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Otylos¢ to stan, w ktérym nadmiar tkanki thuszczowej w organizmie osiaga poziom,

ktéry moze negatywnie wplywac na zdrowie. Taki stan zwieksza ryzyko wielu chordb,
takich jak cukrzyca typu 2, choroby serca, nadcisnienie, a takze problemy z ukfadem

kostnym. Wspolczesny styl zycia, w tym niewlasciwa dieta 1 brak aktywnosci Department of General
fizycznej, sprzyja rozwojowi tego schorzenia. Leczenie otylosci wymaga zmiany Biochemistry
nawykow zywieniowych, regularnej aktywnosci fizycznej oraz, w niektorych

przypadkach, interwencji medycznych. Problem otylosci jest obecnie coraz Professor Jolanta Jura

powazniejszym wyzwaniem dla stuzby zdrowia, poniewaz dotyczy coraz wigkszej
grupy spoleczenstwa. Dlatego tematyka badawcza podjeta w ramach przedstawionej mi
do recenzji pracy doktorskiej dotyczy bardzo waznego pod wzgledem spotecznym
zagadnienia.

Doktorant postawil sobie za cel zbada¢ wplyw wyciszenia ekspresji Scd4 na strukture,
funkcj¢ 1 metabolizm serca w stanie fizjologicznym oraz w otylosci. Zeby ten cel
osiagnac¢ Doktorant podjat sie realizacji 4 zadan:

1. Okreslenie roli SCD4 w regulacji ogolnoustrojowego metabolizmu myszy;

2. Zbadanie wplywu wyciszenia Scd4 na funkcje i strukture serca w warunkach
fizjologicznych i w otylosci;

3. Identyfikacja szlakéw metabolicznych, przez ktore SCD4 reguluje metabolizm
lipidéw w sercu, ze szczegdlnym uwzglednieniem lipogenezy, lipolizy i B-oksydacji;

4. Okreslenie wplywu ekspresji Scd4 na strukture i aktywno$¢ mitochondriow w
kardiomiocytach.

W badaniach wykorzystano myszy C57BL/6 z zahamowana ekspresja genu Scd4 w
calym organizmie (Scd4-/-) w wyniku usunigcia trzeciego egzonu genu Scd4 metoda
Cre-LoxP przez grupe Gan i wsp., opisana w 2022 roku. Natomiast grupe kontrolna
stanowily myszy typu dzikiego. Badania wykonywano na samcach w momencie
osiggnigcia wieku pigtnastu tygodni. W celu wywolania otylosci stosowano pasze
bogata w tluszeze (HFD — 60 % kalorii z tluszczu) przez 8 tygodni.

Address:
Jak wykazaly przeprowadzone przez Doktoranta badania, wylaczenie genu kodujacego
SCD4 u myszy wywarlo pozytywny efekt ogélnoustrojowy u myszy poddanych Gronostajowa 7
karmieniu pasza wysokottuszczowa. Juz w wieku 15 tygodni, w dniu rozpoczecia 30-387 Krakow
eksperymentu myszy Scd4-/- mialy mniejsza mase ciata niz myszy WT, natomiast
zastosowanie diety wysokotluszezowej (HFD) zwigkszylo ich mase tylko 0 26 % w tel. +48(12) 664 63 59
stosunku do masy wyjsciowej, a w przypadku myszy typu dzikiego na tej samej diecie
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masa zwickszyla sie 0 44%. Ponadto, zaobserwowano réwniez znacznie nizsza mase

trzewnej tkanki thuszczowej u myszy z grupy Scd4-/- HFD w porownaniu domyszy z  email: jolanta jura@uj.edu p!

grupy WT HFD. U tych myszy zaobserwowano rowniez hiperinsulinemie i



hipercholesterolemie oraz zwiekszenie wrazliwosci na insuling. Z kolei analizy
echokardiograficzne wykazaly nieznaczne zmiany przebudowy lewej komory serca.

Badania prowadzone na komérkach HL-1 z wyciszong ekspresja genu Scd4 (siSCD4)
traktowanych kwasem stearynowym (18:0) wykazaly zmniejszona akumulacje kropli
lipidowych i triacylogliceroli w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi. Z kolei nie
zaobserwowano odwrotnego wyniku, tj. zwigkszenia akumulacji lipidéw w warunkach
zwigkszonej ekspresji genu Scd4. Doktorant wyjasnil, ze zwigkszona ekspresja Scd4 byla
niefunkcjonalna, chociaz szkoda, ze wyjasnil, co dokladnie mial na mysli piszac o
niefunkcjonalnej ekspresji.

Analize aktywnosci szlakéw metabolicznych lipidow przeprowadzono korzystajac z
gotowego zestawu nCounter (NanoString Technologies), umozliwiajacego analize 748
genéw zaangazowanych w 36 szlakow i procesow metabolicznych (Mouse Metabolic
Pathways Panel). W grupie myszy karmionych dieta wysokotluszczowa zmieniona zostala
ekspresja 118 genéw w sercu myszy WT oraz 129 genéw w sercu myszy Scd4™ w
poréwnaniu do myszy kontrolnych (dieta standardowa). Zidentyfikowane transkrypty
koduja biatka zaangazowane m.in. W szlaki metaboliczne zwiazane z kardiomiopatia
cukrzycowa, szlakiem AMPK, ROS i insulioopornoscia. Jaka dokladnie byla brana pod
uwage krotno$¢ zmian w badanych grupach? Czy wyniki byly poddane walidacji przez
RT-PCR?

Doktorant zbadal wplyw wyciszenia ekspresji genu Scd4 na gospodarke glukozowa
poprzez analize poziomu fosforylacji bialek zaangazowanych w metabolizm glukozy.
Doktorant w podsumowaniu zaznaczyl, ze metabolizm glukozy w sercu myszy WT i
Scd4-/- na diecie wysokothuszczowej byt zahamowany. Ale czy rzeczywiscie
zahamowany, czy obnizony? Ponadto, jak sam Autor dysertacji zaznaczyl: ..GLUT4
odgrywa kluczowa role w zachowaniu funkcji serca w warunkach stresowych, jak np.
niedokrwienie, natomiast w warunkach standardowych transport glukozy przeprowadza
gtéwnie GLUT1”. W zwiazku z powyzszym zachodzi pytanie, dlaczego w testach na
myszach nie sprawdzono poziomu GLUT1?

Myszy pozbawione SCD4 na diecie wysokotluszczowej mialy znaczaco wyzszy poziom
czynnika transkrypeyjnego regulujacego ekspresje genow lipogenezy — SREBPlc. oraz

bialek FAS i GPAT1. Jednoczesnie te myszy wykazuja wyzsza aktywnosc lipazy ATGL w

wyniku zwiekszonej zawartosci biatek aktywujacych ten enzym (ABHDS, PKA), co
$wiadczy o wzmozone]j lipolizie. Dodatkowo wykazano wzmozona B-oksydacje kwasow
tluszezowych, co wyjasnia, w jaki sposob wyciszenie Scd4 zmniejsza indukowany przez
diete wysokotluszezowa wzrost kropli lipidowych w kardiomiocytach. Badajac zawartosc
transporteréw kwasow thuszezowych Doktorant wykazal, ze z 3 badanych mRNA tylko
poziom transkryptu Fabp3. kodujacego biatko wiazace kwasy thiszczowe w cytozolu i
zmniejszajace ich toksycznos¢ byl nieznacznie podwyzZszony w sercu myszy Scd4-/-.

Poniewaz w gospodarce energetyczne)j serca mitochondria petia kluczowa role Doktorant
sprawdzit jak wylaczenie Scd4 wplywa na morfologie mitochondriow, ich degradacje oraz
produkcje ROS. Jak wykazano, w kardiomiocytach z wyciszona ekspresja Scd4 w
warunkach przeciazenia lipidami przerost mitochondriéw i nadprodukcja ROS
indukowane przez akumulacje i toksyczne dzialanie lipidow sa zahamowane. Jest to
skorelowane z wzmozonym procesem kontroli jakosci mitochondriow (mitofagii) i
spadkiem aktywnosci dehydrogenazy NADH. a w konsekwencji nizszym poziomem ROS.
Ponadto. Doktorant pokazal, ze dochodzi do aktywacji bialek zaangazowanych w
regulacje homeostazy wapnia W sercu myszy z wylaczonym genem Scd4 na diecie
wysokotluszezowej. co z kolei ma wplyw na regulacje szlakow lipolizy, lipogenezy., [3-
oksydacji kwasow thiszczowych oraz strukturg i aktywnos¢ mitochondriow.
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Opis wynikow jest bardzo szczegotowy, co zastuguje na podkreslenie, jednak Doktorant
zbyt duzo uwagi poswiecal poréwnaniu wynikéw uzyskanych na myszach Scd4™~ na diecie
wysokotluszczowej z myszami typu dzikiego na diecie standardowej. W ten sposob
przedstawione wyniki zacieraja rzeczywisty obraz, majacy na celu polozenie nacisku na
pozytywna role SCD4 na regulacje metabolizmu migénia sercowego w stanie otytosci.
Brakuje mi w podsumowaniach poszczegdinych etapow mocniejszego podkreslenia, ze
myszy z grupy Scd4”" na diecie wysokotluszczowej maja znacznie lepsze parametry niz
myszy typu dzikiego na tej samej diecie. Niemniej jednak uzycie do badan 4 -ch grup
myszy, a nastepnie szczegétowa analiza wynikow jest bardzo istotna, ale tez czasami
trudna do opisu.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, ze badania szlakow metabolicznych
wykonano na duzej grupie zwierzat — ok. 10 na grupe. Natomiast barwienia wykonano juz
tylko dla 3 zwierzat na grupe.

Rozdzial Dyskusja jest napisana w sposéb bardzo dojrzaly z uwzglednieniem danych
literaturowych, poréwnujacych wyniki Doktoranta z juz dostepnymi wynikami na temat
roli SCD4 w procesach fizjologicznych i patologicznych. Doktorant wykazat si¢ bardzo
dobra znajomoscia literatury oraz bardzo w sposéb przemyslany zinterpretowal uzyskany
wyniki.

Poza uwagami zawartymi w ocenie wynikow mam jeszcze kilka drobnych uwag o
komentarzy:

1. W j. polskim nie stosuje si¢ okreslenia kilozasad do przedstawienia dhugosci
genu/transkryptu. Jednostka stosowana sa tysiace (par) zasad.

8]

Poniewaz zgodnie z przyjeta nomenklatura skrot genu u myszy oznacza sig
pierwsza duza literg i pozostatymi malymi literami to myszy z wylaczonym genem
Scd4 (knock-out) powinny by¢ oznaczone jako Scd4 ™, a nie SCD4™".

3. Przy opisie traktowania komérek HL-1 kwasem stearynowym (18:0) na stronie 43
i nie tylko. zastosowano skrot myslowy: ,,W celu zbadania zywotnosci komorek
HL-1 w obecnosci 18:0, przeprowadzono eksperyment...).

4. Ryé 9 przedstawia poziom wyciszenia genu Scd4 w komorkach HL-1 po
wyciszeniu jego ekspresji przy uzyciu transfekcji siRNA. Badanie wykonano
stosujac RT-PCR. Nie pokazano, czy wyciszenie prowadzi do obnizenia poziomu
biatka, tak, jak w przypadku sprawdzenia nadekspresji (Ryc.10).

tn

Celem ekspresji genu Scd4 przygotowano konstrukt genetyczny z insertem cDNA
tego genu. Brakuje informacji, czy sekwencja otrzymanego konstruktu byla
sprawdzona przez sekwencjonowanie, tym bardziej, ze egzogenna ekspresja Scd4
nie wywolywala efektow fenotypowych/biochemicznych odwrotnych do tych
obserwowanych po wyciszeniu genu kodujacego SCD4.

6. W pracy zastosowano cala game metod molekularnych i biochemicznych, co
wzbudza uznanie, jednak. nie jest jasne, czy wszystkie metody, w tym analiza
kwasow thuszezowych z zastosowaniem chromatografii gazowej sprzgzonej ze
spektrometria mas (GC-MS) byly wykonywane przez Doktoranta?

7. Strona graficzna jest bardzo tadna ale mimo wszystko zasluguje na minimalne
poprawki. Mam na my$li wolne przestrzenie na niektorych stronach, ktore
wymagalyby reorganizacji tekstu i rycin. Przykladem moze by¢ str. 77 i178.

Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii

uJ

Strona3



Powyzsze uwagi nie podwazaja mojej wysokiej oceny pracy doktorskiej mgr Marcina
Wolosiewicza.

Doktorant posiada solidna wiedzg¢ teoretyczna na temat przedmiotowych zagadnien, ktéra
stanowifa fundament do realizacji pracy doktorskiej. Jego znajomos¢ literatury pozwala na
wlasciwa interpretacje 1 analize badanych kwestii.

Ponadto, Doktorant potrafi laczy¢ zdobyta wiedzg teoretyczna z praktycznymi metodami
badawczymi, co umozliwia mu przeprowadzenie rzetelnych i innowacyjnych badan.
Doktorant opanowal szereg metod i analiz biochemicznych i molekularnych zaréwno na
modelu in vitro, jak i znacznie bardziej wymagajacym modelu in vivo. Informacje zawarte
wskazuja, ze Doktorant oprocz doskonalej znajomosci technik jest dojrzalym naukowcem,
wykazujacym si¢ duza samodzielnoscia.

Przedstawiona praca doktorska w mojej ocenie jest oryginalna i wnosi istotny wkiad w
rozwoj wiedzy na temat roli desaturazy stearoilo-CoA 4 w funkcjonowaniu migsnia
sercowego. Badania przedstawione w pracy dostarczaja nowych informacji na temat
wplywu tej desaturazy na mechanizmy fizjologiczne, jak i patologiczne, szczegolnie w
kontekscie otylosci. Ponadto, uzyskane wyniki maja charakter nie tylko charakter
poznawczy, ale rowniez potencjal aplikacyjny. Dalsze badania sa niezbedne, Zeby
rozwazy¢ bialko SCD4 jako potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu schorzen
zwiazanych z otyloscia.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Marcina Wolosiewicza spelnia warunki
okreslone w art.187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U. z 2023 r poz. 742 z p6zn.zm.). W zwiazku z powyzszym, wnioskuje do
Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr Marcina
Wolosiewicza do dalszych etapéow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora

Zemm
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Dr hab. Marek Skrzypski Poznan, 09.02.2025
Katedra Fizjologii, Biochemii i Biostruktury Zwierzat

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

ul. Wotynska 35,

60-637 Poznan

Recenzja pracy doktorskiej mgr. Marcina Wolosiewicza pt. Rola desaturazy stearoilo-

CoA 4 w regulacji metabolizmu i funkcji migsnia sercowego myszy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata zrealizowana pod opieka Pana prof, dr. hab.
Pawla Dobrzynia w Pracowni Molekularnej Biochemii Medycznej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie. Badania sfinansowano w

ramach projektu Sonata Bis 6 (NCN).

Otylos¢ jest jednym z najistotniejszych probleméw zdrowotnych dotykajacych wspétczesne
spofeczenstwa, w szczegdlnosci w krajach wysokorozwinigtych i rozwijajgcych sie. Zgodnie z
raportami WHO jej wystgpowanie w ostatnich latach znacznie wazrosto, a tendencja ta
najprawdopodobniej bedzie sie utrzymywaé z zachowaniem trendu wzrostowego.
Wystepowanie otylosci zwigzane jest z obecnodcig licznych zaburzen metabolicznych,
zwigkszonym wystgpowaniem cukrzycy typu 2 oraz schorzen ukltadu sercowo-naczyniowego.
Podtoze wspomnianych nieprawidtowosci stanowig w istotnej mierze zaburzenia metabolizmu
lipidowego. Dlatego tez dokladna charakterystyka biatek zaangazowanych w regulacje
przemian metabolicznych lipidéw jest bardzo istotnym i aktualnie intensywnie analizowanym
problemem badawczym. Tematyka naukowa rozprawy doktorskiej mgr. Marcina Wolosiewcza
Wpisuj¢ si¢ we wspomniany i aktualny nurt badawezy a jej najwazniejszym celem naukowym
byla charakterystyka roli desaturazy stearoilo-CoA 4 (SCD4) w regulacji metabolizmu ze

szczegOlnym naciskiem na rolg tego enzymu w miesniu sercowym.



Ocena formalna i edytorska pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy ponad 130 stron i zawiera wszystkie niezbedne
elementy pracy doktorskiej z zachowaniem klasycznego dla tego typu rozpraw ukladu
rozdzialow, ktére stanowig przemyslang i sp6jng catos¢. Wszystkie ryciny i tabele sg czytelne
i wyczerpujaco opisane. Warto zauwazyé, ze praca zostala réwniez przygotowana bardzo
starannie pod wzgledem stylistycznym i edytorskim. Podsumowujac, wszystkie wymogi

formalne jakie stawiane sg rozprawie doktorskiej zostaty tutaj zachowane.

Ocena merytoryczna

Rozprawe doktorskg otwiera rozdziat Wstep, ktéry w mojej ocenie jest wyczerpujacy i
Swiadezy o duzej wiedzy teoretycznej mgr. Wolosiewicza, Rozdzial ten, jak i cala praca
doktorska, zawiera odniesienia do najnowszych jak i klasycznych pozycji literaturowych. Megr
Wolosiewicz w sposob klarowny wprowadza czytelnika do omawianych zagadnien skupiajge
si¢ na doktadnej charakterystyce metabolizmu lipidéw oraz glukozy w sercu, ze szczegdlnym
naciskiem na dotychczasowy stan wiedzy na temat roli desaturaz kwaséw thuszezowych w
mig$niu sercowym. Uwazam, ze rozdzial ten moze stanowié nie tylko cenne Zrodio
dydaktyczne, ale réwniez podstawe do artykutu przegladowego. Kolejny rozdziat rozprawy
stanowi opis metodyki oraz zastosowanych materialéw. W przewazajacej czesci jest on
wyczerpujacy i zawiera wszystkie najistotniejsze informacje, pozwalajace na odtworzenie
eksperymentéw. W tym miejscu warto podkresli¢, ze warsztat badawczy mgr. Wolosiewicza
jest bardzo bogaty i obejmuje on dodwiadczenia in vitro oraz in vivo =z wykorzystaniem
najnowszych narzedzi biologii molekularnej. Co wiecej, prowadzac badania Doktorant
niejednokrotnie wspétpracowal z badaczami spoza jednostki macierzystej, np. w
doswiadczeniach nad echokardiograficznym obrazowaniem serca czy podczas obrazowania
mikroskopowego. Kolejnym i bardzo istotnym elementem pracy jest opis wynikow. Opis
stanowi logiczng calo$é i zawiera uzasadnienie wszystkich przeprowadzonych eksperymentow.
Do najwazniejszych wynikéw pracy nalezy zaliczy¢ wykazanie, ze u myszy usuniecie SCD4
zwigzane bylo z zaburzeniami metabolicznymi obserwowanymi nie tylko w sercu, ale i calym
organizmie. Ponadto odnotowano, ze u myszy utrzymywanych na diecie thuszczowe;j
wylgczenie ekspresji SCD4 zwigzane bylo z poprawa wrazliwoci na insuline, manifestowato
si¢ ograniczeniem zawartosci tkanki thuszczowej oraz spadkiem cholesterolu we krwi. Co
wigeej, dowiedziono, ze brak ekspresji SCD4 u myszy, ktérym podawano diete
wysokottuszczowa, przeciwdziatal koncentrycznej przebudowie serca. Ponadto, u myszy tych

zauwazono obnizong akumulacje lipidéw w kardiomiocytach jak i ograniczony wzrost kropli



lipidowych, co zgodnie z przedstawionymi wynikami, wynikalo w znacznej mierze z
wzmozonego procesu lipolizy, bedgcego prawdopodobnie skutkiem wzrostu ekspresji biatka
ABHDS (aktywatora lipazy ATGL). Ponadto, najwazniejsze obserwacje z eksperymentu in
vivo, potwierdzono w do$wiadczeniach in vifro z wykorzystaniem linii komoérkowej
kardiomiocytéw HL-1. Eksperymenty te dowiodly, ze wyciszenie ekspresji SCD4 w
kardiomiocytach hamuje efekty lipotoksycznosci, miedzy innymi ograniczajac stres
oksydacyjny i wzmagajac kontrolg jakosci mitochondriéw czy homeostaze jondw wapnia.

Ostatnim rozdzialem rozprawy jest Dyskusja, w ktérej mgr Wolosiewicz gruntownie analizuje
otrzymane wyniki i konfrontuje je z rezultatami innych zespoléw badawczych. Warto tutaj
podkresli¢, ze w trakcie dyskusji wynikéw swoich jak i opublikowanych przez innych badaczy,
Autor rozprawy niejednokrotnie wskazuje na ich pewne ograniczenia, sugerujgc koniecznodé
dodatkowych badari, co $wiadezy o nie tylko wnikliwej analizie literatury, ale tez o biegtej
znajomosci tematyki, samodzielnosci naukowej oraz zdolnogci do tworzenia koncepcji

badawczych.

Podsumowanie

Podsumowujge, uwazam, ze wartos¢ merytoryczna pracy jest bardzo wysoka. Uktad badawczy
z wykorzystaniem myszy typu dzikiego oraz SCD4-/- utrzymywanych na normalnej oraz
wysokotluszczowej diecie, jak 1 wykorzystanie komérek z wyhamowana oraz indukowang
ckspresja SCD4, pozwolit na kompleksowa wnikliwa realizacje postawionych celow
badawczych. Obszerny wstep, jak i wyczerpujgca dyskusja wynikow pozwalajg wnioskowac o
wysokim poziomie ogélnej wiedzy teoretycznej mgr. Wolosiewicza w dyscyplinie, ktérg
reprezentuje. Otrzymane wyniki sugerujg nie tylko bardzo istotng rolg SCD4 metabolizmie
lipidéw oraz glukozy w migsniu sercowym, ale dostarczaja dowodéw na ogolnoustrojowe
znaczenie badanego enzymu. Co wazne, obserwacja ta jest istotna szczegélnie w $wietle
dotychczasowej wiedzy, wskazujacej na specyficzng ekspresie SCD4 w sercu, co stanowié
moze inspiracj¢ do dalszych badai nad rolg SDC4 w innych tkankach, o czym mgr
Wolosiewicz zasadnie wspomina w swojej rozprawie. Kolejnym argumentem wysokiej
wartosci merytorycznej ocenianej pracy doktorskiej jest fakt, ze wigksza czes$é wynikow w niej
zawartej, zostala juz opublikowana w pracy pt. SCD4 deficiency decreases cardiac steatosis
and prevents cardiac remodeling in mice fed a high-fat diet (2024 Sep;65(9):100612) w
cenionym czasopismie Journal of Lipid Research. Co istotne, w publikacji tej Doktorant jest
pierwszym autorem co dowodzi, ze jego wklad byl wiodacy. Podsumowujgc wartosé

merytoryczna rozprawy doktorskiej mgr. Marcina Wolosiewicza jest bardzo wysoka.



Z obowigzku recenzenta mam jednak do Doktoranta kilka uwag i zapytan, jakie nasunety mi

si¢ podczas lektury rozprawy doktorskie;j:

1.

Jak wspomniano kilkukrotnie w pracy doktorskiej SCD4 jest izoforma specyficzng dla
serca, a zgodnie z informacjami zawartymi w dyskusji specyficznosé jej ekspresji
analizowano migdzy innymi w tkankach takich jak watroba, czy migsnie, ktore sg
kluczowe w utrzymaniu homeostazy energetycznej. Ktora tkanka, poza sercem,
zdaniem Doktoranta moze odpowiadaé za ogdlnoustrojowe zaburzenia metaboliczne
zaobserwowane u myszy SCD4-/-?

Odnoszgc si¢ do myszy SCD4 (-/-), Autor rozprawy czesto uzywa okreslenia
»Wyciszenie ekspresji”. Wyciszenie moze sugerowaé, ze myszy wykazuja jedynie
obnizony poziom ekspresji mRNA, a jak pokazano na Rycinie 24D u myszy SCD4-/-
ekspresji nie wykryto.

. Na rycinie 14A zademonstrowano mas¢ tluszczu trzewnego u badanych zwierzat. W

opisie metod nie znalaztem jednak informacji w jaki spos6b dokonywano tego pomiaru.
W opisie do$wiadczenia in vivo nie podano réwniez informacji, czy i na jak dtugo przed
usmierceniem, zwierzgta pozbawiono dostepu do pokarmu.

Jednym z istotniejszych wynikéw otrzymanych w pracy, jest obserwacja pokazujaca,
ze myszy SCD4-/- wykazywatly obnizony poziom ekspresji genéw zaangazowanych w
regulacj¢ metabolizmu glukozy w sercu, co zgodnie z danymi zawartymi w rozdziale
Dyskusja, byto przeciwne do wynikéw otrzymanych na myszach SCD1-/-. Czy Autor
rozprawy ma jakie$ hipotezy/przypuszczenia, dlaczego efekt ten byl odmienny w
przypadku dwéch form tego samego biatka?

Czy Autor rozprawy ma jakies przypuszczenia, dlaczego potwierdzona na poziomie
biatka nadekspresja SCD4 w komérkach linii karidomiocytéw nie byta funkcjonalna?
Czy Autor rozprawy mogiby uzasadni¢ w jaki sposob wybrano dtugosé okresu zywienia
myszy dieta wzbogacong w tluszcz (HFD) oraz czy uwaza, ze jego przediuzenie
mogtoby istotnie wplyngé na otrzymane wyniki? Co ciekawe, mimo zastosowania HFD,
W pracy nie zaobserwowano, by serca zwierzat zywionych dieta wysokotluszczowa,
charakteryzowaty si¢ zwigkszong zawartoscig kolagenu.

Zatozenia i cele pracy zostaly jasno przedstawione. Uwazam jednak, ze pracy mozna
byto postawic jasno sprecyzowana hipoteze badawcza.

Wyniki (Western blot). Myslg, ze nalezato poda¢ mase czgsteczkowsg badanych biatek.
Ponadto, brak informacji, czy wszystkie sygnaty odczytywano z tej samej membrany.

W przypadku sekwencji starterow (Tabela 4) warto byto rdwniez podaé szczegotowy



nr sekwencji, ktérg wykorzystano do ich zaprojektowania. Nie znalazlem rdwniez
informacji w jaki sposéb dokonano pomiaru poziomu stezenia wewnatrzkomorkowych

Jjonow wapnia (Ryc. 36A).

Wiosek koncowy

Praca doktorska mgr. Wolosiewicza dostarczyta nowych i cennych informacji na temat
roli desaturazy stearoilo-CoA 4 w metabolizmie lipidowo-weglowodanowym w sercu myszy,
ale tez warto$ciowych i nowatorskich informacji wskazujacych na ogélnoustrojowa role tego
bialka, przyczyniajac si¢ znacznie do poszerzenia aktualnego stanu wiedzy. Dlatego tez
podsumowujac powyzsza recenzj¢, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr. Marcina
Wolosiewicza stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego i spelnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.). W zwiazku z powyzszym, wnioskuje do Rady
Naukowe;j Instytutu Biologii Do$wiadczalnej o dopuszczenie mgr. Marcina Wolosiewicza do
dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.
Ponadto, ze wzgledu na nowatorski charakter otrzymanych wynikéw i ich wysoka wartosé

merytoryczng, wnioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej.

Z wyrazami szacunku

Manly gl
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1. Wprowadzenie

Rozprawa doktorska autorstwa mgr Marcina Wolosiewicza dotyczy istotnej problematyki
dotyczacej z metabolizmu lipidow w mig$niu sercowym. Praca zostata przeprowadzana na
modelu zwierzecym (myszy) oraz na modelu komoérkowym linii HL-1, co umozliwito
szczegotowa analiz¢ mechanizméw molekularnych jednego z enzymoéw — desaturazy
stearoilo-CoA 4(SCD4), bioracego udzial w tych przemianach.

Zagadnienia dotyczace metabolizmu lipidow maja kluczowe znaczenie w zrozumieniu
patofizjologii chordb sercowo-naczyniowych, zwlaszcza w  kontekécie zaburzen
metabolicznych, lezacych u podiéza m. in. niewydolnosci serca czy kardiomiopati. Wybor
SCD4 u myszy jako gtownego przedmiotu badan jest uzasadniony jej rola w homeostazie
lipidowej, potencjalnym wptywem na funkcje serca oraz selektywnag obecnoscig tego enzymu
w kardiomiocytach

Praca wpisuje si¢ w nurt podstawowych badan biomedycznych, ktéorych wyniki moga
w przyszlosci ulatwi¢ zrozumienie procesow waznych w organizmie cztowieka. Badania byty
finansowane ze §rodkoéw przyznanych przez Narodowe Centrum Nauki (grant Sonata BIS 6
UMO-2016/22/E/NZ4/00650).

2. Ocena formalna pracy

Rozprawa sklada si¢ z 133 stron zasadniczego tekstu, podzielonego na typowe dla dysertacji
rozdzialy: wstep, cel pracy, materiaty 1 metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz bibliografie.
Praca zawiera rowniez streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, ktore zwigzle
przedstawiajg istot¢ badan. W pracy zamieszczono 11 tabel oraz 36 rycin, ktore sg czytelne,

ul. Banacha 1B, 02-097 Warszawa
tel.: 22 116 61 13

e-mail: acudnoch@wum.edu.pl
http://fizjologia.wum.edu.pl



dobrze opisane i stanowig istotne uzupelnienie przedstawionej tresci. Liczba cytowanych
pozycji literaturowych wynosi 355, co potwierdza dobra znajomos$¢ przez Doktoranta
pismiennictwa naukowego z zakresu analizowanej tematyki.

Uktad pracy jest przejrzysty, a jezyk uzyty w rozprawie jest poprawny i dostosowany do
wymagan tekstow naukowych.

3. Ocena merytoryczna
3.1. Wybor tematu i jego uzasadnienie

Tematyka rozprawy jest oryginalna i dotyczy kluczowych mechanizméw regulacyjnych
w metabolizmie lipidow. Badania nad desaturaza stearoilo-CoA 4 wpisuja si¢ w obecne
trendy w naukach biomedycznych, zmierzajace do identyfikacji molekularnych regulatorow
funkcji kardiomiocytéw. W niniejszej pracy Autor skoncentrowal si¢ w sposob szczegolny na
aspekcie metabolicznym kardiomiocytéw. Wybrany temat jest dobrze uzasadniony i1 ma
znaczenie poznawcze. Doktorant przedstawil szczegoétowy opis metabolizmu wolnych
kwasow thuszczowych 1 glukozy w sercu, role desaturazy stearoilo-CoA w metabolizmie
z uwzglednieniem jej czterech izoform, w tym badanej w pracy SCD4, jak rowniez wpltyw
mitochondriow i jonow wapnia na funkcje oraz metabolizm serca.

Zakonczenie wstepu stanowi podsumowanie udzialu powyzszych czynnikow w procesie
przebudowy 1 dysfunkcji serca w przebiegu otytosci.

3.2. Cel pracy i hipotezy badawcze

Cele pracy zostaly jasno sformulowane. Autor, dotyczyly wplywu wyciszenia ekspresji Scd4
u myszy na strukture, funkcj¢ i1 metabolizm serca w warunkach fizjologicznym oraz
w otytosci.

3.3. Materialy i metody

Rozdziat ,Materialy 1 metody” zostal opracowany starannie i szczegdlowo. Praca ma
charakter eksperymentalny z uwzglednieniem technik in vivo 1 in vitro. W badaniach in vivo
wykorzystano model myszy C57BL/6 z zahamowang ekspresja genu Scd4 w calym
organizmie (SCD4-/-). Grupg¢ kontrolng stanowity myszy typu dzikiego (WT). Myszy przez 8
kolejnych tygodni przebywaly na diecie standardowej (ang. chow diet) odpowiednio WT
chow 1 SCD4-/- chow; lub wysokottuszczowej — odpowiednio WT HFD 1 SCD4-/- HFD.
W  oO0smym tygodniu badania u myszy wykonano badaniu echokardiograficzne
1 przeprowadzono dootrzewnowy test tolerancji glukozy. Nastepnie myszy zostaly poddane
eutanazji w celu pobrania krwi i tkanek do badan histopatologicznych i1 biochemicznych.
Badania in vitro z kolei zostaty przeprowadzone na liniach komoérek migénia sercowego (HL-
1), w ktérych wyciszono, jak rowniez zwigkszono ekspresje genu Scd4.
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3.4. Wyniki

Wyniki zostaly przedstawione w sposob przejrzysty 1 uporzadkowany, co bylo zadaniem
trudnym wzigwszy pod uwage duzg liczbe przeprowadzonych eksperymentow. W pierwszej
grupie badan Doktorant wykazal, ze zastosowanie diety wysokottuszczowej (HFD)
w poroéwnaniu z dietg standardowg (chow) skutkowato zwigckszong masg ciata oraz
zmienionym profilem metabolicznym,-zwigkszonym wspolczynnikiem insulinoopornos$ci
HOMA-IR oraz zwigkszonym st¢zeniem glukozy, insuliny i cholesterolu w osoczu badanych
zwierzat, przy czym zmiany te byly bardziej widoczne u myszy genetycznie
zmodyfikowanych (czyli szczepu Scd4-/-) niz u myszy szczepu dzikiego (w?). Dodatkowa
analiza lipidow zawartych w tkance serca, wykonana metoda chromatografii
cienkowarstwowej, a nastgpnie spektrometrii masowej wykazata wzrost zawartosci lipidow
(szczegolnie trojglicerydow) u myszy karmionych paszg wysokottuszczowa w porownaniu do
grup myszy karmionych pasza standardowa przy jednoczesnym wzglednym zmniejszeniu
zawartosci  lipidow  (szczegdlnie trojglicerydow) w sercach myszy genetycznie
zmodyfikowanych. Niemniej jednak, u myszy genetycznie zmodyfikowanych zawarto$é¢
wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA) okazala si¢ relatywnie mniejsza niz
u zwierzat szczepu dzikiego, odwrotnie niz dla nasyconych kwasow ttuszczowych (SFA) oraz
jednonienasyconych kwasow ttuszczowych (MUFA), co ma zwiazek z aktywnoscia badanego
w pracy enzymu. Ocena wplywu genu Scn4 na zawartos¢ lipidow w tkance zostala
dodatkowo wzmocniona badaniami na linii komoérkowej HL-1, gdzie wykazano, ze
zmniejszenie aktywnoS$ci genu Scn4-/- prowadzi do zmniejszenia magazynowania lipidow,
natomiast nadekspresja tego genu — do wzrostu zawartosci lipidéw. Kolejna grupa wynikow
dotyczyta badan echokardiograficznych wykonanych u wszystkich badanych myszy,
w ktorych wykazano, ze zastosowanie diety wysokottuszczowej u zwierzat szczepu dzikiego
zwigksza parametr RWT (wzgledna grubos¢ $ciany lewej komory), zmniejszajac jednoczesnie
EDV (objetos¢ koncoworozkurczowsa), co stanowi wykladnik przerostu koncentrycznego.
Wspomnianej zalezno$ci nie zaobserwowano u myszy Scd4-/-, przy czym warto podkreslic¢,
ze myszy genetycznie zmodyfikowane nawet przy zastosowaniu diety zwyktej prezentowaly
zwigkszong warto$¢ RWT i zmniejszong warto§¢ EDV (— kwesti¢ te Doktorant szczegotowo
objasnil w dyskusji. W kolejnej grupie wynikow Doktorant przedstawit wptyw diety u obu
grup myszy na ekspresje enzymoOw biorgcych udzial w szlakach lipolizy 1 lipogenezy
wykazujac, ze zastosowanie paszy wysokotluszczowej zmniejsza ekspresje enzymow
odpowiadajacych za lipogeneze u myszy szczepu dzikiego, natomiast zwigksza ekspresje tych
enzymow u myszy Scd4-/-. Dla enzymow lipolitycznych wykazano natomiast, ze defekt genu
Scd4 prowadzi do zwigkszenia ich aktywno$ci u myszy. Powyzsze wyniki zostaly
o uzupelnione o wyniki badan na linii komorkowej HL-1. Dodatkowe eksperymenty, ocena
zwloknienia migsnia sercowego (brak wplywu wyciszenia Scd4 badanie profilu
transkryptomicznego za pomoca techniki NanoString (zmiang ekspresji co najmniej
kilkudziesigciu genow miedzy poszczegolnymi grupami, przy czym geny te kodowaly przede
wszystkim enzymy szlakow metabolicznych), badanie szlaku metabolizmu glukozy
(wykazano obnizony metabolizm glukozy pod wptywem zaro6wno diety wysokottuszczowej,
jak 1 samej mutacji Scd4-/-), ocena aktywnosci mitochondriow 1 poziomu wolnych rodnikow
tlenowych (spadek mitofagii, czyli selektywnej degradacji mitochondriow u myszy szczepu
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dzikiego na diecie wysokotluszczowej, odwrotnie niz u myszy genetycznie zmodyfikowanych
oraz obnizona zawarto$¢ wolnych rodnikow tlenowych u myszy Scd4-/-, szczeg6lnie na
diecie standardowej) oraz badanie oceny gospodarki jonéw wapnia w komorce (zmiany
poziomu ekspresji biatek odpowiadajacych za gospodarke wapniowa zarowno wskutek
zastosowania paszy HFD, jak i mutacji genu Scd4) wykazaty istotny wplyw zablokowania
ekspresji badanego w pracy genu Scd4 na parametry czynnos$ciowe zaréwno samych
kardiomiocytdw, jak i serca (dziatanie potencjalnie kardioprotekcyjne)

3.5. Dyskusja

Dyskusja jest wnikliwa 1 oparta na aktualnej literaturze. Doktorant na poczatku
przedyskutowat wyniki parametrow masy ciata, zawartosci tkanki tluszczowej oraz
parametrow metabolicznych (poziom cholesterolu, glukozy, wspotczynnika HOMA-IR)
u badanych zwierzat w kontek$cie innych prac wykonanych zar6wno na mysich modelach
otytosci, jak 1 na myszach ze zmniejszonym poziomem ekspresji poszczegdlnych enzymoéw,
m.in. pozostatych enzymow z grupy SCD. Kolejne elementy dyskusji dotyczyty wptywu diety
wysokottuszczowej na parametry echokardiograficzne, zawarto$¢ poszczegoélnych frakcji
lipidowych w tkance serca, enzymow bioragcych udzial w szlakach przemian lipidowych
(m.in. lipolizy i lipogenezy), biatek regulujacych funkcje mitochondriow oraz gospodarke
wapniowa.

Magister Marcin Wolosiewicz dokonal ciekawego zestawienia prac innych autorow,
ukierunkowanego w sposob szeroki na procesy metaboliczne (np. akumulacja tluszczow
w sercu przy genetycznym defekcie biatka MTP), jak rdwniez na potencjalny wplyw innych
enzymoOw z grupy SCD (szczegolnie SCD1 1 SCD2) na badane przez Doktoranta procesy

3.6. Wnioski

Whioski sg zgodne z uzyskanymi wynikami i odpowiednio odnosza si¢ do celéw pracy.
Podkreslaja znaczenie enzymu SCD4 jako waznego elementu przemian lipidow u myszy,
podkreslajac jego potencjalne znaczenie ogdlnoustrojowe.

4. Uwagi

Praca jest napisana w sposOb staranny, przeprowadzone badania sg niezwykle szczegolowe
1 rozbudowane, metodologia adekwatnie dostosowana, niemniej jednak Doktorant nie
ustrzegl sie pewnych mankamentéw. Przeprowadzajac badani echokardiograficzne,
Doktorant ocenil morfologi¢ oraz funkcje skurczowg (EF, FS, CO, SV) lewej komory serca,
ale zabrakto oceny funkcji rozkurczowej, ktora w warunkach otytosci indukowanej dieta jest
zaburzona. Warto$ciowe byloby zatem rowniez zmierzenie, a nast¢pnie poroOwnanie
parametrow dysfunkcji rozkurczowej takich jak pole lewego przedsionka (left atrial area)
oraz czas izolwolumetrycznej relaksacji lewej komory (IVRT).

Wazna kwestia pozostaje brak omowienia uzyskanych przez Doktoranta wynikoéw
w konteks$cie lepszego zrozumienia analogicznych procesdw w organizmie czlowieka, co
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mogloby mie¢ potencjalne przetozenie na aspekty kliniczne. Zabraklo chociazby
przedstawienia analogicznych enzymdéw w organizmie czlowieka i wzmianki, na ile procesy
katalizowane przez desaturazy u ludzi pozostaja poznane w kontek$cie regulacji lipidow
w kardiomiocytach.

Ponadto, Doktorant w Dyskusji wspominal o kwestii skrécenia czasu relaksacji
kardiomiocytu z dysfunkcja genu Scd4 jako dowodu wskazujacego na przyczynowa role
defektu enzymu SCD4 w rozwoju niewydolnosci serca o fenotypie rozkurczowym, co jest
porownaniem zbyt daleko idacym, tym bardziej, ze dysfunkcja rozkurczowa serca nie byta
w pracy Doktoranta badana.

Wspomniane uwagi jednak nie umniejszajg wartosci pracy doktorskiej oraz nie odbierajg jej
ewidentnych walorow, do ktérych przede wszystkim nalezy kompleksowo$¢ uzyskanych
wynikéw w kontekscie roli enzymu SCD4 w organizmie myszy.

5. Podsumowanie i ocena koncowa

Rozprawa doktorska autorstwa mgr. Marcina Wolosiewicza jest praca oryginalng, dobrze
opracowang metodologicznie i wnoszacg istotny wktad w rozwdj wiedzy o mechanizmach
regulacji metabolizmu i funkcji migénia sercowego w modelu mysim. Uzyskane wyniki
moga potencjalnie wptyna¢ na projektowanie dalszych prac, juz bardziej ukonstytuowanych
w obrebie medycyny translacyjne;.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okre§lone
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2023 1. poz. 742 z p6z. zm.). W zwiazku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr. Marcina Wotosiewicza do dalszych
etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Majac na uwadze naktad wykonanej przez Doktoranta pracy eksperymentalnej oraz

oceniajac jej warto$¢ naukowa wnosze o wyroznienie przedtozonej do oceny rozprawy
doktorskie;j.

it

prof. dr hab. n. med. Agnieszka Cudnoch-Je¢drzejewska
Kierownik
Katedry 1 Zaktadu Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej WUM

Warszawa, 3 marca 2025 r.
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