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Przedmiotem przedstawionej mi do recenzji rozprawy bylo badanie roli genu WWOX w
podstawowym metabolizmie glukozy poprzez regulacje czynnika odpowiedzi na hipoksje HIF-1a, ze
szczeg6lnym uwzglednieniem cukrzycy cigzowej. Badania realizowano w Zakladzie Kancerogenezy
Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w f.odzi, w ramach kierowanego przez Doktorantke grantu
NCN Preludium 9.

Wybrane przez Kandydatke zagadnienie nie byto weczesniej przedmiotem badan, dlatego temat
rozprawy jest nowy i wydaje si¢ interesujacy szczegélnie pod katem badania czynnikéw biorgcych
udzial w patogenezie cukrzycy ciazowej. WWOX jest genem supresorowym, a interakcja jego
biatkowego produktu z czynnikiem transkrypcyjnym HIF-1 byla badana do tej pory giownie w
patogenezie nowotworéw zlosliwych. Zwiagzek osi regulacyjnej WWOX/HIFIA z zaburzeniami
metabolicznymi w cigzy pozostaje natomiast niejasny. Doktorantka postanowita zweryfikowaé
hipoteze o potencjalnym znaczeniu genu WWOJX, jako regulatora HIF-1o, w patogenezie zaburzen
metabolicznych, w tym w przebiegu cukrzycy cigzowej. Cukrzyca cigzowa powstaje w wyniku
zaburzonej przez tozysko gospodarki hormonalnej i jest najczestszym zaburzeniem metabolicznym
obserwowanym u kobiet cigzarnych. Choroba stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia matki oraz
ptodu. Mechanizmy molekularne odpowiedzialne za rozwdj cukrzycy cigzowej s3 wcigz
niewyjasnione. Nalezy zatem uznac, iz potrzeba poszukiwania nowych zaburzen w komoérkowych
szlakach regulujacych metabolizm glukozy w przebiegu ciazy w pelni uzasadnia podjete przez
Doktorantke badania.

Rozprawe doktorskg stanowi cykl powigzanych ze soba tematycznie publikacji, w tym dwie
prace oryginalne i jeden artykul przegladowy, opublikowane w trybie otwartego dostepu, w
czasopismach o sumarycznym wskazniku Impact Factor = 14,875 i posiadajacych tacznie 380 pkt
MNiSW. We wszystkich trzech publikacjach Kandydatka jest pierwszym autorem. Cykl zostat
opatrzony syntetycznym opracowaniem naukowym, ktérego uklad jest typowy dla rozpraw
doktorskich, z podziatlem na jedenascie sekcji poprzedzonych spisem tresci, streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim, wykazem uzytych skrotow oraz wykazem publikacji stanowiacych podstawe
rozprawy doktorskiej. Tekst wlasciwy zawiera kolejno wstep, wskazanie hipotezy badawczej i celow
pracy, opis materiatu, metod, wynikéw oraz wnioskéw, wykaz zrodet finansowania badan oraz spis
literatury. Na koncu opracowania zamieszczono kopie publikacji stanowiacych rozprawe doktorska,
o$wiadczenia wspolautorow okreslajace ich udzial w kazdej z publikacji, kopie Zgody Komisji
Bioetycznej ds. Badan na Ludziach oraz o§wiadczenie o prawie autorskim.
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Wstep pracy zawiera zwiezte informacje dotyczace genu WWOX, jego roli w zaburzeniach
metabolizmu glukozy oraz zwigzku ze stanem hipoksji poprzez regulacje czynnika transkrypcyjnego
HIF-1 (a konkretnie jego podjednostki HIF-1a). Ponadto, Doktorantka omoéwita role zjawiska hipoksji
w przebiegu cigzy oraz w zaburzeniach metabolicznych, skupiajac si¢ na patogenezie cukrzycy
cigzowej oraz cukrzycy typu II. W mojej opinii, oméwione zagadnienia stanowia wyczerpujace
wprowadzenie do podjetej tematyki badawcze;j.

Nastepnie, Doktorantka przedstawila hipoteze badawcza oraz cztery szczegdtowe cele
badawcze, ktore objely:

1. Okreslenie profilu ekspresji genow WWOX, HIFIA i wybranych genow kodujacych
transportery glukozy (SLC241, SLC2A44) i enzymy szlaku glikolizy (HK2, PFK, PKM2, LDHA) w
grupie pacjentek ze zdiagnozowana cukrzyca ciagzowa oraz w grupie kontrolnej, ktéra stanowily
kobiety ciezarne o prawidtowym metabolizmie glukozy;

2. Badanie korelacji pomigdzy ekspresja analizowanych gendw uczestniczacych w
metabolizmie glukozy oraz parametréw klinicznych i wynikéw badan biochemicznych pacjentek, a
ekspresja gendw WWOX i HIF 1A w leukocytach kobiet z GDM,;

3. Okreslenie wptywu obnizonej ekspresji WWOX w badaniach in vitro na ekspresje¢ wybranych
genéw zaleznych od czynnika transkrypcyjnego HIF-1a kodujacych transportery glukozy (SLC241,
SLC2A44) oraz enzymy zaangazowane w metabolizm glukozy (HK2, ENOI, PFK, PKM2, LDHA,
PDKI, PDHA, CS, ACLY ) w warunkach hiperglikemii i hipoks;ji;

4. Poznanie zaleznosci pomiedzy ekspresja WWOX a aktywnoscia transporterow glukozy i
wybranych enzymoéw szlaku glikolizy w warunkach hiperglikemii i hipoksji w linii komdrkowej
ludzkich fibroblastéw.

Cele zostaly sformutowane w sposob logiczny i pozwalajacy na zweryfikowanie hipotezy, iz
obnizony stosunek ekspresji WWOX/HIF1A4 jest istotnym czynnikiem bioracym udzial w patogenezie
zaburzen metabolicznych, a w szczegdlnosci cukrzycy cigzowe;.

Czgs$¢ pracy dotyczaca materialu i metod zawiera zwigzly opis przeprowadzonego badania
kliniczno-kontrolnego z wudzialem 135 ciezarnych kobiet, oraz badania eksperymentalnego,
przeprowadzonego na linii ludzkich fibroblastéw z wyciszona ekspresja genu WWOX. Badaniem
obserwacyjnym objeto 98 kobiet ze zdiagnozowana cukrzyca cigzowa oraz 37 kobiet cigzarnych z
grupy kontrolnej. Cukrzyce ciazowa diagnozowano w oparciu o kryteria Polskiego Towarzystwa
Diabetologicznego i WHO. Materiat do badan stanowita krew, w ktorej oznaczono markery
gospodarki weglowodanowej i thuszczowej, oraz stezenie insuliny i biatka CRP, a nastgpnie na
podstawie wartosci stezen insuliny i glukozy na czczo, policzone zostaty: wskaznik opornosci na
insuling (HOMA-IR), wskaznik funkcji komoérek B trzustki (HOMA-B) oraz indeks wrazliwosci na
insuline (QUICK-IS). Ponadto, w leukocytach krwi obwodowej kobiet Doktorantka badata ekspresje
11 gendéw (stosujac metode qPCR i normalizujac wyniki w oparciu o trzy geny referencyjne). W
badaniu in vitro zastosowano technik¢ CRISPR/Cas9 celem wyciszenia ekspresji genu WWOX w
komorkach linii 1BR.3N, a nastgpnie analizowano wptyw knockoutu na ekspresje wybranych genéw i
ich produktéw (stosujac odpowiednio metody qPCR i Western Blot), w zaleznosci od réznego stezenia
tlenu i glukozy podczas inkubacji. Obok markeréw molekularnych, ocena objeta réwniez markery
metaboliczne, w tym stezenie kwasu mlekowego w medium hodowlanym oraz aktywno$¢ wybranych
enzyméw glikolitycznych i mitochondrialnych (heksokinazy, dehydrogenazy pirogronianiowej,
dehydrogenazy mleczanowej i syntazy cytrynianiowej). W analizie statystycznej wynikow
wykorzystano gléwnie metode jednoczynnikowej analizy wariancji oraz test t-Studenta. Dobdr grupy
badanej oraz modelu doswiadczalnego, jak rowniez wykorzystane metody i techniki analityczne
wydaja si¢ wlasciwe i wystarczajace do weryfikacji postawionej przez Doktorantke hipotezy.
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Omawiajac wyniki, Doktorantka odnosi si¢ osobno do kazdej z trzech publikacji wchodzacych
w sktad cyklu. Pierwsza z prac pt. ,,Identification of a novel association for the WWOX/HIFIA axis
with gestational diabetes mellitus (GDM)” zostata opublikowana w 2021 roku w czasopi$mie PeerJ
(IF=3,061; 100 pkt MNiSW) i dotyczy wynikow badania obserwacyjnego przeprowadzonego u kobiet
ciezarnych. W badaniu tym Doktorantka wykazala nizsza ekspresje genu WWOX i jednoczesnie
wyzszg ekspresje HIF'1A u kobiet z cukrzyca cigzowa w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Kobiety z
GDM charakteryzowaly si¢ rowniez nizszym stosunkiem ekspresji WWOX/HIF 1A, ktéry byl ujemnie
skorelowany z ekspresja SLC241, HK2, PFK i PKM?2 oraz dodatnio skorelowany z ekspresja SLC2A44.
Ponadto, u kobiet z GDM, zaobserwowano zmiany w ekspresji genow kodujacych transportery
glukozy. Analiza markeréw metabolicznych wykazata dodatkowo istotng korelacje pomiedzy HbAlc
a ekspresja HIF1A, SLC241, HK2, PFK (korelacja dodatnia) oraz LDHA (korelacja ujemna) w
cukrzycy cigzowej. W obszernej dyskusji, Autorka wnikliwie analizuje roznice w profilach ekspresji
oraz zaobserwowane korelacje pomigdzy poziomami transkryptoéw, a takze ich zwigzek z fenotypem
metabolicznym. Obok poréwnania wynikéw wlasnych z istotnymi pracami innych autordw,
Kandydatka oméwila potencjalng przyczyne spadku ekspresji WWOX w cukrzycy cigzowej, jakg w
Jej opinii, moze by¢ zaburzony proces metylacji DNA. Na uwage zwraca postawiona dalej
interesujaca hipoteza wskazujaca, iz obnizenie ekspresji WWOX stanowi charakterystyczng ceche
zaburzen ciazy o podiozu cukrzycowym. Uzyskane dane sa ciekawe, chociaz zastanawiajacy jest brak
bezposredniej korelacji pomiedzy WWOX i HIFIA u kobiet z GDM — by¢ moze Doktorantce uda si¢
odnies¢ do tego spostrzezenia w trakcie publicznej obrony.

Wskazany w publikacji udziat Kandydatki w badaniu obejmowal opracowanie koncepcji
badawczej, przeprowadzenie eksperymentdw, analize danych oraz przygotowanie artykutu.

Druga publikacja objeta cyklem, pt. ,,The WWOX/HIF 1A Axis Downregulation Alters Glucose
Metabolism and Prodipose to Metabolic Disorders™ zostata opublikowana w 2022 r. w czasopi$mie
International Journal of Molecular Sciences (IF=6,208; 140 pkt MNiSW). Praca przedstawia wyniki
badania in vitro, przeprowadzonego na ludzkich fibroblastach o obnizonej ekspresji WWOX, z
zastosowaniem réznych warunkéw hodowli, w tym hipoksji i hiperglikemii. W warunkach
normalnych (normoksja, normoglikemia) knockout WWOX prowadzit do wzrostu HIF1A na poziomie
mRNA i biatka, oraz wzrostu ekspresji gendéw docelowych zaleznych od HIF1A, a takze
zwigkszonego wychwytu glukozy. Jednoczesnie zaobserwowano indukowany pod wplywem
knockoutu wzrost ekspresji i aktywnosci wybranych enzymoéw glikolitycznych. Na podstawie
opisanych zmian, Doktorantka wysunela przypuszczenie, iz wyciszenie ekspresji WWOX prowadzi do
efektu Warburga. W tym miejscu musze zwréoci¢ uwage, iz w opracowaniu uzyto nieprawidtowego
sformutowania ,,glikoliza beztlenowa” w odniesieniu do efektu Warburga (str. 5 i 32), poniewaz
zjawisko to opisuje specyficzne przekierowanie metaboliczne zachodzace w warunkach tlenowych.
Stad efekt Warburga okresla si¢ zamiennie terminem ,glikoliza tlenowa” (a nie ,glikoliza
beztlenowa™).

Dyskusja wynikéw, podobnie jak w pierwszej publikacji, jest obszerna i wnikliwa. Autorka w
szczegolnosci skupita si¢ na wplywie obnizonej ekspresji WWOX na fenotyp glikolityczny oraz
transport glukozy w warunkach hiperglikemii, sugerujac rolg WWOX w utrzymywaniu wrazliwosci
fibroblastow na insuling oraz potencjalne kliniczne znaczenie tego biatka w leczeniu cukrzycy
cigzowej.

Wskazany w publikacji udzial Kandydatki w badaniu obejmowal gléwnie metodyke,
przeprowadzenie eksperymentdw, analize i przechowywanie danych oraz przygotowanie artykutu.

W trzeciej publikacji Doktorantka dokonata przegladu literaturowego dotyczacego obecnego
stanu wiedzy na temat udzialu WWOX w metabolizmie. Praca ukazala si¢ w czasopismie Journal of
Molecular Medicine w 2022 r. (IF=5,606; 140 pkt MNiSW) i powstala w oparciu o 112 artykutéw
naukowych, z ktérych ponad potowe stanowig prace opublikowane w ostatnich 10 latach. Na
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podstawie wynikéw badan eksperymentalnych z zastosowaniem modeli komorkowych i zwierzecych,
omoéwiona zostata migdzy innymi rola WWOX w metabolizmie kosci, steroidow, cholesterolu oraz
glukozy. Artykul ma charakter ,narrative review”, a udzial Kandydatki w przygotowaniu publikacji
byt najwigkszy w poréwnaniu z pozostalymi dwoma wspotautorami pracy (objat przeglad literatury i
napisanie pracy).

Uzyskane wyniki badan wiasnych oraz dokonany przeglad literatury sklonity Doktorantke do
podsumowania rozprawy szescioma trafnymi i ciekawymi wnioskami, wskazujagcymi na mozliwy
udziat genu WWOX w patogenezie cukrzycy cigzowej, a takze wystepowanie w tej chorobie efektu
Warburga, powstajacego w wyniku zaburzonej ekspresji WWOX i HIF1A. Zaréwno uzyskane wyniki
jak i sformulowane przez Doktorantke wnioski stanowig istotng wartos¢ naukows, poniewaz
dostarczajg nowych informacji i hipotez na temat potencjalnych mechanizméw molekularnych
lezacych u podstaw cukrzycy ciazowej. Ponadto, wyniki moga mie¢ znaczenie kliniczne.

Podsumowujac, rozprawa dotyczy choroby bedacej istotnym w wymiarze globalnym
problemem zdrowotnym i jest oparta na ciekawych badaniach o charakterze poznawczym. Publikacje
sktadajace si¢ na cykl sg spdjne tematycznie i w sposob kompleksowy odpowiadaja postawionym
przez Doktorantke celom badawczym. Wkiad Autorki w opisane badania oraz powstanie publikacji
nalezy uzna¢ za znaczacy. Na szczegdlng uwage zastuguje proba potaczenia obserwacji z badania
epidemiologicznego z wynikami eksperymentu mechanistycznego opartego na modelu ludzkich
komoérek z knockoutem genu WWOX. Na podstawie niniejszej rozprawy doktorskiej, stwierdzam, iz
mgr inz. Izabela Baryla potrafi prawidlowo przeprowadzi¢ badania obserwacyjne i empiryczne, a
nastepnie poprawnie zinterpretowa¢ ich wyniki. Ponadto, wysoki poziom dyskusji wynikow
zawartych w pracach oryginalnych swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Praca stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a Kandydatka udowodnita, iz posiada umiej¢tnosé
samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

W opinii Recenzenta rozprawa doktorska spetlnia warunki okreslone w ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym. Wnioskuje do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w
Y.odzi o dopuszczenie mgr inz. Izabeli Baryly do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, oraz o
wyrdznienie niniejszej rozprawy, z uwagi na jej wysoki poziom naukowy.
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