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Przedtozona do recenzji dysertacja Pani mgr Anety Cierzniak przedstawia istotny i
wcigz nie do konca poznany problem insulinoopornosci wspdtistniejgcej z otytoscia.
Doktorantka podejmuje ambitng probe oceny zmian na poziomie epigenomu, zwigzanych z
indukcjg insulinoopornosci powigzang z otytosciag, w oparciu o badania ex vivo i in vito.
Wptyw modyfikacji epigenetycznych na regulacje ekspresji gendw oraz mozliwo$é indukcji
zmian epigenomu przez czynniki zewnetrzne, m.in. diete, jest obecnie analizowany pod
katem ich potencjalnego udziatu w patogenezie wielu choréb, takich jak toczen, astma,
choroba Lesniowskiego-Crohna, choroby sercowo-naczyniowe czy nowotwory. Ostatnio
analiza zmian epigenetycznych, takich jak metylacja DNA lub modyfikacja histondw, zostata
uznana za wysoce uzyteczng w identyfikacji nowych biomarkeréw lub celow terapii lekowe;j.
Z tego wzgledu podjety przez Doktorantke temat wydaje sie waziny, ciekawy i niezwykle
aktualny.



Rozprawa doktorska przygotowana zostata jako cykl trzech tematycznie spdjnych
prac (doswiadczalnych) o tgcznym wspoétczynniku oddziatywania (IF, Impact factor) 14.276 i
liczbie punktéw MEIN - 300, opublikowanych w latach 2021-2022. W dwdch publikacjach
Doktorantka jest pierwszym autorem, a w jednej drugim, co swiadczy o Jej znaczagcym
udziale w powstawaniu prac. Zabrakio mi jednak oswiadczenia w ktérym Doktorantka
wyszczegolnitaby procentowo swoje zaangazowanie. W oparciu o zatgczone oswiadczenia
wspotautoréw nalezy zaznaczyC istotne wsparcie ze strony promotora pomocniczego w
realizacji badan, co jest istotne dla ksztattowania i rozwoju mtodego naukowca. Na uwage
zastuguje fakt, iz badania byty wspoétfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki
(2016/21/D/NZ5/00155) i Ministerstwo Edukacji i Nauki (016/RID/2018/19).

Przedtozona rozprawa doktorska Pani mgr Anety Cierzniak ma forme cyklu publikacji
opatrzonych czescig opisowa sktadajacg sie z nastepujgcych rozdziatéw: (1) wykaz publikacji,
(2) streszczenie w jezyku polskim, (3) streszczenie w jezyku angielskim, (4) wprowadzenie, (5)
zatozenia i cele projektu badawczego, (6) opis publikacji, (7) piSmiennictwo oraz (8) zatgczniki
(publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, oswiadczenia wspoétautorow, zgoda
komisji bioetycznej).

Poniewaz oryginalne prace badawcze, ktére stanowig trzon rozprawy, byty oceniane
przez niezaleznych recenzentéw i redakcje czasopism, moja recenzja koncentruje sie przede
wszystkim na ocenie czesci opisowej przygotowanej przez Doktorantke.

Streszczenie:

Streszczenie powinno w sposéb syntetyczny przedstawi¢ zakres rozprawy doktorskiej oraz jej
cel i wnioski ptyngce z podjetych badan. W streszczeniu niniejszej pracy znajdujg sie akapity
tozsame z akapitami w dalszych rozdziatach monografii, przez co wydaje sie ono zbyt
szczegbtowe i obszerne przez co staje sie mniej informatywne.

Wprowadzenie:

Doktorantka w zwiezty sposdb przedstawia: (a) role insuliny w kontroli metabolizmu

biomolekut i indukcji $ciezek sygnatowych z udziatem receptora insuliny, (b) potencjalne
mechanizmy wyjasniajgce zwigzek otytosci i insulinoopornosci, (c) przyczyny deregulacji
szlaku insulinowego, ktére prowadzg do rozwoju insulinoopornosci.
W ostatniej czesci wprowadzenia Doktorantka stara sie opisa¢ zagadnienia zwigzane z
epigenetyczng regulacjg ekspresji gendw. Biorgc pod uwage tematyke prac badawczych oraz
tytut rozprawy, ktéry brzmi ,Ocena zmian epigenetycznych zwigzanych z rozwojem
opornosci na insuline w komoérce ttuszczowej”, ta cze$¢ wydaje sie by¢ potraktowana
niewystarczajgco wnikliwie. Wzbogacenie tej czesci o wyjasnienie w jaki sposéb obecnos$é
modyfikacji epigenetycznych w czgsteczce DNA i biatkach histonowych wptywa na regulacje
ekspresji gendw oraz przedstawienie potencjatu réznych czynnikdéw srodowiska (m.in. diety
wysokokalorycznej) do przeprogramowania wzoru epigenetycznego i wywotania otytosci,
podniostoby walor poznawczy tego rozdziatu.
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Uzyte w tej czesci przez Doktorantke okreslenie ,Epigenetyka obejmuje kwestie
dziedziczenia pozagenowego” jest nieco mylgce, gdyz moze ono sugerowac, iz modyfikacje
epigenetyczne sg trwate, niezmienne i dziedziczone z pokolenia na pokolenie.

W odniesieniu do epigenetyki, zamiast ,,modyfikacje biochemiczne” bardziej wtasciwe bytoby
uzycie terminu ,,modyfikacje chemiczne”.

Zdanie ,Do najpowszechniejszych modyfikacji epigenetycznych zalicza sie metylacje,
acetylacje oraz fosforylacje” jest nieco mylgce w odniesieniu do wczesniejszego zdania, gdyz
moze sugerowaé, iz acetylacja i fosforylacja dotyczy réwniez czgsteczki DNA.

Bioragc pod uwage tres¢ catego akapitu, niezrozumiate jest zdanie ,Innym, réwnie istotnym
mechanizmem jest interferencja ze strony microRNA”, pozostawione bez jakiegokolwiek
dodatkowego wyjasnienia.

Po przeczytaniu wprowadzenia nie moge oprze¢ sie wrazeniu, ze Doktorantka lepiej czuje sie
w problematyce zwigzanej z otytos$cig i insulinoopornoscig niz w szeroko rozumianych
zjawiskach epigenetycznych. Brakuje mi réwniez w tym rozdziale podsumowania w ktory
przedstawiono by uzasadnienie podjecia zakresu badan i wyboru materiatu biologicznego.
Dlaczego wybrano dwie frakcje tkanki tftuszczowej tzn. podskérna i trzewng?

Zatozenia i cele projektu:

W tym rozdziale Doktorantka przedstawia jedynie cele szczegdétowe rozprawy, mimo
informacji w tytule rozdziatu brakuje przedstawienia zatozen projektu badawczego. Brak
wskazania celu gtdwnego, natomiast podanych jest az 7 celéw szczegdtowych.

Opis publikacii:
W tej czesci Doktorantka opisata kazdg publikacje wskazujgc materiat wykorzystany w
badaniach, ich zakres oraz kluczowe wyniki i wnioski.

Analiza tresci publikacji nr 1

W pracy analizowano wptywu otytosci na: (a) regulacje epigenetyczng (globalna i miejscowo
specyficzna metylacjia DNA) i (b) dysregulacje ekspresji gendw kluczowych dla
insulinoopornosci. Badania wykonano w bioptatach ludzkiej tkanki ttuszczowej frakcji
trzewnej (VAT) i podskdrnej (SAT), pacjentow podzielono na trzy grupy zaleznie od BMI,
wystepowania otytosci i/lub insulinoopornosci. Wykazano: (1) hypermetylacje promotoréw
gendw PPARG, INSR, SLC2A4 i ADIPOQ u pacjentéw z otytoscig i insulinoopornoscia; (2)
odwrotng korelacje miedzy poziomem metylacji, a ekspresjg gendéw; (3) dodatnig korelacjg
miedzy ekspresjg PPARG i ekspresjg gendw waznych dla wiasciwego dziatania insuliny. W
podsumowaniu podano, Ze u pacjentdw z otytoscig i wspotistniejgcg insulinopornoscia
obnizony byt poziom ekspresji gendw istotnych dla szlaku insulinowego, ponadto poziomy
ekspresji genéw w grupie pacjentdéw z otytoscig i grupie pacjentéw z otyltoscig i
insulinoopornoscig byly podobne, co wskazuje iz sama otytos¢ moze prowadzi¢ do
deregulacji ekspresji gendw i sprzyja¢ powstawaniu insulinoopornosci. Wyniki sugerujg



rowniez, ze regulacja epigenetyczna, poprzez nadmierng metylacje, moze wigzac sie z
pdzniejszg insulinoopornoscig u oséb otytych.

Analiza tresci publikacji nr 2

W pracy przedstawiono wyniki analizy globalnej metylacji histonu H3 przy lizynie 4 oraz
globalnej acetylacji histonu H3 przy lizynie 9 i 14. Ponadto przeanalizowano ekspresje genéw
kluczowych m.in. dla regulacji wrazliwosci na insuline, a takze gendw kodujgcych biatka
enzymatyczne zaangazowane w procesy epigenetyczne. Materiatem wykorzystanym do
badan byty bioptaty ludzkiej tkanki ttuszczowej (frakcja VAT i SAT) oraz komdrki pochodzace
z hodowli ludzkich preadipocytéw i mysie preadipocty linii 3T3-L1. Preadipocyty (ludzkie i
mysie) byty réznicowane do adipocytéw, a nastepnie indukowano w nich insulinoopornosé.
Wykazano: (1) nizszy poziom modyfikacji histonu H3 w tkance pacjentéow z otyfoscig i
insulinoopornoscia; (2) wystepowaty réznice w metylacji i acetylacji histondw w obrebie
gendw szlaku insulinowego (PPARG, SLC2A4 i ADIPOQ); (3) zmiany epigenetyczne pojawiaty
sie w adipocytach (model in vitro) 72 h po indukcji insuliunoopornosci. W podsumowaniu
podano, ze gen PPARG i jego modyfikacje epigenetyczne majg najwiekszy wptyw na
patogeneze insulinoopornosci, ponadto zmiany molekularne pojawiajg sie wczesniej we
frakcji VAT niz SAT. Ponadto zaobserwowano udziat deacetylaz SIRT oraz ich role w dziataniu
insuliny i patogenezie insulinoopornosci.

Analiza tresci publikacji nr 3

W pracy oceniano poziom ekspresji genu /L-10 wraz z metylacja DNA w jego obszarze
promotorowym oraz trimetylacje histonu H3 przy lizynie 4 i acetylacje histonu H3 przy lizynie
9 i 14. Podobnie jak we wczesniejszym badaniu, wykorzystano model in vitro tzn. ludzkie i
mysie preadipocyty, rdznicowane nastepnie do adipoctytow w ktérych indukowano
insulonoopornos¢. Wykazano: (1) wzrost ekspresji genu [L-10, wzrost metylacji DNA w
regionie promotorowym oraz wzrost metylacji i acetytlacji histonu H3 w adipocytach z
indukowang insulinoopornosciag frakcji SAT; (2) w adipocytach frakcji VAT obnizony byt
poziom ekspresji genu /L-10 i zwiekszony poziom metylacji regionu promotorowego; (3) w
komdrkach mysich wzrosta ekspresja genu IL-10, nastapit rowniez spadek poziomu metylacji
DNA oraz metylacji i acetylacji histonu H3. W podsumowaniu podano, ze modyfikacje
epigenetyczne majg wptyw na ekspresje genu kodujacego IL-10, a badane modyfikacje
epigenetyczne wzajemnie na siebie wptywajg. Ponadto zaobserwowane rdéznice w profilu
ekspresji IL-10 miedzy frakcja VAT i SAT potwierdzajg rdznice metaboliczne miedzy
komponenta trzewng i podskdrng tkanki ttuszczowej.

Podsumowanie opisu publikacji przedstawione przez Doktorantke

Opis publikacji przygotowany jest niezbyt starannie i nie zawsze jest spdjny z
publikacjami. . Pojawia sie niezgodnos¢ w liczbie badanych pacjentéw w poréwnaniu z liczbg
deklarowang w publikacjach (w opisie 47 a w publikacji [1] 45 pacjentéw i publikacji [2] 40
pacjentow).
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Kluczowe wyniki przedstawione sg w formie punktdéw, co sprawia, ze s one duzo trudniejsze

do analizy niz gdyby zestawiono je w tabeli. Doktorantka myli zatozenie z celem badania i nie

definiuje jednoznacznie grupy kontrolnej w prowadzonych badaniach, zaréwno w badaniach

ex vivo, jak i in vitro.

Ponadto:

Liczba kluczowych wynikéw siega 24 (w publikacji [1] - 8, w publikacji [2] — 13, w
publikacji [3] -3), podczas gdy uwzgledniajac podsumowania zawarte w publikacjach
wydaje w sie, ze nie wszystkie wyniki ktére opisuje Doktorantka byty kluczowe.

W pkt. 1 (str. 21/22) opisano, ze ekspresja genu SLC2A4 byta obnizona w grupie OR w
obu frakcjach trzewnej i podskérnej, po czym w tym samym punkcie widnieje
informacja o spadku ekspresji SLC2A4 tylko we frakcji trzewnej. Opis zatem nie jest
spojny.

Pkt. 8 (str. 22) dotyczy analizy korelacji, brak jednak informacji czy korelacja byta
dodatnia czy ujemna i ktérej badanej grupy dotyczyta.

Brak przejrzystego opisu grup badanych (str. 24), Doktorantka wspomina o tym, ze
materiat komdrkowy podzielono na dwie grupy IS i IH, ale nie wskazuje czy byli to
pacjenci z otytoscia.

Zaréwno w opisie publikacji nr 2 jak i w samej publikacji nie ma informacji na temat
wykonania analizy metylacji na poziomie DNA. Natomiast na stronie 25, w pkt 4
pojawia sie nastepujacy wniosek: ,Wiekszo$¢ zmian epigenetycznych zaréwno na
poziomie DNA, jak i histonéw pojawia sie po 72h”. Wydaje sie on nieuprawniony w
Swietle opisanych wynikdw. Podobnie jak wniosek w pkt 7 (str. 25) ,,ekspresja PPARG
podlega regulacji epigenetycznej zarowno na poziomie DNA, jak i histonéw”.
Wystepuje niezgodnos¢ w opisie grupy badanej w rozprawie i publikacji (dotyczy
publikacji nr 3). Doktorantka opisujgc materiat wykorzystany do badan (str. 28)
wymienita ludzka tkanke ttuszczowg, podczas gdy w metodyce publikacji zawarta jest
informacja wytgcznie o materiale pochodzgacym z hodowli komdrkowej.

Niektére wnioski wydajg sie zbyt daleko idgce (publikacja nr 3).

Na przyktad:

»Miejscowo specyficzne modyfikacje epigenetyczne na poziomie DNA i histondw
mogg miec istotny wptyw na regulacje ekspresji IL10 w rozwoju insulinoopornosci w
komoérkach ttuszczowych”. Analiza statystyczna wykazata brak istotnosci dla 12 z 16
opisanych w publikacji wynikow (wykres nr 1).

,Zaobserwowane zaleznosci pomiedzy ekspresjg /L10 a zmianami na poziomie
regulacji epigenetycznej w mysim modelu komdérkowym moga sugerowac¢ odmienne
mechanizmy regulacji transkrypcji przez modyfikacje epigenetyczne u myszy”. Zmiana
w ekspresji tylko jednego genu wydaje sie nie uprawnia¢ do tak kategorycznego
whniosku.



Szkoda, ze w prezentowanym omowieniu cyklu publikacji nie znalazt sie wazny dla
oceny warsztatu naukowego Doktorantki rozdziat poswiecony wykorzystanym w pracy
metodom badawczym oraz dyskusja. Dopiero analiza publikacji daje obraz spektrum metod
wykorzystanych w badaniach, ktérych efektem jest rozprawa mgr Anety Cierzniak. Wachlarz
zastosowanych metod jest bardzo szeroki i obejmuje techniki biochemiczne, metody biologii
komorki i biologii molekularnej, dzieki ktorym Doktorantka prowadzita hodowle komérkowe,
réznicowata preadipocyty do adipocytdw oraz przeprowadzita analize ekspresji genéw,
poziomu metylacji DNA i metylacji/acetylacji histonow.

Brak Dyskusji nie pozwolit Doktorantce wykazac¢ swojej dojrzatosci naukowej i zdolnosci do
kompleksowej interpretacji uzyskanych wynikow w swietle aktualnego pismiennictwa.

Doktorantka nie ustrzegta sie drobnych btedéw jezykowych i edytorskich np. in vitro
(str. 10) i nazwy gendw ( np. SLC2A4, str. 26) powinny by¢ pisane kursywg, nazwy mysich
gendw (str. 26) pierwsza litera powinna by¢ wielka pozostate mate.

Chciatabym prosi¢ Doktorantke o odpowiedzi na nastepujace pytania:

1. Dlaczego do badania metylacji histondw wybrano H3K4me3 i acetylacje H3K9/14ac?

2. Dlaczego badano ekspresje gendw SITR7 i SIRT1 biorgc pod uwage wybrang modyfikacje
H3K9/14ac?

3. Dlaczego w aspekcie uzyskanych wynikdw i pozytywnej korelacji ekspresji SIRT z
ekspresjg gendw zwigzanych z insuling stwierdzono, iz odgrywajg one kluczowa role w
rozwoju insulinoopornosci?

4. Dlaczego w prezentowanych wynikach badan (publikacja nr 3) niektére korelacje,
opisane jako dodatnie lub ujemne, nie odpowiadajg wprost wynikom prezentowanym na
wykresach? Na przyktad, przy wzrosScie ekspresji IL-10 w komodrkach i spadku poziomu
DNA oraz metylacji i acetylacji histonu H3 wykazano dodatnig korelacje miedzy ekspresja
genu /L-10 a acetylacjg H3 po 72 h (wykres 2).

Podsumowanie

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze doswiadczenia stanowigce postawe
dysertacji wymagaty poznania i umiejetnego stosowania wielu metod badawczych przez
Doktorantke. Metody zostaty witasciwie dobrane biorgc pod uwage wyznaczone cele.
Uzyskane wyniki sg interesujgce i dostarczajg nowej wiedzy w zakresie regulacji
epigenetycznej ekspresji kluczowych dla szlaku insulinowego i metabolizmu glukozy gendw,
ktorych deregulacja moze by¢ zaangazowana w indukcje insulinoopornosci. Zatem,
pozytywnie oceniam przedtozong do recenzji rozprawe doktorskg mgr Anety Cierzniak, a
przedstawione w recenzji uwagi i postawione pytania nie umniejszajg pozytywnej oceny
catej pracy doktorskiej.



Whniosek koncowy

W mojej opinii przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65,
poz. 595, z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Anety Cierzniak do dalszych
etapdéw przewodu doktorskiego.
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