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1. WPROWADZENIE 

 

Niniejsza dysertacja doktorska pt. „Profil metylacji DNA związany z zaburzeniami 

metabolicznymi u pacjentów z otyłością”, powstała w oparciu o cykl tematycznie 

powiązanych artykułów oryginalnych opublikowanych w międzynarodowych 

czasopismach naukowych znajdujących się na listach MNiSW, indeksowanych w bazie 

PubMed oraz znajdujących się na Liście Filadelfijskiej (Journal Citation Reports). 

 

Na pracę doktorską składają się następujące publikacje: 

 

1.  DNA methylation microarrays identify epigenetically regulated lipid related 

genes in obese patients with hypercholesterolemia. 

Płatek T, Polus A, Góralska J, Raźny U, Gruca A, Kieć-Wilk B, Zabielski P, Kapusta 

M, Słowińska-Solnica K, Solnica B, Malczewska-Malec M, Dembińska-Kieć A. Mol 

Med. 2020 Oct 7;26(1):93 (IF= 6.354, MNiSW: 100.000).  

 

2.  Epigenetic regulation of processes related to high level of fibroblast growth 

factor 21 in obese subjects. 

Płatek T, Polus A, Góralska J, Raźny U, Dziewońska A, Micek A, Dembińska-Kieć A,   

Solnica B, Malczewska-Malec M. Genes (Basel). 2021 Feb 21;12(2):307 (IF= 4.096, 

MNiSW: 100.000).  

Wymienione artykuły będą cytowane w pracy jako publikacje 1, 2. 

Sumaryczna wartość współczynnika oddziaływania (Impact Factor (IF)) według 

Thomson Reuters Journal Citation Reports dla wymienionych czasopism wynosi 10,45 

oraz według wykazu czasopism naukowych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa 

Wyższego (MNiSW) wynosi 200 punktów za 2020 rok. 
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2. WYKAZ ZASTOSOWANYCH SKRÓTÓW 

ALT - aminotransferaza alaninowa, (ang. alanine aminotransferase), 

BMI - wskaźnik masy ciała, (ang. Body mass index), 

BIOCLAIMS- akronim projektu pt. Biomarkery stałości równowagi metabolicznej 

regulowanej dietą, (ang. BIOmarkers of Robustness of Metabolic Homeostasis for 

Nutrigenomics-derived Health CLAIMS Made on Food), 

DNTM1 - metylotransferaza DNA typu I (ang. DNA methyltransferase 1), 

DNTM3A - metylotransferaza DNA typu III A (ang. DNA methyltransferase 3 alpha), 

DNTM3B - metylotransferaza DNA typu III B (ang. DNA methyltransferase 3 beta), 

FGF21 - czynnik wzrostu fibroblastów 21 (ang. fibroblast growth factor 21),  

FFA - wolne kwasy tłuszczowe (ang. free fatty acids), 

GGT - gamma – glutamylotranspetydaza (ang. gamma-glutamyltransferase), 

GIP - glukozozależny peptyd insulinotropowy (ang. glucose-dependent insulinotropic 

polypeptide), 

GWAS - badanie asocjacyjne całego genomu (ang. genome-wide association studies), 

HDL - lipoproteina o wysokiej gęstości (ang. high-density lipoprotein), 

HOMA-IR - wskaźnik oceny modelu homeostazy oporności na insulinę (ang. 

homeostasis model assessment of insulin resistance), 

IL-6 - interleukina 6 (ang. Interleukin 6), 

LDL-CH - cholesterol LDL (ang. low-density lipoprotein cholesterol), 

LDL - lipoproteina o niskiej gęstości (ang. low-density lipoprotein), 

MBPs - białka wiążące grupy metylowe (ang. methyl-CpG-binding proteins), 

MCP1 - białko chemotaktyczne monocytów (ang. monocyte chemoattractant protein-

1), 

NAFLD - niealkoholowa stłuszczeniowa choroba wątroby (ang. nonalcoholic fatty liver 

disease), 
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NR1H2 - wątrobowy receptor X beta (ang. liver X receptor beta), 

PPARα - receptor aktywowany proliferatorami peroksysomów alfa (ang. peroxisome 

proliferator-activated receptor alpha), 

PUFA - wielonienasycone kwasy tłuszczowe (ang. polyunsaturated fatty acids), 

SREBP - białko wiążące element regulatorowy sterolu (ang. sterol regulatory element 

binding transcription factor 1), 

TG – triglicerydy (ang. triglicerides), 

TLDA - mikromacierze o niskiej gęstości z sondami TaqMan (ang. TaqMan low-

density array), 

TNFα - czynnik martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor α) 

VEGF - czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth 

factor), 

VLDL - lipoproteina o bardzo małej gęstości (ang. very-low-density lipoprotein), 

WHR - stosunek obwodu talii do obwodu bioder (ang. waist-hip ratio). 
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3. OPIS PROJEKTU 

3.1. WSTĘP I UZASADNIENIE PRACY 

Otyłość jest przewlekłą chorobą charakteryzującą się nadmiernym i/lub 

nieprawidłowym gromadzeniem się tkanki tłuszczowej, która dotyka ponad 650 

milionów ludzi na świecie [1]. Choroba ta prowadzi do rozwoju wielu metabolicznych 

powikłań i w wydatny sposób zwiększa ryzyko rozwoju chorób układu sercowo-

naczyniowego. Rozpowszechnienie otyłości stale narasta wśród populacji dorosłych 

i dzieci. Światowe dane dotyczące lat 1975- 2016 wskazują na niemal trzykrotny wzrost 

liczby osób dotkniętych tą chorobą [2]. Występowanie otyłości wiąże się ze 

zwiększonym ryzykiem rozwoju chorób towarzyszących takich jak cukrzyca typu 2, 

dyslipidemia, niealkoholowa stłuszczeniowa choroba wątroby (ang. NAFLD), 

nadciśnienie tętnicze, choroby układu krążenia, zespoły otępienne, choroba 

zwyrodnieniowa stawów oraz nowotwory [2]. 

Za etiologię otyłości uznaje się złożone interakcje czynników środowiskowych 

z indywidualnymi predyspozycjami genetycznymi [3]. Obesogenne czynniki 

środowiskowe obejmują głównie niską aktywność fizyczną oraz nieprawidłowe nawyki 

żywieniowe, takie jak nadmierne spożycie kalorii pochodzących z rafinowanych 

węglowodanów i tłuszczów zwierzęcych [4]. Do rozwoju otyłości przyczyniają się 

również wybrane endokrynopatie, czynniki psychologiczne, genetyczne, społeczne oraz 

czynniki jatrogenne – głównie efekty uboczne stosowania farmakoterapii [5].  

Duży wpływ na rozwój otyłości ma odziedziczony po rodzicach zestaw wariantów 

genetycznych. Udział czynników dziedzicznych w zmienności masy ciała ocenia się na 

40 – 75 % [6]. Szacuje się, że podłoże genetyczne odpowiada za 40% do 50% 

zmienności wagi ciała odnosząc się do całej populacji, ale jest niższe wśród osób 

o normalnej wadze (około 30%) i znacznie wyższe w subpopulacji osób z otyłością 

i ciężką otyłością (około 60% do 80%) [6]. Wyróżnia się 3 rodzaje otyłości genetycznie 

uwarunkowanej: otyłość zespołową, niezespołową otyłość jednogenową i otyłość 

wielogenową. Zaledwie bardzo mały odsetek przypadków otyłości stanowi otyłość 

zespołowa [7, 8]. Obecnie znanych jest 79 zespołów syndromicznych, czyli 

wrodzonych zespołów chorobowych, których podłożem są mutacje w genach 

plejotropowych lub rearanżacje chromosomowe [7, 9]. Przykładami są m. in. Zespół 

Pradera-Willego (zaburzone piętnowanie genomowe regionu chromosomu 15q11-13), 

Zespół Bardeta i Biedla (zidentyfikowano mutacje w 21 genach: BBS1, BBS2, ARL6 



9 
 

(BBS3), BBS4, BBS5, MKKS (BBS6), BBS7, TTC8 (BBS8), BBS9, BBS10, TRIM32 

(BBS11), BBS12, MKS1 (BBS13), CEP290 (BBS14), WDPCP (BBS15), SDCCAG8 

(BBS16), LZTFL1 (BBS17), BBIP1 (BBS18), IFT27 (BBS19), IFT72 (BBS20) 

i C8ORF37(BBS21)), Zespół Alstrӧma (mutacje w genie ALMS1), Zespół łamliwego 

chromosomu X (transkrypcyjne wyciszenie genu FMR1), Zespół WAGR (ang. Wilms-

Tumour-Aniridia Syndrom, delecje chromosomu 11p14), Zespół Downa (trisomia 

chromosomu 21) czy Zespół Turnera  (monosomia chromosomu X) [7, 8, 9].  

Najczęstszą przyczyną rozwoju niezespołowej otyłości jednogenowej są mutacje 

w genach: MC4R, LEP, LEPR, PCSK1, ADCY3 i POMC, odgrywające rolę w regulacji 

homeostazy energetycznej mediowanej przez szlak leptyna-melanokortyna oraz mutacje 

genów kontrolujących apetyt (NPY, FTO, GHSR i MC3R) [7, 9, 10]. Wielogenowa 

forma otyłości rozwija się jako efekt obecności polimorfizmów genetycznych wielu 

różnych genów i ich interakcji z czynnikami środowiskowymi [10]. Najważniejszą rolę 

odgrywają polimorfizmy genów kontrolujących wydzielanie i działanie insuliny, 

regulujących apetyt i sytość, adipogenezę oraz metabolizm energetyczny i lipidowy 

(BDNF, NEGR1, TCF7L2, IRS1, MAP2K5, SLC6A14, ADRB1, ADRB2, ADRB3, UCP1, 

UCP2 i UCP3) [7, 10]. Wyniki ostatnich badań naukowych ujawniają kolejne warianty 

genetyczne predysponujące do rozwoju otyłości [11, 12]. W dwóch metaanalizach 

z wykorzystaniem badania asocjacyjnego całego genomu (GWAS- genome wide 

association studies) przeprowadzonych na kohorcie około 700 tys. osób wykazano 

istnienie 536 genowych loci związanych ze zmiennością wartości BMI (wskaźnika 

masy ciała) oraz 346 związanych ze zmiennością wskaźnika WHR (stosunek obwodu 

talii do obwodu bioder) skorygowanego do wartości BMI [8, 11, 12]. Potencjalne nowe 

geny kandydujące zidentyfikowane przez GWAS to m.in. GNPDA2, BDNF, NEGR1, 

SH2B1, ETV5, MTCH2, KCTD15, RBJ, GPRC5B, MAP2K5, QPCTL, TNNI3K, 

SLC39A8, FLJ35779, LRRN6C, TMEM160, FANCL, CADM2, PRKD1, LRP1B, 

PTBP2, MTIF3, ZNF608, RPL27A, NUDT3, HSD17B12, STAG3L1, KRTCAP2, 

THBS3, FAM150B, VRK2, RFTN, WDR6, NSD1, KCNH2, BNC2, RALGPS, PLCE1, 

AP0066212.1, ORAOV1, MAP4K5 i ASB16 [11, 13 - 15]. 

W ostatnim dziesięcioleciu dynamicznie rozwijają się badania epigenetyczne 

w otyłości. Epigenetyka jest dziedziną nauki badającą dziedziczne zmiany funkcji 

genów, które nie są związane ze zmianami w sekwencji nukleotydów w DNA [16]. 

Regulacja epigenetyczna transkrypcji genów, może zachodzić poprzez chemiczną 

modyfikację chromatyny (metylację DNA) oraz liczne potranslacyjne modyfikacje 
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histonów (takie jak acetylacja, metylacja, fosforylacja, ubikwitynacja i sumoilacja) oraz 

syntezę niekodującego mikroRNA [17, 18, 19].  

W ostatnich latach, coraz częściej podkreśla się, że modyfikacje epigenetyczne 

tłumaczą mechanizmy oddziaływania czynników środowiskowych na ekspresję genów 

związanych z rozwojem otyłości i jej powikłań, zwłaszcza metabolicznych [16]. 

Proces metylacji DNA polega na kowalencyjnym przyłączeniu grupy metylowej do 

piątego atomu węgla pierścienia cytozyny [20]. Metylacja dinukleotydów cytozyna-

guanina w obrębie promotorów genów oraz istotnych miejsc regulatorowych może 

blokować wiązanie czynników transkrypcyjnych i / lub białek wiążących grupy 

metylowe (MBPs) wyciszając transkrypcję genów [20, 21]. Fizjologicznie metylacja 

DNA odgrywa ważną rolę w inaktywacji chromosomu X, monoallelicznej ekspresji 

genów podlegających piętnowaniu rodzicielskiemu, regulacji różnicowania komórek, 

ekspresji genów specyficznych dla komórki, oraz utrzymaniu stabilności i struktury 

genomu [16, 22]. Metylacja DNA jest komórkowo i tkankowo-specyficzna, odwracalna, 

oraz wrażliwa na wpływ czynników środowiskowych (m. in. przyjmowanych leków, 

dymu papierosowego, zanieczyszczenia powietrza, aktywności fizycznej, podaży 

węglowodanów i kwasów tłuszczowych, a także składu mikrobiomu jelitowego) [7, 22, 

23].    

Metylację cytozyny katalizują enzymy nazywane DNA metylotransferazami. Znane 

są trzy ssacze metylotransferazy: DNTM1, DNTM3A oraz DNTM3B. 

Metylotransferaza DNA typu I (DNTM1) odpowiada za utrzymanie wzoru metylacji 

DNA w trakcie podziałów komórkowych, natomiast metylotransferazy typu III A i B 

(DNTM3A i DNTM3B) odpowiadają za wprowadzanie wzoru metylacji DNA de novo, 

która zachodzi na wczesnym etapie rozwoju zarodkowego [22].  

W badaniach ostatniej dekady wykazano, że geny kontrolujące apetyt: POMC, 

NPY, FTO, MCHR1, ADIPOQ i LEP, oraz geny związane z metabolizmem cholesterolu 

i lipidów: LPL, PPARG, SREBF1, ABCA1, ABCG1 i CPT1A i metabolizmem glukozy: 

IRS1, IGF2/H19 regulowane są również poprzez metylację DNA [7, 24 - 26]. 

Uważa się ze czynniki środowiskowe, które są odpowiedzialne za mechanizmy 

epigenetyczne w otyłości należą głównie do kategorii żywieniowych i fizjologicznych. 

Czynniki te wpływają na metylom w określonym oknie czasowym w życiu osobniczym. 

Nieprawidłowe nawyki żywieniowe modyfikują epigenom tkanki tłuszczowej, 

mięśni szkieletowych, wątroby oraz komórek beta trzustki, prowadząc tym samym do 

dysfunkcji tych narządów [7, 22- 23]. 
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Jak wykazano, dieta bogata w węglowodany rafinowane, nasycone kwasy 

tłuszczowe (zwłaszcza kwas palmitynowy), kwasy tłuszczowe typu trans lub dieta 

wzbogacona o wielonienasycone kwasy tłuszczowe (n-3 PUFA) może istotnie hamować 

lub aktywować transkrypcję wielu genów [16, 27 - 29]. Podobny efekt zaobserwowano 

przy nadmiernej podaży kalorii lub w wyniku znacznych restrykcji kalorycznych, 

a także po zabiegach bariatrycznych [27, 30 – 36]. 

Szczególnym okresem zwiększonej podatności na działanie aktywnych składników 

pożywienia na genom jest okres prenatalny i wczesny okres rozwojowy. Coraz 

liczniejsze doniesienia naukowe wskazują, że dieta matek w czasie ciąży wpływa na 

epigenom potomstwa. Zaobserwowano istotną korelację między wskaźnikiem masy 

ciała (BMI) matki przed i we wczesnym okresie ciąży i metylacją DNA w 86 loci we 

krwi noworodków [37]. Kolejne badania na ludziach wykazały, że na status metylacji 

DNA genu POMC u potomstwa ma wpływ sposób odżywiania matki w pierwszym 

trymestrze ciąży, co zostało powiązane ze zwiększonym ryzykiem rozwoju otyłości 

u dzieci i dorosłych [38, 39].  

W ostatnich latach wykazano też ścisłe powiązania pomiędzy procesem starzenia 

się organizmu, otyłością i statusem metylacji DNA wybranych genów [40, 41, 42]. 

Zauważono, że metylacja DNA genów i ekspresja mRNA w tkance tłuszczowej osób 

otyłych jest odmienna w porównaniu z osobami o prawidłowej masie ciała [43, 44]. 

Obserwowany w otyłości rozwój przewlekłego stanu zapalnego, insulinooporności, 

dyslipidemii i stresu oksydacyjnego, to czynniki, które nasilają związane z wiekiem 

zmiany w profilu metylacji DNA wybranych genów [19, 44, 45]. Dodatkowym 

czynnikiem, który może wpływać na procesy epigenetyczne w otyłości jest odmienny 

skład mikrobiomu jelitowego [46]. 

Tkanka tłuszczowa jest narządem aktywnym wydzielniczo, bowiem w jej obrębie 

produkowane są liczne substancje o działaniu endokrynnym i zapalnym, określane 

mianem „adipocytokin”, które regulują ogólnoustrojowe przemiany metaboliczne [8]. 

Ekspansja tkanki tłuszczowej prowadzi do zmian w jej anatomii i fizjologii. W otyłości 

obserwujemy nasilone zmiany w ekspresji adipocytokin, za co odpowiedzialne są 

przynajmniej częściowo modyfikacje epigenetyczne. Wykazano na przykład, że 

metylacja DNA odgrywa kluczową rolę w procesie represji syntezy adiponektyny 

i zwiększonej produkcji leptyny czy TNFα (czynnika martwicy nowotworów) [47, 48, 

49]. Niemniej jednak, szczegółowa wiedza na temat mechanizmów epigenetycznych 

regulacji syntezy wielu adipocytokin jest nadal ograniczona. Dysfunkcja tkanki 
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tłuszczowej prowadzi do rozwoju wielu zaburzeń metabolicznych, takich jak 

insulinoporność i w konsekwencji zaburzenia węglowodanowe, czy upośledzony 

metabolizm i klirens lipoprotein [50- 52]. Dyslipidemia jest częstym zaburzeniem 

występującym w otyłości i charakteryzuje się głównie zwiększonym stężeniem we krwi 

lipoprotein o bardzo niskiej gęstości (VLDL) i zmniejszonym stężeniem lipoprotein 

o dużej gęstości (HDL). Często obserwuje się też podwyższone stężenie lipoprotein 

o niskiej gęstości (LDL) z równoczesną zmianą ich fenotypu (małe, gęste cząsteczki) 

[8]. Otyłość i jej metaboliczne powikłania w wydatny sposób zwiększają ryzyko 

rozwoju chorób układu sercowo-naczyniowego [53].  

Ekspansja brzusznej tkanki tłuszczowej i zwiększenie zawartości tłuszczu 

w obrębie wątroby prowadzą do podwyższonego stężenia FGF21 w surowicy [54]. 

Zaobserwowano korelację między poziomami FGF21 a profilem lipidowym (TG, HDL 

i LDL) oraz insulinowrażliwością/opornością (HOMA-IR, insuliną na czczo), 

poziomem adiponektyny, wysokim ciśnieniem krwi, wskaźnikiem BMI i wiekiem [54]. 

Podwyższone poziomy FGF21 obserwowane są w chorobach związanych ze stresem 

metabolicznym, np. w NAFLD, cukrzycy typu 2, nadciśnieniu tętniczym, miażdżycy, 

retinopatii cukrzycowej, chorobie nerek czy lipodystrofii [54].  

Ocena metylomu we krwi obwodowej, tkance tłuszczowej, wątrobie lub mięśniach 

szkieletowych może wskazać zaburzone szlaki metaboliczne w otyłości. Umożliwia 

poznanie nowych genów kandydatów uczestniczących w złożonych interakcjach 

środowiska i genów. Dodatkowo otwiera możliwości wprowadzania przyszłych strategii 

prewencji i leczenia otyłości wpływając na docelowe geny poprzez zmianę diety i stylu 

życia. 

Podsumowując, przejściowa i odwracalna natura modyfikacji epigenetycznych, 

umożliwia poszukiwanie nowych biomarkerów otyłości, pozwalając identyfikować 

osoby wysokiego ryzyka rozwoju choroby i towarzyszących powikłań. Daje możliwości 

poszukiwania nowych sposobów leczenia.  
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3.2. CELE PRACY: 

Ogólnym celem dysertacji doktorskiej było zbadanie czy istnieją regulacje 

epigenetyczne związane z powikłaniami metabolicznymi u otyłych pacjentów. 

Cele szczegółowe obejmowały: 

Cel 1. Sprawdzenie czy istnieje profil metylacji DNA związany z hipercholesterolemią 

w badanej grupie otyłych pacjentów. 

Cel 2. Znalezienie genów regulowanych poprzez metylację DNA oraz profilu ekspresji 

miRNA związanego z wysokim poziomem czynnika wzrostu fibroblastów 21 (FGF21) 

w surowicy osób otyłych. 
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3.2. METODOLOGIA: 

3.2.1. Opis grupy badawczej: 

Badania zostały przeprowadzone w grupie osób dorosłych z nadwagą i otyłością 

z minimalnym wskaźnikiem BMI powyżej 27. Pacjenci zostali wybrani z projektu pt. 

BIOCLAIMS (Biomarkery stałości równowagi metabolicznej regulowanej dietą, ang. 

BIOmarkers of Robustness of Metabolic Homeostasis for Nutrigenomics-derived 

Health CLAIMS Made on Food), siódmego programu ramowego Wspólnoty 

Europejskiej o numerze 244995. Protokół badań został zatwierdzony przez Komisję 

Bioetyczną Uniwersytetu Jagiellońskiego (numery zgód: KBET/82/B/2009 

i KBET/45/B/2012). Kryteriami wykluczenia z udziału w projekcie były choroby 

układu krążenia, cukrzyca, niewydolność nerek lub wątroby, zaburzenia 

endokrynologiczne, przewlekłe stany zapalne, terapię hormonalną, stosowane leki 

hipolipemizujące lub przeciwzapalne, stosowanie suplementów, palenie lub nadmierne 

spożywanie alkoholu, ciąża lub laktacja. Z danych zebranych w wywiadzie wiadomo, 

że pacjenci prowadzili nieaktywny tryb życia.  

Publikacja 1:  

Badanie przeprowadzono w grupie 137 osób dorosłych z BMI powyżej 27 (min. 

27 – maks. 45 kg /m2), składającej się z kobiet (n= 99) i mężczyzn (n= 38) w wieku od 

25 do 65 lat.  

Porównanie parametrów biochemicznych przeprowadzono w 2 grupach: 

- w grupie z hipercholesterolemią (n= 68) obejmującej pacjentów z poziomem 

cholesterolu LDL (LDL-CH) (≥ 3,4 mmol/l) w surowicy, 

- w grupie kontrolnej (n = 69), która składała się z osób otyłych ze stężeniem 

cholesterolu LDL w surowicy <3,4 mmol/l.  

Publikacja 2: 

Grupa badana obejmowała osoby dorosłe z nadwagą i otyłością (n = 136; 100 

kobiet i 36 mężczyzn) z BMI od 27 do 45 kg/m2. Pacjentów podzielono na 2 grupy na 

podstawie poziomów FGF21 w surowicy na czczo (FGF21 <213 pg/ml i ≥ 213 pg/ml). 

Punktem odcięcia była mediana poziomu FGF21 w surowicy.     

Analizowano 2 grupy badawcze: 
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- grupę badaną (n= 68), która składała się z osób otyłych z wysokim stężeniem FGF21 

(≥ 213 pg / ml) w surowicy, 

- grupę kontrolną (n = 68), która składała się z osób otyłych z niskim stężeniem FGF21 

w surowicy <213 pg/ml. 

3.2.2. Pomiary antropometryczne i badania biochemiczne:    

Wszyscy uczestnicy mieli wykonane pomiary masy ciała, wzrostu, obwodu talii 

i bioder, procentowej zawartości tkanki tłuszczowej oraz ciśnienia krwi. Od 

uczestników pobierano na czczo próbki krwi żylnej, a następnie odwirowywano w celu 

separacji osocza lub surowicy. W surowicy oznaczono stężenie glukozy, insuliny, 

wolnych kwasów tłuszczowych (FFA), cholesterolu całkowitego, cholesterolu HDL, 

triglicerydów (TG), adipokin (adiponektyny, leptyny, rezystyny i wisfatyny), organokin 

(FGF21, czynnika wzrostu fibroblastów 19 (FGF19), miostatyny i iryzyny), markerów 

zapalenia (interleukiny 6 (IL-6), białka C-reaktywnego o wysokiej czułości (hsCRP), 

białka chemotaktycznego monocytów (MCP1), naczyniowej cząsteczki adhezyjnej 1 

(sVCAM-1), płytkowo-śródbłonkowej cząsteczki adhezyjnej 1 (sPECAM-1), 

śródbłonkowej E-selektyny (sEselectin)) oraz czynnika wzrostu śródbłonka 

naczyniowego (VEGF). W osoczu oznaczono stężenie glukozozależnego peptydu 

insulinotropowego (GIP), całkowitą zawartość kwasów tłuszczowych oraz nasyconych 

kwasów tłuszczowych (mirystynowy, palmitynowy, stearynowy, behenowy, 

lignocerynowy i arachidowy), jednonienasyconych kwasów tłuszczowych 

(palmitooleinowy, oleinowy i nerwonowy) i wielonienasyconych kwasów tłuszczowych 

(arachidonowy, linolowy, α-linolenowy, eikosapentaenowy i dokozaheksaenowy).

 Pomiar stężenia glukozy, cholesterolu całkowitego, cholesterolu HDL i TG 

wykonano za pomocą metod enzymatyczno-kolorymetrycznych na analizatorze 

MaxMat. Insulinę oznaczono metodą immunoradiometryczną zestawem INS IRMA 

firmy Diasource, natomiast hsCRP oznaczono metodą immunoturbidymetryczną 

zestawem firmy APTEC Diagnostics. Oznaczenie stężenia poszczególnych kwasów 

tłuszczowych wykonano metodą chromatografii gazowo-cieczowej. Adipokiny, 

organokiny i cytokiny mierzone były metodą immunoenzymatyczną ELISA przy 

udziale komercyjnych zestawów następujących firm (R&D, BioVendor, 

Immunodiagnostik, EMD Milipore). Natomiast FFA zmierzono ilościową metodą 

enzymatyczno-kolorymetryczną zestawem Free Fatty Acids, Half Micro Test firmy 
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Roche. Aktywność aminotransferazy alaninowej (ALT) i gamma – 

glutamylotranspetydazy (GGT) zmierzono na automatycznym analizatorze Hitachi 

cobas c701/702. Stężenie cholesterolu LDL wyliczono według formuły Friedewalda, tj. 

LDL=TC– (HDL + TG/2,2) oraz stężenie nie-HDL według wzoru: nie-HDL= całkowity 

cholesterol - HDL cholesterol. 

3.2.3. Analiza metylacji DNA w leukocytach: 

Do oznaczeń profilu metylacji DNA pobrano krew żylną do probówek EDTA- 

K3 (wersenian trójpotasowy). Analiza metylacji DNA w leukocytach krwi obwodowej 

została wykonana przy udziale wysokoprzepustowych macierzy metylacyjnych firmy 

Agilent Technologies (Human DNA Methylation Microarrays, G4495A-023795). 

Zastosowana macierz zawiera 237 227 oligonukleotydowych sond przytwierdzonych do 

szklanego szkiełka mikromacierzowego. Sondy zaprojektowane zostały do znanych 

wysp CpG (27 627 sond) oraz do regionów obejmujących do 85 nukleotydów w pobliżu 

znanej wyspy CpG, oraz sondy dla niezmetylowanych regionów (5081 sond). 

Z zamrożonej krwi wyizolowano genomowe DNA. Dokonano pomiaru DNA 

ilościowego i jakościowego za pomocą spektrofotometru NanoDrop ND1000. 

Materiałem wyjściowym było 5 µg DNA. Przeprowadzono sonifikację przy pomocy 

homogenizatora ultradźwiękowego Sonopuls HD 2200. Pofragmentowane DNA zostało 

podzielone na 2 części: 4/5 ilości zostało wzięte do immunoprecypitacji, pozostała 1/5 

część została wykorzystana jako próbka referencyjna. Immunoprecypitację fragmentów 

DNA bogatych w 5-metylocytozyny wykonano za pomocą przeciwciała 

monoklonalnego przeciwko 5-metylocytozynie (Monoclonal Antibody to 5-Methyl 

Cytosine / 5-MeC Purified from Acris Antibodies). Następnie przeprowadzono 

amplifikację i wyznakowanie barwnikami fluorescencyjnymi: zmetylowane fragmenty 

DNA znakowano cyjaniną- 3 (Cy-3), natomiast materiał kontrolny znakowano 

cyjaniną- 5 (Cy-5). Przeprowadzono konkurencyjną hybrydyzację DNA 

wyznakowanego Cy-3 i Cy-5 do sond oligonukleotydowych na szkiełku 

mikromacierzowym przez 40 godzin w temperaturze 65ºC w piecu hybrydyzacyjnym. 

Kolejno wykonano odpłukiwanie szkiełka mikromacierzowego zgodnie z instrukcją 

producenta. Skanowanie mikromacierzy przeprowadzono w skanerze DNA Microarray 

Scanner. Ekstrakcję zeskanowanych danych na dane tekstowe przeprowadzono przy 

użyciu oprogramowania Agilent Features Extraction software v 10.10.1.1.  
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Publikacja 1:  

Do przesiewowego badania profilu metylacji DNA w leukocytach krwi 

obwodowej spośród całej kohorty wybrano 10 reprezentatywnych próbek (po 5 na 

grupę dobranych pod względem płci, wieku i BMI: wysoki LDL-CH versus niski LDL-

CH).  

Publikacja 2:  

Wykonano 16 macierzy metylacyjnych w reprezentatywnych próbkach 

(wybranych po 8 na grupę dobranych pod względem płci i BMI: wysoki FGF21 versus 

niski FGF21). 

3.2.4. Badania poziomu ekspresji miRNA metodą Real-Time PCR na 

mikromacierzach TLDA: 

W celu oznaczenia profilu miRNA pobrano krew żylną do probówek 

stabilizujących (PAX gene Blood RNA Tubes), które zamrożono w temperaturze - 

80ºC.  

Następnie miRNA zostało wyekstrahowane przy użyciu zestawu: PAXgene 96 

Blood RNA Kit oraz zestawu do oczyszczania RNA/miRNA: GeneMATRIX Universal 

RNA/miRNA kit. Kolejno dokonano oceny ilości oraz jakości miRNA przy udziale 

analizatora BioAnalyzer 2100 i spektrofotometru NanoDrop ND-1000. Następnie 

przeprowadzono odwrotną transkrypcję przy użyciu zestawów: TaqMan MicroRNA 

Reverse Transcription Kit and MegaPlexHuman Pool A and B i primerów do odwrotnej 

transkrypcji (RT) oraz preamplifikację przy użyciu zestawu: Megaplex™ PreAmp Kit 

i dedykowanych primerów. Do analizy ekspresji miRNA wykorzystano mikromacierze 

o niskiej gęstości z sondami TaqMan (ang. TaqMan Low-Density Array- TLDA), które 

umożliwiają ocenę ilościową 754 ludzkich miRNA. Analizę przeprowadzono metodą 

PCR w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time PCR) na aparacie 7900HT Fast Real-

Time PCR system.  

Publikacja 2:  

W celu ilościowej analizy poziomu ekspresji miRNA w leukocytach wykonano 

16 macierzy TLDA w reprezentatywnych próbkach wybranych po 8 na grupę 

dobranych pod względem płci i BMI (grupa wysoki FGF21 versus niski FGF21). 
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3.2.5. Analizy statystyczne: 

Opracowanie statystyczne danych biochemicznych i antropometrycznych 

zostało wykonane przy użyciu programu Statistica v 13 (StatSoft Polska). Do oceny 

normalności rozkładu zmiennych ciągłych zastosowano test Shapiro–Wilka. Do 

porównywania obu grup w przypadku parametrów o rozkładzie normalnym 

zastosowano test t-studenta niesparowany oraz dla danych nie spełniających warunków 

rozkładu normalnego  test U- Manna–Whitneya. Dla zmiennych nominalnych 

zastosowano test chi-kwadrat. Wartość p< 0,05 uznawano za istotną statystycznie. 

 Analizy statystyczne danych mikromacierzowych zostały wykonane przy 

udziale następującego oprogramowania: Feature extraction software version 10.10.1.1, 

BRB-ArrayTools software version 4.6, GeneSpring version 13 software oraz język 

programowania R. W programie Feature extraction nadano wartości intensywności dla 

dwóch barwników fluorescencyjnych Cy3 i Cy5, odjęto wartości tła oraz obliczono 

stosunek intensywności świecenia Cy3 do Cy5 (ratio of Cy3/Cy5). Normalizację 

danych z mikromacierzy wykonano za pomocą algorytmu Lowess (ang. locally 

weighted scatterplot smoothing) w programie BRB-ArrayTools. Tak przygotowane 

dane były analizowane w programie R. Zastosowano wartości M (logarytmiczny 

stosunek intensywności M=log2 (Cy3/Cy5)) do dalszych analiz statystycznych. Model 

regresji liniowej do porównywania dwóch grup został dostosowany do potencjalnych 

czynników zakłócających, w tym proporcji krwinek z morfologii krwi i wieku 

pacjentów. Użyliśmy funkcje lmFit i eBayes w pakiecie „limma” do budowania modeli 

liniowych i obliczeń z wykorzystaniem testu moderowany test t (obliczono wartość p). 

Uzyskane wartości prawdopodobieństwa były korygowane poprawką na wielokrotne 

testowanie metodą FDR (metodą Benjamini-Hochberg) i pokazano ją jako wartość q.  

Analiza danych miRNA z macierzy TLDA została obliczona za pomocą 

oprogramowania DataAssist v 3.01. Względne poziomy miRNA wyrażono jako 

krotność zmiany ((FC) = średnia geometryczna 2 (−∆Ct grupa badana) / średnia geometryczna 

2 (−∆Ct grupa kontrolna)), w obecności 3 genów (RNU44, RNU48, U6sRNA) zastosowanych 

jako kontrole endogenne. MiRNA z wartością względną FC większą lub równą 2,0 

brano do dalszych analiz statystycznych. 

Szczegółowe opisy zastosowanych analiz statystycznych zostały zamieszczone 

w artykułach cytowanych jako 1 i 2. 
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4. PODSUMOWANIE WYNIKÓW 

Szczegółowe wyniki omówiono w poszczególnych artykułach. 

4.1. Publikacja 1 

Badania biochemiczne:  

Grupa pacjentów z wysokim poziomem LDL-CH w surowicy była porównywalna 

z grupą kontrolną pod względem masy ciała, BMI, obwodu talii, stosunku WHR, 

ciśnienia tętniczego, masy tkanki tłuszczowej oraz wydzielonych adipokin (leptyny 

i adiponektyny). Badana grupa z hipercholesterolemią wykazała nie tylko wyższy 

poziom LDL-CH, ale także cholesterolu całkowitego, TG, cholesterolu nie-HDL 

i stosunku TG/HDL w porównaniu z grupą kontrolną. Całkowita zawartość kwasów 

tłuszczowych w osoczu oraz nasyconych i nienasyconych kwasów tłuszczowych była 

wyższa również w grupie z wysokim LDL-CH. Różnice biochemiczne między grupą 

badaną, a kontrolną pozostały w mniejszych podgrupach wybranych do badań metylacji 

DNA.  

Badania metylacji DNA:  

 W analizie różnicowej metylacji DNA zidentyfikowano 7480 sond istotnych 

statystycznie porównując grupę z wysokim LDL-CH do grupy z niskim LDL-CH. Z tej 

listy sond wytypowano 190, zlokalizowanych w 143 genach jako związane ze szlakami 

metabolizmu lipidów. Wykazano, że geny te zaangażowane były w następujące ścieżki 

metaboliczne: metabolizm i klirens lipoprotein LDL i VLDL, regulacja metabolizmu 

lipidów przez PPARα (receptor aktywowany proliferatorami peroksysomów alfa), 

regulacja biosyntezy cholesterolu przez SREBP (białko wiążące element regulatorowy), 

regulacja ekspresji genów przez NR1H2 (wątrobowy receptor X beta), metabolizm 

i beta-oksydacja kwasów tłuszczowych i metabolizm TG. Wykazano nowe geny 

regulowane epigenetycznie: ABCG4, ANGPTL4, AP2A2, AP2M1, AP2S1, CLTC, 

FGF19, FGF1R, HDLBP, LIPA, LMF1, LRP5, LSR, NR1H2 i ZDHHC8 związane 

z dyslipidemią. Przedstawiono występowanie hypermetylacji DNA w promotorach 

kluczowych genów regulujących metabolizm cholesterolu: PCSK9, LRP1, ABCG1, 

ANGPTL4, SREBF1 i NR1H2 w leukocytach pacjentów z hipercholesterolemią. 

Dodatkowo wykazano różnicową metylację DNA w genach czynników 

transkrypcyjnych, takich jak NFKB2, TCF4, GATA4, INSM1, CTCF, TCF7L2, SREBF1, 

KLF14, PPARD i PPARG. 

 



20 
 

4.2. Publikacja 2: 

Badania biochemiczne:  

 Obie badane grupy były porównywalne pod względem wieku, płci, BMI, masy 

tkanki tłuszczowej, ciśnienia krwi, stężenia glukozy na czczo i cholesterolu. Grupa 

z wysokim krążącym poziomem FGF21 charakteryzowała się wyższym WHR, 

podwyższonym poziomem insuliny na czczo i HOMA-IR, FFA oraz TG. Stwierdzono 

również podwyższony poziom osoczowego hormonu GIP, a także markerów 

uszkodzenia wątroby (ALT i GGT). Otyli pacjenci z wysokim poziomami FGF21 mieli 

podwyższone poziomy VEGF, białka MCP1 i obniżone poziomy adiponektyny, 

podczas gdy inne adipokiny - leptyna, rezystyna i wisfatyna, miokiny – iryzyna 

i miostatyna i IL-6 nie różniły się między tymi grupami.     

 

Badania metylacji DNA: 

 Uzyskano 11198 sond CpG zmetylowanych w sposób różnicowy (p <0,01), 

z których 5425 było hipometylowanych, a 5774 było hipermetylowanych w grupie 

z wysokim FGF21 w porównaniu z grupą o niskim FGF21. Następnie wybrano 375 

sond CpG zlokalizowanych w genach zaangażowanych w metabolizm lipidów, glukozy, 

adipokin oraz innych szlaków, znanych lub potencjalnie powiązanych z aktywnością 

FGF21.  

Wykazano regulowanie następujących procesów: transport glukozy (wykryte geny: 

SLC2A4, SLC2A5, SLC2A8 i KLF15), wydzielanie i sygnalizacja insuliny (geny: 

ADRA2A, CPT1A, GIPR, IGF1R, IGFBP1, INSR, IRS1, NEUROD1, PDK1, PFKM, 

PPARA, PRKCI, SLC27A1, SLC2A8, SOCS3, TCF7L2 i VLDLR), transport 

i metabolizm komórkowy lipidów (geny: ABCA1, ABCG4, ACOX3, ACOXL, ACS3, 

ADIPOR1, CPT1A, CPT1B, CPT1C, DECR1, ELOVL4, ELOVL6, ELOVL7, FADS2, 

LPIN1, PPARA, PRKAA1, PRKAB2, PRKAR2B, SCD i SLC27A1), odpowiedź na 

poziomy składników odżywczych (geny: ACSL3, BMP2, BMP4, BMPR2, BMP7, 

CEBPA, CYP24A1, CYP27B1, GIPR, IGF1R, INSR, LIPG, PPARA, PDGFA, RARA, 

RPTOR, SOCS3, SOD1, WNT3, WNT3A, WNT7B, WNT9A, WNT9B i VLDLR), 

termogeneza (geny: PRDM16, ESRRA, CPT1C i CREB5), brązowienie tkanki 

tłuszczowej (geny: BMP4, FGF9 i FGFR3) i mineralizacja kości (geny: BMP2, BMP4, 

BMP6, BMP7, BMPR2, CYP27B1 i TFAP2A).  
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Badania poziomu ekspresji miRNA:  

 Wykazaliśmy statystycznie istotną różnicę w ekspresji czterech miRNA 

w leukocytach krwi obwodowej, które zostały powiązane z wysokimi poziomami 

FGF21 w surowicy. Ekspresja następujących miRNA: hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-185-

5p i hsa-miR-200c-3p została obniżona, a hsa-miR-875-5p została zwiększona. 

Wykazano, że wykryte miRNA regulują FGFR1 i VEGFA [55- 57]. Przedstawione 

zmiany w poziomie ekspresji miRNA zostały powiązane z wysokim stężeniem FGF21, 

VEGF i niskim poziomem adiponektyny w surowicy.  

 Podsumowując wyniki wskazują na istotną rolę regulacji epigenetycznej genów 

zaangażowanych w szlaki metaboliczne związane z działaniem FGF21.  
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5. WNIOSKI. 

Poniżej przedstawiono wnioski z prac oryginalnych wchodzących w skład niniejszej 

rozprawy doktorskiej.  

a. Wykazano istnienie specyficznego profilu metylacji DNA w leukocytach krwi 

obwodowej związanego z wysokim poziomem cholesterolu LDL u otyłych 

pacjentów.  

b. Przedstawiony wzór metylacji DNA związany był z genami zaangażowanymi 

w metabolizm lipidów. Najbardziej regulowanymi ścieżkami są metabolizm 

i klirens lipoprotein LDL i VLDL, regulacja metabolizmu lipidów przez PPARα, 

SREBP i NR1H2, metabolizm i beta-oksydacja kwasów tłuszczowych i metabolizm 

TG. 

c. Wykryto nowe geny regulowane poprzez metylację DNA: ABCG4, ANGPTL4, 

AP2A2,   AP2M1, AP2S1, CLTC, FGF19, FGF1R, HDLBP, LIPA, LMF1, LRP5, 

LSR, NR1H2 i ZDHHC8, które zostały powiązane  z wysokim poziomem 

cholesterolu LDL w surowicy.  

d. Na podstawie uzyskanych danych nie można stwierdzić czy wykryty wzór metylacji 

DNA jest przyczyną rozwoju czy też efektem dyslipidemii w badanej grupie 

pacjentów. 

e. Wykazano występowanie profilu metabolicznego związanego z podwyższonym 

poziomem FGF21 w badanej grupie otyłych pacjentów.  

f. Przedstawiono profil metylacji DNA w leukocytach krwi obwodowej związany 

z wysokim poziomem FGF21 u osób otyłych. Najbardziej regulowanymi procesami 

są sygnalizacja i wydzielanie insuliny, utrzymanie homeostazy i transport lipidów, 

termogeneza i brązowienie tkanki tłuszczowej oraz regulacja kostnienia 

i mineralizacji kości. 

g. Wykazano zmienioną ekspresję czterech miRNA: obniżoną dla hsa-miR-133a-3p, 

hsa-miR-185-5p, hsa-miR-200c-3p i podwyższoną dla hsa-miR-875-5p 

w leukocytach krwi obwodowej u osób otyłych z wysokim poziomem FGF21 

w surowicy. Wykryte miRNA zostały powiązane z wysokimi stężeniami FGF21, 

VEGF i niskim poziomem adiponektyny w surowicy otyłych pacjentów.  

 

Opisane wyniki mogą mieć potencjalne znaczenie kliniczne w terapii otyłości. 

Wykrycie nowych ścieżek regulacji metabolizmu cholesterolu poprzez zmianę profilu 

metylacji DNA oraz specyficznej metylacji DNA i ekspresji mikroRNA związanych 
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z wysokim poziomem FGF21 stwarzają możliwość opracowania nowych biomarkerów 

oraz leczenia zaburzeń lipidowych towarzyszących otyłości. 
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6. STRESZCZENIE 

Otyłość jest chorobą przewlekłą, która dotyka ponad 650 milionów ludzi na świecie. 

Za przyczynę rozwoju choroby uznaje się złożone interakcje czynników 

środowiskowych z indywidualnymi predyspozycjami genetycznymi. Czynniki 

środowiskowe obejmują niską aktywność fizyczną oraz nieprawidłowe nawyki 

żywieniowe. Tylko niewielki odsetek przypadków otyłości stanowi otyłość 

monogenowa. Pozostały wpływ na rozwój otyłości dopatruje się w licznych regulacjach 

epigenetycznych: metylacji DNA, potranslacyjnych modyfikacjach histonów i syntezie 

niekodującego mikroRNA, które wywołują zmiany aktywności genów. Metylacja DNA 

polega na przyłączeniu grupy metylowej do piątego atomu węgla pierścienia cytozyny. 

Zmiany są te zachodzą w obrębie promotorów genów oraz istotnych miejsc 

regulatorowych. Metylacja DNA jest specyficzna dla komórek i tkanek, wrażliwa na 

wpływ środowiska, może zmieniać się w odpowiedzi na zmianę aktywności fizycznej, 

dietę czy operacje bariatryczne. Postuluje się, że metylacja DNA może być przyczyną 

rozwoju otyłości i powikłań jej towarzyszących, ale również powstaje w odpowiedzi na 

chorobę. Przeprowadzona w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej ocena profilu 

metylacji DNA w leukocytach pacjentów z otyłością związana była z wysokimi 

poziomami cholesterolu LDL i hormonu FGF21 w surowicy. 

Celem rozprawy doktorskiej było zbadanie czy istnieją regulacje epigenetyczne 

związane z powikłaniami metabolicznymi u otyłych pacjentów. Sprawdzenie czy 

istnieje profil metylacji DNA związany z hipercholesterolemią w badanej grupie 

otyłych pacjentów. Znalezienie genów regulowanych poprzez metylację DNA 

związanych z wysokim poziomem czynnika wzrostu fibroblastów 21 (FGF21) u osób 

otyłych. Zbadanie czy istnieje specyficzny profil ekspresji miRNA związany z wysokim 

poziomem FGF21. 

METODYKA I WYNIKI BADAŃ 

1.  Artykuł oryginalny: Płatek T. et al.: DNA methylation microarrays identify 

epigenetically regulated lipid related genes in obese patients with 

hypercholesterolemia. Mol Med. 2020 Oct 7;26(1):93. 

Badanie przeprowadzono w grupie 137 osób (99 kobiet i 38 mężczyzn) z BMI powyżej 

27 (min. 27 – maks. 45 kg /m2) w wieku od 25 do 65 lat. Porównanie parametrów 

biochemicznych przeprowadzono w 2 grupach: w grupie z hipercholesterolemią 
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z poziomem LDL-CH ≥ 3,4 mmol/l (n= 68) i w grupie kontrolnej z poziomem LDL-CH 

<3,4 mmol/l (n = 69) w surowicy. Oznaczono stężenie glukozy, cholesterolu 

całkowitego, cholesterololu HDL, TG, insuliny, leptyny, adiponektyny, FGF19, FGF21, 

GIP w surowicy oraz całkowitej zawartości kwasów tłuszczowych w osoczu. Badana 

grupa wykazała wyższy poziom LDL-CH, cholesterolu całkowitego, TG, cholesterolu 

nie-HDL i stosunku TG/HDL w porównaniu z grupą kontrolną. Przesiewowa analiza 

metylacji DNA całego genomu została wykonana na macierzach firmy Agilent 

Technologies (Human DNA Methylation Microarray: G4495A, Design ID, 023795) 

w dziesięciu losowo wybranych próbkach DNA spośród całej grupy. W analizie 

różnicowej metylacji DNA zidentyfikowano 7480 sond istotnych statystycznie 

porównując grupę z wysokim LDL-CH do grupy z niskim LDL-CH. Z tej listy 

wytypowano 190 sond związanych ze szlakami metabolizmu lipidów. Wykazano, że 

geny zaangażowane były w następujące ścieżki metaboliczne: metabolizm i klirens 

lipoprotein LDL i VLDL, regulacja metabolizmu lipidów przez PPARα, SREBP 

i NR1H2, metabolizm i beta-oksydacja kwasów tłuszczowych i metabolizm TG. 

Wykazano nowe geny regulowane epigenetycznie: ABCG4, ANGPTL4, AP2A2, 

AP2M1, AP2S1, CLTC, FGF19, FGF1R, HDLBP, LIPA, LMF1, LRP5, LSR, NR1H2 

i ZDHHC8 związane z dyslipidemią.  

2.  Artykuł oryginalny: Płatek T. et al.: Epigenetic regulation of processes related to 

high level of fibroblast growth factor 21 in obese subjects. Genes (Basel). 2021 Feb 

21;12(2):307. 

Grupa badana obejmowała osoby dorosłe z nadwagą i otyłością (n = 136; 100 kobiet 

i 36 mężczyzn) z BMI od 27 do 45 kg/m2. Pacjentów podzielono na 2 grupy na 

podstawie poziomów FGF21 w surowicy na czczo (FGF21 <213 pg / ml i ≥ 213 pg/ 

ml). Zmierzono poziom glukozy, insuliny, GIP, lipidów, wybranych adipokin, miokin 

i cytokin i porównano w grupie z wysokim poziomem FGF21 (n = 68) z grupą z niskim 

poziomem FGF21 (n = 68) w surowicy. Grupa z wysokim krążącym poziomem FGF21 

charakteryzowała się wyższym WHR, podwyższonym poziomem insuliny na czczo 

i HOMA-IR, wolnych kwasów tłuszczowych oraz triglicerydów. Stwierdzono również 

podwyższony poziom GIP, a także markerów uszkodzenia wątroby (ALT, GGT). Otyli 

pacjenci z wysokim FGF21 mieli podwyższone poziomy czynnika wzrostu śródbłonka 

naczyniowego (VEGF), białka chemotaktycznego monocytów (MCP1) i obniżone 

poziomy adiponektyny. 
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Przeprowadzono analizę metylacji DNA na macierzach metylacyjnych (Human DNA 

Methylation Microarray: G4495A, Agilent Technologies) oraz ekspresję miRNA na 

mikromacierzach TLDA (TaqMan® Array Human MicroRNA A+B Cards Set v3.0, 

Thermo Scientific) w leukocytach losowo wybranych próbek (po 8 z każdej grupy).  

Uzyskano 11198 sond CpG różnicowo zmetylowanych (p <0,01) w grupie 

z wysokim FGF21 w porównaniu z grupą o niskim FGF21. Zidentyfikowane geny 

związane były z transportem glukozy, wydzielaniem i sygnalizacją insuliny, 

transportem lipidów i metabolizmem komórkowym, odpowiedzią na poziomy 

składników odżywczych, termogenezą, brązowieniem tkanki tłuszczowej 

i mineralizacją kości. Wykazaliśmy statystycznie istotną różnicę w ekspresji czterech 

miRNA w leukocytach krwi obwodowej, które zostały powiązane z wysokimi 

poziomami FGF21 w surowicy. Zwiększoną ekspresję hsa-miR-875-5p i zmniejszoną 

ekspresję hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-185-5p i hsa-miR-200c-3p stwierdzono w grupie z 

wysokim FGF21 w surowicy. Wykryte regulacje związane były z wysokim stężeniem 

FGF21, VEGF i niskim poziomem adiponektyny w surowicy.  

WNIOSKI 

1. Wykazano istnienie specyficznego profilu metylacji DNA w leukocytach krwi 

obwodowej związanego z wysokim poziomem cholesterolu LDL u otyłych 

pacjentów.  

2. Przedstawiony wzór metylacji DNA związany był z genami zaangażowanymi 

w metabolizm lipidów. 

3. Wykryto nowe geny regulowane poprzez metylację DNA: ABCG4, ANGPTL4, 

AP2A2, AP2M1, AP2S1, CLTC, FGF19, FGF1R, HDLBP, LIPA, LMF1, LRP5, 

LSR, NR1H2 i ZDHHC8 powiązane z wysokim poziomem cholesterolu LDL 

w surowicy.  

4. Wykazano występowanie profilu metabolicznego związanego z podwyższonym 

poziomem FGF21 w badanej grupie otyłych pacjentów.  

5. Przedstawiono profil metylacji DNA w leukocytach krwi obwodowej związany 

z wysokim poziomem FGF21 u osób otyłych.  

6. Wykazano zmienioną ekspresję czterech miRNA: obniżoną dla hsa-miR-133a-3p, 

hsa-miR-185-5p, hsa-miR-200c-3p i podwyższoną dla hsa-miR-875-5p 

w leukocytach krwi obwodowej u osób otyłych z wysokim poziomem FGF21 

w surowicy.  
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Podsumowując opisane wyniki mogą mieć potencjalne znaczenie kliniczne, ponieważ 

wykazano istnienie regulacji epigenetycznych procesów związanych z wysokim 

poziomem cholesterolu LDL oraz hormonu FGF21 w otyłości. Odwracalny charakter 

metylacji DNA daje możliwość opracowywania nowych metod prewencji i leczenia 

zaburzeń lipidowych towarzyszących otyłości.  
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7. ABSTRACT 

Obesity is a chronic disease that affects over 650 million people worldwide. The 

causes for the development of the disease are increased consumption of fat and 

carbohydrates, low physical activity and individual genetic predisposition. Only a small 

percentage of obesity is monogenic. The remaining impact on the development of 

obesity is considered in the epigenetic regulations as DNA methylation, post-

translational modifications of histones and synthesis of non-coding microRNAs that 

cause changes in genes activities. DNA methylation occurs by attaching a methyl group 

to the fifth carbon of the cytosine in gene promoters and important regulatory sites. 

DNA methylation is cell and tissue specific, sensitive to environmental influence, and 

may alter in response to changes in physical activity, caloric restrictions and bariatric 

surgery. It is postulated that DNA methylation may be the cause of development of 

obesity and its accompanying complications, but it also arises in response to disease. 

The assessment of the DNA methylation profile in obese patients' leukocytes, carried 

out as part of this doctoral dissertation, was associated with high levels of LDL 

cholesterol and FGF21 in the serum. 

OBJECTIVES 

The overall aim of the dissertation was to investigate whether there are epigenetic 

regulations related to metabolic complications in obese patients. 

Specific objectives included: 

Checking if there is a DNA methylation profile associated with hypercholesterolaemia 

in the cohort of obese patients. 

Finding genes regulated by DNA methylation and associated with high levels of 

fibroblast growth factor 21 (FGF21) in obese subjects. To test if there is a specific 

miRNA expression profile associated with high levels of FGF21.   

RESEARCH METHODOLOGY AND RESULTS 

1. Original article: Płatek T. et al.: DNA methylation microarrays identify epigenetically 

regulated lipid related genes in obese patients with hypercholesterolemia. Mol Med. 

2020 Oct 7;26(1):93. 

The study was conducted in a group of 137 people (99 women and 38 men) with BMI 

over 27 (min. 27 - max. 45 kg/m2) and aged 25 to 65 years. The comparison of 
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biochemical parameters was carried out in 2 subgroups: in the hypercholesterolaemia 

group with the LDL-CH level ≥ 3,4 mmol / l (n = 68) and in the control group with the 

LDL-CH level <3,4 mmol / l (n = 69) in the serum. The concentration of glucose, total 

cholesterol, HDL cholesterol, TG, insulin, leptin, adiponectin, FGF19, FGF21, GIP in 

the serum and total fatty acid content in the plasma were determined. The study group 

showed higher levels of LDL-CH, total cholesterol, TG, non-HDL cholesterol and 

TG/HDL ratio compared to the control group. Whole genome DNA methylation 

screening was performed on Agilent Technologies arrays (Human DNA Methylation 

Microarray: G4495A, Design ID, 023795) in ten randomly selected DNA samples from 

the entire cohort. In the differential DNA methylation analysis, 7480 statistically 

significant probes were identified comparing the high LDL-CH group to the low LDL-

CH group. The 190 probes related to lipid metabolism pathways were selected from this 

list. The selected genes have been involved in the following metabolic pathways: 

metabolism and clearance of LDL and VLDL lipoproteins, regulation of lipid 

metabolism by PPARα, SREBP and NR1H2, metabolism and beta-oxidation of fatty 

acids, and metabolism of TG. New epigenetically regulated genes and associated with 

dyslipidemia have been demonstrated: ABCG4, ANGPTL4, AP2A2, AP2M1, AP2S1, 

CLTC, FGF19, FGF1R, HDLBP, LIPA, LMF1, LRP5, LSR, NR1H2 and ZDHHC8. 

2. Original article: Płatek T. et al.: Epigenetic Regulation of Processes Related to High 

Level of Fibroblast Growth Factor 21 in Obese Subjects. Genes (Basel). 2021 Feb 

21;12(2):307. 

The study group included overweight and obese adults (n = 136; 100 women and 36 

men) with a BMI of 27 to 45 kg/m2. Patients were divided into 2 subgroups based on 

fasting serum levels of FGF21 (FGF21 <213 pg / ml and ≥ 213 pg / ml). Glucose, 

insulin, GIP, lipids, selected adipokines, myokines and cytokines were measured and 

compared in the high FGF21 group (n = 68) to the low FGF21 (n = 68) group in the 

serum. The group with high circulating FGF21 levels had a higher WHR, increased 

levels of fasting insulin and HOMA-IR, free fatty acids and triglycerides. Increased 

levels of GIP as well as markers of liver damage (ALT, GGT) were also found. Obese 

patients with high FGF21 had elevated levels of vascular endothelial growth factor 

(VEGF), monocyte chemotactic protein (MCP1), and decreased levels of adiponectin. 

Analysis of DNA methylation was performed on methylation microarrays (Human 

DNA Methylation Microarray: G4495A, Agilent Technologies) and miRNA expression 
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on TLDA microarrays (TaqMan® Array Human MicroRNA A + B Cards Set v3.0, 

Thermo Scientific) in leukocytes of randomly selected samples (8 from each group). We 

identified 11198 differentially methylated CpG probes (p <0,01) in the high FGF21 

group compared to the low FGF21 group. The identified genes were associated with 

glucose transport, insulin secretion and signaling, lipid transport and cellular 

metabolism, response to nutrient levels, thermogenesis, browning of adipose tissue and 

bone mineralization. We showed a statistically significant differences in the expression 

of four miRNAs in peripheral blood leukocytes that were associated with high serum 

levels of FGF21. Increased expression of hsa-miR-875-5p and decreased expression of 

hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-185-5p and hsa-miR-200c-3p were found in the group with 

high serum FGF21. The detected regulations were associated with high levels of 

FGF21, VEGF and low levels of adiponectin in the serum.  

 

CONCLUSIONS 

1. A specific DNA methylation profile has been demonstrated in peripheral blood 

leukocytes associated with high levels of LDL cholesterol in obese individuals. 

2. The presented DNA methylation pattern were in genes related to lipid metabolism.  

3. We showed novel epigenetically regulated genes: ABCG4, ANGPTL4, AP2A2, 

AP2M1, AP2S1, CLTC, FGF19, FGF1R, HDLBP, LIPA, LMF1, LRP5, LSR, NR1H2 

and ZDHHC8 and associated with high serum LDL cholesterol. 

4. We demonstrated the metabolic profile associated with high level of FGF21 in the 

studied group of obese patients. 

5. The DNA methylation profile associated with high levels of FGF21 in obese subjects 

were presented in peripheral blood leukocytes. 

6. Altered expression of four miRNAs was demonstrated: decreased for hsa-miR-133a-

3p, hsa-miR-185-5p and hsa-miR-200c-3p and increased for hsa-miR-875-5p in 

peripheral blood leukocytes in obese subjects with high serum levels of FGF21.  

These findings may have a potential clinical significance as it has been shown that there 

is a regulation of epigenetic processes related to high levels of LDL cholesterol and the 

FGF21 in obesity. The reversible nature of DNA methylation makes it possible to 

develop new methods of preventing and treating lipid disorders accompanying obesity. 
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