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Ocena
dysertacji mgr inz. Agaty Witkowicz
pt: ,, Wybrane polimorfizmy genu UCPI, badanie ich znaczenia funkcjonalnego
i zwigzku z ryzykiem wystgpienia otylosci i z zespolu metabolicznego”
na stopien doktora Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Wroclawiu.

Czgsto$¢ wystgpowania zespolu metabolicznego (MetS) jest wysoka, dotyczy 15-34% populacji
europejskiej i stale ro$nie. Wieloletnie badania i obserwacje wytypowaly elementy sktadowe tego
ztoZzonego zaburzenia metabolicznego, jednak do tej pory mechanizm postawania zaburzen, nie zostat
do konca poznany.

Przedstawiana do oceny rozprawa poswigcona jest analizie jednego z uznanych patomechanizméw
rozwoju METS, zmienionej homeostazie energetycznej organizmu, w tym funkcji termogeniny 1
(UCP1). Wtérna do otyloSci brzusznej zaburzona homeostaza lipidowo-weglowodanowa,
insulinooporno$¢ wspdtwystepujaca z przewlektym stanem zapalnym i nadprodukcja ROS; wynikaja
z zburzonej funkcji tancucha oddechowego w mitochondriach i produkcji ATP.

W zatozeniu pracy Doktorantka skupita swoja uwage na polimorfizmach genu UCP1, zardwno znanych
i opisanych, jak i poszukiwala nowych zmian nukleotydowych w genie, jako czynnika ryzyka
wystapienia otytosci i zespotu metabolicznego.

Praca powstata w ramach realizacji migdzynarodowego projektu IRSES w ramach UE FW7 p.t.”
Mulinational Network of excellence for research on genetic predisposition to cardio-metabolic
disorderes due to UCP-1 gene polymorphisms”. Praca pochodzi Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Przedstawiona do oceny dysertacja sklada si¢ z przewidzianych regulaminem dla tego typu
opracowan akapitdw, 27 rycin, 19 tabel i 174 pozycji piSmiennictwa.
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Wstep stanowi wzorcowo opracowane wprowadzenie do tematu badawczego przygotowane
w oparciu o szeroko ujgte piSmiennictwo, epidemiologi¢, badania podstawowe jak i wieloosrodkowe
obserwacje kliniczne. We wstepie przytoczono opracowania biochemiczne i molekularne dotyczace
poznanych i sugerowanych teorii rozwoju w tym insulinooporno$ci w otylosci i jej powiktan w postaci
zespolu metabolicznego. Omowiona jest rola i udziat ,przewleklego odczynu immunologiczno-
zapalnego” indukowanego przez tkanke ttuszczowa w procesach patologicznych. Przeanalizowano
rodzaje tkanki thuszczowej jak 1 jej rol¢ w organizmie cztowieka. Skupiono uwage na procesie
termogenezy w tym funkcji transmembranowego biatka termogeniny 1, bedacego przedmiotem

rozprawy.

Osobny rozdziat wstgpu poswigcony jest tematyce znanych polimorfizméw genu UCP-1

oraz ich roli w rozwoju zaburzen metabolicznych i otylosci.

Cele pracy. Precyzyjnie opracowany wstep wiedzie do sformutowania celow pracy
przedstawionych jasno i zawierajacych skroét zadan badawczych podjgtej pracy. Glownym celem
badania byto zbadanie zwiazku znanych polimorfizmow genu UCP-1 z ryzykiem wystgpienia otyto$ci
1 zespotu metabolicznego jak rdwniez badanie funkcjonalnego znaczenia tych SNP.

Realizacja projektu oparta byla na wytypowaniu, w oparciu o dane literaturowe, znanych
polimorfizméw genu UCP-I i analiza ich zwigzku z wystapienia otylosci i MetS. Poszukiwaniu
nowych, niepopisanych wariantow UCP-1 przy zastosowaniu NGS. Jako analiz¢ funkcjonalna badano
ekspresje genu UCP-1 w monouklearach krwi obwodowej pacjentow i uczestnikow grupy kontrolne;
oraz wykonano transfekcji wektorowych w liniach komorkowych HepG2 i PAZ6.

Metody przedstawione sa w sposob bardzo szczegdélowy i rzetelny, co charakteryzuje ta
dysertacj¢ i $wiadczy o praktycznej znajomosci uzywanego warsztatu do$wiadczalnego przy
zastosowaniu bardzo szerokiego i nowoczesnego spektrum metod biologii molekularnej, hodowli
komorkowych i mikroskopii. Autorka rozprawy charakteryzuje si¢ z umiejetno$cia zebrania

i podsumowania badan teoretycznych i klinicznych.

W rozprawie widoczna jest istotna dysproporcja opisu zastosowanej metodyki biologii

molekularnej w stosunku do charakterystyki i opisu zasad kwalifikacji uczestnikow badania.

Grupeg badana, stanowilo 281 pacjentéw z zespotem metabolicznym (w tym 29 os6b miato

dodatkowo rozpoczna i leczona DMt2) (Pacjenci Kliniki Choréb Wewngtrznych UM w Poznaniu). Do
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badania kwalifikowano pacjentow spetniajacych kryteria zespotu metabolicznego wg wytycznych IDF-

AHA/NHLBI z 2009 roku. Wykonano badania antropometryczna, rutynowe badania biochemiczne.

Grupe kontrolng stanowito 365 zdrowych os6b — z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa we Wroctawiu, u ktérych wykonano pomiary antropometryczne i analize zwarto$ci

tkanki thuszczowej, czego nie wykonano u chorych z MetS.

W metodyce pracy zwraca szczegolnie bardzo duza staranno$¢ i szczegélowy opis
zastosowanych metod biologii molekularnej. W bardzo systematyczny i uporzadkowanych sposdb
przedstawia zastosowane odczynniki, sekwencja primerow, sond, mapy wektoréw, jak réwniez uzyte
w hodowlach komorkowych media hodowlane. Autorka przeprowadza nas niemal krok po kroku przez
kazdy etap badan. Podaje doktadny protokot, warunki reakcji, sktad mieszanin reakcyjnych od izolacji
DNA czy RNA, oznaczania SNP metoda RFLP, poprzez sekwencje sond
w metodzie Real-Time PCR, przygotowanie bibliotek w NGS samo sekwencjonowanie w MiSeq
[lunima, analiz¢ biostatystyczna.

Analiza ekspresji genow UCP-1 i UCP-2, w komorkach krwi obwodowej pacjentow wraz ze
szczegdlowym opisem protokotu real-time PCR ekspresyjnego. Az do analiz funkcjonalnych
i transfekcji wektorowej linii komoérkowych w celu analizy aktywno$ci promotorowej badanych
polimorfizméw. Sam opis zastosowanych technik jest opatrzony 2 rycinami i 6 tabelami, ktore
w sposob obrazowy i przejrzysty przyblizaja przedstawiane techniki i warunki reakc;ji.

Wiyniki. Doktorantka w sposob systematyczny i dojrzaty, krytycznie przedstawia opracowanie
wynikoéw badafn. W opisie wynikéw, podobnie jak w metodyce dominuje bardzo szczegbtowy opis
danych z zakresu biologii molekularne;.

W charakterystyce grup badanych zwraca uwagg duza dysproporcja liczebnos$ci grup MetS 252,
MetS+DMt2 29 0sob, kontrola 365 0s6b. W charakterystyce parametréw klinicznych i biochemicznych
grup nie wykonano analizy statystycznej, a niektore parametry istotnie r6znity si¢ pomiedzy grupami
MetS vs DMt2. Zawraca rOwniez uwage fakt, Ze grupa kontrolna nie byla scharakteryzowana
biochemicznie przez to poroéwnanie/charakterystyka i dobor grup badanych budzi zdecydowany
niedosyt i moze by¢ istotnym, zaburzajacym czynnikiem analiz. Jest to szczegdlnie wazne gdyz analiza
dystrybucji genotypow SNPs genu UCP1 w badanych grupach nie byta w pelni zgodna z danymi
literaturowymi.

Doktorantka skupita si¢ na badaniu polimorfizméw ktorych czgstosé allelu rzadkiego > 0,3%.
Badano cztery wytypowane SNPs: A-3826G; A-112C ; Ala64Thr (c.G1068A); Met229Leu (wg NHI,
PubMed substytucja T>A). Istotna réznicg zaobserwowano dla zmutowanego allelu G polimorfizmu
A-3826G, ktory wystgpowal czgSciej u oséb zdrowych z grupy kontrolnej. Analiza haplotypow
potwierdzila rolg allelu G polimorfizmu A-3826G oraz allelu T Met229Leu jako zwiazanych z okoto
30% zmniejszeniem ryzyka zachorowania na MetS.
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Dalsze analizy NGS w poszukiwaniu nowych polimorfizméw UCP1 objely caly region
kodujacy wraz z obszarem 5’ UTR i 3’. Dotyczyty 36 0s6b zdrowych 30 0s6b z MetS i 29 pacjentow
z DMt2- w dysertacji nie ma niestety podanych danych klinicznych i biochemicznych poréwnujacych/
charakteryzujacych te grupy badane. Jest natomiast bardzo szczegoétowy opis przeprowadzonych analiz
z uzyciem dwoch niezaleznych bibliotek czgsci kodujacej iregiondw 3°i 5° UCPI. Poczatkowo analiza
bioinformatyczna zidentyfikowata 85 pozycji w obrgbie genu UCPI. Po zastosowaniu jasno
1 precyzyjnie okreSlnych kryteriow wlaczenia do analizy ostatecznie wytypowano 25 wariantéw
potencjalnie zwiazanych z ryzykiem rozwoju DMt2 oraz 14 polimorfizméw zwiazanych
z wystapieniem MetS. Cztery warianty zidentyfikowano jako potencjalnie zwiazane z MetS i DMt2.

Analiza ekspresji genu UCPI i UCP2 w mononuklearach krwi obwodowej badanych osob.
Wytypowano 20 0s6b z DMt1, 19 0s6b otylych i 22 osoby z grupy kontrolnej. Ponownie nie popadano
charakterystyki analizowanych grup. W przypadku UCP! wykazano brak ekspresji tego genu u 0sob
zdrowych i z DMt2 ale potwierdzono staba ekspresje u 3 0sob (15,7%) oséb w grupie otytych
uczestnikow. Analiza ekspresji UCP2 w grupie 0sob z zaburzeniami metabolicznymi (otylo$é i grupa
z DMt2) charakteryzowata si¢ nizszym poziomem ekspresji genu niz grupa kontrolna.

Ocena funkcjonalnego znaczenia badanych polimorfizméw charakteryzuje si¢ bardzo
dokfadnym i rzetelnym przeprowadzeniem eksperymentéw ale takze dbaniem o szczegoty.
Przeprowadzono nie tylko analiz¢ biatka UCP1 w trakcie réznicowania linii komérkowej PAZ6 w
kierunku BAT, analizowano zmiany ekspresji genéw markerowych jak i dolno$¢ gromadzenia lipidow
prze komorki. Wykorzystywano metody molekularnej biologii, klasyczne barwienie OilRed jak
i barwienia immunofluorescencyjne w mikroskopii konfokalne;.

Analiza aktywnoS$ci promotorowej genu UCPIbyta przeprowadzona odzienie dla linii HepG2
oraz PAZ6. Eksperymenty przeprowadzono trzykrotnie w tryplikatach co warunkuje uzyskanie
wiarygodnej 1 wystarczajacej ilosci probek do dalszych analiz statystycznych.

Polimorfizm A-112C nie miat istotnego wptywu na poziom UCP1 w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Najwyzsza aktywno$¢ promotorowa obserwowano, natomiast po stymulacji norepinefryna
linii A112C/3826A.

Podsumowujac wyniki przedstawione zostaly w sposob bardzo szczegbtowy jednakze
rownoczesnie bardzo przystepny, dzigki zastosowaniu przez Doktorantke licznych rycin w iloéci 16,
11 tabel, oraz 9 wykreséw.

Dyskusja stanowi bardzo staranne, oméwienie wynikow na tle innych badan dostepnych
w odniesieniu do aktualnego piSmiennictwa z dziedziny biologii molekularnej. W omawianiu wynikéw
uwzgledniono réwniez najnowszg sytuacje epidemiologiczna, autorka podkresla znaczenie MetS jako
czynnika ryzyka negatywnie wplywajacego na przezywalno$¢ chorych. Doktorantka przytoczyta
najnowsze obserwacje dotyczace wplywu wystgpowania MetS i cigzszego przebiegu infekcji SARS-

COV-2, u tych pacjentow.
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Dobrze dobrane pozycje literaturowe potwierdzaja celowo$é przeprowadzenia omawianego
badania, wraz z kolejnymi jego etapami. Doktorantka omawiajac poszczegdlne etapy badan i uzyskane
wyniki, sama zwraca uwage na pewne niedociggnigcia metodyczne badania jak np. istotnie mtodsza

grupa kontrolna w poréwnaniu z podgrupa z MetS.

Wnhioski - stanowia podsumowanie wynikow badan i dyskusji; postawione sg w sposob

wywazony i z rozmystem.

Warto zaznaczy¢ ze uzyskane wyniki zostaly przedawnione w 3 publikacjach, dwie w ramach
czasopisma Postepy Hig Med. doswiadczalnej Online oraz jednej artykul w czasopi$mie o zasiegu
mi¢dzynarodowym PlosOne w 2022, o wspotczynniku oddziatywania IF 3,24. A takze w formie 6
prezentacji plakatowych jak i doniesien ustnych na konferencjach krajowych jak i migdzynarodowych
m.in. EWIC2017, FESB czy EFI.

Przy recenzji powyzszej, rzetelnie poprowadzonej dysertacji, nasungly sie recenzentowi

nieliczne uwagi i komentarze, ktére mozna rozwazy¢ czy uwzgledni¢ przy przygotowaniu kolejnego

opracowania do druku. Jako laboratoryjny genetyk kliniczny doceniam i podziwiam zakres badan
z zakresu biologii molekularnej. Jednak jako wieloletni, aktywny zawodowo, klinicysta zwrdcitam

uwage na kilka dodatkowych aspektow pracy.

- OczywiScie stabym punktem pracy wspominana juz dysproporcja analizowanych grup, brak
charakterystyki klinicznej uczestnikow badania jak i poréwnania oraz nieoptymalne dobranie

analizowanych podgrup.

- Nasuwa si¢ pytanie czy w grupie chorych z ,,czystym” MetS wykluczono istnienie DMt2.
Otytos¢ i wiek chorych ($rednio 60 lat) sg czynnikami istotnie zwigkszajacymi ryzyko wystgpowania
DMt2, ktora czgsto przebiega w sposob subkliniczny. Nie znaleziono informacji czy u chorych
wykonano OGTT z 75 g glukozy lub czy oznaczano u uczestnikow HbAlc. Brak wykluczenie DMt2

w podgrupie MetS podwaza nieco przedstawiony podziat kliniczny badanych populacji.

- Nie podano réwniez danych co do modelu leczenia DMt2 i stopnia wyrdéwnania
metabolicznego u tych chorych. Juz sama $rednia stgzenia glukozy na czczo (151,8+/- 56,14 mg%)

sugeruje nieoptymalne wyréwnanie choroby. DMt2 o duzej zmienno$ci glikemii jest niezaleznym
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czynnikiem stymulujagcym procesy zapalny i produkcj¢ ROS co moze by¢ potencjalnym czynnikiem

zakl6cajacym analizy.

Z drobnych uwag zwraca uwage:

- nie do konca przekonujace uzasadnienie obecnosci allelu G w polimofizmu -3826 A/G genu
UCPI w zwiazku ze zmniejszonym ryzykiem wystapienia zespolu metabolicznego w populacji

polskiej, co jest w sprzecznosci z poprzednimi obserwacjami.

- Badanie funkcjonalne polimorfizmoéw (transfekcja wektorowa) odniosto si¢ do analizy iloSci
biatka w komorkach bez analizy samej funkcji produktu biatkowego, co mogto byé potencjalnym
wytlumaczeniem i wzmocnieniem argumentoOw pracy. Moze natomiast by¢ punktem wyjscia do

dalszych, ciekawych badan

Powyzsze uwagi poczynione pod wplywem bardzo sumiennego opracowania opisu badan i
wynikow 1 z obowiazku, stanowia refleksje recenzenta po przeczytaniu dojrzale przygotowanej
rozprawy. Rozprawa $wiadczy o nowoczesnym i sumiennym podej$ciu Doktorantki, do warsztatu
badan naukowych, bardzo duzej wiedzy i umiejgtnosci wykorzystania najnowszych metod biologii
molekularnej. Na szczegdlne docenienie zastuguje zastosowanie przez zespot badawczy tak szerokiej

gamy badan z zakresu biologii molekularnej i tak bogaty warsztat i zaplecze techniczne.

Na tej podstawie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o nadanie biegu dalszym etapom
przewodowi doktorskiego mgr inz. Agaty Witkowicz.

Laczac wyrazy szacunku,
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