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Recenzja pracy doktorskiej mgr inZz. Jagody Barbary Adamczyk-Grochali

pt.: ,,Rola metylotrasferazy DNMT2 w odpowiedzi na stres oraz w regulacji

starzenia komdrkowego fibroblastow ssaczych”

53 lata temu L. Hayflick dokonal przelomowego odkrycia procesu limitowania
proliferacji ludzkich fibroblastéw.! Zatrzymanie podziatdow komérkowych nazwano limitem
Hayflicka 1 powigzano z brakiem ekspresji 1 aktywnosci telomf:razy.2 W nastgpnych latach
odkryto proces starzenia komorkowego zalezny od uszkodzen DNA w regionach
nietelomerowych.’ Linie komérkowe wyprowadzone z myszy laboratoryjnych wykazywaly
aktywno$c¢ telomerazy i obecno$¢ dlugich telomerow i rownocze$nie ujawnialy zwigzane z
procesem starzenia — ograniczenie proliferacji i akumulacji oksydacyjnych uszkodzen DNA w

standardowych ~ warunkach  hodowli  komodrkowej  (20% O,, 5% CO», 3’?"’C).4

' Exp Cell Res. 1965 Mar;37:614-36.

The limited in vitro lifetime of human diploid cell strains.

Hayflick L.

? Nature. 2003 Nov 13;426(6963):194-8. Epub 2003 Nov 5.

A DNA damage checkpoint response in telomere-initiated senescence.

d'Adda di Fagagna F1, Reaper PM, Clay-Farrace L, Fiegler H, Carr P, Von Zglinicki T, Saretzki G,
Carter NP, Jackson SP.

? Nat Rev Mol Cell Biol. 2007 Sep;8(9):729-40.

Cellular senescence: when bad things happen to good cells.

Campisi J1, d'Adda di Fagagna F.

4 Nat Cell Biol. 2003 Aug;5(8):741-7.

Oxygen sensitivity severely limits the replicative lifespan of murine fibroblasts.
Parrinello S1, Samper E, Krtolica A, Goldstein J, Melov S, Campisi J.
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Modelowy organizm Drosophila melanogaster wykazuje aktywno$¢ metylotransferazy DNA

2 (DNMT2) regulujgcej proces starzenia organizmu zwigzany z oporno$cig na stres

oksydacyjny.’

Kowalencyjna chemiczna modyfikacja kwasow nukleinowych wydaje sie odgrywaé

fundamentalna rolg w regulowaniu biologicznych funkcji DNA i RNA. ¢

Badania ostatnich lat ujawniaja znaczenie metylacji DNA jako kluczowego elementy

regulacji epigenetyczne;.’

DNMT?2 jest enzymem wykazujacym powinowactwo do dwoch substratow, katalizujgc
specyficzna metylacj¢ tRNA jak i DNA genomowego. Aktywno$¢ metylotransferazy wobec
tRNA jest wymagana do prawidlowej syntezy polipeptydéw w trakcie hematopoezy.®

Mysi DNMT2 jest biatkiem zbudowanym z 415 aminokwaséw zawierajacym
charakterystyczny motyw sekwencyjny cytozyno-5 — metylotransferazy DNA. ° Nie
wykazujgc aktywnoSci wobec genomowego DNA ujawnia aktywno$¢ metylotransferazy
wobec tRNA. "

3 J Biol Chem. 2005 Jan 14;280(2):861-4. Epub 2004 Nov 8.

DNA methyltransferase gene dDnmt2 and longevity of Drosophila.

Lin MJ1, Tang LY, Reddy MN, Shen CK.

® Genes Dev. 2010 Aug 1;24(15):1590-5. doi: 10.1 101/gad.586710.

RNA methylation by Dnmt2 protects transfer RNAs against stress-induced cleavage.

Schaefer M1, Pollex T, Hanna K, Tuorto F, Meusburger M, Helm M, Lyko F.

” Trends Biochem Sci. 2006 Feb;31(2):89-97. Epub 2006 Jan 5.

Genomic DNA methylation: the mark and its mediators.

Klose RJ1, Bird AP.

Y EMBO J. 2015 Sep 14;34(18):2350-62. doi: 10.15252/embj.201591382. Epub 2015 Aug 13.

The tRNA methyltransferase Dnmt2 is required for accurate polypeptide synthesis during haematopoiesis.
Tuorto Fl, Herbst F2, Alerasool NI, Bender S1, Popp O3, Federico G4, Reitter S5, Liebers RI,
Stoecklin G5, Grone HJ4, Dittmar G3, Glimm H2, Lyko F6.

® Hum Mol Genet. 1998 Feb;7(2):279-84.

A candidate mammalian DNA methyltransferase related to pmtlp of fission yeast.

Yoder JA1, Bestor TH.

' Nucleic Acids Res. 2010 Mar;38(5):1415-30. doi: 10.1093/nar/gkp1117. Epub 2009 Dec 8.
5-methylcytosine in RNA: detection, enzymatic formation and biological functions.

Motorin Y1, Lyko F, Helm M.
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Celem przedstawionej do oceny dysertacji jest weryfikacja hipotezy odnosnie istotnej roli
metylotransferazy DNMT2 w stresie komérkowym i regulacji starzenia komorkowego
fibroblastéw ssaczych in Vitro. Z uwagi na brak doniesien literaturowych na temat roli
ssaczego enzymu cel pracy wnosi charakter innowacyjnosci i wpisuje si¢ w najbardzie;

interesujgce zagadnienia wspolczesnej biologii i medycyny — regulacja procesu starzenia.

Przedstawiona do oceny rozprawa mgr Jagody Barbary Adamczyk-Grochali. pt.: ,,Rola
metylotransferazy DNMT2 w odpowiedzi na stres oraz w regulacji starzenia komérkowego
fibroblastow ssaczych” jest oryginalng praca do$wiadczalng poswiecong nowym aspektom

molekularnym procesu starzenia komorkowego.

Rozprawa zawiera 171 stron tekstu, w tym 42 ryciny, 5 tabel oraz 549 pozycji
piSmiennictwa. Na uznanie zashiguje schemat na str. 137 podsumowujacy regulacyjna rolg

DNMT2 w odpowiedzi na stres komorkowy.

Struktura calo$ci tekstu jest typowa dla rozpraw doktorskich. Obszerny wstep rozprawy
poprzedzony jest wykazem uzywanych skrotow i spisem tresci.
Kolejne rozdziaty obejmuja streszczenie w jgzyku polskim i angielskim, cele pracy,
materialy 1 metody, wyniki oraz wynikajaca z nich dyskusje, ktéra prowadzi do wnioskow

koncowych ujgtych w podsumowaniu.

Wymaga szczegdlnego podkreslenia iz konkluzje wyciagnigto w sposob niezwykle

zwigzly, klarowny 1 ostrozny.

Wstep pracy, podzielony na 3 gtéwne podrozdzialy, przedstawia wspolczesny stan wiedzy
na temat mechanizméw starzenia komorkowego i organizmow, eliminowania starych

komorek jako cel terapeutyczny, oraz roli DNMT2 .



Cel prezentowanej rozprawy zostat rozbity na 3 odrgbne zadania badawcze,

e Zbadanie roli metylotransferazy DNMT2 w regulacji procesu starzenia
1 komorkowej odpowiedzi na stres w fibroblastach ssaczych

e Okreslenie mechanizméw molekularnych przez ktore DNMT2 wplywa
i reguluje starzenie komdrkowe

e Identyfikacja $ciezek sygnalizacyjnych regulujacych cykl komorkowy,
w ktorych uczestniczcy DNMT2

Tabela 2-ga przedstawia szczeg6lowa analize uktadéw eksperymentalnych zastosowanych

przez Doktorantke

Doktorantka przeprowadzita szereg doswiadczen w ktérych oceniata wpltyw wyciszenie
DNMT?2 na starzenie komorek fibroblastow mysich (NIH3T3) oraz ludzkich (WI-38, BJ)

w warunkach standardowych oraz stresu indukowanego nadtlenkiem wodoru.

Poddata ocenie nast¢pujace parametry:

Cykl komorkowy, aktywnos$¢ metaboliczng komorek, starzenie komorkowe, apoptoze
dlugos¢ telomerow. Aktywnos$¢ telomerazy, stres oksydacyjny oraz uszkodzenia DNA.
Badala rowniez zmiany epigenetyczne, tj, metylacjge DNA i RNA oraz ekspresje
metylotransferaz DNA. Otrzymane wyniki do$wiadczen pozwolily na charakterystyke

i porownanie fibroblastow z wyciszony DNMT2 z komoérkami niemodyfikowanymi.

Zastosowane metody wydajg si¢ by¢ adekwatne do postawionych celéw badawczych,
$wiadczg o dobrym opanowaniu warsztatu naukowego. Na podkres$lenie zashuguje iz praca
powstata we wspolpracy migdzy doswiadczonymi o$rodkami badawczymi Lublina
i Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego (Pracownia Pana Prof. Macieja
Wnuka)

Zastosowane metody statystyczne umozliwity wiarygodna oceng uzyskanych wynikow.



Doktorantka wykazata zdolno$¢ modulowania starzenia fibroblastow ssaczych przez
metylotransferazy DNMT2. Dodatkowo uzyskata dowody na zaangazowanie tego enzymu w
komorkowg odpowiedz na stres indukowany nadtlenkiem wodoru. W linii mysich
fibroblastow stabilne wyciszenie DNMT2 na drodze CRISPR/Cas9 doprowadzito
do obnizenia aktywnosci telomerazy 1 skracania telomerow. Zaobserwowala zalezne
od wyciszenia DNMT2 zaburzenie rownowagi redox w komorkach wyrazony wzrostem
poziomu karbonylacji bialek. Dodatkowo wyciszenie tego enzymu doprowadzito do wzrostu
poziomu uszkodzen DNA i zwigkszenia ekspresji inhibitorow cyklu komorkowego

tj. p21, p53.

W liniach ludzkich fibroblastow WI-38 oraz BJ przej$ciowe obnizenie poziomu DNMT2
za pomocg technologii siRNA skutkowalo wzrostem poziomu RFT, uszkodzen DNA

1 zwigkszong ekspresja inhibitorow cyklu komérkowego ( p16, p21, p53).

Zmiana poziomu DNMT2 skutkowala zahamowaniem proliferacji, niestabilno$cig
genetyczng, oraz stresem oksydacyjnym indukujacym karbonylacj¢ biatek. Powyzsze efekty
promowaly starzenie komorkowe 1 apoptoze Iludzkich fibroblastow. Nie wykazano
aby nadtlenek wodoru wzmagal proces starzenia ludzkich fibroblastow z obnizonym
poziomem DNMT?2. Starzenie replikacyjne fibroblastow ssaczych skutkowalo wzrostem
poziomu DNMT2, a biatko  wykazywalo lokalizacj¢ cytoplazmatyczna.
Uzyskane w ten sposob ciekawe wyniki s3 w opinii recenzenta pierwszym tego typu
kompleksowym badaniem wykazujacym modulacyjna rolg ludzkiej i muysiej
metylotransferazy DNA w procesie starzenia jak i w odpowiedzi na stres komorkowy

fibroblastow ssaczych.

Doktorantka postuluje tezg, iz modyfikowanie poziomu DNMT2, ktore prowadzi
do zaburzen struktury telomeréw, obnizenie aktywno$¢ telomerazy, hamowania proliferacji,
1 indukowania $mierci apoptotycznej starzejacych si¢ komorek moze by¢ potencjalng strategia
przeciwstarzeniowg (dziatanie senilolitytczne) i przeciwnowotworowsa.
Recenzent z satysfakcja zauwaza przytomna uwage Doktorantki, iz tak odwazna teza wymaga

dalszych dowodow eksperymentalnych in Vivo.



Do przykrych obowiazkéw recenzenta nalezy analiza bledéw i uchybien dysertacji.

Na szczgscie recenzent nie zauwazyl zbyt wielu przewinien.

W opinii recenzenta interesujgcego si¢ molekularnymi aspektami stresu oksydacyjnego
zastosowanie modelu komérkowego z nadtlenkiem wodoru, bez chemicznej analizy medium
komorkowego jest nie do konca uprawnione. Recenzent nie mogiby szybko powtdrzyé
cksperymentu ze wzgledu na brak dokladnego opisu uzytej pozywki. '' Watpliwosci dotycza,

m inn. obecnosci kw. pirogronowego, znanego neutralizatora H,O,, w sktadzie medium.

Doktorantka uzyta w swoich badaniach fibroblastow. Jako ze starzenie czlowieka dotyczy
wielu organéw, m.in. centralnego ukladu nerwowego. Byloby bardzo ciekawe wykazanie roli

DNMT2 w tym procesie. '2,"

Powyzsze uwagi odnosnie uchybien Dysertacji majg na celu ukierunkowanie dociekan

Doktorantki na poszerzenie bazy wynikow z zakresu starzenia calego organizmu czlowieka.

PowyZsze uchybienia rozprawy i uwagi recenzenta w niczym nie obnizajg zasadniczej
wartosci recenzowanej pracy, ktora zawiera niekwestionowany element nowosci naukowe;.
Praca napisana jest przystgpnie co sprawilo iz czytalem ja z wielkg przyjemnoscia.
W podsumowaniu chciatbym zaznaczy¢ i przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorska
oceniam bardzo pozytywnie. Doktorantka wykazala duza dojrzalo$¢ w stawianiu pytan
i poszukiwaniu na nie odpowiedzi, poprzez umiejetne zaplanowanie badan, zastosowanie

odpowiednich metod, wnikliwg analiz¢ wynikéw i wywazong ostrozna, bardzo merytoryczna

" In Vitro Cell Dev Biol Anim. 2009 May-Jun;45(5-6):226-33. doi: 10.1007/s11626-008-9168-z.
Choice of DMEM, formulated with or without pyruvate, plays an important role in assessing the in vitro
cytotoxicity of oxidants and prooxidant nutraceuticals.

Babich H1, Liebling EJ, Burger RF, Zuckerbraun HL, Schuck AG,

'* Biogerontology. 2014 Dec;15(6):643-60. doi: 10.1007/510522-014-9532-1. Epub 2014 Oct 11.

Are there roles for brain cell senescence in aging and neurodegenerative disorders?

Tan FC1, Hutchison ER, Eitan E, Mattson MP.

" Aging Cell. 2012 Dec;11(6):996-1004. doi: 10.111 1/1.1474-9726.2012.00870.x. Epub 2012 Sep 12.
Postmitotic neurons develop a p21-dependent senescence-like phenotype driven by a DNA damage
response. Jurk D1, Wang C, Miwa S, Maddick M, Korolchuk V, Tsolou A, Gonos ES,

Thrasivoulou C, Saffrey MJ, Cameron K, von Zglinicki T.
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i wlasciwie prowadzona dyskusjg. Wykazata si¢ umiejetno$ci korzystania z aktualnych
danych literatury fachowej oraz zdolnoscia formulowania logicznych wnioskow.
Majac powyzsze na uwadze stwierdzam iz recenzowana praca spelnia ustawowe wymagania

stawiane rozprawom doktorskim.

W  zwigzku z tym prosz¢ Rade Wydzialu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu  Marii Curie-Sklodowskiej w  Lublinie o dopuszczenie
Pani mgr inz. Jagody Barbary Adamczyk-Grochali do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na wysoka merytoryczng warto$¢ pracy, opublikowanie znacznej czesci
wynikow w czasopismach z listy filadelfijskiej wnosze o wyroznienie nagroda rozprawy
doktorskiej.
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