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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Gadeckiej p.t. ,Zmiany struktury
chromatyny komérek miesni gladkich naczyn krwionosnych w zaleznosci od typu

starzenia z uwzgl¢ednieniem modyfikacji histonu H3”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Gadeckiej
zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. Anny Bielak-Zmijewskiej, prof. Instytutu
Nenckiego w Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia, Instytutu Biologii Doswiadczalne;j
im. Marcelego Nenckiego PAN.

Problematyka przedstawionej do oceny pracy doktorskiej dotyczy charakterystyki
zmian struktury chromatyny komoérek mies$ni gladkich naczyn krwionosnych w zaleznosci od
typu starzenia z uwzglednieniem modyfikacji histonu H3. Doktorantka podje¢la sig
przeprowadzenia serii do§wiadczen majacych na celu weryfikacje sformutowanych przez Nia
hipotez zakladajacych ze w starzeniu replikacyjnym i przyspieszonym zachodzg rézne zmiany
modyfikacji histonu H3 oraz ze deheterochromatynizacja jest charakterystyczna dla starzenia
replikacyjnego.

W zwigzku z tym Pani mgr inz. Agnieszka Gadecka postawila sobie za zadanie
szczegolowe poznanie réznic w strukturze chromatyny, zaleznych od typu starzenia poprzez
analiz¢ zmian struktury chromatyny oraz ekspresji genéw podczas starzenia przyspieszonego
i replikacyjnego VSMC, z uwzglednieniem wybranych modyfikacji histonu H3. W pracy
zdefiniowano rowniez szczegolowe cele badawcze, do ktérych nalezato:

- scharakteryzowanie zmian struktury chromatyny w starzeniu replikacyjnym oraz

przyspieszonym komorek migsni gladkich naczyn,
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- zidentyfikowanie genéw, ktérych obszary chromosomowe réznig si¢ pod wzglgdem
wzbogacenia wybranych modyfikacji histonu H3; analiza zmian globalnego wzoru
trimetylacji lizyny 9 i 4 w zalezno$ci od typu starzenia,

- wykonanie analizy profilu transkryptomicznego komoérek ulegajacych starzeniu w
sposob replikacyjny i przyspieszony,

- zbadanie udziatu biatka HP1o w procesie starzenia replikacyjnego i przyspieszonego,

- poréwnanie zmian zachodzacych w komorkach migsni gladkich naczyn hodowanych
in vitro ze zmianami ex vivo komdrek izolowanych z blaszki miazdzycowej oraz

- analiza wybranych modyfikacji histonow w fibroblastach w celu zweryfikowania
uniwersalnosci zmian towarzyszacych réznym typom starzenia.

Gléwny cel badan oraz cele szczegblowe =zostaly jasno sformulowane a
przeprowadzoné badania wniosty nowe wartosci do istniejacej wiedzy z zakresu
mechanizméw odpowiedzialnych za zmiany struktury chromatyny komérek migéni gtadkich
naczyn krwionosnych w zaleznosci od typu starzenia.

Podkresli¢ nalezy zlozono$¢ i wage szczegdélowych procedur metodycznych pracy,
ktérych realizacja wymagata od Doktorantki znajomosci najnowszych metod i technik z
zakresu biologii molekularnej, transkryptomiki, jak roéwniez epigenetyki. Wyniki badan
przeprowadzonych w ramach ocenianej pracy wykazaly, iz zaréwno w starzeniu
przyspieszonym jak i replikacyjnym dochodzi do istotnych zmian w strukturze jadra
komoérkowego powigzanych ze stopniowym rozluznieniem chromatyny, a jej najbardziej
rozluzniona forma wystepuje w komoérkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu. Natomiast
na powiekszenie powierzchni jadra VSMC oraz wzrost jego szerokosci moze mie¢ wplyw
zar6wno zmniejszony poziom biatka LMNBI, jak i stopniowe rozluznienie chromatyny.
Ponadto rozluznienie chromatyny ma zwigzek ze spadkiem poziomu modyfikacji histonu H3,
ktére sg charakterystyczne dla heterochromatyny oraz aktywnej transkrypcyjnie chromatyny i
wystepuje niezaleznie od typu komorki i bodzca indukujgcego starzenie. Doktorantka
wykazala rowniez, iz spadek acetylacji w VSMC moze by¢, migdzy innymi wynikiem
wzrostu aktywnosci deacetylaz histonéw. Ponadto, iz biatko heterochromatyny podjednostka
alfa pomaga utrzymaé stabilng heterochromatyne w mtodych komérkach poprzez interakcj¢ z
trimetylacja lizyny 9 histonu H3 (H3K9me3), natomiast w trakcie starzenia akumuluje si¢ w
ciatkach PML, co moze uniemozliwia¢ ich oddzialywania. Uzyskane wyniki wykazaty
rowniez, ze HP1o moze odgrywac role we wczesnym etapie naprawy uszkodzefi DNA lub w
uszkodzeniach nadajacych sie do naprawy poprzez wspotwystgpowanie ze znacznikiem

podwdjnych uszkodzenr DNA, YH2AX.



Stwierdzam iz, badania podjete przez Doktorantke oraz otrzymane wyniki sa
nowatorskim, kompleksowym opracowaniem o znaczeniu poznawczym i aplikacyjnym,
spetniajgcym tym samym wymog niezbedny dla uznania ocenianej pracy doktorskiej za
odpowiadajacy poziomowi jakim powinna odznacza¢ si¢ praca doktorska, poniewaz jego
realizacja istotnie poszerza dotychczasowa wiedzg oraz stanowi przyczynek do oryginalnego

rozwigzania problemu naukowego.

Charakterystyka pracy

Oceniana praca zostata przygotowana zgodnie z zasadami przyjetymi dla tego typu
opracowan. Rozprawa ma charakter monografii, liczy 213 stron i zawiera podstawowe
rozdzialy charakterystyczne dla tego typu publikacji: wstep, hipotezg i cele badawcze,
material i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie i wnioski oraz bibliografie. W pracy
zawarto rowniez streszczenie w jezyku polskim i1 angielskim, wykaz skrotow oraz spis
publikacji autorki rozprawy.

Rozprawa doktorska traktuje w sposob peiny i merytorycznie poprawny zagadnienia z
zakresu zmian obserwowanych w efekcie procesu starzenia komorkowego. Tytul rozprawy
jest adekwatny do jej tresci. Praca jest dobrze zredagowana, a cel badan jest jasny i
prawidlowo sformutowany. Na podkreslenie zastuguje rowniez bardzo staranne opracowanie
graficzne i wydawnicze przedstawionej do oceny dysertacji.

Wprowadzeniem do pracy jest krotkie, dwustronicowe ,,Streszczenie” oraz liczacy 34
strony maszynopisu ,,Wstep” nakreslajgcy problematyke $cisle zwiazang z hipotezg
badawczg i zalozonymi w pracy celami badan. Zostal on podzielony na 8 podrozdzialow, w
ktorych Pani mgr inz. Agnieszka Gadecka, z wykorzystaniem aktualnych, wlasciwie
dobranych artykuléw naukowych, w sposéb dojrzaly i pelny, przedstawita problematyke
zwigzang ze zmianami zachodzacymi w starej komorce, omowila rodzaje i role starzenia
komérkowego oraz architekture jadra komorkowego. Ponadto w pieciu pod- podrozdziatach,
szczegdlowo przedstawila modyfikacje epigenetyczne DNA i histondw (w tym metylacje
DNA i potranslacyjne modyfikacje histonéw). W syntetyczny, jasny i wyczerpujacy sposob
Doktorantka omodwita charakterystyke i funkcje biatka HPla, zmiany w strukturze jadra i
chromatyny towarzyszace starzeniu komoérkowemu a na koniec zalezne od wieku choroby
uktadu krazenia oarz udziat starzenia komérkowego w rozwoju miazdzycy.

W rozdziale tym Autorka wykorzystujac 302 pozycje pismiennictwa naukowego, w

tym wszystkie prace opublikowane w indeksowanych czasopismach, wykazala si¢ bardzo



dobrg orientacja w omawianej problematyce. Zaznaczy¢ nalezy, ze bibliografia o szerokim
spektrum tematycznym zostala odpowiednio dobrana do kazdego z rozdzialow pracy.

Do rozdziatlu tego mam jedng uwage natury merytorycznej:

- w podrozdziale 1.1 na stronie 20 mozna przeczytaé: ,,Wiele kluczowych zmian
towarzyszacych  starzeniu zachodzi w jadrze komérkowym. Jego rozmiar powigksza sig,
dochodzi do zaburzen w budowie otoczki oraz blaszki jadrowej, a zwykle Scisle upakowana
chromatyna, nazywana heterochromatyng, ulega rozluZnieniu zmieniajagc si¢ w
euchromatyne.” — stwierdzenie to wydaje sie byé¢ skrotem myslowym i dlatego proszg
Doktorantke o doprecyzowanie o jakg heterochromatyng konkretnie chodzi.

Poza tym mam drobne uwagi natury redakcyjno — techniczne;j:

- pomytka w numeracji ostatniego podrozdzialu wstepu, oznaczonego 1.1, co powinno zosta¢
zastgpione 1.8;

- czeste bledne uzycie duzych liter, zwlaszcza po skrotach zakonczonych kropka lub
rozpoczecie zdania z matej litery.

W rozdziale ,Hipoteza i cele badawcze” Doktorantka krotko streszcza problematyke
pracy wykazujac istote i zasadno$¢ podjetych badan wraz z hipoteza badawcza oraz
wynikajacym z niej ogélnym celem badan, ktéry dodatkowo zostal uszczegdtowiony poprzez
zdefiniowanie 6 szczegdlowych celow badawczych. Do tego rozdziatu nie wnoszg uwag.

Rozdziat ,,Material i metody” zostal opracowany bardzo szczegélowo i starannie. W
rozdziale tym bardzo dobrze opisano pochodzenie materialu badawczego, ktorym byly
komorki miesni gladkich naczyn izolowanych z aorty, fibroblastow ludzkich oraz komérki
mieséni gladkich pochodzacych z blaszek miazdzycowych. Dodatkowo umieszczone zostaly
trzy tabele z wykazem zastosowanych w badaniach przeciwcial pierwszo- i drugorzgdowych
oraz starteréw wykorzystanych w analizie gPCR oras ChiP-seq. Do tej czgsci mam jedynie
uwage techniczna dotyczgca numeracji podrozdzialu ,Przeciwciala”, ktéry w mojej opinii
powinien by¢ odrebnym podrozdzialem tak jak .,Startery” a nie ciggloscig podrozdziatu
,Komorki”. W dalszej czeéci rozdziatu ,Material i metody™ opisano wszystkie procedury
eksperymentalne wykorzystane do weryfikacji hipotezy badawczej oraz osiggnigcia
zdefiniowanych celéw pracy. Procedury badawcze, pomimo ich ztozonosci, zostaly opisane w
sposdb umozliwiajagcy ich odtworzenie. Opis procedur wzbogacony zostal réwniez o
opracowania tabelaryczne skladow mieszanin oraz ryciny przedstawiajace sposob
interpretacji wynikow, co znaczaco wplywa na czytelnos¢ omawianego rozdzialu. W tym
miejscu chciatabym podkreslié, ze jako$¢ merytoryczna oraz liczba zastosowanych technik i

narzedzi eksperymentalnych $wiadezy o bardzo dobrym warsztacie Doktorantki.



Do rozdziatu tego mam pytania dotyczace doprecyzowania opisanych w podrozdziale
3.2.1.2 Starzenie przyspieszone indukowane doksorubicyna oraz w podrozdziale 3.2.1.3
Starzenie przyspieszone indukowane kurkuming — réznic w st¢zeniach zaréwno roztworu
doksorubicyny jak i kurkuminy w zaleznosci od hodowli komérek: VSMC i fibroblastow.

W rozdziale pt. ,,Wyniki i Dyskusja” Doktorantka przedstawita, w uporzadkowany
sposob, na 70 stronach maszynopisu, uzyskane rezultaty. Rozdzial ten slusznie zostal
podzielony na 4 gléwne podrozdzialy, ktore dodatkowo podzielono na szczegélowe,
tematyczne pod- podrozdziaty. Taka konstrukcja czyni prace czytelng, pomimo zamieszczenia
duzej liczby rezultatow. Wyniki zestawiono w 5 tabelach oraz 43, wysokiej klasy rycinach.
Uktad tabel i rycin jest przejrzysty i komunikatywny. Rozdzial ten pokazuje ogrom pracy jaki
zostal wlozony w uzyskanie zaprezentowanych wynikéw. Interpretacja wynikow swiadczy o
nalezytym przygotowaniu mgr inz. Agnieszki Gadeckiej do wielowgtkowego problemu
badawczego podjetego w pracy doktorskiej umozliwiajacego pokazanie szerszego obrazu
zmian w strukturze chromatyny komoérek miesni gladkich naczyn krwionosnych
zachodzacych podczas procesu starzenia. Otrzymane wyniki zostaty poddane konstruktywnej
krytyce oraz dyskusji w kolejnym rozdziale dysertacji.

Dyskusja zostala opracowana w sposob wyczerpujacy w oparciu o adekwatng do
problematyki literature. Bezspornym walorem dyskusji jest w mojej ocenie umiejgtnosé
krytycznego odniesienia do czgsci uzyskanych wynikow swiadczaca o dojrzalosci naukowej
Pani mgr inz. Agnieszki Gadeckie;j.

Po zapoznaniu sie z rozdziatami ,,Wyniki” i ,,Dyskusja” prosze jedynie o wyjasnienie
jakie przyczyny techniczne uniemozliwily uzyskanie jednoznacznych danych dotyczacych
lokalizacji biatka SUV39HI1.

Rozprawe koncza rozdziaty pt. ,,Podsumowanie i wnioski” obejmujacy 7 pozycji,
stanowigcych skondensowany zapis uzyskanych rezultatow badan oraz ,,Wnioski”
obejmujacy osiem prawidtowych sformutowan, nie bedace powtdrzeniem wynikow a efektem
dojrzatych przemyslen 1 wilasciwie poprowadzonej dyskusji. Trafnie ujete wnioski z
wielokierunkowych badan $wiadcza o duzej zdolnosci Autorki do syntetycznej analizy
wynikéw uzyskanych w pracy.

Moja ogdlna ocena wartosci merytorycznej pracy jest bardzo wysoka. Uzasadniajac t¢
ocen¢ podkresli¢ nalezy oryginalno$é¢ badan, ich szeroki, wielowatkowy zakres i fakt, ze
praca wnosi nowe wartosci poznawcze. Pani mgr inz. Agnieszka Gadecka wykazata si¢ dobra
znajomoscig planowania i przeprowadzenia eksperymentu badawczego oraz umiejetnoscia

analizy uzyskanych wynikow a zalozone cele badan zostaly w pelni zrealizowane. Na



podkreslenie zastuguje zakres uzyskanych wynikéw na réznym poziomie organizacji genomu
pozwalajacy na szerokie przedstawienie obrazu zmian zachodzacych w chromatynie komorek
miesni gladkich naczyn krwionoénych podczas procesu starzenia, uwzgledniajgc rézne jego
typy oraz modyfikacje histonu H3.

Moja ocena strony technicznej i redakeyjnej rozprawy jest rowniez wysoka. Zawarte
w recenzji uwagi, ktore w wiekszosci dotycza aspektéw techniczno-redakcyjnych nie

umniejszaja wysokiej wartosci rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Gadeckiej.

Whiosek koncowy

Biorac pod uwage podkreslone w recenzji walory pracy, a szczegolnie jej nowatorski
charakter, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Gadeckiej pt.: ,,Zmiany
struktury chromatyny komérek miesni gladkich naczyn krwionosnych w zaleznosci od typu
starzenia z uwzglednieniem modyfikacji histonu H3” speinia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz.
478, 619, 1630). W zwigzku z powyzszym, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Dos$wiadczalnej o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Gadeckiej do dalszych etapow

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Whiosek dodatkowy

Biorac pod uwagg ponadprzecietny poziom badan opisanych w rozprawie, aktualno$¢
problematyki badawczej, zastosowane wspolczesne, najnowoczesniejsze metody badawcze i
kompleksowos¢ opracowania oraz ponadprzecigtny charakter rozprawy, skladam wniosek do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego
Polskiej Akademii Nauk o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki

Gadeckiej stosowng nagroda.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Gadeckiej
pt. Zmiany struktury chromatyny komorek miesni gtadkich naczyn krwionosnych w
zaleznosci od typu starzenia z uwzglednieniem modyfikacji histonu H3

Przedstawiona do recenzji rozprawa powstata pod kierunkiem dr hab. Anny Bielak-
Zmijewskiej w Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN — renomowanym zespole badawczym zajmujgcym
sie mechanizmami starzenia komérkowego. Celem badania byta analiza zmian wybranych
modyfikacji histonu H3 i zmian w strukturze chromatyny w komérkach poddanych réznym
typom starzenia. Analizy przeprowadzono w réinych typach komodrek, zaréowno w
ustabilizowanych liniach komoérkowych migsni gtadkich naczyn (VSMC) i fibroblastow, jak
i w komdrkach miesni gtadkich blaszek miazdzycowych pozyskanych od pacjentow, u
ktérych wykonano zabieg operacyjny potgczony z resekcja takich zmian. Starzenie
przyspieszone (PS) w VSMC stanowigcych gtéwny materiat badawczy Doktorantka
wywotywata poprzez traktowanie doksorubicyng lub kurkuming, za$ starzenie replikacyjne
(RS) poprzez prowadzenie hodowli do momentu wyczerpania potencjatu podziatowego.
Podobnie traktowata fibroblasty, ktére stanowity kontrole majaca wykazaé, czy zmiany
zaobserwowane w VSMC pojawiajg sie rowniez w innym typie komorek, co przemawiatoby
za ich uniwersalnoscia. Z kolei poréwnanie zmian w VSMC i w komoérkach pochodzacych z
blaszek miazdzycowych umozliwito okreslenie czy zachodzace w toku starzenia zmiany w
najpowszechniej wykorzystywanym modelu, in vitro, dobrze odzwierciedlajg zmiany
zachodzace w zywym organizmie.

W pierwszym etapie pracy Doktorantka charakteryzowata zmiany zachodzace w
VSMC przy uzyciu metod standardowych: mikroskopowej oceny morfologii komorek,
aktywnosci SA-BGal i wbudowywania BrdU. Nastepnie, analiza zmian morfologicznych
dotyczacych ksztattu i wielkosci jagdra komdrkowego oraz struktury chromatyny
prowadzona przy pomocy mikroskopii sit atomowych (AFM) wykazata, ze jadra komorek
mtodych majg owalny ksztatt i regularne brzegi, posiadaja wyraznie zarysowane jaderka
oraz s3 matych rozmiaréw. Z kolei jgdra komorek RS sg heterogenne, a wigkszos¢ z nich
jest duzych i ma nieregularne ksztatty. Jadra komoérek PS wykazuja morfologie posrednia.
Charakterystyke zmian chromatyny wykonano przy pomocy programu Cell Profiler
wykazujagc miedzy innymi, ze PS i RS charakteryzowaty sie bardziej jednolitym
zabarwieniem jader komdrkowych niz mtoda kontrola, co sugeruje, ze w jgdrach komorek
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starych dominuje euchromatyna. Doktorantka wyznaczyta 200 pm? jako wielkosé
graniczng powierzchni jadra komdrkowego pomiedzy komodrkami mtodymi (ponizej
wartosci granicznej) i starymi (powyzej). Kolejne badania dotyczyty histonu H3 i
modyfikacji charakterystycznych dla heterochromatyny (H3K9me3 i H3K27me3) oraz
euchromatyny (H3K4me3 i H3K9Ac). W starzeniu zaobserwowano spadek catkowitego H3
o potowe w stosunku do komoérek miodych. Wsréd badanych modyfikacji
epigenetycznych, najwiekszy spadek dotyczyt H3K9me3, ktoérej ilos¢ obnizyta sie o ok.
potowe w PS, az do niemal catkowitego zaniku w RS. H3K27me3 dotyczyt mniejszy spadek,
ktéry byt podobny w obu typach starzenia. Spadkowi markeréw heterochromatyny nie
towarzyszyt jednak wzrost markeréw euchromatyny, jako ze zaobserwowano rowniez
spadek H3K4me3 i H3K9Ac, przy czym spadek H3K4me3 wykazywat podobny profil do
H3K9me3 i widoczne byly réznice miedzy PS i RS. Z kolei spadek H3K9Ac byt niezalezny od
typu starzenia. W badaniach immunohistochemicznych zauwazono réwniez rdznice
pomiedzy komdrkami mtodymi i starymi w rozmieszczeniu tych znacznikéw w jadrach
komoérkowych. W kolejnych etapach pracy Doktorantka przeprowadzita szczegétowe
badania, na poziomie mRNA i biatka, dotyczace ilosci licznych enzyméw naktadajacych i
usuwajacych konkretne modyfikacje epigenetyczne na poszczegdlnych resztach
aminokwasowych histonu H3. Dodatkowo, analizowata wzbogacenie danym markerem
aktywnej lub nieaktywnej chromatyny w rejonie TSS genu EZH1. Zajeta sie rowniez analiza
zmian ekspresji HP1a, jego wspotwystepowania z innymi biatkami jadrowymi oraz udziatu
w regulowaniu struktury chromatyny. Zanalizowata tez miejsca w genomie wzbogacone w
to biatko. Wreszcie, metodg ChIP-seq przeanalizowata rozmieszczenie badanych
modyfikacji epigenetycznych histonow w genomie mtodych i starych VSMC, a na
podstawie uzyskanych wynikow wykonana zostata analiza bioinformatyczna w celu
wskazania, jakie procesy biologiczne mogg ulega¢ zmianom w starzeniu pod wptywem
obecnosci konkretnych modyfikacji w genach kodujacych biatka wtaczone w te procesy.
Jak wspomniatam powyzej, aby sprawdzi¢, czy zwigzane ze starzeniem zmiany wykazane
w VSMC majg charakter uniwersalny czy sa specyficzne dla tego typu komorek, czes¢ analiz
powtdrzono na ludzkich fibroblastach skérnych. Biorac tutaj pod uwage réznice w tempie
proliferacji, Doktorantka wyznaczyta 48-godzinny okres hodowli fibroblastow tak, by
komorki VSMCi fibroblasty znajdowaty sie w podobnym odsetku w poszczegoinych fazach
cyklu komérkowego. Wykazata, ze w fibroblastach rowniez dochodzi do zwigzanego ze
starzeniem ogodlnego spadku histonu H3. Ponadto, profil ekspresji H3K9me3, H3K4me3
oraz H3K9Ac przypominat ten obserwowany w komodrkach VSMC i istnieje duze
prawdopodobienstwo, ze s to uniwersalne znaczniki starzenia komoérkowego. Natomiast
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w odniesieniu do H3K27me3 w starzejacych sie replikacyjnie fibroblastach, w
przeciwienstwie do VSMC, nie obserwowano znaczacych zmian w poréwnaniu do
komérek mtodych. Podobienstwa stwierdzono w analizach z barwieniami
immunohistochemicznymi. Nie uzyskano petnej zgodnosci pomiedzy VSMC i fibroblastami
w analizach dotyczacych enzymdéw modyfikujgcych. Niewielkg czes¢ analiz wykonano
rowniez na komodrkach miesni gtadkich izolowanych z blaszek miazdzycowych od
pacjentow. Badanie to wykazato, ze w poréwnaniu do hodowli komdrkowych, wyniki
uzyskane na komorkach pierwotnych sg bardzo heterogenne. Pokazuje to, z jak wielkim
problemem mierzg sie osoby badajgce oryginalny materiat biologiczny od pacjentow w
poréwnaniu z badaniami na roinych modelach, w tym — hodowlach komdrkowych.
Wreszcie, Doktorantka przebadata i zaproponowata dwa nowe markery starzenia
komorkowego — Aniling (ANLN) i Klaudyne-1 (CLDN1).

Rozprawa doktorska ma uktad typowy. We Wstepie Doktorantka opisuje rodzaje
starzenia komorkowego i szlaki w te procesy witaczone. Szczegétowo opisuje zmiany
zachodzace w starzejacej sie komorce, zwtaszcza te, ktore dotyczg jadra komodrkowego i
epigenomu. Analizuje tez wptyw starzenia komorkowego na starzenie catego organizmu
wspominajac przy tym, ze senescencja nie zawsze jest niekorzystna, bo stanowi jeden z
mechanizméw obronnych w procesie nowotworzenia. Jest to ciekawa czes¢ pracy, ale
mam do niej duzo drobnych uwag. Szkoda, ze duza liczba cytowan dotyczy prac
przegladowych. Nie mam przekonania, ze sformutowanie ,komorki somatyczne nie maja
zdolnosci do odbudowy brakujacych sekwencji, poniewaz poziom odpowiedzialnego za
ten proces enzymu telomerazy, spada wraz z wiekiem” jest catkiem zgodne z prawdg, bo
dane literaturowe wskazujg, ze w wiekszosci komadrek somatycznych telomeraza nie jest
aktywna. Nie jest tez do konca zgodne z prawda, ze przyczyng przewlektego stanu
zapalnego o niskim stopniu nasilenia, ktéry moze towarzyszy¢ starzeniu, jest jedynie
nagromadzenie komdrek senescentnych i SASP. Duzg role odgrywaja inne czynniki, np.
zwiekszona zawartosc tkanki ttuszczowej i nacieki komorek odpornosciowych oraz szeroko
pojete immunostarzenie. Ponadto, zadne senolityki nie s3 rekomendowane jako leki
antystarzeniowe, wiec jeszcze nie mozna powiedzie¢, ze komorki stare staty sie celem
terapeutycznym w przypadku starzenia organizmu oraz w chorobach wieku podesztego.
Doktorantka rowniez pisze, ze ,do starzenia organizmu dochodzi nie tylko na skutek
uptywu lat, ale moze wystgpi¢ przedwczesnie na drodze przyspieszonego starzenia
komérek, wynikajgcego z zaburzenia funkcjonowania jadra lub nieprawidtowe;j replikacji i
naprawy DNA”. To prawda, ale przyspieszone starzenie moze rowniez by¢ skutkiem
oddziatywan srodowiskowych, a o wptywie srodowiska na tempo i przebieg starzenia

3



& Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. Mirostawa Mossakowskiego
Polskiej Akademii Nauk
Zesp6t Kliniczno-Badawczy Epigenetyki Cziowieka

Prof. dr hab. n. med. Monika Puzianowska-Kuznicka

tel.: 48 22 6086591
e-mail: mpuzianowska@imdik.pan.pl

Doktorantka w swojej rozprawie w ogole nie wspomina, mimo ze do 9 dekady zycia
najprawdopodobniej to wtasnie ono ma wptyw decydujacy (Herskind et al., Hum Genet.
1996;97:319-323; Hjelmborg et al., Hum Genet. 2006;119:312-321). W opisie miRNA jest
kategoryczne stwierdzenie, ze miRNA przytaczaja sie do 3’UTR, ale moga si¢ tez przytaczac
do innych cze$ci mRNA. Naczynia krwionosne nie s zbudowane jedynie ze srédbtonka.

W Materiatach i Metodach, ktére sg dobrze opisane i Swietnie zilustrowane
rycinami, brakuje jasno okreslonych liczebnosci linii komdérkowych stanowigcych materiat
badawczy: ile linii VSMC, ile linii fibroblastow? Jakie to byty linie, od oséb w jakim wieku —
dotyczy to zwtaszcza fibroblastéw, bo takich linii jest bardzo duzo. Przy opisie doswiadczen
z liniami komoérkowymi nie ma podanej liczby powtdrzen. W przypadku komorek migsni
gtadkich z blaszek miazdzycowych nie podano wieku pacjentow ani stopnia
zaawansowania choroby, a s3 to parametry ktére mogty mie¢ kluczowy wptyw na
zaobserwowang przed Doktorantke heterogennos¢, ktora nie pozwolita na wyciggnigcie
wnioskow. Prosze tez o komentarz, czy VSMC w 10 pasazu i fibroblasty w 25 pasazu (lepiej
jest podawaé liczbe podwojen populacji) mozna nazwa¢ komérkami mtodymi. Czy tak
dtuga hodowla nie ma wptywu na epigenom komorek? Przy opisie wirowan lepiej uzywac
wartosci x g a nie rpm, bo taka sama wartos¢ rpm w réznych wiréwkach i rotorach oznacza
inng warto$¢ g. Zatuje réwniez, ze w badaniach oprdécz Laminy B1 Doktorantka nie
analizowata Progeryny, ktora wystepuje nie tylko w progerii Hutchinsona-Gilforda, ale
rowniez pojawia sie w komdrkach oséb normalnie sig starzejacych (Scaffidi et al., Science.
2006;312:1059-1063). Do zalet tej czesci pracy nalezy wymienienie wspotwykonawcow
tam, gdzie Doktorantka nie wykonywata badania samodzielnie. Swiadczy to o wysokim
morale i uczciwosci naukowej. Ponadto, chciatabym podkresli¢, ze na wielkie uznanie
zastuguje réznorodno$¢ metod, jakimi Doktorantka sie postuguje, liczba parametrow,
ktére analizuje oraz to, ze nie ograniczyta sie jedynie do badania VSMC.

Hipoteza i Cele badawcze s jasno sformutowane i Doktorantka konsekwentnie te
cele realizuje.

Wyniki to mocna cze$¢ rozprawy. Wyniki sg opisane bardzo szczegétowo,
doskonale zilustrowane. W odbiorze przeszkadzata mi jedynie sprawa liczebnosci: czy n =
5 albo n = 3 oznacza liczbe linii/hodowli czy liczbe powtorzen z tej samej linii? Czym jest n
= 3 przy densytometrii: czy to 3 osobne bloty czy 3 pomiary z tego samego materiatu na 3
liniach? ,,Srednia liczba skupisk na jadro komérkowe (n = 3) — ponownie, czym jest n = 3?
Analize gPCR wykonano na materiale z blaszek miazdzycowych od 3 z 6 pacjentow; jak ich

wybrano?
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Dyskusja jest ciekawa. Szczegdlnie wartosciowa wydaje mi sie¢ czes¢ dotyczaca
Aniliny i Klaudyny-1. W tej cze$ci rozprawy brakuje mi natomiast gtebszej analizy przyczyn
réznorodnosci zmian zaobserwowanych w blaszkach miazdzycowych. Informacja, ze s3
,zalezne od dawcy” jest niewystarczajgca. Nalezy pamieta¢, ze finalnym celem prac
badawczych jest poznanie proceséw fizjologicznych i patologicznych zachodzacych w
Zywym organizmie.

Podsumowanie i wnioski sg poprawne. Bibliografia jest bardzo obfita.

W pracy jest sporo btedow edytorskich, ktére nie wptywajg na jej wartosc
merytoryczng. Chciatabym réwniez zwrdci¢ uwage, ze w literaturze polskojezycznej
powszechniejsza jest forma ,ekson” niz ,,egzon”.

Wszystkie powyzsze uwagi nie wplywaja na moja bardzo wysokg ocene
recenzowanej rozprawy. Stwierdzam, ze mgr inz. Agnieszka Gadecka wykazata sie szeroka
wiedza oraz znajomoscig licznych i réznorodnych metod badawczych, ktére samodzielnie
lub we wspétpracy stosowata realizujgc zatozone cele. Jej rozprawa doktorska zawiera
oryginalne, wartosciowe wyniki, a Doktorantka wykazata sie réwniez umiejetnoscia ich
krytycznej oceny. W mojej opinii rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Gadeckiej
spetnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). W zwigzku z powyiszym,
whnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Gadeckiej do dalszych etapéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora.

Z powazaniem,

\';‘/L%\v \/\.\C/\_Q v \&.’ - uw\-\ LM
Monika Puzianowska-Kuznicka

Warszawa, 07.12.2023 r.
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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Gadeckiej pt.:

Zmiany struktury chromatyny komorek migs$ni gladkich naczyn krwionosnych w

zaleznosci od typu starzenia z uwzglednieniem modyfikacji histonu H3.

Praca doktorska zostala wykonana w Pracowni Molekularmych Podstaw Starzenia
w Instytucie Biologii Do$wiadczalnej PAN im. M. Nenckiego pod kierunkiem Promotora — dr
hab. Anny Bielak-Zmijewskiej, profesora Instytutu Nenckiego.

Tematyke recenzowanej rozprawy doktorskiej uwazam za aktualng i wazng z punktu
widzenia biomedycyny. Jak powszechnie wiadomo, w krajach wysoko rozwinigtych stale
roénie liczba 0séb w podesztym wieku, co obok wielu pozytywnych efektow, niesie z sobg
szereg wyzwan dla systemow opieki socjalnej i medycznej oraz ochrony zdrowia. Nietrudno
jest dostrzec, ze u znacznej czgsci 0sob starych 1 bardzo starych znacznie czgsciej wystepuja
przewlekle choroby, a takze choroby nowotworowe. Poznawanie biologicznego podioza oraz
patomechanizmow tych schorzen ma podstawowe znaczenie dla zapobiegania ich rozwojowi
oraz skutecznej terapii. Wydaje sig, ze obecnie, w trzeciej dekadzie 21 wieku, badacze
proceséw starzenia przechodza od stadium eksploracji ich mechanizméw na poziomie
komoérkowym i systemowym do prob terapeutycznej interwencji w jego podstawy molekularne,
co obrazuja coraz liczniejsze oceny efektow i mechanizméw dzialania tzw. senolitykow. W tym
kontekscie nalezy uzna¢ wybor tematu badan zaprezentowanych w omawianej rozprawie
doktorskiej mgr inz. Agnieszki Gadeckiej za bardzo aktualny 1 potrzebny. Badania te stanowig
kontynuacjg, w oparciu o nowoczesne techniki badawcze, dotychczasowych wybitnych
osiagnie¢ zespolu Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia w Instytucie Biologii

Do$wiadczalnej PAN im. Nenckiego kierowanego przez Pania Profesor dr hab. Ewe Sikore.



Rozprawe przygotowano w klasycznej formie, w ktorej po Wstepie nastgpuje opis
materialéw i zastosowanych metod, a nastgpnie przedstawienic wynikow i ich omowienie w
dyskusji i przedstawienie wnioskow. Praca liczy 211 stron, zawiera 10 tabel 1 78 rycin (w tym
43 ryciny w rozdziale ,,Wyniki”) obrazujacych zalozenia, metody 1 wyniki badan, w tym szereg
wysokiej jakosci mikrofotografii uzyskane przy zastosowaniu  mikroskopii konfokalnej.
Szeroki zakres wykonanych analiz oraz liczne odniesienia literaturowe, tacznie 301 pozycji,

sktadaja si¢ na znaczng objgtos¢ rozprawy doktorskiej.

Rozdzial wstepny, liczacy 34 strony, uwazam za wazng cze$¢ rozprawy, poniewaz
zawarte w nim informacje dokumentuja zaréwno bardzo dobra orientacj¢ Autorki w
zagadnieniach bedacych przedmiotem rozprawy oraz w logiczny sposob prowadza do
przedstawienia zatozef i celu podjetych badan. W 14 podrozdzialach Wstepu Doktorantka
przedstawila najpierw ogolne zmiany zachodzace w starej komorce, a nastgpnie glowne rodzaje
starzenia komoérkowego i jego rolg w starzeniu sig catego organizmu. W kolejnym podrozdziale
Wstepu Doktorantka omawia architekturg jadra komorkowego. Najwieksza czgs¢ tej czesci
rozprawy stanowi do§¢ dokladne przedstawienie modyfikacji epigenetycznych DNA i histonow
wraz z zaznaczeniem roli niekodujacych RNA w regulacji ekspresji genow. Oddzielnie
przedstawiono charakterystyke i rolg biatka heterochromatyny 1, HP-1a, ktore bylo osobnym
przedmiotem przeprowadzonych badaf. Logiczng konsekwencja przedstawionych wczesniej
informacji stanowi omdwienie zmian w strukturze jadra i chromatyny, ktore towarzysza
starzeniu komorkowemu. Rozdzial wstepny zamyka omowienie udziatu starzenia
komérkowego w rozwoju miazdzycy naczyn, choroby charakterystycznej dla wigkszosci osob
w wieku podesztym, ktora jest istotnym, bezposrednim lub posrednim, powodem $mierci okoto

30% populacji (na rowni z chorobami nowotworowym).

W éwietle danych dotyczacych starzenia komérkowego i towarzyszgcych im zmian w
jadrze komoérkowym, a szczegélnie zaskakujacemu zjawisku rozluznienia chromatyny
(. deheterochromatynizacji”), zrozumiale staje si¢ sformutowanie hipotezy badawczej 1
szczegolowych celow pracy. W zwiagzku z kluczowa rolg komorek migsni gladkich Sciany
naczyn (VSMC), gltownie tetnic w patogenezie miazdzycy, postanowiono w modelu in vitro
porowna¢ zmiany w strukturze chromatyny, ze szczegdlnym uwzglednieniem zmian
epigenetycznych histonu H3  oraz zmian powigzanego z nim biatka HP-law
komérkachD'VMSC  hodowanych w warunkach starzenia replikacyjnego (RS), tj. w
komorkach nieproliferujacych, oraz w komérkach hodowanych w warunkach przyspieszonego

starzenia (PS), t.j. w komorkach poddanych dziataniu doksorubicyny i kurkuminy. Dodatkowe
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cele szezegolowe stanowito okreslenie zmian w komérkach poddanych RS 1 PS ze zmianami
ex vivo komorek izolowanych z blaszki miazdzycowej oraz poznanie niektorych modyfikacji
histonéw w hodowanych fibroblastach w celu okre$lenia uniwersalno$ci zmian towarzyszacym
badanym typom starzenia. W opinii recenzenta, Doktorantka powinna podkreslic w zatozeniach
pracy to, ze modele starzenia replikacyjnego oraz starzenia przyspieszonego zostaly wezesnie]
opracowane i opublikowane przez Promotora rozprawy i innych autorow. Informacja te zostata
wprawdzie przedstawiona w rozdziatach Metody i Wyniki, ale niejako ,,przy okazji”, a nie jako

punkt wyjécia do zamierzonych badan.

Rozdzial Material i Metody zostal napisany jasno i starannie. Nalezy podkresli¢ bardzo
szeroki zakres metod i technik zastosowanych przez mgr inz. Agnieszk¢ Gadeckg dla
scharakteryzowania obiektow badan, a takze umiejetnos¢ wspétpracy z badaczami z innych niz
macierzysty, osrodkéw naukowych. Szczegélne uznanie budzi scharakteryzowanie badanych
komorek na wielu poziomach ich organizacji, poczynajac od morfologii, a konczac na analizie
profilu transkryptomicznego z weryfikacjg ekspresji wybranych genow metodg qPCR oraz
immunoprecypitacji histonéw i sekwencjonowaniu nowej generacji (CHIP seq). Drobne
zastrzezenie budzi okreSlanie odsetka komoérek wykazujacych reakcj¢ barwna
charakterystyczng dla SA-beta-galaktozydazy (SA-B-gal) jako ,.procent komoérek z
podwyzszong aktywnosci [enzymu], poniewaz aktywno$¢ enzymu nic byla mierzona tg
metoda. Ponadto, w terminologii histologicznej mowimy raczej o utrwalaniu tkanek/komorek

w utrwalaczu Carnoy lub ptynie Carnoy, a nie w ,,roztworze” Carnoy.

Rozdzial ,,Wyniki” przedstawia kilka zasadniczych grup uzyskanych rezultatow. W
pierwszej czesci tego rozdzialu mgr inz. A. Gadecka zweryfikowala opracowane wczesniej w
Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia warunki prowadzenia hodowli VSMC
pozwalajace na wyroznienie starzenia replikacyjnego oraz starzenia przyspieszonego. W opinii
recenzenta, w tym drugim przypadku nalezaloby mowic raczej o starzeniu indukowanym przez
stres (doksorubicyne lub kurkuming), jednak uzyte okreslenie (PS) mozna zaakceptowac, gdyz
podkresla tempo powstawanie zmian komorkowych przypominajacych cechy starzenia
replikacyjnego. Pierwsza czgs¢ wynikow doswiadczen przedstawionych w rozprawie mozna
okresli¢ umownie jako morfologiczne. W stosunku do metod uzywanych wezesniej przez
Profesor Anne Bielak-Zmijewska i Jej wspotpracownikéw, Doktorantka przeprowadzita po raz
pierwszy przy pomocy mikroskopii sil atomowych oraz mikroskopii konfokalnej analize
morfologii i chropowato$ci jadra oraz bialek blaszki jadrowej w komorkach kontrolnych oraz

komorkach starych (RS i PS) wykazujac wzrost chropowatosci oraz przemieszczanie sig



podotoczkowych fragmentéw chromatyny w glab jadra. Mikroskopia fluorescencyjna
(barwienie DAPI) postuzyta do analizy zmian w organizacji chromatyny w warunkach starzenia
RS i PS, a uzyskane metoda potiloéciowa wyniki potwierdzity wezesniej opisywane jakosciowe
zmiany powierzchni jadra i ksztattéw komorek. Zaréwno przy omawianiu tych oraz innych
zmian Doktorantka podejmowala proby skrétowego wyjasniania ich przyczyn, jednak
zazwyczaj brak oparcia w pi$miennictwie sprawia raczej wrazenie spekulacji niz racjonalnie

wyprowadzonego dowodu.

Druga cze$¢ wynikow dotyczy wzglednej zawartosci zmodyfikowanych
(metylowanych i acetylowanych) wariantow histonu H3. Wyniki uzyskane metoda Western
blot potwierdzity w obu typach starzenia (RS i PS) spadek zawartosci histonu H3K9me3,
znacznika heterochromatyny, oraz, nieoczekiwanie, spadek zawartosci wariantow histonu H3
charakterystycznych dla euchromatyny (H3K4me3 i H3K9Ac). Nalezy z uznaniem podkreslic,
7e ,.deheterochromatyzacja” i ,rozluznienie chromatyny” zostaly przez Doktorantke
potwierdzone barwieniami immunfluorescencyjnymi badanych wariantow histonu H3 i analiza
intensywnosci fluorescencji. Uzyskane wyniki skionity badaczy do oceny ekspresji
metylotransferaz i demetylaz histonu H3 uczestniczacych w regulacji struktury chromatyny na
poziomie genu (analiza mikromacierzy i gPCR) i biatka (IHC oraz WB). Wykazano kilkukrotny
spadek ckspresji metylotransferazy SUV39HI uczestniczace) wraz z biatkiem HP-la w
stabilizacji heterochromatyny oraz mRNA genu EZH2, ktory pelni kluczowa rolg w procesach
metylacji. Za istotng obserwacj¢ nalezy takze uzna¢ wzrost ekspresji genu EZHI we wszystkich
typach starzenia komérek VSMC oraz brak zmian w ekspresji genow demetylaz histonow. Z
kolei analiza ekspresji genow acetylotransferaz wykazata spadek poziomu mRNA wigkszosci
tych genow, natomiast jedynie transkrypt i biatko kodowane przez gen deacetylazy HDACI
ulegaty okoto dwukrotnemu obnizeniu w trakcie starzenia. W zwiazku z rolg biatka HP-Tow w
tworzeniu nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromatyny wykazano spadek jego ekspresji na
poziomie transkryptu i biatka (WB oraz immunofluorescencja) w komorkach podlegajacych
starzeniu, przy czym wzrosla liczba jego skupisk w jadrze przy wyraznie zmniejszone)

intensywnosci fluorescencji.

Trzecia cze$é rozdziatu ,,Wyniki” po§wiecona jest analizie rozmieszczenia w genomie
wariantéw histonu H3 charakterystycznych dla hetero- lub euchromatyny przy zastosowaniu
immunoprecypitacji chromatyny sprz¢zonej z sekwencjonowaniem nowej generacji (CHIP-
seq). Istotny spadek catkowitej liczby regionéw wzbogacenia w histon H3K4me3

zaobserwowano wylacznie w komorkach poddanych dziataniu doksorubicyny, przy braku



zmian w komérkach miodych (kontrolnych), RS i traktowanych kurkuming. Wyniki uzyskane
wspomniang metodg dobrze ilustrujg réznice w mechanizmach ,przyspieszonego starzenia”
indukowanych doksorubicyna i kurkumina. Z tego wzgledu dla dwoch wersji PS Doktorantka
podjela probe analizy funkcjonalnej miejsc w genomie wzbogaconych w znaczniki aktywnej
(H3K4me3) i nieaktywnej (H3K9me3) chromatyny oraz miejsc wzbogacenia w HP-la przy
pomocy programu edgeR. Wydaje sig, ze Doktorantce nie udalo si¢ uzyska¢ jednoznacznych
wynikow.

Z kolei na podstawie przeprowadzonej w oparciu o technikg mikromacierzy analizy
funkcjonalnej genéw charakterystycznych dla starzenia replikacyjnego i przyspieszonego
wykazano istotne réznice w transkryptomie obu typow starzenia in vitro komorek VSMC.
Ciekawa obserwacja wydaje si¢ bardzo duzy spadek ekspresji histonéw, wspolny dla RS i PS.
Natomiast wykazano znaczny wzrost liczby genow ulegajacych ekspresji niz zahamowaniu w
PS w poréwnaniu do komérek RS, przy czym odwrotna sytuacja wystapita micdzy oboma

typami starzenia w ekspresji matych jaderkowych RNA (snoRNA).

Kolejna czgé¢ doswiadezen przedstawionych w rozprawie doktorskiej mgr inz. A.
Gadeckiej po$wigcona jest poréwnaniu wlasciwosci mtodych komorek VSMC z cechami
komérek VSMC wyizolowanych z blaszek miazdzycowych od 0sob o $rednim wieku 59 lat i
hodowanych ex vivo , okreslanych jako naturalnie stare komorki zmodyfikowane przez proces
miazdzycowy (,,komorki blaszki”, ,blaszki”, komorki AP”). W przekonaniu recenzenta jest to
bardzo warto$ciowa cze$é badan mimo niewielkiej ilo§ci materiatu i liczby 0séb, od ktorych go
uzyskano. Okazato sig, ze izolowane z blaszek komorki stanowig heterogenng populacjg, w
ktorej 60% komoérek wykazywato aktywno$¢ SA-B-gal (znacznika starzenia komérkowego),
ale az 60% wykazywato aktywnosé proliferacyjna, niezgodnie z fenotypem RS, ale zgodnego
z fenotypem komérek miodych. Na wysokg zmiennos¢ osobniczg wskazywaly tez
przeprowadzone w hodowlach tych komorek analizy ich morfologii, a szczegdlnie jader
komorkowych oraz analizy modyfikacji histonow. Wydaje sig, ze wyniki uzyskane w tej czgscl
badan wskazuja na zréznicowany charakter zmian zwigzanych z rozwojem miazdzycy w

komorkach migsni gltadkich w blaszkach miazdzycowych.

Przedostatnia cze$é rozdziatu ,,Wyniki” poSwigcona jest poréwnaniu wihasciwosci
hodowanych komérek VMSC z hodowlami fibroblastow, komorek stanowigcych klasyczny
model badania starzenia replikacyjnego. Zamierzano sprawdzi¢, czy opisane wczesniej zmiany
obserwowane w komorkach VSMC w modelu starzenia replikacyjnego oraz przyspieszonego

zostana odzwierciedlone w fibroblastach poddanych dzialaniu tych samych czynnikow.
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Okazalo si¢, ze wigkszo$¢ zmian, ale nie wszystkie, ktore charakteryzujg starzenie VSMC ma

charakter uniwersalny, poniewaz zaobserwowane je takze w procesie starzenia fibroblastow.

Ostatnia cze$é rozdziatu ,,Wyniki” przedstawia rezultaty analizy ekspresji bialek aniliny
i klaudyny-1 w VSMC, wytypowanych na podstawie badan transkryptomu, jako nowe
znaczniki, aniliny - starzenia replikacyjnego i starzenia przyspieszonego, za$ klaudyny-1 —
starzenia przyspieszonego. Zgodnie z oczekiwaniami, ekspresja aniliny, kluczowego biatka
pierécienia kurczliwego, ulegata istotnemu obnizeniu w obu typach starzenia komorkowego,
natomiast ekspresja klaudyny-1 na poziomie mRNA ulegata podwyzszeniu, jednak na poziomie
biatka tylko w komorkach podlegajacych PS. Zauwazono tez, ze przejcie silnego sygnalu
fluorescencji biatka z jadra do cytoplazmy cechuje tylko starzenie przyspieszone. Dla lepsze]
charakteryzacji powiagzan migdzy obydwoma biatkami a metylowanymi wariantami histonu H3
wykorzystano metode CHIP-seq. Poziom ekspresji genéw 1 bialek aniliny 1 klaudyny-1
okre$lono tez w komorkach VSMC pozyskanych z blaszek miazdzycowych kilku chorych,
jednak duza zmienno$¢ miedzyosobnicza nie pozwolita na wyciggniecie jednoznacznych

whnioskow.

Rozdzial , Dyskusja” §wiadczy o bardzo dobrej orientacji Doktorantki w piSmiennictwie
dotyczacym tematu swoich badan. Na jej wstgpie mgr inz. A. Gadecka uzasadnifa wybor
doksorubicyny i kurkuminy ustalonych we wczeéniejszych badaniach prowadzonych w
Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia IBD PAN jako czynnikéw przyspieszajacych
starzenie sie VSMC, ktore istotnie réznity si¢ mechanizmami dziatania na DNA. Cel badan,
jakim bylo okreSlenie zmian strukturalnych chromatyny w przyspieszonym starzeniu
indukowanym wymienionymi zwigzkami, stanowil wigc tworcze rozwinigcie opracowanych w
Pracowni modeli starzenia in vitro komoérek miesni gladkich $cian naczyn w oparciu nowo
dostepne techniki badawcze, takie jak mikroskopia sit atomowych, analiza transkryptomiczna
oraz sekwencjonowanie nowej generacji CHIP-seq. Mgr inz. A. Gadecka umigjgtnie
interpretuje wyniki swoich badan odnoszac sig, tam gdzie jest to mozliwe, do wynikow
przedstawianych przez innych badaczy. Czgsto jednak wiasne wyniki sa na tyle nowatorskie,
7e konieczne jest szukanie asocjacji z innymi modelami badan nad starzeniem komorkowym
lub z innymi rodzajami hodowanych komorek. Pewien niedosyt budzi brak szerszego
wytlumaczenia klasycznego objawu RS jakim jest wzrost wielkosci jadra, poniewaz wzmianka
o mato skomplikowanej strukturze DNA w badanych VSMC wydaje si¢ malo przekonujgca.
Analiza transkryptomiczna potwierdzila nowatorski charakter badan przeprowadzonych przez

Doktorantke, poniewaz w dostepnym pismiennictwie brak jest publikacji poréwnujacych



zmiany transkryptomu VSMC w komérkach podlegajacych starzeniu replikacyjnemu i dwom
rodzajom starzenia przyspieszonego. Mgr inz. A. Gadecka potrafi krytycznie oceni¢
ograniczenia stosowanych technik badawczych, czego przejawem jest dyskusja dotyczaca
braku oceny ekspresji histonéw kanonicznych. Doktorantka potrafi takze w sposob wywazony
odniesé si¢ do roznic migdzy uzyskanymi przez Nig danymi a wynikami badan innych autorow
nad spadkiem ekspresji znacznikow heterochromatyny oraz chromatyny aktywnej. Nalezy
jednak podkresli¢, ze pod tym wzgledem w pismiennictwie zamieszczono nieliczne publikacje.
Pewien niedosyt zwiazany z niedostatecznym cytowaniem prac innych autorow pozostawia
potraktowanie przez Doktorantkg prac dotyczacych ekspresji HP-la w innych rodzajach
komorek, co wynika zapewne z faktu, ze dane dotyczace tego biatka w starzejgcych sig VSMC
zostaly po raz pierwszy przedstawione w rozprawie doktorskiej. Z kolei obszerne oméwienie
(1/3 objetosci rozdziatu) roli klaudyny-1 oraz aniliny jako nowych znacznikOw starzenia in vivo
oraz ex vivo, jest dowodem bardzo dobrej orientacji Doktorantki w zakresie omawianej

tematyki.

Przedostatnia cze$¢ rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Gadeckie] stanowi

podsumowanie glownych wynikow i wnioski, a ostatnig — obszerna bibliografia.

7 obowiazku recenzenta musze wymieni¢ kilka niescistosci, ktorych wyjaénienie moze
by¢ pomocne w dalszym rozwoju naukowym Doktorantki. Rozprawa doktorska zostala
napisana po polsku, ale bez zachowania skrotow wlasciwych naszemu jezykowl, poniewaz w
tekécie szeroko stosowane sa anglojezyczne skroty kluczowych rzeczownikow takich, jak
VSMC. W zasadniczo dobrze napisanym ,Wstepie” brakuje odniesien literaturowych do
niektorych stwierdzen. N.p. na str. 20 podano, ze w trakcie starzenia ,,wydajno$¢ degradacji
wadliwych organelli w komorce ulega znaczacemu zmniejszeniu” bez cytatu. Niepotrzebnym
trendem, obserwowanym takze w wielu innych wspotczesnych publikacjach, jest powolywanie
sie, przy omawianiu pewnych procesow i zjawisk, nie na oryginalne doniesienia, lecz na prace
pogladowe. W rezultacie uwazny czytelnik musi poéwigci¢ znacznie wigcej czasu 1 staran na
dotarcie do opisu okreslonego modelu doswiadczalnego i technik badawczych zastosowanych
przez autoréw. N.p., wérod 178 cytowan zawartych we . Wstepie” rozprawy, ponad polowa to
prace przegladowe. Nalezy podkresli¢, ze zakres chronologiczny cytowani sigga roku 2023, co
$wiadczy o bardzo dobrej orientacji mgr inz. A. Gadeckiej w aktualnym pi$miennictwie
dotyczacym analizowanych przez Nig zagadnien.

Innym typowym problemem mtodych naukowcow postugujacych sig jezykiem polskim

jest czeste stosowanie zargonu laboratoryjnego. W przypadku omawianej rozprawy doktorskiej
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niewatpliwie naduzywany jest zwrot ,poziom” stosowany w miejsce stowa wzakres” (n.p.
modyfikacji histonéw) lub w miejsce okreslenia ,,wzglgdna zawartos¢™ (n.p. biatka ocenianego
metoda Western blot). Nie mozna si¢ tez zgodzi¢ na stosowanie okreslenia ,total” zamiast
.catkowity”, a takze stosowania stowa ,,spadek™ (n.p. ,,spadek histonu H3”, ,spadek laminy
B1”) bez wyjasnienia jakiego parametru (mnRNA, biatko itp.) ten spadek dotyczy.

W kilku miejscach rozprawy mgr inz. A. Gadecka wspomina o spadku lub wzroscie
pewnego parametru, jednak w nastgpnym zdaniu dodaje ,.Zmiany te s3 jednak nieistotne
statystycznie” (np. na stronie 147). Nalezatoby raczej wspomnie¢ o tendencji lub trendzie,
przytaczajac wartosc p.

Jak wspomniatem, Doktorantka zamie$cita az 301 odnos$nikéw do prac innych autorow.
W rzeczywistosci ich liczba jest nieco mniejsza, poniewaz kilka prac zostato podwojnie

cytowanych (n.p. poz. 6, 17, 73, 129, 139).

Wymienione drobne uchybienia o charakterze redakcyjnym lub edytorskim w niczym
nie umniejszaja mojej wysoce pozytywnej oceny merytorycznej recenzowanej rozprawy
doktorskiej. W opinii recenzenta uzyskane wyniki s3 w pehi oryginalne w odniesieniu do
wybranego modelu do$wiadczalnego i jako takie posiadajg istotne znaczenie dla nauki, a w
przysztosci prawdopodobnie takze dla praktyki kliniczne;. Realizacja zatozonego celu badan
wymagata wielkiej konsekwencji, wytrwato$ci i oczywiscie pracowitosci, a wykonana praca

dobitnie dowodzi tych cech charakteru miodego naukowca.

W podsumowaniu swojej opinii stwierdzam:

1. Oceniam rozprawe doktorska mgr inz. Agnieszki Gadeckiej jako bardzo dobrg a nawet
wybitng. Rozprawa prezentuje wysoki poziom wiedzy teoretycznej Doktorantki, co
$wietnie uwidaczniajg ,,Wstep” 1 ,,Dyskusja”.

2. Rozprawa doktorska wykazata umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej przez Doktorantke, co udowodnita opanowujac szereg nowoczesnych metod
badawczych umozliwiajacych uzyskanie oryginalnych wynikow.

3. Rozprawa doktorska niewatpliwie stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, ktory zostat wlasciwie sformulowany i zrealizowany, a jego

charakterystyka i ocena zostala przedstawiona powyzej.



11.12.2023, 10:59 Podpis recenzji A. Gadecka.jpg

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Zmiany struktury chromatyny
komérek mieéni gladkich naczyn krwionosnych w zalezno$ci od typu starzenia z
uwzglednieniem modyfikacji histonu H3” spelnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z 2021 r. poz. 478, 619,
1630).

W zwiazku z powyzszym przedstawiam Radzie Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego wniosek o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Gadeckiej

do dalszych etapoéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczng pracy, oryginalnos¢
uzyskanych wynikéw oraz szeroki zakres zastosowanych metod badawczych, sktadam wniosek

0 wyrdznienie rozprawy.

Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Kmie¢
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