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»Charakterystyka kliniczna dzieci z otyloscia

w relacji do polimorfizméw NR3C1I ,,

Otytos¢ jest wynikiem diugotrwalego zaburzenia rownowagi miedzy iloscia dostarczanej
energii a jej wydatkowaniem. Regulacja energetyczna organizmu podlega zaréwno czynnikom
genetycznym, jak i Srodowiskowym. Obecnie szacuje sie, ze udzial czynnika genetycznego w
powstawaniu otylosci wynosi 40-60%. Analizujac przyczyny otylosci, nalezy réwniez wziaé pod
uwage, ze predyspozycja genetyczna nie ogranicza sie do konkretnej liczby genéw, lecz bardziej
ztozonego kompleksu ogromnej réznorodnoéci genéw. Geny te mogg posrednio lub bezposrednio
oddziatywa¢ wzajemnie na siebie na wielu poziomach, wskutek czego kilka lub wiecej genéw moze
funkcjonowa¢ wspéldziatajac lub zachowywaé sie Jak modyfikatory oddziatywujace na fenotyp.
Oprocz interakcji genéw wzgledem siebie, réwniez $rodowisko moze wspoltdziata¢ z uktadem
genetycznym na wielu poziomach. Identyfikacja klinicznie istotnych gendw wymaga przeprowadzenia
odpowiednich badan typowania genéw kandydujacych, ktére maja lub sugeruja zwigzek z
przemianami metabolicznymi. Dzieki postepowi biologii molekularnej mozliwa jest analiza

wystepowania polimorfizméw w tych genach.

Tym wigksza jest wartos¢ badan podjetych przez lek med. [zabelg Krzysko-Pieczka zakonczonych
pracg pod tytulem ,, Charakterystyka kliniczna dzieci z otyloscia w relacji do polimorfizméow
NR3CI ,, stanowigcg wazny element w wyjasnieniu etiologii , diagnostyki i ewentualnych

mozliwosci leczenia otytosci u dzieci i mlodziezy.



Redakcja przedlozonej pracy, poprawnos¢ metodyczna, warto$¢ merytoryczna

przedstawionych wynikow, ocena wnioskow pracy.

Praca (117 stronnicowa) napisana jest w ukladzie typowym dla rozpraw doktorskich: sklada
sie z obszernego Wstepu zawierajacego 3 podrozdziaty oraz CzeSci badawczej, w ktdrej
autorka przedstawita Zalozenia i Cele pracy , Material i metody, Wyniki badan oraz Dyskusjg
zakoficzona sze$cioma Wnioskami, 164 pozycjami aktualnego i starannie dobranego
Pi$miennictwa oraz zwiezlym i rzetelnym Sireszczeniem, dopelionych wlasciwymi spisami

rycin i tabel.

Nastepujgce po sobie podrozdzialy Wstepu wprowadzaja czytelnika w aktualny przeglad
zagadnien zwigzanych z tematyka pracy takich jak: kryteria rozpoznania otylosci,
epidemiologia, etiologia, genetyczne podloze otylosci. W kolejnym podrozdziale wstgpu
Autorka przedstawia najnowsze informacje zwigzane z powiktaniami otylosci u dzieci i
mlodziezy. Na szczegélna uwage zastuguje 2 podrozdziat wstgpu dotyczacy zaburzen
hormonalnych w otylosci, w ktorym doktorantka opisata w jasny i klarowny sposob
skomplikowane zagadnienia dotyczace mechanizméw powstawania miedzy innymi
insulinoopornosci, zmian w zakresie osi tarczycowej, osi hormonu wzrostu, wreszcie w 0si
podwzgorze-przysadka nadnercza. Ostatnia bardzo interesujagca cze$¢ wstepu dotyczyla
glikokortykoisteroidow. Doktorantka przedstawita aktualne informacje na temat ich roli w
organizmie, a w szczego6lnosci: mechanizmu ich dziatania, wptywu na metabolizm glukozy,
biatek i lipidéw oraz na wybrane uklady i narzady. Szczegolne zainteresowanie i uwage w tej
czesci wstepu wzbudzily aktualne informacje na temat polimorfizméw genu receptora

glikokortykosteroidowego (NR3C1).

Rozpoczynajac Czesé badawczqg Autorka przedstawita zasadnicze zalozenia i cele swojej

pracy jakimi byly:

e rozpoznanie, jak czesto w populacji dzieci i mlodziezy z otytoscia wystepuja okreslone
polimorfizmy genu NR3CI: N363S (rs6195; 1s56149945), Bcll (rs41423247) oraz
ER22/23EK  (rs6189+rs6190), warunkujace mniejsza lub wicksza wrazliwos¢
na dziatanie GKS ;

e oraz ustalenie, czy wystepuja korelacje migdzy obecnoscig badanych wariantow

NR3C1, a manifestacja kliniczna otytosci u badanych pacjentow.



Cele szczegolowe zawieraly si¢ w pytaniach:

e Czy w populacji dzieci z otyloscia czesciej niz w populaciji 0s6b szczuplych wystepuja
polimorfizmy zwigzane z wigksza wrazliwoécia na GKS, a rzadziej te zwigzane z
wieksza opornoscig na GKS?

e Czy wystgpowanie polimorfizmu zwigzanego z wieksza wrazliwoscig na GK'S koreluje
z wigkszym ryzykiem rozwoju wybranych powiktan otylogci?

e Czy wystgpowanie polimorfizmu zwigzanego z wigksza opornoscia na GKS koreluje

z metabolicznie korzystniejszym profilem chorego?

Wyznaczone cele Autorka realizowata dzigki przemys$lanej i doskonale opracowanej
metodyce badania oraz przeprowadzonej analizie statystycznej przedstawionych w rozdziale
Material i metody. Zgode na przeprowadzenie badania wydata Komisja Bioetyczna przy
Uniwersytecie Medycznym im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu Medycznego (Uchwata

233/13).

Pacjenci wlaczeni do badan byli rekrutowani sposréd dzieci kierowanych do Kliniki
Diabetologii i Otylosci Wieku Rozwojowego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu celem
diagnostyki zagrozen komplikacjami z powodu wystepujacej u nich nadmiernej masy ciala
(nadwagi badz otylosci). Przebadano 247 dzieci (132 dziewczat i 115 chlopcow) w wieku od
2 do 17 lat. Srednia wieku wynosita 12,37 + 3,60 lat. Sposréd oséb u ktérych oceniano
stopien dojrzewania plciowego — 22% znajdowalo sie w okresie przedpokwitaniowym
(stadium I wedlug skali Tannera), a 78% w okresie pokwitania i po jego zakonczeniu
(stadium II-V wedlug skali Tannera).

U wszystkich dzieci w zwigzku z powodem przyjecia do Kliniki rutynowo wykonano badania
charakteryzujace ich cechy antropometryczne, stan metaboliczny oraz hormonalny. Ponadto,
przedstawicielom ustawowym pacjentéw przedstawiano cele i metody badania, a po
wyrazeniu przez nich pisemnej zgody na badania genetyczne, pobierano dodatkowsg porcje 5
ml krwi do probéwek z EDTA. W przypadku nieletnich po ukoriczeniu 16-tego roku zycia byla tez
uzyskiwana ich zgoda na udziat w badaniu. Pobrang krew przekazywano do Zakladu Patologii
Molekularnej Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, gdzie
prowadzone byly analizy molekularne polimorfizméw genu GR NR3CI: N363S (rs6195;
rs56149945), Bell (1s41423247) oraz ER22/23EK (rs6189+rs6190).



Grupe kontrolng dla badan genetycznych stanowito 568 zdrowych i szczuplych dorostych. Ich
anonimowe probki krwi uzyskano z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa 1 Krwio-
lecznictwa w Poznaniu. Do badan wykorzystano krew pozostajaca po badaniach wymaganych
dla kwalifikacji krwiodawcéw. Dostepne dane kliniczne obejmowaly wiek, ple¢ oraz BMI
ochotnikéw. Srednia ich wieku wynosita 38,10 + 10,20 lat, a $rednia BMI 23,60 +
1,30 kg/m2. Nie przeprowadzono u nich zadnych dodatkowych badan celem oceny
parametréw  antropometrycznych, stanu  metabolicznego  czy hormonalnego, ale
zakwalifikowanie ich jako dawcéw krwi, bylo uwarunkowane tym, ze nie posiadali oni
zadnych choréb przewleklych w tym autoimmunizacyjnych, cukrzycy, czy choréb uktadu
sercowo-naczyniowego. Do wykorzystania w projekcie wybrano probki krwi od o0sob,
ktorych BMI wskazywat na brak otylo$ci lub nadwagi.

W grupie badanej przeprowadzono badania antropometryczne, oceng sktadu masy ciala, test
doustnego obcigzenia glukoza, oraz poziom insuliny, obliczono wskazniki insulinoopornosci,
wykonywano badania lipidogramu, hemoglobiny glikowanej, przeciwcial przeciwko
insulinie, fosfatazie tyrozyny, dekarboksylazie kwasu glutaminowego, tyroperoksydazie,
tyreoglobulinie. Material do badan molekularnych stanowito DNA izolowane z leukocytow
krwi obwodowej 0séb badanych. Analizy molekularne polimorfizméw genu receptora GKS
(NR3CI) przeprowadzono w Zakladzie Patologii Molekularnej, Instytutu Genetyki Czlowieka
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, w ramach wspétpracy w programie badawczym - grant
im. Profesora Artura Czyzyka pozyskany z Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego:
,Znaczenie gendw kontrolujgcych dostgpnos¢ i dzialanie glikokortykosteroidow dla rozwoju

insulinoopornosci i zagrozenia cukrzycq typu 2 u dzieci i mlodziezy z otylosciq”.

Wyniki swoich badan Autorka czytelnie przedstawila na 5 rycinach i w 30 tabelach.
Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czgstosci wystepowania trzech badanych
wariantéw polimorficznych miedzy osobami otytymi i szczuplymi (wszystkie wartosci p>
0,05). W odniesieniu do badanych zmian skérnych, w przypadku polimorfizmu rs6195,
wbrew wstepnym zaloZeniom, rogowacenie ciemne stwierdzono istotnie czescie] u
homozygot typu dzikiego (AA), niz u 0s6b z testowanym polimorfizmem (genotypy AG
i GG): (odpowiednio 71,7% i36,0%) (p<0,001). W odniesieniu do sktadu masy ciala, w
przypadku polimorfizmu rs6195, réwniez wbrew wstgpnym zalozeniom, u 0s0b
7 polimorfizmem (genotypy AG i GG), w poréwnaniu do 0s6b z typem dzikim genu (genotyp
AA), stwierdzono nizsza srednig (p=0,007) i procentowa (p=0,016) zawarto$¢ calkowitej

masy tluszczowej w organizmie odpowiednio 24,72 + 10,53 kg (35,13 + 4,64% masy ciala) i



33,41 £ 15,15 kg (39,16 £ 7,41% masy ciata), w tym mniejsza srednig (p=0,010) i procentowa
(p=0,007) zawarto$¢ masy tluszczowej w obrebie tutowia — odpowiednio 10,88 + 4,75 kg
(29,76 £ 5,09% masy ciata) i 14,29 + 5,70 kg (34,29 + 7.27% masy ciala) oraz wyzsza
catkowita zawartos¢ wody w organizmie (p=0,014) — odpowiednio 47,49 + 3,42% masy ciala
1 46,89 + 3,84% masy ciala. W zakresie badanej rownowagi insulinowo-glikemicznej w
odniesieniu do polimorfizmu rs6189+rs6190, u nosicieli polimorfizmu (heterozygoty
GA/GA), w poréwnaniu do homozygot typu dzikiego (GG/GG), ponownie wbrew wstepnym
zatozeniom, odnotowano istotnie wyzsze stezenie insuliny w 120 minucie OGTT (p=0,025) —
odpowiednio 145,23 + 108,78 pU/ml i74,03 + 58,64 pU/ml. W obrebie badanych
przeciwcial, w przypadku polimorfizmu rs6195 istotng statystycznie réznicg stwierdzono dla
przeciwcial antyGAD charakterystycznych dla cukrzycy typu 1 (p=0,009), ktére wystepowaty
u wigkszej liczby oséb z polimorfizmem (genotypy AG lub GG) (20%), w poréwnaniu do
0s6b bez jego obecnosci (AA) (4,08%).

Uznanie recenzenta wzbudzil rozdzial Dyskusja, w ktérym Doktorantka bez powtérzen,
analizuje wyniki swoich badan. Uzyskane przez siebie wyniki dyskutuje, zestawiajac je w
kontrpropozycjach do osiagni¢¢ najwazniejszych badaczy z omawianego tematu. Podkresli¢
nalezy swade i latwo$¢ zestawiania kluczowych probleméw, wynikajacych z oceny
uzyskanych w rozprawie wynikéw z opiniami innych autoréw, co swiadczy o duzej wiedzy
Autorki. Uznanie recenzenta wzbudzil réwniez podziat dyskusji na czgsci omawiajgce zalety
swojego badania, jego ograniczenia oraz perspektywy dalszych badan.

Czynnikami ograniczajacymi i budzacymi watpliwosci w opinii recenzenta moze by¢
dysproporcja liczebna miedzy przedstawicielami nosicieli polimorfizmu, a homozygotami
typu dzikiego, szczegdlnie w odniesieniu do rs6195 i rs6189+rs6190 co zauwazyla réwniez
Autorka, piszgc o tym w ograniczeniach pracy. Watpliwo$é moze prowokowac¢ takze dobor
grupy kontrolnej wylacznie z 0s6b dorostych i poréwnanie wynikow z grupg badana w wieku
rozwojowym. Czynnikiem utrudniajgcym ocene wynikéw jest fakt, ze grupe badang stanowili
pacjenci z otyloscia, ktéra sama w sobie jest stanem réznorodnego wpltywu wielu
polimorfizméw genéw oraz wpltywow Srodowiskowych skutkujacych zaburzeniami zaréwno
metabolicznymi jak i w regulacji wielu proceséw, ktére w sposob bezposredni i posredni
mogg wplywaé na sekrecje i metabolizm steroidéw, w tym kortyzolu. Bardzo interesujgcym
wynikiem pracy jest w przypadku polimorfizmu rs6195 stwierdzenie statystycznie istotnie
roznicy dla przeciwcial antyGAD charakterystycznych dla cukrzycy typu 1 (p=0,009), ktére
wystgpowaly u wigkszej liczby 0s6b z polimorfizmem (genotypy AG lub GG@G), w poréwnaniu

do 0s6b bez jego obecnosci (AA). To odkrycie , powinno byé przedmiotem dalszych badan w



kontekécie mozliwosci wyjasnienia rozwijajacych si¢ u 0s6b otytych powiklan
metabolicznych.

Po przeprowadzonej dyskusji Doktorantka przedstawila wnioski, ktore byly odpowiedzia na
postawione przez siebie cele pracy. W ocenianej pracy Recenzent znalazl niewielkie bledy
interpunkcyjne, ujednolicenia wymagatoby forma przedstawienia pozycji piSmiennictwa,
ktére zawiera 164 dobrze dobranych i aktualnych pozycji, glownie obcojezycznych i pod tym

wzgledem nie budzi zastrzezen.

Whiosek koncowy

Mimo przedstawionych wyzej uwag recenzowana rozprawa doktorska Pani Izabeli Krzysko-
Pieczka ,,Charakterystyka kliniczna dzieci z otyloscia w relacji do polimorfizméw NR3CI”’
jest oryginalnym i rzetelnym wkladem w rozwoj wiedzy na ten temat. Odpowiada w peini
warunkom stawianym pracom na stopien doktora nauk medycznych, dlatego wnioskuj¢ o
dopuszczenie Pani Izabeli Krzysko-Pieczka do dalszych etapow obrony pracy doktorskiej,

wedtug stosownych wymagan i przepisow prawa.
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