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Recenzja pracy doktorskiej
mgr. Damiana Pogodzinskiego pt. Ocena wplywu zmiennosci SNP genu desaturazy
stearoilo-CoA (SCD) jgdrowego DNA i genu MT-ATP6 mitochondrialnego DNA na

zmiennos¢ fenotypowq tkanki tuszczowej podskornej oraz trzewnej.

Otylos$¢ jest choroba przewlekta, ktora jest przyczyna wielu zaburzen metabolicznych
tj. insulinooporno$¢, zaburzenia gospodarki weglowodanowej 1 lipidowej oraz chordb
towarzyszacych, m.in. nadci$nienia tetniczego, cukrzycy typu 2, dny moczanowej, kamicy
zotciowej, miazdzycy 1 jej powiktan, oraz niektorych nowotworow. Otylo$¢ stanowi ogromny
problem zdrowotny, a jej leczenie jest nadal wyzwaniem, mimo wprowadzenia nowych lekow,
ktére uzupetniaja terapi¢ niefarmakologiczna.  Przyczyn otylo$ci mozemy szuka¢ wsrod
czynnikow $rodowiskowych, psychologicznych, metabolicznych i genetycznych. Badania w
zakresie podloza genetycznego otylosci pierwotnej, moga w przysztosci doprowadzi¢ do

odkrycia nowych lekow.

Celem badan mgr. Pogodzinskiego byto szacowanie zmiennosci genu MT-ATP6
MtDNA oraz wystgpowania alleli SNP rs7849 w zaleznosci od fenotypu otytosci oraz
dodatkowo zbadanie zwigzku pomigdzy obecnoscig allelu C w SNP rs7849 na

gospodarke  weglowodanowg i lipidowa.



Praca ma typowy uktad dla pracy doktorskiej, sktada si¢ z pigciu rozdziatow,
pis$miennictwa, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykazu tabel, schematéw i
wykresow.

We wstepie Doktorant przedstawia podstawy teoretyczne dotyczace otyloSci poczawszy
od definicji, poprzez przyczyny i konsekwencje tej choroby. Szczegdlnie wazny jest rozdziat
wstepu dotyczacy podioza genetycznego otylosci pierwotnej i fenotypowych typow otylosci,
ktéry stanowi podstawe do podjecia badan w tym temacie.

Wstep jest dobrym wprowadzeniem do celu pracy. Mgr. Damian Pogodzinski podjat
si¢, oceny zmienno$ci genu MT-ATP6 mtDNA oraz wystepowania alleli SNP rs7849 w
grupie osob z otytoscig (BMI>30) oraz z w grupie kontrolnej (BMI w normie).

Doktorant przeprowadzit badanie wsrod 116 pacjentow z otyloscig oraz z
prawidtowa masg ciata. Badanie mito charakter obserwacyjny. Kryteriami wylaczenia z
badania byty: otylos¢ wtdrna, cukrzyca typu 1 i 2, zaostrzenie choroby wiencowej,
zaburzenia endokrynologiczne, zaburzenia taknienia, cigza 1 laktacja, stosowanie
antykoncepcji hormonalnej lub hormonalnej terapii zastgpczej, steroidoterapii, terapii
antyretrowirusowej, weczesniejsze chirurgiczne lub farmakologiczne leczenie otytosci oraz
obecno$¢ rozrusznika serca. Doktorant przeprowadzil badania antropometryczne, oceng
sktadu ciala za pomocg bioimpedancji elektrycznej. W celu okreslenia fenotypu TOFI
(thin outside fat inside; chudy na zewnatrz, otyly w $rodku) rozktadu tkanki thuszczowej
w jamie brzusznej wykorzystat wskaznik  VAT/SAT. Na podstawie obliczonego
wskaznika kwalifikowat rowniez pacjentow do fenotypu FOTI (fat outside thin inside;
otyly na zewnatrz chudy w $rodku).

Ponadto wykonat badania biochemiczne tj. stezenie glukozy, insuliny, cholesterolu

catkowitego, cholesterolu LDL 1 HDL, triglicerydow.

W celu zbadania sekwencji genu SCD oraz MT-ATP6 pobierat wymaz z jamy ustnej
(policzki i podniebienie) sterylnym zestawem wymazowym (firmy SARSTEDT AG &
Co. KG, Niimbrecht, Niemcy). Do izolacji DNA z wymazow z jamy ustnej wykorzystat
odczynniki z zestawu Swab DNA Isolation Kit firmy A&A Biotechnology. Nastepnie za
pomoca reakcji tancuchowej polimerazy PCR okreslano zmienno$¢ genéw MT-ATP6
oraz SCD. Calo$¢ prac laboratoryjnych wykonano w Zaktadzie Higieny, Epidemiologii i
Ergonomii, a nastepnie probki wystano do firmy Macrogen Europe w Holandii w celu

sekwencjonowania metodg Sangera.



Podstawowa analiza statystyczna wykonana byla przy wykorzystaniu programu
Statistica 13.3. Program DnaSP6 (Barcelona, Hiszpania) wykorzystano do okre$lenia
liczby haplotypow genu MT-ATP6 wystepujacych wsérdd pacjentow. Program Arlequin 3.5
(Berno, Szwajcaria) postuzyl do obliczenia podstawowych parametroOw opisujgcych
zmienno$¢ mtDNA, takich jak: liczba haplotypow (Nh), roznorodnos$¢ haplotypow (h),
réznorodno$¢ nukleotydow (m). Program MEGAI11 (Pensylwania, USA) zostat
wykorzystany do narysowania sieci haplotypow, a drzewo filogenetyczne skonstruowano
metodg tgczenia sgsiadow (NJ) w oparciu o oprogramowanie MT-ATP6 mtDNA
Genepop v4.0 (Montpelier, Francja), ktére zostalo uzyte do obliczenia wartosci FST

miedzy haplotypami w oparciu 0 zmienno$¢ mtDNA MT-ATP6.

Doktorant uzyskane wyniki przedstawil w sposob przejrzysty. Po odczytaniu
sekwencji genu mtDNA MT-ATP6 ze wszystkich probek wyrdzniono 52 haplotypy.
Najczestszym byt haplotyp H1, ktory byt reprezentowany u 42 uczestnikoéw (29 z otytoscia
I 13 z prawidlowa masg ciata). Drugim najczgstszym haplotypem byl HB6,
reprezentowany u 13 uczestnikow (8 z otyloscig i 5 z prawidlowa masg ciata). Liczba
haplotypow mtDNA MT-ATP6 w obu grupach byta zr6znicowana, a kazda grupa posiadata
haplotypy charakterystyczne tylko dla niej. W grupie badanej byty to haplotypy H3-H5,
H7-H13 i H15-H31. W grupie kontrolnej byty to haplotypy H33-H52. Warto$ci wariancji
genetycznej Fst obliczone z obserwowanej zmiennosci MT-ATP6 nie byly wysokie
(0,0046), co w skali Wrighta wskazuje na bardzo niskg zmienno$¢ genetyczng migdzy
grupami. Pomimo niskich warto$ci Fst, w sieci haplotypowej obserwowano nawet do 102

mutacji, a gtownymi haplotypami byty wczesniej wspomniane H1 i H6.

W obu grupach wiekszo$¢ pacjentow reprezentowato fenotyp TOFI, zdecydowanie

mniej fenotyp FOTI.

Wsrod pacjentow wykryto SNP 157849 w genie SCD. Heterozygotycznos¢
obserwowana dla homozygot TT wyniosta 0,681034483, a spodziewana 0,68489893, dla
heterozygot TC heterozygotyczno$é obserwowana wyniosta 0,293103448, a spodziewana
0,299643282, natomiast dla homozygot CC heterozygotycznos¢ obserwowana wyniosta
0,034482759 a spodziewana 0,032773484. We wszystkich przypadkach réznice nie byty
istotne statystycznie. Pacjentow heterozygotycznych — TC — zaobserwowano w obu
grupach, natomiast pacjenci homozygotyczni CC wystepowali tylko w grupie kontrolne;j

(z prawidlowg masg ciata). Zarbwno wsrod heterozygot jak i homozygot CC
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stwierdzono nizsze mediany wskaznika HOMA-IR oraz nizsze mediany stezen: glukozy,
insuliny, cholesterolu catkowitego, frakcji LDL cholesterolu i triglicerydow, a mediana

stezen frakcji HDL cholesterolu byta istotnie wyzsza.

Dyskusja uzyskanych wynikéw przeprowadzona zostata rzeczowo, w oparciu o
dobra znajomos¢ literatury. Doktorant podkreslit w dyskusji - w odniesieniu do literatury
- zainteresowanie zalezno$ciami genu MT-ATP6 mtDNA z fenotypami rozmieszczenia
tkanki tluszczowej brzusznej (TOFI, FOTI). Wystgpowanie fenotypu TOFI w otylosci
wigze si¢ ze zmniejszong wydolnos$ciag fizyczng 1 nizszg wrazliwo$cig na insuling oraz
zwigkszong aterogenno$cig profilu lipidowego 1 wyzszym ryzykiem wystapienia
nicalkoholowego stluszczenia watroby. Doktorant zwrocit uwage, ze fenotyp
TOFI moze réwniez wystepowaé U 0S6b z prawidlowa masg ciata i wowczas
predysponuje do rozwoju zespolu metabolicznej otylosci z prawidlowa masg ciata
(MONW), co prowadzi do rozwoju zaburzen metabolicznych, typowych dla otytosci,
takich jak: insulinooporno$¢, wysokie  stezenie triglicerydow i niskie — frakcji HDL
cholesterolu oraz podwyzszonego poziomu biomarkeréw zapalnych, a takze do
wystapienia chorob, rozwijajacych si¢ na podtozu tych zaburzen. Drugi fenotyp otytosci
FOTI wiaze si¢ z nadmierna masg ciala u pacjenta, pomimo ktérej nie wystepuja
zaburzenia metaboliczne.

Ponadto, Doktorant zwrdcit uwage, ze zaburzenia i choroby metaboliczne u 0séb
z TOFI nie sg uwarunkowane jedynie przez czynniki zwiagzane z tym fenotypem otytosci,
ale sa takze nastepstwem nieprawidlowego sposobu zywienia oraz niewtasciwego stylu
zycia.

Na podstawie literatury przedstawit rowniez inne — niebadane przez Doktoranta

fefntypy otytosci oraz metody ich okreslenia.

Ciekawym spostrzezeniem Doktoranta jest fakt, ze brak toznic w mtDNA, moze
wskazywa¢, ze populacja ludzka jest podatna na wystepowanie otytosci. Cze$¢ osob
jednak moze prezentowa¢ korzystny profil, najprawdopodobniej pokrywajacy si¢ z
fenotypem FOTI. Doktrant na podstawie literatury i wynikéw wlasnych przypuszcza, ze
wprowadzenie haplotypow czy przynaleznosci do linii ewolucyjnej jako markerow
predyspozycji do wystgpowania otytosci oraz okreslenie fenotypéw TOFI lub FOTI,

pozwolitoby na wprowadzenie odpowiedniej profilaktyki otytosci.



Doktorant zbadal wystgpowanie alleli w SNP rs7849 u os6b prezentujacych
roézne kaegorie BMI, stwierdzit, ze we fragmencie genu SCD zawierajacego SNP rs7849,
najwigcej byto homozygot TT (u 81,3% 0s06b z otytoscia i u 44% 0s6b z prawidtowa masa
ciata). Natomiast homozygoty CC wystgpowaly jedynie u 7% osob grupy kontrolne;j.
Heterozygoty TC stwierdzono u 18,7% 0s6b z otylo$cig 1 49% z prawidlowa masg ciata.
Heterozygoty TC wystepowaty czgsciej wsrdd pacjentow z prawidtowa masg ciata, a
homozygoty CC zostaly znalezione tylko i wytacznie wsrdd pacjentéw z prawidtows masg
ciala.

Doktorat stwierdzit ze wigkszy odsetek osob z allelem C obserwowany jest wsrod
0sOb z prawidlowa masg ciata (heterozygoty TC 35,6%, n=15 vs. 17,4%, n=13 u 0séb z
otyloscig), ale prezentujacych fenotyp TOFI, homozygoty CC (7,3%, n=3 o0sob z
prawidtowg masg ciata) reprezentowaty fenotyp TOFI, gdzie mozna byloby sie spodziewac
wigkszego efektu dziatania allelu C. Wsrod fenotypoéw FOTI zaobserwowano 1,3% osob
heterozygotycznych z otyloscig (n=1) oraz 12,2% o0s6b z prawidlowa masg ciata (n=5).
Niestety mate liczebnosci (1 lub 5 0sob) nie pozwajaa na wysiagniecie obiektywnych
wnioskow.

Doktorant roéwniez  wykazal, Ze osoby posiadajace allel C (TC, CC)
charakteryzowaly si¢ niezaleznie od BMI istotnie nizszymi parametrami st¢zenia glukozy,
insuliny, wskaznikiem HOMA-IR jak rowniez mieli istotnie nizsze stezenia cholesterolu
LDL oraz wyzsze st¢zenia cholesterolu HDL.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorant sformutowat 5 wnioskow
koncowych. Uzasadniajg one postawione cele badania, chociaz cze$ciowo sg podsumowaniem
uzyskanych wynikow.

Podsumowanie.

Uwazam, ze tematyka badan jaka podjat Doktorant jest ciekawa, dotyczy bardzo
waznego tematu jakim jest podloze genetyczne otylosci pierwotnej. Moim zdaniem
najwarto$ciowsza czescig dysertacji jest wyodrebnienie fenotypow otylosci oraz zbadanie
korelacji pomigdzy genetycznym profilem a fenotypem otylosci.

Z pozycji Recenzenta zwracam uwage na brak hipotezy badawczej, relatywnie malg
grupe badanych osob (75 0s6b z rozpoznang otyto$cig), istotnie mniejsza liczba 0sob z grupie
kontrolnej (n=43). Stosowanie okreslenia stan odzywienia w kontekscie prawidlowego BMI
oraz nadwagi i otyloSci jest nieprecyzyjny, raczej powinno by¢ uzyte okreslenie kategorie

BMI, ponadto budzi watpliwosci czy stan odzywienia moze by¢ oceniony na podstawie BMI,



jak to przedstawia Doktorant, powinien raczej by¢ okreslony za pomocg kilku czynnikow, a
nie tylko jednego (BMI).
Praca jest napisana starannie, bez bledow, ma walory poznawcze i potencjalne

konsekwencje kliniczne.

Uwazam, ze praca odpowiada wymogom stawianym tego typu pracom doktorskim.
Pokreslenia wymaga bardzo doktadne przeanalizowanie tematu, zaprojektowanie badania oraz
umiejetnos¢ opracowania statystycznego uzyskanych wynikéw. Dlatego tez, wnosze do
Wysokiej Rady Wydziatu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku 0

dopuszczenie mgr. Damiana Pogodzinskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Sylwia Matgorzewicz



