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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Iwony Kojty
pt. ,, Wplyw diety bogatotluszczowej i wyciszania genu kodujgcego acylotransferaze
glicerolo-3-fosforanu na indukcje insulinoopornosci miesniowej”
wykonanej pod kierunkiem Prof. dr hab. Agnieszki Blachnio-Zabielskiej
w Zakladzie Higieny, Epidemiologii i Zaburzen Metabolicznych, Wydzial
Lekarski z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku
Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

Podstawag formalng wykonania recenzji jest pismo Dziekana Wydziatu Lekarskiego
z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku z dnia 29 stycznia 2021 r. informujgce o powierzeniu mi obowiazkéw recenzenta
wyzej wymienionej rozprawy doktorskiej.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Oceniana rozprawa doktorska skfada si¢ z dwéch artykuléw naukowych opublikowanych
w 2020 roku — nizej wyszczegdlnionych — opublikowanych w jezyku angielskim w czasopismach
z listy Journal Citation Reports, ktorych wskazniki naukometryczne sa wysokie: taczny wskaznik /F
wynosi 9,102 a liczba punktow MEIN wynosi 280. Pierwsza z publikacji jest praca oryginalna,
natomiast druga to praca przegladowa. W wykazie publikacji stanowigcych rozprawe doktorska (str.
6) podano niepelne numery doi publikacji.

1. Kojta I, Zabielski P, Roszczyc-Owsiejczuk K, Imierska M, Sokolowska E. Blachnio-
Zabielska A. GPAT gene silencing in muscle reduces diacylglycerols content and improves
insulin action in diet-induced insulin resistance. Int J Mol Sci. 2020; 21(19): 7369. doi:
10.3390/1jms21197369. (IF — 4,556; pkt. MEIN — 140)
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zapasowego w komorkach ttuszczowych) i zwigkszonego wychwytu wolnych kwasow tluszczowych
przez komorki, gloéwnie miocyty i hepatocyty. Migsnie szkieletowe sg najwazniejszym miejscem
dzialania insuliny w organizmie, s odpowiedzialne za okoto 80-90% catkowitego, insulinozaleznego
wychwytu glukozy. W stanie insulinoopornosci obserwuje si¢ zaburzenia metabolizmu glukozy
w migsniach. Insulinoopornos¢ zwigzana jest ze zmniejszonym transportem glukozy poprzez
transportery glukozy (GLUT 4) do komdrek miesni szkieletowych oraz z licznymi zaburzeniami
pozareceptorowymi wskutek zmian aktywnosci bialek enzymatycznych. Wyniki licznych badan
wskazujg na zwigzek miedzy akumulacja biologicznie aktywnych lipidow a nieprawidtowym
wewngtrzkomérkowym dziataniem insuliny w migsniach szkieletowych. Jednakze pomimo wielu
badan, nadal nie wiadomo, ktore biologicznie aktywne lipidy w gtéwniej mierze odpowiadaja za
rozwdj insulinooporno$ci migsniowej. Ponadto, molekularne mechanizmy odpowiedzialne za rozwoj
tego procesu rowniez nie s3 w pelni poznane. Przedstawione przez Doktorantke nowe wyniki
w pewnym stopniu t¢ luke uzupelniaja. W prezentowanej rozprawie doktorskiej podjeto probe
wyjasnienia roli diacylogliceroli w rozwoju insulinoopornosci migsni szkieletowych. W tym celu
przeprowadzono miejscowe wyciszenie in vivo genu kodujacego acetylotransferaze glicerolo-3-
fosforanu (GPATI) w migéniach szkieletowych, za pomoca plazmidéw shRNA, i zbadano wplyw
wyciszania tego genu na akumulacj¢ biologicznie aktywnych lipidow oraz na szlak transdukcji
sygnalu insuliny w mig$niu brzuchatym tydki myszy z insulinoopornoscia indukowana dieta
bogatotluszczowa (HFD). Doktorantka jako model badawczy wybrala samce myszy szczepu
C57BL/6 1 wyodrgbnita dwie grupy doswiadczalne (n=8 w kazdej grupie): 1) grupe zwierzat
karmionych standardowo, ktérym do mig$ni brzuchatych lydki obu nég podano plazmidy
niewyciszajace (kontrola); 2) grupg zwierzat z dieta HFD, u ktérych w mig$niu brzuchatym tydki
jednej z koficzyn wyciszono, przy uzyciu specyficznych plazmidéow, gen kodujacy GPATI
(HFD(Gpar1-), @ migsien drugiej tapy, po podaniu plazmidu niewyciszajacego, stanowit kontrole
(HFD(Gpar1+)). Prowadzenie badan we wspomnianym obszarze naukowym uwazam za szczegdlnie
pozadane ze wzgledu na konieczno$¢ opracowania nowych terapii chordb zwigzanych
z insulinoopornoscia. Zatem, podjete przez Doktorantke badania uwazam za w pehni uzasadnione,
a tematyke badawczg — za interesujaca i aktualng. O tym, ze badania s3 wazne i nowatorskie moze
rowniez swiadczy¢ fakt uzyskania bardzo wysokiej ich oceny i co z tym jest zwigzane — uzyskanie
finansowania przez FNP na ich prowadzenie w ramach wymienionego wezesniej projektu.
Podstawa przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej sa, jak juz wczesniej wspomniatam,
dwie prace naukowe opublikowane w bardzo dobrych, prestizowych czasopismach
o mig¢dzynarodowym zasiegu, ktore z pewnoscia zostaly ocenione przez zespoét recenzentow oraz
edytoréw obu czasopism. Niemniej jednak rolg recenzenta rozprawy doktorskiej jest ich catosciowa
analiza. Nalezy podkresli¢, ze oceniane prace sa tematycznie spojne i wartosciowe pod wzgledem
poznawczym. Praca przegladowa jest wlasciwie wstgpem prezentowanej rozprawy doktorskiej
1 czgs¢ informacji w niej zawartych znalazla si¢ we wstepie polskojezycznego opracowania.
Doktorantka dokonuje w niej szczegélowego przegladu literatury (142 pozycje) i w przejrzysty
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laboratoryjne sa nowoczesne i wlasciwie dobrane do zatozonego celu badawczego. Generalnie, ta
czgS¢ pracy zostala napisana poprawnie, ale pewne uwagi i sugestie nasunely mi si¢ po analizie tego
rozdziatu: 1/ Schematyczne przedstawienie uktadu przeprowadzonych do$wiadczen zwigkszyloby
przystgpnos¢ opisu badan. 2/ Kolejna uwaga dotyczy opisu poszczegolnych metod. Wiekszosé z nich
zostala przedstawiona w sposob precyzyjny i wyczerpujacy, ale analize real-time PCR i Western blot
opisano bardzo oszczgdnie. W opisie metody real-time PCR zabrakto informacji na temat uzytych
starterow, warunkow reakcji, kontroli negatywnych, liczby powtorzen i sposobu analizy uzyskanych
wynikoéw. Opis metody Western blot nalezaloby uzupetni¢ o informacje dotyczace warunkéw reakcji,
stgzen i specyficznosci gatunkowej uzytych przeciwcial, kontroli negatywnych oraz liczby
powtorzen. W opisie testu ELISA zabrakfo informacji o czulosci metody i bledach wewnatrz-
i migdzyseryjnych. W pracy oryginalnej, w czgsci dotyczgcej opisu analizy statystycznej, zabrakto
informacji nt. rodzaju zastosowanej analizy wariancji (ANOVA). 3/ Zaréwno w pracy oryginalnej
jak i w opracowaniu polskojgzycznym podano biedny numer Uchwaty Lokalnej Komisji Etycznej
(jest nr 43, powinien by¢ nr 35) i niewlasciwa nazwe siedziby Komisji. Doktorantce chodzito
zapewne o Lokalng Komisj¢ Etyczng Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, a nie, jak
napisata, Uniwersytetu Medycznego w Olsztynie. 4/ Chcialabym takze zwrdcié uwage na kilka
potknig¢ jezykowych: powinno by¢ , kontrola™ zamiast ,.control” (str. 16), ,,grupa zwierzat z dieta
standardowa/bogatottuszczowg” zamiast »grupa zZwierzat karmiona dietg
standardowa/bogatottuszczowa” (str. 16), ,,membrang¢ inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami”
zamiast ,membrang¢ inkubowano z odpowiednim przeciwcialem” (str. 20).

W rozdziale ,,Wyniki”” Doktorantka w jasny i logiczny sposob prezentuje wyniki doswiadczen
dotyczacych: 1/ Wplywu diety HFD na stgzenie glukozy i kwaséw thuszczowych w osoczu.
2/ Wplywu wyciszania genu GPAT w migsniach szkieletowych na ekspresje bialek transporterow
kwasow thuszczowych, ekspresje genow i biatek GPAT, zawarto$¢ acylo-koenzymu A, acylokarnityn
oraz aktywnych biologicznie lipidow w migsniu brzuchatym tydki myszy z dieta HFD.
3/ Aktywacji szlakéw sygnatowych insuliny w migéniu brzuchatym tydki myszy z wyciszonym
genem GPAT. 4/ Wplywu wyciszania genu GPAT na stymulowany insuling wychwyt glukozy przez
migsien brzuchaty tydki myszy. Dokumentacja graficzna wynikéw w postaci rycin, zdjeé i tabel jest
czytelna, logicznie podzielona na odpowiednie podrozdzialy i raczej nie budzi zastrzezen. W swojej
pracy Doktorantka wykazala, ze dieta HFD prowadzi do indukcji insulinoopornosci,
o czym $wiadczy zwigkszone st¢zenie glukozy i insuliny we krwi, nieprawidtowa tolerancja glukozy,
zmniejszona odpowiedz na insuling, wzrost wartosci wskaznika HOMA-IR i zmniejszony wychwyt
glukozy w migsniach w poréwnaniu z grupg kontrolng. Ponadto, zaobserwowano, ze dieta HFD
przyczynia si¢ do wzrostu stezenia wolnych kwasow tluszczowych w osoczu i wzrostu pozioméw
dhugotancuchowych acylo-CoA, ceramidéw, diacylogliceroli, triacylogliceroli i acylokarnityn
w migsniach szkieletowych. Bardzo interesujace wydaje si¢ stwierdzenie, ze wzrost stezenia
aktywnych biologicznie lipidéw prowadzi do zahamowania szlaku transdukcji sygnatu insuliny,
o czym $wiadczy spadek poziomu fosforylacji biatek tego szlaku, co przyczynia sie do zmniejszenia
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stwierdza, Ze ,,...Wyciszenie GPAT w migs$niach zwierzat karmionych HFD zwigkszylo wychwyt
glukozy w stosunku do migsni niewyciszonych...”. Jednak na rycinie 7b wersji polskojezycznej
1 rycinie 5b pracy oryginalnej nie zaznaczono réznic statystycznie istotnych. Prosze Doktorantke
o0 wyjasnienie tych niespojnosci. 7/ W tej czesci rozprawy znalaztam tez kilka niefortunnych okreslen:
»Wplyw spozycia diety wysokottuszczowej” (ryc. 3, str. 24), ,dwukrotny wzrost odnotowano
w nastgpujacych kwasach thuszczowych” (str. 25), ,,gatunkéw molekularnych diacyloglicerolu” (str.
32), ,,zawartos¢ ceramidu” (str. 33, 34). 8/ Doktoranta nie dolaczyta do opracowania rozprawy tabel
S1- S5 zamieszczonych w suplementach pracy oryginalne;.

W dyskusji zamieszczonej w publikacji oryginalnej wchodzacej w sklad rozprawy doktorskiej
podjeto wnikliwg analizg i interpretacj¢ prezentowanych wynikéw w $wietle aktualnej literatury.
W moim odczuciu Dyskusja jest wszechstronna i wyczerpujaca. Swiadczy to o zrozumieniu tematyki
badawczej oraz o dojrzalosci naukowej Doktorantki. Sugerowalbym jedynie, aby Doktorantka
wskazala/uwypuklita jakie nowe informacje wnosza wyniki jej rozprawy doktorskiej.
Proponowatabym takze uwzglednienie w dyskusji schematu obrazujacego potencjalng role
diacylogliceroli w indukowaniu insulinoopornosci migéni  szkieletowych. Opracowanie
polskojezyczne koricza cztery wnioski, a w pracy oryginalnej pojawia sie rozdziat wnioski, ktére
syntetycznie podsumowuja uzyskane przez Doktorantke wyniki. Uwazam jednak, ze rozdzial ten,
w opracowaniu polskoj¢zycznym, nalezaloby zatytulowac ,,Podsumowanie i wnioski” i uzupetnié
o wniosek koncowy zawarty w pracy oryginalnej. We wnioskach pracy znalazlam niefortunne
okreslenia: ,,spozywanie diety HFD”, ,,co zwigkszylo aktywnos$¢ szlaku insuliny” (str. 38).

Swoje uwagi i sugestie zawarlam po analizie kazdego z rozdzialow. Na zakonczenie swojej
oceny prositabym Doktorantk¢ o odpowiedzZ, podczas obrony, na nastgpujace pytanie: w jaki sposob
uzyskane przez Doktorantke wyniki moga przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych terapii choréb
zwigzanych z insulinoopornoscia badz sposobow ich zapobiegania?

PODSUMOWANIE

Pragng stwierdzi¢ z pelnym przekonaniem, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a uzyskane przez Doktorantke wyniki nie tylko
dostarczajg nowych danych, ktére stanowia cenne uzupelnienie badan zmierzajacych do znalezienie
nowych czynnikéw regulujacych wrazliwo$¢ miesni na insuline i poznania mechanizmu ich
dziatania, ale moga stanowi¢ podstawe do prowadzenia kolejnych eksperymentéw. Opublikowana
praca przegladowa, bedgca czgécig rozprawy doktorskiej, jest rzetelnie przygotowana, prezentuje
aktualny stan wiedzy na temat zagadnien bedacych przedmiotem rozprawy i $wiadezy o bardzo
dobrej znajomosci tematu. Oryginalna praca, stanowigca pierwsza czes¢ rozprawy doktorskiej, jest
dobrze przygotowana, zawiera jasno okreslony cel uzupetniony dobrym opisem przeprowadzonych
doswiadczen i uzyskanych wynikéw oraz merytoryczna dyskusja. Na podkreslenie zastuguje réwniez
szeroki zakres prowadzonych badan naukowych oraz kompleksowe podejscie do rozpatrywanego
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