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Osteoporoza to najbardziej rozpowszechniona choroba kosci u 0séb w podesztym
wieku. Choroba ta charakteryzuje si¢ zmniejszeniem masy kostnej i pogorszeniem
mikroarchitektury tkanki kostnej, przy zachowanym stosunku skladnikéw mineralnych
macierzy co prowadzi do oslabienia struktury kosci i zwigkszenia ryzyka zlaman, nawet po
niewielkim urazie lub bez urazu. Choroba ta ma charakter epidemiczny. Szacuje sig, ze
osteoporoza dotyka ok. 200 milioné6w kobiet na calym $wiecie. Choruje na nig czterokrotnie
wigcej kobiet niz mgzezyzn. Dlatego osteoporoza miesci si¢ w glébwnym nurcie zainteresowan
endokrynologii ginekologicznej. Notowany wzrost czgstosci ztaman osteoporotycznych w
krajach rozwinigtych zalezy jedynie w czeSci od powiekszajacej si¢ populacji osob w
podeszlym wieku. Wzrost ten moze mie¢ tez pewien zwigzek z faktem stabngcej aktywnosci
fizycznej kobiet i stale zmniejszajacej sig liczby porodéw. Innymi znanymi przyczynami tego
stanu rzeczy sg: zmniejszenie iloSci wapnia pokarmowego i nikotynizm. Jak wiadomo,
kosciec sktada si¢ z dwoch typow kosci: kosci korowej budujacej szkielet obwodowy i z kosci
beleczkowej - gabczastej budujgcej szkielet osiowy tj. kregoshup, miednice i proksymalny
odcinek kosci udowej. Po menopauzie masa kosci beleczkowej zmniejsza sie o okolo 50%, a
korowej o 30%. Spadek poziomu estrogenoéw nasila proces przebudowy kosci, zaczyna
dominowac¢ aktywnos$¢ osteoklastow co prowadzi do resorpcji koéci. Ponadto estrogeny maja
istotny wplyw na metabolizm witaminy D oraz na wchlanianie jelitowe wapnia i jego
eliminacj¢ przez nerki. Utrata masy kostnej rozpoczyna si¢ u kobiet juz podczas okresu
perimenopauzalnego i na poczatku okresu pomenopauzalnego, gdy gwaltownie wzrasta
poziom FSH i spada poziom estrogenéw. Ta wczesna utrata masy kostnej szkieletu osiowego
kaze przypuszczaé, ze pomenopauzalny stan niedoboru estrogenéw nie jest jedynym
powodem osteoporozy. Innym bardzo istotnym czynnikiem moze by¢ zmniejszenie spozycia
wapnia juz w okresie premenopauzy. Wapn jest glownym skladnikiem mineralnym kosci,
dlatego odpowiednia jego podaz jest waznym czynnikiem w prewencji i terapii osteoporozy.
Podaz wapnia u kobiet po menopauzie powinna wynosi¢ 1200 mg dziennie. Wchianianie
wapnia spada z wiekiem i ma bezposredni zwiazek i obnizajacym si¢ poziomem aktywnej
biologicznie witaminy D syntetyzowanej w skorze i nerkach. Uzupelnianie wapnia zmniejsza
utrat¢ masy kostnej i tym samym czgsto§¢ zlaman niskoenergetycznych. Estrogeny
zwigkszajac poziom 1,25 dihydroksywitaminy D umozliwiaja skuteczniejsze wykorzystanie
wapnia. Niedobor wapnia w diecie stanowi problem na calym $wiecie. Opinie, czy
suplementowanie wapnia moze chroni¢ przed osteoporoza pomanopauzalng sa mocno
zréznicowane, co wynika prawdopodobnie z faktu, ze wiele badan byto przeprowadzanych w
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mechanizmem lawinowej utraty wapnia jest nagly hipoestrogenizm — hipergonadotropowy.
Efekt ten dominowal nad spodziewana odpowiedzia na podaz wapnia. Ponad wszelka
watpliwo$¢ uzupelnianie wapnia w pozniejszym okresie zycia kobiety jest z wszech miar
sensowne i wskazane. Skutecznym i latwym sposobem na zwigkszenie ilosci wapnia w diecie
jest zastosowanie zywnos$ci wzbogaconej w wapn. Jednym z takich innowacyjnych
produktow jak wykazata Doktorantka jest dynia wzbogacona w wapn poprzez odwodnienie
osmotyczne przy uzyciu inulin. Ponadto dynia zawiera szereg zwigzkow bioaktywnych, ktore
sprzyjaja zwigkszeniu gestoSci mineralnej kosci. Jednym z nich jest luteina- ksantofil
wystepujagca w tkankach ro§lin, ktéra ma wplyw na mase mineralng kosci, jednocze$nie
hamujac ich resorpcj¢ poprzez hamowanie tworzenia osteoklastow oraz zmniejszenie stanu
zapalnego. Dynia zawiera tez B-kryptoksantyne, ktora dziata osteogennie poprzez wplyw na
ekspresj¢ genow biatek bioracych udziat w tworzeniu kosci. Oprocz wptywu na metabolizm
kosci, dynia wykazuje dziatanie hipoglikemiczne i kardioprotekcyjne, dlatego jej spozywanie
jest zalecane osobom z nadcisnieniem, otylodcig i cukrzyca. Zastosowanie z kolei inuliny
przez Doktorantke jako substancji osmotycznie czynnej w procesie wzbogacania dyni w wapnh
rowniez moze poprawia¢ zdrowie kosci w wyniku zwigkszenia wchianiania wapnia i
hamowania ekspresji czynnikéw prozapalnych. Metabolizm wapnia jak wiadomo jest
powiazany z gospodarka innych skiadnikéw mineralnych, takich jak magnez i zelazo. Magnez
Jest zaangazowany w hydroksylacj¢ witaminy D do jej aktywnej formy (1,25(OH),D), przez
co wplywa jak wiadomo na absorpcje¢ wapnia, natomiast witamina D stymuluje wchlanianie
magnezu. Magnez wplywa na metabolizm wapnia, zatem suplementacja tych dwoch
skladnikow mineralnych jest dodatnio skorelowana z BMD u kobiet po menopauzie.
Jednoczesnie wapn moze tez hamowac wchlanianie Zelaza, dlatego badajac wpltyw zywnoéci
wzbogaconej w wapn na organizm nalezy kontrolowaé rowniez gospodarke magnezu i
zelaza.

Celem pracy Doktorantki bylo okreslenie wplywu wybranych czynnikow
zZywieniowych i farmakologicznych na gospodarkg mineralng i metabolizm tkanki kostnej w
zwierzgcym modelu osteoporozy pomenopauzalnej. Model zwierzecy Doktorantki stanowilo
sto 12-miesigcznych szczurdw (Szczur Wedrowny, Rattus norvegicus, stado niekrewniacze,
Wistar). Badanie uzyskato zgod¢ Lokalnej Komisji Etycznej (nr 34/2019). Zwierzeta
podzielono losowo na dziesi¢¢ grup po 10 szczuréw. Na poczatku eksperymentu catkowita
masa ciala szczuréw nie réznila si¢ miedzy grupami. 90 szczurom usunigto jajniki (OVX),
aby stworzy¢ szczurzy model osteoporozy pomenopauzalnej. Po 7 dniach rekonwalescencji

rozpoczeto interwencj¢ Zywieniowa trwajaca 12 tygodni. Grupa kontrolna (C) i jedna z grup z
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wycigtymi jajnikami (OVX_C) otrzymywaly standardowg diete (bez modyfikacji), grupa
DEF otrzymywata diet¢ z deficytem wapnia, grupa CaC_B otrzymywata diete standardows z
dodatkiem alendronianu (lek z grupy bifosfonianow), grupa P_CaC dostawala diet¢ z dynia
wzbogacong w weglan wapnia, grupa P_CaC_B otrzymywala dietg z alendronianem i dynia
wzbogacong w weglan wapnia, grupa Cal byla karmiona standardowa dieta z mleczanem
wapnia, grupa P_CaL byla karmiona dynig wzbogacong w mleczan wapnia, grupie Cal_B _
podawano alendronian i mleczan wapnia, a grupie P_Cal, B - alendronian i dynic
wzbogacong mleczanem wapnia. Wszystkie diety (z wyjatkiem DEF) zapewnialy taka sama
ilos¢ wapnia jak w diecie standardowej (0,5%). W dietach z bifosfonianami ilosé
alendronianu korygowano co tydziefi, aby utrzyma¢ dawke 3 mg na kilogram masy ciata.
Zwierzgtom pozwolono jes¢ i pi¢ wodg dejonizowang ad libitum przez caly czas trwania
dos$wiadczenia. Szczury w kazdej grupie wazono co tydzien i codziennie rejestrowano
spozycie pokarmu. Po zakonczeniu doswiadczenia przeprowadzono analize skladu ciala
wszystkich zwierzat na analizatorze skiadu ciata Bruker LF90II. Nastepnie szczurom po
dekapitacji w kazdej grupie pobierano krew i tkanki do dalszych badan. W surowicy
oznaczono stgzenie N-koficowego propeptydu prokolagenu typu I i osteokalcyny (OC) za
pomocy testu immunoenzymatycznego Elisa. Przeprowadzono analiz¢ morfologiczna krwi
pelnej. SteZenie wapnia w surowicy oraz zawarto$¢ wapnia, magnezu i zelaza w tkankach
zostaly ~okreSlone metodg spektrofotometrii atomowo-absorpcyjnej po  uprzedniej
mineralizacji.

Temat badawczy przedstawiony przez Doktorantk¢ jest sumg waznych badan
poszerzajacych naszg wiedz¢ na ten temat leczenia osteoporozy i gospodarki wapniowej
ktéry jest powigzany z gospodarka innych skiadnikéw mineralnych, takich jak magnez i
zelazo. Cenna jest kazda inicjatywa badawcza jak ta, ktéra podjela Doktorantka, bowiem
poszerza nasza wiedz¢ na temat tak czynnikoéw zywieniowych, jak i farmakologicznych na
gospodarke mineralng i metabolizm tkanki kostnej. Ponadto Doktorantka wyznaczyta sobie
cele szczegotowe: gdzie oceniata wptywu dyni wzbogaconej w weglan i mleczan wapnia na
gospodarke wapnia i metabolizm tkanki kostnej u szczuréw po owariektomii, badata dzialania
dyni wzbogaconej w wapfi oraz soli wapnia w polaczeniu z alendronianem na gospodarke
wapnia i zdrowie kosci, u szczuréw z usunigtymi jajnikami i okreslita wplywu dyni
wzbogaconej w wapn na stgzenie magnezu i zelaza w organizmie szczuréw po owariektomii.
Bardzo interesujacy jest wykaz publikacji wlaczonych do cyklu prac autorki. Warto
zauwazy¢, ze prace te zostaly wczesniej ocenione przez zespoly redakcyjne i niezaleznych

recenzentow. W pracy “Nutritional and health factors affecting the bioavailability of
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calcium: a narrative review” Doktorantka dokonala przegladu aktualnych doniesien
naukowych dotyczacych wptywu czynnikow zywieniowych i zdrowotnych na biodostepno$é
wapnia. Praca ta stanowi szczegélowy przeglad piSmiennictwa i jest odzwierciedleniem
aktualnego stanu wiedzy zwigzanego z powyzszym zagadnieniem. Artykul podkresla
istotno$¢ unikania czynnikow ograniczajacych biodostgpno$¢ wapnia jak i zwigkszania
czynnikow, ktore sprzyjaja wchianianiu tego sktadnika mineralnego. Wniosek ten stat sie
zapewne podstawg do przeprowadzenia dalszych badan skfadajgcych sie na niniejszg
rozprawe doktorska.

W pracy “Effects of calcium lactate-enriched pumpkin on calcium status in
ovariectomized rats” Doktorantka oceniata wpltyw soli organicznej (mleczanu wapnia) na
metabolizm wapnia w zwierzgcym modelu osteoporozy pomenopauzalnej, gdzie zastosowata
diete standardowg z dodatkiem mleczanu wapnia, dyni¢ wzbogacong mleczanem wapnia oraz
kombinacj¢ wzbogaconej dyni z alendronianem i mleczanu wapnia z alendronianem. W pracy
okreslita wplyw diet modyfikowanych na zawarto$¢ wapnia w surowicy i tkankach oraz
stezenie PTH, PINP, OC i ES w surowicy u szczurow po owariektomii.

Celem kolejnej pracy doktorantki zatytulowanej ,,Calcium carbonate enriched
pumpkin affects calcium status in ovariectomized rats” bylo zbadanie wplywu soli
nieorganicznej wapnia (weglanu wapnia) na metabolizm wapnia w zwierzecym modelu
osteoporozy pomenopauzalnej. Podobnie jak w poprzedniej pracy, w karmieniu szczurow
zastosowano wzbogacong dynig, diet¢ standardowa z alendronianem oraz polaczenie
wzbogaconej dyni z lekiem, z tym, ze mleczan wapnia zostal zastgpiony weglanem wapnia.
Weglan wapnia jest solg nieorganiczng najczgéciej stosowang w suplementach dla kobiet po
menopauzie. W badaniu okreslono st¢zenie wapnia w surowicy i tkankach oraz oznaczono
parametry metabolizmu wapnia, dokonano réwniez analizy histopatologicznej koéci
udowych, gdzie okreslono liczbg komorek kosci, stopien sttuszczenia szpiku oraz procentowa
zawarto$¢ kosci. Dodatkowo w tkankach szczur6w po owariektomii oznaczono rowniez
zawarto$¢ magnezu i zelaza.

Celem kolejnej pracy Doktorantki ,,Effects of ovariectomy and calcium enriched
pumpkin on magnesium status in rats” bylo okre§lenie wptywu dyni wzbogaconej w
mleczan wapnia na zawartos¢ magnezu w tkankach, natomiast w artykule ,Effect of
pumpkin enriched with calcium lactate on iron status in an animal model of
postmenopausal osteoporosis” Doktorantka oceniala dziatanie dyni wzbogaconej w mleczan

wapnia na st¢zenie zelaza w tkankach u szczuré6w po owariektomii.
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W swojej pracy doktorskiej Autorka zdecydowala si¢ na zaprezentowanie prac
zwigzanych z dziataniem tylko jednej soli - mleczanu wapnia na gospodarke¢ magnezu i
zelaza, gdyz wyniki wskazuja na podobny wplyw obu soli (organicznej i nieorganicznej). Co

Jest stusznym zalozeniem i $wiadczy o duzej wiedzy i wyczuciu badawczym Doktorantki.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska liczy tacznie 34 strony i posiada uktad
typowy dla pracy doktorskiej ztozonej z cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska.
Do rozprawy dolaczonych zostalo pig¢ publikacji oraz o§wiadczenia wspolautorow z
okresleniem ich roli i udzialu w publikacjach, z ktérych dowiadujemy sie o wiodacej roli
Doktorantki zar6wno w opracowaniu koncepcji badania, wykonania i interpretacji
uzyskanych wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptu prac stanowigcych podstawe
rozprawy doktorskiej. Praca zostala podzielona na wykaz wspomnianych publikacji wraz z
ich oméwieniem, wykaz uzytych skrotow, dalej zostata przedstawiona aktywnosé naukowa
Doktorantki.

Autorka w omowieniu przedstawila cele z podzialem na cel glowny badan i cele
szczegolowe pracy, ktére sa jednoznacznie sformulowane, interesujgce z praktycznego i
naukowego punktu widzenia.

W rozdziale material i metody Doktorantka przedstawia metodologie wzbogacania
tkanki dyni solg wapnia w procesie odwadniania osmotycznego przy pomocy inuliny oraz
metodyke badan na zwierzgtach.

Waznym elementem tej pracy jest nowatorsko$¢, ktéra wynika przede wszystkim z
zastosowania innowacyjnego produktu spozywczego jakim jest dynia wzbogacona w wapn.
Po raz pierwszy zastosowano dyni¢ wzbogacona w mleczan, jak i weglan wapnia w
eksperymencie z udziatem szczuréw po owariektomii. Taki rodzaj zywnosci funkcjonalnej nie
byl dotychczas zastosowany w zadnym badaniu dotyczacym osteoporozy i metabolizmu
wapnia, magnezu i zelaza. Ponadto, w celu oceny zdrowia kosci zastosowano szczegdlowe
badania histopatologiczne oraz biochemiczne. Poréwnano réwniez dzialanie wzbogaconej
dyni z lekiem powszechnie stosowanym u kobiet z osteoporoza pomenopauzalng —
alendronianem. Ponadto w niniejszej pracy dzialanie dyni wzbogaconej w waph poréwnano
tez z dzialaniem soli wapnia stosowanymi oddzielnie. Badano interakcje wapnia z innymi
pierwiastkami, co daje szerokie spojrzenie na korzystne i ewentualnie niekorzystne skutki
dziatania wzbogaconej dyni, a to stanowi dobrg podstawg do rozpoczecia ewentualnych badan

klinicznych.



Dodatkowo w artykutach nienalezacych do cyklu pracy doktorskiej Doktorantka wykazala
redukcyjny wplyw dyni wzbogaconej w mleczan wapnia na mase¢ ciata szczurdw po
owariektomil, a takZe znacznie nizsze steZenie leptyny w surowicy. Dalej wykazano, ze dynia
wzbogacona w mleczan wapnia sprzyja tez obnizeniu st¢Zenia aminotransferazy alaninowej i
triacylogliceroli we krwi. Natomiast dodatek mleczanu wapnia do diety wykazuje dzialanie
obnizajace stgzenie cyklooksygenazy pierwszej w surowicy u szczuréw po owariektomii.

Na podkreslenie zashiguje fragment pracy o ograniczeniach w przeprowadzonych
badaniach, co $wiadczy o dojrzatosci Doktorantki jako badacza.

W liczacym kilka stron oméwieniu cyklu publikacji Doktorantka analizuje wyniki
swoich badan i konfrontuje je z danymi z piSmiennictwa. Dyskusja jest dojrzata, a Autorka
korzysta w niej w sposdb wiasciwy z danych z pismiennictwa. Umiejetnie postuguje sie w
niej argumentami przemawiajacymi za wagg swoich obserwacji. Krytycznie przedstawia
ograniczenia wlasnej pracy. Powinna takze w tym miejscu wyrazniej zaznaczy¢ nowatorskie
aspekty swoich badan. Sposéb omoéwienia wynikéw §wiadczy o bardzo dobrym
przygotowaniu Doktorantki do samodzielnej pracy naukowe;j.

Pi$miennictwo obejmujace 57 pozycji, gtéwnie anglojezycznych z ostatnich lat.
Zostalo ono poprawnie dobrane i umiejgtnie wykorzystane w tekstach cyklu prac.
Doktorantka przedstawita wnioski, ktére znakomicie odpowiadajg zalozonym celom pracy i
s3 one nastgpujace: badanie na szczurach wykazalo, ze dynia wzbogacona w mleczan lub
weglan wapnia zwigksza stezenie wapnia w koéci udowej oraz poprawia metabolizm kosci u
szczurdw po owariektomii, powoduje akumulacje wapnia w nerkach szczuréw. Dowodzi
nadto, ze alendronian w polgczeniu ze wzbogacona dynig sprzyja akumulacji wapnia i
magnezu w nerkach szczurow po owariektomii i dalej dowiodta, iz taka diecta wplywa na
stgzenie magnezu i Zelaza w ko$ciach oraz tkankach szczurow po owariektomii, a sama
owariektomia u szczuréw powoduje zmniejszenie zawartosci wapnia, magnezu i Zelaza w ich
tkankach.

Bardzo wysoko oceniam merytoryczng warto$¢ tej rozprawy, szczegdlnie w zakresie
zastosowania w terapii. Sformulowany wniosek praktyczny: ktory stanowi, ze zastosowanie
dyni wzbogaconej w wapn moze dziata¢ korzystnie na gospodarke wapnia i zdrowie kosci u
kobiet po menopauzie, cho¢ efektem ubocznym tego innowacyjnego produktu, szczegolnie w
polaczeniu z alendronianem moze by¢ gromadzenie si¢ wapnia w nerkach jest bardzo

innowacyjny, ale z cala pewnoscig mechanizm tego szkodliwego dzialania nalezy wyjasni¢ w

dalszych badaniach.
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Nie zglaszam zadnych zastrzezen merytorycznych ani formalnych do tekstu rozprawy,
praca jest przejrzysta, napisana poprawnie stylistycznie.

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny dysertacja stanowi samodzielny fragment
badan naukowych i stanowi cenny, nowatorski wkiad w badanie wplywu wybranych
czynnikow zywieniowych i farmakologicznych na gospodarke mineralng i metabolizm tkanki
kostnej na zwierzgcym modelu osteoporozy pomenopauzalne;.

Cykl prac sktadajacych sig¢ na dysertacj¢ jest precyzyjnie zaplanowany i bezblednie
przeprowadzony, a dojrzate dyskusje w poszczegdlnych publikacjach, potwierdzajg nie tylko
duza wiedz¢ Doktorantki w tym zakresie, ale przede wszystkim Jej dojrzato$¢ jako badacza.

Stwierdzam, ze rozprawa na stopien naukowy doktora nauk rolniczych w dyscyplinie
technologia Zywnosci i zywienia spelnia wymogi stosownej ustawy — art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (teksy jednolity Dz.U. z 2020 r. poz.
85 z p6zn. zm.). Pracg oceniam pozytywnie.

W zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu wniosek o
dopuszczenie mgr. Natalii Wawrzyniak ze Szkoty Doktorskiej Uniwersytetu Przyrodniczego

w Poznaniu, do dalszych etapow przewodu doktorskiego w dyscyplinie technologia zywnoéci

1 Zywienia.
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