Krakow, 05.04.2016

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Mgr Bartlomieja L.ukaszuka pt.” Wplyw obnizenia ekspresji PCG-1a
na rozwdj insulinoopornosci w linii komoérkowej mig¢$ni szkieletowych

L6”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata wykonana w
Zakladzie Fizjologii Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku pod
kierownictwem Prof. dr hab. Adriana Chabowskiego, a sfinansowana w
ramach statutu KNOW oraz Programu Operacyjnego Kapital Ludzki 2007-

2013.

Rozprawe doktorska stanowiag dwie publikacje: ,, The role of PCG-
la in the development of insulin resistance in skeletal muscle-revisited”
oraz “ Modest decrease in PCG-laresults in TAG accumulation but not
insulin resistance in L6 myotubes” o lacznym IF 5,75. Publikacje
poprzedzone sg oméwieniem podzielonym klasycznie na 8 rozdzialow
obejmujacych m. in. wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki, wnioski

oraz pi$miennictwo zawierajace 44 pozycje.

Autor skoncentrowal si¢ na korelacji pomiedzy otyloscig a
poprzedzajaca ja czgsto insulinoopornoscia migsni szkieletowych. Otylos¢,
na ktérg wg. WHO cierpi 600 mln ludzi na $wiecie wynika z zaburzenia

gospodarki energetycznej ustroju i stanowi jedng z najczgstszych chorob
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cywilizacyjnych. Stanowi ona powazny czynnik ryzyka innych choréb, np. cukrzycy typu II,
nowotworéw nerki oraz przewodu pokarmowego, nadci$nienia, zawalu migsnia sercowego.
Dlatego szczegélnie cenne jest prowadzenie badan majacych na celu poznanie mechanizméw

zaburzajacych homeostaze u 0séb z otyloscia.

Poniewaz migs$nie szkieletowe sg bardzo aktywna metabolicznie tkankg stanowigcg ok.
40% masy ciala osoby dorostej i wychwytuja prawie 80% glukozy przyjmowanej w pokarmach
Autor postanowit zbada¢ zaburzenia szlaku insulinowego przekaznictwa sygnatu w miocytach.
Wynikalo to z zalozenia, ze zaburzenia insulinowraZiiwos’ci miocytow spowoduja rozwoj
insulinoopornosci catego organizmu. Dotychczasowe badania wykazaly bowiem, ze istnieje
zwigzek pomigdzy ustrojowa iloscig tkanki thuszczowej a insulioopornoscia w miesniach
szkieletowych. Najwazniejszym za§ mechanizmem prowadzacym do insulioopornosci
miocytarnej jest prawdopodobnie zmniejszenie translokacji GLUT-4 do blony komorkowej.
Moze to wynika¢ z akumulacji diacyloglicerolu i ceramidu w komdrkach migsniowych. Z kolei
proces akumulacji lipidéw poprzez wzrost ich wychwytu komoérkowego i/lub syntezy wynika
z aktywacji biatkowego koaktywatora PGC-1a, ktérego glowng rolg jest regulacja liczby i
mozliwosci oksydacyjnych mitochondriow zwigkszajacych utylizacje lipidow. Dlatego celem
pracy bylo zbadanie wplywu krétkotrwatego wyciszenia PGC-lo (metodg siRNA) na
aktywno$¢ enzymow mitochondrialnych, ilo$¢ transporterow kwaséw tluszczowych,
dokomoérkowy transport kwasow thuszczowych oraz dokomoérkowy wychwyt glukozy.
Doswiadczenia wykonano na szczurzych liniach komérek migsniowych w 3 grupach: kontrola,
grupa z wyciszonym PGC-lo oraz kontrola negatywna dla siRNA. Autor wykazal, ze
niewielkie (24%) obnizenie ekspresji PGC-la skutkuje obnizeniem aktywnosci
mitochondrialnej oraz utylizacji kwaséw tluszczowych oraz trendem do obnizenia
stymulowanego insulina wychwytu glukozy przy jednoczesnym braku zmian ekspresji GLUT

1-4 co moze stanowié¢ pierwsze symptomy rozwoju insulinoopornosci miocytarne;j.



Mocng strong recenzowanej rozprawy doktorskiej jest réznorodnos¢ metod
zastosowanych w trakcie badan, co $wiadczy o doskonalym przygotowaniu technicznym

Autora, takich jak:

e Ocena ekspresji mRNA metoda RT-PCR

e Ocena stezenia bialek metoda Western Blot

e Ocena wychwytu kwasu palmitynowego znakowanego izotopem metodg
scyntylograficzna,

e Ocena zawarto$ci ceramidow 1 gliceroli metoda cienkowarstwowej

chromatografii cieczowej TLC oraz chromatografii gazowo-cieczowej GLC.

Ponadto Autor potrafit wyciggng¢ interesujace wnioski mimo braku jednoznacznych wynikoéw
potwierdzajacych hipotezg, ze wyciszenie PGC-lo. wystarczy do wywolania pelne;
insulinoopornosci komérek migsniowych. Byé moze stopient wyciszenia PGC-1a. byt za niski
(ekspresja mRNA dla PGC-1a obnizona o 60% a ekspresja biatka o 24%) i niewystarczajacy
do uzyskania pelnej insulinooporno$ci. Uwazam, ze Autor powinien rozwazy¢ kontynuacje
badan, w ktérych za wyciszenie PGC-10. za pomocg siRNA uzna redukcj¢ ekspresji mRNA dla
tego czynnika na poziomie co najmniej 80%. Ponadto korzystne byloby réwniez poréwnanie

efektu wyciszenia PGC-1o w innych liniach komoérkowych migsni szkieletowych.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja jednakze wartosci merytorycznej przedstawionej mi do oceny
pracy. Stanowi ona ciekawy wklad w badania nad patomechanizmem insulinoopornosci i

potencjalnymi mozliwos$ciami terapeutycznego jej przetamywania.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spetnia kryteria stawiane
rozprawom doktorskim oraz wymogi Ustawy o stopniach i tytutach naukowych. W zwiazku z

tym wnioskuje do Rady Wydziatu Lekarskiego z Oddzialem Stomatologii Uniwersytetu



Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie Pana mgr Bartlomieja Lukaszuka do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
Z powazaniem

KIEROWNIK
Pracowni Genetyki i Biologii Molekularnej

Dr hab/ n. med. Agata Piak-Belowska



