorfometrycznej tkanki kostnej nie odnotowano
znaczgcego wplywu omeprazolu, poza zwigkszeniem przestrzeni mie¢dzybeleczkowej oraz
zmniejszeniem ilosci osteocytéw w przynasadzie piszczeli i zwigkszeniem ilo$ci osteocytow w kosci

udowej. Nie wykazano natomiast zmian w obrgbie tkanki chrzgstne;.
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Kwas 2-oksoglutarowy w niewielkim stopniu poprawial mineralizacj¢, parametry
geometryczne i sprezysto$¢ kosci. Zmniejszat rowniez zmiany w obrebie kosci beleczkowej. Ponadto
2-Ox zapobiegal wzrostowi poziomu gastryny u szczurOw otrzymujacych omeprazol. Kwas 2-
oksoglutarowy okazal si¢ czynnikiem zapobiegajgcym hipergastrynemii. Wobec doniesien
literaturowych podkreslajacych uboczne skutki dlugotrwalego stosowania inhibitorow pompy
protonowej, obejmujacych zaburzenia gospodarki wapnia i jego wchianiania oraz wtérng nadczynnosé
przytarczyc, substancja regulujaca poziom gastryny moze by¢ pomocnym uzupetnieniem stosowanej
terapii. Dodatkowo kwas 2-oksoglutarowy wykazal w pewnym stopniu wtasciwosci protekcyjne wobec
badanych kosci mimo, ze dos$wiadczenie przeprowadzono w relatywnie krotkim okresie czasu.
Uzyskane wyniki mogg by¢ przyczynkiem do dalszych badan wspomagania terapii inhibitorami pompy
protonowe;.

W drugim do$wiadczeniu (b.5), ze wzgledu na znane skutki gastrektomii w obrebie tkanki
kostnej (Zal. 4. p. I1.A.5) oraz wyniki wskazujace na protekcyjne oddziatywanie 2-Ox na chrzgstke,
skupiono si¢ wtasnie na tkance chrzestnej. Chociaz operacje bariatryczne sg bardzo efektywng metoda
zapobiegania skrajnej otytosci, czgsto ratujgc zycie podobnie jak w przypadku raka zoladka czy
powiklanych choréb wrzodowych, to niosg ze soba dlugofalowe skutki uboczne. Podobnie jak
w poprzednim przypadku (b.2) moga to by¢ zaburzenia gospodarki wapniowej w organizmie, ale
réwniez zburzenia metabolizmu i wchtaniania witaminy D, przyspieszony obrot kostny i utrata tkanki
kostnej prowadzace do osteoporozy. Dodatkowo, w przeciwienstwie do doniesien na temat wptywu
gastrektomii na ko$ci, mato jest informacji odno$nie wptywu tego typu procedur chirurgicznych na
tkanke chrzgstng. Biorge pod uwage niskie tempo metabolizmu chrzastki i jej regeneracji oraz trudnos$ci
w jej leczeniu, pomimo ogromnego postepu wiedzy i metod leczenia, wszelkie uszkodzenia i zaburzenia
jej struktury moga prowadzi¢ do choroby zwyrodnieniowej stawow, jednej z najpowszechniejszych
chordéb uktadu migsniowo-szkieletowego. Zatem moze dochodzi¢ do paradoksalnej sytuacji, w ktorej
operacja majgca zapobiega¢ immobilizacji organizmu wywotanej zbyt duza masg ciala, doprowadza
w swych konsekwencjach do unieruchomienia i niepetnosprawnosci w wyniku uszkodzen w obrebie
stawow. Dlatego tez wydaje si¢ by¢ bardzo istotne poszukiwanie metod zapobiegania wystgpowania
wymienionych skutkéw ubocznych. W zwigzku z tym, u dziesi¢ciotygodniowych szczurow
indukowano osteopeni¢ przy pomocy zabiegu gastrektomii i podawano kwas 2-oksoglutarowy droga
pokarmowg w ciggu 8 tygodni w celu zbadania zar6wno wplywu operacji jak i pooperacyjnej
suplementacji 2-Ox na strukturg histologiczng chrzastki wzrostowej i stawowej. Gastrektomia wywotata
spadek catkowitej grubosci obu ocenianych chrzastek, najbardziej oddzialujac na warstwy posrednia,
promieniowg 1 mineralizacji w chrzgstce stawowej oraz warstwy proliferacji, hipertroficzng
1 mineralizacji w chrzastce wzrostowej. Skutki uboczne zastosowanej operacji byly silniejsze w obrebie
chrzastki stawowej. Chociaz gastrektomia nie miata istotnego wptywu na ilo§¢ chondrocytéw w obu
badanych chrzgstkach to zmniejszata wielko$¢ oraz zmieniata ksztatt komérek. Ponadto zaobserwowano

zmiany w ilosci 1 rozmieszczeniu kolagenu w chrzastce stawowej. W warstwach powierzchniowej
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1 promieniowej stwierdzono zmniejszong ilo$¢ kolagenu drobnowldknistego, co wskazywato na
zaburzenia procesOw syntezy tego waznego biatka strukturalnego. Najprawdopodobniej z powodu
krotkiego czasu doswiadczenia nie zauwazono istotnych zmian w ilo$ci i rozktadzie proteoglikandw, co
moglo by by¢ objawem zmian degeneracyjnych w chrzastce stawowej. Z drugiej strony suplementacja
kwasem 2-oksoglutarowym niemal calkowicie zniwelowata skutki uboczne gastrektomii zwigkszajac
grubos¢ obu chrzastek niemalze do poziomu kontroli, zwigkszajac ilos¢ chondrocytéw, niwelujac
zmiany ksztaltu komorek i zabezpieczajgc synteze i dystrybucje kolagenu w poszczegoélnych warstwach
chrzastki stawowej. Jednak w poréwnaniu do poprzednich badan (b.3) zanotowano odmienne dziatanie
2-Ox na chrzastke, co moglo by sugerowa¢ odmienne dzialanie tej substancji w przypadku zwierzat
zdrowych lub narazonych na r6znego typu stres. Prawdopodobnie ze wzgledu na wiele roznych szlakow
metabolicznych, w jakich bierze udzial kwas 2-oksoglutarowy istnieje mozliwo$¢ wystepowania
specyficznych mechanizmoéw regulacyjnych dziatania tej substancji. Stad tez postulowany poglad
0 odmiennym dziataniu 2-Ox w organizmie zdrowym lub w rézny sposob dotknigtym chorobg badz
stanem zaburzenia rozwoju. Biorgc pod uwage funkcje kwasu 2-oksoglutaroweg jako donora energii
1 stymulatora syntezy kolagenu mozna wyciagng¢ wniosek, ze anaboliczna rola badanej substancji moze
by¢ gldéwnym mechanizmem odpowiedzialnym za jej protekcyjne oddzialywanie w przypadku
gastrektomii. Poniewaz operacje bariatryczne sg czesto stosowane w celu redukcji masy ciata u otytych
pacjentow, szczegoélnie mtodych, przedstawione wyniki mogg mie¢ kliniczne zastosowanie. Niniejsze
badania daty okazj¢ do poszerzenia wiedzy o skutkach ubocznych gastrektomii w stosunku do chrzastki
szklistej, a rownoczesnie do okreslenia mozliwych efektow ochronnych suplementacji kwasem 2-
oksoglutarowym. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze gastrektomia znaczgco pogarsza wlasciwosci
chrzastki szklistej a podawanie kwasu 2-oksoglutarowego w diecie jest w stanie znaczaco zredukowaé

jej skutki uboczne.

5. Omowienie pozostatych osiagnig¢ naukowo — badawczych

Przyczynkiem od przeprowadzenia badan przedstawionych w osiggnigciu naukowym byty
wyniki licznych do$wiadczen, z wykorzystaniem r6znych modeli zwierzecych 1 bodzcow stresowych,
w ktorych oceniano prenatalny jak i postnatalny wptyw kwasu 2-oksoglutarowego na uktad
odpornosciowy, szkieletowy i pokarmowy. Ocenianymi czynnikami stresowymi byly prenatalna
1 postnatalna ekspozycja na glikokortykoidy oraz dwie odmiany operacji bariatrycznych: gastrektomia,
i fundektomia. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen opublikowano w o$miu ponizej zestawionych
artykutach. Kwas 2-oksoglutarowy podawany prenatalnie zapobiegat spadkowi masy ciata noworodkow
$win otrzymujacych deksametazon, obnizal on takze poziom cholesterolu u loch, podwyzszony przez
nadmiar glikokortykoidow. Kwas 2-oksoglutarowy podawany prenatalnie zwigkszat poziom lizozymu
1 biatka catkowitego we krwi 14 dniowych prosiat. Podobnie wykazywat dziatania ochronne w stosunku
do bariery jelitowej 1 struktury watroby u prosigt narazonych na prenatalne oddziatywanie

deksametazonu. Wreszcie, zarowno w przypadku gastrektomii jak i fundektomii suplementacja kwasem
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2-Oksoglutarowym w znaczacym stopniu redukowata objawy osteopenii i osteoporozy w obrebie kosci
dtugich i ptaskich. Dodatkowo w przypadku fundektomii obserwowano ochronne dzialanie 2-Ox
w stosunku do chrzastki stawowej jak i wzrostowej. Planowana jest kontynuacja przedstawionych

badan.

1) Sliwa E, Dobrowolski P, Tatara MR, Pierzynowski SG, (2007) Alpha-ketoglutarate partially protects newborns from
metabolic changes evoked by chronic maternal exposure to glucocorticoids. Journal of Pre-Clinical and Clinical Research
1(1), 055-059.

2) Sliwa E, Dobrowolski P, Siwicki AK, Pierzynowski SG, (2007) Changes of a non-specific defense mechanism in blood
serum of piglets induced by prenatal and postnatal administration of a-ketoglutarate. Bull Vet Inst Pulawy 51, 297-301.

3) Dobrowolski P, Piersiak T, Surve VV, Kruszewska D, Gawron A, Pacuska P, Hakanson R, Pierzynowski SG (2008)
Dietary a-ketoglutarate reduces gastrectomy-evoked loss of calvaria and trabecular bone in female rats. Scand J
Gastroenterol, 43(5), 551-558.

4) Sliwa E, Dobrowolski P, Tatara MR, Piersiak T, Siwicki A, Rokita E, Pierzynowski SG (2009) Alpha-ketoglutarate
protects the liver of piglets exposed during prenatal life to chronic excess of dexamethasone from metabolic and structural
changes. ] Anim Physiol Anim Nutr 93, 192-202.

5) Sliwa E, Adaszek L., Tatara M, Dobrowolski P (2010) Short- and long-term consequences on biochemical markers after
fundectomy in pigs supplemented with 3-hydroxy-3-me-thylbutyrate and alpha-ketoglutarate. J Anim Physiol Anim Nutr
(Berl). 123, 397-405.

6) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Puzio I (2012) Postnatal administration of 2-oxoglutaric acid improves intestinal barrier
affected by prenatal action of dexamethasone in pigs. Nutrition 28, 190-196.

7) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Kostro K, Jakubczak A, Taszkun I, Jaworska-Adamu J, Zmuda A, Rycerz K, Muszynski
S (2015) Effect of HMB and 2-Ox administered during pregnancy on bone properties in primiparous and multiparous
minks (Neivison vison). Bull Vet Inst Pulawy 59, 563-568.

8) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Prost L, Hulas-Stasiak M, Muszynski S, Blicharski T (2016) The effect of
supplementation of glutamine precursor on the growth plate, articular cartilage and cancellous bone in fundectomy-
induced osteopenic bone. J Vet Med Sci 78(4), 563-571.

Inng wazna czeg$ciag mojej pracy naukowej byt takze udziat w badaniach tzw. prenatalnego
programowania rozwoju. W doswiadczeniach skupiano si¢ mi¢dzy innymi na ostatnich tygodniach
cigzy, w ktorych uklad kostnoszkieletowy podlega intensywnym zmianom. Jako czynnika
stresogennego uzyto deksametazonu, syntetycznego glikokortykoidu, szeroko stosowanego zarowno
w medycynie ludzkiej jak i weterynarii. Lek ten pomimo braku dzialania mineralokortykosteroidowego
i diabetogennego moze doprowadza¢ do osteoporozy polekowej, co bylo waznym czynnikiem
przemawiajacym za wyborem tej substancji. Do do§wiadczen wykorzystano dwa modele zwierzece:
$wini¢ domowg oraz mysz kolczysta ze wzgledu na relatywnie dlugie okresy cigzy. Przeprowadzone
badania, opublikowane w serii o$miu artykulow przytoczonych ponizej, wykazaly, ze nawet
najmniejsza ingerencja farmakologiczna upo$ledzata prawidtowe wyksztalcenie szkieletu oraz jego
funkcjonalng sprawno$¢ w nastepnych okresach rozwoju organizmu. Zaréwno prenatalne jak
1 postnatalne stosowanie deksametazonu niosto za sobg zahamowanie ogélnego wzrostu organizmu,
wzrostu i1 dojrzewania kosci, czego objawami byty spadki parametrow geometrycznych, mechanicznych
1 mineralizacji. Istotne pogorszenie wlasciwosci struktury kosci obserwowano réwniez w przypadku

parametréw histomorfometrycznych kosci.

1) Sliwa E, Dobrowolski P, (2007) Perinatal programming of skeletal system. Journal of Pre-Clinical and Clinical Research,
1(2), 112-118.
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2) Sliwa E, Dobrowolski P, Piersiak T (2010) Bone development of suckling piglets after prenatal, neonatal or perinatal
treatment with dexamethasone. J Anim Physiol Anim Nutr 94, 293-306.

3) Tomaszewska E, Dobrowolski P (2011) Prenatal glucocorticoids can programme postnatal development. Journal of Pre-
Clinical and Clinical Research, 5(1), 21-6.

4) Tomaszewska E, Dobrowolski P (2012) Maternal glucocorticoid treatment as a model for examining foetal gender-specific
effects of the development that influences the bone metabolism of neonatal piglets. Bull Vet Inst Pulawy 56, 247-253.

5) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Puzio I (2013) Morphological changes of the cartilage and bone in newborn piglets
evoked by experimentally induced glucocorticoid excess during pregnancy. J Anim Physiol Anim Nutr 98, 785-796.

6) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Siwicki A (2012) Maternal treatment with dexamethasone at minimal therapeutic doses
inhibits neonatal bone development in gender-dependent manner. Livestock Science 146, 175-182.

7) Iwaniak P, Dobrowolski P, Tomaszewska E, Hufas-Stasiak M, Tomczyk A, Gawron A (2016) The influence of
dexamethasone administered prenatally on cartilage of newborn spiny mouse (Acomys cahirinus) offspring. J Dev Orig
Hilth Dis 7(3), 298-305.

8) Hutas-Stasiak M, Dobrowolski P, Tomaszewska E (2016) Prenatally administered dexamethasone impairs
folliculogenesis in spiny mouse offspring. Reprod Fertil Dev 28, 1038-1048.

Inng gatezig badan, w ktére bylem zaangazowany to do§wiadczenia z prenatalnym stosowaniem
suplementacji pokarmowej kwasem B-hydroksy-p-metylomastowym (HMB) u $§wini domowej i myszy
kolczystej, ktorych wyniki opublikowano w serii 4 ponizszych artykutow. Badania wykazaty silny
anaboliczny efekt prenatalnego podawania HMB na noworodki zarowno $wini domowej jak i myszy
kolczystej. U gryzoni dodatkowo wykazano wplyw badanej substancji na wygtadzenie powierzchni
szkliwa zgbow, co moze skutkowa¢ zmniejszeniem mozliwos$ci adhezji bakterii. Ponadto efekt dziatania
HMB zalezal od okresu podawania. Jednakze prawdopodobnie kwas B-hydroksy-f-metylomastowy
podawany prenatalnie moze zaburza¢ kontrole i synchronizacje pobudliwosci komoérek nerwowych.
Badania te bgdg kontynuowane w przysztosci w celu weryfikacji i sprecyzowania pozytywnych jak

i negatywnych konsekwencji suplementacji HMB.

1) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Hutas-Stasiak M, Tomczyk A (2015) Maternal nutrition with B-hydroxy-B-
methylbutyrate as strong determinants of the development of newborn offspring in pigs. J Neonatal Biol 4, 183. doi:
10.4172/2167-0897.1000183. (open acess)

2)  Swietlicka I, Muszynski S, Tomaszewska E, Dobrowolski P, Kwasniewska A, Swietlicki M, Skic A, Gotacki K (2016)
Prenatally administered HMB modifies the enamel surface roughness in spiny mice offspring: An atomic force microscopy
study. Arch Oral Biol 70, 24-31.

3) Krawczyk A, Rycerz K, Jaworska-Adamu J, Tomaszewska E, Dobrowolski P (2016) Calretinin expression in
hippocampus of mouse offspring from dams treated with -hydroxy-p-methylbutyrate. Med Weter, 72, 423-429.

4) Muszynski S, Tomezyk A, Dobrowolski P, Tomaszewska E, Hutas-Stasiak M (2017) Preliminary study of time-dependent
influence of maternal nutrition with addition of B-hydroxy-p-methylbutyrate on the body weight and selected organs
weight in the new-born spiny mice (Acomys cahirinus) offspring. Electronic Journal of Polish Agricultural Universities,
19(4) http://www.ejpau.media.pl/ volume19/issued/art-08.html.

Nastepng grupa doswiadczen, w ktore bylem zaangazowany, mozna okresli¢ jako szeroko pojgte
badania nad dodatkami paszowymi oraz procedurami hodowlanymi stosowanymi w chowie trzody
chlewnej i drobiu w $wietle ich wptywu na rozwoj szkieletu i uktadu pokarmowego. Wyniki badan sg
zawarte w siedmiu ponizszych publikacjach. Stosowane preparaty allicyny i ekstraktu czosnkowego
u cigzarnych 1 karmigcym $§win zwigkszaty powierzchni¢ i poprawiaty parametry morfologiczne jelita
cienkiego prosigt w trakcie ich rozwoju. Wielko$¢ obserwowanych efektow zalezata od okresow
rozwojowych. Oba preparaty wykazaty dziatanie stymulujgce rozw6j w duzym stopniu poprzez swoje

antybakteryjne 1 immunostymulujgce wlasciwosci. Komplementarne wyniki osiggnigto przy
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zastosowaniu obu preparatow u prosigt. Z kolei stres wywotany odsadzeniem, badany w kolejnym
eksperymencie, uwidocznit mechanizm regulacji wzrostu organizmu zalezny od poziomu
aminokwasow we krwi, czego dowodzit brak istotnych zmian w poziomach hormonéw regulujacych
procesy wzrostu. Niezamierzony okres gtodzenia zwigzany ze zmiang typu pokarmu moze wplywac na
przyrost masy ciala poprzez zmiany poziomu aminokwasow we krwi. Z kolei w nastepnych
doswiadczeniach zwrocono uwage na wptyw dodatkow paszowych na witasciwosci szkieletu zwierzat
hodowlanych. Zastosowanie bentonitu, substancji o silnych wlasciwosciach absorpcyjnych,
zapobiegato mykotoksycznosci deoksynivalenolu, objawiajacej si¢ wystgpieniem objawow osteopenii
w kosciach dlugich norek. Stwierdzono, takze, ze suplementacja probiotykami diety hodowlanych
indykow moze wywiera¢, zalezny od dawki, pozytywny wptyw na rozwdj koséca tych zwierzat. Ponadto
badano wptyw zabiegu kaptonowania na wlasciwosci szkieletu u dwoch rodzimych ras kur: polbaréw
1 zielonondzki. Zabieg kastracji ma w praktyce hodowlanej zwigksza¢ tempo przyrostu masy ciala,
jednoczesnie polepszajac walory smakowe migsa. Pomimo osiagniecia zakladanego wyzszego tempa
wzrostu masy ciata, zabieg uposledzal rozwo6j kosci dlugich w zakresie geometrii, mechaniki

1 mineralizacji, czynigc je bardziej podatne na trwate deformacje ze wzgledu na spadek elastycznosci.

1) Tatara MR, Sliwa E, Dudek K, Kowalik S, Gawron A, Piersiak T, Dobrowolski P, Studzifiski T, (2005) Effect of aged
garlic extract and allicin administration to sows during pregnancy and lactation on body weight gain and gastrointestinal
tract development of piglets: Morphological properties of the small intestine. Part II. Bull Vet Inst Pulawy 49, 455-464.

2) Tatara MR, Sliwa E, Dudek K, Gawron A, Piersiak T, Dobrowolski P, Mosiewicz J, Siwicki AK, Studziaski T (2008)
Aged garlic extract and allicin improve performance and gastrointestinal tract development of piglets reared in artificial
sow. Ann Agric Environ Med 15, 63-69.

3) Dobrowolski P, Sliwa E (2008) The weaning-related changes in amino acids status of blood plasma in piglets. Journal of
Pre-Clinical and Clinical Research, 2(1), 071-074.

4) Tomaszewska E, Muszynski S, Dobrowolski P, Kostro K, Taszkun I, Zmuda A, Blicharski T, Kedzia P (2016) Bentonite
diminishes DON-induced changes in bone development in mink dams. J Vet Res 60, 349-355.

5) Tomaszewska E, Kwiecien M, Dobrowolski P, Klebaniuk R, Muszynski S, Olcha M, Blicharski T, Grela E (2016) Dose-
dependent effects of probiotic supplementation on bone characteristic and mineralization in meat-type female turkeys.
Anim Prod Sci, DOI: 10.1071/AN16289.

6) Tomaszewska E, Kwiecien M, Muszynski S, Dobrowolski P, Kasperek K, Blicharski T, Jezewska-Witkowska G, Grela
ER (2017) Long-bone properties and development are affected by caponisation and breed in Polish fowls. Brit Poultry Sci
DOI: 10.1080/00071668.2017.1280770.

7) Muszynski S, Kwiecien M, Tomaszewska E, Swietlicka I, Dobrowolski P, Kasperek K, Jezewska-Witkowska G (2017)
Effect of caponization on performance and quality characteristics of long bones in Polbar chickens. Poultry Sci 96, 491-
500.

W swojej pracy naukowej zaangazowatem si¢ takze w badania wplywu suplementacji réznymi
postaciami miedzi i cynku na struktur¢ wybranych organéw uktadu pokarmowego oraz szkieletowego.
Wplyw miedzi oceniano z wykorzystaniem modelu szczura laboratoryjnego w roznych okresach
rozwojowych, natomiast cynk badano na broilerach kury domowej. Badano migdzy innymi wptyw
roznych ilosci chelatow aminokwasowych miedzi, w poréwnaniu do formy nieorganicznej, na
parametry biochemiczne i strukture histologiczng watroby oraz jelita cienkiego dojrzewajacych
szczurow. Wigksza biodostepnos¢ miedzi w postaci organicznej moze powodowac objawy toksycznosci
tego mikroelementu w poroéwnaniu do ilosciowo jednakowych dawek soli miedzi. Okazalo si¢, ze

zawarto$¢ chelatow w paszy, odpowiadajaca 25% dziennego zapotrzebowania na miedz w postaci
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nicorganicznej, pokrywata dzienne zapotrzebowanie dojrzewajacych szczurow na ten mikroelement,
jednocze$nie wywierajac najmniejsze zmiany w strukturze watroby. Z kolei 50 i 75% réwnowaznik
miedzi nieorganicznej nie wywierat wptywu na strukture jelita cienkiego u mtodych szczuréw. Z drugie;j
strony osobniki dojrzate wykazywaty wyzszg tolerancje, gdyz juz zawarto$¢ chelatow odpowiadajaca
75% dziennego zapotrzebowania na miedz wywierata najmniejsze zmiany w strukturze watroby i jelita
cienkiego. Taka sama dawka chelatow miedzi okazata si¢ najbardziej efektywna w przypadku oceny jej
wplywu na kosci dojrzatych szczurdéw, gdzie zaobserwowano poprawe wytrzymato$ci mechanicznej,
zwigkszong objetos¢ kosci beleczkowej i wzrost grubosci chrzastki stawowej oraz zawartosci
proteoglikanéw. W innym dos$wiadczeniu na dojrzewajacych szczurach badano preparat miedzi
w postaci nanoczastek poréwnujac go do weglanu miedzi, standardowo stosowanego w paszach dla
gryzoni. Preparat nanomiedzi zwigkszat mechaniczng wytrzymato$¢ kosci badanych zwierzat
w poréwnaniu do soli weglanowej. Innym badanym mikroelementem byt cynk podawany broilerom
w formie chelatu aminokwasowego lub tlenku cynku. Podobnie jak w przypadku miedzi skupiono si¢
na zbadaniu wpltywu réwnowazniko6w dziennego zapotrzebowania na rozwo6j 1 wihasciwosci
mechaniczne, geometryczne i histologiczne ko$ci. Suplementacja przy pomocy chelatow cynku,
odpowiadajaca 25% dziennego zapotrzebowania na ten mikroelement okazala si¢ niewystarczajaca dla
poprawnego rozwoju piszczeli, na co wskazywatla analiza struktury histologicznej, chociaz z drugiej
strony nie zaburzyla wzrostu broilerow, ani parametréw mechaniki i geometrii badanej kosci. Poprawe
parametréw zwlaszcza mechanicznych uzyskano dla rownowaznika 50% dziennego zapotrzebowania
na cynk, niezaleznie od formy podawania pierwiastka. Jednak i w tym przypadku obserwowano
negatywne zmiany struktury histologicznej kosci beleczkowej zwlaszcza w obrebie piszczeli. Zatem
w przypadku cynku niezaleznie od formy jego podawania rekomendowana jest petna 100% dawka

dziennego zapotrzebowania dla w peli prawidlowego rozwoju szkieletu broileréw.

1) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Kwiecien M, Burmanczuk N, Badzian B, Szymanczyk S, Kurlak P (2014) Alterations
of liver histomorphology in relation to copper supplementation in inorganic and organic form in growing rats. Bull Vet
Inst Pulawy 58, 479-486.

2) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Kwiecien M (2016) Intestinal alterations, basal hematology, and biochemical parameters
in adolescent rats fed different sources of dietary copper. Biol Trace Elem Res 171, 185-191.

3) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Kwiecien M, Winiarska-Mieczan A, Tomczyk A, Muszynski S (2016) The influence of
the dietary Cu-glycine complex on the histomorphology of cancellous bone, articular cartilage, and growth plate as well
as bone mechanical and geometric parameters is dose dependent. Biol Trace Elem Res DOI 10.1007/s12011-016-0894-x.

4) Tomaszewska E, Muszynski S, Ognik K, Dobrowolski P, Kwiecien M, Juskiewicz J, Chocyk D, Swietlicki M, Blicharski
T, Gladyszewska B (2017) Comparison of the effect of dietary copper nanoparticles with copper (II) salt on bone geometric
and structural parameters as well as material characteristics in a rat model. J Trace Elem Med Bio. 42, 103-110.

5) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Kwiecien M (2017) Alterations in intestinal and liver histomorphology, and basal
hematological and biochemical parameters in relation to different sources of dietary copper in adult rats. Ann Anim Sci
17, 477-490.

6) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Kwiecien M, Wawrzyniak A, Burmanczuk N (2016) Comparison of the effect of a
standard inclusion level of inorganic zinc to organic form at lowered level on bone development in growing male Ross
broiler chickens. Annals of Animal Science 16, 507-519.

7) Tomaszewska E, Muszynski S, Dobrowolski P, Kwiecien M, Winiarska-Mieczan A, Swietlicka I, Wawrzyniak A (2017)
Effect of zinc level and source on bone mechanical and geometric parameters, and histomorphology in male broiler
chicken. Braz J Poultry Sci 19, 159-170.
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Innym polem moich zainteresowan naukowych jest akryloamid, substancja powszechnie
wystepujaca w wysoko przetworzonej zywnosci, zarazem wykazujaca wlasciwosci neurotoksyczne,
genotoksyczne i kancerogenne. W swojej rozprawie doktorskiej pt.: ,,Preparat wlokna ziemniaczanego
— Povex a oddzialywanie akryloamidu na jelito cienkie”, ktorej cze$¢ wynikow zostata opublikowana
W przytoczonej ponizej pracy (p.l), probowalem wskazaé jakie zmiany w strukturze jelita cienkiego
moze wywotywaé pokarmowa ekspozycja na akryloamid i czy zastosowanie preparatu witokna
ziemniaczanego moglo im przeciwdzialaé. W eksperymencie przeprowadzonym na myszach
laboratoryjnych akryloamid wywotywat spadek powierzchni wchtaniania, zaburzal proporcje
miesniowki jelitowej, obnizal tempo odnowy nabtonka oraz uszkadzat zwoje splotow Auerbacha
i Meissnera. Z drugiej strony stosowane preparaty wlokna ziemniaczanego wykazaly dziatanie
protekcyjne, gdyz istotnie zmniejszaty wptyw akryloamidu na $ciang jelita. Wyniki pdzniejszych badan,
przeprowadzonych na cigzarnych $winkach morskich, wykazaly silne prenatalne oddzialywanie
akryloamidu zaburzajace prawidlowy rozwdj zarowno ukladu pokarmowego jak 1 plciowego
u potomstwa. Wyniki powyzszych do§wiadczen zostaly takze podsumowane i obszernie dyskutowane
w monografii wymienionej ponizej (p.4).

1) Dobrowolski P, Huet P, Karlsson P, Eriksson S, Tomaszewska E, Gawron A, Pierzynowski SG (2012) Potato fibre protects
the small intestine wall against the toxic influence of acrylamide. Nutrition 28, 428-35.

2) Hutlas-Stasiak M, Dobrowolski P, Tomaszewska E, Kostro K (2013) Maternal acrylamide treatment reduces ovarian
follicle number in newborn guinea pig offspring. Reprod Toxicol 42, 125-131.

3) Tomaszewska E, Dobrowolski P, Puzio I, Prost L, Kurlak P, Sawczuk P, Badzian B, Hulas-Stasiak M, Kostro K (2014)
Acrylamide-induced prenatal programming of intestine structure in guinea pig. J Physiol Pharmacol 65(1) 107-115.

4) Hutas-Stasiak M, Dobrowolski P, Tomaszewska E (2016) Maternal Acrylamide and Effects on Offspring. - Acrylamide
in Food: Analysis, Content and Potential Health Effects, 1st Edition, edited by Vural Gokmen Amsterdam, Academic
Press, Elsevier Inc. 93-105, ISBN: 978-0-12-802832-2.

Ostatnim obszarem moich zainteresowan naukowych byty badania wptywu kadmu i otowiu na
uktad szkieletowy i pokarmowy oraz proby poszukiwania substancji niwelujacych dziatanie tych metali
cigzkich. Przeprowadzono seri¢ doswiadczen na dorastajacych i dojrzatych szczurach laboratoryjnych
z wykorzystaniem wymienionych metali cigzkich i ekstraktow réznych odmian herbaty lub kwasu
taninowego. Wykazano efekty toksycznosci zaréwno kadmu jak i otowiu odzwierciedlone w strukturze
jelit, watroby oraz strukturze histologicznej kosci beleczkowej oraz wilasciwosciach mechanicznych
i geometrycznych kosci dtugich. Ponadto ekspozycja na badane metale cigzkie powodowala spadek
gesto$ci mineralnej kosci mtodszych zwierzat. Protekcyjny wplyw badanych odmian herbaty byt
niewielki u dorastajacych szczuréw lub w ogodle nie obserwowany u zwierzat dorostych. Z drugiej strony
kwas taninowy wykazal efekt protekcyjny, zalezny od stosowanej dawki, w stosunku do czesci
badanych parametréw kosci, najsilniej oddziatujac na chrzastke stawowa, gdzie zahamowat spadek jej
grubosci.

1) Tomaszewska E, Winiarska-Mieczan A, Dobrowolski P (2015) Hematological and serum biochemical parameters of
blood in adolescent rats and histomorphological changes in the jejunal epithelium and liver after chronic exposure to
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2)

3)

4)

cadmium and lead in the case of supplementation with green tea vs black, red or white tea. Exp Toxicol Pathol 67, 331-
339.

Tomaszewska E, Winiarska-Mieczan A, Dobrowolski P (2015) The lack of protective effects of tea supplementation on
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