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1. Ocena formalna rozprawy

Pod wzgledem formalnym, rozprawa stanowi opracowanic liczgce 131 stron. Zawiera
wszystkie elementy, ktore powinny znalez¢ si¢ w rozprawie doktorskiej, tj. aktualny przeglad
stanu wiedzy, sformulowane cele pracy, opis materialéw i metodyki badawczej, opracowanie
wynikow, ich dyskusje oraz koncowe wnioski. Praca zostata ujeta w postaci szesciu rozdzialow,
zawiera takze wykaz skrotow, streszczenie w dwoch wersjach jezykowych, wykaz tabel i rycin
oraz bibliografi¢ (151 pozycji). Wyniki zostaty zilustrowane za pomocg 29 rysunkow i 20 tabel.
Warto zaznaczy¢, ze wykaz rabel i rycin bylby bardziej przejzysty, gdyby ryciny i tabele zostaly
wylistowane osobno.

Na podstawie bazy Scopus mgr A. Zukowska jest autorka jednej publikacji o charakterze
przeglagdowym opubilkowanej w 2024 roku wraz z promotorem pomocniczym w czasopismie
Postepy Biochemii (Volume 70, Issue 3, Pages 336 — 34717) pt. Histony Igcznikowe HI w
chorobach czlowieka.

Na podstawie o$wiadczenia nalezy dodac, ze doktorantka jest autorkg jeszeze jednego artykutu
z roku 2021 w czasopismie Frontiers in Microbiology pt. Induction of the Stringent Response
Underlies the Antimicrobial Action of Aliphatic Isothiocyanate.
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2. Ocena celu rozprawy i trafnosci tematu

Celem pracy jest zbadanie wzajemnych zaleznosci miedzy poziomem homocysieiny a
obecnoscig histonow zewnatrzjagdrowych 1 zewnatrzkomorkowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem  histonow H1, w kontekScie rozwoju i progresji choréb
neurodegeneracyjnych oraz sercowo-naczyniowych. Hipoteza zaklada, ze podwyzszony
poziom homocysteiny sprzyja wzrostowi ilosci histondw poza jadrem i komorkg, a ich
interakcje mogg by¢ markerami lub czynnikami pogarszajacymi stan patologiczny. Badania
przeprowadzono na liniach komdrkowych, modelach mysich (ApoE KO, SOD1) oraz materiale
od pacjentéw kardiologicznych.

Przeprowadzone przez Doktorantke badania nad rola homocysteiny na zewnatrzjgdrowe
histony, jako czynniki schorzen sercowo-naczyniowych i neuroregeneracyjnych, moze
stanowi¢ podstawe do dlaszych badan nad wykorzystaniem omawianych biatek, jako
biomarkery do $ledzenia progresu wskazanych schorzen. Uzyskane wyniki przyczynily sie
realizacji projektow finansowanych z NCN, tj. OPUS 2019/33/B/NZ4/01760: Mechanizmy
epigenetycznych modyfikacji histonow w hiperhomocysteinemii oraz 2021/43/B/NZ3/01008:
Mechanizmy zaburzen wczesnego rozwoju zarodka w hiperhomocysteinemii.

Wyniki oraz wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan mogg doprowadzic do powstania
nowych strategii zapobiegania i diagnostyki patologii reprodukcji zwigzanych z
hiperhomocysteinemig, co stanowi istony wktad w rozwdj osiggnie¢ w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodnicznych w dyscyplinie biotechnologia.

Nalezy jednak zauwazy¢ pewna rozbieznosc¢ - tytul rozprawy odnosi si¢ do choréb zakrzepowo-
zatorowych, co sprawia, 7ze pozornie obecno$¢ rozdziatow dotyczacych schorzen
neurodegeneracyjnych wydaje sie nieuzasadniona.

3. Ocena merytoryczna rozprawy

Whprowadzenie do tematyki i cele badawcze

Rozdziat poswigcony histonom oraz ich wariantom zostal opracowany poprawnie, jednak
nadmiar informacji utrudnia jego odbiér. Doktorantka przeanalizowala szereg schorzen,
ktérych podstawg jest hiperhomocysteinemia i wskazata kilka technik niezbednych do
identyfikacji modyfikacji potranslacyjnych.

Jak juz wspomniatem tytut rozprawy odnosi si¢ do choréb zakrzepowo-zatorowych, co sprawia,
ze obecno$¢ rozdzialéw dotyczacych schorzen neurodegeneracyjnych wydaje sie
nieuzasadniona. Dodatkowo, wstep konczy podrozdzial zatytutowany Osie organ-organ,
brakuje tu podsumowania i odniesienia do gtdéwnej problematyki pracy.
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Wszystkie przedstawione podrozdzialy zawierajg istotne i poprawne informacje, jednak brak
spojnosei i ciggu przyczynowo-skutkowego sprawia, ze wstep bardziej przypomina pewnien
podrgcznikowy wykaz danych niz logicznie powigzang narracje. Dopracowanie wstepu o
stosowne podsumowanie mogtoby zwigkszyloby klarowno$¢ oraz zgodnosé z tematem

rOzZprawy.

Hiopoteza badawcza zakladala istnienie korelacji pomiedzy poziomami homocysteiny
a zewnatrzkomoérkowych i/lub zewnatrzjgdrowych histonami, co moze wplywaé na progres
stanéw patologicznych, dzigki czemu dwa wskazane biatka bedzie mozna wykorzystaé jako
biomarkery.

Do weryfikacji hipotezy wykorzystano komercyjne linie komékowe, modele mysie choroby
sercowo-naczyniowej, Alzheimera i stwardnienia zanikowego bocznego oraz materiale od
pacjentow z VTE. I tutaj kolejna rozbiezno$¢ z tytulem rozprawy, ktéry jednoznacznie
nawigzuje do chordb kardiologicznych.

Metodvka badawcza

Opis zastosowanych odczynnikéw jest bardzo ubogi. Sprowadza sie do jednego zdania. Opis
pozostalej czesci metodyki badawczej jest przygotowany starannie, jednak zawiera kilka
niescistosci jak np. traktowanie komdrek, gdzie Autorka opisuje przygotownie hodowli
komoérkowej do dalszych eksperymentéw. W przypadku opisu metod oznaczania stezenia
bialek bazujgc na krzywych kalibracyjnych, brakuje informacji o liczbie punktow
pomiarowych, wspdlczynniku korelacji oraz granic wykrywalnosci i oznaczalnosci, co ma
istotny wplyw na wiarygodnos¢ i istotno$é statystyczna pomiaréw. Podobnie w pozostatych
technikach, jak np. HPLC nie ma informacji, ani przykiadowej krzywej kalibracyjnej. Czes¢
dotyczaca metodyki zostata zakonczona ktétkim podrozdzialem o statystycznej analizie
danych, co pozwala przypuszczaé, ze pomiary byly powtarzane i analizowane, natomiast nie
zostalo to dostatecznie opisane w tej czesci pracy.

Nalezy jednak podkresli¢, ze w Doktorantka wykorzystala szereg metod badawezych do
analizy bialek, od podstawowych takich jak elektroforeza czt Western/dot blotting, czy
ELISA, az po mikroskopi¢ optyczna, konfokalng czy chromatografie cieczows Sprz¢zong
z tandemowy spektrometria mas, co podnosi jako$é naukows rozprawy.
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Wryniki i ich omdwienie

Zasadnicza wadg rozdziatu prezentujgcego wyniki jest to, ze wszystkie zdjecia pochodzgce
z mikroskopii, czy to optycznej (cho¢ tego tez nie wskazano), czy konfokalnej sg pozbawione
skali. Ponadto, niektére z wykresow nie zawierajg jednostek, jak np. Rycina 24 cz 26.

Przeprowadzone badania wykazaly istotng zalezno$é pomiedzy poziomem homocysteiny a
obecnoscig zewngtrzkomorkowych histonéw, szezegdlnie H1. Stres wywolany podwyzszonym
stezeniem homocysteiny i jej tiolaktonu (HTL) prowadzit do zwigkszonej ekspresji histonu H1
i jego przemieszczania do jadra komorkowego oraz cytoplazmy. Dodatkowo, zaréwno Hcy,
HIL, jak i traktowanie komorek histonami powodowaty deregulacje metabolizmu
jednoweglowego, skutkujac wzrostem stezenia tHey w medium komoérkowym.

W modelach mysich (ApoE KO i SODI) zaobserwowano istotny wzrost poziomu
zewnatrzkomorkowego histonu HI1, przeciwcial anty-Hl IgG oraz tHey w osoczu w
poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Zmiany te byly réwniez obecne w roznych narzadach
(moézg, watroba, sledziona), cho¢ nie wykazano istotnych réznic w poziomie tHey w mozgu
obu modeli. Wyniki sugerujg takze mozliwos$é istnienia interakcji organ—organ, w ktérych
histony zewnatrzjagdrowe moga petni¢ funkcje sygnatowa.

Ponadto, wykazano, ze zwigkszone poziomy Hcy i HTL wplywaja na potranslacyjne
modyfikacje histonéw (PTM), potencjalnie zaburzajac ich funkcjonowanie. W osoczu
pacjentow z zylng choroba zakrzepowo-zatorowa (VTE) i hiperhomocysteinemig (HHcy)
stwierdzono podwyzszone poziomy histonu H1 oraz przeciwciat anty-H1 IgG w poréwnaniu
do pacjentow z prawidtowym poziomem Hey. Wykazano, ze zaréwno homocysteina, jak i wiek
sg czynnikami determinujgcymi poziom histonu H1 w osoczu 0séb z VTE.

Dyskusja wynikow jest obszerna i interesujaca, jednak w znacznej wiekszosci nie odnosi sig do
rozdziatu z wynikami, w wielu miejscach brakuje odnosnikéw do konkretnego rysunku czy
tabeli, co sprawia, ze recenzent musi sam tych informacji szuka¢ i analizowag¢, ktére elementy
dyskusji operajg si¢ na uzyskanych badaniach, a ktére na danych literaturowych.

Mimo szeregu uchybien i niespéjnosci, przedlozona rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, jakim byla préba znalezienia korelacji pomiedzy
histonami zewngtrzjadrowymi a homocysteing w wybranych stanach patofizjologicznych.
Autorka doknala anlizy modeli in vitro i in vivo, a takze poddala testom material pobrany
od pacjentéw, co podnosi nie tylko warto$é merytoryczng, ale takie aplikacyjng
prowadzonych badan.
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4. Uwagi koncowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Adrianny Zukowskiej pt.: ,Analiza zewnatrzjgdrowych
histonéw i homocysteiny w modelach in vitro, in vivo oraz u pacjentéw z zylna chorobg
zakrzepowo-zatorowg” wnosi do nauki elementy poznawcze i ma znaczenie dla praktyki.
Doktorantka, poprzez realizacj¢ badari omawianych w rozprawie, dowiodla, ze opanowata
wiedzg w dziedzinie nauk podstawowych, a takze w zakresie biotechnologii i nauk
medycznych. Wykazata si¢ duza inwencja naukows i techniczng przy planowaniu i realizacji
prac badawezych, w stopniu zapewniajacym mozliwo$¢ samodzielnego prowadzenia badar
naukowych.

Podsumowujge, stwierdzam, ze praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim,
w szezegllnosci odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniacj i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 595) i wnoszg o dopuszczenie Pani Adrianny Zukowskiej do publicznej obrony.

s e

F.
clj l & ﬂ? ul. Wszechnicy Piastowskiej 3, 61- 614 Poznan

G tel. +48 61 829 67 04
UCZELNIA ‘r *AR jrybka@amu.edu.pl; ecnbmadm@amu.edu.pl

pe B uwenbmamuedupl o 0



