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rozprawy doktorskiej mgr Kamili Roszczyc-Owsiejezuk pt.: ,, Wplyw wyciszenia in vivo
ekspresji genu syntetazy dlugolancuchowych acyl0-CoA (ACSL1) na zwartosé
aktywnych biologicznie lipidow i insulinowrazliwosci miesni szkieletowych myszy

karmionych dieta bogatotluszczows”

Otylo$é (obesitas) jest przewlekla choroba metaboliczna, na ktéra wedlug danych Swiatowej
Organizacji Zdrowia choruje coraz wiecej ludzi, w tym dzieci. Obecnie wiadomo, ze otylos¢
moze by¢ indukowana przez czynniki srodowiskowe (styl zycia), genetyczne, zaburzenia
emocjonalne lub /i hormonalne a takze przez farmakoterapie (niektore leki). Jak
udokumentowano w pismiennictwie, najwigkszy udzial w indukowaniu tej choroby maja
czynniki genetyczne i srodowiskowe. Posréod czynnikow srodowiskowych, najwigksze
znaczenie w indukcji otylosci przypisuje si¢ diecie o duzej zawartosci tluszczow lub/i
weglowodanow. Co wiecej, nieleczona otylo$¢ prowadzi do rozwoju chordb sercowo-
naczyniowych, takich jak: nadcisnienie tetnicze, niewydolnos¢ serca, choroba niedokrwienna
serca, zatorowos¢ plucna, czy udar mozgu. Co istotne, otylos¢ w wigkszosci przypadkow
skojarzona jest z uposledzong tolerancjg weglowodandéw, insulinoopornoscia, stanem
przedcukrzycowym, czy cukrzyca typu 2. Kazdemu z tych przypadkéw towarzysza
zaburzenia lipidowe. Ponadto badania z ostatnich lat wskazuja, ze w zwiazku z poprawa
jakosci leczenia powyzszych chordb, a co za tym idzie wzrostem dlugosci zycia obcigzonych
nimi pacjentow, nalezy si¢ spodziewa¢ wzrostu czestosci  wystepowania chorob
charakterystycznych dla wieku podeszltego, w tym chordb neurodegeneracyjnych. Na skutek
kumulacji lipidéw w komorkach, zmiany patologiczne skojarzone z otyloscig dotycza wielu
tkanek. Szczegolnie znaczaca rolg¢ zwigzang z insulinoopornoscig organizmu przypisuje si¢
tkance miesniowej. Tkanka ta stanowi okoto 40% masy ciala, a takze moze znacznie zmieniac
swoO] metabolizm wraz ze zmiang aktywnosci skurczowej, tzn. aktywnosci fizycznej
organizmu. W ostatnich dekadach badania dotyczgce mechanizmu insulinooporno$ci migsni
szkieletowych skupiajg si¢ nad mechanizmami wewnatrzkomorkowymi, ktore sa ciggle nie do

konca rozpoznane. Doktorantka wpisujgc si¢ w obszar badan nad tym zagadnieniem



rozszerzyla je o zbadanie udzialu aktywnych biologicznie lipidow w indukc;ji
insulinoopornosci komoérek migSniowych oraz wplywu na ten proces lokalnego wyciszenia
genu ACSLI u myszy karmionych dieta bogatottuszczowa. S3 to badania oryginalne,
podstawowe i przedkliniczne, ktére zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem modelu
zwierzgeego — myszy szczepu C57BL/6J.

Manuskrypt liczy 110 stron, w ktérym Autorka przedstawita wyniki swoich badan
wykonanych w ramach realizacji projektu TEAM/2016-1/2 finansowanego przez Fundacje na
rzecz Nauki Polskiej. Praca ma klasyczny uklad dla tego typu opracowan i podzielona jest na
nastepujgce rozdziaty: 1) Wykaz rycin i tabel, 2) Wykaz skrétow, 3) Wstep (15 stron), 4)
Zalozenia i cel pracy (2 strony), 5) Materialy i Metody (15 stron), 6) Wyniki (18 stron), 7)
Dyskusja (18 stron), 8) Wnioski (4 strony), 9-10) Streszczenie (wersja polskojezyczna — 2
strony, wersja angielskoj¢zyczna — 3 strony), 11) Uchwala komisji etycznej, 12)
Pismiennictwo (11 stron, 151 pozycji). Praca zawiera 13 rycin i 8 tabel.

We Wstepie Autorka w logicznym wywodzie przedstawia: 1) epidemiologi¢ i
patogenez¢ otylosci, 2) rolg miesni szkieletowych w  zjawisku insulinoopornosci,
metabolizmie glukozy i kwasow thuszczowych, 3) insulinoopornosé miesni z omowieniem
szlaku sygnatowego insuliny, 4) rolg biologicznie aktywnych lipidbw w indukowaniu
insulinoopornosci  miesni szkieletowych, ze szczegélnym uwzglednieniem roli enzymu
ACSLI w metabolizmie lipidow migsni szkieletowych - diacylogliceroli oraz ceramidow.
Nieliczne badania z ostatnich lat wskazuja, ze w/w  zwiazki mogg znaczgco
wspotuczestniczy¢  w  indukcji insulinoopornosci  miesni  oraz innych  tkanek
insulinowrazliwych .

Reasumujac, Autorka we Wstepie zapoznaje czytelnika z stanem wiedzy na temat
epidemiologii i patogenezy otylosci i roli migsni w insulinoopornosci, roli biologicznie
aktywnych lipidow (diacylogliceroli i ceramidéw) oraz udziatlu enzymu ACSL1 w indukcji
insulinoopornosci w miesniach szkieletowych. Autorka omawia wspominane wyzej
zagadnienia w oparciu o aktualng wiedz¢ biochemiczng i molekularng. Z obszernej literatury
swiatowej Autorka wlasciwie wyselekcjonowata 110 poz. zwiazanych z przedmiotem badan,
opierajac si¢ na piSmiennictwie angielskojezycznym, gtéwnie z ostatnich lat (2000-2020).
Czgs¢ teoretyczna jest doskonalym uzasadnieniem dla podjetych celow badan. Ta czesé
pracy takze swiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym Kandydatki do podjetych
badan.

Autorka po krotkim uzasadnieniu formutuje gléwny cel badan, ktorym bylo zbadanie

wplywu lokalnego wyciszenia ekspresji genu ACSL1 na wewnatrzmigsniowsg akumulacje



aktywnych biologicznie lipidéw oraz insulinooporno$é¢ komorek migsniowych u myszy
karmionych dieta bogatotluszczowsa.

Cel glowny Autorka realizowala w oparciu o 4 szczegolowe cele pracy, ktorymi bylo
zbadanie: 1) wptywu karmienia dieta bogatotluszczowa (HFD) myszy szczepu C57BL/6J na
ogolnoustrojowe parametry insulinoopornosci (doustny test obciazenia glukoza, test tolerancji
insuliny), 2) wplywu lokalnego wyciszenia genu ACSLI na ekspresj¢ bialek transporterow
kwasow  tluszczowych, mitochondrialnego biatka CPTIB oraz zawartoé¢ krotko- |
dlugotancuchowych acylo-CoA oraz acylo-karnityny. 3) wplywu lokalnego wyciszenia
ACSLI na zawarto$¢ ceramidéow i diacylogliceroli w migsniach szkieletowych myszy
karmionych dieta bogatottuszczowa, oraz 4) wplywu wyciszenia ACSLI na szlak
sygnalizacyjny insuliny w tym aktywacje kaskady fosforylacji bialek szlaku insulinowego i
insulinozaleznego wychwytu glukozy w migsniach szkieletowych myszy karmionych dietg
bogatottuszczowa.

Autorka chcac uzyska¢ odpowiedz na postawiony cel badan wykorzystala samce
myszy C57BL/6J w wieku 6 tygodni pozyskane z Jakson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA)
1 przetrzymywane w indywidualnie wentylowanych klatach w temperaturze 21+2°C w 12-
godzinnym cyklu dobowym. Po aklimatyzacji, zwierzeta podzielono losowo na dwie grupy:
kontrolng i karmiong dieta bogatottuszczowa (70% weglowodanéw, 20%biatka i 10%
tluszezy) przez okres 8 tygodni. Grupie kontrolnej podano do obydwu miesni brzuchatych
tydki tylnych lap niewyciszajacy plazmid shRNA, natomiast grupie badanej karmionej dieta
bogatottuszczowa podano do jednej tydki plazmid shRNA wyciszajacy gen kodujacy ACSL1
a do drugiej tydki plazmid niewyciszajacy. Po calej procedurze wyciszenia przeprowadzono
wizualizacj¢ fluorescencji biatka reporterowego TurboGFP (Green Fluorescent Protein) w
tkankach poddanych procesowi elektroporacji przy uzyciu zrodla $wiatlta 480nm i adaptera
fluorescencyjnego Nightsea SFA-RB-Go. Wizualizacje wykonano w celu kontroli procesu
wyciszania i morfologii miesni tydek. Oznaczano poziom ekspresji genéw ACSL1 i GAPDH
metodg Real-Time PCR oraz poziom wybranych biatek metoda Western blot. Taka procedura
pozwolila na zweryfikowanie skutecznosci wykonanego zabiegu wyciszenia ACSLI.

Insulinooporno$¢ ogo6lnoustrojowa sprawdzano poprzez wykonanie dootrzewnowego
testu obciazenia glukoza u badanych myszy oraz badaniem stezenia insuliny i glukozy we
krwi i okresleniem wskaznika HOMA-IR. Ponadto oznaczono wychwyt glukozy
stymulowany insuling, poziom FFA w osoczu oraz poziom acylo-CoA, acylo-karnityn,

diacylogliceroli, sfingolipidéw i triacylogliceroli w tkance migsniowe;j.
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Zastosowanie w badaniach zwierzat z modyfikacja genowa ACSLI1 poprzez
wyciszenie tego genu opornoscei i bez modyfikacji (dzikich) oraz wywolanie u tych zwierzat
otylosci poprzez karmienie dicta wysokotluszczowa pozwolito okreslié¢ role ACSL1 w
akumulacji lipidow i insulinoopornosci komérek migsniowych. Jednoczesnie pozwolito takze
na zbadanie wplywu wyciszenia ACSL1 na zmiany w szlaku sygnalizacyjnym insuliny i
insulinozaleznym wychwycie glukozy w miesniach szkieletowych myszy karmionych dieta
bogato tluszczowa. Ten elegancko pod wzgledem metodologicznym  zaprojektowany
eksperyment pozwolit Doktorantce na okreslenie wzajemnej zaleznosci pomiedzy insuling,
lipidami oraz glukozg i uzyskanie odpowiedzi na postawione cele badawcze.

W pracy =zastosowano szereg nowoczesnych, charakteryzujacych sie duza
dokfadnoscia metod, co implikuje duza wiarygodno$é uzyskanych wynikow, np. Western blot
w celu okreslenia poziomu licznych biatek, immunochemicznych ELISA w celu oznaczenia
stezenia insuliny, spektrometrii mas z wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa do
oznaczenia stezen acylo-CoA, acylo-kamityny, diacylogliceroli i sfingolipidow, metod
spektrofotometrycznych do oznaczenia stezenia TAG w tkance miesniowej myszy
karmionych dieta wysokotluszczowg i kontrolnych. Kazda procedura stosowana przez
Doktorantke jest bardzo precyzyjnie opisana i moze by¢ wykorzystana przez innych badaczy.
Analiza statystyczna wynikow nie budzi zastrzezen. Autorka uzyskata zgode Lokalnej komisji
Etycznej ds. doswiadczen na zwierzetach w Olsztynie.

Doktorantka w pierwszej kolejnosci opisuje wplyw diety wysokothuszezowej na
przyrost masy ciala, stezenie glukozy w osoczu i wrazliwosé na insuling oraz zawarto$é
wolnych kwasow ttuszczowych w osoczu myszy C57BL/6J. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
8 tygodniowa dieta wysokoweglowodanowa wywolata otylos¢ u myszy. Nastepnie lokalne
wyciszenie genu ASCLI1 pozwolilo wykazaé role ASCL1 na szlaki sygnalizacyjne
prowadzace do insulinoopornosci. Doktorantka swoje wyniki omawia kolejno zgodnie z
postawionymi celami szczegdtowymi. Otrzymane wyniki zostaly opisane zrozumiale i takze
przedstawione w formie rycin i tabel. Czytelnik otrzymuje jasny obraz poszczegdlnych
fragmentéw badan ze wzgledu na ich podzial na podrozdzialy.

Uzyskane wyniki Autorka skomentowata w oparciu o najnowsza literature naukowg z
okresu 2010-2021 opublikowang w anglojezycznym pismiennictwie swiatowym. Podkresli¢
chciatbym fakt umieszczenia w spisie cytowanych publikacji 151 pozycji. Autorka otrzymane
wyniki dyskutuje z danymi literaturowymi zgodnie z postawionymi celami szczegOlowymi.

Autorka rozpoczyna dyskusje uzasadnieniem dlaczego w swoich badaniach skupia sig

na badaniu roli lipidow w zaburzeniach metabolicznych, koncentrujagc si¢ na ich



wystgpowaniu w otytosci. Omawia rolg¢ ASCL1 w otyto$ci i mechanizmie insulinoopornosci,
konfrontujgc swoje wyniki z relatywnie niewielkg licza wynikéw opisanych przez innych
badaczy. Nalezy podkresli¢, ze przeprowadzone przez Autorke badania sa badaniami
nowatorskimi. Konczy dyskusje ogolnym podsumowaniem uzyskanych wynikow formutujac
5 wnioskow.

Do najwazniejszych wnioskow wynikajacych z podjetych badan zaliczylbym, ze: 1)
spozywanie diety bogatottuszczowej indukuje powstawanie insulinoopornosci na poziomie
ogolnoustrojowym i migsniowym, ktéremu towarzyszy podwyzszenie stezenia kwasow
tluszczowych w osoczu i akumulacja lipidow w tkance migsniowej oraz spadek aktywacji
szlaku insulinowego i zmniejszony wychwyt glukozy, 2) wyciszenie zahamowalo akumulacje
lipidow w komdrkach mig$niowych oraz zwiekszylo insulinowrazliwo$é tkanki miesniowej
co swiadczy o istotnej roli ASCL1 w szlaku insulinowrazliwosci. Uzyskane wyniki sugeruja .,
ze modulacja ekspresji/aktywnosci ACSL1 w migsniach szkieletowych moze by¢
potencjalnym celem w leczeniu insulinoopornosci w warunkach otylosci wywolanej
nadmiernym spozyciem diety bogatej w ttuszcze.

Ten rozdzial jest dobrze opracowany i swiadczy o wlasciwej interpretacji uzyskanych

wynikow przez Doktorantke.

Prositbym takze o skomentowanie przez Doktorantke podczas obrony nastepujacych
kwestii: ¢zy zmiany obserwowane w badanym migsniu zalezg od skladu typéw wilokien
mig$niowych oraz czy na obserwowane zmiany po wyciszeniu badanego genu mogla mieé

wplyw interakcja metaboliczna tkanka thuszczowa — miesien szkieletowy.

Uwagi koricowe i konkluzja
Uwazam, 7e rozprawa doktorska w pelni spelnia wymagania merytoryczne jakie stawia sie
tego typu opracowaniom i spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.). Ta pozytywna opinia opiera si¢ na nastepujgcych faktach:
1) tematyka badan wpisuje si¢ w $wiatowe trendy badan na wyjasnieniem udziatu
wewnatrzmigsniowych szlakéw sygnalizacyjnych w patogenezie otylosci,
2) sg to nowatorskie badania przedkliniczne, ktore stanowig przestanke do ich klinicznej
weryfikacji,
3) w badaniach =zastosowano metody laboratoryjne cechujace si¢ bardzo duzg

doktadnoscia, co niewatpliwie silnie uwiarygadnia uzyskane wyniki badan,



4) wnioski z badan jasno weryfikujg zalozong hipoteze,

5) uzyskane wyniki wnosza nowe dane, szczegélnie dotyczace udziatu ASCSLI i
ceramidow w patogenezie otylosci, oraz co moze mniej istotne,

6) niezwykle starannego opracowania manuskryptu.

Dlatego wnosz¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, o dopuszczenie

mgr Kamili Roszczyc-Owsiejezuk do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora. Ponadto, wyzej przedstawione argumenty pozwalaja mi takze

wnioskowa¢ wyroznienie tej rozprawy doktorskiej.
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