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Recenzja pracy doktorskiej mgr Justyny Marii Strycharz pt. ,,Modyfikacje
epigenetyczne indukowane w wisceralnych adipocytach hodowanych w
hiperglikemii i wisceralnej tkance tluszczowej pacjentéw z zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej (prediabetes, cukrzyca typu 2)”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Marii
Strycharz zostata wykonana pod kierunkiem Pana prof. dr hab. n. med. Janusza
Szemraja w Zaktadzie Biochemii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w t.odzi. Praca
doktorska byta finansowana ze é$rodkéw Grantu Narodowego Centrum Nauki
przyznanego w konkursie OPUS (UMO-2015/17/B/NZ7/03019) pod tytutem ,Rola
zmian epigenetycznych i p53 w trzewnej tkance tluszczowej w patogenezie cukrzycy
typu 2" realizowanego w latach 2017-2021. Badania wraz z ich publikacjg byly
wspotfinansowane przez Polskie Towarzystwo Choréb Metabolicznych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Justyny Marii Strycharz
stanowi zbiér czterech powigzanych tematycznie artykutdbw naukowych
opublikowanych w latach 2017-2021. W skiad rozprawy doktorskiej wchodzg dwie
publikacje oryginalne oraz dwie publikacje przegladowe. Wszystkie publikacje
wchodzgce w skiad rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w migedzynarodowych
wysoko punktowanych czasopismach i sg opracowaniami zbiorowymi, w ktorych Pani
mgr Justyna Maria Strycharz jest pierwszym autorem. Sumaryczny wspofczynnik
oddziatywania - Impact Factor publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej
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wynosi 19,314, a punktacja MEIN wynosi 440 pkt, co nalezy uznac za imponujgcy
wynik biorgc pod uwage wczesny etap kariery naukowej Doktorantki.

W rozprawie doktorskiej zawarto réwniez oswiadczenia wspotautoréw artykutéw
wechodzgceych w skiad doktoratu, ktére wskazujg na wiodgcg role Doktorantki. Udziat
Doktorantki we wszystkich przedstawionych pracach wchodzgcych w skiad rozprawy
doktorskiej jest wysoki. Wkiad pracy mgr Strycharz w prace przegladows pt. ,Is p53
Involved in Tissue-Specific Insulin Resistance Formation?” zostat okreslony na 69%,
a w drugiej pracy przegladowe] pt. "SIRT1 as a Therapeutic Target in Diabetic
Complications” na 60%. Natomiast wktad pracy mgr Strycharz w publikacje oryginalne
zostat okreslony na 30% dla publikacji pt. ,Visceral Adipose Tissue of Prediabetic and
Diabetic Females Shares a Set of Similarly Upregulated microRNAs Functionally
Annotated to Inflammation, Oxidative Stress and Insulin Signaling” i na 38% dia
publikacji pt. ,Hyperglycemia Affects miRNAs Expression Pattern during Adipogenesis
of Human Visceral Adipocytes—Is Memorization Involved?”.

Tak duzy wudziat Doktorantki w opublikowanych pracach stanowi
niezaprzeczalnie podstawe do ubiegania sig o stopien naukowy doktora na podstawie
przedstawionego cyklu prac. Wszystkie publikacje stanowigce rozprawe doktorskg
majg wysokg warto$¢ merytoryczng i metodyczng. Problem badawczy podjety przez
Doktorantke jest niezwykle istotny w poznaniu roli mechanizmaéw epigenetycznych w
dysfunkcji tkanki trzewnej i zwigzanej z tym indukcji stanu przedcukrzycowego i
cukrzycy typu 2.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu liczgcego
121 stron i zawiera nastepujace rozdziaty: zrodta finansowania, spis publikaciji
bedacych podstawg rozprawy doktorskiej, wprowadzenie, cele pracy, materiaty i
metody, wyniki, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, bibliografia, kopie
czterech publikacji wchodzacych w zakres rozprawy doktorskiej, o$wiadczenia
wspotautoréw publikacji oraz zgode Komisji Bioetycznej. Wprowadzenie stanowi
analize aktualnego stanu wiedzy na temat podjetego problemu badawczego
uzasadniajgc celowos¢ prowadzonych badan. W rozdziale tym przedstawiono
podstawowe informacje dotyczgce adipogenezy, cukrzycy typu 2 oraz roli microRNA,
sirtuiny 11 p53 w patogenezie cukrzycy typu 2. W nastgpnym rozdziale szczegétowe
cele pracy zostaly precyzyjnie przedstawione w pigtnastu punktach i poprawnosé ich
sformufowania nie budzi watpliwosci. Do gléwnych celéw pracy doktorskiej nalezaly:
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1. ocena poziomu ekspresji 78 czasteczek miRNA w trakcie 3-etapowej adipogenezy
preadipocytow wisceralnych linii HPA-v (ludzkie trzewne preadipocyty) traktowanych
lub nie hiperglikemig chroniczng i przerywang (14 wariantéw hodowlanych p/Ads); 2.
ocena poziomu ekspresji 75 czgsteczek miRNA w probkach VAT (tkanka tluszczowa
trzewna) pobranych od pacjentéw (N = 38) ze stanem przedcukrzycowym, cukrzyca
typu 2 oraz oséb z prawidiowg glikemig za pomocg Custom TLDA miRNA Cards i
metody gPCR.

W kolejnym rozdziale wyszczegdlniono zastosowane materialy i metody. W
pracy doktorskiej w sposob prawidlowy dobrano metody badawcze. W pracy
zastosowano adekwatne dla rozwigzania probleméw badawczych analizy
statystyczne. Zastosowane metody zapewnily uzyskanie ciekawych i oryginalnych
wynikow. W kolejnych rozdziatach Doktorantka opisuje uzyskane wyniki badan i
formutuje w sposéb prawidlowy wnioski w siedmiu punktach. Piémiennictwo jest
wiasciwie dobrane i jest bezposrednio zwigzane z tematyka pracy. W tym miejscu
nalezy zauwazy¢, ze w pracy doktorskiej nie zamieszczono spisu treéci, nie
ponumerowano stron pracy oraz nie przedstawiono w czeéci wstepnej pracy wykazu
stosowanych skrotow. Zamieszczenie powyzszych elementéw pracy ufatwityby
czytanie i recenzjg pracy doktorskiej.

Do pracy zatgczono kopie czterech opublikowanych i powigzanych tematycznie
artykutow naukowych. Prace te byly szczegdtowo recenzowane i nie znajduje w nich
btedéw merytorycznych. Prace przegladowe dobrze odzwierciedlajg aktualny stan
wiedzy na temat roli biatka p53 w patomechanizmach indukowanych hiperglikemig w
tkankach insulinowrazliwych oraz roli biatka Sirt1, jako deacetyazy histonowej i
niehistonowej w molekularnych patomechanizmach wywotanych hiperglikemig. W
pracy przegladowej pt. ,Is p53 Involved in Tissue -Specific Insulin Resistance
Formation?” opublikowanej w Oxid. Med. Cell. Longev. w 2017 r. przedstawiono
doktadny opis molekularnych zaburzer zwigzanych z hiperglikemig, stresem
oksydacyjnym, odpowiedzig na uszkodzenia DNA (szlak ATM-p53-MDM2), procesem
Zapalnym oraz roli biatka p53, dziatajacego poprzez regulacje okreslonych miRNA, w
indukowaniu insulinoopornosci i patogenezie cukrzycy typu 2. Ponadto, w pracy tej
doktadnie opisano role p53 w réznicowaniu preadipocytow oraz patomechanizmy
dziatajace w hipertroficznej i hiperplastycznej tkance ttuszczowej. Autorka opisata
kluczowg role biatka p53 w patomechanizmie insulinoopornosci w powigzaniu z

3



czynnikami genetycznymi i epigenetycznymi. Doktorantka opisata rowniez ochronng
role p53 w otylosci i cukrzycy, co moze stanowic podstawe do rozwoju terapii, w tym
W powigzaniu z miRNA.,

W publikacji przeglagdowej pt. ,SIRT1 as a Therapeutic Target in Diabetic
Complications” opublikowanej w Curr. Med. Chem. w 2018 r., szczegotowo opisano
role Sint1 w insulinoopornosci oraz w mikro- i makroangiopatycznych powiktaniach
cukrzycowych. W pracy tej Autorka opisata bardzo doktadnie kluczowsg role Sirt1 w
powigzaniu z ekspresja miRNA w insulinoopornosci oraz w promowaniu metabolicznej
pamieci komorkowe].

Z obowigzku recenzenta zamieszezam ponizej uwage dotyczaca zapisywania
nazw gendw opisanych w opublikowanych oryginalnych artykutach wchodzgcych w
sktad rozprawy doktorskiej. A mianowicie, nie zawsze w Sposob prawidtowy stosowano
sig do zasad zapisywania nazw gendw, np. cyt: ,TP53 gene has been declared the
major tumor suppressor gene” lub ,...who carry minor alleles of SIRT1 gene”.
Prawidtowo, zgodnie z nomenklaturg HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee)
nazwy gendw powinny by¢ zapisywane kursywg. Jednakze, takie drobne btedy nie
zmniejszajg wysokiego poziomu merytorycznego przedstawionych do oceny publikaciji
wchodzgcych w zakres niniejsze; pracy doktorskiej.

Wyniki prac oryginalnych skladajgce sie na rozprawe doktorskg zostaty
opublikowane w dwéch artykutach w anglojezycznych czasopismach naukowych o
wysokim wspétczynniku oddzialywania, co potwierdza ich wartogé poznawczg i wysoki
poziom naukowy. W publikacjach oryginalnych szczegdlowo opisano aspekty
merytoryczne, materiat badany, zastosowane metody oraz uzyskane wyniki. Materiat
badany stanowita linia komérkowa HPA-v oraz pobrane od 38 niespokrewnionych
0sob trzewne tkanki tluszczowe, w ktérych po izolacji RNA przeprowadzono analize
profilu ekspresji miIRNA stosujac Custom TLDA miRNA Cards i metode gPCR. W pracy
zastosowano rowniez analize in silico w celu okreslenia szlakéw molekularnych, ktére
mogg by¢ kontrolowane przez badane miRNA.

W publikacji pt. ,Hyperglycemia Affects miRNAs Expression Pattern during
Adipogenesis of Human Visceral Adipocytes—Is Memorization Involved?”
opublikowanej w Nutrients w 2018 wybrano za pomocg badan screeningowych 78
najbardziej obiecujgcych czasteczek miRNA sposréd 754 czgsteczek miRNA



testowanych w preadipocytach i adipocytach wisceralnych traktowanych hiperglikemia
| nie traktowanych hiperglikemig. W pracy tej wykazano, ze hiperglikemia zaréwno
chroniczna jak i przerywana wplyneta na ekspresje miRNA podczas adipogenezy w
porownaniu do normoglikemii. Wykazano réwniez, ze zmiany wywolane ekspozycjg na
hiperglikemig¢ podczas jednego etapu adipogenezy przypominaty te obserwowane
przy przewlektej hiperglikemii. Z badan tych moze wynikaé, ze miRNA mogg byé
czgsteczkami uczestniczgcymi w zapamietywaniu efektu zaleznego od hiperglikemii w
wisceralnych preadipocytach. Ponadto, w pracy tej wyodrgbniono 15 czgsteczek
miRNA (miR-376¢-3p, miR-140-5p, miR-151a-5p, miR-374b-5p, miR-193b-3p, miR-
106b-5p, miR-16-5p, miR-93-3p, let-7g-5p, miR-193a-5p, miR-26b-5p, miR-29a-3p,
miR-93-3p, miR-484), ktorych ekspresja ulegta zmianie podczas adipogenezy w
warunkach normoglikemii i hiperglikemii oraz w odpowiedzi na jeden lub chroniczny
bodziec hiperglikemii na 3 etapach adipogenezy. Okreélenie poziomoéw ekspresji 78
czgsteczek miRNA w 14 wariantach komérkowych pozwolito réwniez na okredlenie
globalnych profilow zmian ekspresji miRNA.

W kolejnej oryginalnej publikacji wehodzacej w sktad pracy doktorskiej pt.
»Visceral Adipose Tissue of Prediabetic and Diabetic Females Shares a Set of Similarly
Upregulated microRNAs Functionally Annotated to Inflammation, Oxidative Stress and
Insulin Signaling” opublikowanej w Antioxidants w 2021 roku okreslono poziom
ekspresji 75 czasteczek miRNA w probkach trzewnej tkanki ttuszczowej pochodzace;
od 38 pacjentow, w tym 26 kobiet. Wstepne wyniki pokazaly, ze pte¢ moze mieé wplyw
na poziom ekspresji miRNA dlatego w dalszych badaniach analize ekspresji miRNA
przeprowadzono u 26 kobiet. W opisie metodyki gqPCR wskazano, ze za pomoca
algorytmu Bestkeeper jako najlepsze endogenne kontrolne wybrano miR-93-5p i miR-
17-5p. W tym miejscu nalezy zauwazyé, ze w poprzedniej publikacji oryginalnej
wykazano, ze ekspresja miR-93-5p ulegta zmianie podczas adipogenezy. Zatem
nasuwa sie nastepujgce pytanie do Doktorantki: dlaczego wybrano miR-93-5p jako
endogenng kontrole skoro wykazano we wczesniejszej pracy, ze jego poziom nie jest
stabilny w badanych preadipocytach i adipocytach wisceralnych? Uwazam, Ze w pracy
warto bytoby zamiesci¢ wigcej informacji na temat sposobu wyboru edogennych
kontroli.

W omawianej powyzej pracy oryginalnej wyodrebniono 15 czasteczek miRNA
(miR-10a-5p, let-7d-5p, miR-532-5p, miR-127-3p, miR-125b-5p, let-7a-5p, let-7e-5p,
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miR-199a-3p, miR-365a-3p, miR-99a-5p, miR-100-5p, miR-342-3p, miR-146b-5p,
miR-204-5p, miR-409-3p), ktdrych ekspresja réznita sie pomiedzy grupami: z
prawidlowg glikemig, cukrzyca typu 2 i z nieprawidtowg glikemig na czczo, Ponadto, w
pracy tej wykazano Ze, ekspresja wiekszosci Znaczgco zmienionych miRNA byla
podobnie podwyzszona w prébkach trzewnej tkanki tluszczowej kobiet z cukrzyca typu
2 | z nieprawidtowg glikemig na czczo w poréwnaniu z pacjentkami z prawidiowag
glikemig, w tym dodatnio skorelowana z poziomem glukozy na czczo i HbA1c, Analizy
in silico przeprowadzone zaréwno w badaniach na linii komérkowej HPA-v jak i
trzewnych tkankach tluszczowych wykazaty, ze istotnie zmienione miRNA wydaja sie
by¢ powigzane ze stresem oksydacyjnym, zapaleniem, sygnalizacjg insuliny,
sygnalizacjg p53 i sirtuiny 1, naprawg DNA, metabolizmem lipidéw oraz sygnalizacjg
adipocytokin i cytokin. Moim zdaniem tak ciekawe i oryginalne obserwacje mogg
stanowi¢ obiecujgcy wstep do dalszych badan, majg tez potencjat aplikacyjny jako
potencjalne nowe narzedzia diagnostyczne i terapeutyczne.

W obu zatgczonych publikacjach oryginalnych dyskusja zostata napisana w
Sposob rzeczowy | wnikliwy. Dyskusja w petni ukazuje bardzo dobre zorientowanie
Doktorantki w aktualnej literaturze dotyczacej problemu badawczego. Na podstawie
uzyskanych wynikéw prawidtowo sformutowano wnioski koricowe.

Podsumowujge, zaprezentowana praca doktorska z zatgczonym cyklem
publikacji posiada bardzo wysokg warto$¢ merytoryczng i metodyczng, co jest
wiasciwe dla przeprowadzenia postgpowania doktorskiego.

Whioski Koricowe

Prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne
Autorki oraz opanowanie przez nig warsztatu badawczego. Wysoko oceniam wartosé
naukowg przedstawionej pracy doktorskiej. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i prezentuje doskonalg wiedze teoretyczng Doktorantki we
wskazanej dyscyplinie naukowej oraz wskazuje na umiejgtnos¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowe;.

Rozprawa doktorska pt. ,Modyfikacje epigenetyczne indukowane w wisceralnych
adipocytach hodowanych w hiperglikemii i wisceralne] tkance tuszczowe] pacjentow z
zaburzeniami gospodarki weglowodanowe] (prediabetes, cukrzyca typu 2)" w petni spelnia



warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U.2021 poz. 478 ze zm). Wnosze o dopuszczenie Pani mgr Justyny Marii Strycharz
do dalszych etapow postgpowania doktorskiego. Jednoczeénie, z uwagi na wysokg wartosé

poznawczg i aplikacyjng prowadzonych badan pragne przediozy¢ wniosek o wyréznienie
niniejszej pracy doktorskiej.

Prof. dr hab. n. med. lzabela Zawlik



