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Recenzja rozprawy doktorskiej 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.”
wykonanej w Katedrze Biofizyki Molekularnej Instytutu Biofizyki Uniwersytetu £.6dzkiego
pod kierunkiem dr. hab. Anety Balcerczyk, prof. UL

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi sp6jny tematycznie cykl publikacji
dotyczacych wplywu proceséw metylacji i demetylacji biatek warunkowanych aktywnoscig
metylotransferazy G9a i lizyno-specyficznej demetylazy 1 (LSD1) na zmiany struktury
chromatyny i funkcje §rédbtonka naczyniowego.

Choroby naczyniowo-sercowe determinowane nadci$nieniem tetniczym, zmianami
miazdzycowymi, powikianiami cukrzycy oraz choroby nowotworowe cechuje jedna wspdlna
cecha, duza Smiertelno$¢. W chorobach tych, uwazanych za epidemie XXI wieku, kluczowa
role odgrywaja procesy zapalne determinowane interakcjami komorek uktadu
immunologicznego z srédblonkiem naczyn. Wobec powyzszego, temat pracy doktorskiej jest
bardzo aktualny, a zastosowane modele badawcze wskazuja na duzg nowatorskosé
przeprowadzonych badan.

Praca doktorska przygotowana bardzo starannie, poza standardowymi elementami typu
spis tresci, skréty, literatura, streszczenie, zawiera informacje o projektach, z ktorych
finansowano badania oraz do$¢ obszerne wprowadzenie do tematyki badawczej. Nastepnie
sprecyzowano cele 1 oméwiono zastosowane modele badawcze. Omoéwienie poszczegblnych
publikacji wchodzacych w sklad cyklu zakonczono podsumowaniem i wnioskami. Do
rozprawy zalaczono oswiadczenie dotyczace udziatu poszczegdlnych autoréw w badaniach
oraz informacje o catkowitym dorobku naukowym Doktorantki. Uktad rozprawy doktorskiej
oceniam bardzo pozytywnie.

Wprowadzenie teoretyczne wykonane zostalo w oparci o 134 pozycje literaturowe,
dobrze dobrane, obejmujace informacje z badan przeprowadzonych w ostatnich kilku latach.
Dyskusja wynikéw badan wtasnych to kolejne pozycje literaturowe, po kilkadziesigt w kazde;j
z opublikowanych prac, oraz dodatkowa 135 pozycja.

Po wprowadzeniu teoretycznym dotyczacym proceséw epigenetycznych, z naciskiem
na modyfikacje potranslacyjne biatek i doktadniejszym scharakteryzowaniu dwoch gtéwnych
»bohater6w” rozprawy — metylotransferazy G9a 1 lizynospecyficznej demetylazy 1 oraz
informacjach o biologii §rédbtonka sformutowano Cele pracy.



Szczegotowe cele: 1. okreslenie roli metylotransferazy G9a w regulacji kondensacji
chromatyny, potencjatu proliferacyjnego komoérek srédbtonka i utrzymaniu homeostazy
redoks, 2. identyfikacja wptywu procesu demetylacji, warunkowanej aktywno$cia LSD1 na
ksztattowanie architektury chromatyny oraz regulacje proliferacji komédrek $rodbtonka, 3.
zdefiniowanie roli lizyno-specyficznej demetylazy 1 w regulacji odpowiedzi zapalnej
srodblonka, zrealizowano w oparciu o badania na komorkach srédbtonka naczyniowego
pochodzenia mikronaczyniowego (HMEC-1) oraz zylnego (HUVECs). Oryginalnym
podejsciem byto réwnolegle zastosowanie dwoch modeli badawczych, farmakologicznego z
zastosowaniem inhibitor6w badanych bialek oraz transkrypcyjnego polegajacego na
wyciszaniu ekspresji. Pozwolito to na obserwacje niespecyficznosé stosowanych inhibitoréw
w modelu farmakologicznym oraz niepeina represje genéw w modelu transkrypcyjnym.

Czgs¢ eksperymentalna oraz omoéwienie wynikow zostata zawarta w 3 pracach

eksperymentalnych opublikowanych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym
poprzedzonych publikacja przegladu literaturowego dotyczgcego funkcjonowania $rodblonka
naczyniowego modulowanego przez sktadniki diety przez pryzmat zjawisk epigenetycznych.
Laczna punktacja zamieszczonych publikacji wg. MEN to 450 punktéw i tgczny IF = 18,867.
Zamieszczone w rozprawie prace byly cytowane tgcznie juz 38 razy. Doktorantka obszernie
omowita zawarte w poszczegdlnych pracach tezy, procedur badawcze, wyniki oraz wnioski z
nich wynikajace. Prace badawcze stanowiace cykl prezentowanej rozprawy doktorskiej zostaty
juz wczesniej pozytywnie ocenione przez zespoly redakcyjne i niezaleznych recenzentéw
prestizowych czasopism naukowych, co potwierdza, ze podjete badania byly prawidtowo
zaplanowane 1 wtasciwie zrealizowane.
Do najciekawszych efektéw przeprowadzonych badah niewatpliwie nalezg obserwacje
dotyczgce oddziatywania G9a HMT na metylacje i przebudowe chromatyny oraz proliferacje
srédbtonka i komérkowe procesy redoks. W publikacji nr 2. stwierdzono wptyw G9a HMT na
progresje cyklu komérkowego $rédbtonka oraz wykazano ze aktywno$¢ metylotrasferazy G9a
Jest kluczowa w angiogenezie in vitro. Hamowanie aktywnosci metylotransferazy G9a
zmniejszato produkcje RFT oraz podnosito zdolnosci antyoksydacyjne komorek. W kolejnych
pracach (3 i 4) poswigconych lizyno-specyficznej demetylazie 1, wykazano jej wpltyw na
organizacj¢ chromatyny, regulacje cyklu komoérkowego poprzez regulacje aktywacji kinazy
Chk1, wplyw na stabilnos¢ genetyczng komorek srédbtonka poprzez udziat w aktywacji biatek
naprawy DNA. Dodatkowo, LSD1 moduluje odpowiedz prozapalng s$rodbtonka na
endotoksyne bakteryjna LPS. Aktywacja transkrypcji genéw prozapalnych zalezna od czynnika
transkrypcyjnego NF«kB wspierana jest przez LSD1.

W oparciu o przeprowadzone badania sformutowano dwa podstawowe wnioski:

* Oba badane biatka, metylotransferaza G9a oraz lizyno-specyficzna demetylaza 1, nalezgce
do grup enzymow o przeciwstawnym dzialaniu, zaangazowane sq w modulowanie
Jfundamentalnych proceséw komodrkowych Srodblonka. Ich antagonistyczne dzialanie,
niezbedne w przypadku progresji cyklu komorkowego, podkresia mozliwosé terapeutycznego
wykorzystania obu biatek w ograniczaniu dysfunkcji Srédbtonka naczyniowego.

* Prozapalny charakter LSDI1 daje przestanki ku manipulacji aktywnoscig enzymu w celu
zapobiegania chorobom ukladu krqzenia w ich wczesnej fazie, tj. na etapie aktywacji
srodbtonka. We wspomnianych patologiach hamowanie aktywnosci LSDI mogloby przyczynié



si¢ do ograniczenia reakcji zapalnej i przywrdcenia fizjologicznego profilu aktywnosci
endothelium.

Sg one odpowiedzig na postawione pytania w celach pracy, ale i wskazuja na potencjalne
zastosowanie wynikéw badan w praktyce. Dajg podstawe do wdrazania nowych rozwigzan
terapeutycznych w chorobach zwigzanych z dysfunkcjg srodblonka naczyn krwionosnych.
Wpisuje si¢ to w nurt badan dotyczacych modulowania proceséw zapalnych w takich
jednostkach chorobowych jak miazdzyca, choroba niedokrwienna serca czy nowotwory.
Bardzo istotnym podjetym w pracy problemem jest powigzanie stresu oksydacyjnego,
procesOw prowadzgcych do niestabilnosci genetycznej z mechanizmami epigenetycznymi,

ktérych udzial w patomechanizmie réznych choréb, szczegdlnie ,,cywilizacyjnych” stat sie
faktem.

Co do drobnych niedociagnie¢ to musze przyznaé, ze nie wiele moglem tu zdziataé.
Rozprawa napisana tadnym jezykiem z zachowaniem dobrego stylu, czyta sie z przyjemnoscia.
Tylko na stronie 91 drobny blagd w ostatnim zdaniu dotyczy frazy ...zatem moze byé ona
aspirowac do celu....

Z innych niescistosci cheiatbym wskazaé zdanie ze str.25 ... Utlenione LDLs sprzyjajq takze
przeksztalceniu makrofagow do komorek piankowatych, kidre przylegajqc do $ciany naczynia,
stanowiq pierwszy etap w tworzeniu sie blaszki miazdzycowej ... Przyleganie do $ciany naczynia
réznych komorek jest naturalng konsekwencja zmian w uszkodzonym $rédblonku i czesto
towarzyszy inicjacji procesu zapalnego. Monocyty krazace we krwi, nawet obtadowane oksy-
LDL nadal beda monocytami dopdty dopoki nie opuszczg $wiatla naczynia. Zmiana
miazdzycowa rozpoczyna si¢ od uszkodzenia srodblonka ale toczy sie w $cianie naczynia,
pierwotnie pod $rodbtonkiem.

Sprowokowany tg niescistoscig chciatbym dopyta¢ Doktorantke, czy zna cele terapeutyczne
przeciwzapalne w przebiegu miazdzycy. Jakie zwigzki znalazly zastosowanie?

We wstepie poruszono temat modyfikacji epigenetycznych w DNA w postaci metylacji
cytozyny. Czy Doktorantka moglaby wyjasni¢ znaczenie tej modyfikacji w regulacji ekspresji
genow 1 powigzac to z tematyka dotyczacg swojej pracy?

Analizujac przedstawione publikacje oraz okreslone udziaty poszczegdlnych autoréw
w ich powstanie, nalezy stwierdzié¢, ze Doktorantka opanowata bardzo dobrze warsztat
metodyczny, poczawszy od podstawowych technik laboratoryjnych poprzez techniki
immunochemiczne az po wyrafinowane techniki z zakresu biologii molekularne;.
Wieloautorskie prace, w ktérych mgr Martyna Wojtala jest wiodgcym autorem, wskazuja na
umiejetnosci Doktorantki wspoétpracy w zespotach badawczych, co niewatpliwie swiadczy o
Jej dojrzatosci naukowej. W skiad catkowitego dorobku naukowego Doktorantki wchodzi
dodatkowo 5 artykutéw w indeksowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz
udziat w dwoéch konferencjach naukowych o zasiegu migdzynarodowym 1 14 o zasiegu
krajowym. Nalezy podkresli¢, ze mgr Wojtala swoje doswiadczenie wzbogacita rowniez w
zakresie realizacji projektéw badawczych. Byta kierownikiem projektu Preludium, wykonawca
w dwoch projektach Pani Promotor oraz otrzymata trzykrotnie dotacje celowg na
dofinansowanie zadania badawczego dla miodych naukowcéw oraz uczestnikéw studiow



doktoranckich. Jest to do$wiadczenie, ktérym moga sie pochwalié nie wszyscy naukowcy ze
znacznie dluzszym stazem.

Podsumowujge, w oparciu o oceng zbioru prac stanowigcych osiggniecie naukowe,
przedstawionej rozprawy doktorskiej oraz dorobku naukowego stwierdzam, ze mgr Martyna
Wojtala spetnia wymogi dotyczace ubiegania sie o nadanie stopnia doktora okre$lone w ustawie
z dnia 14 marca 2003 1. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.). Wnosze zatem do Komisji Uniwersytetu
L.odzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr

Martyny Wojtali do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dodatkowo, wnioskuje do Komisji Uniwersytetu Eoédzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr
Martyny Wojtali.

Jako uzasadnienie pragne podkresli¢ bardzo wysoka warto$é merytoryczna rozprawy
doktorskiej oraz fakt, ze wyniki badani przeprowadzonych w doktoracie w catosci zostaty
opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym.
Nowatorskos¢ badan oraz ich range podkreslaja cytowania tych prac przez innych autoréw.
Na dzien dzisiejszy jest to juz wg. bazy Scopus 42 cytowania. Badania przeprowadzone przez
Doktorantke¢ wykonane zostaly przy wuzyciu wyrafinowanych technik biologii
molekularnej, ktére s3 powszechnie akceptowane przez naukowcéw zajmujgcych sie ta
tematyka. Sformutowane wnioski z przeprowadzonych badari wskazuja na wysoki potencjat
zastosowania uzyskanych informacji w opracowywaniu strategii terapeutycznych dla

choréb przebiegajacych z dysfunkcja srédbtonka naczyd krwionosnych.




