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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Agaty Witkowicz

»Wybrane polimorfizmy genu UPC1, badanie ich znaczenia funkcjonalnego
i zwigzku z ryzykiem wystapienia otylosci i zespofu metabolicznego”

Recenzja rozprawy na stopiern doktora nauk medycznych zlecona przez Rade
Naukowa Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu. Promotorem pracy jest Pani dr hab. med. Lidia Karabon, prof.
Instytutu

Zespbt metaboliczny jest istotnym problemem zdrowotnym dotykajacym milindw ludzi
na swiecie. Sktadowe tego zespotu szczegdlnie otylo$é (gtéwnie brzuszna) i cukrzyca typu 2
zwigkszajg zagrozenie chorobami uktadu sercowo-naczyniowego, ktore jak sie ocenia
stanowig przyczyne okoto 30% wszystkich zgonéw na $wiecie. Dlatego istotne wydaje sie
poszukiwanie nowych i alternatywnych sposobdéw leczenia otylosci, ktora jest gtéwna
przyczyng rozwoju cukrzycy typu 2 i chorob uktadu krgzenia.

Odkrycie obecnosci brunatnej tkanki tluszczowej u 0séb dorostych oraz wykazanie na
modelu mysim, ze zaburzenia jej metabolizmu moga doprowadzi¢ do otytosci , spowodowato
rozwdj badan nad mozliwoscig wykorzystania regulacji metabolizmu tej tkanki w leczeniu
otytosci i jej niekorzystnych nastepstw .

Najlepiej scharakteryzowanym markerem brunatnej tkanki tluszczowej jest biatko
termogenina 1 (uncoupling protein 1, UCP1). Ekspresja biatka UCP1 jest indukowana przez
receptor B3-adrenergiczny (B3-adrenergic receptor; B3-AR). Liczne badania wykazujg, ze ich
nieprawidtowe funkcjonowanie moze zaburzaé prawidiowy metabolizm tluszczéw. Zaburzona
ekspresja biatek UCP1 czy B3-AR moze by¢ uwarunkowana genetycznie. Ukazato sie wiele
prac opisujgcych zwigzek polimorfizméw w genach kodujgcych te biatka z otytoscig i zespotem
metabolicznym wcigz poszukiwane sg nowe markery biochemiczne i genetyczne przydatne
do oceny ryzyka wystapienia zaburzen metabolicznych czy tez ich alternatywnego leczenia.




Ich wykorzystanie w praktyce klinicznej moze poprawi¢ skuteczno$é diagnostyczng i
terapeutyczng zespotu metabolicznego i otylosci.

Z tego powodu wybér tematu badari Doktorantki uwazam za trafny i ciekawy oraz
wazny zaréwno z klinicznego ( szczegoélnie w aspekcie epidemiologii oraz niekorzystnych
nastepstw otylosci i zespotu metabolicznego) oraz naukowego punktu widzenia.

Przedstawiona mi do oceny dysertacja oprawiona w twarde okfadki liczy 139
numerowanych stron, skiada sie z nastepujgcych rozdziatow: streszczenie, summary, wykaz
najczesciej stosowanych skrétow, wstep, cel pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja,
whioski, piSmiennictwo, spis tabel, rycin i wykreséw. Wiasciwa tre$¢ poprzedzona jest strong
tytutowa, dedykacjami i spisem tresci oraz wykazem publikacji i doniesien zjazdowych
dotyczacych pracy doktorskiej. Praca ilustrowana jest przez 27 rycin, 19 tabel i 9 wykresow.

We wstepie liczacym 37 stron Autorka omawia aspekty patofizjologiczne, kliniczne i
diagnostyczne zespotu metabolicznego, tkanki tluszczowej oraz budowe i czynnosé
termogeniny 1 (UCP1), regulacje ekspresji genu tego biatka oraz jego wybrane polimorfizmy
(A-3826G,A-1766G, A0112C, AlaB4Thr, Met229Leu). Wstep, ilustrowany siedmioma rycinami
i jedng tabelg, wprowadza czytelnika do problematyki pracy, przemawia za bardzo dobra
orientacjg Doktorantki w temacie wiasnych badan. Autorka jako cel pracy przedstawita
zbadanie zwigzku wybranych polimorfizméw wystepujacych w genie UCPI z ryzykiem
wystapienia otytosci i zespotu metabolicznego w populacji polskiej oraz zbadanie ich
funkcjonalnego znaczenia.

Gtoéwnymi zadaniami do realizacji badan byly:

e Analiza zwigzku wybranych na podstawie danych literaturowych polimorfizméw genu
UCP1 z ryzykiem wystgpienia otylosci i zespotu metabolicznego.
® Poszukiwanie nowych, nieopisanych w literaturze wariantéw genu UCP1 zwigzanych z
ryzykiem wystapienia zespotu metabolicznego przy zastosowaniu metody sekwencjonowania
nowej generacji (NGS).
° Badanie ekspresji UCPT w komérkach mononuklearnych krwi obwodowe;j.
® Badanie funkcjonalnego znaczenia wybranych polimorfizméw regionu 5’ genu UCP1 z
wykorzystaniem linii komorkowej HepG2 oraz PAZ6.

Cele sg jednoznacznie sformutowane, interesujgce z medycznego ( praktycznego ) i
naukowego punktu widzenia a ich realizacja moze pozwoli¢ lepiej poznaé patogeneze i
diagnhostyke zaburzen metabolicznych.

Kryteria kwalifikacji i wykonywane badania laboratoryjne przedstawiono bardzo
szczegotowo w rozdziatach Materialy i Metody (tacznie 30 stron). Do badania ostatecznie
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wigczono 281 osob z zespotemn metabolicznym w tym 29 z cukrzyca typu 2, grupe kontrolng
stanowito 365 zdrowych ochotnikéw. Wszyscy uczestnicy wyrazili pisemng zgode na udziat w
projekcie, a Komisja Bioetyczna wyrazita zgode na prowadzenie badan. Zastosowano
nowoczesne metody laboratoryjne badan biochemicznych i genetycznych oraz wiasciwe
analizy  statystyczne. Przeprowadzono analize danych  biochemicznych  oraz
antropometrycznych grupy, w tym: profilu lipidowego (cholesterol catkowity, stezenie LDL,
HDL, TG), glikemii na czczo, BMI, WHR. Wyniki analizy przedstawiono, jako $rednig + SD dia
wszystkich pacjentéw. Metodg PCR-RFLP oznaczono miejsca polimorficzne (A-3826G, A-
1766G, A-112C, Ala64Thr, Met229Leu) w grupie oséb ze zdiagnozowanym zespotem
metabolicznym (281 oséb) oraz w grupie osob zdrowych (316 0so6b). Wykonano badania
ekspresji genébw UCP1 i UCP2 w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej (ang.
peripheral blood mononuclear cells, PBMC) pacjentéw z zaburzeniami metabolicznymi
(cukrzyca typu 2 oraz osob otytych) oraz grupy osob zdrowych (grupa kontroina).

Badania  funkcjonalnego znaczenia wybranych  wariantéw  genetycznych
zlokalizowanych w rejonie 5 genu UCP1 w odniesieniu do aktywnosci promotorowej
wykonano na dwoch liniach komérkowych: HepG2 oraz PAZ6.

Wyniki zostaly przedstawione w odrebnym rozdziale w postaci 16 rycin, 12 tabel i 9
wykresow.

Autorka wykazata:

- zwigzek polimorfizmu A-3826/G z zespotem metabolicznym w badanej populaciji

- obnizong aktywno$¢ UCP2 w grupie badanej, co przez zaburzenia w regulacji aktywnych
form tlenu aktywuje przewlekly stan zapalny, ktéry ma istotne znaczenie w patogenezie
zaburzen metabolicznych

- brak ekspresji mMRNA UPC1 w komérkach jednojadrzastych krwi (co do tej pory byio
potwierdzone gtéwnie w badaniach na modelach zwierzecych)

- obecnos¢ polimorfizmu A/3826/G ( zmutowanego allelu G) obniza aktywno$é promotorowg
UCP1 w komérkach PAZ6 po stymulacji norepinefryng co ma zwigzek z wigkszym ryzykiem
wystgpienia zespolu metabolicznego

- 39 nowych, w wigkszosci przypadkéw nieopisanych w literaturze polimorfizmoéw w rejonach
niekodujgcych i kodujgcym UPCT potencjalnie zwigzanych z ryzykiem wystgpienia zespotu
metabolicznego i cukrzycy typu 2.

W liczacej 15 stron Dyskusji Doktorantka analizuje wyniki swoich badar i konfrontuje
je z niekiedy odmiennymi danymi z piémiennictwa. Dyskusja jest w petni dojrzata, a Autorka
korzysta w niej w sposéb wiasciwy z danych z piSmiennictwa, umiejetnie postuguje sie
argumentami przemawiajgcymi za waga swoich obserwacji, ale takze prezentuje przeciwne
dane, krytycznie przedstawia ograniczenia wiasnej pracy. Spos6b prowadzenia dyskusji
swiadczy o dobrym przygotowaniu Doktorantki do samodzielnej pracy naukowej.
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Wyniki badan zostaty podsumowane w sze$ciu wnioskach, ktére w peini odpowiadajg
na zatozony cel. Whioski wskazujg na potrzebe optymalnego wykorzystania dostepnych
markeréw genetycznych w diagnostyce i terapii otylosci i zespotu metabolicznego.

Dla klinicysty szczegolnie interesujgce sg wnioski pierwszy, trzeci i czwarty majgce
znaczenie praktyczne. Autorka wykazata, ze sposréd badanych polimorfizmow zwigzek z
zespotem metabolicznym miat jedynie polimorfizm A-3826/G genu UCP1, w ktérym obecnosé
allelu G okazata sie zwigzana z mniejszym ryzykiem wystapienia zespotu metabolicznego w
badanej populacji. To interesujgca obserwacja pozostajgca w sprzecznosci do obserwaciji
innych badaczy. Trzeba jednak powiedzieé, ze zdecydowana wiekszo$¢ dostepnych badan
zostata przeprowadzona w populacji Azjatyckiej, a nieliczne badania przeprowadzone wéréd
Europejczykéw nie wykazaty zwigzku otytosci czy cukrzycy typu 2 ze zmianami w genie UPC1
(byty jednak przeprowadzone na niewielkiej liczbie osob). Wyniki badan Doktorantki sg tym
bardziej istotne, ze dotycza populacji polskiej a badaniu poddano ponad 600 oséb. Ponadto,
nie znalaztam podobnych prac w polskim pi$miennictwie, tym bardziej zachecam wiec do
kontynuacji badan i publikacji wynikow.

Warto doda¢, ze w przeprowadzonej analizie haplotypéw badanych polimorfizméw
Autorka wykazata istotng réznice w czestosci wystepowania haplotypu GGAT (polimorfizmow
A-3826G i Met229Leu) pomiedzy grupg kontrolng a grupg z zespotem metabolicznym i
zwigzek tego haplotypu z obnizonym ryzykiem wystgpienia zespolu metabolicznego w
badanej populaciji.

We wniosku trzecim Doktorantka wskazuje ze obnizona aktywno$¢ termogeniny 2 u
0s0b z zaburzeniami metabolicznymi wplywa na nieprawidiowg regulacje reaktywnych form
tlenu, co z kolei przyczynia sie do powstawania stresu oksydacyjnego i w efekcie przewlektego
stanu zapalnego, ktory odgrywa istotng role w patogenezie otylosci i cukrzycy typu 2
prowadzgcych do zespotu metabolicznego.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka wykazata (wniosek czwarty) nizszy
poziom ekspresji MRNA UPC2 w komérkach jednojadrzastych w grupie oséb otytych i w grupie
z cukrzycg typu 2 w poréwnaniu do stwierdzonego u os6b zdrowych a takze brak ekspres;ji
MRNA UCP1 w opisanych wyzej komoérkach w badanych grupach. Moze to mie¢ rowniez
znaczenie praktyczne w diagnostyce gdyz komorki jednojgdrzaste moga stanowi¢ tatwo
dostepne zrodto biomarkeréw otytosci.

ldentyfikacja przez Doktorantke 39 nowych, wariantéw genetycznych (wniosek 6) w
rejonach niekodujgcych oraz kodujgcym UCPT potencjalnie zwigzanych z ryzykiem
wystgpienia zespotu metabolicznego (14 wariantdw) lub cukrzycy typu 2 (25 wariantdw)
niektérych jeszcze niemoze rzeczywiscie stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad
zwigzkiem tych wariantow z ryzykiem wystapienia wymienionych patologii. Zachecam
Doktorantke do kontynuowania tych badan.



Pismiennictwo obejmujace 174 pozycje, gtdwnie anglojezyczne, w wiekszosci z
ostatnich lat jest uszeregowane w kolejnosci chronologicznej. Zostato poprawnie dobrane i
umiejetnie wykorzystane w tekscie pracy. Nie znalaztam odnos$nika do pozycji 61 ( zaznaczam
z obowigzku redakcyjnego).

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja przedstawia samodzielne
rozwigzanie przez Autorke problemu naukowego, ma istotne znaczenie praktyczne oraz
stanowi wazny wkfad w badania nad otytoscig i zespotem metabolicznym.

Nie zgtaszam zastrzezen merytorycznych ani formalnych do tekstu rozprawy, praca
jest przejrzysta, napisana poprawnie stylistycznie i edytorsko, nie ma w niej btedéw literowych.
Uktad pracy jest czytelny, tekst jest wzbogacony o dydaktyczne ryciny, przejrzyste tabele,
nowoczesne ilustracje mikroskopowe co powoduje, ze prace czyta sie z duzg przyjemnoscia.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j.Dz.U. z 2021r., poz 478 ze zm.).

Whioskuje do Wysokiej Rady Instytutu Immunologii PAN we Wroctawiu o dopuszczenie
mgr inz. Agaty Witkowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réwnoczes$nie, z uwagi na oryginalnosé, interdyscyplinarny charakter i wazne wnioski
praktyczne wynikajgce z badania, wnosze o wyréznienie rozprawy doktorskiej i jej Autorki
zgodnie z zasadami Instytutu Immunologii PAN we Wroctawiu.
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