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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr. Adrianny Zukowskiej
pt. ,Analiza zewnatrzjadrowych histonéw i homocysteiny w modelach in vitro, in vivo
oraz u pacjentéw z zylng chorobg zakrzepowo-zatorows”.

Rozprawa doktorska zostata zrealizowana w Katedrze Biochemii i Biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem Pani promotor dr hab. inz. Joanny
Zeyland, prof. UPP oraz Pani promotor pomocniczej dr hab. Joanny Perty-Kajan, prof. UPP.
Praca zostala czeéciowo sfinansowana ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach
realizacji projektow OPUS 2019/33/B/NZ4/01760 (pt. Mechanizmy epigenetycznych
modyfikacji histonéw w hiperhomocysteinemii) i 2021/43/B/NZ3/01008 (pt. Mechanizmy
zaburzeh wezesnego rozwoju zarodka w hiperhomocysteinemii).

Zaklocenie mechanizméw epigenetycznych, takich jak metylacja DNA, modyfikacja
histonéw, mikroRNA (miRNA) czy zmiana konformacji chromatyny moga prowadzi¢ do
chor6b autoimmunologicznych, nowotworéw, chordb sercowo-naczyniowych czy
neurodegeneracyjnych. Badania nad mechanizmami epigenetycznymi sg stosunkowo niedawne
w poréwnaniu z licznymi badaniami skupionymi na genetyce mendlowskiej, a epigenetyczne
biomarkery diagnostyczne, prognostyczne i predykcyjne powoli zostaja wdrazane do
diagnostyki molekularnej cztowieka, w tym guzow litych. Aberracje epigenetyczne mogg by¢
odwracalne farmaceutycznie, stad prowadzone s badania nie tylko nad nowymi biomarkerami
epigenetycznymi, ale réwniez nad lekami ukierunkowanymi na specyficzne mechanizmy
epigenetyczne zaangazowane w regulacj¢ ekspresji genéw. Rozwdj technologii i badania
z wykorzystaniem nowych technik, jak immunoprecypitacji chromatyny z przeciwcialami
specyficznymi dla pewnych modyfikacji histonéw w polaczeniu z technologig mikromacierzy
(Chip on Chip) lub sekwencjonowaniem nowej generacji (ChIP —Seq) zrewolucjonizowaty
mozliwosci monitorowania globalnych modyfikacji histonéw. Jednym, z przykiadéw s3
badaniach podstawowe SETDBI, histonowej metylotransferazy, ktéra deponuje trimetylowanie
lizyny 9 histonu H3 (H3K9me3), aby transkrypcyjnie ttumic ekspresje genow. Przeprowadzono
badania nad zwigzkiem migdzy potranslacyjnymi modyfikacjami histonéw, a najczestszymi
wrodzonymi anomaliami (np. wady cewy nerwowej), cz¢sto badania te byly oparte
na modelach komérkowych i zwierzecych. Przykladem zastosowania modelu zwierzgcego

w badaniach modyfikacji histonéw jest ryba danio pregowany (ang. Zebrafish), na ktérym
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to modelu wykazano, ze nieréwnowaga modyfikacji histonéw odgrywa rolg w procesach
karcenogenezy czerniaka. Badania nad mechanizmami epigenetycznymi sg poszerzane réwniez
o hematoonkologi¢. W grupie pacjentéw z chioniakiem rozlanym z duzych komérek B
(DLBCL) - zidentyfikowano u 21.7% pacjentéw warianty somatyczne w genie EZH2,
kodujacym histonowo-lizynowa N-metylotransferazg. Warianty te mogg prowadzié¢
do niewtasciwej aktywacji gendéw, promujgcych podziat komorek, a nadmierna ekspresja EZH2
genu moze wycisza¢ geny supresorowe nowotworu.

O ile profilowanie molekularne mutacji somatycznych, ekspresji genéw czy miRNA

sa popularnymi badaniami w chorobach sercowo-naczyniowych, neurodegeneracyjnych
czy nowotworowych to pojedyncze biomarkery epigenetyczne doczekaly juz zastosowania
w klasyfikacji Nowotworéw Osrodkowego Ukladu Nerwowego WHO (WHO CNSS5):
predykcyjna metylacja promotora genu MGMT w glejaku  wielopostaciowym
czy prognostyczna ocena patogennych wariantéw w genach kodujgcych histon H3.3, ktérych
obecno$é jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym.
Doktorantka Adrianna Zukowska w swojej pracy doktorskiej na modelach in vitro (liniach
komérkowych ludzkiego srédbtonka HUVEC oraz mysiej neuroblastomy oraz prébkach
osocza, mézgu, watroby i §ledziony pochodzacych od myszy oraz prébek pacjentéw zatozyia,
ze w stanach patologicznych zwigzanych z podwyzszonym poziomem homocysteiny dochodzi
do wzrostu poziomu histonéw zewnatrzjgdrowych i /lub zewnatrzkomérkowych. A korelacja
miedzy poziomami zewnatrzjgdrowych histonéw i homocysteing moga mie¢ zastosowanie
w klinice, jako markery molekularne stanéw patologicznych. Doktorantka zmierzyla
sie z realizacjg zagadnienia, w ktérym polaczyta nauki podstawowe, medycyng weterynaryjng
i biologie medyczna. O ile badania zwiazane z modyfikacja histonéw s rozpowszechnione, to
mechanizm uwalniania histonéw do przestrzeni zewnatrzkomorkowej i badanie poziomu
histon6w zewnatrzjadrowych i/lub zewngtrzkomérkowych oraz podwyzszonego poziomu
homocysteiny, jako potencjalnego biomarkera patofizjologicznego jest nowym, unikalnym
zagadnieniem badanym na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu.

Trafnoé¢ wyboru tematu rozprawy doktorskiej bezposrednio odzwierciedlajg wyzej
wspomniane granty badawcze oraz liczne publikacje z tego zakresu Pani dr hab. Joanny Perly-
Kajan, prof. UPP promotor pomocniczej oraz praca przegladowa doktorantki Adrianny
Zukowskiej pt. ,.Histony tacznikowe H1 w chorobach cziowieka”. Stwierdzam, ze badane
zagadnienia przedstawione w rozprawie jest aktualnym tematem badawczym, a wyniki badan
przedstawione w rozprawie s3 pozadane nie tylko w aspekcie naukowym, ale réwniez
w kontekécie wykorzystania ich potencjatu klinicznego dla pacjentéw z zylng chorobg
zakrzepowo-zatorows.

Przedstawiona rozprawa zawiera 128 stron wydruku komputerowego z podziatem
na 6 gléwnych rozdziatéw: wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja i wnioski.
Praca zawiera czytelny spis tresci, wykaz skrotow. streszczenie zaréwno w jezyku polskim,
jak i angielskim, wykaz tabel i rycin oraz bibliografie. Rozprawa doktorska zawiera 29 rycin,
20 tabel, a dob6r pismiennictwa i jego aktualno$¢ wraz z informacjg z baz danych Swiatowej



Organizacji Zdrowia nie budzi zastrzezen poza drobng pisarska omytka (brak autoréw: Sullivan
KF, Hechenberger M, Masri K w 53 pozycji cytowania literatury).

WSTEP otwiera wyjasnienie pojecia epigenetyka, a dalszy opis gléwnie poswigcony
jest szczegGtowej charakterystyce histonéw oraz modyfikacji histonowych, homocysteinie
wraz z opisem patofizjologii wybranych jednostek chorobowych (sercowo-naczyniowych
i choréb neurodegeneracyjnych). Jak sama doktorantka zauwaza — mechanizm potranslacyjnej
modyfikacji histonéw i wplywu na rozw6j wybranych jednostek chorobowych - nie jest jeszcze
w pehi poznany, ale profile epigenetyczne moga juz by¢ wykorzystane, jako biomarkery
diagnostyczne lub prognostyczne. Uwaga: Moim zdaniem wstep bytby ciekawszy
i interdyscyplinarny, gdyby doktorantka krétko rozszerzyla ten aspekt diagnostyczno-
kliniczny, podajac konkretne przyklady zastosowania ich w medycynie. Pozwolg sobie
przypomnieé stosowanie juz takich biomarkeréw w chorobach nowotworowych: metylacja
MGMT w glejakach, profil metylacji w raku jelita grubego, zmiany sensu histonu H3.3 lub
histonu H3.1 wplywajace na regulacj¢ epigenetyczng ekspresji gendw w nowotworach
os$rodkowego uktadu nerwowego wieku rozwojowego.

CELE PRACY DOKTORSKIEJ zostaly jasno okreslone w ramach zalozonego nurtu
badan i w oparciu o zreferowane wczesniej przestanki opisane we wstepie.

MATERIALY i METODY s3 szczegblowo opisane w 6 podrozdziatach. Materiat
do badafi zostal pozyskany zaréwno z komercyjnie dostgpnych linii komérkowych,
jak i wspélpracy pomigdzy Uniwersytetem Przyrodniczym a zwierzgtarnia Centrum
Zaawansowanych Technologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu (modele mysie)
oraz wspolpracg z katedra Chemii Srodowiskowej Uniwersytetu Lodzkiego (osocze od
pacjentéw z zylng chorobg zakrzepowo-zatorows). Proby i wybrane metody badawcze zostaly
prawidlowo wybrane. Uwaga: brak informacji o numerze zgody komisji bioetycznej
do prowadzenia badaf nad zwierzgtami oraz numer zgody komisji bioetycznej do uzycia
materiatu biologicznego od pacjentow (czy wykorzystany zostat pozostaly po badaniach
diagnostycznych material §wiezy lub archiwalny, czy od poczatku byly planowane badania
prospektywne); prosze doktorantke o doszczegélowienie informacji podczas publicznej
rozprawy i zamieszczeniu numeru zgody komisji bioetycznej w przyszlych publikacjach.

Na szczeg6lna uwage zastuguje fakt, ze doktorantka korzystata z réznych modeli
badawczych, a co si¢ z tym wigze — opanowala szeroki zakres metod badawczych
na heterogennym materiale (od hodowli linii komérkowych w warunkach stresowych po
pozyskiwanie organéw po u§mierceniu myszy czy 0socze pacjentow ). Tutaj swojg pochwale
kieruje réwniez do promotora, promotora pomocniczego oraz kierownikéw grantow
badawczych Opus, ktorzy umozliwili doktorantce na tak szerokie poszerzanie swojej wiedzy,
kompetencji i umiejetnosci. Doktorantka opanowata metody biologii molekularnej, jak western
blot czy dot-blot, metod¢ immunocytochemiczng i immunoenzymatyczng, korzystata
z chromatografii cieczowej HPLC, jak i spektrofotometrii mas. Drobny niedosyt uzurpuje
w spektrometrii mas - gdyz wykrycie modyfikacji translacyjnych wykonane bylo,
jako podzlecenie przez laboratorium zewnetrzne w instytucie Biochemii i Biofizyki PAN
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w Warszawie. Uczestniczenie w studiach doktoranckich daje szerokie mozliwoéci — stazy
nie tylko zagranicznych ale i krajowych. Mysle, ze doktorantka bytaby jeszcze bardziej bogata
w do$wiadczenie i nowe umiejetnosci gdyby mogta uczestniczy¢ w takim stazu w osrodku
zewnetrznym i osobiscie wykonywaé lub uczyé si¢ a nawet tylko obserwowaé spektrometrie
mas.

Rozdzial WYNIKI opisany jest na 30 stronach. Staranna selekcja prébek, podziat
wynikéw ze wzgledu na (i) model komérkowy (ii) model mysi i (iii) model ludzki, liczne
ryciny, wykresy korelacji, ryciny pozwalajg na analiz¢ wynikow.

Na szczeg6lng uwage zastuguja wyniki analizy regresji wielorakiej, ktore to uznaje

zanajwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej: identyfikacja determinant (stezenie
homocysteiny i cysteiny oraz wiek) podwyzszonego poziomu histonu H1 w osoczu pacjentow
z zylng chorobg zakrzepowo-zatorowg. Uwagi: Aby wyniki fatwiej mozna bylo analizowal —
ryciny powinny by¢ podpisane na kazdej stronie albo podzielone na mniejsze zagadnienia — co
nie zawsze bylo spelnione w rozprawie Pani Adrianny Zukowskiej. Oczywiscie nie wptywa to
merytorycznie na jako$¢é wynikow tylko czytelny sposob przedstawienia ich i fatwiejszg analize
(np. rycina 12 — wykresy stupkowe poziomu histonu H1A bez opisu na stronie 131, czgs¢ zdjeé
(C-D) bez opisu — z wykorzystaniem immunofluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej,
pozostale zdjecia mikroskopowe preparatéw (E, F, G) na innej stronie juz z opisem.
Zabraklo mi dokladnego opisu ryciny 23 z charakterystyka pacjentéw. Doszczeg6towienie
opisu podziatu wiekowego, kolorystyki wskazujacej na ple¢ pacjenta ulatwitoby czytelnikowi
merytoryczng analize wynikéw. Obecnie - brak mozliwosci jej samodzielnej analizy bez tabeli
19.

Z przyjemnoscia czyta si¢ DYSKUSJE, w ktorej doktorantka prawidiowo i w sposob
cickawy konfrontuje wyniki wiasne z literatura, jednoczesnie prezentujagc dwa schematy:
aktywacji inflamasomu NLRP3 przez DAMP oraz histonowe modyfikacje potranslacyjne.
Doktorantka poréwnuje wyniki zmian epigenetycznych i represj¢ transkrypcji w chorobach
neurodegeneracyjnych, wskazuje réwniez inne, nie badane przez nig przyczyny patogenezy
choréb neurodegeneracyjnych, jak zmiany w skladzie mikrobioty jelitowej prowadzace
do stanéw zapalnych, ostabienia bariery krew-mozg, co sprzyja neurozapaleniu, uszkodzeniu
neuronéw i ostatecznie neurodegeneracji. Poréwnuje wyniki swoich prac na podobnych
modelach badawczych, wskazuje dyskusyjno$é hiperhomocysteinemii, jako czynnik ryzyka
i/lub czynnik nawrotu u pacjentéw z Zylna chorobg zakrzepowo-zatorows. Z drugiej strony
doktorantka podsumowuje wyniki swojej pracy doktorskiej zaréwno w sposob graficzny
(rycina 29) — obrazowo wskazujgc na rol¢ wzajemnego odziatywania homocysteiny i Hl
w napedzaniu stanéw zapalnych i chorobowych. Praca jest zakoriczona 10 prawidtowo
sformutowanymi wnioskami, z ktérych w mojej ocenie ostatni ma potencjal zastosowania
w klinice.

Tekst rozprawy zostat napisany poprawnie merytorycznie, logicznie i w sposéb bardzo
szczegblowy, opisuje nowoczesne metody, ciekawe wyniki przeprowadzone w tak szerokim
zakresie réznych modeli badawczych co postrzegam, jako mocng i wyrézniajaca sig¢ czgsé
rozprawy. Z drugiej strony, pozwolg sobie na dodatkowe parg uwag:



1) parg¢ drobnych bledéw redakcyjnych, jak interpunkcyjne: braki kropki (np. przedostatnie
zdanie strona 25/131)

2) zminimalizowana lista skrétéw, przy dos¢ cze¢stym uzywaniu skr6tow w tresci rozprawy,
a poza wykazem np. PTM- modyfikacji potranslacyjnych histonéw, gdyz bardzo czg¢sto
pojawia si¢ w tekscie, tym bardziej ze sam skrét pochodzi od angloj¢zycznego zwrotu post-
translational modifications)

3) proponuj¢ zmiang terminologii podrozdzialu na stronie 39: ,traktowanie komoérek”-
proponowana zmiana: (i) hodowla komoérek w warunkach stresowych lub (ii) prowadzenie
hodowli komérek z pozywka zawierajaca czynniki stresowe

4) duza czgs$¢ rycin jest rozdzielona na 2 strony z brakiem opisu na pierwszej stronie —
czytelnik moze mie¢ wrazenie niespdjnosci i braku opisu ryciny. Przykiady: rozdzielona
rycina 7 na dwéch stronach; podobnie rycina 13 (czgs$¢ A, zdjecie membrany z western blot
jest do tego male i na innej stronie niz graficznie przedstawione ilosciowe oznaczenie biatek
i homocysteiny; podobnie rycina 15: membrany 15 A, B i C zbyt male, $cisnigte — prawie
niewidoczny prazek dla kontrolnego GAPDH u myszy WT; podobnie rycina 19 A, B, C
vs D, E, F i G; rozdzielanie zdjgcia membran od wykresow i podpisu ryciny sprawia, ze
duza ilo$¢ wynik6w staje sie malo czytelna — na potrzeby publikacji sugeruje scalony uklad
rycin i wigksze zdjgcia membran w stosunku do wykreséw stupkowych

5) proszg o uwazno$¢ w doborze rycin — strona 131 - zdjecie komorek kontrolnych -
jest czarne, nieczytelne pomimo kolorowego wydruku; agregaty komérkowe na rycinie 21
B i C — widoczne; brak informacji o komérkach kontrolnych, czy to byla inna linia
komérkowa niz N2A AD traktowana r6znymi st¢zeniami Hcy i HTL? Opis kontroli
jest dopiero przy rycinie 22 — kontrole stanowig komorki nietraktowane - czytajac opis
ryciny 22 dopiero logiczny staje si¢ opis ryciny 21.

6) niedosyt - pomimo szerokiego zakresu r6znych metod badawczych — gdzie materiat
pochodzit zar6wno z hodowli komoérkowej, zwierzg¢tarni czy material pobierany
od pacjentéw — spektrometria mas wykonana byla, jako podzlecenie przez laboratorium
zewnetrzne w instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Uczestniczenie
w studiach doktoranckich daje szerokie mozliwoéci — réwniez stazy zagranicznych,
jak i krajowych. Mysle ze doktorantka bytaby duzo bardziej bogatsza w do$wiadczenie,
nowe umiejetnosci i kompetencije, gdyby miata mozliwos¢ uda¢ si¢ na taki staz i wykonaé
badz obserwowaé wykonanie spektrometria mas dla swoich prébek badawczych. Niemniej
jednak powyzsze drobne uwagi nie umniejszajg tej ciekawej rozprawie doktorskiej, gdzie
zastosowano tak szeroki wachlarza modeli i metod badawczych.

Whiosek koncowy:

Temat podjety przez doktorantk¢ Adriann¢ Zukowskg w przediozonej mi rozprawie
jest bardzo ciekawy i rzadki, czg$¢ wynikow badan doktorantki ma potencjat aplikacyjny.
Z dyskusji rozprawy bezposrednio nie wynika czy doktorantka planuje kontynuowanie badan
w ramach wczeéniej wspomnianych grantéw z nauk podstawowych czy moze wyniki jej
doktoratu otworza nowe $ciezki kariery zawodowej w zakresie medycyny translacyjnej —czego
doktorantce, jako recenzent zyczg.



Przedstawiona do oceny rozprawa Pani mgr Adrianny Zukowskiej pt. ,Analiza
zewngtrzjadrowych histonéw i homocysteiny w modelach in vitro, in vivo oraz u pacjentéw
z zylng chorobg zakrzepowo-zatorow3” speinia wszystkie wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, a w szczeg6Inoéci wymienionym w art. 187. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce ( Dz.U. z 2018r. poz.1669).

W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Naukowa Dyscypliny Biotechnologia
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Adrianny Zukowskiej
do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora.

Bydgoszcz, 29 maja 2025 r.



