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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Borkowskiej
pt. ,Zmiany epigenetycznych modyfikacji DNA i ekspresji regulujqcych je enzymoéw TET w procesie starzenia
podskdrnej tkanki ttuszczowej cztowieka i izolowanych z niej komorek macierzystych (ASC)”,
wykonanej pod kierunkiem Promotora, Pani Prof. dr hab. n. med. Moniki-Puzianowskiej-KuzZnickiej
oraz Promotora pomocniczego, Pani dr Anny Domaszewskiej-Szostek.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny Borkowskiej dotyczy waznego klinicznie i spotecznie problemu jakim
jest starzenie. W rozprawie Doktorantka podjeta sie analizy molekularnych mechanizméw zwigzanych
z procesami starzenia tkanki ttuszczowej cztowieka. Autorka sformutowata hipoteze, zaktadajacy, ze starzeniu
podskdrnej tkanki ttuszczowej czlowieka towarzyszy dryft epigenetyczny, obejmujacy zmiany
w poziomie/dystrybucji 5-hydroksymetylacji DNA i ekspresji/aktywnosci enzyméw TET, katalizujgcych
hydroksylacje 5-metylocytozyny. Hipoteze te postanowita zweryfikowaé przeprowadzajac szereg analiz
molekularnych materiatu biologicznego, na ktdry sktadaty sie prébki tkanki ttuszczowej pochodzace od os6b
w réznym wieku. Analizy prowadzone byly z wykorzystaniem zaréwno metod wielkoskalowych (hMeDIP-Seq,
czyli glebokiego sekwencjonowania DNA immunoprecypitowanego za pomocg przeciwciat skierowanych
przeciwko 5hmC), jak réwniez tradycyjnych metod biologii molekularnej i komérkowej. Wyniki analiz
wielkoskalowych analizowane byty za pomoca szerokiego spektrum algorytméw pozwalajgcych na identyfikacje
regionéw réznicowo hydroksymetylowanych z wiekiem (DHMR).

Ocena formalna rozprawy:

Rozprawa ma uktad typowy i sktada sie z 129. ponumerowanych stron, obejmujgcych osiem gtéwnych
rozdziatéw, w tym Wstep, Hipoteze i Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie, Wnioski
i Bibliografie. Rozprawe dopetniajg spisy tabel, rycin i stosowanych skrétéw, a takze Streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim). Obszerna Bibliografia obejmuje 255 pozycji, z ktérych zdecydowana wigkszo$¢ (ponad
75%) to prace opublikowane w czasie ostatnich 10 lat. Swiadczy to o aktualnosci podjetej przez Autorke tematyki
badan.

Rozprawa napisana jest w poprawnym jezyku polskim, ze stosunkowo niewielkg liczbg btedéw literowych czy
interpunkcyjnych (np. literéwki w spisie rycin (Rycina 23: ,Heatmapa przedstawiajgca regiony o réznicowo
hydroksymetylowane w komérkach ASC i fibroblastach”; Rycina 25. ,,Zwigzane z wiekiem DHMR wspdlny dla ASC
i fibroblastéw”; Rycina 26. ,Analiza ekspresji genéw powiqzanych ze zwigznymi z wiekiem DHMR”); zbedna
spacja na stronie 9 w drugim wierszu od dotu; nazwisko Eagle pisane matg literg na stronie 10 w dziewigtym
wierszu od gory; zbedny podziat wiersza na stronie 10 w sidédmym wierszu od dotu; przecinki zamiast kropek
w liczbach dziesietnych podanych w angielskiej wersji streszczenia; , pierwszy” zamiast , pierwszym” w czwartym
wierszu od dotu na str. 33; ,Neutralizacjia” zamiast ,,Neutralizacja” na str. 44; brak ,w” miedzy wyrazami ,minut”
a ,temperaturze” na str. 51 w dziesigtym wierszu od dotu; , jednie” zamiast , jedynie” na str. 55 w drugim wierszu
od géry; ,test” zamiast ,testu” na str. 55 w dwunastym wierszu od dotfu; ,of” zamiast ,o0d” na str. 103 w
pierwszym wierszu od dotu). Do rozprawy wkradly sie tez nieliczne btedy edytorskie (np. brak rozdziatu Il. — po
rozdziale ,I. Wstep” nastepuje od razu rozdziat ,ll. Hipoteza i cel pracy”) oraz gramatyczne (np. ,(...) aparaturze
Biot-dot podigczonym pod...”: str. 53, trzynasty wiersz od dotu). Tego typu btedy sg jednak trudne do unikniecia
w tak rozbudowanych opracowaniach i w niczym nie umniejszaja naukowej wartosci recenzowanej rozprawy.
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We Wstepie Autorka przedstawia podstawowe informacje dotyczgce starzenia i roli tkanki ttuszczowej w tym
procesie. Opisuje tez mechanizmy epigenetycznych modyfikacji DNA, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
enzymOéw TET. Informacje zamieszczone we Wstepie stanowig dobre wprowadzenie do kolejnych czesci
rozprawy i w logiczny sposéb prowadza czytelnika do rozdziatu, w ktérym Doktorantka formutuje hipoteze
badawcza i cele pracy. Rozdziat Materiaty i Metody w precyzyjny sposob opisuje zastosowane techniki
eksperymentalne i analityczne, umozliwiajgc czytelnikowi odtworzenie eksperymentdw w niezaleznym
laboratorium. Uzyskane w ramach badan wyniki Autorka zaprezentowata na rycinach 7-26 oraz Tabeli 6. Ryciny
przedstawiajg zaréwno zestawienia wykreséw jak i zdjecia mikroskopowe oraz grafiki obrazujgce rozktady
ekspresji gendw czy zmian w poziomie hydroksymetylacji DNA. W rozdziale Dyskusja Doktorantka umiejetnie
analizuje znaczenie uzyskanych wynikdw w kontekscie prac innych zespotéw badawczych. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguje podrozdziat ,,Ograniczenia i zalety pracy” w ktérym Autorka krytycznie odnosi sie do
wiasnych wynikéw, jak réwniez udowadnia ich oryginalno$¢ i nowatorstwo. Rozdziat ten w mojej opinii
szczegOlnie dobrze swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

W pordwnaniu z pozostatymi czesciami rozprawy, rozdziat Streszczenie uwazam za najstabszy, gtéwnie z powodu
jego dtugosci. Na prawie czterech stronach Doktorantka szczegétowo opisuje podfoze teoretycznie
analizowanych zagadnien, podaje drobiazgowy opis wykorzystywanych materiatéw i stosowanych metod,
szczeg6towo opisuje wyniki. To wszystko powoduje, ze czytelnikowi umyka gtéwna konkluzja rozprawy, a tym
samym rozmywa sie jej rzeczywista warto$¢ naukowa. W szczegé6lnosci, w Streszczeniu zabrakto jasnego
stwierdzenia, czy postawiona w rozprawie hipoteza naukowa zostata zweryfikowana pozytywnie czy
negatywnie. W mojej ocenie, bardziej zwiezte potraktowanie tego rozdziatu zdecydowanie lepiej
odzwierciedlitoby niewatpliwe spore osiggniecie naukowe Doktorantki.

Ocena merytoryczna rozprawy:

Doktorantka postawita w rozprawie liczne cele, na ktére sktadaty sie zbadanie zmian w ekspresji enzymdéw
TET oraz poziomie 5hmC w procesie starzenia SAT (podskdrnej tkanki ttuszczowej) i izolowanych z niej komérek
ASC oraz okreslenie dystrybucji 5hmC i zwigzanych z wiekiem zmian dystrybucji tej modyfikacji w komérkach
ASC. Dodatkowe cele obejmowaty wytypowanie regiondw specyficznie 5-hydroksymetylowanych w ASC,
sprawdzenie, czy istniejg regiony réznicowo hydroksymetylowane z wiekiem wspélne dla réznych komérek.
Autorka poszukiwata réwniez optymalnego algorytmu umozliwiajgcego uchwycenie zmian dystrybucji 5hmC
w analizie wielkoskalowej. Wszystkie te cele zrealizowata, wykazujgc m.in, ze poziom 5hmC rosnie wraz
z wiekiem w podskdrnej tkance ttuszczowej oraz komdérkach ASC, przy braku zmian w poziomie ekspresji
enzymOw TET. Doktorantka uzyskata jednocze$nie dane sugerujgce, ze z wiekiem moze nastepowac zmiana
w poziomie aktywnosci enzyméw TET. Autorka zidentyfikowata tez regiony DNA podlegajace z wiekiem
réznicowej hydroksymetylacji. W mojej ocenie jednym z ciekawszych osiggnie¢ jest identyfikacja
hydroksymetylowanych regionéw, odrdzniajgcych populacje komérek MSC od fibroblastéw (str. 86), co moze
w przysztosci stad sie podstawa do opracowania testéw molekularnych pozwalajgcych na precyzyjne odréznianie
obu typow komadrek. Uzyskane wyniki pozwolity Autorce na wyciggniecie wniosku o tym, ze ,,zmiany w poziomie
oraz dystrybucji 5hmC w podskdrnej tkance ttuszczowej cztowieka oraz izolowanych z niej ASC stanowig element
zwigzanego z wiekiem dryftu epigenetycznego”.

Kazde dobre opracowanie naukowe pobudza do stawiania pytan. Podobnie stato sie w trakcie czytania
rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Borkowskiej. W zwigzku z tym prositabym, by Doktorantka odniosta sie
w trakcie obrony do nastepujacych zagadnien:
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Autorka w catej rozprawie konsekwentnie stosuje termin ,,mezenchymalne komaérki macierzyste”
(ang. mesenchymal stem cells), podczas gdy w srodowisku naukowym od lat toczy sie dyskusja nad
zasadnoscig stosowania tego terminu. W 2005 roku Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii
Komdrkowej (International Society for Cellular Therapy) zalecito stosowanie zwrotow
,mezenchymalne komorki zrebu” (ang. mesenchymal stromal cells) i ,mezenchymalne komérki
macierzyste” (ang. mesenchymal stem cells) dla réznych grup komdrek spetniajacych okreslone
kryteria fenotypowe (Horwitz i wsp., Cytotherapy. 2005;7(5):393-5.). Terminy te byly (i s nadal)
wielokrotnie doprecyzowywane i dyskutowane (np. Viswanathan i wsp. Cytotherapy 2019
Oct;21(10):1019-1024; Dominici i wsp., Cytotherapy 2006;8(4):315-7; Wilson i wsp., Regen Med. 2019
Jun;14(6):595-611.; Sipp i wsp., Nature 2018 Sep;561(7724):455-457). Biorgc pod uwage toczacy sie
dyskusje — ktdry z tych termindw, zdaniem Doktorantki, jest wtasciwszy w odniesieniu do komoérek
opisywanych w rozprawie?

Na stronie 23, w rozdziale Wstep czytamy: ,..usuwanie komérek sensescentnych jest aktualnie
uwazane za obiecujaca terapie zapobiegajaca rozwojowi choréb zwigzanych z wiekiem (...)". Czy
Doktorantka mogtaby rozwing¢ te mysl? Jak w praktyce taka terapia mogtaby wygladac?

Wyniki str. 70-71, 75-76: Doktorantka prowadzita analize poziomu ekspresji biatek TET. Niestety,
w rozprawie znalazly sie jedynie koricowe wyniki liczbowe analizy densytometrycznejimmunoblotdw,
przedstawione w postaci wykreséw. Nie przedstawiono skandw obrazéw hybrydyzacji Western blot,
co utrudnia ocene wartosci tych wynikow.

W rozprawie zidentyfikowano jeden gen, RSRP1, ktérego zmiany w poziomie hydroksymetylacji nie
tylko korelowaty z wiekiem niezaleznie od typu badanych komdrek, ale byty tez powigzane ze
zmianami w poziomie ekspresji badanego genu. W rozprawie nie podano jednak blizszych informaciji
o genie RSRP1, kodowanym przez niego biatku i ewentualnych konsekwencjach zmian jego ekspresiji
wraz z wiekiem. Czy Doktorantka mogtaby roninqc’ ten temat?

Dyskusja str. 94: ,,(...) CTFC wigze sie z TET1 i kieruje to biatko do regionéw docelowych, indukujgc ich
hydroksymetylacje/demetylacje”. Biorgc pod uwage stwierdzony przez Doktorantke brak zwigzanych
z wiekiem zmian w poziomie ekspresji enzymow TET — czy zaobserwowane zmiany w poziomie
hydroksymetylacji moga wynikaé ze zwigzanych z wiekiem zmian w poziomie ekspresji CTFC?

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze powyzsze watpliwosci czy nieliczne uwagi krytyczne w niczym nie
umniejszajg wysokiej wartosci naukowej recenzowanej rozprawy. Doktorantka precyzyjnie sformutowata
hipoteze naukowg, ktérg nastepnie zweryfikowata za pomocga prawidtowo zaplanowanych i przeprowadzonych
eksperymentow, ktorych wyniki poddata skrupulatnej analizie z wykorzystaniem réznorodnych algorytmoéw.
Wyniki uzyskane przez mgr inz. Joanne Borkowska stanowig nowatorski wkfad do wiedzy na temat
molekularnych mechanizméw procesu starzenia tkanki ttuszczowej cztowieka. Biorgc pod uwage zaréwno
globalny trend starzenia sie spoteczenstw, jak i rosngcy problem otytosci, rozprawa doktorska mgr inz. Joanny
Borkowskiej zdecydowanie dotyka aktualnych i istotnych probleméw medycyny i biologii. Tym samym
stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Borkowskiej spetnia wymogi okreslone w art. 187 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. poz. 1668) i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa j. Mossakowskiego PAN o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnioskuje rowniez o wyrdznienie rozprawy.
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