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Prof. dr hab. n. med. Marta Wiszniewska
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Instytut Medycyny Pracy imienia prof. dra Jerzego Nofera w todzi

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Anety Cierzniak
pt. Ocena zmian epigenetycznych zwigzanych z rozwojem opornosci na

insuling w komérce tluszczowej

Praca doktorska mgr Anety Cierzniak p-t. ,Ocena zmian epigenetycznych zwigzanych z
rozwojem opornosci na insuline w komérce tluszczowej” zostata zrealizowana pod
kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza Dobosza i dr Matgorzaty Matodobrej-Mazur w Zaktadzie
Technik Molekularnych Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

Przedstawiona do recenzji rozprawa obejmuje cykl prac opublikowanych w
Czasopismach recenzowanych. Cykl prac poprzedzony jest wprowadzeniem, w ktérym
Doktorantka opisata podstawowe pojecia i zagadnienia dotyczace obszaru pracy doktorskiej,
nakredlita tematyke, ktéra wymaga jeszcze doprecyzowania i uzasadnita, dlaczego podjeta sie
zbadania zagadnien zwigzanych z oceng zmian epigenetycznych zwigzanych z rozwojem
opornosci na insuline w komérce tluszczowej. Na kolejnych stronach Doktorantka
przedstawita zatozenia i cele projektu badawczego oraz opisata publikacje stanowigce spojny
cykl tematyczny, wyodrebniajac kluczowe wyniki i wnioski dla kazdej z prac. W sekgiji
pismiennictwo Doktorantka przedstawita najistotniejsze prace odnoszace sie do tematyki
rozprawy.

Zasadnicza czescig pracy sa trzy prace oryginalne opublikowane w jezyku angielskim.
W dwdch pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, w jednej drugim autorem. Okres od
ztozenia pracy do jej przyjecia trwat odpowiednio 2,311 5 miesiecy, co pozwala przypuszczaé,
ze recenzenci nie mieli watpliwosci, a manuskrypty byty poprawne.

Do rozprawy zataczono takie oswiadczenia wspotautoréw publikacji oraz zgode
Komisji Bioetycznej. Jest to kompletny materiat, ktéry moze by¢ podstawa recenzowania
rozprawy doktorskiej majacej posta¢ monotematycznego cyklu. Temat pracy jest zgodny z
warunkami stawianymi rozprawom doktorskim, to znaczy wigze sie z nowym
nierozpoznanym problemem badawczym.
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Przedmiotem calej rozprawy jest ocena zmian epigenetycznych zwigzanych 2z
rozwojem opornosci na insuling w komorce ttuszczowej. Na cykl sktadaja si¢ nastgpujace trzy
prace oryginalne:

e Aneta Cierzniak, Dorota Pawetka, Krzysztof Kaliszewski, Jerzy Rudnicki, Tadeusz
Dobosz, Matgorzata Matodobra-Mazur: DNA methylation in adipocytes from visceral
and subcutaneous adipose tissue influences insulin-signaling gene expression in
obese individuals. International Journal of Obesity 2021; 45(3): 650-658, doi:
10.1038/s41366-020-00729-7, IF: 5.095, Pkt. MNiSW: 100

e Matgorzata Malodobra-Mazur, Aneta Cierzniak, Aneta Myszczyszyn, Krzysztof
Kaliszewski, Tadeusz Dobosz: Histone modifications influence the insulin-signaling
genes and are related to insulin resistance in human adipocytes. International Journal
of Biochemistry and Cell Biology 2021; 137; art.106031, doi:
10.1016/j.biocel.2021.106031, IF: 5.085, Pkt. MNiSW: 100

e Aneta Cierzniak, Krzysztof Kaliszewski, Matgorzata Matodobra-Mazur: The
preliminary evaluation of epigenetic modifications regulating the expression of IL10
in  insulin-resistant  adipocytes.  Genes  2022;  13(2);  art.294, doi:
10.3390/genes13020294, IF: 4.096, Pkt. MNiSW: 100.

Dwie pierwsze prace zostaly opublikowane w 2021 roku, a ostania w 2022 roku.
Oceniajac poziom cyklu, warto zwrdci¢ uwagg, ze wszystkie prace zostaty opublikowane w
czasopismach majacych wg Ministerstwa Edukacji i Nauki 100 punktéw. taczna punktacja za
prace przedstawione w cyklu sktadajacym sig na rozprawg doktorska wynosi 14.276 IF i 300
pkt MNiSW.

Mimo, ze nie ma formalnego wymogu catkowitej zgodnosci tematycznej wszystkich
sktadowych, Doktorantka opracowata cykl o bardzo logicznej konstrukcji, gdzie poszczegolne
elementy wzajemnie sie uzupetniaja. Sformufowata siedem szczegétowych celow
badawczych, a kazdy z trzech artykutdow jest proba odpowiedzi na problem badawczy
powigzanych z danym celem.

W | publikacji Doktorantka podjeta sig¢ oceny wplywu otytosci na regulacje
epigenetyczna w postaci metylacji DNA na poziomie globalnym i miejscowo specyficznym, a
takze na dysregulacje ekspresji genéw kluczowych dla insulinoopornosci. Badania zostaty
wykonane z wykorzystaniem materiatu biologicznego w formie tkanek ttuszczowych obu
frakcji: trzewnej i podskornej. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze
insulinoopornosci ze wspdtistniejgca otyloscia towarzysza zaburzenia ekspresji genéw
kluczowych dla szlaku insulinowego, metabolizmu lipidéw, regulacji transkrypcji oraz
kodujacych adipokiny i enzymy biorace udziat w generowaniu metylacji DNA w tkance
tluszczowej, zarébwno w komponencie podskornej, jak i trzewnej. Wykazano znaczne
obnizenie ekspresji wspomnianych genéw u o0s6b otytych wykazujacych opornos$¢ na
insuline. Metylacja DNA stanowita czynnik regulujacy ekspresje genow u osoéb otylych z
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insulinoopornoscia o czym s$wiadczyta zaobserwowana zwiekszona metylacja DNA w
adipocytach oséb otylych z insulinoopornoscia, zwigkszony poziom metylacji regionéw
promotorowych gendéw kluczowych dla szlaku insulinowego (SLC2A4), a takze regulacji
adipogenezy i metabolizmu glukozy (PPARG, ADIPOQ), ktéry korelowat ujemnie z poziomem
ekspresji tych genéw. PPARy jako czynnik transkrypcyjny odgrywat kluczowa role w rozwoju
insulinoopornosci u oséb otytych poprzez regulacjg ekspresji innych genéw istotnych dla
utrzymania wrazliwosci na insuline w komorkach ttuszczowych. W ramach badar wskazano,
ze regulacja epigenetyczna ekspresji PPARG moze stanowic pomost taczacy wspotzaleznosé
molekularng pomiedzy otytoscig i insulinoopornosciag a metylotransferaza DNA kodowana
przez gen DNMT1 moze odgrywaé kluczowy role w regulacji epigenetycznej powiazanej z
otytoscig i insulinoopornoscia.

W Il publikacji Doktorantka ocenita modyfikacje epigenetyczne na poziomie histonéw
w badanym materiale biologicznym. Poddata analizie potrojng metylacje lizyny 4 (H3K4me3)
i acetylacjg lizyny 9 i 14 (H3K9/14ac) w obrebie histonu 3 na poziomie globalnym oraz
miejscowo specyficznym z uwzglednieniem regionéw promotorowych gendéw PPARG,
SLC2A4 i ADIPOQ oraz przeanalizowata ekspresje panelu genow kluczowych dla regulac;ji
wrazliwosci na insuling, adipogenezy, metabolizmu lipidow, a takze kodujacych czynniki
transkrypcyjne i biatka o aktywnosci enzymatycznej uczestniczgce w tworzeniu modyfikacji
epigenetycznych. W analizach wykazano, ze modyfikacje epigenetyczne w obrebie histonéw
maja bezposredni wptyw na regulacje ekspresji genéw kluczowych dla insulinoopornosci,
ktorej towarzysza zaburzenia w ekspresji gendéw kluczowych dla szlaku insulinowego
(SLC2A4), kodujacych czynnik transkrypeyjny PPARy (PPARG) i adiponektyne (ADIPOQ).
Wykazano obnizony poziom modyfikacji epigenetycznych u pacjentdw z insulinoopornoscig i
zaburzenia w ekspresji badanych genéw, ktory zostat potwierdzony na modelu komorkowym
bazujacym na ludzkich komérkach frakcji trzewnej i podskornej. Wiekszo$¢ zmian
epigenetycznych zaréwno na poziomie DNA, jak i histondw pojawiato sie po 72 h od
wyidukowania insulinoopornosci w modelu komérkowym ludzkich/mysich adipocytéw.
Natomiast tkanka ttuszczowa trzewna wykazywata szybsza podatnos¢ na zmiany w regulacji
0 podtozu epigenetycznym niz jej komponenta podskérna co jak wskazata Doktorantka moze
$wiadczy¢ o jej zwiekszonej podatnosci na zaburzenia o podfozu metabolicznym. Mysi model
wykazywat wieksza spdjnosé z wynikami uzyskanymi z komoérek komponenty podskdrnej.
Ostatnie wnioski z tej czesci pracy badawczej dotyczyly PPARy jako czynnika
transkrypcyjnego, ktéry odgrywat kluczowa role w rozwoju insulinoopornosci w adipocytach
i deacetylaz, ktére mogg odgrywa¢ kluczowa role w regulacji epigenetycznej na poziomie
histonéw w rozwoju insulinoopornosci w komérkach ttuszczowych.

Il publikacja prezentuje ocene modyfikacji epigenetycznych na poziomie histonow
(H3K4me3; H3K9/14ac) i DNA (metylacja wysp CpG) zwiazanych z regionem promotorowym
genu kodujacego interleuking 10 i jej wptywu na ekspresje /IL10 w wykorzystanym materiale
biologicznym. Na podstawie wykonanych badan wykazano, ze miejscowo specyficzne
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modyfikacje epigenetyczne na poziomie DNA i histonéw moga mieé istotny wplyw na
regulacje ekspresji /L10 w rozwoju insulinoopornosci w komdrkach ttuszczowych.
Modyfikacje epigenetyczne moga wptywac na siebie, co zaobserwowane zostato w ludzkim
modelu komérkowym frakcji podskérnej i trzewnej, gdzie redukcji ilosci jednej modyfikacji
epigenetycznej towarzyszyt wzrost drugiej. Oba zaobserwowane zjawiska zostaty
potwierdzone wykazang ujemna korelacja miedzy modyfikacjami epigenetycznymi na
poziomie DNA i histonéw. Dodatkowo odmienny profil ekspresji /L10 w modelach
komorkowych pochodzenia ludzkiego obu frakeji tkanki ttuszczowej potwierdza rdéznice
metaboliczne miedzy jej komponenta podskérng i trzewna, szczegdlnie w kontekscie
podatnosci na stan zapalny. Zaobserwowane zaleznosci pomigdzy ekspresja /L10 a zmianami
na poziomie regulacji epigenetycznej w mysim modelu komdrkowym moga sugerowac
odmienne mechanizmy regulacji transkrypcji przez modyfikacje epigenetyczne u myszy.

W ramach przeprowadzonych badarn doktorantka wykazata istotny wptyw regulacji
epigenetycznej, zaréowno na poziomie DNA jak i histondw, na zmiany w ekspresji genow
kluczowych dla szlaku insulinowego, regulacji adipogenezy i metabolizmu glukozy.
Zaburzenia w transkrypcji prowadzace do zmian w syntezie waznych metabolicznie biatek
moga bezposrednio zaktdca¢ dziatanie okreslonych szlakow, jednoczesnie prowadzac do
rozwoju choréb metabolicznych. Doktorantka wykazata takie, ze w rozwoju
insulinoopornoéci w komérkach ttuszczowych istotng role odgrywa strategiczny czynnik
transkrypcyjny w postaci PPARy, ktorego ekspresja genu rowniez podlega regulacji
epigenetycznej.

Niewatpliwym walorem pracy przedstawionej do recenzji jest forma, polegajaca na
kompilacji prac opublikowanych w recenzowanych czasopismach. Wyniki badan
przeprowadzonych przez Doktorantke zwigkszajace wiedze o molekularnych mechanizmach
odpowiedzialnych za rozwdj insulinoopornosci ze wspdtistniejacq otytoscig, ktéra w
sprzyjajacych warunkach moze przyczyni¢ sie do rozwoju petnoobjawowej cukrzycy typu 2,
faktycznie moga w przysztoéci znalez¢ kliniczne zastosowanie dla opracowania leczenia
przyczynowego.

Stabych stron pracy nie odnalaztam. Doktorantka w prezentowanej pracy badata
obszar dotyczacy zaburzer tolerancji komoérek na insuling, ktore przy wspotistniejgcej
otytoéci moga prowadzi¢ do rozwoju cukrzycy typu 2. Moje pytanie do Doktorantki dotyczy
wskazania klinicznego zastosowania innych wynikow badan i wskazania schorzen, w ktérych
ocena zmian na poziomie regulacji epigenetycznej pomogfa lub pomoze w opracowaniu
leczenia przyczynowego, okreslenia aktualnie prowadzonych badarn i dalszych kierunkow
badawczych w tym zakresie.
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Podsumowujac:

Wyniki i wnioski prezentowane w publikacjach, dokfadnie odpowiadajg postawionym
przez Doktorantke celom badania. Przedawniona praca pod wzgledem merytorycznym
spetnia ustawowe warunki, ktdre powinna spetnia¢ praca doktorska, stanowi oryginalne,
samodzielne rozwigzanie problemu naukowego. Swiadczy o bardzo duzej wiedzy
teoretycznej kandydatki, umiejetnogci poprowadzenia badarn naukowych, analiz
statystycznych i konstrukcji wnioskow.

Zastosowane przez Doktorantke metody badan oraz analizy statystyczne s3 bardzo
dobrze dobrane i nie budzg zastrzezen. Publikacje wchodzace w sktad cyklu osiggnety bardzo
wysoki Impact Factor, przewyiszajacy wartodci zazwyczaj wymagane na stopien doktora n.
medycznych lub doktora nauk o zdrowiu. Na uwage zastuguje tez bardzo staranne
opracowanie redakcyjne rozprawy doktorskiej i wyjatkowa poprawnos¢ jezykowa.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska w petni spetnia kryteria i warunki
stawiane rozprawom doktorskim okreélone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. Nr 65, poz. 595, z poZn. zm.). Wystepuje z wnioskiem do Wysokiej Rady Dyscypliny
Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu o
dopuszczenie mgr Anety Cierzniak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na stopien ztozonosci prowadzonych analiz, ich wage
naukowa i doskonale opublikowane wyniki badann wnioskuje o wyréznienie rozprawy
doktorskiej.
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