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Tvytul rozprawy:

»Zmiany epigenetycznych modyfikacji DNA i ekspresji regulujacych je enzymow
TET w procesie starzenia podskdrnej tkanki ttuszczowej cztowieka i izolowanych

z niej komorek macierzystych (ASC)”

Proces starzenia stanowi nieodlaczng cze$¢ zycia czlowieka i innych organizmow
zywych. Doktadne poznanie mechanizmoéw zwigzanych z tym niezwykle ztozonym procesem
biologicznym jest wcigz wyzwaniem dla wspdlczesnej medycyny i szerzej pojetych nauk
biologicznych. Wiadomo, iz do najwazniejszych przyczyn starzenia zalicza si¢ m.in.
uszkodzenia DNA, uszkodzenia oksydacyjne biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych,
skracanie telomerow, nieprawidtowg glikozylacje i glikacje oraz tzw. dryft epigenetyczny. Ta
ostatnia przyczyna — najkrocej rzecz ujmujac — polega na nagromadzeniu w ciaggu calego
zycia osobniczego zmian w obrgbie DNA i bialek towarzyszacych, wptywajacych na poziom
ekspresji roznych genéw, nie powodujac jednocze$nie mutacji w obrebie DNA. Do
najwazniejszych przyczyn epigenetycznych — prowadzacych do ..wlaczania” lub
.wylgczania” poszczegdlnych genéw — mozna zaliczyé m.in. rodzaj spozywanego pokarmu,
wysitek fizyczny czy stosowane uzywki, a wigc de facto otaczajace nas $rodowisko
W szerokim tego stowa znaczeniu. Do jednej z najistotniejszych modyfikacji epigenetycznych
zalicza si¢ proces metylacji DNA, polegajacy na przylaczaniu sie do cytozyny grupy
metylowej oraz zjawisko odwrotne, tj. demetylacje DNA, katalizowana m.in. przez
deaminazg cytozyny, glikozydaze tyminy czy bialka TET (Ten-Eleven Translocation).
Wiadomo, iz metylacja jest procesem dynamicznym, a praktycznie kazda komérka zywego
organizmu charakteryzuje si¢ swoistym wzorem metylacji. W kontekscie demetylacji DNA,

jak réwniez innych zwigzanych z nig proceséw biologicznych, wazna role odgrywaja



wspomniane juz powyzej biatka TET, ktére — poprzez szereg przemian biochemicznych —
przeksztalcajg S-metylocytozyng w cytozyne, prowadzac do usunigcia reszt metylowych
w okreslonych fragmentach DNA (np. wyspach CpG promotoréw okreslonych gendw)
i w konsekwencji do uaktywnienia zablokowanej wczesniej transkrypcji tych genow.

Z kolei, tkanka ttuszczowa to wcigz nie do konica poznana tkanka/organ o niezwykle
istotnym potencjale metaboliczno-endokrynnym. Zwiekszajaca sie z roku na rok liczba
opisywanych adipokin i cytokin (takze tych o potwierdzonym dziataniu endokrynnym)
potwierdza tylko stusznos¢ podejmowanych badan naukowych, majacych na celu coraz lepsze
scharakteryzowanie tej tkanki z uwzglednieniem jej réznych rodzajow, a wiec tkanki
thuszczowej podskornej, trzewnej czy bezowej/brunatnej. Ocena funkcji tkanki thuszczowej
jest rowniez niezwykle istotna w aspekcie procesu starzenia (ze szczegdlnym uwzglednieniem
zmian mogacych stanowi¢ element dryftu epigenetycznego).

A zatem, badania podjete przez Doktorantke, dotyczace m.in. oceny zmian
w poziomie metylacji DNA oraz ekspresji enzyméw TET w tkance ttuszczowej podskorne;j,
a takze w izolowanych z niej komorkach macierzystych uwazam za w pelni zasadne.

Przedtozony mi do recenzji tekst pracy doktorskiej - zawarty na 129 stronach - zostat
przygotowany w bardzo starannej edycji komputerowe;.

Na poczatku rozprawy doktorskiej, Magister inzynier Joanna Borkowska zawarla
»Spis tresei”, ,Spis tabel” oraz ,Spis rycin”, a nastepnie bardzo szczegdltowo
przedstawiony ,,Wykaz skrétow”. W kolejnej czesci rozprawy zamieszczono streszczenia
(W jezyku polskim i angielskim).

We ,,Wstepie”, bedacym pierwszym (I) rozdzialem pracy doktorskiej, Autorka
w bardzo interesujgcy sposob scharakteryzowata m.in. 1) mechanizmy zwigzane z procesem
starzenia, w tym role tkanki tluszczowej oraz zasiedlajacych ja komorek progenitorowych,
2) epigenetyczne modyfikacje DNA, 3) enzymy TET i ich podzial na 3 rodzaje oraz 4) dryft
epigenetyczny dotyczacy modyfikacji DNA.

»Hipoteza i cel pracy” (z przedstawieniem 6 celow szczegdtowych) stanowiace tresé
kolejnego rozdziatu, sa opisane w klarowny sposéb i nie budza zastrzezen.

W rozdziale zatytulowanym ,,Materialy i metody”, Doktorantka w bardzo przejrzysty
sposob (z wykorzystaniem kilku tabel) wyszczegdlnita m.in. liste buforéw, odczynnikow,
sprzgtu oraz przeciwcial I- i II-rzgdowych uzytych w swoich badaniach. Zawarta takze spis
programoOw statystycznych i narzedzi internetowych oraz scharakteryzowala materiat
biologiczny uzyty do doswiadczen. Ponadto, Mgr inz. Joanna Borkowska bardzo szczegétowo

opisala zastosowane przez siebie metody badawcze, w tym m.in. izolacje i hodowle komoérek



ASC, izolacj¢ DNA, RNA i bialek, analiz¢ globalnego poziomu modyfikacji DNA czy
identyfikacje regionéw réznicowo hydroksymetylowanych z wiekiem (DHMR).
* W podrozdziale dotyczacym opisu wykorzystanego do badan materiatu biologicznego,

Autorka podkreslita, iz tkanka tluszczowa podskérna zostala pobrana z okolic

0 ograniczonym narazeniu na promieniowanie stoneczne (pachwiny 1 okolica

nadfonowa). Czy Doktorantka mogtaby wyjasni¢ dlaczego zostalo zastosowane takie

kryterium? Czy moze mie¢ to zwigzek z potencjalnym wplywem witaminy D na
analizowane przez Autorkg parametry badawcze? A jezeli tak, to czy nie nalezaloby
wezesniej oznaczy¢ stezenia witaminy D u zakwalifikowanych do badan pacjentow?

»Wyniki”, stanowigce kolejny rozdzial rozprawy doktorskiej, zostaly czytelnie
opisane i przedstawione w bardzo przejrzysty sposéb w formie jednej tabeli oraz 20 rycin
(w wigkszosci kolorowych — m.in. licznych heatmap).

Uzyskane przez Mgr inz. Joanng Borkowska wyniki badan zostaly w dojrzaty sposob
przedyskutowane w rozdziale zatytulowanym ,,Dyskusja” (z wykorzystaniem bogatego
pi$miennictwa). Rozdzial ten moze wrecz stanowi¢ zarys interesujacej pracy pogladowej.

Kolejny rozdziat pt.: ,,Podsumowanie” syntetycznie podsumowuje wyniki badan i nie
budzi zastrzezen.

Rozdzial pt.: ,,Wnioski” przedstawia liczne konkluzje z przeprowadzonych badan.
W tym miejscu pragne jedynie zauwazy¢, iz koncowe wnioski zawsze lepiej przedstawié¢
w formie kilku syntetycznych punktéw szczegdtowych oraz ewentualnie jednego wniosku
ogolnego, niz przedstawiac je opisowo jako kolejny fragment tekstu.

Rozdzial zatytutowany ,,Bibliografia” zawiera 255 pozycji pisSmienniczych —
praktycznie wylgcznie anglojezycznych. Dobér pismiennictwa jest w pelni poprawny
1 $wiadezy o szerokiej znajomosci przez Doktorantke literatury z zagadnien stanowigcych
tematyke rozprawy doktorskiej.

Na zakonczenie, chcialbym poprosi¢ Doktorantke o przedstawienie uzasadnienia
wyboru do badan rodzaju tkanki tluszczowej. Dlaczego ten wybor padt akurat na tkanke
tluszezowa podskérng? Przeciez to przede wszystkim tkanka tluszczowa trzewna — ze
wzgledu na jej generalnie niekorzystny wplyw na zdrowie cztowieka i innych organizméw
zywych — wydaje sig by¢ idealnym celem tego rodzaju badan (m.in. w zakresie analizy zmian
epigenetycznych). Co wigcej, w kontekscie badan nad procesem starzenia i uzywanych
w tych badaniach zwierzgcych modeli do$wiadczalnych, to wiasnie tkanka thuszezowa
trzewna mogtaby by¢ bardziej interesujagcym wyzwaniem badawczym. Wiadomo bowiem, iz

dtugo zyjace karfowate myszy: 1) Ames dwarf, charakteryzujace si¢ spontaniczng recesywna



mutacjg somatyczng w zakresie czynnika Prop 1 (Prop 1%) [prowadzaca m.in. do catkowitego
braku produkcji hormonu wzrostu (GH)] oraz 2) GHRKO (z wylaczonym genem dla
receptora GH) sa bardziej otyte i majg m.in. wigcej tkanki ttuszczowej trzewnej niz myszy
normalne, a mimo to sg bardziej insulinowrazliwe w poréwnaniu do myszy z prawidtowo
funkcjonujacg osig somatotropinowa. Mdéglby to by¢ zatem jeden z kolejnych mozliwych
kierunkéw badan naukowych realizowanych w przyszlosci przez Doktorantke.

Reasumujgc, pragne podkresli¢, iz bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorska
Magister inzynier Joanny Borkowskiej. Bardzo duze wrazenie na czytajacym wywiera
wielos¢ zastosowanych metod badawezych, duza oryginalno$é uzyskanych wynikéw badan,
sposob ich prezentacji i ich bezsporne nowatorstwo. Badania te zostaly prawidlowo
zaplanowane i przeprowadzone, a uzyskane wyniki przedyskutowane w bardzo dojrzaly
sposob. A zatem, przedlozona rozprawa doktorska w peli potwierdza umiejetnos¢
samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke.

W zwiazku z powyzszym stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji praca spetnia
wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i niniejszym zwracam sie z uprzejmym
wnioskiem do Wysokiej Komisji ds. Przewodow i Postepowan Doktorskich Rady Naukowej
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa J. Mossakowskiego PAN
w Warszawie o dopuszczenie Magister inzynier Joanny Borkowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto, uwzgledniajgc — wspomniang przeze mnie powyzej — duza oryginalno$é
1 nowatorstwo uzyskanych przez Doktorantke wynikéw badan, zwracam sie jednoczesnie do
Wysokiej Komisji ds. Przewodow i Postgpowan Doktorskich Rady Naukowej Instytutu
Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa J. Mossakowskiego PAN

w Warszawie z wnioskiem o wyrdznienie pracy.
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