Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Jagody Barbary Adamczyk-Grochali pt. ,Rola
metylotransferazy DNMT2 w odpowiedzi na stres komoérkowy oraz w regulacji starzenia
komorkowego fibroblastow ssaczych”, w zwigzku z powierzeniem przez Rade Wydziatu

Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie obowiazku

recenzenta
1. Znaczenie podjetych badan

Praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Biochemii Komorki Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego, pod kierunkiem dr hab. Tomasza Zabka, prof.
Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu Badawczego i promotora pomocniczego dr
hab. Anny Lewinskiej, prof. Uniwersytetu Rzeszowskiego. Praca dotyczy okreslenia udziatu
metylotransferazy DNMT2 w procesie starzenia komoérek oraz w reakcji na stres oksydacyjny
w oparciu o analize wybranych linii komérkowych ssakéw i cztowieka. Rozprawa powstata w
wyniku realizacji projektu badawczego luventus PLUS. Podjecie przez Doktorantke takiej
tematyki jest logiczng konsekwencjg i rozwinieciem badan prowadzonych przez promotora
rozprawy i promotora pomocniczego, dotyczacych procesow starzenia komoérek. Rozprawa
zostata przygotowana z zastosowaniem standardowych i najnowoczesniejszych metod

biologii molekularnej i proteomiki, umozliwiajac uzyskanie wigzacych wynikow.
2. Ocena pracy

Rozprawa doktorska napisana jest w uktadzie zalecanym dla prac promocyjnych,
zawiera spis tresci, wykaz wybranych skrétow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wstep, cel i zatozenia pracy, materialty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz
piSmiennictwo. Juz na wstepie mozna zorientowaé sie, ze rozprawa przygotowana jest
bardzo starannie i jednoczesnie ciekawie, i ze obejmuje interesujgce zagadnienia i wyniki.
Praca nalezy do obszernych, liczy wraz z pi$miennictwem 171 stron, co nie ufatwito pracy
recenzentowi.

Wykaz wybranych skrotow obejmuje siedem stron, co sugeruje, ze pracy nie
bedzie czytato sie fatwo. Nalezy zgodzi¢ sie z Autorka, ze lepiej rozszerzy¢ wykaz, niz
pominac¢ skréty. Znalaztem w wykazie tylko dwa drobne biedy.

Streszczenie zostato przygotowane na dwéch stronach w sposob prawidtowy.
Jedyna uwaga to sformutowanie ,manipulacja genetyczna’, lepiej stosowac¢ ,modyfikacja
genetyczna”. Termin ,manipulacja” funkcjonuje w Polsce jako dziatanie negatywne. Ponadto
pisownia nazw genoéw powinna by¢ kursywa a biatek normaling czcionka.



W obszernym Wstepie liczacym 34 strony Autorka zajmuje sie procesem starzenia
wskazujac, ze wystepuje grupa chorob cztowieka nierozerwalnie zwigzana ze starzeniem,
np. choroby nowotworowe. \Wskazuje, ze pojawiajg si¢ nowe mozliwosci regulacji, wedtug
Autorki, kontroli, $ciezek sygnatowych i biochemicznych. Nastepnie opisuje
charakterystyczne cechy starzenia, ktore wspiera poprawng rycing nr 1.

Waznym problemem rozwinietym przez Doktorantke jest opis czynnikow, ktére moga
indukowac proces starzenia.

W rozdziale 2 Wstepu Autorka rozwaza usuwanie komérek starzejgcych jako cel
terapeutyczny. Ostatnia cze$¢ Wstepu poswiecona zostata epigenetycznym mechanizmom
regulacji ekspresji gendw, skupiajac si¢ na przedstawieniu metylotransferazy 2 DNMTZ2, jako
biatka o najwiekszej homologii migedzygatunkowe;j.

Wstep jest ilustrowany niezbednymi rycinami umozliwiajgcymi lepsze zrozumienie
przedstawianych informacji i w petni wprowadza w zagadnienia pracy doktorskiej. Hierarchia
rozdziatow we wstepie jest zbyt rozbudowana, Autorka wymienita az 5 pozioméw. Wstep
oceniam bardzo wysoko.

Cel i zalozenia pracy zajmujg trzy strony. Autorka zaktada trzy cele, ktére
realizowane byly w dwoch uktadach eksperymentalnych na liniach unie$miertelnionych
komorek zarodkowych fibroblastow myszy i prawidtowych fibroblastach cztowieka w oparciu
o dwie strategie wyciszania genu DNMT2. Doktorantka zatozyta réwniez wystgpowanie
warunkow stresu oraz badan w standardowych warunkach. Ten rozdziat uzupetniajg cele
szczegOtowe w liczbie o$miu, rycina przedstawiajgca zakres zaplanowanych prac oraz
tabela zestawiajgca uktad eksperymentalny, umozliwiajgc petne spojrzenie na zakres prac.
Cel pracy uznaje za ambitny i nowatorski, wymagajgcy pracy eksperckiej zarowno przy
uzyskiwaniu jak i opracowywaniu wynikéw.

Materialy i metody przedstawiono na 32 stronach. Doktorantka w czesci dotyczace;
materiatow wymienia stosowane odczynniki, enzymy, zestawy komercyjne, bufory i roztwory,
materiaty do transfekcji, odczynniki do hodowli komoérkowych, sprzet i materiaty
jednorazowe, przeciwciata oraz programy. W metodach informuje o hodowlach
komérkowych linii NIH3T3 myszy, WI-38 fibroblastow ptuc cztowieka oraz linii BJ -
prawidtowych fibroblastow skory cztowieka. Komérki pochodzity z American Type Culture
Collection. Autorka podaje szczegéty hodowli, wyciszenia genu DNMT2 z zastosowaniem
technologii CRISPR/Cas9 dla linii NIH3T3 oraz technologig siRNA dla linii WI-38 i BJ.
Aktywno$¢é metaboliczna komoérek oceniona zostata testem MTT. Przedstawia nastepnie
sposob oceny wzglednego poziomu ekspresji genu DNMT2 na podstawie analizy iloSciowej
RNA. Duza cze$¢ metod poswigcona zostata opisom linii komorkowych obejmujgcych: ocene
apoptotycznej $mierci z zastosowaniem aneksyny V i 7-aminoaktynomycyny (7-AAD),
analize cyklu komorkowego, badanie podziatdw komérek, ocene aktywnosci SA-B-
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galaktozydazy, ocene parametrow stresu oksydacyjnego oraz oceng niestabilnosci
genetycznej. Metody uzupetniajg badania biatek z wykorzystaniem przeciwciat znakowanych
immunofluorescencyjnie, analiza typu Western blot, jak réwniez ocena dtugosci telomerow
metodg hybrydyzacji Southerna, analiza aktywnosci telomerazy, pomiar poziomu metylacji
DNA i RNA oraz analiza statystyczna. Rozdziat Materiaty i metody oceniam wysoko,
poniewaz umozliwia recenzentowi i czytelnikowi doktadne zapoznanie sie ze stosowanymi
procedurami i odczynnikami.

Wyniki przedstawione zostaty na 38 stronach, sg bogato ilustrowane rycinami i
opisujg kolejne etapy realizacji rozprawy. Wyniki podzielone sg na dwie czesci, pierwsza
dotyczy analizy wptywu wyciszenia genu Dnmt2 w zarodkowych fibroblastach myszy linii
NIH3T3, druga obnizenia poziomu DNMT2 w liniach WI-38 i BJ fibroblastow cztowieka.

W pierwszej czesci Doktorantka opisuje uzyskanie stabilnych linii komérek NIH3T3 z
wyciszong aktywnoscig genu Dnmt2 w 50% (Dnmt2-NIC 1, klon 1), z catkowicie wyciszonym
genem (Dnmt2-NIC 2, klon 2) oraz linig kontrolng (K-NIC), transfekowang plazmidem
kontrolnym. Doktorantka wykazata z zastosowaniem testu MTT, ze nadtlenek wodoru dziata
cytotoksycznie w stosunku do wszystkich linii komérkowych, przy czym komorki z
wyciszonym genem Dnmt2 sg bardziej wrazliwe na czynnik stresujgcy. Wzrastajace stezenie
nadtlenku wodoru prowadzi do nasilenia obserwowanych efektow. Do dalszych prac
Doktorantka wybrata 200 puM stezenie czynnika stresujgcego. Inkubacja z nadtlenkiem
wodoru prowadzita do zatrzymania cyklu komérkowego w punkcie G2/M dla wszystkich linii
fibroblastow myszy. Doktorantka wykazata wzrost poziomu biatek p21 i p53 w warunkach
stresu, po 24 godzinach i 7 dniach od indukgji stresu, przy czym podwyzszony poziom tych
biatek obserwowano rowniez w liniach z wyciszonym genem Dnmt2 nie poddanych dziataniu
stresu. Wyciszenie genu Dnmt2 prowadzi takze do indukcji starzenia komérek okreslanego
poprzez ocene aktywnosci enzymu lizosomalnego B-galaktozydazy (SA-B-Gal). Co ciekawe,
warunki stresowe przyspieszajg starzenie komorek kontrolnych, podczas gdy w komaérkach z
wyciszong aktywnoscig genu Dnmt2 dochodzi do obnizenia aktywnosci tego enzymu i
ograniczenia procesu starzenia (odpowiednio o 36% i 49%). Wyciszanie genu Dnmt2
prowadzi do skracania telomerow w komorkach linii NIH3T3, ktére byto powigzane ze
spadkiem aktywnosci telomerazy. Poziom obnizenia aktywnosci telomerazy Doktorantka
ocenita na 17% (klon 1). Natomiast w klonie 2 aktywnos$¢ telomerazy byta minimalna. W
czesci dotyczgcej niestabilnosci genetycznej komorek linii NIH3T3, Autorka ocenita zmiany w
DNA testem kometowym oraz testem mikrojgdrowym. Obserwowany ksztalt komet wskazat
na silne uszkodzenia DNA. Doktorantka zaobserwowata réwniez, ze wyciszenie Dnmt2
prowadzi do hipermetylacji DNA (43% klon 1, 86% klon 2) oraz wzrostu ekspresji badanych
metylotransferaz DNA. Ponadto w klonie 2 wystapit najwyzszy poziom metylotransferazy
Dnmt3b. Dziatanie czynnikiem stresujgcym prowadzito do wzrostu poziomu ekspresji
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metylotransferaz DNA we wszystkich liniach NIH3T3. W klonie 2 zaobserwowano ponadto 2-
krotny wzrost poziomu metylacji ogélnej RNA w stosunku do komérek kontrolnych.

Uzyskane wyniki wskazujgce na wptyw wyciszenia genu Dnmt2 na wzrost wrazliwosci
zarodkowych fibroblastéw myszy na stres i indukcje w warunkach kontrolnych starzenia,
Doktorantka potwierdzata na dwoch liniach komoérek cztowieka WI-38 i BJ. Obnizenie
poziomu DNMT2 uzyskata poprzez stosowanie technologii siRNA. We wszystkich liniach
fibroblastow cztowieka w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu wykazano istotnie
statystyczne zmiany w ekspresji mMRNA DNMT2. Najnizszy poziom DNMT2 wykazano dla linii
WI-38 w warunkach stresu. Dla tej linii transfekcja kontrolnym siRNA prowadzita do
obnizenia poziomu biatka DNMT2, a warunki stresu nasilaty ten efekt. W przypadku linii BJ
efekt wyciszenia obserwowano nie po 24 godzinach, a dopiero po 2 i 7 dniach. Co ciekawe,
Doktorantka zaobserwowata wzrost ekspresji DNMT2 po transfekcji kontrolnym siRNA
(metoda qRT-PCR), co moze by¢ zwigzane z sugestig rozpoznawania siRNA przez komorke
jako wirusowego RNA. Zjawisko to zostato potwierdzone poprzez ocene poziomu interferonu
B, wykazujgc najwyzszy jego poziom w fibroblastach linii WI-38 transfekowanych siRNA-
DNMT2. Doktorantka wykazata, ze obnizenie poziomu DNMT2 inicjuje $mier¢ apoptotyczng
w warunkach kontrolnych, efekt ten obserwowano réwniez w warunkach stresu z
zastosowaniem 100 uM nadtlenku wodoru. Bardziej wrazliwe okazaty sie komérki linii WI-38.
Wyciszenie aktywnosci genu DNMT2 w warunkach kontrolnych nie jest skorelowane z
zatrzymaniem cyklu podziatowego komorek, natomiast dodanie czynnika stresujgcego
zatrzymuje cykl w fazie G2/M we wszystkich liniach komoérkowych. Ponadto obnizenie
poziomu DNMT2 prowadzi do obnizenia liczby podziatbw komoérek, a nadtlenek wodoru
wzmacnia ten efekt. Doktorantka obserwowata podwyzszony poziom biatek p53, p21ip16 w
komoérkach z wyciszonym DNMT2 w warunkach kontrolnych oraz stresu. Obnizenie poziomu
DNMT2 prowadzi do starzenia fibroblastow cziowieka w warunkach kontrolnych, podobnie
jak w przypadku fibroblastéw myszy. Podanie 100 pM nadtlenku wodoru indukuje
przyspieszone starzenie fibroblastow cziowieka, przy czym wyciszenie genu DNMT2 nie
wzmacniato procesu starzenia, a nawet nieznacznie obnizato. Doktorantka zaobserwowata
ponadto wzrost poziomu biatka DNMT2 w starzejacych sie komorkach, co korelowato ze
zwiekszong ekspresjg biatka p21. Obnizenie poziomu DNMT2 jest zwigzane z wzrostem
poziomu reaktywnych form tlenu w warunkach kontrolnych w fibroblastach cztowieka i
myszy. Ponadto zastosowanie warunkéw stresu z reguty prowadzito do zwigkszonej
produkcji reaktywnych form tlenu. Doktorantka zaobserwowata réwniez nieodwracalng
karbonylacje biatek. Analiza biatek szoku termicznego HSP70 i HSP90 wykazata wzrost
poziomu biatka HSP70 w warunkach stresu zalezny od wyciszenia genu DNMT2, a biatka
szoku termicznego gromadzg sie w jadrach komérkowych fibroblastéw transfekowanych
siRNA. Obnizenie poziomu DNMT2 zwieksza niestabilno$¢ genetyczng w fibroblastach
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cztowieka, a dziatanie nadtlenkiem wodoru nie prowadzi do zwiekszenia niestabilnosci.
Doktorantka wykazata wzrost poziomu biatka DNMT1 w fibroblastach cziowieka z
wyciszonym genem DNMT2 w warunkach kontrolnych. Dodatkowo w komorkach linii BJ
zaobserwowata wzrost poziomu biatek DNMT3A i DNMT3B. W warunkach kontrolnych nie
wystapity zmiany poziomu metylacji ogélnej zalezne od obnizenia poziomu DNMT2, w
przeciwienstwie do zmian obserwowanych po podaniu nadtlenku wodoru. Doktorantka nie
zaobserwowata ponadto istotnych statystycznie zmian dotyczacych metylacji ogéinej RNA.

Sposéb przedstawienia wynikow uwazam za bardzo dobry, Autorka przedstawia
problem badawczy, po czym przedstawia wyniki na rycinach. W ten sposob zapoznaje
czytelnika na biezgco z najwazniejszymi osiggnieciami. Nalezy dodac, ze znaczna wiekszos¢
rycin przedstawia wyniki bardzo dobrej jakosci. Zwracam réwniez uwage na poprawne opisy
rycin. Podsumowujac rozdziat Wyniki uwazam, ze badania zostaty zrealizowane zgodnie z
celem pracy i bardzo kompetentnie przedstawione. Zauwazy¢ mozna duzy naktad pracy
Autorki, co doprowadzito do uzyskania wysokiej jako$ci dokumentacji i oceny statystyczne;.

W Dyskusji przedstawionej na 12 stronach, Doktorantka umiejetnie dyskutuje
uzyskane wyniki w odniesieniu do danych pismiennictwa, poczawszy od ustosunkowania sie
do procesu starzenia i udziatu zmian epigenetycznych w jego regulacji poprzez zwrocenie
uwagi na metylotransferaze 2 (DNMT2), wskazujac jednoczes$nie na bardzo nieliczne
dostepne informacje. Nastepnie uzasadnia wyboér dwoéch typow komorek ssakow — myszy i
czlowieka dla wskazania uniwersalnosci badanych proceséw oraz wybor warunkéw
doswiadczalnych. Potwierdza udziat metylotransferazy w regulacji starzenia komoérek
ssakow. Dyskutuje regulacje przez poziom aktywnosci DNMT2 biatek szoku termicznego czy
mozliwo$¢ zaburzenia wewnatrzkomorkowej rownowagi redoks. Zwraca uwage na skracanie
telomerow zwigzane z obnizeniem aktywnosci telomerazy w komoérkach z wyciszonym
genem Dnmt2. Dyskutuje tez metylacje na poziomie RNA jako jeden z mechanizmoéw
ochrony w warunkach stresu przed degradacjg RNA. Odnosi sie réwniez do nieoczekiwane;j
indukcji przez siRNA w komorkach kontrolnych odpowiedzi przeciwwirusowej z udziatem
DNMT2. Wskazuje na DNMT2 jako nowy czynnik regulujacych dtugos$¢ zycia fibroblastow
cztowieka. Szeroko dyskutuje wptyw wyciszenia DNMT2 na zmiany epigenetyczne zwigzane
z regulacja procesu starzenia. Cato$¢ podsumowauje rycing 42, koriczacg ten rozdziat.

W podsumowaniu uwazam, ze dyskusja napisana jest kompetentnie i Doktorantka
zachowata w niej kolejnos¢, ktoéra odpowiada celom pracy i uzyskanym wynikom. Dyskusja
wydaje sie by¢ zbyt zwarta, jednak satysfakcjonuje recenzenta. By¢ moze wynikato to z
obszernosci poruszanych zagadnien oraz przygotowania rozprawy w powigzaniu z
publikacjami.

Whnioski Doktorantka zamiescita na 1 stronie, w 12 krétkich punktach,

przedstawiajgc najwazniejsze osiagniecia rozprawy. Niektoére z wnioskéw moglyby by¢
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zgrupowane w jeden, np. wnioski dotyczace obnizenia poziomu DNMT2, a takze
poréwnujace wyniki dotyczace fibroblastow myszy i cztowieka.

Pismiennictwo zebrano na 32 stronach, jest najliczniejsze w recenzowanych przeze
mnie pracach, liczy 549 pozycji. Trzeba oddac, ze sg to prace gtéwnie z obecnego stulecia, a
wiec stosunkowo nowe. Jesli Autorka zapoznata sie z trescig tak licznych publikacji to
chwata Jej, bo na pewno bardzo rozszerzyta swojg wiedze.

Pytania, ktére nasunely sie po przeczytaniu rozprawy sg nastepujgce: 1) Ktorg z
cech starzenia mozna okresli¢ za najwazniejszg? 2) Jaki jest udziat zmian epigenetycznych
w starzeniu organizmu? 3) Dlaczego zastosowano w hodowlach komérkowych myszy
nadtlenek wodoru o stezeniu 200 uM, podczas gdy w hodowlach fibroblastéw cztowieka o
stezeniu 100 uM? 4) Czy mozna poréwnywaé wyciszenie genu DNMT2 uzyskane z
zastosowaniem technologii CRISPR/Cas9 i siRNA?

Pod wzgledem edytorskim, rozprawa zostata przygotowana bardzo dobrze,
znalaztem jedynie bardzo drobne btedy nie wptywajace na cato$¢ wysokiej oceny rozprawy.

3. Whniosek koncowy

Doktorantka porusza w rozprawie bardzo ciekawy i jednocze$nie trudny temat. Jako
recenzent odniostem bardzo pozytywne wrazenie z lektury rozprawy doktorskiej. Mam
rowniez pozytywng ocene sposobu przedstawiania wynikow.

Po zapoznaniu sie z rozprawg doktorskg stwierdzam, ze Autorka przygotowata
bardzo ciekawg rozprawe, zgodng z Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn.
zm.). Powyzsze wnioski upowazniajg mnie do zwrdcenia sie do Rady Wydziatu Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr inz.
Jagody Barbary Adamczyk-Grochali do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze
wzgledu na wnikliwg analize wptywu wyciszenia genu metylotransferazy DNMT2 na procesy
starzenia komérek oraz reakcji na stres, o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym
dzieki regulacji dtugosci telomeréw i poziomu wolnych rodnikéw tlenu, wnioskuje o
wyréznienie rozprawy.
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