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¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz
z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

I. WSTEP

Zmiany dotyczace stylu zycia i nawykow dietetycznych, ktére dokonaty si¢ wciggu
ostatnich lat, zaowocowaly pandemig otytosci. Otylo$¢, definiowana jako nadmierne
gromadzenie tkanki tluszczowej w organizmie (powyzej 30% masy ciala u kobiet i powyzej
20% u mezczyzn) jest obecnie uwazana za chorobg cywilizacyjng. Wedtug raportu WHO z
2016r az 39% $wiatowej populacji ma nadwage, a okoto 13% jest otyte. Szacuje si¢, ze na
calym $wiecie liczba os6b z nadwaga i otyloscig potroila si¢ w ciggu ostatnich 40 lat, a
czestos¢ wystepowania otyltosci szybko wzrasta we wszystkich kategoriach wiekowych.

Dane epidemiologiczne wskazuja, ze otylo$¢ przyczynia si¢ do wzrostu ogdlnej
$miertelnosci zarowno bezposrednio jak i posrednio, poprzez zwigkszenie ryzyka wystgpienia
takich powiktan jak cukrzyca typu 2 (ang. type 2 diabetes mellitus, T2DM), dyslipidemia,
choroby uktadu krazenia, uktadu oddechowego i choroby nowotworowe. Rosngca liczba os6b
otylych przektada si¢ na rosnace koszty leczenia tych choréb i stanowi obecnie istotny
problem spoteczno-ekonomiczny [Klaus JR, 2009].

Podstawowym celem leczenia otylosci staje si¢ wigec obecnie nie tylko redukcja masy
ciala, ale réwniez zapobieganie rozwojowi zwigzanych z nig powiktan. Niestety, wickszos$¢
dostgpnych nieinwazyjnych metod leczenia oséb otylych (opartych na stosowaniu diet
niskoenergetycznych, zwigekszonym wysitku fizycznym czy lekach zmniejszajacych
wchtanianie ttuszczow w przewodzie pokarmowym lub wplywajacych na osrodkowa kontrolg
glodu 1 sytosci) nie przynosi trwalych rezultatow. Z kolei zabiegi bariatryczne, cho¢
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skuteczne, sg kosztowne i obarczone ryzykiem powiktan. Dlatego tez istnieje ciggta potrzeba
badan nad patogeneza otylosci w celu opracowania nowych, nieinwazyjnych metod jej
leczenia.

Badania ostatnich lat wykazaly, ze tkanka tluszczowa biala nie jest wylacznie
magazynem energetycznym organizmu, ale réwniez zrédlem wielu zwiazkéw o dziataniu
auto- i parakrynnym, w tym klasycznych cytokin (np. interleukin, IL) jak i swoistych cytokin
zwanych adipokinami, hormonéw, czynnikow wzrostu i substancji wazoaktywnych. Ponadto,
w obrgbie tkanki tluszczowej bialej wykazano obecnos¢ brazowych adipocytow, ktérych
liczba 1 aktywno$¢ moze determinowac efektywnos$¢ termogenezy. Stwierdzono, ze w
przebiegu otytosci dochodzi nie tylko do zwigkszenia ilosci tkanki ttuszczowej, ale rowniez
do zmian w jej aktywnosci metabolicznej 1 wydzielniczej, a réwniez do zmiany proporcji
migdzy bialymi 1 brazowymi adipocytami. Zmiany te maja negatywny wplyw na funkcje
wielu narzadéw 1 tkanek, a zatem przyczyniaja si¢ do rozwoju przewlektych choréb
towarzyszacych otytosci [Hamdy O, 2006]. Dlatego w przywrdceniu prawidlowej funkcji
tkanki tluszczowej upatruje si¢ metode leczenia otytosci i zwigzanych z nig powiktan.

II. CEL BADAN

W moich badaniach, w celu wyznaczenia potencjalnych nowych koncepcji
terapeutycznych, ocenialam zwigzane z otyloScig zmiany w ekspresji wybranych genéw w
tkankach tluszczowych oraz rolg, jaka moga w tym procesie odgrywa¢ modyfikacje
epigenetyczne (metylacja DNA i interferencja mikroRNA).

III. MATERIAL I METODY

Wszystkie opisane ponizej badania przeprowadzilam na unikalnym materiale, jaki
stanowity tkanki ttuszczowe 1 surowice uzyskane od 50 os6b otytych (43 kobiet 1 7 mg¢zczyzn)
w wieku 20-59 lat (Srednia 42,02 lat; odchylenie standardowe (SD) 10,33 lat). Zgodnie z
klasyfikacja WHO, u wszystkich pacjentéw zdiagnozowano otyto$¢ klasy III, a ich Sredni
wskaznik masy ciata (ang. body mass index, BMI) wynosit 47,02 kg/m” (SD 4,91 kg/m’,
zakres 35,43-59,26 kg/mz), natomiast Sredni obwdd talii — 1,25 m (SD 0,18 m, zakres 0,97-
1,67 m). Srednia zawarto$é tkanki ttuszczowej oceniana metoda impedancji bioelektrycznej
wynosita 63,86% (SD 8,74%, zakres 47,9-79,4%). U 25 otylych uczestnikéw badania (50%)
zdiagnozowano T2DM lub stan przedcukrzycowy (nieprawidtowa glikemia na czczo lub
uposledzona tolerancja glukozy), u 31 (62%) nadcisnienie t¢tnicze, a u 30 (60%)
hiperlipidemi¢. Na podstawie kryteriow zaproponowanych przez International Diabetes
Federation dla Europejczykéw (obwdd talii powyzej 80 cm u kobiet i 94 cm u me¢zczyzn, oraz
wspotwystepowanie 2 z 3 schorzen: nadcis$nienia tetniczego, dyslipidemii i zaburzen
tolerancji weglowodanéw), zesp6t metaboliczny (ZM) rozpoznano u 33 (66%) 0s6b.

Grupa kontrolna sktadata si¢ z 28 os6b (20 kobiet, 8 mezczyzn), w wieku 22-63 lat
($rednia 46,46 lat, SD 14,6 lat), ktérych BMI miescito si¢ w zakresie normy (20,1-24,93
kg/m?, $rednia 23,28 kg/m?, SD 1,65 kg/m?). Chociaz sktad ciata nie byt w tej grupie
oceniany, na podstawie prawidlowych wynikéw badan krwi i negatywnego wywiadu
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chorobowego dotyczacego choréb przewlektych, w tym sktadowych ZM, osoby te uznano za
zdrowe metabolicznie.

Probki tkanek ttuszczowych trzewnych (ang. visceral adipose tissue, VAT) i
podskérnych z okolicy podbrzusza (ang. subcutaneous adipose tissue, SAT) pobierane byly
od pacjentdw otyltych podczas operacji bariatrycznych, a tkanki kontrolne — od pacjentéw z
prawidlowg masg ciata podczas planowej cholecystektomii (VAT) lub operowanych z
powodu przepukliny pachwinowej (SAT). Dodatkowo, od 19 pacjentéw, ktérym wskutek
operacji bariatrycznej udato si¢ zredukowa¢ mase ciata, po 24 miesigcach od zabiegu pobrane
zostaly prébki SAT z okolicy podbrzusza w trakcie zabiegu plastyki powtok brzusznych.
Prébek VAT od tych pacjentéw nie mozna byto uzyska¢, poniewaz podczas zabiegu plastyki
powtok brzusznych nie jest otwierana jama otrzewnej. Utworzenie banku tkanek
tluszczowych mozliwe byto dzigki nawigzaniu przeze mnie wspétpracy z Prof. dr hab. med.
Wojciechem Lisikiem z Kliniki Chirurgii Ogdélnej i Transplantacyjnej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego oraz dr hab. med. Barttomiejem Noszczykiem z Kliniki Chirurgii
Plastycznej Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie.

Bezposrednio po pobraniu, tkanki byly zamrazane w cieklym azocie, a krew —
odwirowywana. Do czasu przeprowadzenia badan tkanki i surowice byly przechowywane w
temperaturze -80°C. Ze zgromadzonych tkanek wyizolowatam biatka oraz kwasy nukleinowe
(genomowe DNA 1 catkowite RNA). Do analizy ekspresji wybranych genéw na poziomie
mRNA zastosowalam metode PCR czasu rzeczywistego (ang. real- time PCR). Za pomocg tej
samej metody, poprzedzonej trawieniem DNA enzymami wrazliwymi na metylacje,
analizowatam stopien metylacji regionéw regulatorowych wybranych genéw. W badaniu
interferencji microRNA zastosowalam metode sekwencjonowania nowej generacji (ang. next
generation sequencing, NGS), ktérej wyniki weryfikowatam metodg real-time PCR. W celu
pomiaru ste¢zen wybranych interleukin i adipokin na poziomie biatka w surowicy i w tkankach
tluszczowych, zastosowano metode chemiluminescencji opartg na ELISA.

Wszystkie opisane ponizej projekty zostaty zaakceptowane przez Komisje Bioetyczng
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (decyzje KB/147/2009, KB/91/A/2010 1 KB
117/A/2011) 1 od wszystkich uczestnikéw uzyskano pisemne zgody na udziat w badaniach.

IV. WYNIKI
1. Aktywnos¢ zapalna tkanki ttuszczowej u 0sob otytych i o prawidtowej masie ciata

U os6b otytych rozwija si¢ przewlekly stan zapalny zwany zapaleniem metabolicznym
(ang. metainflammation). Podwyzszony poziom wykladnikow stanu zapalnego koreluje z
ryzykiem rozwoju powaznych powiktan zwigzanych z otyloscia, takich jak choroby uktadu
sercowo-naczyniowego, T2DM 1 dyslipidemia, oraz stymuluje naciekanie §rédblonka przez
limfocyty, a takze migracje komdrek migsni gtadkich naczyn, promujgc rozwdj miazdzycy.
Zapalenie moze wigc stanowi¢ wspdlny patomechanizm taczacy otylo$¢ z pozostatymi
sktadowymi zespotu metabolicznego. Badania in vitro sugeruja, ze do inicjacji procesu
zapalnego dochodzi w samej tkance tluszczowej w odpowiedzi na nadmiar sktadnikéw
odzywczych. Kumulacja lipidéow prowadzi do zwigkszonej ekspresji genéw kodujacych
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cytokiny, chemokiny i czgsteczki adhezyjne w adipocytach, co przyciagga komoérki uktadu
odpornosciowego, ktére produkuja kolejne mediatory zapalne [Gregor MF i Hotamisligil GS,
2011].

Cho¢ zaobserwowano, ze otylosci towarzyszy przewlekty stan zapalny, jak dotad nie
ustalono, ktora z tkanek ttuszczowych, podskérna czy trzewna, odgrywa dominujaca role w
tych procesach. Badania morfologiczne poréwnujace intensywno$¢ nacieku zapalnego w
tkankach ttuszczowych o réznej lokalizacji wykazaly, ze zar6wno u oséb otytych jak i o
prawidtowej masie ciata, probki VAT zawieraja wigcej makrofagéw niz SAT [Zhu Y, 2015].
Jednak badania, w ktérych dokonywano korelacji stgzen cytokin w surowicy z czestoscig
wystepowania choréb zwigzanych z otyloscia 1 z rozmieszczeniem tkanki ttuszczowe]
[Mathieu P, 2009; Neeland 1J, 2013] lub z poziomami mRNA dla r6znych cytokin [Fox CS,
2007] nie daty jednoznacznej odpowiedzi na to pytanie. Dlatego postanowitam zmierzy¢
stezenia wybranych prozapalnych interleukin bezposrednio na poziomie biatka w tkankach
tluszczowych pochodzacych od oséb otytych i o prawidtowej masie ciata. Aby ocenié
znaczenie praktyczne uzyskanych wynikéw, skorelowatam je z parametrami klinicznymi i
biochemicznymi, a takze z wystepowaniem choréb zwigzanych z otytoscig.

Sposréd wielu genéw kandydujacych kodujacych biatka zaangazowane w rozwdj
przewlektego stanu zapalnego w tkance ttuszczowej, do analizy wybrane zostaty cztery
interleukiny: IL-1p, IL-6, IL-8 i IL-15. Wybér byt podyktowany ich udokumentowanym w
badaniach in vitro 1 in vivo udzialem w patogenezie powiklan zwigzanych z otyloscia, jak
rOwniez wczesniejszymi doniesieniami o ich podwyzszonych stezeniach w surowicach i/lub
tkankach ttuszczowych os6b otylych [Nov O, 2013; Eder K, 2009; Nielsen AR, 2008;
Straczkowski M, 2002]. Warto zauwazy¢, ze dotychczas opublikowano zaledwie kilka badan,
w ktérych podjeto probe bezposredniego pomiaru stezen tych cytokin w tkance ttuszczowej, a
ich wyniki byly niejednoznaczne [Bastard JP, 2000; Pierce JR, 2015].

Moje wyniki wskazuja na SAT jako podstawowe miejsce syntezy badanych cytokin,
poniewaz oceniane na poziomie biatka stezenia IL-6, IL-15 i IL-1B u oséb otylych byty
znaczaco wyzsze W SAT niz w VAT. Dodatkowo stwierdzitam, ze stezenia IL-6 1 IL-15 byty
wyzsze w SAT w porodwnaniu z VAT réwniez u os6b o prawidlowej masie ciata. Z drugiej
strony, otylo§¢ wigzala si¢ ze zwigkszong aktywno$cig prozapalng tkanki tluszczowej
trzewnej, poniewaz VAT 0s6b otytych zawierata istotnie wigcej IL-6 i IL-15 niz VAT osé6b o
prawidlowej masie ciala. To odkrycie jest zgodne z wynikami badan obserwacyjnych
taczacymi otytos¢ centralng z wickszym nasileniem stanu zapalnego i z wigkszym ryzykiem
powiktan metabolicznych, w tym insulinoopornosci, hiperlipidemii i nadcis$nienia tetniczego
[Pou KM, 2007; Alexopoulos N, 2014]. Ponadto, w badaniach in vitro zaobserwowano, ze
adipocyty od 0s6b otytych pochodzace z VAT uwalniajg wigcej mediatoréw prozapalnych (w
tym IL-1B i IL-6) niz podskérne adipocyty [Fain JN, 2004]. Poczyniona przeze mnie
obserwacja, ze osoby otyte ktére spelnity kryteria diagnostyczne dla zespotu metabolicznego
mialy wyzsze $rednie poziomy IL-1f, IL-6 i IL-15 w VAT niz otyli bez ZM, réwniez popiera
te hipoteze.

W literaturze istnieja jednak rowniez doniesienia o dominujgcej roli SAT w rozwoju
zapalenia metabolicznego, w tym niedawne badanie wykazujace, ze poziomy mRNA kilku
prozapalnych interleukin byty wyzsze w SAT niz w VAT otytych pacjentéw [Spoto B, 2014].
Istotnie, otylo$¢ centralna jest czesto zwigzana ze zwigkszong iloscig brzusznej SAT, ktora
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ma unikalny profil ekspresji gendéw, rézny niz SAT pobrana z innych lokalizacji co skutkuje
jej wyzsza aktywnosciag metaboliczng w pordwnaniu np. z tkankg SAT zlokalizowang w
okolicy posladkowo-udowej [Elbers JM, 1999]. Nasza obserwacja, ze brzuszna SAT jest
dominujagcym miejscem syntezy co najmniej czesci prozapalnych cytokin popiera poglad, ze
zwickszona ilos¢ SAT u otylych moze réwniez przyczynia¢ si¢ do rozwoju zapalenia
metabolicznego.

Podsumowujac t¢ cze$¢ mojej pracy, przeprowadzajac analize¢ ekspresji gendw
kodujacych wazne prozapalne cytokiny na poziomie mRNA i bialka, podjetam prébe
odpowiedzi na pytanie, ktora z tkanek tluszczowych (podskorna czy trzewna) przyczynia si¢
do rozwoju zwigzanego z otytoscig stanu zapalnego. Stwierdzilam, ze nawet jezeli stezenia
badanych cytokin sg wyzsze w tkankach podskérnych niz w trzewnych, otylo$¢ i zespot
metaboliczny wiaza si¢ ze zwigkszong aktywnoscig prozapalng VAT. Powyzsze wyniki
zawarlam w pierwszej publikacji skladajacej sie na osiagniecie naukowe [Jonas M,
Kurylowicz A, 2015].

2. Zwigzane 7 otyloscig zmiany w syntezie adiponektyny i rezystyny w tkance ttuszczowej

Z opublikowanych dotychczas badan wynika, ze otytos¢ moze prowadzi¢ do zmian w
profilu wydzielanych przez tkanke tluszczowa adipokin. Wraz ze wzrostem objetosci tkanki
tluszczowej dochodzi do obnizenia w surowicy stezen adipokin o wlasciwosciach
korzystnych metabolicznie na rzecz tych o dzialaniu sprzyjajagcym rozwojowi powiklan
zwigzanych z otylo$cig. Prawidlowos¢ ta dotyczy, migdzy innymi, dzialajace;j
przeciwzapalnie, przeciwmiazdzycowo i anorektycznie adiponektyny, ktérej stezenia
mierzone w surowicy osob otytych byly znaczaco nizsze w poréwnaniu z osobami o
prawidtowej masie ciata 1 korelowaty ujemnie z obecno$cig powiktan metabolicznych [Li S,
2009]. Z kolei towarzyszace otytosci wysokie st¢zenia dziatajacej prozapalnie i diabetogennie
rezystyny korelujg z ryzykiem rozwoju insulinoopornosci i T2DM, miazdzycy tetnic 1 choréb
uktadu krazenia [Azuma K, 2003]. Biorac pod uwage przeciwstawne dziatanie adiponektyny i
rezystyny zasugerowano, ze wzajemne oddzialywanie pomiedzy tymi dwoma adipokinami
moze determinowa¢ profil metaboliczny oséb otytych i odpowiada¢ za rozwdj powiklan
zwigzanych z otyto$cig. Zaproponowano, ze wskaznik adiponektyna/rezystyna (AR) moze
stuzy¢ do oceny ryzyka metabolicznego w otytosci, poniewaz jego wartos¢ koreluje dodatnio
z ryzykiem rozwoju T2DM i zespotu metabolicznego [Lau CH, 2011].

Nie ustalono jednak, w ktorej z tkanek ttuszczowych, VAT czy SAT, dokonuja si¢
zwigzane z otytoscia zmiany w syntezie adipokin, tym bardziej, ze wszystkie przeprowadzone
dotychczas badania ocenialy stezenia adipokin na poziomie mRNA. Dlatego w mojej kolejne;j
pracy postanowitam zbadac, jak ksztaltuja si¢ poziomy adiponektyny i rezystyny na poziomie
biatka w surowicy i w tkankach ttuszczowych w zaleznos$ci od masy ciata oraz jak zmiany
stezen tych adipokin mogg wplyna¢ na wystepowanie zwigzanych z otyloscig powiktan.

W badanej przeze mnie grupie st¢zenia adiponektyny w surowicy u oséb otytych byty
istotnie nizsze niz w grupie kontrolnej, jednak nie korelowaly z obecnoscig powiktan
metabolicznych. Natomiast st¢Zenia rezystyny w surowicy u otylych uczestnikéw badania
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byly istotnie wyzsze niz u os6b o prawidlowej masie ciata i korelowaly dodatnio ze
stezeniami trojglicerydéw, a ujemnie — z poziomami lipoprotein o wysokiej gestosci (ang.
high density lipoproteins, HDL). Stezenia rezystyny w surowicy byly réwniez wyzsze u
otylych uczestnikow badania, ktérzy cierpieli na nadci$nienie i/lub spetniali kryteria
diagnostyczne dla zespolu metabolicznego. Obliczony u badanych pacjentéw wskaznik
adiponektyna/rezystyna (AR) byl znacznie wyzszy w surowicy oséb otylych, szczegdlnie w
tych z ZM, co jest zgodne z wynikam wcze$niejszych badan. Na tej podstawie mozna
wnioskowa¢, ze o ryzyku metabolicznym zwigzanym z otyloscig nie decyduja stezenia
pojedynczych adipokin, a dopiero zachodzace mi¢dzy nimi interakcje.

W kolejnym etapie pracy badatam, jak ksztattuja si¢ zaleznosci pomiedzy st¢zeniami
adiponektyny i rezystyny w tkankach tluszczowych w zaleznosci od masy ciata aby ustalic,
ktéra z tkanek ttuszczowych: podskoérna czy trzewna, odgrywa dominujgcg role w syntezie
tych dwoch adipokin. W tym celu oceniona zostata w badanych tkankach ekspresja genow
ADIPOQ i RETN (kodujacych odpowiednio adiponektyne¢ i rezystyn¢) na poziomie mRNA i
biatka. W przypadku zadnej z adipokin nie stwierdzitam korelacji pomiedzy stezeniem
mRNA i biatka, co sugeruje, ze w regulacji ekspresji tych dwéch gendéw istotng rolg moga
odgrywa¢ mechanizmy potranskrypcyjne. Bezposredni pomiar stezen obu adipokin w
tkankach tluszczowych pozwolit stwierdzi¢, ze w SAT oséb otylych, poziom adiponektyny
jest znacznie nizszy, podczas gdy rezystyny — zwigkszony w porOdwnaniu z tkankami
uzyskanymi od grupy kontrolnej. To odkrycie wspiera hipotez¢ o dominujacej roli SAT w
wydzielaniu adipokin i1 mediatrOw stanu zapalnego, a tym samym w rozwoju powiklan
zwigzanych z otyloscig. Ponadto, w badanej grupie oséb otylych st¢zenia adiponektyny w
surowicy korelowaty dodatnio z poziomami mRNA genu ADIPOQ w SAT, co wcze$niej
obserwowali juz inni autorzy [Liu M, 2009; Spoto B, 2014].

Na podstawie tych danych nie moge jednak jednoznacznie stwierdzi¢, ze SAT jest
dominujagcym zrédltem adiponektyny i/lub rezystyny w organizmie, poniewaz w zadnej z
badanych grup nie zaobserwowalam korelacji pomiedzy stezeniami tych adipokin
oznaczonymi na poziomie biatka w SAT 1 ich stezeniami w surowicy. Z drugiej strony
stwierdzitam ujemng korelacj¢ migdzy stezeniem adiponektyny w surowicy a jej poziomem w
VAT u o0s6b otytych, co posrednio wskazuje na SAT jako gtéwne Zrédio tej adipokiny w
otylosci. Trudno$¢ w jednoznacznym okresleniu, ktéra z tkanek thuszczowych u oséb otytych,
trzewna czy podskorna, ma wigkszy wptyw na stezenie adiponektyny i rezystyny w surowicy
moze wynika¢ z dzialania czynnikéw zaktécajacych uwalnianie adipokin z tkanki
tluszczowej, takich jak zmiany struktury biatka, multimeryzacja czasteczek i lokalne zmiany
w srodowisku zapalnym.

Warto zauwazyc¢, ze w przeciwienstwie do pomiaréw wykonanych w surowicy, indeks
AR obliczony w tkankach tluszczowych byt nizszy w SAT u oséb otyltych w poréwnaniu z
grupa kontrolng i nie odzwierciedlat ryzyka metabolicznego. Mozna to wytlumaczy¢ faktem,
ze tkanka tluszczowa nie jest jedynym zrédlem rezystyny w organizmie, dlatego jej poziomy
W surowicy sg wyzsze niz te zmierzone w tkance ttuszczowej [Nogueiras R, 2003].

Podsumowujac, stwierdzilam, ze poziomy mRNA genéw ADIPOQ i RETN nie
korelowaty z stezeniami adiponektyny i rezystyny w tkankach tluszczowych pochodzacych
od oséb otytych 1 zdrowych, co sugeruje role¢ mechanizméw potranskrypcyjnych w regulacji
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ekspresji tych genéw. Wykazatam réwniez, ze obserwowane w otyto$ci zmiany w syntezie
adiponektyny 1 rezystyny w tkance tluszczowej dotycza gitéwnie SAT. Na koniec
stwierdzitam, ze indeks AR oparty na pomiarach stezen adipokin bezposrednio w tkankach
tluszczowych ma inng warto$¢ prognostyczng w niz wskaznik AR oznaczany w surowicy i nie
odzwierciedla ryzyka metabolicznego u oséb otytych. Wyniki te zostaly opublikowane w
drugiej z prac skladajacych si¢ na osiagniecie naukowe [Jonas M, Kurylowicz A, 2017].

Badania nad funkcjg tkanki tluszczowej nie tylko przyblizaja nam patogenezg¢ otytosci,
ale takze maja na celu wskazanie nowych koncepcji jej leczenia. Dlatego w moich innych
pracach skoncentrowalam si¢ na potencjalnych molekularnych celach leczenia otytosci i
powiazanych z nig powiklan.

3. Aktywacja termogenezy jako koncepcja leczenia otytosci

Istote rozwoju otylosci prostej stanowi zaburzenie rownowagi pomiedzy iloScig
energii przyjmowanej i energii wydatkowanej oraz przelamanie mechanizméw chronigcych
organizm przed nadmiernym gromadzeniem substancji zapasowych. Zgodnie z tg definicja,
leczenie os6b otylych moze by oparte albo na zmniejszeniu ilo$ci przyjmowanej energii, albo
na zwigkszeniu wydatkéw energetycznych. Stwierdzenie obecno$ci bragzowych adipocytow
rozproszonych w tkance tluszczowej biatej wzbudzilo zainteresowanie aktywacja
termogenezy jako metodg leczenia otylosci.

W celu zweryfikowania tej hipotezy badano szereg zwierzat doswiadczalnych, u
ktérych dokonano nokautéw wybranych gendéw zwigzanych z termogeneza, jednak wyniki
tych eksperymentéw byly niejednoznaczne 1 podkreslity ztozono$¢ mechanizméw
kontrolujacych termogenez¢ [Marsili A, 2011; Bachman ES, 2002; Pelletier P, 2008; Ukropec
J, 2002; Gong DW, 2000]. Prowadzone s3 rowniez badania in vitro dotyczace wykorzystania
aktywatorow termogenezy w leczeniu otylosci, takich jak selektywni agonisci receptorow
hormonéw tarczycy (ang. thyroid hormmone receptors, THR) czy receptoréw J3-
adrenergicznych (ang. adrenergic receptors beta, ADRB) [Tseng YH, 2010]. Zastosowanie
tych zwigzkéw w leczeniu wymaga jednak potwierdzenia, iz wytypowane biatka odgrywaja
role réwniez w rozwoju otytosci u ludzi. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie postanowilam
przeprowadzi¢ analiz¢ poréwnawczg ekspresji wybranych gendéw zwigzanych z termogeneza,
ktérych produkty moglyby stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu otylosci, w
tkankach ttuszczowych pochodzacych od oséb otytych i o prawidtowej masie ciata.

Badane przeze mnie geny tworzyly trzy grupy. W sklad pierwszej weszty geny
kodujace receptory B-adrenergiczne. Wyniki badan in vitro i badan na modelach zwierzecych
sugeruja, ze prawidtowa funkcja receptoréw ADRB2 i ADRB3 jest niezbedna dla przebiegu
termogenezy 1 lipolizy w tkance tluszczowej [Bachman ES, 2002]. W mojej pracy
stwierdzitam, ze poziomy mRNA genéw ADRB2 i ADRB3 w tkankach ttuszczowych oséb
otylych sg nizsze niz u oséb o prawidtowej masie ciala, co z jednej strony moze przyczyniac
si¢ do nieprawidtowego przebiegu lipolizy i termogenezy, a z drugiej — daje podstawy by
przypuszczaé, ze skuteczno$¢ agonistow receptorow beta-adrenergicznych u tych chorych
bedzie ograniczona. Warto zauwazy¢, ze w badanych tkankach nie zaobserwowatam réznic w
poziomach mRNA dla ADRBI. Obserwacja ta jest zgodna z wynikami wcze$niejszych badan,
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w ktérych stwierdzono, ze blokada ADRB1 nie hamuje indukowanej zimnem termogenezy u
ludzi [Wijers SL, 2001].

Druga analizowana przez mnie grupa sktadata si¢ z genéw kodujacych biatka
zaangazowane w metabolizm 1 dziatanie hormonéw tarczycy, najwazniejszych hormonéw
regulujacych produkcj¢ energii w mitochondriach. Badania na zwierzetach wykazaty, ze
nokaut dejodynaz (DIO, enzyméw metabolizujacych hormony tarczycy) zwigksza podatnos$¢
na otylos¢ spowodowang dieta, podczas gdy zwierz¢ta z nokautem genu thra (kodujacego
receptor hormonéw tarczycy o) sg bardzo wrazliwe na niskie temperatury z powodu
catkowitego braku reaktywnos$ci brazowych adipocytéw na stymulacje noradrenergiczng
[Marsieli A, 2011; Pelletier P; 2008]. W mojej pracy zaobserwowatam, ze tkanki tluszczowe
0s6b otylych charakteryzujg si¢ niskimi stezeniami mRNA dla genéw DIO2, THRA i THRB
(kodujacych odpowiednio dejodynaze typu 2, receptory hormondéw tarczycy a i ) co moze
sprzyja¢ progresji otylosci 1 odpowiada¢ za trudnosci w utracie masy ciata 1 opornosci na
terapie ukierunkowane na ten szlak aktywacji termogenezy. Ta hipoteza jest zgodna z
obserwacjami klinicznymi, w ktérych stwierdzono, ze otyli pacjenci, pozostajacy klinicznie w
eutyreozie, majg w surowicy wyzsze ste¢zenia wolnej trijodotyroniny (fT3) w poréwnaniu do
0s6b szczuptych [Nannipieri M, 2009]. Mozna zatem zatozy¢, Ze zmniejszona liczba
receptoréw THRA i THRB w tkance ttuszczowej u 0oséb otytych zmienia fenotyp adipocytow
w taki sposdb, ze staja si¢ one czeSciowo "oporne" na fT3. Zmniejszona ekspresja DIO2
skutkujaca nizsza miejscowa konwersjag T4 do T3 1 obnizeniem wewnatrzkomoérkowego
stezenia T3 moze rowniez przyczyniac si¢ do tego zjawiska. W konsekwencji stezenie fT3 w
surowicy wzrasta, aby przeciwdziala¢ opornosci tkanek obwodowych na ten hormon, ale
moze to by¢ wzrost niewystarczajacy do przywrdcenia prawidlowego przebiegu szlakow
metabolicznych zaleznych od T3 w adipocytach.

Trzecig analizowang przeze mnie grupe stanowity geny kodujace biatka rozprzggajace
termogenez¢ (ang. uncoupling proteins, UCPs). Poniewaz ekspresja ich wszystkich jest
aktywowana przez T3, mozna si¢ bylo spodziewal, ze w tkankach tluszczowych o0s6b
otylych, u ktérych zmniejszona jest ekspresja THRA, THRB i DIO2, stezenia mRNA
wszystkich genéw kodujacych UCP beda obnizone. W badanych przeze mnie tkankach
zjawisko to dotyczyto jednak tylko genu UCP2, ktérego warianty genetyczne majg zwiazek z
podstawowg przemiang materii oraz z wystegpowaniem powiktan metabolicznych otylosci, a
uzyskane przeze mnie dane wydajg si¢ potwierdza¢ role tego biatka w regulacji metabolizmu
u ludzi [Brondani LA, 2014]. Nie stwierdzilam natomiast réznic w ekspresji genow
kodujacych pozostate dwa biatka rozprzggajace — UCP1 i UCP3.

Dotychczas niewiele byto danych o réznicach w aktywnosci termogenetycznej miedzy
VAT a SAT. Stwierdzenie, ze "bezowe" adipocyty wystepuja giéwnie w SAT moglo
sugerowac jej dominujacy udziat w termogenezie [Elabd C, 2009]. Moje badania, w ktérych
stwierdzitam, ze ekspresja DIO2, ADRB2 1 ADRB3 u otylych os6b byta znacznie nizsza w
VAT niz w SAT, wskazujg na nizszy potencjat lipolityczny i termogeniczny VAT, co jest
zgodne z tg hipotezg.

Przedstawione powyzej wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze tkanki tluszczowe o0s6b
otylych charakteryzujg si¢ zmniejszong ekspresja kluczowych genéw zwigzanych z aktywacja
termogenezy. Na tej podstawie mozna przypuszczac, ze tkanka ttuszczowa oséb otytych jest
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mniej podatna zaréwno na bodzce hormonalne, jak i adrenergiczne, a zatem mniej aktywna
termogenetycznie niz u os6b o prawidtowej masie ciata. Jak wykazatam, zjawisko to moze
dotyczy¢ zwlaszcza tkanki tluszczowej trzewnej. Sprawia to, ze w leczeniu otytosci u ludzi
skutecznos¢ zwigzkéw aktywujacych termogenezg¢ poprzez wplyw na badane przeze mnie
szlaki moze by ograniczona. Powyzsze wyniki zawarlam w trzeciej publikacji skladajacej
si¢ na osiagniecie naukowe [Kurylowicz A, 2014]. W oparciu o uzyskane dane
doswiadczalne dokonalam rowniez przegladu pisSmiennictwa na temat zaburzen
termogenezy u osob otylych i wynikajacych z tego ograniczen w zastosowaniu jej
aktywatorow w leczeniu otylosci [Kurylowicz, A 2015].

4. Sirtuiny jako cel dla nowych terapii leczenia otytosci

W moich kolejnych badaniach nad potencjalnymi celami terapeutycznymi w leczeniu
otylosci zajetam si¢ sirtuinami. Sirtuiny (ang. silent information regulators, SIRT) sa
zaleznymi od NAD" deacetylazami bioracymi udzial w potranslacyjnych modyfikacjach
biatek, a przez to — w regulacji réznych szlakéw komdérkowych, w tym proceséw
metabolicznych, zapalnych, wytwarzaniu reaktywnych form tlenu, jak réwniez w kontroli
cyklu komérkowego [Kiran S, 2015].

U ssakow zidentyfikowano 7 gendw sirtuin (SIRTI-7). Ekspresje¢ genéw SIRT
stwierdzono w réznych tkankach ludzkich, w tym tych o kluczowym znaczeniu dla kontroli
metabolizmu, tj.: w podwzgdrzu, watrobie, wyspach trzustkowych, migsniach szkieletowych i
w adipocytach [Michishita E, 2005]. W tkankach tych sirtuiny, poprzez modyfikacj¢
histonéw, czynnikéw transkrypcyjnych i kofaktoréw kontroluja aktywnos¢ genéw istotnych
dla regulacji réwnowagi energetycznej. Udziat SIRT w patogenezie otylosci i zespolu
metabolicznego wykazano in vivo na modelach zwierzecych: wyciszenie gendéw sirtl i sirt3
sprzyja rozwojowi otyto$ci i zwigzanych z nig powiktan metabolicznych, podczas gdy
nadekspresja lub nadmierna aktywacja — przyspiesza metabolizm i prowadzi do zmniejszenia
masy tkanki tluszczowej, chroni przed rozwojem zapalenia metabolicznego,
insulinoopornosci i sttuszczenia watroby [Gillum MP, 2011; Hirschey MD, 2011]. Szczegdlne
znaczenie w kontekscie leczenia zaburzen metabolicznych ma fakt, ze szereg czynnikow
srodowiskowych takich jak kalorycznos¢ i sktad diety, aktywnos$¢ fizyczna i ekspozycja na
niskie temperatury, ma wptyw na ekspresje i aktywno$¢ SIRT [Kelly GS, 2015 a & b].

Majac to na uwadze, w kolejnej mojej pracy postanowitam zbada¢, czy otylos$¢ jest
zwigzana ze zmianami w ekspresji genéw kodujacych sirtuiny w tkance tluszczowej. Co
istotne, wigkszo$¢ poprzednich prac dotyczacych udziatu sirtuin w rozwoju otytosci u
cztowieka koncentrowata si¢ wylacznie na SIRT1. Moja praca byla wigc pierwsza, w ktorej
oceniona zostata ekspresja wszystkich siedmiu genéw SIRT w ludzkiej tkance ttuszczowe;.

Stwierdzitam, ze $rednie poziomy mRNA SIRT1 w tkankach oséb otytych sa nizsze, a
SIRT7 — wyzsze niz w grupie kontrolnej, podczas gdy ekspresja pozostatych pieciu genéw
sirtuin jest podobna w tkankach tluszczowych niezaleznie od BMI. Wyniki dotyczace
ekspresji SIRTI s3 zgodne z danymi literaturowymi. W pilotazowych badaniach
przeprowadzonych na matych grupach pacjentéw, SAT oséb otylych charakteryzowata si¢
ponad dwukrotnie nizszymi poziomami mRNA SIRT1, ktére wzrastaty po redukcji masy ciata
[Pedersen SB, 2008; Moschen AR, 2013]. W moim badaniu przeprowadzonym na 156
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tkankach potwierdzitam t¢ obserwacj¢. Dodatkowo, Song i wsp. [Song YS, 2013] wykazali,
ze najnizsze poziomy mRNA SIRTI stwierdza si¢ u pacjentow otytych, u ktérych
zdiagnozowano cukrzyce typu 2, podczas gdy w moim badaniu zjawisko to dotyczyto oséb z
zespotem metabolicznym. Na podstawie tych danych mozna wnioskowaé, ze zmniejszony
poziom dziatajacej lipolitycznie 1 przeciwzapalnie SIRT1 w tkankach tluszczowych os6b
otylych skutkuje zwigkszong tendencjag do kumulacji kwaséw tluszczowych i rozwoju
przewlektego zapalenia o niskim stopniu nasilenia, ktére jest waznym czynnikiem ryzyka
cukrzycy typu 2 i choréb uktadu krazenia..

Podczas gdy SIRT1 jest najczesciej badang z ludzkich sirtuin, wiedza na temat roli
SIRT7 w patogenezie otylosci jest ograniczona, a jej ekspresja w ludzkiej tkance tluszczowe;j
nie zostala wczesniej udokumentowana. Wiadomo jednak, Zze u gryzoni nokaut sirt7 chroni
przed rozwojem otytosci spowodowanej dieta wysokottuszczowa, stluszczeniem watroby i
nietolerancja glukozy. Na poziomie molekularnym zjawiska te mozna wyttumaczy¢ udzialem
sirt7 w aktywacji genéw odpowiedzialnych za wychwyt kwaséw tluszczowych i syntezg
trojglicerydow w watrobie, a takze gendéw zaangazowanych w termogeneze [Yoshizawa T,
2014]. Dlatego wyniki moich badan wykazujace, ze zwigzany z otylosciag u ludzi wzrost ilosci
mRNA SIRT7 w tkankach tluszczowych koreluje z hiperlipidemia, jest zgodna z danymi
uzyskanymi w badaniach in vitro i in vivo.

W literaturze opisywano réwniez bezposrednia interakcje miedzy SIRT1 1 SIRT7 na
poziomie molekularnym w testach immunoprecypitacji. W badaniach in vivo, obserwowano
zwigkszone poziomy biatka i aktywnos$ci enzymatycznej sirt]l w tkance ttuszczowej zwierzat
z nokautem sirt7 [Fang J, 2017]. W moim badaniu zaobserwowatam takze ujemng korelacje
miedzy poziomami mRNA SIRTI i SIRT7 w tkankach tluszczowych oséb otytych.

Poréwnujac ekspresje gendw SIRTI i SIRT7 w tkankach tluszczowych o réznej
lokalizacji, tylko w przypadku SIRT7 stwierdzitam, ze poziom jej mRNA byl znamiennie
wyzszy w VAT, w odniesieniu do SAT oséb otylych . W przypadku SIRTI nie
zaobserwowalam réznic w jej ekspresji w zaleznoSci od lokalizacji tkanki tluszczowe]
zar6wno u 0séb otytych jak i o prawidtowej masie ciata.

Podsumowujac t¢ czgs¢ pracy — wykazatam, ze w otytosci dochodzi do obnizenia
poziomu mRNA dla genu SIRTI i zwigkszenia — dla genu SIRT7 w tkankach ttuszczowych,
co wigze si¢ z niekorzystnym profilem metabolicznym. Wyniki te zawarlam w publikacji
nr 4 w dorobku skladajacym si¢ na osiagniecie naukowe [Kurylowicz A, 2016].

Im wigcej wiadomo na temat wptywu sirtuin na bilans energetyczny organizmu,
metabolizm lipidow 1 glukozy oraz regulacj¢ adipogenezy, tym bardziej atrakcyjna jest
koncepcja, ze ich aktywatory i inhibitory mogg by¢ przydatne w leczeniu otylosci i
zwigzanych z nig powiktan. Dane z badan zwierzat transgenicznych dowodza, Ze istnieja
korzysci wynikajace z aktywacji poszczegélnych enzymow SIRT. Nalezy jednak pamigtac, ze
aktywnos¢ SIRT nie ogranicza si¢ do regulacji metabolizmu i obejmuje miedzy innymi
kontrolg¢ dlugowiecznosci, onkogeneze, a takze regulacje ukladu nerwowego i sercowo-
naczyniowego. Ponadto, poniewaz dziatanie SIRT moze by¢ specyficzne tkankowo, tylko
ukierunkowane podejécia terapeutyczne moga by¢ skuteczne i1 umozliwi¢ uniknigcie
potencjalnie szkodliwych skutkéw ubocznych globalnej aktywacji/dezaktywacji SIRT.
Dlatego nadal nie mozemy powszechnie stosowa¢ zwigzkow regulujacych dziatanie SIRT w

13



leczeniu otytosci u ludzi. Jednak wiele takich substancji jest poddawanych obecnie ocenie
klinicznej 1 jest bardzo prawdopodobne, ze w najblizszej przysziosci zostang zarejestrowane
nowe strategie terapeutyczne ukierunkowane na selektywng i swoistg tkankowo modulacje
aktywnosci SIRT w leczeniu otylosci i jej powiktan. Rozwazania na temat terapeutycznego
zastosowania aktywatorow i inhibitoréw sirtuin w odniesieniu do badan wlasnych
zawarlam w pracy pogladowej [Kurylowicz A, 2016].

5. Rola mechanizmow epigenetycznych w regulacji ekspresji genow w tkance ttuszczowej.

Patogeneza otytosci jest wieloczynnikowa 1 skladaja sie na nig zlozone interakcje
migdzy czynnikami Srodowiskowymi i genetycznymi. Odkrycie, ze tkanka ttuszczowa 0s6b
otylych charakteryzuje si¢ zmieniong ekspresja gendéw kodujacych potencjalne cele
terapeutyczne, sktonito mnie do zbadania, jakie mechanizmy mogg by¢ odpowiedzialne za to
zjawisko.

Ostanie lata przyniosly wiele dowodéw na role modyfikacji epigenetycznych jako
waznych, aktywowanych przez bodzce srodowiskowe, mechanizméw regulujacych ekspresje
gendw. Epigenetyke definiuje si¢ jako czg¢sciowo dziedziczne modyfikacje takie jak metylacja
DNA, modyfikacje histonéw (np. acetylacja, metylacja, fosforylacja lub ubikwitynacja) i
interferencja RNA, ktore wplywaja na aktywnos¢ gendéw bez zmiany w sekwencji DNA. W
moich badaniach dotyczacych roli mechanizméw epigenetycznych w regulacji ekspresji
gendw w tkance tluszczowej stosowatam dwa podejScia badawcze: analiz¢ gendw
kandydatéw oraz analize¢ wielkoskalowa.

a) Badania oparte na analizie genow kandydatow

Rola metylaciji DNA w regulacji ekspresji gendw w tkance tluszczowej

Metylacja DNA jest powszechng cechg genomu i polega na dodaniu grupy metylowej
do cytozyny umieszczonej w sekwencji nukleotydéw obok guaniny (CpG). Regiony, w
ktérych dinukleotydy CpG wystepuja z duza czestotliwoscia nosza nazwe wysp CpG.
Metylacja DNA w regionach regulatorowych genéw powoduje hamowanie ich transkrypcji
poprzez ograniczenie dost¢gpu czynnikéw transkrypcyjnych lub aktywacje zmieniajacych
struktur¢ chromatyny korepresoréw [Herrera BM, 2011]. Wykazano, ze dieta, w tym
ubogokaloryczna, moze znaczaco wplywa¢ na metylacje réznych genéw w tkance
ttuszczowej, a profil tych zmian koreluje ze skuteczno$cia interwencji dietetycznej [Bouchard
L, 2010].

Poniewaz aktywno$¢ genéw zwigzanych z termogeneza, jak i genéw kodujacych
sirtuiny, zalezy od czynnikéw srodowiskowych, takich jak dieta czy ekspozycja na niskie
temperatury, postanowitam zbada¢, czy zaobserwowane przeze mnie zmiany w ich ekspresji
w przebiegu otylosci moga by¢ zwigzane ze stopniem metylacji regionéw regulatorowych.

Badanie metylacji genéw poprzedzitam analizg in silico regionéw regulatorowych za
pomocg programéw CpG Islands Searcher (www.cpgislands.com) i CpG Plot
(http://www.ebi.ac.uk). Obecnos¢ wysp CpG stwierdzitam w przypadku 5 genéw zwigzanych
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z termogenezg, ktérych poziomy mRNA znaczaco r6znity si¢ w tkankach ttuszczowych oséb
otytych 1 szczuptych (ADRB2, ADRB3, THRA, THRB i1 DIO2). Wyspy CpG znalaztam
rowniez w sekwencjach regulatorowych SIRTI 1 SIRT7. W badanych tkankach nie
stwierdzilam jednak znamiennych statystycznie rdéznic w stopniu metylacji regionow
regulatorowych tych genéw miedzy pacjentami z prawidtowg masg ciata i z otytoscia, a takze
miedzy probkami VAT i SAT. Ponadto, poziom metylacji badanych genéw nie byt zwigzany
z poziomem ich mRNA. Wynik ten mozna wytlumaczy¢ na wiele sposobéw. Po pierwsze,
metylacja moze nie by¢ gléwnym mechanizmem regulujacym aktywnos$¢ tych genéw w
tkance tluszczowej. Po drugie, analizowane regiony wytypowane na drodze analiz
bioinformatycznych w rzeczywistosci moga nie by¢ kluczowe dla regulacji aktywnosci
badanych genéw. Po trzecie, w mojej pracy analizowalam catkowita metylacje regionéw
regulatorowych, podczas gdy dla aktywnosci transkrypcyjnej mogg mie¢ znaczenie réznice w
metylacji specyficznych cytozyn znajdujacych si¢ w miejscach wigzania silnych aktywatorow
transkrypcji. Dlatego potrzebne sg dalsze badania z wykorzystaniem innych metod
analitycznych, aby wyjasni¢, czy metylacja DNA odgrywa role w regulacji aktywnos$ci genéw
zwigzanych z termogeneza i gendéw sirtuin w tkance tluszczowej w przebiegu otylosci.
Powyzsze wyniki zostaly opublikowane w pracach nr 3 i 4 wchodzacych w sklad
osiggniecia naukowego [Kurylowicz A, 2014 i Kurylowicz A, 2016].

Rola interferenciji miRNA w regulacji ekspresji gendéw w tkance tluszczowej

Brak zwigzku migdzy stopniem metylacji badanych genéw, poziomami ich mRNA w
tkance tluszczowej a otyloscig, sktonit mnie do poszukiwania innych mechanizméw
epigenetycznych, ktére mogltyby by¢ odpowiedzialne za obserwowane réznice w ekspresji
tych genéw w tkankach tluszczowych oséb otytych.

MikroRNA (miRNA) stanowig klas¢ niekodujacych, endogennych, matych RNA
regulujacych ekspresje gendw przez hamowanie translacji. miRNA mogg wigza¢ si¢ z
komplementarnymi miejscami docelowymi w mRNA powodujac hamowanie, cigcie,
deadenylacje 1 degradacj¢ docelowego mRNA. Co wazne, pojedynczy miRNA moze
kontrolowa¢ ekspresje wielu gendw. W literaturze opublikowano szereg doniesien taczacych
nieprawidlowa ekspresj¢ miRNA z rozwojem lub progresja zaburzen metabolicznych.
Ostatnio postulowany jest rowniez udziat miRNA w kontroli adipogenezy i rozwoju otytosci
[Alexander R, 2011]. Stwierdzono takze, ze tkanki ttuszczowe 0s6b otylych i o prawidtowej
masie ciala réznig si¢ ekspresja miRNA uczestniczagcych w adipogenezie i metabolizmie
adipocytéw [Oger F, 2014; Ortega FJ, 2010].

Z danych literaturowych wynika, ze miRNA uczestnicza w regulacji ekspresji
badanych przeze mnie genéw SIRT 1 niektérych gendéw powigzanych z termogeneza w
tkankach innych niz tkanka ttuszczowa. W moich badaniach wyboru miRNA do analizy
dokonatam dwuetapowo. W pierwszym etapie przeprowadzitam o analize in silico za pomocg
programéw predykcyjnych TargetScanHuman (http://www.targetscan.org), miRanda-mirSVR
(http://www.microrna.org/microrna/home.do) i Pictar  (http://pictar.mdc-berlin.de) na
podstawie ktérych wytypowatam szereg miRNA potencjalnie interferujacych z mRNA dla
SIRTI, SIRT7 1 UCP2, w przypadku ktorych istnialy dane literaturowe potwierdzajace w
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badaniach funkcjonalnych ich rzeczywistg interakcjeDo analizy interferencji z mRNA SIRT]
wybratam hsa-miR-22-3p, hsa-miR-34a-5p i hsa-miR-181a-3p ; hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-
125b-5p 1 hsa-miR-193a-3p dla mRNA SIRT7 1 hsa-miR-214-5p 1 hsa-miR-424-5p dla mRNA
UCP2 [Yamakuchi M, 2008; Cirera S, 2010; Huang S, 2012; Li H, 2013; Yu G, 2016].

Stwierdzitam, ze niezaleznie od BMI st¢zenia hsa-miR-34a-5p sg wyzsze w tkance
trzewnej niz w podskérnej. Natomiast poziomy dwéch innych miRNA interferujacych z
SIRTI: hsa-miR-22-3p i hsa-miR-181a-3p, byly nizsze w SAT o0s6b otytych. Obydwa te
miRNA biorg udzial w regulacji adipogenezy. hsa-miR-22-3p hamuje réznicowanie
mezenchymalnych komérek macierzystych w kierunku adipocytéw [Ortega FJ, 2010];
natomiast hsa-miR-181a-3p promuje r6znicowanie adipocytéw [Huang S, 2012]. Co istotne,
zaobserwowalam ujemng korelacje migdzy poziomami mRNA SI/RTI i wszystkich wyzej
wymienionych miRNA w VAT u os6b otylych, co sugeruje, ze wilasnie te miRNA
przyczyniajg si¢ do zwigzanej z otylosciag zmniejszonej ekspresji SIRT .

Poziomy wszystkich wytypowanych miRNA interferujacych z mRNA SIRT7 byty
nizsze w tkankach tluszczowych oséb otytych niz w tkankach kontrolnych. St¢zenia hsa-miR-
125a-5p byly wyzsze w tkankach pochodzacych od os6b o prawidlowej masie ciata i ujemnie
korelowaty z poziomami mRNA SIRT7. Ujemng korelacje zaobserwowalam rowniez
pomiedzy poziomami mRNA SI/RT7 i hsa-miR-125b-5p, ktérego ekspresja byta wyzsza w
VAT o0s6b o prawidlowej masie ciata, ale obserwowana réznica nie osiggneta istotnosci
statystycznej. Podobnie zachowywaty si¢ poziomy hsa-miR-193a-3p, ostatniego badanego
przez mnie miRNA interferujagcego z mRNA dla SIRT7. Mozna wigc postawic hipoteze, ze
zwigzany z otyloScig obnizony poziom hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-125b-5p 1 hsa-miR-193a-
3p moze by¢ czgsciowo odpowiedzialny za zwigkszone poziomy mRNA SIRT7 w tkankach
tluszczowych oséb otytych.

Zaobserwowalem rowniez znaczace ujemne korelacje miedzy poziomem ekspres;ji
hsa-miR-214-5p, hsa-miR-424-5p a mRNA UCP2 w VAT oséb otylych. Mozna zatem
wnioskowa¢, ze zmniejszona ekspresja mRNA UCP2 w przebiegu otytosci moze wynikac¢ z
interferencji z hsa-miR-214-5p 1 hsa-miR-424-5p w tkance trzewnej, natomiast za nizsza
ekspresje UCP2 w SAT u otytych pacjentéw moga odpowiada¢ inne miRNA lub inne nie
poznane dotychczas mechanizmy.

Podsumowujgc, w moich badaniach stwierdzilam ujemne korelacje pomiedzy
poziomami mRNA UCP2 i SIRTI u 0s6b otytych i SIRT7 u oséb o prawidlowej masie ciata i
ekspresja odpowiednich miRNA. Chociaz obserwacje te dotyczyly tkanki tluszczowe;]
trzewnej, na ich podstawie mozna przypuszczac, ze miRNA odgrywaja decydujaca role w
zwigzanych z otyloscia zmianach w ekspresji UCP2, SIRTI 1 SIRT7 w tkankach
tluszczowych, a metody terapeutyczne prowadzace do zmiany stezen wybranych miRNA
moga mie¢ znaczenie dla przywrdcenia poziomOw ekspresji tych genéw wilasciwym tkankom
0s6b o prawidlowej masie ciata. Wyniki dotyczace roli miRNA w regulacji ekspresji
genow kodujacych sirtuiny zawartam w publikacji nr 4 wchodzacej w sklad osiagniecia
naukowego [Kurylowicz A, 2016].
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b) Badania wielkoskalowe

Analiza miRNomu tkanki tluszczowej jako sposéb identyfikacji szlakéw molekularnych
zwiazanych z otyloscia

Zaréwno badania genéw kandydatow jak i analizy calych transkryptoméw wykazaty,
ze tkanki tluszczowe os6b otylych réznig si¢ profilem ekspresji genéw w poréwnaniu do
tkanek oséb o prawidlowej masie ciata, jednak mechanizmy molekularne lezace u podstaw
tego zjawiska pozostaja w duzej mierze nieznane. W badaniach dotyczacych innych choréb
wieloczynnikowych wykazano, ze precyzyjna charakterystyka miRNomu moze stuzy¢ jako
podstawa do identyfikacji proceséw komoérkowych i1 szlakéw molekularnych zaburzonych w
przebiegu badanej patologii [Arner P, 2012].

Wigkszos¢ badan analizujagcych zwigzane z otyloscig zmiany w ekspresji miRNA w
tkance tluszczowej przeprowadzono za pomocg mikromacierzy obejmujacych tylko
kanoniczne sekwencje miRNA zdeponowane w bazach danych. Sekwencjonowanie nowej
generacji (NGS) pozwala na identyfikacje nowych izoform miRNA i bylo z powodzeniem
wykorzystane do analizy miRNoméw w innych tkankach, ale nigdy wczesniej w tkance
tluszczowej. Dlatego zdecydowatam si¢ zastosowa¢ NGS do identyfikacji miRNA, ktérych
ekspresja zmienia si¢ w tkankach ttuszczowych w przebiegu otylosci. Uzyskane wyniki,
dzigki wspolpracy z dr Zofig Wicik z Albert Einstein College of Medicine w Nowym Jorku,
poddano analizie bioinformatycznej w celu identyfikacji szlakéw molekularnych, na ktére
mogty wptynac¢ obserwowane zmiany w ekspresji miRNA.

Za pomocg NGS zidentyfikowatam 344 miRNA, ktérych poziom ekspresji w
badanych tkankach wnidst > 5 odczytéw na milion (ang. reads per million, RPM). Stosujac
jako punkt odcigcia zmiany ekspresji na poziomie > 2 i < -2 krotnosci stwierdzitam, ze tkanki
VAT-O (VAT od os6b otytych) i SAT-O (SAT od oséb otylych) réznig si¢ znamiennie
ekspresja 54 miRNA, SAT-O i SAT-N (SAT od os6b o prawidlowej masie ciata) — 20
miRNA, SAT-PO (SAT od pacjentéw po operacji bariatrycznej) i SAT-N — 79 miRNA, a
SAT-PO i SAT-O — 61 miRNA. Jak nadmienitam w dziale Materiat i metody, tkanki VAT od
0s6b otytych po operacji bariatrycznej nie bylty dostepne.

Wsréd miRNA, ktérych stezenia byly wyzsze w SAT-O w poréwnaniu z SAT-N byty
te o dzialaniu adipogennym, jak réwniez te hamujace adipogeneze, co popiera hipoteze, ze
otylo$¢ wigze si¢ z zaburzeniem réznicowania adipocytéw. W SAT-O stwierdzitam réwniez
wyzsze poziomy miRNA zaangazowanych w regulacje odpowiedzi immunologicznej,
dziatajacych zar6wno jako inhibitory, jak 1 aktywatory stanu zapalnego. Wykonana w oparciu
o wyniki NGS analiza ontologiczna wykazata, ze tkanki SAT-O w poréwnaniu z SAT-N,
charakteryzuje ,,nadreprezentacja” szlakow molekularnych zwigzanych z dziataniem cytokin i
chemokin. Co istotne, termin "nadreprezentacja" odnosi si¢ do zwigkszonej regulacji danego
szlaku, ale nie wskazuje jednoznacznie, czy jest on aktywowany, czy hamowany. Niemniej
jednak dane literaturowe i opisane powyzej badania wtasne wskazuja na zwigkszong
prozapalng aktywnos$¢ tkanki thuszczowej u 0séb otytych. Do innych szlakéw molekularnych
,hadreprezentowanych” w badanych przeze mnie tkankach tluszczowych o0séb otytych
nalezaty te zwigzane z dzialaniem endoteliny, biatka p53 i przebiegiem apoptozy. Jest to
zgodne z danymi literaturowymi z ktérych wynika, Ze otytos¢ jest zwigzana ze zwigkszonym
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stezeniem endoteliny i proapoptotycznym fenotypem tkanki tluszczowej [Schinzari F, 2017,
Alkhouri N, 2010; Vergoni B, 2016]. Co ciekawe, analizy ontologiczne wykazaty, ze w SAT-
O ,,niedostatecznie reprezentowany” jest szlak sygnalizacyjny ADRB2, co jest spdjne z
wynikami moich wczesniejszych badan [Kurylowicz A, 2015].

Jedynym miRNA, ktérego stezenia byly znamiennie nizsze w SAT-O w poréwnaniu
do SAT-N byt hsa-miR-205-5p. Cho¢ nie byl on wczesniej opisywany jako powigzany z
otyloscia, nalezy zauwazy¢, ze wsrdd jego potencjalnych celéw znajdujg si¢ mRNA genéw
zaangazowanych w rozwdj powiktan otylosci, np. kodujacych interleukiny, apolipoproteiny i
ich receptory. Obnizony poziom tego miRNA w tkance tluszczowej 0s6b otylych moze wigc
sprzyja¢ rozwojowi zwigzanego z otytoscig stanu zapalnego i zaburzen lipidowych [Lopategi
A, 2016]. Z kolei jedynym miRNA, ktérego st¢zenie byto znamiennie wyzsze w VAT-O w
porownaniu z VAT-N, byl hsa-miR-424-3p niezbedny do wlasciwego rdznicowania
adipocytow 1 odktadania kwasow tluszczowych [Hu YW, 2015]. Dlatego zwigkszony poziom
tego miRNA u 0séb otytych moze przyczynia¢ si¢ do dysfunkcji tkanki ttuszczowe;j.

Zastosowana przeze mnie metoda NGS pozwolila stwierdzi¢, ze utrata masy ciala jest
zwigzana ze znaczgcymi zmianami w profilu miRNA tkanki tluszczowej. Zmiany te dotycza,
miedzy innymi, rownowagi mi¢edzy miRNA zaangazowanymi w regulacj¢ adipogenezy i co
istotne, po schudni¢ciu stezenia tych miRNA nie uzyskuja poziomu wiasciwego osobom o
prawidlowej masie ciata, co sugeruje, ze otylo§¢ moze powodowac nieodwracalne zmiany w
miRNomie tkanki tluszczowej. W poréwnaniu z SAT-O, SAT-PO charakteryzowata si¢
rowniez innym profilem ekspresji miRNA zaangazowanych w regulacje odpowiedzi
immunologicznej, a analizy ontologiczne wskazaly na zmniejszong aktywno$¢ regulacyjng
szlakow zwigzanych z zapaleniem w tkankach ttuszczowych oséb po utracie masy ciala.
Wsréd innych miRNA, ktérych stezenia w SAT-PO byly nizsze niz przed operacja, byly te
kluczowe dla metabolizmu lipidéw, sygnalizacji insuliny, starzenia si¢, onkogenezy, rozwoju
choréb sercowo-naczyniowych i choréb neurodegeneracyjnych. Mozna wiec przypuszczaé, ze
zachodzace po utracie masy ciala zmiany w profilu miRNA w tkankach ttuszczowych moga
stanowi¢ mechanizm taczacy utrate¢ wagi ze zmniejszeniem ryzyka powiklan zwigzanych z
otyloscia.

Analiza miRNomu pozwolita réwniez zauwazyC, ze podczas gdy u oséb o
prawidlowej masie ciata nie bylo znaczacej réznicy w poziomach miRNA miedzy VAT a
SAT, otylos¢ powodowata wyrazne réznice w miRNomie tych dwdéch rodzajéw tkanki
tluszczowej. Analizy ontologiczne pozwolilty stwierdzic w VAT o0séb otylych
,hadreprezentacje” szlakow zwigzanych ze stanem zapalnym i z dziataniem interleukin.
Wynik ten jest spdjny z opisanymi przeze mnie powyzej badaniami dotyczacymi ekspresji
cytokin prozapalnych [Jonas MI & Kurylowicz A, 2016]

Podsumowujac, przeprowadzona przeze mnie kompleksowa analiza miRNomu za
pomoca metody NGS wykazata znaczace réznice w poziomach miRNA migdzy tkankami
thuszczowymi os6b otytych i o prawidtowe] masie ciata oraz pozwolita scharakteryzowac
zmiany w profilu miRNA tkanki ttuszczowej podskornej wynikajace z utraty masy ciata. W
oparciu o uzyskane wyniki, za pomocg metod bioinformatycznych ustalitam, ze
zaobserwowane zmiany w miRNomie moga by¢ odpowiedzialne za zwigzane z otyloscig
zmiany w szlakach sygnalizacyjnych odpowiedzialnych za, miedzy innymi, rozwdj stanu
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zapalnego, sygnalizacje cytokinowg, dziatanie receptoréw adrenergicznych i inicjacje
apoptozy. Spostrzezenia te, zawarte w publikacji nr 5 wchodzacej w sklad osiagniecia
naukowego [Kurylowicz A, 2017], stanowia podstawe dla dalszych badan, w tym
funkcjonalnych, dotyczacych patogenezy otylosci i powiazanych z nig powiklan.

IV. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Prowadzone przeze mnie badania dotyczyly zachodzacych w przebiegu otylo$ci zmian
w regulacji ekspresji wybranych genéw w tkankach ttuszczowych. Ich podstawowym celem
bylo poznanie patogenezy powiklan zwigzanych z otyloscia, ktére stanowig obecnie powazny
problem kliniczny, ekonomiczny i spoteczny a takze wytypowanie nowych celéw
terapeutycznych.

Rozwijajac teori¢ zapalenia metabolicznego wykazatam, ze u 0s6b otytych, zwtaszcza
tych ze wspdtistniejagcym zespotem metabolicznym, stezenia cytokin prozapalnych sg wyzsze
w tkance tluszczowej trzewnej niz w podskérnej. Obserwacja ta moze mie¢ szczegdlne
znaczenie w przypadku oceny ryzyka metabolicznego i wdrozenia dziatan prozdrowotnych u
0osOb z wartosciami wskaznika BMI w granicach prawidtowych, ktére charakteryzuja si¢
zwickszonym obwodem talii (odzwierciedlajagcym posrednio zawarto$¢ tkanki ttuszczowe]
trzewne;j).

Prognozowaniu ryzyka metabolicznego stuzyly réwniez badania dotyczace oceny
ekspresji w tkankach tluszczowych genéw kodujacych adiponektyne i rezystyng. Na ich
podstawie wykazatam, ze ryzyko to u oséb otylych jest determinowane ogdlnoustrojowg
produkcja tych dwoch adipokin (wyrazong wartoscig wskaznika AR w surowicy) a nie
lokalng réwnowaga ich stezen w tkance ttuszczowej. Ten prosty do oznaczenia parametr
moze by¢ przydatny w ustalaniu algorytméw postepowania i wskazan do intensyfikacji
leczenia os6b otytych.

Bioragc pod uwage ograniczong dostepno$¢ i skuteczno$¢ nieinwazyjnych metod
terapeutycznych, niezaleznym celem prowadzonych przeze mnie badan byla proba
znalezienia nowych molekularnych punktéw uchwytu w leczeniu otytosci. Wykazatam, ze z
uwagi na zmniejszong ekspresje w tkankach ttuszczowych oséb otylych m.in. wybranych
gendw kodujacych receptory beta-adrenergiczne, receptory dla hormondéw tarczycy,
dejodynazy czy biatka rozprzegajace termogeneze, skutecznos$¢ zwigzkéw aktywujacych
termogenez¢ w leczeniu otylosci moze by¢ ograniczona. Wyniki moich badan pozwalaja
jednak wigza¢ pewne nadzieje w leczeniu otylosci z zastosowaniem zwigzkow aktywujacych
lub inaktywujacych sirtuiny, poniewaz wykazatam, ze w otylosci dochodzi do obnizenia
poziomu mRNA dla genu SIRT1I i zwigkszenia — dla genu SIRT7 w tkankach ttuszczowych,
co wiaze si¢ z niekorzystnym profilem metabolicznym. Taka funkcje moglyby petni¢ miRNA,
ktére, jak wykazatam, odgrywajg istotng role w regulacji ekspresji genéw (w tym SIRTI i
SIRT7) w tkance tluszczowe;.

Znaczenie miRNA dla aktywnos$ci genéw w tkance ttuszczowej podkreslita rowniez
przeprowadzona przeze mnie analiza wielkoskalowa z zastosowaniem metody NGS. Nie
tylko potwierdzita ona wyniki wczesniejszych badah genéw kandydackich (w tym tych
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wiazacych si¢ z aktywnoscig zapalng i termogenetyczng tkanki thuszczowej oséb otytych), ale
rOwniez pozwolila wytypowa¢ nowe szlaki komdrkowe, dajac podstawe dla dalszych badan
dotyczacych patogenezy otylosci i powigzanych z nig powiktan.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Po uzyskaniu w 2006 roku stopnia doktora nauk medycznych bratam udziat w
realizacji kilku projektéw naukowych, ktérych wyniki nie wchodzg w sktad wyzej opisanego
osiggni¢cia naukowego.

1. Badania nad genetycznym podtozem otytosci u dzieci

W ramach badan nad patogeneza otylosci uczestniczylam w pracach dr Joanny
Gajewskiej z Zespolu Badan Przesiewowych Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie, ktore
miaty na celu poznanie zwigzku pomig¢dzy wariantami genetycznymi genéw kodujacych
adipokiny i ich receptory z rozwojem otylosci i skutecznoscig interwencji dietetycznych u
dzieci (grant N N407 173534). Biorgc pod uwage wzrastajacg czg¢stosS¢ wystepowania
nadwagi i1 otyloSci w najmtodszych grupach wiekowych oraz fakt, ze otylos¢ pozostawia
»pietno metaboliczne” na cale zycie, niezmiernie istotne jest poznanie markerow
genetycznych zwigkszonego ryzyka otylosci a takze czynnikbw prognostycznych
pozwalajacych przewidzie¢ skutecznos¢ wdrazanych interwencji terapeutycznych. Badania te
objety 101 dzieci otylych i 67 dzieci o prawidlowej masie ciata, ktére stanowily grupe
kontrolng. W ramach tych badan przeprowadzitam analiz¢ 5 funkcjonalnych polimorfizméw
w genach kodujacych leptyng (LEP: -2548G>A i Q223R) receptor leptyny (LEPR: K656N) i
adiponektyn¢ (ADIPOQ: -11377C>G i -11426A>G). StwierdziliSmy, ze nosicielstwo allelu G
polimorfizmu -11377C>G genu adiponektyny wiaze si¢ z ryzykiem rozwoju otylosci u dzieci,
a homozygotyczno$s¢ pod wzgledem tego allelu — z nizszymi st¢zeniami adiponektyny w
surowicy, co stanowi marker ryzyka rozwoju powiktan metabolicznych, niezaleznie od BMI i
nawykow zywieniowych. Z kolei dzieci posiadajace allel G polimorfizmu K665N i allel A
polimorfizmu Q223R receptora leptyny odpowiadaty najwigkszym spadkiem ttuszczowe;j
masy ciata w odpowiedzi na interwencj¢ dietetyczng.
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2. Badania nad genetycznym i epigenetycznym podtoiem starzenia i chorob zwigzanych z
wiekiem

W trakcie pracy w Zaktadzie Badawczo-Leczniczym Endokrynologii a nastgpnie w
Zespole Kliniczno-Badawczym Epigenetyki Cziowieka IMDiK PAN uczestniczylam w
badaniach dotyczacych genetycznego i epigenetycznego podtoza starzenia i choréb
zwigzanych z wiekiem. We wspodlpracy, miedzy innymi, z Prof. dr hab. Monikg Puzianowska-
Kuznicka, dr hab. Malgorzata Mossakowskg i Prof. dr hab. Edwardem Frankiem, w ramach
realizowanych m. in. w IMDiK projektu POLSENIOR (Aspekty medyczne, psychologiczne,
socjologiczne i ekonomiczne starzenia sie ludzi w Polsce), jak réwniez projektu POLGENOM
(Polski genom referencyjny dla diagnostyki genomowej i medycyny spersonalizowanej),
wspottworzytam bank genomowego DNA od ponad 5000 oséb starszych i dlugowiecznych,
oraz od os6b mtodych zdrowych i takich, u ktérych przed 50 rz wystgpity choroby zwigzane z
wiekiem (T2DM i choroba niedokrwienna serca). Badania przeprowadzone z wykorzystaniem
pozyskanego w trakcie realizacji tych projektow materialu biologicznego i danych
klinicznych pozwolily stwierdzi¢ ze:

- genotyp GG polimorfizmu -2548 G>A LEP wyst¢puje znamiennie czgsciej, a genotyp AA
polimorfizmu K109R LEPR - rzadziej u zdrowych stulatkbw niz w mlodszych grupach
wiekowych a takze wsrdd chorych z T2DM i chorobg niedokrwienng serca, co pozwala
przypuszczaé, ze szlak sygnatowy leptyny moze by¢ zwigzany z regulacja dlugosci zycia
poprzez modulacje ryzyka rozwoju choréb zwigzanych z wiekiem;

- poziomy mRNA dla izoformy receptora leptyny (OB-Ra) w komérkach jednojadrzastych
krwi obwodowej byty nizsze u oséb dtugowiecznych w poréwnaniu z miodszymi grupami
wiekowymi i zmiany te nie sg prawdopodobnie skutkiem zwigkszonej metylacji promotora
genu LEPR, poniewaz metylacja wysp CpG w regionie +20 do +281bp nie zmieniata si¢ z
wiekiem;

- genotyp AA polimorfizmu -11391G>A ADIPOQ wystepuje znamiennie czgscie] u
dlugowiecznych kobiet 1 wigze si¢ z wyzszymi st¢zeniami izoform adiponektyny, co moze
przektadac si¢ na korzystny profil kardiometaboliczny;

- genotyp AA polimorfizmu -351A>G w genie receptora estrogenowego o (ESRI) wystepuje
czesciej u oséb z chorobg niedokrwienng serca i wigze si¢ z niekorzystnymi zmianami w
lipidogramie;

- wraz z wiekiem w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej dochodzi do obnizenia
poziomu mRNA dla genéw WRN 1 XPD kodujacych helikazy biorace udziat w naprawie DNA
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1) Roszkowska-Gancarz M, Jonas M, Owczarz M, Kurylowicz A, Polosak J, Franek E,
Slusarczyk P, Mossakowska M, Puzianowska-Kuznicka M. Age-related changes of leptin and
leptin receptor variants in healthy elderly and long-lived adults. Geriatr Gerontol Int 2015;
15: 365-371. IF: 2,229; KBN/MNiSW: 25

2) Roszkowska-Gancarz M, Kurylowicz A, Polosak J, Mossakowska M, Franek E,
Puzianowska-Kuznicka M. Functional polymorphisms of the leptin and leptin receptor genes
are associated with longevity and with the risk of myocardial infarction and of type 2 diabetes
mellitus. Endokrynol Pol 2014; 65: 11-16. IF: 0,993; KBN/MNiSW: 15

3) Roszkowska-Gancarz M, Bartoszewicz Z, Polosak J, Kurylowicz A, Jonas M,
Mossakowska M, Franek E, Puzianowska-Kuznicka M. Total and high molecular weight
adiponectin and level-modifying polymorphisms of ADIPOQ in centenarians. Endokrynol Pol
2012; 63: 439-446. IF: 1,070; KBN/MNiSW: 10

4) Roszkowska-Gancarz M, Kurylowicz A, Polosak J, Ambroziak M, Puzianowska-
Kuznicka M. The -351A/G polymorphism of ESR1 is associated with risk of myocardial
infarction but not with extreme longevity. Clin Chim Acta 2010; 411: 1883-1887. IF: 2,389;
KBN/MNiSW: 32

5) Polosak J, Kurylowicz A, Roszkowska-Gancarz M, Owczarz M, Puzianowska-
Kuznicka M. Aging is accompanied by a progressive decrease of expression of the WRN gene
in human blood mononuclear cells. J Gerontol A Biol Sci Med Sci 2011; 66: 19-25. IF: 4,598;
KBN/MNiSW: 40

6) Polosak J, Roszkowska-Gancarz M, Kurylowicz A, Owczarz M, Dobosz P,
Mossakowska M, Szybinska A, Puzianowska-Kuznicka M. Decreased expression and the
Lys751GIn polymorphism of the XPD gene are associated with extreme longevity.
Biogerontology 2010;11: 287-297. IF: 3,411; KBN/MNiSW: 32

7) Puzianowska-Kuznicka M, Kurylowicz A, Jonas M. Medycyna przeciwstarzeniowa:
suplementacja hormonalna — argumenty za 1 przeciw. Medycyna po Dyplomie 2013; 2: 26-29.
KBN/MNiSW: 5

8) Jonas M, Kurylowicz A, Puzianowska-Kuznicka M. Aging and the endocrine system.
Postepy nauk medycznych (Progress in Medicine) 2015; 7:451-457.

3. Badania nad genetycznym podtozem choroby Gravesa-Basedowa

Bezposrednio po uzyskaniu stopnia doktora realizowatam, jako kierownik, grant:
Zwiqzek polimorfizméw genoéw kodujgcych biatka szlaku czynnika jgdrowego kB (ang.
nuclear factor, NF-kB) 7z podatnoscig na rozwoj choroby Gravesa-Basedowa (2P05B 120 29).
Stanowit on kontynuacje¢ badan dotyczacych genetycznego podtoza choroby Gravesa (ang.
Graves disease, GD) podjetych w trakcie studiow doktoranckich pod promotorstwem Prof. dr
hab. Tomasza Bednarczuka. W ramach tych badan rozbudowatam o 300 prébek bank
genomowego DNA pochodzacego od chorych z GD i utworzytam bank 500 prébek DNA od
0s6b zdrowych bez autoimmunologicznych choréb tarczycy. Nastgpnie, w oparciu o
zgromadzony material biologiczny, opracowalam metod¢ 1 przeprowadzitam analize
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polimorfizméw -94ins/del ATTG w genie NFKBI (kodujacym NF-kB), oraz 3
polimorfizméw w genie IKBL (rs2071592, rs2071591 1 rs3130062) i 3 polimorfizméw w
genie NFKBIA (rs696, rs2233409, rs2233406), kodujacych 2 inhibitory NF-kB.

W badaniach tych wykazatam zwiazek allelu -94del ATTG w genie NFKBI z
rozwojem GD w populacji polskiej. Dzigki wspétpracy z Prof. Yuji Hiromatsu z Kurume
University School of Medicine badanie to zostalo przeprowadzone réwniez w populacji
japonskiej i wykazato zwiagzek allelu -94del ATTG z ryzykiem rozwoju zwigzanej z GD
orbitopatii oraz wczes$niejszym wiekiem zachorowania. W badaniach dotyczacych
inhibitoréw NF-kB wykazatam, ze haplotyp AT utworzony przez polimorfizmy rs2071592 i
rs2071591 w genie IKBL zwigksza ryzyko wystapienia GD w populacji polskiej, a allele -
297T (rs2233409) and -826T (rs2233406) polimorfizméw genu NFKBIA zwigkszaja ryzyko
klinicznie jawnej orbitopatii.

Kontynuowatam réwniez wspoétprace z Prof. Klausem Badenhoop z Uniwersytetu we
Frankfurcie nad Menem, ktéry byt moim opiekunem naukowym w trakcie stypendium DAAD
w 2004r. W ramach tej wspotpracy wzigtam udziat w badaniach nad rolg polimorfizmu genu
kodujacego ligand 10 chemokin (ang. chemokine (C-X-C motif) ligand 10, CXCL10) w
ryzyku rozwoju GD.

Ponadto, w ramach wspodtpracy z dr Piotrem Miskiewiczem z Kliniki Choréb
Wewnetrznych 1 Endokrynologiit WUM, badajac rozktad alleli gtéwnego uktadu zgodnosci
tkankowej u chorych z GD, wzigtam udzial w realizacji projektu dotyczacego czynnikow
ryzyka wystgpienia w tej grupie pacjentow celiakii 1 innych choréb autoimmunologicznych.

1) Kurylowicz A, Hiromatsu Y, Jurecka-Lubieniecka B, Kula D, Kowalska M, Ichimura M,
Koga H, Kaku H, Bar-Andziak E, Nauman J, Jarzab B, Ploski R, Bednarczuk T. Association
of NFKBI1 -94ins/del ATTG promoter polymorphism with susceptibility to and phenotype of
Graves' disease. Genes Immun 2007; 8: 532-538. IF: 4,088; KBN/MNiSW: 32

2) Kurylowicz A, Nauman J, Bednarczuk T.The influence of vitamin D deficiency on cancers
and autoimmune diseases development Endokrynol Pol. 2007; 58: 140-152. KBN/MNiSW: 6
3) Kurylowicz A, Nauman J. The role of nuclear factor-kappaB in the development of
autoimmune diseases: a link between genes and environment. Acta Biochim Pol 2008; 55:
629-647. IF: 1,448; KBN/MNiSW: 20

4) Kurylowicz A, Miskiewicz P, Bar-Andziak E, Nauman J, Bednarczuk T. Association of
polymorphism in genes encoding kappaB inhibitors (IkappaB) with susceptibility to and
phenotype of Graves' disease: a case-control study. Thyroid Res 2009; 2: 10. KBN/MNiSW:
2

5) Briick P, Bartsch W, Sadet D, Penna-Martinez M, Kurylowicz A, Bednarczuk T, Robbers
I, Paunkovic J, Bohme A, Badenhoop K, Ramos-Lopez E. A CXC motif ligand 10
polymorphism as a marker to predict severity of Graves' disease. Thyroid 2010; 20: 343-345.
IF: 4,327; KBN/MNiSW: 27

6) Miskiewicz P, Gos-Zajac A, Kurylowicz A, Plazinska TM, Franaszczyk M, Bartoszewicz
Z, Kondracka A, Pirko-Kotela K, Rupinski M, Jarosz D, Regula J, Ploski R, Bednarczuk T.
HLA DQ2 haplotype, early onset of Graves’ disease, and positive family history of
autoimmune disorders are risk factors for developing celiac disease in patients with Graves’
disease. Endocr Pract 2015; 21: 993-1000. IF: 2,074; KBN/MNiSW: 25
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4. Opracowanie algorytmu diagnostycznego u kobiet 7 zespotem hiperandrogenizacji

Od stazu podyplomowego w 2002r pracuje jako lekarz w Klinice Choréb Wewngtrznych
1 Endokrynologii WUM, gdzie uzyskatam kolejno tytuly specjalisty w zakresie choréb
wewnetrznych, endokrynologii 1 diabetologii. Oprdcz pracy klinicznej bior¢ udziat w licznych
projektach badawczych. Jeden z nich poswigcony byt ustaleniem algorytmu diagnostycznego
u kobiet z zespotem hiperandrogenizacji (ZA). We wspétpracy z dr Urszula Ambroziak
dokonaly$my retrospektywnej analizy pacjentek hospitalizowanych w Klinice z powodu ZA
ustalajgc jaki zestaw badan hormonalnych pozwala na postawienie wtasciwej diagnozy i
ocen¢ ryzyka metabolicznego. Wykazatysmy, miedzy innymi ze:
— w diagnostyce wrodzonego przerostu nadnerczy zastosowanie chromatografii cieczowej ze
spekrometrem masowym (ang. liquid chromatography-mass scpectrometry, LC-MS) do
oznaczania stezeh androgenéw 1 17OHprogesteronu w  surowicy zmniejsza
prawdopodobienstwo falszywie dodatnich rozpoznan, podczas gdy stosowanie w tym celu
testu z syntetycznym ACTH - zwigksza to ryzyko;
— u kobiet z zespotem policystycznych jajnikow wyzsze wartosci wskaznika catkowity
testosteron/dihydrotestosteron oznaczone metoda LC-MS wiazg si¢ ze zwigkszonym
ryzykiem metabolicznym:;
— oznaczenia testosteronu w $linie nie odzwierciedlajg jego st¢zen w surowicy 1 nie sa przez
to pomocne w wykrywaniu hiperandrogenizmu i ustaleniu rozpoznania u kobiet z ZA.

1) Ambroziak U, Kepczynska-Nyk A, Kurylowicz A, Wystouch-Cieszynska A, Malunowicz
EM, Bartoszewicz Z, Kondracka A, Jazwiec R, Pawlowska E, Szcze$niak M, Dadlez M,
Bednarczuk T. LC-MS/MS improves screening towards 21-hydroxylase deficiency. Gynecol
Endocrinol 2015; 31: 296-300. IF: 1,413; KBN/MNiSW: 15

2)* Ambroziak U, Kepczynska-Nyk A, Kurylowicz A, Matunowicz EM, Wodjcicka A,
Miskiewicz P, Macech M. The diagnosis of nonclassic congenital adrenal hyperplasia due to
21-hydroxylase deficiency, based on serum basal or post-ACTH stimulation 17-
hydroxyprogesterone, can lead to false-positive diagnosis. Clin Endocrinol (Oxf). 2016; 84:
23-29. 1F: 3,327; KBN/MNiSW: 30

3) Ambroziak U, Kurylowicz A, Kepczynska-Nyk A, Bartoszewicz Z, Kondracka A, Jazwiec
R, Samborowska E, Dadlez M, Wystouch-Cieszynska A, Bednarczuk T. Total testosterone to
dihydrotestosterone ratio assessed by LC-MS/MS predicts a worse metabolic profile not only
in PCOS patients. Ginekol Pol 2017; 88: 5-8. IF: 0,576; KBN/MNiSW: 15

4) Ambroziak U, Kurylowicz A, Ke¢pczynska-Nyk A, Kondracka A, Gajda S, Sienko D.
Salivary testosterone may not serve as a screening test in the diagnosis of biochemical
hyperandrogenism. J Obstet Gynaecol Res 2018; Mar 8. IF: 1,099; KBN/MNiSW: 15

* na wyniki tej pracy powolujg si¢ autorzy opublikowanych w marcu 2018r w J Clin
Endocronol Metab wytycznych Endocrine Society dotyczacych diagnostyki i leczenia
hirsutyzmu (doi: 10.1210/jc.2018-00241)
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5. Inne prace kliniczne

Pracujac jako internista i endokrynolog sprawowatam opieke, diagnozowatam i leczylam
pacjentow z réznymi schorzeniami endokrynologicznymi. Swoje do$wiadczenia miatam
mozliwos¢ opublikowa¢ w pracach przedstawiajagcych opisy przypadkéw a takze w
artykutach poglagdowych, w ramach cykléw szkoleniowych przeznaczonych dla 0s6b
specjalizujacych si¢ w dziedzinie endokrynologii.

1) Kurylowicz A, Wesotowska AS, Wolska A, Pachucki J, Bednarczuk T, Ambroziak U.
Safety and effectiveness of symptomatic hyponatremia treatment according to the European
Society of Endocrinology guidelines: a retrospective study. Pol Arch Intern Med 2017; 127:
205-208. IF: 2,309; KBN/MNiSW: 25

2) Janczyk A, Ambroziak U, Kurylowicz A, Bednarczuk T. 60-letnia kobieta z hiponatremig
Medycyna Praktyczna 2014; 277: 101-106. KBN/MNiSW: 4

3) Kepczynska-Nyk A, Kurylowicz A, Ambroziak U, Witkowska M, Kaczmarska-Turek D,
Bednarczuk T. Trudno$ci w leczeniu przewlektej niedoczynnosci kory nadnerczy. Trendy w
Endokrynologii 2013; 4: 11-18.

4) Kurylowicz A, Ambroziak U., Bednarczuk T. 60-letnia kobieta z nadci$nieniem t¢tniczym
1 przypadkowo wykrytym guzem nadnercza. Medycyna Praktyczna 2013; 272: 89-96.
KBN/MNiSW: 4

5) Kurylowicz A, Niewinski G, Kanski A, Derlatka P, Czajkowski K, Bednarczuk T,
Ambroziak U. Severe gestational hyperthyroidism complicated by cardiac arrest - a case
report. Ginekol Pol. 2017; 88: 43-44. IF: 0,576; KBN/MNiSW: 15

6) Kurylowicz A, Miskiewicz P, Bednarczuk T. 40-letni m¢zczyzna z przypadkowo wykryta
zmiang ogniskowa w tarczycy. Medycyna Praktyczna 2013; 265: 109-114. KBN/MNiSW: 4
7) Czajka-Oraniec I, Zgliczynski W, Kurylowicz A, Mikula M, Ostrowski J. Association
between gynecomastia and aromatase (CYP19) polymorphisms. Eur J Endocrinol 2008; 158:
721-727. 1IF: 3,791; KBN/MNiSW: 27

Szczegotowe omowienie dorobku naukowego znajduje sie w zatqczniku nr 4.

Analiza bibliometryczna
Jestem autorem lub wspétautorka 43 artykutéw oraz 7 rozdziatéw w podrecznikach.
Artykuty opublikowane w czasopismach indeksowanych w bazie ISI Web of Science: 33 (w
tym 26 po uzyskaniu stopnia doktora):
- prace oryginalne opublikowane w czasopismach posiadajacych IF: 28 (w tym 21 po
uzyskaniu stopnia doktora)
- prace oryginalne opublikowane w czasopismach bez IF: 1
- opisy przypadkéw opublikowane w czasopismach posiadajacych IF: 1
- opisy przypadkéw opublikowane w czasopismach bez IF: 3
- prace przegladowe opublikowane w czasopismach posiadajacych IF: 3
- prace przegladowe opublikowane w czasopismach bez IF: 4
- prace pelnotekstowe opublikowane w suplementach czasopism bez IF: 1
- listy do redakcji opublikowane w czasopismach posiadajacych IF: 2
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Sumaryczny IF wg Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem opublikowania: 86,334 (w tym
71,885 po uzyskaniu stopnia doktora)

F.aczna punktacja KBN/MNiSW: 869 (w tym 751 po uzyskaniu stopnia doktora)
Liczba cytowan wg bazy Web of Science (WoS), bez autocytowan: 398
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS): 11

Wyklady oraz ustne wystapienia zjazdowe

1) Association of the witamin D receptor (VDR) gene Fok polymorphism with Graves’
Disease in German and Polish populations. 23 Colloquium Endocinologicum, 2004r,
Moguncja, Niemcy.

2) Zwiazek polimorfizméw genu receptora jadrowego witaminy D (VDR) z podatnoscia na
rozwo6j choroby Gravesa-Basedowa w populacji polskiej. XVIII zjazd Polskiego Towarzystwa
Endokrynologicznego, 2005r, Krakéw, Polska.

3) Obustronne krwawienie do nadnerczy — opis przypadku i przeglad pisSmiennictwa. VIII
Kurs Ksztatcenia Ustawicznego z Endokrynologii, Diabetologii i Choréb Metabolicznych,
2011r, Kazimierz nad Wisla, Polska.

4) Obesity is Associated with a Decreased Expression Of Type 2 5- lodothyronine Deiodinase
Gene in Adipose Tissue. 18th Word Congress of International Federation for the Surgery of
Obesity and Metabolic Disorders, 28-31.08.2013r, Stambul, Turcja.

5) SIRT1 and SIRT7 expression in adipose tissues of obese and normal-weight individuals is
regulated by microRNAs but not by methylation status. XXI Zjazd Polskiego Towarzystwa
Endokrynologicznego, 2016r Katowice, Polska.

Konferencje naukowe

Doniesienia zjazdowe (autor prezentujacy): 10 (3 krajowe, 7 migdzynarodowych)
Doniesienia zjazdowe (wspotautor): 12 (4 krajowe, 8 miedzynarodowych)

Projekty badawcze

1) Projekt badawczy 2P05B 120 29, 2005-2007, Zwigzek polimorfizmow genéw
kodujgcych biatka szlaku czynnika jgdrowego kB (ang. nuclear factor — NF-kB) z
podatnoscig na rozwoj choroby Gravesa-Basedowa. Kierownik projektu.

2) Projekt badawczy N N407 173534, 2008-2011: Badanie zaleznosci pomiedzy
stezeniem leptyny i jej receptora we krwi, wybranymi polimorfizmami genoéw
kodujgcych te biatka a podatnosciqg na rozwdj otytosci prostej u dzieci w okresie
przedpokwitaniowym. Wykonawca.

3) Projekt badawczy N404 026 31/1581, 2007-2010, Ocena wptywu polimorfizmow
GIn223Arg genu receptora leptyny (LER) i polimorfizmu(-2548) G/A regionu
promotora genu leptyny (PRO) na gestos¢ mineralng kosci u otytych kobiet 7 i bez
osteoporozy pomenopauzalnej. Wykonawca.
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4) Projekt badawczy zamawiany PBZ-MEiN-9/2/2006 umowa nr K143/P01/2007, 2006-
2010, Rozbudowa banku genomowego DNA o0sob starszych i dtugowiecznych oraz
organizacja banku DNA osob mtodych. Poszukiwanie polimorfizmow majgcych
potencjalny wptyw na dtugosé zycia. Gtéwny wykonawca.

5) Projekt badawczy N N402 467939, 2010-2014, Badanie wptywu stezenia witaminy D
w tkance tuszczowej i w surowicy na stan zapalny u osob otytych. Glowny
wykonawca.

6) Projekt badawczy N N402 557440, 2011-2014, Wptyw modyfikacji epigenetycznych
na ekspresje genow zwigzanych z termogenezq w tkance ttuszczowej osob otytych i o
prawidtowej masie ciata. Kierownik projektu.

7) Projekt badawczy 2012/05/B/NZ5/01536, 2013-2016, Otytos¢ u cztowieka:
potencjalna rola genéw sirtuin i epigenetycznej kontroli ich aktywnosci. Kierownik
projektu.

Nagrody

2017 - Nagroda Dyrektora IMDiK PAN im. M. Mossakowskiego za prac¢ opublikowang w
czasopi$mie o wysokim 5-letnim IF, Int J Obes (Lond) 2016; 40 (11): 1635-1642.

2016 - Nagroda Dyrektora IMDiK PAN im. M. Mossakowskiego za prac¢ opublikowang w
czasopi$mie o wysokim 5-letnim IF, J Transl Med 2015; 13: 31.

2014 - stypendium dla mtodych doktoréw w ramach projektu Nowoczesne metody, leki i
terapie dla ochrony zdrowia i gospodarki Europy XXI wieku — interdyscyplinarne ksztatcenie
w obszarze nauk biomedycznych na studiach II i IlI stopnia, nt POKL.04.03.00-00-060/12,
2014r

2012 - Nagroda Dyrektora IMDiK PAN im. M. Mossakowskiego za prac¢ opublikowang w
czasopis$mie o wysokim 5-letnim IF, J Gerontol A Biol Sci Med Sci 2011; 66 (1): 19-25.

2012 - Nagroda Akademii Nauk krajow Grupy Wyszehradzkiej w dziedzinie medycyny za
catoksztatt pracy naukowe;j.

2009 - Nagroda Dyrektora IMDiK PAN im. M. Mossakowskiego za prace opublikowang w
czasopisSmie o wysokim 5-letnim IF, Genes Immun 2007; 8 (7): 532-538.

2006 - Wyréznienie rozprawy doktorskiej Zwigzek polimorfizmow genow uktadu witaminy D
z podatnoscig na rozwoj choroby Gravesa-Basedowa przyznane przez Rad¢ Naukowa IMDiK
PAN.

2004 - Stypendium naukowe Deutscher Akademischer Austauschdienst we Frankfurcie nad
Menem (6 miesigcy).

Staze

2004 — Staz w Laboratorium Biologii Molekularnej Kliniki Endokrynologii Uniwersytetu im
J.W. Goethego we Frankfurcie nad Menem (6 miesiecy).
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Dydaktyka i popularyzacja nauki

1) W latach 2009-2017 — wyktady w ramach kurséw organizowanych przez Zaktad Geriatrii 1
Gerontologii Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego w Warszawie.

2) Od 2014r — wyklady w ramach posiedzen naukowych Kliniki Choréb Wewngtrznych i
Endokrynologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

3) Wyktady w ramach Festiwalu Nauki w IMDiK PAN w 2010r i w 2016r.

4) Od 2006r opieka merytoryczna nad doktorantami CMKP i IMDIK PAN a takze stazystami
z innych osrodkéw badawczych i1 uczelni realizujagcymi projekty badawcze w Zaktadzie
Badawczo-Leczniczym Endokrynologii a nastgpnie w Zespole Kliniczno-Badawczym
Epigenetyki Cztowieka IMDiK PAN

5) Od 2010r opieka merytoryczna nad lekarzami stazystami w trakcie stazy podyplomowych
z chor6b wewnetrznych i lekarzami w trakcie stazy specjalizacyjnych z endokrynologii w
ramach specjalizacji z chor6b wewnetrznych, kardiologii, diabetologii, endokrynologii i
onkologii.

Praca lekarza Klinicysty

1) Od 2002r — praca lekarza internisty, a nast¢gpnie endokrynologa i diabetologa w
Klinice Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii WUM: diagnozowanie i leczenie
chorych oraz pelnienie dyzuréw lekarskich w Klinice.

2) Od 2007r — praca z chorymi otylymi w charakterze dietetyka w ramach prywatnej
praktyki lekarskiej (doSwiadczenia zebrane w tej pracy zawarlam w publikacji
przegladowej dotyczacej zastosowania inhibitoréw lipaz w leczeniu otylosci
[Biatecka-Florjanczyk E, 2018]).

3) W latach 2009-2012 — praca w charakterze lekarza pierwszego kontaktu w Przychodni
Lekarskiej przy ul. A. Malczewskiego 47a w Warszawie.

4) Od 2012r — praca w charakterze endokrynologa w Przychodni Lekarskiej przy ul.
Ciotka 11 w Warszawie.



