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Ocena rozprawy doktorskiej Pani Kamili Roszezye-Owsiejezuk
Zatytulowanej

Wplyw wyciszenia in vivo ekspresji genu syntetazy diugolancuchowych
acylo-CoA (ACSLI) na zawartoéé aktywnych biologicznie lipidow
I insulinowrazliwo$$é¢ miesni szkieletowych myszy karmionych dieta

bogatotluszczows

wykonanej pod kierunkiem Dr hab. n. med. Piotra Zabielskiego
w Zakladzie Biologii Medycznej, Wydzialu Lekarskiego z Odzialem
Nauczania w Jezyku Angielskim, Uniwersytetu Medycznego w

Bialymstoku

UWAGI WSTEPNE

Jedng z przyczyn zaburzenia homeostazy glukozy jest insulinoopornog¢
polegajgca na obnizeniu wrazliwosci komorek i narzadow docelowych na fizjologiczne
stezenie insuliny w surowicy krwi. Insulinoopornos¢ moze takze skutkowaé
hiperinsulinemia. Gtéwna przyczyna insulinoopornosci jest zaburzenie wskutek mutacji
transmisji sygnatu wewngtrzkomorkowego indukowanego insuling. Ze wzgledu na
miejsce mutacji, insulinoopornos¢ moze mieé¢ charakter przedreceptorowy, receptorowy
1 postreceptorowy. Skutkiem insulinoopornosci moga by¢ choroby ukiadu sercowo-

naczyniowego, zespét jajnikow policystycznych (PCOS), cukrzyca typu 2, zespol

ul. Chatubinskiego 5 tel: +48 22 621 26 07
02-004 Warszawa biologia@wum.edu.pl
www.wum.edu.pl



metaboliczny oraz wiele innych choréb. Insulinoopornos¢ jest takze stwierdzana w

chorobie Alzheimera.

Wykazano istotna korelacje miedzy insulinoopornoscig i otyloscia. Jest to
szczegolnie niebezpieczne powigzanie, gdyz szacuje sig, ze okolo 60% s$wiatowej
populacji moze mie¢ nadwage lub otylos¢, w tym takze otylosé olbrzymia (BMI > 40
kg/m?). Nadwaga lub otylos¢ moze mie¢ rézne podloze. Moze by¢ np. skutkiem zaburzen
hormonalnych lub niektérych choréb oraz zespolow. Takze czynniki genetyczne
stanowia istotne ryzyko wystapienia otylosci. Nalezy jednak pamietaé, ze dieta bogata w
thuszeze zwierzece i weglowodany, uboga w pokarm roslinny oraz siedzacy tryb zycia
takze sprzyjaja rozwojowi otylosci. T¢ sytuacje obserwuje sie szczegdlnie w krajach
wysoko rozwinigtych. Nadmierne spozywanie produktow zawierajacych duza ilosé
wolnych kwasow thuszczowych powoduje akumulacje aktywnych biologicznie lipidow,

¢o moze prowadzi¢ do insulinoopornosci.

Wobec powyzszego, istotne sa badania wplywu nagromadzenia aktywnych
biologicznie lipidéw na rozwoj insulinoopornosci, jak réwniez znalezienie potencjalnych

mechanizmoéw pozwalajacych ..zamieni¢” insulinooporno$¢ na insulinowrazliwogé.

Przedstawiona praca doktorska powstata dzieki wspotudziale w projekcie
TEAM/2016-1/2 finansowanym przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej pt. ,,Elucidation
of the role of individual intramuscular lipid intermediates in fat-induced insulin

resistance” (Kierownik projektu Prof. dr hab. n. med. Agnieszka Blachnio-Zabielska).

OCENA FORMALNA

Oceniana rozprawa doktorska ma typowy ukfad dla oryginalnych prac
badawczych. Praca liczy tacznie 110 stron i zostala podzielona na 12 rozdziatow, takich
Jak Wstep, Materialy i Metody, Cele, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenia oraz
Bibliografia.

WSTEP



We wstepie, liczacym 16 stron, Doktorantka przedstawita w syntetyczny sposob
informacje dotyczace roli otylosci w insulinoopornosci, role miesni w insulinoopornosei,
zaburzenia wewnatrzkomorkowej sSciezki sygnatowej insuliny oraz roli biologicznie
aktywnych lipidéw w insulinoopornosci. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka przedstawita

te zagadnienia w bardzo przejrzysty sposob.

ZALOZENIA I CELE PRACY

Cele pracy zostaly przez Doktorantke przedstawione w sposob zwiezly i
Jednoznaczny. Chodzilo o zbadanie wplywu lokalnego wyciszenia ekspres;ji genu ACSL]
na  wewnatrzmigsniowa  akumulacje aktywnych  biologicznie lipidéw  oraz
insulinowrazliwo$é komérek migsniowych myszy karmionych dietg bogatottuszczows.
Aby osiggna¢ zaplanowany cel badan, Doktorantka przeprowadzita wyciszenie ekspresji
in vivo genu kodujacego syntetaze diugotancuchowych acylo-CoA (4CSL1 ) W miesniach
szkieletowych za pomoca plazmidu shRNA. W ten sposdb Doktorantka zbadata wplyw
wyciszenia w/w genu na akumulacje biologicznie aktywnych lipidéw oraz transmisje
sygnatu wewnatrzkomorkowego indukowanego insulina w mig$niu brzuchatym tydki

myszy, u ktérych indukowano insulinoopornos¢ dietg bogatottuszczowa.

Cel pracy, jaki postawita Doktorantka w swojej pracy jest bardzo istotny. Wyniki
badan uzyskane przez wielu autorow wskazuja jednoznacznie na zwiazek miedzy
akumulacjg aktywnych biologicznie lipidow oraz insulinoopornoscia. Niestety, w
dalszym ciagu nie ma jednoznacznej odpowiedzi, ktore aktywne biologicznie lipidy
odpowiadaja za rozwoj insulinoopornosci migsniowej. Nie do konca sa takze poznane
mechanizmy warunkujgce te patologi¢. Z tego powodu, omawiana praca stanowi cenny

wkiad w poznanie tych procesdw.

MATERIALY I METODY

Na przeprowadzenie badan Doktorantka uzyskala zgode Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Olsztynie (Nr zgody 35/2016).
Eksperymenty przeprowadzono na 16 samcach myszy szczepu wsobnego C57BL/6J,

ktory jest czesto wykorzystywany w badaniach nad insulinoopornoscia indukowana dieta
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wysokottuszezowa. Grupe kontrolng stanowito 8 myszy karmionych dieta standardowa
(LFD), a grupe badang stanowito 8 myszy karmiong dieta wysokotluszczowa (HFD). W
grupie kontrolnej do obu mie$ni brzuchatych tydki tylnych tap podawano niewyciszajace
plazmidy zawierajgce niekodujacy shRNA. W grupie badanej do migsnia brzuchatego
tydki jednej tapy podawano mieszaning 3 plazmidéw kodujacych specyficzne shRNA,
natomiast analogiczny miesien drugiej tapy byl transfekowany niewyciszajacym,

niekodujgcym shRNA.

W dalszej czesci rozdziatu Doktorantka szczegotowo, a jednoczesnie w sposob
bardzo przystepny, przedstawita metodyke dotyczaca m.in. doustnego testu obcigzenia
glukoza (OGTT), testu tolerancji insuliny, stezenia insuliny i glukozy w osoczu, HOMA-
IR, wychwytu glukozy stymulowanego insuling, pomiaru zawartosci poszczegolnych
lipidow itp.

Metody badawcze zostaly przedstawione przez doktorantke w sposob wskazujacy
na bardzo dobra znajomosé¢ i opanowanie wykorzystywanych technik badawczych.
Zastosowane techniki badawcze zostaty dobrane przez Doktorantke w sposob wihasciwy
i adekwatny do zaplanowanych badan. Zastosowane metody badawcze zostaly
przedstawione przez Doktorantke w sposob bardzo przystepny a zamieszczone schematy
W znacznym stopniu ulatwiajg zrozumienie dogé trudnych i skomplikowanych procedur.
Takze zastosowane przez Doktorantke metody statystyczne pozwalaja na rzetelng analize

uzyskanych wynikow.

WYNIKI

Uzyskane wyniki zostaly przedstawione w postaci 6 rycin i 8 tabel w sposob
bardzo zwiezly i przejrzysty. Czytelnik nie ma Zadnych probleméw ze zrozumieniem

uzyskanych wynikow.

DYSKUSJA

W dyskusji Doktorantka przedstawila doktadnie analiz¢ uzyskanych wynikow w

oparciu o aktualng literature, ktdra stanowi 151 pozycji. Doktorantka wykazata sie
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doskonala znajomoscia i umiejetnoscia wykorzystania pismiennictwa swiatowego.
Praktycznie kazdy wynik uzyskany przez Doktorantke jest konfrontowany z danymi
uzyskanymi przez innych autoréw. Nalezy takze podkreslié wysoki poziom

merytoryczny dyskusji.

WNIOSKI

Przedstawione zostaly w postaci 5 punktéw w sposob przejrzysty, zwigzly i

Jednoznaczny, opartych na uzyskanych wynikach i dyskusji.

UWAGI I KOMENTARZE

Z obowigzku recenzenta chcialbym przedstawi¢ kilka uwag. Glownie maja one
charakter techniczny i edytorski. Natomiast nie obnizajg wysokiej oceny merytorycznej

przedstawione rozprawy doktorskie;j.

1) Poniewaz na poczatku jest zamieszczony wykaz stosowanych skrétéw, nie ma

potrzeby ponownie wyjasnia¢ ich znaczenia w tekscie.

2) Strona 18. Za transport glukozy do migsni odpowiedzialny jest nie tylko GLUT4. Jest
to rzeczywiscie najwazniejszy transporter, ale oprocz tego glukotransportera, role te w
komorkach migsniowych spelniajg takze inne, jak np. GLUTI1, GLUTS, GLUTS,
GLUT10, GLUTI1, jak réwniez niektore transportery z rodziny SGLT. Moze warto
napisac, ze rolg te spetnia w mig$niach GLOWNIE GLUT4.

Zdanie ,,Okolo 90% glukozy WCHODZACEI do glikolizy....” Jest niezbyt poprawne.

3) Strona 20. Zdanie .,.... Powodujgc autofosforylacje podjednostki B receptora NA
PODSTAWIE wewngtrznej aktywnosci kinazy tyrozynowe;j” jest niezbyt poprawne.

4) Badania zostaly wykonane na myszach, natomiast nazwy genéow i bialek zostaty
zapisane wedlug zasad obowiagzujacych dla czlowieka. Poniewaz zasada zapisu genow i
bialek u ludzi i zwierzat nie jest zbyt przestrzegana w publikacjach, decyzjg, czy zmieniaé
zapis, czy pozostawi¢ w tej formie jaka jest w pracy, pozostawiam do decyzji Doktorantki

i Promotora.



5) Strona 30, Rycina 4. Moze warto podac zrodto tego schematu?

6) Strona 34. Zdanie ,,.... Podczas gdy PRZECIWNY migsien tylnej konczyny...” jest

niejasne. PRZECIWNY mozna takze rozumieé jako antagonistyczny.

-

7) Strona 34. 5.1.2. Moze warto napisa¢ 2, 3 zdania, dlaczego myszom kontrolnym
podawano tylko niewyciszajace plazmidy, a nie podano takze wyciszajacych. Dla

niektérych czytelnikéw moze to by¢ niezrozumiale.

8) Strony 64, 69, 71. Jak nalezy rozumie¢ uwage Doktorantki, ze ,,Obserwowana masa
czgsteczkowa wskazanych bialek jest inna niz teoretyczna, Jak podaje producent

przeciwciala™.

9) Literatura. W niektorych pozycjach podawano pelne nazwy czasopisma, w innych

skroty. Warto przyjac jedna forme.

10) Doktorantka nie ustrzegla si¢ drobnych bledow interpunkcyjnych (np. W skrécie

przygotowano swiezg mieszanine...” — brak przecinka) oraz tzw. literowek.

UWAGI KONCOWE

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani Kamili Roszczyc-Owsiejezuk pt.:
»Wplyw wyciszenia in vivo ekspresji genu syntetazy diugotanicuchowych acylo-CoA
(ACSLI) na zawarto$é aktywnych biologicznie lipidow i insulinowrazliwo$sé miesni
szkieletowych myszy karmionych dieta bogatottuszczowa™  spetnia wymagania
wyszezegolnione w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65, poz. 595

z pozniejszymi zmianami) i moze by¢ skierowana do publicznej obrony.

Pragng stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani
Kamili Roszczyc-Owsiejezuk stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego,
jest wartosciowa pod wzgledem naukowym, poprawna pod wzgledem metodycznym oraz
dostarcza nowych danych na temat wplywu wyciszenia ekspresji genu ACSL] na
akumulacje w miesniach aktywnych biologicznie lipidéw oraz insulinowrazliwos¢
komérek migsniowych myszy karmionych dieta bogatothuszczowa. Uzyskane wyniki w

Znacznym stopniu pozwalaja na poznanie mechanizméw insulinoopornosci u ludzi.

6



Dlatego wnosze do Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
o dopuszczenie Pani Kamili Roszezyc-Owsiejczuk  do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage znaczenie uzyskanych wynikéw, ktére moga
stanowi¢ podstawe dalszych badan w terapii insulinoopornosci u ludzi, zastosowanie
bardzo skomplikowanych, a jednoczesnie adekwatnych do celu badan, technik
badawczych, ogromng wiedze na temat prowadzonych badan, zglaszam wniosek o

wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskie;.




