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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Martyny Wojtali
pt.,,Zmiany statusu metylacji reszt lizynowych bialek determinowane aktywnoscia

metylotransferazy G9a i lizyno-specyficznej demetylazy 1 jako modulator funkcji

komorek srodblonka naczyniowego’’

Utrzymanie tkankowo-specyficznej ekspresji gendw jest procesem ztozonym i regulowanym
na wielu poziomach. W przypadku transkrypcji zmiana ekspresji gendw nie zalezy tylko od
sekwencji DNA, ale takze od modyfikacji epigenetycznych, ktére determinujg dostep aparatu
transkrypcyjnego do gendéw. Poznane modyfikacje epigenetyczne sg ze sobg integralnie
polaczone i sa rezultatem dziatania réznych grup enzymow (min. metylaz, demetylaz, acetylaz,
deacetylaz). W przeciwienstwie do zmian na poziomie genetycznym modyfikacje
epigenetyczne sa z reguly odwracalne, dlatego moga by¢ potencjalnym celem dzialania
farmakoterapii i stanowiag przedmiot intensywnych badan. Cykl prac sktadajacych si¢ na
rozprawe Pani mgr Martyny Wojtali niewatpliwie wpisuje si¢ w ten obszar badawczy.

Badania Pani mgr Martyny Wojtali opisane w przedlozonej mi do recenzji rozprawie
doktorskiej dotycza roli jaka pelni statusu metylacji reszt lizynowch bialek w regulacji
funkcjonowania komdrek srodbtonka. Ze wzgledu na to, ze komorki $rédbtonka wyscielajg
wnetrza naczyn krwionosnych i sg kluczowym elementem licznych procesow
wewnatrznaczyniowych, a ich dysfunkcja zwigzana jest z takimi stanami patologicznymi, jak:

miazdzyca, restenoza czy nowotwory wybor modelu eksperymentalnego uwazam za stuszny a




zarazem interesujacy do realizacji celow badawczych w ramach pracy doktorskiej. Dodatkowo
przeprowadzenie badan w kontek$cie nieopisanych dotychczas aktywnosci elementow
maszynerii epigenetycznej, tj. metylotransferazy histonowej G9a (G9a HMT) oraz lizyno-
specyficznej demetylazy 1 (LSD1) pozwala na poszerzenie wiedzy na temat wcigz nie do konca
poznanych molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za prawidlowag aktywnosé
komorek Srédbtonka. Cele szczegbtowe pracy, ktore obejmowaty analize kluczowych funkcji
komorek srédblonka, min. potencjatu proliferacyjnego czy odpowiedzi zapalnej podkreslaja
warto$¢ zrealizowanej pracy badawczej.

Prac¢ doktorska Pani mgr Martyny Wojtali stanowi zbidr czterech spdjnych tematycznie prac,
jednej przegladowe;j i trzech eksperymentalnych, o sumarycznym wspo6iczynniku IF=18, 67.
Kopie publikacji wraz oswiadczeniami wspotautorow zostalty wigczone do rozprawy
doktorskiej. Wszystkie wyniki badan wchodzace w sktad rozprawy zostaly opublikowane w
uznanych, miedzynarodowych czasopismach, tj. praca przeglagdowa zostata opublikowana w
BioFactors, a prace eksperymentalne w Pharmacological Research, Cells oraz Cellular
Physiology and Biochemistry. Doktorantka jest pierwszg autorkg we wszystkich czterech
pracach. Dolgczone oswiadczenia wspotautordw nie pozostawiajg watpliwosci co do jej
kluczowej roli w przygotowaniu koncepcji badan oraz wiodgacej roli w ich realizacji,
interpretacji wynikéw oraz przygotowaniu do publikacji, co $wiadczy o tym, ze Doktorantka
posiada ustawowg umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Do cyklu prac
dotaczone jest streszczenie w jezyku polskim i angielskim. W mojej opinii przedstawiony do
oceny zbidr publikacji spelnia formalne wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z
pdzniejszymi zmianami).

Omowienie poszczegdlnych prac wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej poprzedzone jest
informacjg o finansowaniu badan oraz rozdziatem pt. Wprowadzenie do tematyki badawczej.
Rozdzial ten prezentuje w sposob jasny i zrozumialy aktualny stan wiedzy oraz gléwne
problemy badawcze, zarowno w kontekscie epigenetycznym, jaki i biologii komorek
srodbtonka. W tym miejscu chciatabym podkresli¢, ze Doktorantka przedstawia przedmiot
swoich badan w sposéb dojrzaly i przemyslany opierajagc si¢ nie tylko na doniesieniach
najnowszych, ale réwniez starszych, fundamentalnych dla tego nurtu badan. W spisie 135
pozycji literaturowych zacytowanych w rozprawie znalazly si¢ min. praca pt ,,Mechanisms of
angiogenesis”, ktora ukazata si¢ w 1997 w czasopiSmie Nature (referencja 104 w spisie
literatury) czy tez praca pt. ,, Opposing LSDI complexes function in developmental gene

activiation and repression programmes”, ktora pochodzi z Nature, z roku 2007 (referencja 78
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w spisie literatury). Zakonczenie tego rozdzialu zawiera omoOwienie przestanek do
sformutowania gtéwnej hipotezy badawczej rozprawy doktorskiej. W nastepnym rozdziale
Doktorantka przedstawia cel pracy, ktorym bylo okreslenie wptywu zmian statusu metylacji
reszt lizynowych bialek warunkowanych aktywnoscia metylotransferazy histonowej G9a i
lizyno-specyficznej dematylazy 1 na wybrane elementy topografii chromatyny i funkcje
srédbtonka naczyniowego. Przedstawione w dalszej czeSci cele szczegdlowe oraz krotki
komentarz, czego nie nalezy sie spodziewaé w pracy, znacznie ulatwiaja ocene
przeprowadzonych badan. W nastepnym rozdziale Doktorantka opisala material i modele
badawcze. Do swoich badan wybrata komorki srodblonka pierwotne izolowane z zyly
pepowinowe] (z ang. HUVECs) oraz linie komoérkowg s$rodblonka mikronaczyn (z ang.
HMEC-1). Oba modele komoérek sa standardowym modelem stosowanym w badaniach
funkcjonalnych $rodblonka in vitro. Do analizy aktywnosci G9a HMT oraz LSD1 doktorantka
zaproponowala dwa podejscia eksperymentalne, a mianowicie farmakologiczne blokowanie
aktywnosci za pomocg inhibitoréw lub wyciszenie ekspresji enzymow za pomocg shRNA. W
mojej ocenie zastosowanie dwoch réznych podej$¢ eksperymentalnych znacznie podnosi
warto$¢ naukowa otrzymanych wynikoéw. Ponadto do realizacji wszystkich zaplanowanych
celow szczegdtowych zostalo wykorzystane cate spektrum réznorodnych i nowoczesnych
technik badawczych wsrdd, ktorych cheiatabym wymieni¢: 1) metody do oceny ekspresji
gendw 1 obecnosci bialek w komorce, takie jak: PCR w czasie rzeczywistym, identyfikacja
profili ekspresji gendw za pomoca mikromacierzy RNA, Western Immunoblotting,
immunocytochemia, cytometria przeptywowa, mikroskopowa ocena lokalizacji bialek w
komorce, 2) testy funkcjonalne komodrek - ocena przezywalnosci, proliferacji i cyklu
komorkowego, pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej, pomiar produkcji reaktywnych
form tlenu, test kometkowy do oceny uszkodzenn DNA oraz 3) podstawowe metody specyficzne
do oceny funkcji komorek srodbtonka, jak tworzenie struktur kapilaropodobnych w macierzy
zewnatrzkomorkowej. Taki zestaw metod umozliwit Doktorantce wielowymiarowg analize
problemu badawczego oraz dat solidng podstawe do formutowania wnioskéw koncowych.

Cykl prac stanowigcych rozprawe doktorskg rozpoczyna praca przegladowa, opublikowana w
czasopi$mie BioFactors, pt. Modulation of the vascular endothelium functioning by dietary
components, the role of epigenetics. Praca ta w sposob klarowny i spdjny wyjasnia powigzania
sktadnikéw diety z funkcjonowaniem sktadnikow maszynerii epigenetycznej w komoérkach
srodblonka i $§wiadczy o doskonalej znajomosci tematyki badawczej przez Doktorantke.
Ponadto powiazania te zostaty zilustrowane w przejrzysty sposob na 3 rycinach, co dodatkowo

zwigksza warto$¢ naukowg pracy a jednoczesnie czyni jg bardziej przystepnag dla
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niespecjalistow. Lektura tej pracy byla tez niematym zaskoczeniem dla mnie, bo u§wiadomita
mi, ze sktadniki diety moga bezposrednio oddziatywa¢ nawet na histony i teraz rozumiem na
czym moze polega¢ fenomen popularnej ostatnio diety sirtfood. Najwazniejszg jednak czesé
rozprawy Pani Martyny Wojtali stanowig oryginalne wyniki przedstawione i przedyskutowane
w trzech pracach eksperymentalnych. Do najbardziej wartosciowych i oryginalnych wynikow
uzyskanych podczas realizacji rozprawy doktorskiej i przedstawionych w publikacjach

eksperymentalnych cyklu, zaliczytabym:

1. Potwierdzenie roli G9a HMT w regulacji cyklu komdrkowego i stymulacji proliferacji
komorek Srédblonka. W szczegdlnosci ocene zaangazowania G9aHMT w regulacje
ekspresji genéw RBI i P21 oraz aktywnosci biatka Chkl odpowiadajacych za
prawidlowe funkcjonowanie punktow kontrolnych cyklu komérkowego.

2. Potwierdzenie zaangazowania LSD1 w regulacj¢ cyklu komérkowego oraz naprawe
uszkodzenn DNA w komorek srodbtonka duzych naczyn i mikronaczyn.

3. Pokazanie roli LSD1 w regulacji odpowiedzi zapalnej komorek s$rédblonka na
lipopolisacharyd (LPS). Szczegdlnie istotna jest analiza zmiany profilu cytokin zalezna
od LSDI1, ktéra wskazuje na zaangazowanie LSD1 w proces rekrutacji i adhezji
limfocytéw do srodblonka.

4. Powyzsze wyniki sugeruja, ze zarowno G9aHMT oraz LSD1 moze by¢ wykorzystana
jako cel terapeutyczny w leczeniu zaburzef zwigzanych z nadmierng proliferacja
komorek sroédblonka i niepozadana angiogeneza, ktora moze mie¢ miejsce podczas
dlugotrwatej reakcji zapalnej lub w trakcie rozwoju pierwotnych guzéw
nowotworowych i1 przerzutowania komorek rakowych do odlegtych organow.

Na podstawie powyzszego podsumowania wynikow stwierdzam, ze Doktorantka w sposéb

oryginalny i nowatorski przeanalizowala i opisata funkcje G9aHMT oraz LSD1 w $rédblonku.

Biorgc jednak pod uwage obowigzki recenzenta zwigzane z krytycznym spojrzeniem na

oceniang rozprawg doktorska chciatabym podda¢ pod rozwage Doktorantki nastepujace uwagi

1 spostrzezenia:

1. W wykazie skrotow wida¢ pewna niekonsekwencje, brak jest opisu dla G9a HMT, a
rozwinigcie dla LSD-1 zostato zamieszczone.

2. We wprowadzeniu do tematyki badawczej Doktorantka nie unikneta btedéw i uproszczen,
np. uzywajac sformutowan, ,, w wyréznicowanej komérce™ (str.8), nie bardzo wiem co to
znaczy wyr6znicowany. W opisie modyfikacji potranslacyjnych histonéw (str.8)

Doktorantka stwierdzita, ze ,,maja one zasadnicze znaczenie w ustawieniu konformacji




chromatyny i wplywaja na jej reorganizacje’’. Moim zdaniem w tym przypadku nie mozna
uzy¢ spojnika ,,i’ bo nie sg to rownolegle zachodzace zjawiska, ale jedno jest konsekwencja
drugiego, czyli reorganizacja chromatyny determinuje ustawienia konformacji chromatyny.
Co do sformulowania ,,imprinting genomowy’’ (str.12) wydaje mi sie, ze jest polski
odpowiednik nazwy tego zjawiska. Zaliczenie kancerogenezy oraz stanu zapalnego obok
chorob autoimmunologicznych czy infekcji wirusowych (str.9) do wielu chorob
zwigzanych z modyfikacjami potranslacyjnymi, moim zdaniem jest btedne, kancerogeneza
oraz stan zapalny to raczej proces a nie jednostka chorobowa. Nie wiem co Doktorantka
miata na mysli piszac ,,immunogenna $mier¢ komdrek nowotworowych’ (str.13). W
ostatnim akapicie na str.15 Doktorantka opisuje w jakich nowotworach zaobserwowano
zmiang ekspresji LSD1 i dodaje, ze rak to potencjalna jednostka chorobowa, w ktdrej mozna
by dla celéw terapeutycznych hamowaé aktywnos¢ LSD1. Dlaczego tylko w raku, a nie w
biataczce wymienionej w zdaniu poprzedzajacym ? Na stronie 18 niezrozumiate dla mnie
jest uzycie sformulowania, ,, transdukcja dziedziczenia chorob sercowo-naczyniowych’’
czy w tym wypadku uzywanie stowa transdukcja  analogicznie do
transdukcji/przekazywania sygnatu komorkowego jest prawidlowe ? Na stronie 21 w opisie
modeli badawczych Doktorantka napisala o ,,namnazaniu wektorow’’ to zargon
laboratoryjny. Plazmidy jak kazde DNA mogg by¢ powielane w E.coli. Na stronie 22 w
opisie transfekcji HMEC-1 uzyto stwierdzenia,, pusty wektor’’. To tez jest zargon
laboratoryjny. Mysle, ze podanie pelnej nazwa wektora zupelnie by wystarczyto. Do tej
czegsci mam tez pytanie, o sposob oczyszczania plazmidow z bakterii, czy uzyto zestawu
usuwajacego dodatkowo endotoksyny bakteryjne. E.coli jest bakterig Gam ujemng i posiada
w swojej Scianie duze ilosci LPS. Uzycie takiego zestawu moze mieé znaczenie w
przypadku analizy odpowiedzi zapalnej. Na str.17 uzyte zostato niefortunne sformutowanie
»-angiogeneza rany’’, ktore jest dostownym ttumaczeniem tytulu z jezyka angielskiego, a
przeciez cytowana praca dotyczy analizy angiogenezy w procesach naprawy tkanek za
pomoca metody badawczej nazywanej testem gojenia rany (ang. wound healing). Na tej
same]j stronie Doktorantka zaliczyta btgdnie nowotwory do powiktan naczyniowych.

. Doktorantka wielokrotnie uzywa we wstepie oraz w omowieniu prac wyrazenia ,,wysoki
poziom ekspresji’’ (str.12), ,,zmieniony profil ekspresji’’ (str.15) itp. Czy doktorantka ma
tu na mysli ekspresj¢ genéw czy produkty ekspresji genéw czyli biatka ? Tym bardziej, ze
czes¢ cytowanych prac dotyczy nie tylko analizy ekspresji genu, ale i poziomu biatka, np.
ref. 53. Brak takiego jasnego opisu i rozgraniczenia zwlaszcza, ze jedno i drugie zjawisko

jest przedmiotem badan w rozprawie, wprowadza brak jednoznaczno$ci i precyzji w opisie
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przedmiotu badan, jaki i wynikdw wiasnych. Nie wiem z czego to wynika, moze z braku
konsekwencji, bo na str.22 Doktorantka bardzo dobrze rozgraniczyla proces ekspresji
genow od produkcji bialek, w czesci dotyczacej metod badawczych, a na str.42 opisala
bardzo precyzyjnie geny RBI I P21 stosujac ogdlnie przyjete zasady (duza litera, kursywa)
. Dlaczego komentarz, dotyczacy tego, ze zaproponowane badania nie wskazujg na
konkretne oddzialywania biatko-enzym, znalazt si¢ tuz pod celami badawczymi. To raczej
asekuracyjne zdanie powinno znalez¢ si¢ w dalszej cze$ci np. w podsumowaniu. Nie mozna
by¢ az tak pokornym i skromnym i pomniejsza¢ warto$¢ swojej pracy juz na etapie celow
badawczych.

. W czesci teoretycznej oraz/lub w opisie badan brakuje mi waznej informacji dotyczacej
opisu modelu badawczego srédbtonka, a mianowicie, ze komorki pierwotne HUVEC réznig
si¢ od linii HMEC-1 nie tylko tym, Ze sg pierwotne ale, ze reprezentuja $rédbtonek duzych
naczyn. Mysle, ze podkreslenie tego faktu w pracy jeszcze bardziej wzmocnitoby jej
wartos¢.

. W rozprawie wielokrotnie pojawiajg si¢ frazy dostowne ttumaczone z jezyka angielskiego,
ktére nieco udziwniaja tekst w jezyku polskim, np. ustanowienie krajobrazu
epigenetycznego (str.27), aktywnos¢ G9a HMT ostabia ekspresje genéw RB1 I P21 (str.42),
dopetniajac obraz (str.42), sprowokowal analizy (str.42) podazajagc za obserwacjami
(str.43), dane ...ukazujg istotna rol¢ (str.43), analiza funkcjonalna zidentyfikowanych
gen6w wylonita (str.90), oba modele eksperymentalne ujawniajg prozapalny charakter
lizyno-specyficznej demetylazy 1 (str.91)

. Doktorantka nie unikn¢la innych niescistosci, np. na stronie 41 napisata,, Rozregulowanie
proliferacji jest cecha charakterystyczna wielu patologii, w tym zaburzen proliferacji
naczyn..”” Moim zdaniem rozregulowanie to to samo co zaburzenia. W podsumowaniu
wynikéw na str.61 fragment ,, Uzyskane wyniki badan $wiadcza o niewatpliwym udziale
LSD-1 w progresj¢ cyklu komérkowego i naprawe DNA..." powinien brzmieé ; ,,
Uzyskane wyniki badan $wiadcza o niewatpliwym zaangazowaniu LSD-1 w progresje¢
cyklu komérkowego i naprawe DNA...”’

. W rozdziale ,,Podsumowanie wynikéw” (str.115) Doktorantka nieprecyzyjnie
podsumowata wyniki dotyczace G9a HMT piszac, ze ,, G9a pelni role stymulatora
proliferacji komorek s$rédblonka i regulatora cyklu komdrkowego za sprawg aktywacji
kinazy Chkl i biatek Rb1 oraz p21’’. Wyniki uzyskane przez Doktorantke wskazuja, ze
G9a wptywa na poziom ekspresji genow RBI i P21, a nie aktywacj¢ biatek Rb21 i p21




Powyzsze uwagi nie umniejszaja jednak w zaden spos6b wartosci przedstawionej mi rozprawy.

Mam nadziejg, ze Doktorantka przyjmie je jako cenne wskazowki, przydatne w jej dalszej

karierze naukowej. Po lekturze rozprawy mam réwniez kilka pytan, ktore wynikajg przede

wszystkim z zainteresowania tematyka badawczg oraz odnoszg si¢ do gldwnych wnioskow
przedstawionych przez Doktorantke w rozprawie.

1. Jedli badania doktorantki pokazaty, ze G9a HMT oraz LSD-1 to potencjalne cele
terapeutyczne w nowotworach, to prosz¢ Doktorantke o komentarz co nalezy zrobi¢ dale;j,
aby oba enzymy zostaly takimi faktycznymi celami terapeutycznymi w stosowanym
leczeniu. Czy mozna je doda¢ do obecnie stosowanych terapii, aby zwigkszy¢ efektywnosé
leczenia ?

2. Czy stosowanie inhibitoréw G9a HMT i LSD-1 bedzie tak samo efektywne w stosunku do
guza nowotworowego 1 jego naczyn biorac pod uwage fakt, ze komorki nowotworowe z
majg zwykle zaburzone procesy regulacji epigenetycznej? Czy hipoksja wszechobecna w
guzach nowotworowych oraz stanowigca gléwny czynnik proangiogenny moze w

jakikolwiek sposob wptywac na aktywno$¢ G9a HMT oraz LSD-1?

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z trescig rozprawy stwierdzam, ze przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska Pani Martyny Wojtali spelnia wymagania okre§lone w art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30
sierpnia 2018 r., poz. 1668, z pézniejszymi zmianami). Przedmiotem cyklu prac
skladajacych si¢ na rozprawe jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. W
poszczegolnych rozdzialach rozprawy Doktorantka wykazala si¢ wiedzg teoretyczng w
zakresie prowadzonych badan. Dolaczone do rozprawy oswiadczenia wspélautoréw
badan potwierdzaja, ze Doktorantka posiada umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. A zatem zwracam si¢ do Wysokiej Komisji ds. Stopni Naukowych w
dziedzinie nauk Scislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu
Lodzkiego o dopuszczenie Pani mgr Martyny Wojtali do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora.
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