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U ssakow wyr6znia si¢ dwa podstawowe rodzaje tkanki tluszczowej: tkanke thuszczowa biala (ang.
white adipose tissue; WAT), oraz tkanke tluszczowa brunatna/brazowa (ang. brown adipose tissue;
BAT). Historycznie tkanka tluszczowa biala uwazana byla za bierna skladowa tkanki taczne;.
Intensywne i precyzyjne badania wykazaty, ze obecnic biala tkanka tluszczowa jest uznawana za
glowny regulator metabolizmu oraz hormonalnej homeostazy. WAT pehni funkcje magazynu energii
W postaci trojglicerydéw, kontroluje rownowage energetyczna, jest organem endokrynnym, a takze
stanowi rodzaj podtoza mechanicznego otulajacego inne organy oraz narzady. Deficyt energetyczny
spowodowany np. glodowka skutkuje procesem lipolizy zachodzacym w komérkach tluszczowych
nadzorujac dostarczanie energii poprzez uwolnienie wolnych kwaséw ttuszczowych. Nadmiar
energetyczny spowodowany niekontrolowanym dostarczaniem pozywienia skutkuje ckspansja bialej
tkanki tluszczowej co w konsekwencji prowadzi do nadwagi, otylosci oraz rozwoju chordb o podtozu
metabolicznym jak cukrzyca typu 2-go oraz choréb uktadu krazenia.

Brunatna tkanka thuszczowa, jakkolwiek wykazuje podobienstwa do biatej, jest wyspecjalizowana w
adaptacyjnej termogenezie, czyli produkcji ciepta w procesie spalania dhugotanicuchowych kwasow

thuszczowych. Uwolnione w tym procesie protony dzigki charakterystycznemu dla tej tkanki biatku



rozprz¢gajacemu — termogeninie (ang. UCP1) sa przenoszone do macierzy mitochondrialne;j
skutkujgc uwalnianiem energii w postaci ciepla. Brunatna tkanka tluszczowa wystepuje we
wezesnym okresie zycia, a w przypadku czlowieka w okresie pourodzeniowym i zlokalizowana jest
W obszarze miedzylopatkowym, na szyi, wzdtuz kregostupa zapewniajac staly doptyw ciepta do
witalnych organ6w takich jak serce i mézg. Stosunkowo niedawno odkryte zjawisko ,,brazowienia”
WAT, czyli pojawianie si¢ komorek brunatnej tkanki ttuszczowej w postaci wysp w bialej tkance
tluszczowej rozszerzyto potencjalne funkcje tej tkanki nie tylko na produkcje ciepta, ale takze na
mechanizm pozwalajacy na utrzymanie stalej masy ciata oraz zapobieganiu insulinoopornosci.
Wzbudzanie pojawienia si¢ tkanki brunatnej w obregbie tkanki biatej osiggane jest poprzez obnizenie
temperatury otoczenia oraz poprzez stymulacje receptoréw Ps-adrenergicznych.

W obliczu nickontrolowanego wzrostu otytosci wsrod obywateli wiekszosci spoteczenstw, w tym
dzieci i nastolatkow, skutkujacego wzrostem choréb metabolicznie zaleznych, rozpoznanie
mechanizméw regulujgcych réznicowanie sig, ekspansje oraz metabolizm tkanki thuszczowej
zarowno WAT, BAT jak i indukowalnej w obszarach WAT tkanki brunatnej (ang. inducible BAT;
iBAT) jest jednym z wyzwan obecnej nauki. Szeroko zakrojone badania w obszarze biologii
molekularnej pozwolity na rozpoznanie zestawow gendw chrakterystycznych dla procesu
adipogenezy bedacych wspdlnymi dla obu typéw tkanki thuszezowej miedzy innymi: PPARy, aP2,
oraz genow ekspansji tkanki ttuszczowej: Mest, Sfip5, Cavl, and Bmp3. Oznaczone zostaly rowniez
geny charakterystyczne dla np. BAT i iBAT m.in. nalezace do tej grupy: Pgcl, Ucpl i Prdmlé.
Jednakze odkrycie czasteczek mikro-RNA reprezentujacych dodatkowy a bardzo czesto kluczowy
element regulacyjny wspoétdziatajacy z mechanizmami kontrolujacymi proces transkrypcji i translacji
w regulacji homeostazy metabolicznej, podniost analiz¢ funkcjonowania tkanek thuszczowych na
jeszcze wyzszy poziom komplikacji. Rozpoznanie maszynerii molekularne;, regulujacej ekspansje
tkanki thuszczowej, jej odpowiedZ na bodzce $rodowiskowe takie jak dieta oraz temperatura
otoczenia, jest jednym z wyzwan biologii molekularnej. Ponadto wykazanie w przelomowej pracy
Wouter D. van Marken Lichtenbelt i wsp. wzrostu aktywnosci tkanki brunatnej u ludzi podczas
ekspozycji na obnizong temperaturg otoczenia wskazuje na potencjalna mozliwosé wzbudzania
brunatnej tkanki thuszczowej u dorostych osobnikéw. W tym kontekscie przedstawiona mi do
recenzji praca doktorska Pana mgr Bartosza Zglinickiego wpisuje si¢ w gtéwny nurt badan tkanki
thuszczowej. Doktorant w swojej dysertacji podjat sie niezwykle trudnego zadania zbadania wplywu

usunigcia mikro-RNA w tkance thuszczowej bialej i brazowej na metabolizm organizmu myszy.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona praca doktorska liczy 122 strony i zachowuje typowy dla rozpraw doktorskich uktad.
Rozprawa rozpoczyna si¢ wykazem skrotow (3 strony) oraz streszczeniem w jezyku angielskim (2

strony) 1 polskim (2 strony). Wstep liczy 23 strony i zawiera 9 rycin. Zalozenia i Cele pracy stanowig



I strong. Bezposrednio po nim nastepuje rozdzial Materialy i Metody obejmujacy 16 stron i
zawicrajacy 1 rycing. Rozdzial Wyniki liczy 47 stron, na ktérych umieszczono 34 rycin. Dyskusja
obejmuje 9 stron, po ktérych nastgpuje Podsumowanie i Wnioski stanowiace 1 strone. Rozprawe

doktorskg zamyka rozdziat Literatura obejmujacy 212 pozycji pismiennictwa.

Przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia wszelkie wymogi formalne rozprawy doktorskiej.

Ocena merytoryczna

Streszczenie pracy, przygotowane zarowno w jezyku angielskim jak i polskim, jest informatywne i

przedstawia w formie skrétowej cele oraz najwazniejsze wyniki pracy wraz z podsumowaniem.

Jakkolwiek informacja zawarta w streszczeniu przygotowanym w wersji jezykowej angielskiej rozni
si¢ od wersji przedstawionej w jezyku polskim. Ré6znica ta dotyczy wymienienia réznych w wersji
angielskiej i wersji polskiej mikro-RNA, ktérych zmiany eckspresji zaobserwowano w wyniku

odpowiedzi organizmu na glodzenie.

Wstep

Wstep pracy w sposob usystematyzowany oraz wyczerpujacy omawia poszczegblne aspekty
dotyczace tkanki thuszczowej, aby nastgpnie charakteryzuje czasteczki mikro-RNA. Wstep skiada sie
z trzech gtownych podrozdziatow. W podrozdziale 1.1. Doktorant omawia biata tkanke tluszczowsg
skupiajgc si¢ na metabolizmie, a szczegdlnie na metabolicznej odpowiedzi na restrykcje pokarmowa
co pozwala na systematyczne, oparte na najnowszej literaturze zaznajomienie sie z aktualnym stanem
wiedzy w tym obszarze. Podrozdziat 1.2. poswigcony jest brazowej tkance thuszczowej zwracajgc
szczegblna uwagg na charakterystycznemu dla BAT biatku rozprzegajacemu — termogeninie (ang.
UCP1) i jego roli w procesie uwalniania ciepta. W podrozdziale 1.3. Doktorant omawia czasteczki

mikro-RNA ich role w procesach biologicznych, biogeneze i funkcje regulatorowa.

Podsumowujgc Wstgp jest przygotowany starannie, a zalaczone Ryciny klarownie obrazuja i/lub
wyjasniajg zlozonos¢ procesdéw zachodzacych w tkankach thuszczowych oraz mechanizm dziatania

mikro-RNA, w tym funkcje biatka Dicer w procesie.
Uwagi:

1. Badania ostatnich lat wskazuja na mozliwo$é indukowania brazowej tkanki thuszczowej w
odpowiedzi na obnizong temperaturg otoczenia zaréwno u ludzi jak i u myszy co skutkuje
pojawieniem si¢ tzw. bezowej tkanki tluszczowej. Ponadto zaprezentowane w pracy
doktorskiej doswiadczenia (stymulacja receptora P3-adrenergicznego) wskazuja, ze

informacja dotyczaca iBAT bytaby istotnym uzupehieniem Wstepu.



2. Tkanka tluszczowa pelnige rol¢ sekrecyjna wydziela liczne hormony mi¢dzy innymi
adiponektyne. W obrazie przedstawionej pracy doktorskiej to wiasnie adiponektyna jest
wazng komponenta badan w aspekcie zastosowania myszy transgenicznych Dicer¢iPoaCreERT2
. W pracy (Wstepie) brakuje informacji dotyczacych adiponektyny np. czy BAT
produkuje/wydziela adiponektyne?

3. Str. 31 wiersz 3 powinno by¢: ,,opisano pierwsze”

4. Str. 31 wiersz 10 powinno by¢ ,, najczesciej zawierajgcymi”

5. Rycina 1 brakuje wyjasnienia skrétu GNG (glukoneogeneza), tak jak wyjasnione zostaly

pozostate akronimy umieszczone w opisie ryciny.

ZaloZenia i cele pracy

Uzasadnienie podj¢cia badan zaprezentowanych w pracy doktorskiej Pana Bartosza Zglinickiego
zostalo jasno zdefiniowane w Zatozeniach. Punktem wyjscia podjecia tematu ujetego w pracy
doktorskiej byta obserwacja przeprowadzona w trakcie innego do$wiadczenia (Konopka i1 wsp.
2010). Jest to wzorcowy proces drogi naukowej wytyczanej przez obserwacje, stawianie pytan i
szukanie sposobow wyjasnienia zaobserwowanego zjawiska. Opierajac sie na zalozeniach Cele pracy

zostaly logicznie sformutowane.

Materialy i Metody

W sekeji Materiaty i Metody Doktorant w sposob bardzo doktadny i wyczerpujacy opisat uktady

badawcze, jak i procedury eksperymentalne zastosowane w pracy.
Uwagi:

L. W rozdziale 3.1.1 Myszy typu dzikiego — szczep C57BL/6J niewtasciwym jest uzycie
rozszerzenia ,,J”, ktore oryginalnie informuje o pochodzeniu szczepu z The Jackson Laboratory, ME,
USA. Poniewaz myszy zastosowane w prezentowanej pracy byly pozyskane ze zwierzetarni
lokalnych, gdzie ustanowione s lokalne kolonie myszy tego szczepu,dlatego tez ,.J° powinno by¢

usunigte z kart charakterystyki tych myszy.

Wyniki
Rezultaty badan zostaly przedstawione w rozdziale Wyniki sktadajacym sie z 16 podrozdziatow.

W podrozdzialach 4.1 do 4.4 zaprezentowane zostaty wyniki uzyskane w warunkach restrykeji

pokarmowych zastosowanych u myszy szczepu dzikiego.



W pierwszym etapie badan Doktorant przeanalizowal wplyw restrykeji pokarmowych na zawartosé
substratow energetycznych oraz wybranych hormonéw w krwi myszy szczepu B6. Uzyskane wyniki
zostaty poréwnane do grupy kontrolnej zwierzat tego samego szczepu z ciagla dostepnoscig pokarmu
(zywione ad libitum). Wyniki analiz wykazaty wzrost FFA oraz ciat ketonowych w grupach zwierzat
z restrykcja pokarmowa, a kinetyka zmian odzwierciedlata czasowy wzér restrykcji pokarmowych
(poranna, popotudniowa, wieczorna). Interesujgca byla analiza oszacowania potencjalnej ilogci ATP
w kazdej z grup restrykcyjnych w poréwnaniu do grupy ad libitum. Pozwolilo to na pokazanie
potencjalnych mechanizméw przystosowawczych pozwalajacych na utrzymanie statego doplywu
energii pomimo ograniczen podazy pokarmu. Wykazano rdéwniez obnizone spowodowane

restrykcjami dietetycznymi poziomy hormonéw: leptyny i insuliny.

Nastepnie korzystajac z systemu Phenomaster, Doktorant wykazal, iz wprowadzone restrykcje
pokarmowe wzmagaly aktywnos¢ zwierzat z restrykcjami kalorycznymi, a tylko nieznacznie
wplywaty na aktywnos¢ zwierzat w grupie glodéwki krétkoterminowej (24 godziny). Doktorant
analizujac ogélny wydatek energetyczny wykazal, iz byt on poréwnywalny, a nawet nizszy w grupie
zwierzat z zastosowana glodéwka 24-godzinng w poréwnaniu do restrykeji pokarmowych
dtugotermoinowych (grupy CR). Zaprezentowane wyniki Doktorant konfrontuje z teza stanowigca,
iz organizm zabezpiecza poziom energetyczny w postaci magazynu tkanki thuszczowe;j,
stanowiskiem reprezentowanym przez odkryweg hormonu leptyny Jeffre’a Friedmana. W kolejnych
badaniach fizjologicznych Doktorant wykorzystal klatke Skinnera w celu zestawienia pomiaru
aktywnosci zwierzat z pomiarem ich motywacji w poszukiwaniu pokarmu wykazujac, iz najwyzsza
motywacja odznaczaly si¢ zwierzeta utrzymawane w restrykcji kalorycznej w okresie przed pora
karmienia. Co bylo niwelowane/znoszone iniekcjami leptyny skutkujacymi podobng reakcja myszy

kontrolnych i myszy CR.
Uwagi:

1. Wobec nastepujacych badan interesujacym byloby przeanalizowanie poziomu hormonu
adiponektyny.

2. Zdecydowanie brakuje wynikéw dotyczacych pomiaru masy ciala, a réwniez masy
tluszczowej i migsniowej zwierzat w trakcie prowadzonych badan albo przynajmniej
porownanie masy poczatkowej (przed zastosowaniem restrykcji pokarmowych) w

poréwnaniu do koncowe;.

Podrozdziat 4.5 dedykowany zostat analizie profilu mikro-RNA w biatej tkance tluszczowej myszy
szczepu dzikiego w warunkach restrykcji pokarmowej. Doktorant uzasadnit selekcje dwéch grup
zwierzat uzytych do profilowania mikro-RNA: 6-ta godzine w grupie 24-godzinnej gtodéwki oraz
wariat popotudniowy w grupie restrykcji pokarmowych dhugoterminowych. Uzyskana analiza

profilu mikro-RNA tkanki thuszczowej oparta zostala na porownaniu grupy myszy karmionych ad



libitum z danymi uzyskanymi z grup objetych restrykcjami pokarmowymi. Wartosci ekspresji
poszczegolnych mikro-RNA zostaly oparte na normalizacji: globalnej, w stosunku do sno202 i w

stosunku do U6.
Uwagi:

1. Koniecznym juz na tym etapie badan jest wyjasnienie dotyczace wyboru okreslonej tkanki
tluszczowe;j biatej: podskoérna czy wisceralna (gonadalna)? W rozdziale Materiaty i Metody
paragraf 3.4.7 wspomniano, ze profilowanie wykonano na tkance podskornej, jednakze
celowym byloby réwniez powtorzenie tej informacji w wynikach, a przede wszystkim
uzasadnienie dlaczego dokonano takiego wyboru. Obie tkanki réznia sie zdecydowanie
pochodzeniem, zdolnoscig do ,bragzowienia”/bezowienia w odpowiedniej temperaturze, a
takze sposobem ekspansji w $rodowisku obesogenicznym: hipertrofia vs hiperplazja.
Doktorant w nastgpujgcych rozdziatach opierajac sic na wynikach badan z zastosowaniem
myszy transgenicznych wyjasnia brak roznic w profilowaniu mikro-RNA w tkance
wisceralnej (gonadalnej), jednak nie uzasadnia to wyboru tej tkanki na tak wcezesnym etapie
tzn. przed analiza zwierzat transgenicznych.

2. Rycina 18 i Rycina 20 zawieraja identyczny opis do tabel, przedstawiajacych rézne wyniki.

W podrozdziatach 4.6 do 4.8 Doktorant przedstawil wyniki weryfikujace skutecznosé wprowadzonej

transgenezy zwierzat Dicer*P°9CERT2 ora7 td Tomato diPodCreERT2

Podrozdzialy 4.9 do 4.10 po$wigcone zostaly analizie wynikéw uzyskanych w warunkach glodowki

krétkookresowej i zaobserwowanej roznicy pomiedzy grupami Cre+ i Cre- w poziomach substratéw

energetycznych w osoczu.

W nastepnych podrozdziatach 4.11 do 4.15 Doktorant analizuje odpowiedZ myszy typu dzikiego oraz

myszy Dicer4Po4CreERT2 (Cre+y i (Cre-) na stymulacje agonista receptora p3-adrenergicznego — CL-
316,243, aktywatora termogenezy w aspekcic zawartosci substratow energetycznych oraz wybranych
hormonéw w osoczu, a takze analizuje metabolizm myszy z wykorzystaniem systemu Phenomaster.
Wykazane zostaly znaczne zmiany w poziomach stezenia glukozy, wolnych kwaséw tluszczowych
oraz w stezeniu insuliny w okresie 2 godzin od stymulacji termogenezy w grupie myszy typu
dzikiego, natomiast nie zaobserwowano roéznic w powyzszych parametrach pomig¢dzy myszami Cre+
a Cre-. Doktorant wykazal rowniez znaczny wzrost wydatku energetycznego myszy szczepu
dzikiego traktowanych CL-316,243 (CL+) w poréwnaniu do kontrolnych (CL-). Wykazano rowniez,
ze liczba spalanych kalorii przez zwierzeta kontrolne byla wyzsza w porownaniu do myszy
DicerAdiPoaCreERT2 gtymulowanych aktywatorem termogenezy. Zaburzona zdolno$¢ indukowania

wydatku energetycznego w procesie generowania ciepla zostala potwierdzona rowniez w

doswiadczeniu z kamerg termowizyjng. Doktorant wykazal ze podanie agonisty CL myszom



AdipoqCreERT2

Dicer powoduje zmnigjszenie o 2°C cieploty monitorowanego ogona w poréwnaniu do

tak samo traktowanych myszy kontrolnych.

Rozdzial 4.16 zostal poswigcony analizie profili mikro-RNA w brazowej tkance thuszczowej myszy
szczepu dzikiego analizowanych w okresie 2 godziny po stymulacji procesu termogenezy.
Wyselekcjonowana zostata grupa mikro-RNA o najwyzszej ekspresji (miR-191, miR-133a, miR-
126-3p, miR-193b) i poréwnana do danych literaturowych.

Bardzo interesujgce jest stwierdzenie koniecznosci wystapienia czynnika ,mobilizujacego”
umozliwiajacego zajécie reakcji/procesu w tkance z indukcja mutacji. W przypadku biatej tkanki
thuszezowej jest to restrykcja pokarmowa, a w przypadku brazowej zdolno$é do generowania ciepta.
W sposéb posredni stwierdzenie to, czy tez raczej, ta obserwacja wskazuje na ilu poziomach
organizm jest chroniony/zabezpieczany przed niekorzystymi wplywami $rodowiska, czy tez

mutacjami.
Uwagi:

1. Czy mozna zalozy¢, ze brak réznic w metabolizmie zwierzat (parametrach metabolicznych:
RER oraz wydatek energetyczny) Cre+ w stosunku do Cre- spowodowany jest
zastosowaniem glodowki krétkookresowej zamiast dtugotrwatego CR biorge dodatkowo pod
uwage wyniki uzskane z badan WT i zmian w ekspresji mikro-RNA zaobserwowanych w
grupie CR?

2. Rycina 35 - dwa, réznigce si¢ migdzy sobg wykresy zostaly opisane jako stezenie insuliny.

3. W paragrafie 4.14 wskazanym byloby zaznaczy¢, 7e opisane wyniki sa zaprezentowane na

Rycinie 37.

Dyskusja.

W 9 stronnicowym rozdziale Dyskusja Doktorant przede wszystkim podsumowuje i interpretuje
uzyskane w trakcie przeprowadzonych do$wiadczen wyniki. Ten rozdzial pracy doktorskiej
rozpoczyna krotkie streszczenie uzyskanych przez Doktoranta wynikéw. Nastepujace podrozdziaty
od 5.1 do 5.7, z ktérych kazdy zawiera informatywny i adekwatny do uzyskanych wynikéw tytul

systematycznie analizujg i przedstawiaja wyniki w aspekcie podloza naukowego.

Jednakze w rodziale Dyskusja zabraklo wnikliwego, opartego na literaturze przedyskutowania
wynikéw wlasnych na tle badan innych grup. Biorac pod uwage bogactwo zgromadzonych przez
Doktoranta pozycji zawartych w czgsci Literatura (212 pozycji) ujecie tylko 14-tu w czesci Dyskusja
moze wskazywac, iz niewiele grup naukowych jest zainteresowanych tematyka przedstawiong przez
Doktoranta. Kluczowym dla przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej, zgodnie z
Zatozeniami i Celami Pracy ,,bylo zbadanie wptywu usuniecia mikro-RNA w tkance thuszczowej na

metabolizm organizmu myszy” (cytat str. 36 linia 14-15). I w tym aspekcie koniecznym jest



przedyskutowanie wynikow wiasnych z danymi literaturowymi, a szczegélnie z tymi, ktére sa
odmienne od tych uzyskanych przez Doktoranta. [ tak zabrakto w dyskusji pracy Hye-Jin Kim i wSp.
(Diabetes 2014;63:4045-4056 (“MicroRNAs Are Required for the Feature Maintenance and
Differentiation of Brown Adipocytes™), ktéra w polaczeniu z tylko raz cytowana przez Doktoranta
pracg Feuemann i wsp. (“MiR-193b and miR-365-1 are not required for the development and
function of brown fat in the mouse™) stanowitoby znakomitg podstawe do dyskusji nad wynikami
badan wiasnych. Ponadto, Doktorant w dyskusji wskazuje, iz w pracy Feuemann i wsp.
zasugerowane zostalo, ze ,, Dodatkowo zmiana miR-193b, ktorego zwiazek z funkcja biatka UCP1
jest postulowany (Feuermann et al., 2013; Sun et al., 2011)” (podrozdziat 5.6 strona 106 w rozprawie
doktorskiej). Nie znalaztam w pracy Feuremann i wsp. powyzszej sugestii, a jedynie stwierdzenie o
braku zmian w ekspresji genéw (Ucpl i Prdm16) zwigzanych z funkcja BAT: “BAT function in mice
with an inactivated miR-193b-365-1 locus, as determined by their response to the selective B3
adrenergic receptor agonist CL316.243 and their tolerance to cold exposure, was normal and
expression of genes associated with functional BAT, including Prdm16 and Ucpl, was unaffected.
(....) In summary, these data demonstrate, in contrast to earlier work, that the development,
differentiation, and function of BAT do not require the presence of miR-193b and miR-365-1.”.
Autorzy tej pracy nie wspominaja o ewentualnych zmianach w poziomach biatka UCP1 w

odpowiedzi na zmiany w poziomie miR-193b.

Podsumowanie i Wnioski
Rozprawe konczy Podsumowanie i Wnioski, ktore Doktorant formutuje w postaci 4 punktow.

Interesujacym byloby w tej czgsci rozprawy opierajac si¢ na uzyskanych wynikach zasygnalizowanie

kierunku dalszych badan.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny praca autorstwa Pana mgr Bartosza Zglinickiego spetnia wymogi

rozprawy doktorskiej. Rozprawe oceniam pozytywnie.

Zamieszczone w niniejszej recenzji uwagi krytyczne nie umniejszaja jej oceny, sa uwagami
majacymi na celu udoskonalenie rozprawy, a zarazem zwréceniem uwagi Doktoranta na

przeoczenia/niedopatrzenia.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje proces naukowego podejicia, ktérego wynikiem jest
przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, rozpoczynajac od obserwaciji poczynionej] w
trakcie innego/odrgbnego do$wiadczenia, a nastgpnie sformutowanie pytan/hipotez/celi badawczych,

poprzez przeprowadzenie zlozonych badan, az do uzyskania wynikéw. Zlozonos$¢ zastosowanych



metodologii badawczych poczawszy od typowo fizjologicznych poprzez wyrafinowane metodyki
biologii molekularnej pozwolity na uzyskanie interesujacych wynikéw wskazujacych na ztozonosé
regulacji tkanki thuszczowej brazowej i biatej. Doktorant wykazat sie umiejetnoscia prowadzenia
badari, opanowaniem trudnego warsztatu badawczego oraz umiejetnoscia rozwigzywania ztozonych

problemdéw badawcezych.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Bartosza Zglinickiego, pt.
“Wplyw usunigcia genu Dicer] w tkance tluszczowej na metabolizm myszy transgenicznych
DicerAdipoaCreERT2 spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o

szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) oraz zalacznika nr. 1 Regulaminu Rady
Naukowej z 13.04.2018r.

Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego

Nenckiego PAN w Warszawie o dopuszczenie mgr Bartosza Zglinickiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

%‘Ug boye /gz J/%)lb/kk v //D{,é\

Barbara Gawronska-Kozak
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Doswiadczalnej
Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Bartosza Zglinickiego:

»Wptyw usunigcia genu Dicerl w tkance ttuszczowej na metabolizm myszy
40-752, Katowice
ul. Medykéw 4 transgenicznych DicerAdipoqCreERT2”.

http://emd.sum.edu.pl/

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest efektem serii eksperymentéw

KIEROWNIK wykonanych w Pracowni Modeli Zwierzecych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
prof. dr hab. n. med.
Jarostaw Barski Nenckiego PAN pod kierunkiem promotora Pani profesor Urszuli Wojdy oraz promotora
tel.: (+48 32) 208 85 93 pomocniczego Pana doktora Witolda Konopki.

fax:( +48 32) 208 88 31
Przedmiotem pracy jest analiza efektéw obserwowanych u zwierzat transgenicznych, u
jbarski@sum.edu.pl
ktérych metodami inzynierii genetycznej indukowano w sposéb tkankowo-specyficzny,

hamowanie ekspresji genu Dicer 1. Efektem tych manipulacji byt brak w tkance
SEKRETARIAT
ttuszczowej czgsteczek mikroRNA. W opisanych badaniach wykorzystane zostaty myszy
tel.: (+48 32) 208 8593
tel.: (+48 32) 208 88 32 transgeniczne ze szczepu DicerA¢iPeaCreRT2
fax:( +48 32) 208 88 31
Oceniana dysertacja zostata zredagowana w formie klasycznej monografii zajmujacej

cmd @sum.edu.pl
122 strony, podzielone na rozdziaty i podrozdziaty typowe dla tego rodzaju opracowan.
Rozprawe rozpoczynaja wyjasnienia wszystkich skrotow wykorzystanych przez autora
podczas redagowania pracy, a po nich nastepuja streszczenia tresci rozprawy w jezyku
angielskim i polskim. W streszczeniu angielskim zamiast terminu ,,wild type mice”
bardziej precyzyjne bytoby zamieszczenie nazwy uzytego szczepu — C57BI/6J, ta uwaga
odnosi sig tez do streszczenia w jezyku polskim. Generalnie uzywanie terminu
»Zwierzeta typu dzikiego” jest nie wskazane, szczegdlnie w pracy, w ktérej badano
l zwierzeta transgeniczne, gdyz moze to prowadzi¢ to mylacej interpretacji, iz chodzi o

‘ r zwierzeta o genotypie dzikim, ale ze szczepu genetycznie modyfikowanego, w tym
) - przypadku DicerAdireaCreERT2 W/ czedci angielskiej znajduje sie tez kilka niedopatrzen

HR EXCE

EIN RESEARCH

jezykowych jak np. w wyrazach , posttranskryptional”, ,apllied”, czy ,tisse”.
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W czegsci polskiej dostrzegtem pewna niekonsekwencje nomenklaturowa. W akapicie pierwszym
doktorant pisze: ,Zastosowanymi restrykcjami pokarmowymi byta gtodéwka krétkookresowa (24-
godzinna) oraz restrykcja kaloryczna (...)”. W drugim akapicie natomiast, pojawia sie okreslenie
»odstepstwo od pokarmu”. Mozemy sie domyslaé, ze chodzi tu o gtodéwke, ale jednolita
terminologia bytaby bardziej czytelna.

Pierwszy rozdziat to , Wprowadzenie”, ktdre jest wyczerpujacym zbiorem wiedzy bibliograficznej
zwigzanej z dysertacjg. Doktorant wprowadza czytajgcego w réznorakie aspekty regulacji
metabolizmu i termogenezy, zwigzane z biatg i brazowa tkanka ttuszczowg. Osobny podrozdziat
dotyczy funkcji jakg petnig czasteczki mikroRNA w regulacji proceséw biologicznych.

W rozdziale tym, podobnie jak w pozostatych, mozna dostrzec dos¢ liczne ,literéwki” oraz duza
swobode piszacego w szafowaniu przecinkami. Doktorant zamiescit w tej czesci pracy liczne
schematy i ilustracje, ktore utatwiajg zrozumienie tego dosé skomplikowanego aspektu fizjologii
jakim jest termoregulacja. Zdaniem recenzenta wskazane bytoby tez zamieszczenie w tym rozdziale
informacji na temat systemu tkankowo-specyficznej rekombinacji Cre/loxP i rekombinacji
indukowanej, gdyz ten aspekt doswiadczalny jest bardzo istotny dla catego doswiadczenie lezgcego u
podstaw tej pracy doktorskiej.

»Zatozenia i cel pracy” to drugi z kolei rozdziat, zawierajgcy opis merytorycznej koncepcji podjetych
badan oraz zebrane w postaci punktow cztery cele szczegétowe, na ktérych oparto szkielet badan.
Wydaje sie, iz w punkcie drugim termin ,charakteryzacja” nalezatoby zastapi¢ terminem
»Charakterystyka”.

Rozdziat 3 to ,Materiaty i metody”, w ktérym doktorant opisuje techniczne aspekty
przeprowadzonych eksperymentow. Pierwszy podrozdziat (3.1) dotyczy zwierzat doswiadczalnych
wykorzystanych w badaniach. W tej czesci brak informacji, dlaczego mozliwe byto poréwnywanie
myszy szczepu C57BI/6J z myszami modyfikowanymi genetycznie szczepu DicerAdipogCreERT2.
Piszacy ogranicza sie do informacji ,,Myszy transgeniczne hodowano na podtozu genetycznym
C57BI/6)”. Ktére ze szczepdw, czy oba wyjsciowe, czy DicerAdipoqCreERT2, co to oznacza? Informacja
dotyczaca Instytutu Maxa Plancka powinna by¢ uzupetniona o nazwe Instytutu, ponadto Max Planck
Institute for Heart and Lung Research znajduje sie w Bad Nauheim, a nie Bad Neuheim.

W dalszej czesci tekstu pojawia sie informacja, iz loxP sktada sie 42 nukleotyddw. Zgodnie z wiedzg
recenzenta loxP sktada sie z 34 nukleotydow. Moze tez przydata by sie informacja, iz loxP posiada
swoj kierunek, od ktorego zalezy efekt dziatania rekombinazy Cre.

Na rycinie numer 10 umieszczono schemat dziatania systemu Cre/loxP w przeprowadzonym

eksperymencie. Ze schematu nie do korca wynika fakt, iz oba transgeny znajduja sie w genomie tego
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samego osobnika. Ponadto nie jest prawda, iz po wycieciu sekwencji nukleotydowej pomiedzy
sekwencjami loxP pozostajg dwa loxP. Pozostaje jedno loxP ztozone z czesci dwoch wyjsciowych.

W eksperymencie wykorzystano tez linie transgeniczng myszy reporterowych Rosa26-tdTomato, brak
jest informacji o pochodzeniu tych zwierzat - hodowca, dostawca.

Podrozdziat 3.2 zawiera informacje na temat warunkéw hodowli zwierzat doswiadczalnych. Jednym z
elementéw metodycznych doswiadczenia byta restrykcja pokarmowa, natomiast w tekscie pojawia
sie informacja o wzbogacaniu srodowiska poprzez ,tunele z celulozy”. Myszy wykorzystujac takie
tunele zjadajg je w znacznym stopniu. Czy nie zachodzita obawa, iz fakt spozywania celulozy mégt
zaktocic restrykcje pokarmowe i kaloryczne stosowane w czasie badan?

W podrozdziale 3.3 ,Pobieranie tkanek do analizy” pojawia sie informacja o sposobie eutanaz;ji
zwierzat: ,W celu pobrania tkanek do analizy myszy usmiercano przez przerwanie rdzenia kregowego
lub poprzez dootrzewnowe podanie pentobarbitalu sodu (...)”. Cenna bytaby w tym miejscu
informacja skad koniecznosé dwdch réznych metod eutanazji. Interesujgce wyniki w odniesieniu do
interakcji pomiedzy pentobarbitalem, a kwasami ttuszczowymi pojawiajg sie w rozdziale ,Wyniki”, ale
zdaniem recenzenta ich miejsce byto raczej rozdziale numer 3. Mozna tez byto u$mierci¢ wszystkie
zwierzeta poprzez dyslokacje kregow szyjnych, przedawkowac ketamine lub CO,.

W podrozdziale 3.3.2 powinno by¢ napisane: ,,Pobierano niewielki fragment tkanki (...), zawsze z tego
samego ptata watroby”.

Podrozdziat 3.3.3 ,Fragment ogona”. Recenzent domysla sie, iz fragment ogona (bioptat) byt
pobierany w celu ekstrakcji DNA do genotypizacji, jednak 5mm to chyba znacznie za duzo,
szczegolnie w przypadku mtodego zwierzecia. W tym celu wystarczy pobra¢ 1mm. Nie uwazam za
stuszne tworzenie podrozdziatu 3.3. ,Pobieranie tkanek zwierzecych do analiz”. Nie dos¢, ze
niepotrzebnie mnozg sie podrozdziaty, to efektem tego jest podrozdziat 3.3.3 o tak mato ,fachowym”
tytule. Metoda pobierania tkanek powinna by¢ opisana przy opisie poszczegdlnych analiz i tak, opis
wykonywania biopsji ogona powinien znalez¢ sie w podrozdziale 3.4.4 ,,Analiza genotypu zwierzat
transgenicznych”. Mam tez uwage do opisu warunkow reakcji PCR. Zdaje sobie sprawe, iz na
wys$wietlaczu urzadzenia PCR pojawia sie na koniec cyklu okreslenie ,4°C forever”, ale wygladato by
lepiej, gdyby stowo ,forever” zastagpi¢ np. symbolem ©2, lub w ogéle poming¢. Podobnie w
podrozdziale 3.4.5.

Podrozdziat 3.4 , Podstawowe techniki pracy z kwasami nukleinowy” jest moim zdaniem réwniez
zbedny, a zawarte w nim informacje powinny sie znalez¢ w opisie dotyczagcym odpowiednich
oznaczen, szczegodlnie iz sg to procedury rutynowe. Bardziej restrykcyjne podejscie do rozdziatu 3

»Materiaty i metody”, pozwolito by zapewne na zmniejszenie liczby podrozdziatow tej czesci pracy,

ktorych jest az 37!.
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Wyniki badan zostaty opisane w rozdziale 4, liczagcym 38 stron i bedacym jednocze$nie
najobszerniejszym rozdziatem dysertacji. Pierwszy podrozdziat to dane dotyczace wptywu morbitalu
na obecne w osoczu kwasy ttuszczowe. Jak sugerowatem wczesniej wyniki te wraz z wykresem
mogtyby sie raczej znalei¢ w rozdziale 3 ,Materiaty i metody”. Podrozdziaty 4.2 do 4.5 do analiza
metaboliczna i hormonalna myszy ze szczepu C57BI/6) w warunkach standardowych jak i w
warunkach restrykcji pokarmowych i restrykcji kalorycznej. Tresé jest bogato ilustrowana wykresami
pozwalajacym na bardziej przystepna analize duzej ilosci danych eksperymentalnych. Wszystkie
wykresy zostaty przygotowane bardzo starannie, a jedyna uwaga jakg miatbym w tym miejscu to brak
we wszystkich zataczonych opisach wyjasnienia skrétu ,,CR”. Oczywiscie czytelnik wie co on oznacza,
ale dla zachowania standardéw kazdy skrét obecny na wykresie powinien zosta¢ wyjasniony w
tekscie go opisujgcym. Kolejne podrozdziaty w sposéb systematyczny opisujg poszczegdlne aspekty
zmian fizjologicznych pod wptywem zmieniajgcych sie warunkéw pokarmowych, odnoszac sie do
gospodarki energetycznej, metabolizmu i poziomu gtéwnych powigzanych hormonéw: insuliny i
leptyny. Podrozdziat 4.4 to analiza powiazan pomiedzy wahaniami poziomu leptyny oznaczonymi
wczesniej, a behawiorem pokarmowym zwierzat szczepu C57BI/6. Na zakoriczenie czesci dotyczacej
szczepu C57BI/6J, w podrozdziale 4.5, doktorant zamiescit wyniki analizy poziomu ekspresji licznych
wariantéw mikroRNA obecnych w tkance ttuszczowej. Obszerna dokumentacja w postaci wykresdw,
zostata uzupetniona listg mikroRNA, ktérych poziom ekspresji zmieniat sie w sposdéb istotny
statystycznie w zaleznosci od zastosowanej restrykcji pokarmowe;j.

W podrozdziale 4.6 doktorant przechodzi do analizy zwierzat transgenicznych szczepu Dicer?dipoaCretRT2
przeprowadzonej przy metodycznym udziale szczepu tdTomatoDicer “PoacetRT2 Analiza ta rozpoczyna
sie od przyktadowego rozdziatu elektroforetycznego bedacego podstawg do genotypizacji obu
szczepow. Na rycinie podano wprawdzie wielkosci fragmentéw DNA, na podstawie ktérych
identyfikowano poszczegdlne genotypy, jednak wskazane bytoby podanie wielkosci gtéwnych
fragmentow, obecnych w markerze. W opisie pod rycing powinna by¢ tez informacja o stezeniu
procentowym agarozy uzytej do rozdziatu. W tym miejscu chciatbym zapytac, czy doktorant
sprawdzat liczbe alleli kodujacych rekombinaze Cre, a jezeli nie, to dlaczego?

Podrozdziat 4.7 to analiza skutecznosci i specyficznosci rekombinacji systemu Cre/loxP w
zastosowanym modelu eksperymentalnym. W tym celu doktorant wykorzystat iloSciowg metode RT-
PCR oraz technike CLARITY, pozwalajgcg na lokalizacje sygnatu fluorescencyjnego bez wykonywania
preparatéw histologicznych. Piszacy te rozprawe nie odnidst sie do technicznych aspektow tej
metodyki w rozdziale ,Materiaty i metody”. Rycina 27 zawiera wyniki analizy ekspresji w postaci
dwoch paneli. W opisie znajdujgcym sie pod rycing powinny zostac¢ wyjasnione wszystkie skroty

jakimi opisano wykresy i zdjecie. Przedstawione wyniki potwierdzity skutecznosé i specyficznosé
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tkankowa rekombinacji z niewielkimi , nieszczelnosciami”, ktére sa standardowym niedociggnieciem
systemu Cre/loxP.

Podrozdziat 4.8 mozna byto wtasciwie pomingé lub tez jego wyniki przedstawi¢ w rozdziale
»Materiaty i metody”, w podrozdziale 3.5 ,Indukowanie systemu Cre-loxP”.

W podrozdziale 4.9 pojawia sie stwierdzenie, iz ,Restrykcja kaloryczna nie zostata uwzgledniona w
doswiadczeniu ze wzgledu na duze podobierstwo do gtodowki i zaangazowanie tych samych
procesow metabolicznych”. Recenzentowi nasuwa sie wiec pytanie, dlaczego nie zrezygnowano z
restrykcji kalorycznej w przypadku badan nad szczepem C578BI/6J?

W podrozdziale 4.10 zamieszczona zostata rycina 31, opisana jako ,Poréwnanie zmian poboru
pokarmu (wykres dolny) oraz zmian wagi w trakcie stanu bazowego zwierzat Dicer/diPoaCretRT2” (g
przedstawia lewy a, a co prawy panel wykresy dolnego? Czy chodzi o poréwnanie fazy jasnej i
ciemnej? Wykres gorny nie przedstawia zmian wagi, ale zmiany masy ciata.

Podrozdziaty 4.11 do 4.16 dotyczg analizy zmian metabolizmu w tkance ttuszczowej brgzowej pod
wpiywem termogenezy, wywotanej podaniem agonisty receptora beta3-adrenergicznego. Analiza ta
dotyczy zaréwno zwierzat ze szczepu C57BI/6) jak i zwierzat transgenicznych ze szczepu
DicerAdipeaCreERT2” ' Badania te prowadzono z wykorzystaniem systemu Phenomaster, a w przypadku
zwierzat transgenicznych Dicer”diPoscretRT2 dodatkowo przy uzyciu kamery termowizyjnej. Dla
recenzenta nie jest do konca jasne, dlaczego w przypadku szczepu C57BI/6J zrezygnowano z
wykorzystania kamery termowizyjnej.

Ostatnim podrozdziatem czesci ,, Wyniki” jest podrozdziat 4.16 dotyczgcy analizy profilu mikroRNA w
brazowej tkance ttuszczowej po indukcji procesu termogenezy. Analiza ta zostata przeprowadzona w
sposéb zblizony do opisanej w podrozdziale 4.5, a jej wyniki zostaty podsumowane i przedstawione w
analogiczny sposob.

Po rozdziale ,Wyniki” nastepuje rozdziat numer 5 ,Dyskusja”, ktéry wydaje sie by¢ mato obszerny
wzigwszy pod uwage ilos¢ przedstawionych wynikéw. To tylko niecate 8 stron, stanowigcych raczej
podsumowanie wynikow niz ich poréwnanie z danymi eksperymentalnymi, uzyskanymi przez inne
zespoty naukowe, szczegdlnie, ze rozdziat 7 ,Literatura” zawiera ponad 200 pozycji bibliograficznych.
Czes¢ informacji zawartych w rozdziale 5 mogtaby sie znalei¢ w rozdziale ,Wprowadzenie”.

Rozdziat 6 ,Podsumowanie i wnioski” zawiera cztery punkty podsumowujgce wyniki oraz wniosek
wskazujgcy na istotna funkcje, jaka petnig mikroRNA w przemianach metabolicznych zachodzacych w
tkance ttuszczowe].

Catos¢ dysertacji zamyka rozdziat , Literatura” zawierajgcy ponad 200 pozycji.
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Podsumowanie:

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest bez watpienia efektem znacznego naktadu
pracy ze strony doktoranta, ktéry podczas jej redagowania nie ustrzegt sie licznych dosé btedéw
redakcyjnych. Na btedy te wskazatem podczas analizy poszczegélnych rozdziatéw pracy. Czytajac
tekst rozprawy nie mogtem tez oprzec sie wrazeniu pewnego chaosu w rozplanowaniu tekstu pracy i
jej bardzo licznych rozdziatéw i podrozdziatéw. Cze$¢ zajmujaca sie analizg szczepu C57BI/6J sprawia
wrazenie osobnej catosci, a czytajac dostrzegtem zbyt mato punktéw wspdlnych i poréwnan szczepu
C57BI/6) i szczepu Dicer/dipoacreerT2,

Powyzsze uwagi watpliwosci nie maja na celu podwazenia jakosci opisanych wynikéw i poddania w
watpliwos¢ catosci rozprawy doktorskiej, a sg jedynie efektem wnikliwego zapoznania sie z rozprawa.
Jak wspomniatem wczesniej, ocenia praca doktorska jest efektem znaczacego naktadu pracy i badan
naukowych prowadzonych na wysokim poziomie naukowym i z wykorzystaniem nowoczesnego

zaplecza metodycznego.

Przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1668) oraz zatgcznika nr 1
Regulaminu Rady Naukowej z 13.04.2018 roku, w zwigzku z czym wnioskuje o dopuszczenie Pana mgr

Bartosza Zglinickiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Zglinickiego pt.:

Wptyw usuniecia genu Dicerl w tkance ttuszczowej na
metabolizm myszy transgenicznych Dicer"?PoqcreERT2

Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Pracowni Modeli
Zwierzecych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Praca zostata napisana
w typowym uktadzie zgodnym ze standardami pracy naukowej zawierajgcej najwazniejsze

sekcje takie jak wstep, zatozenia pracy, materiaty i metody, wyniki i dyskusje.

Wprowadzenie pracy obejmuje 23 strony i zawiera w pierwszej czgsci bardzo dobry
przeglad wiedzy na temat biatej i brazowej tkanki ttuszczowej, procesow fizjologicznych i
metabolicznych zachodzacych w tych tkankach. Druga czes$¢ wprowadzenia zawiera
informacje na temat biogenezy mikro RNA, a takze roli tych czasteczek w regulacji procesow
biologicznych. Druga cze$¢ wprowadzenia zostata przygotowana w mojej ocenie skromniej.
Brakuje w nim gtebszego omoéwienia dotychczasowej wiedzy zwigzanej z regulacjg szeroko
pojetego metabolizmu komdrkowego przez mikro RNA, a takze pozycji opisujgcych funkcje
mikro RNA w tkance ttuszczowej. W czasie obrony prosze o krétkie zreferowanie tego obszaru
wiedzy. Wprowadzenie zawiera szereg estetycznych rycin pomagajgcych zrozumiec

przestawiong wiedze.

W omowieniu zatozen i celéw pracy czytamy, ze inspiracje do podjecia tematu
badawczego doktorant czerpat z wczesniejszych bada na modelach mysich z usunigtg
rybonukleazg Dicer w mozgu. Usuniecie tej rybonukleazy catosciowo zaburzato produkcje
mikro RNA w mozgu myszy, co podwyzszato ich zdolnosci uczenia sie. Okazato sig réwniez ze

myszy te znacznie przybieraty na wadze, co powigzano z zaburzeniami gtodu i sytosci na skutek



deregulacji mikro RNA i $ciezki mTOR w podwzgdrzu, ktére integruje sygnaty obwodowe z
tkanki ttuszczowej, wptywajac na homeostaze energetyczng. Natomiast tkanka tfuszczowa jest
odpowiedzialna za stan energetyczny catego organizmu. Dlatego naczelnym celem pracy,
ktéry odnosi sie do tytutu pracy, byto sprawdzenie, czy inaktywacja rybonukleazy Dicer
ograniczona do tkanki ttuszczowej i podobno skutkujaca usunigciem mikro RNA w tkance
ttuszczcowej modelowej transgenicznej myszy DicerAdPedCreERT2  snowoduje zmiany w
metabolizmie organizmu. W celach szczegétowych pracy znalazt sie takze obszerny cel
dotyczgcy opisania wptywu 24-godzinnego gtodzenia oraz ograniczonej podazy kalorii na profil
metaboliczny organizmu (nietransgenicznej myszy typu dzikiego). Kolejnym celem pracy byto
poznanie  metabolicznej  charakterystyki  procesu  termogenezy  aktywowanego
farmakologicznie z pomoca agonisty receptoréow (3-adrenergicznych w nietransgenicznej
myszy typu dzikiego C57BI6. Prawdopodobnie, celem przeprowadzenia tej czgsci
eksperymentow byto stworzenie i walidowanie modelowego zestawu testow metabolicznych
i behawioralnych, ktére mozna bedzie zastosowaé do badania metabolizmu zwierzat
DicerAdipodCreERT2 \\/ celach pracy nie jest to doktadnie wyjasnione, natomiast dopiero w
rezultatach wspomina sie o wybraniu odpowiedniej strategii doswiadczalnej do okreslenia

wptywu mikro RNA na funkcjonowanie tkanki ttuszczowe;.

Materiaty i metody w pracy charakteryzujg sie obfitoscia i zréznicowaniem. Obejmujg
krzyzowanie transgenicznych szczepow myszy typu CreERT2 pod promotorem genu Adipoq ze
szczepem myszy Dicerfo/flox co skutkuje rekombinacja i inaktywacjg genu Dicer w tkance
ttuszczowej. Wykorzystany zostat takze szczep tdTomatoAdiPeaCreERT2 \Wszystkie szczepy
wymagaty starannego krzyzowania, indukcji tamoxifenem, genotypowania, pobierania
organow, krwi, osocza, co opisano w pracy. Kolejna grupa metod to oznaczenia biochemiczne
metaboliczne, uzycie klatek metabolicznych, a takze, oznaczenia behawioralne z udziatem
zaawansowanych aparatéw Phenomaster, klatek motywacyjnych typu ,,operant behaviour” i
monitorowania temperatury z pomocg kamer termowizyjnych. Uzyto takze metode CLARITY i
obrazowanie fluorescencyjne catego zwierzecia. Ostatnia grupa uzytych metod jest zwigzana
z profilowaniem mikro RNA z pomoca gPCR w tkance myszy typu dzikiego pod wptywem
restrykcji pokarmowych i farmakologicznej indukcji termogenezy. Do metod zalicza sie tez
opisanie sposobu analizy statystycznej, jednakze brakuje analizy sity statystycznej w

odniesieniu do liczby uzytych zwierzat. Liczba metod uzytych w pracy jest imponujaca i godna



habilitacji. Jednak w metodach brakuje podsumowujacej tabeli z catkowitg iloscig zwierzat
uzytych do badad we wszystkich eksperymentach oraz uzytych do poszczegdlnych

eksperymentdw z wyszczegolnieniem liczby N.

Juz pobiezny przeglad sekcji wynikowej potwierdza wstgpny wniosek z metod, ze w
przygotowanie do$wiadczen wtozono ogromny naktad pracy. W zwiazku z duzg iloscig metod
oraz zgromadzonych danych, rozdziat zawierajacy wyniki powinien zawierac rysunek-schemat
szczegétowo pokazujacy uktad eksperymentalny, a takze iloci zwierzat w poszczegolnych
kohortach na réznych etapach pracy. Utatwitoby to czytanie wynikow rowniez w przysztej
publikacji. Analiza rezultatéow z rysunkéw zawartych w pracy jest znacznie utrudniona,
poniewaz rysunki nie zawierajg oznaczen poszczegdlnych paneli wykreséw w formie A, B, C
itp. Brak odwotywania sie do poszczegélnych paneli w tekscie wynikow. Bardzo utrudnia to
tez wytapanie i wskazanie ewentualnych btedéw takich jak na rycinie nr 35, gdzie prawy dolny

panel jest opisany jako ,insulina”, natomiast chyba powinno by¢ Lleptyna”.

Sekcje wynikéw otwiera potwierdzenie wptywu pentobarbitalu na zawartos$¢ wolnych
kwaséw ttuszczowych i dlatego uzycie tego typu anestezji w opisanych badaniach jest
niemozliwe. Uzycie innych metod anestezji wziewnej rowniez moze op6znia¢ moment poboru
materiatu, co z kolei sprzyja narastaniu niedotlenienia, ktére moze zmienia¢ poziom wielu
metabolitéw. Dlatego uzycie dyslokacji kregéw szyjnych ze wzgledu na szybka mozliwos¢
poboru tkanek, wydaje sie nie miec alternatywy przy pobieraniu materiatu do badan w tej

pracy eksperymentalne;.

Nastepnie przystgpiono do zbadania wptywu restrykgji pokarmowych na profil
sktadnikéw metabolicznych i hormonéw u myszy WT. Ogélnie stwierdzono, ze wahania stezen
poszczegolnych substratow byty znacznie wigksze w przypadku krétkoterminowe gtodowki niz
restrykcji kalorycznej, jednakze udziat substratow energetycznych w wytwarzaniu ATP byt
podobny w obydwdch podejsciach z wyjatkiem zwiekszonego uzycia ciat ketonowych w
gtoddwce. Zawartos¢ hormondw leptyny i insuliny ostatecznie spadata w czasie restrykcji
pokarmowych. Po przeprowadzeniu wielu testow uznano, ze profilowanie mikro RNA zostanie
przeprowadzone po 6 godzinach dla wariantu gtodowki i wariantu popotudniowego CR.
Warianty te nie réznig sie prawie niczym w ocenie recenzenta, to znaczy majg podobne
zréznicowanie poziomu glukozy, FFA, CB, podobny spadek insuliny i leptyny. Zaprojektowanie

tego eksperymentu jest dos¢ skomplikowane, dlatego proszg o wyjasnienie, dlaczego wybrano
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dwa prawie identyczne profile metaboliczne (dwa podejscia restrykcji pokarmowych
skutkujgce tymi samymi parametrami) do profilowania mikro RNA? Co wiecej, jak sie okazuje,
dwa podobne profile metaboliczne poskutkowaty wykryciem réznic w ekspresji mikro RNA w
tkance ttuszczowej. Co mogto byc¢ przyczyng réznicujgcego poziomu mikro RNA w dwoch
typach restrykcji pokarmowej, jezeli prawdopodobnie nie byt to profil metaboliczny oraz
poziom leptyny i insuliny? Czy role mogg grac tutaj mediatory i hormony stresu (adrenalina,
noradrenalina), ktéry moze wystgpic¢ u zwierzat w przypadku 24h gtoddéwki? Czy planowano
zbadad lub zbadano poziom tych hormondéw w obu restrykcjach pokarmowych? Z literatury

wiadomo, ze poziomy niektdrych mikro RNA bywajg znaczgco zmienione pod wptywem stresu.

W przypadku zwierzat DicerA4PeaCreERT2 noziom FFA, Glukozy i ciat ketonowych zbadano
w punkcie czasowym 0 i 24h gtoddéwki. W odczuciu recenzenta wyniki pokazane na Ryc. 29
odbiegajg od spodziewanego profilu zaobserwowanego u zwierzagt WT Ryc. 12. Dodatkowo
profilowanie mikro RNA byto przeprowadzone po 6 h gtodéwki w zwierzetach WT, dlatego
profil metaboliczny zwierzat transgenicznych powinien réwniez zawiera¢ podobne punkty
czasowe. Podsumowujac fenotyp metaboliczny zwierzagt DicerAdiPoaCreERT2 - 730hserwowano
nizszy wydatek energetyczny u tych zwierzat w poréwnaniu do zwierzat CRE ujemnych.
Zaobserwowano ten fenotyp w warunkach gtodéwki, dostepu do kotowrotka i po podaniu
agonisty receptora b3-adrenergicznego - CL-316243. Kamera termowizyjng stwierdzono
zaburzenie w generowaniu ciepta po indukcji termogenezy u zwierzat DicerAdiPoacreERT2,
Koricowy eksperyment to wykonanie profilowania mikro RNA u zwierzat WT po indukgcji
termogenezy. Zidentyfikowano szereg mikro RNA, ktére poddano analizie programem
Targetscan. Pozwolito to wytypowac zestaw czgsteczek mikro RNA, ktére prawdopodobnie
celujg w geny powigzane z procesem termogenezy. Ostatnie pytanie, ktére chciatbym zadac
w tej recenzji, dotyczy kwestii dalszych badan nad kontrola termogenezy przez mikro RNA. Czy
jest planowany dalszy rozwoj tematyki, aby rozstrzygng¢ o roli konkretnych mikro RNA w tym

procesie?
Whnioski koncowe

Rozprawa doktorska Pana mgr. Bartosza Zglinickiego spetnia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz.
1668) oraz zatgcznika nr. 1 Regulaminu Rady Naukowej z 13.04.2018 r. Praca zostata wykonana
z podjeciem waznego problemu badawczego, jej wykonanie jest oryginalne, wykorzystuje
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ogromny zasob innowacyjnych metod badawczych in vivo i wykonano jg wysokim naktadem
pracy. Moje uwagi do pracy maja charakter pytan do dyskusji podczas obrony. W zwigzku z

mojg pozytywnga oceng pracy uwazam, ze Pan mgr Bartosz Zglinicki powinien by¢ dopuszczony

/(/A/

Maciej Figiel

do koricowych etapéw przewodu doktorskiego.
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