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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Miniewskiej
pt. ,, Poszukiwanie profilu metabolitow charakterystycznego dla pobudzenia

brunatnej tkanki ttuszczowej u mlodych meiczyzn”

Brunatna tkanka tluszczowa (BAT) jest podstawowym narzadem odpowiedzialnym za termogeneze
u niemowlat i jej objetos¢ wraz z wiekiem ulega stopniowej redukcji. U ludzi dorostych resztki BAT
sasiaduja z osrodkowym uktadem nerwowym, a ich aktywacja zwigzana jest ze wzrostem tempa
metabolizmu. Rekrutacja BAT ma miejsce podczas aklimatyzacji do zimna i obejmuje wydzielanie
adipokin, ktére aktywuja komorki w obrgbie BAT i promuja adipogeneze, angiogeneze oraz
zapewniajg interakcje pomigdzy komérkami odpornosciowymi i neuronami. Wszystkie te procesy sa
ze sobg powiazane i odpowiadaja za plastycznos¢ BAT w odpowiedzi na ekspozycj¢ na zimno.
Najnowsze badania wskazujg na wazng role BAT w regulacji metabolizmu calego organizmu,
poprzez mechanizmy obejmujgce wzajemne oddziatywanie pomigdzy BAT a watrobg, migéniami
szkieletowymi i jelitem, jak réwniez centralnym ukiadem nerwowym. Molekularny mechanizm tych
interakcji nie jest znany. Dlatego tez, glowny cel recenzowanej rozprawy tj. okreslenie zmian w
profilu metabolitow osocza wywotlanych aktywacja BAT poprzez ckspozycje na zimno oraz
wskazanie metabolitéw zmieniajacych si¢ w zaleznosci od objetosci i aktywacji BAT u osob
dorostych, wydaje si¢ by¢ trafny i bardzo interesujacy.

Praca doktorska mgr Katarzyny Miniewskiej zrealizowana zostala w Laboratorium
Metabolomiki w Centrum Badan Klinicznych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, pod
kierunkiem promotora dr hab. Michata Ciborowskiego. Promotorem pomocniczym jest

dr Malgorzata Mojsak z Samodzielnej Pracowni Laboratorium Obrazowania Molekularnego,
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Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Rozprawa ma nietypowy uklad i sklada sie
z maszynopisu (w ktérym opisano, ale nie zaprezentowano graficznie wynikéw) i dolaczonych do
niego dwoch publikaciji, ktérych pierwszym autorem jest doktorantka. Maszynopis, ktéry — z zgodnie
z zasadami powinien zawiera¢ omdwienie wspomnianych powyzej publikacji, ma 15 stron. Calo$é
Jest podzielona na nastepujace rozdziaty: 1) Wykaz publikacji stanowigcych rozprawe (1 strona), 2)
Zestawienie publikacji doktorantki (I strona), 3) Wykaz skrotow (1 strona), 4) Wstep (6 stron), 5)
Cel pracy (1 strona), 6) Materiaty i metody (3 strony), 7) Wyniki (2 strony), 8) Wnioski (1 strona), 9
i 10) Streszczenia w jezyku polskim i angielskim (po 2 strony), 11) Literatura (3 strony). W
maszynopisic brak rozdziatu ‘Dyskusja’. Do rozprawy dolaczone si¢ dwie publikacje (praca
przegladowa: K. Miniewska, J. Godzien, P. Mojsak, K. Maliszewska, A. Kretowski, M. Ciborowski
»Mass spectrometry-based determination of lipids and small molecules composing adipose tissue
with a focus on brown adipose tissue™ J Pharm Biomed Anal. 2020 Nov 30;191:113623 oraz praca
oryginalna: K. Miniewska, K. Maliszewska, K. Pietrowska, J. Godzien, L. Labieniec, M. Mojsak, A.
Kretowski, M. Ciborowski "PET/MRI-Evaluated Activation of Brown Adipose Tissue via Cold
Exposure Impacts Lipid Metabolism.” Metabolites. 2022 May 19;12(5):456.), a takze odpowiednie
o$wiadczenia wspotautorow dotyczace ich wkladu w powstanie tych prac. Obie prace sa
wieloautorskie, z o$wiadczen wspotautorow wynika, ze wkiad doktorantki w kazda z nich to 50%.

Maszynopis, ktory powinien stanowi¢ oméwienie opublikowanych prac, zostal przygotowany
bardzo lakonicznie i niezbyt starannie pod wzgledem edytorskim. W zestawieniu publikacji
doktorantki (rozdzial nr 2 maszynopisu), podano w tabeli jedynie liczbe publikacji i ich sumaryczny
wspotczynnik oddziatywania (IF), brak jakichkolwiek danych bibliograficznych - nawet nie podano
tytuléw prac i nazw czasopism, w ktorych zostaty opublikowane. Tak przygotowane zestawienie jest
niemozliwe do oceny merytorycznej. Zestawienie skrotow takze jest zaskakujace, trudno zrozumie¢
cel wprowadzenia skrétow takich ja QC (kontrola jakosci), 18-FDG, AUC, HILIC, ESI itd., ktore
albo w ogole nie sg stosowane przez doktorantke, albo sa uzyte w tekscie tylko raz. Jednoczesnie
skroty uzywane w tekscie, np. TSH, nie wystepuja w zestawieniu skrotow. Standardem jest, ze w
dysertacji wprowadza si¢ tylko skroty konsekwentnie uzywane w tekscie, nie ma powodu
wprowadzania skrotow tylko po to, by zacytowac nazwe biatka czy metody w jez. angielskim. Skrot
WAT jest rozwinigty niepoprawnie — w polskiej nomenklaturze histologicznej obowiazujaca nazwa
jest zolta tkanka tluszczowa. Podobnie, nieprawidlowe jest uzyte przez Doktorantke okreslenie
‘pecherzyki’ w odniesieniu do kropli lipidowych.

W rozdziale Wstep doktorantka przedstawita informacje dotyczace charakterystyki BAT i jej

funkcji wydzielniczej oraz przedstawita metody jakie wykorzystywane sa w badaniach tej tkanki
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u 0s6b dorostych. Tekst opisywany w tej czgsci rozprawy zobrazowany jest 2 rycinami. Nastepnie,
zostata przedstawiona definicja metobolomiki i rys historyczny metod uzywanych w badaniach
metabolomicznych. Natomiast, w rozdziale ‘Wstep® brakuje informacji, ktore wprowadzityby
czytelnika w tematyke badan zaprezentowana w dalszej czesci dysertacji. Duzy niedosyt pozostawia
rozdziat 4.3 (str. 14), w ktérym doktorantka bardzo lakonicznie przedstawia funkcje badanych przez
siebie bialek: leptyny, FGF21, TNF-a, FABP4. Brakuje w tym rozdziale rzetelnie przedstawionych
danych dotyczacych roli tych hormonéw 1 czynnikow biatkowych w fizjologii i patologii czlowieka.
Brak wprowadzenia pozwalajacego na zrozumienie, dlaczego te wlasnie bialka zostaly wybrane do
badan, w kontekscie analizy BAT i ekspozycji organizmu na niskie temperatury. Jaki jest zwiazek
leptyny, FGF21, TNF-a, FABP4, z insulinoopornoscia, o ktérej wspomina Doktorantka w tym
rozdziale, oraz z procesem roéznicowania i aktywacji adipocytow? Jaka role petnig te czynniki w
regulacji metabolizmu glukozy i lipidow? Wszystkie ww zagadnienia lgcza sie bezposrednio z
tematyka pracy, a ich przedstawienie pozwoliloby na zrozumienie postawionej hipotezy i celow
przeprowadzonych badan.

Rozdziat ,Cele pracy” w sposéb zwiezly przedstawia cel realizowanych badan.
Przeprowadzone eksperymenty pozwolily na pelng ich realizacje. Natomiast, w rozdziale tym
doktorantka niepoprawnie nazywa ‘biatkami surowicy’ badane przez siebie hormony i czynniki
biatkowe. Mimo, ze zardwno leptyna, insulina jak i TNF-a, FGF21, FABP4 s3 biatkami, ktére po
sekrecji znajdujg si¢ w osoczu krwi, nie zalicza si¢ ich do ‘bialek surowicy’, ktore sg Scisle
zdefiniowane. Podobnie, uzywane okreslenie ‘wychladzanie’, w kontekscie ekspozycji 0séb
badanych na niskg temperature, nie jest zbyt fortunne.

Przedstawione w pracy badania wykonane zostaty z udzialem ochotnikéw, mezczyzn w wieku
23-32 lat, ktérzy byli niepalacy. niecierpiacy na choroby przewlekte i nieprzyjmujacy na stale
zadnych lekow. W rozdziale ‘Materialy i metody” Doktorantka podaje, ze badaniem objeto 37 oséb.
Jednoczesnie wskazuje, ze analizy LC-MS przeprowadzono na prébach pobranych od 22 oséb, a
pozostale analizy byly prowadzone na grupie 25 0sob. Ten brak konsekwencji w podawanej liczbie
0s0b badanych jest niezrozumiaty — bardzo prosze o wyjasnienie tej kwestii w czasie obrony.
Podobnie jak pozostale rozdzialty w przedstawionym do oceny maszynopisie, tak i rozdzial
~Materialy 1 metody’ jest napisany bardzo lakonicznie, brak jest jakichkolwiek szczegdlow
dotyczacych zastosowanej w dysertacji metodyki, nie podano nawet nazw zastosowanych technik
analitycznych, brak informacji o metodzie ekspozycji osdb badanych na zimno (jak niska byla
temperatura?), nie ma nic na temat sposobu przygotowania prob do analiz metabolomicznych czy

analiz stezenia badanych hormonéw i innych biatek. W kazdym z podrozdzialéw doktorantka odsyla
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czytelnika do publikacji Miniewska et al. Merabolites. 2022 May 19;12(5).:456. Nie jest to
prawidlowe, poniewaz publikacja rzadzi si¢ swoimi prawami — zawarty tam opis procedur
metodycznych jest skrotowy, w publikacji jest 8 autorow, nie wiadomo, ktore czesci pracy zostaly
-wykonane przez Doktorantke. Zalozeniem pracy doktorskiej jest dokladne opisanie, z
najdrobniejszymi szczegotami, procedur eksperymentalnych, wykonanych przez osobe ubiegajacy
si¢ 0 nadanie stopnia doktora. Do obowigzkow recenzenta nalezy dokonanie merytorycznej oceny
zastosowanych procedur metodycznych. Przy tak przygotowanym opisie, taka ocena jest niemozliwa.

Jak wspomniano, wyniki uzyskane w trakcie realizacji badan zostaty opublikowane w jednej
publikacji. Praca ta zawiera 6 rycin i 3 tabele prezentujgce rezultaty. Dodatkowo, w pracy
przegladowe] stanowigcej cze$¢ rozprawy doktorskiej, przedstawiono statystyczng analizg
metabolomu BAT opracowanag w oparciu o wyniki prac opublikowanych przez innych autoréow. W
maszynopisie opisujgcym prace doktorska, Doktorantka nie wspomniana nic na temat przyjetej tam
metodyki ani zrodta wykorzystanych baz danych. Nie wspomina tez o tym, co nowego wniosto takie
podejscie metodyczne. Rowniez w rozdziale “Wyniki® Doktorantka nie odnosi sie¢ do tego
opracowania. Trudno zatem ocenié, czy jest to Jej praca, ktora powinna by¢ brana pod uwage przy
nadawaniu stopnia doktora. Podobnie, mimo, ze manuskrypt rozprawy zawiera rozdzial *Wyniki’,
zostaly one tu przedstawione bardzo skrétowo, bez wykresow i tabel. Doktorantka przy opisywaniu
wynikow odsyla czytelnika do publikacji Miniewska et al. Metabolites. 2022 May 19;12(3):456 —
publikacji, w powstaniu ktorej Doktorantka ma 50% udziatu, a zatem trudno oceni¢, ktére wyniki
stanowig whasnos¢ intelektualng Doktorantki i moga by¢ podstawa nadania Jej stopnia naukowego.
W moim przekonaniu napisanie przez Doktorantke pelnej rozprawy doktorskiej opisujacej uzyskane
przez Nig wyniki oraz ich przedyskutowanie rozwiatoby wszelkie watpliwosci. Powod, dla ktorego
Doktorantka tego nie zrobila jest niejasny, tym bardziej, ze badania opisane w ww publikacji sg
interesujace. Do najciekawszych wynikoéw nalezy wykazanie, ze: 1) u 0sob, u ktérych stwierdzono
aktywacj¢ BAT w odpowiedzi na ekspozycje na zimno, dochodzi do wzrostu stgzenia fosfolipidow i
dlugotancuchowych kwasow tluszczowych w osoczu krwi, natomiast zmniejsza si¢ st¢zenie
sfingolipidow; zmianom tym towarzyszy obnizenie stezenia FABP4; 2) ekspozycja na zimno
zmnigjsza stezenie insuliny 1 leptyny w osoczu, jednoczesnie nie wplywajac na stezenia FGF21 1
TNF-a.

Kroétkie podsumowanie wynikow zostato przedstawione w rozdziale ,,Wnioski”. W rozdziale
,.PiSmiennictwo™ zacytowano 37 prac. Jak wspomnialam wcze$niej, maszynopis nie zawiera
rozdzialu ,,Dyskusja”, co powoduje, ze trudno oceni¢ na ile Doktorantka potrafi odnies¢ uzyskane

wyniki do aktualnego stanu wiedzy.
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Po wnikliwym przestudiowaniu przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej i zapoznaniu sie

z dyskusja w publikacji stanowigcej czes$¢ rozprawy, mam kilka uwag i pytan, o wyjasnienie ktérych

prosz¢ podczas obrony:

1.

(]

Sposrod lipidowych metabolitow, najwigksze zmiany w grupie BAT+ zaobserwowano dla
kwasow 16:0, 16:1, 18:0, 18:1 oraz PUFA — co moze by¢ tego przyczyng? Jakie szlaki
metaboliczne sg regulowane przez ww kwasy ttuszczowe? Czy znany jest mechanizm
molekularny plastycznosci tkanki tluszczowej i aktywacji BAT w odpowiedzi na
ekspozycje na zimno?

W jakich tkankach ulega ekspresji FABP4 i jakie komorki sg gléwnym zrodlem FABP4
obecnego w osoczu? W jaki sposob moze doj$¢ do obnizenia st¢zenia FABP4 w osoczu
pod wptywem ekspozycji na zimno? Czym rozni si¢ FABP4 od innych izoform tego
biatka?

W jaki sposob mierzona byta aktywnos¢ insuliny? Jesli faktycznie szlak insulinowy jest
aktywowany w wyniku ekspozycji na zimno, jaki jest mechanizm prowadzacy do tej
aktywacji? Jakie adipokiny wydzielane przez BAT regulujg aktywno$é szlaku
insulinowego? Czy aktywacja ta moze by¢ tkankowo-specyficzna?

W grupie BAT+ stwierdzono obnizone stezenie insuliny i leptyny w osoczu w odpowiedzi
na ekspozycje na niskg temperature. Jakie sa mechanizmy regulujace sekrecj¢ kazdego z
tych hormonow? Czy moga by¢ one zalezne od aktywacji BAT?

Dhugotancuchowe kwasy ttuszczowe o nieparzystej liczbie wegli wykorzystywane sa jako
standardy wewnetrzne w analizach metabolomicznych. W obecnej pracy stwierdzono
obecno$é takich kwasdéw w osoczu badanych pacjentow. Jakie moze by¢ ich pochodzenie?
Jak mozna wyjasni¢ fakt, ze jednym z kwasow thuszczowych, ktorych stezenie istotnie
wzrosto po ekspozycji na zimno w grupie BAT+ jest kwas 17:0?

Do rozprawy dotaczono oswiadczenia wspotautoréw odnosnie ich wkladu w powstanie
dotaczonych publikacji. Nie okreslono jednak, ktére konkretnie wyniki opisane w
rozprawie zostaly uzyskane przez Doktorantke. Prosze o wyrazne wskazanie wynikow
badan uzyskanych wylacznie przez Doktorantke, ktére sg nowatorskie 1 maja znamiona

odkrycia naukowego, a zatem moga by¢ podstawa nadania Jej stopnia doktora.
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Whiosek koncowy

Wyniki badan, ktore sa przedstawione jako podstawa pracy doktorskiej mgr Katarzyny Miniewskiej
pt. ..Poszukiwanie profilu metabolitéw charakterystycznego dla pobudzenia brunatnej tkanki
thuszczowej u miodych mezezyzn™ zostaly opublikowane w jednej publikacji oryginalnej i jednej
publikacji przegladowej, w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym. Sa to wyniki oryginalnych
badan i stanowia wklad w poznanie metabolizmu BAT. Watpliwos¢ wzbudza fakt, ze obie
przedlozone publikacje sa wieloautorskie, a bedacy czescia rozprawy doktorskiej maszynopis. ktory
powinien opisywaé przeprowadzone przez Doktorantke badania, jest na tyle lakoniczny i niepelny,
ze nie pozwala oceni¢ jaki jest Jej realny wklad. Podsumowujgc stwierdzam, ze jesli mgr Katarzyna
Miniewska ma prawo do wihasnosci intelektualnej wynikéw zawartych w zataczonych publikacjach,
oceniana rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003
r. Nr 65, poz. 595; z pézn. zm.) oraz art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z pozn.
zm.). Zwracam si¢ zatem do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o przyjecie rozprawy
1 dopuszczenie mgr Katarzyny Miniewskiej do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego, liczac, ze w

czasie obrony Doktorantka rozwieje wszelkie watpliwosci wyrazone w niniejszej recenzji.
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