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Recenzja pracy doktorskiej mgr Oskara Ciesielskiego ,, Wplyw inhibicji deiminaz
peptydyloargininowych oraz wyciszenia genu PAD4 na wybrane funkcje komoérek srodblonka oraz
parametry epigenomu”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Oskara Ciesielskiego zostala wykonana w Katedrze

Biologii Nowotwor6éw i Epigenetyki, Wydziatlu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego pod
kierunkiem dr hab. Anety Balcerczyk, prof. UL. Zespol Pani Profesor Balcerczyk od wielu lat zajmuje sig
poszukiwaniem mechanizmow epigenetycznych zaangazowanych w regulacje procesu angiogenezy.
Przedmiotem niniejszej rozprawy byto zbadanie roli cytrulinacji biatek w kontekscie regulacji wybranych funkcji
srodblonka naczyniowego, w szczegdlnosci ich wpltywu na angiogeneze.
Modyfikacje potranslacyjne biatek budzg zainteresowanie naukowcow od wielu dziesigeioleci. Dosy¢ dobrze
poznana jest rola fosforylacji, metylacji, acetylacji, ubikwitynacji czy glikozylacji. Wiadomo, ze modyfikacje
reszt aminokwasowych mogg znaczaco zmienic¢ aktywnosé, stabilnos¢ i mozliwosci interakcji biatka, odgrywajac
w ten sposob kluczowa role w sygnalizacji komorkowej, regulacji metabolicznej i innych kluczowych procesach
biologicznych. W szczegdlnosci wiele uwagi poswigcono roli modyfikacji potranslacyjnych histonéw w regulacji
ekspresji licznych gendéw, miedzy innymi istotnych z punktu widzenia patogenezy wielu choréb, takich jak
nowotwory, choroby sercowo-naczyniowe, cukrzyca, choroby neurodegeneracyjne czy zaburzenia psychiczne,
w tym depresja czy schizofrenia. Mimo intensywnie prowadzonych badan, ze wzgledu na ogromne
zréznicowanie modyfikacji potranslacyjnych i liczbe¢ mozliwych kombinacji, nadal liczne istotne kwestie
dotyczace znaczenia wielu modyfikacji, w tym cytrulinacji, na ekspresj¢ genow, regulacje metaboliczne
i przekazywanie sygnaléw zwigzanych z transkrypcja genéw indukowanych pod wplywem stresu czy
w przypadku rozwoju wybranych chordb, pozostaja niewyjasnione. Badania prowadzone w zespole
Prof. Balcerczyk, rowniez te bedace przedmiotem rozprawy doktorskiej mgra Ciesielskiego, stanowig istotny
krok w kierunku odkrywania mechanizméw molekularnych dotyczacych roli modyfikacji potranslacyjnych w
procesach fizjologicznych i patologicznych, ktorych opisanie moze stanowi¢ podstawe do wytypowania waznych
celow terapeutycznych.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska posiada uklad klasyczny, charakterystyczny dla prac
dos$wiadczalnych. Stanowi opracowanie przygotowane w jezyku polskim liczace 120 stron, 57 rycin i 7 tabel.
Tytut pracy odpowiada przestawionym wynikom badan. Do rozprawy dotaczono réwniez opublikowang prace
oryginalng zawierajaca cze$¢ wynikoéw prezentowanych w rozprawie oraz prace przegladowa prezentujaca
informacje zawarte we wstepie. Na ostatnich stronach doktorant prezentuje swoj znaczacy dorobek naukowy.
Jest bowiem wspolautorem siedmiu publikacji w czasopismach o migdzynarodowym zasiggu oraz rozdziatu
w monografii. Prezentowal swoje wyniki w postaci prezentacji i posterow na licznych konferencjach, odbyl trzy
staze naukowe oraz uzyskal wyréznienia i nagrody za dziatalno$¢ naukowa, organizacyjna i popularyzatorska.
Na szczegolne uznanie zastuguje fakt, ze doktorant byl kierownikiem trzech grantow, w tym grantu Preludium
(NCN) i Diamentowy Grant (MEiN) oraz byt wykonawca w grancie NAWA.

Glowna czes$¢ pracy zostala podzielona na nastepujace rozdziaty: Wstep teoretyczny (32 strony), Cele pracy
i hipoteza badawcza (1 strona). Materiaty (1 strona), Metody (20 stron), Wyniki (27 stron), Dyskusja (13 stron).
Podsumowanie i wnioski (1 strona). Uwagi koncowe i przyszte kierunki badan (1 strona) oraz Streszczenia
(4 strony — wersja w j. polskim i 3 strony w j. angielskim). Prace konczy Spis rysunkéw i Spis tabel oraz
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Bibliografia liczaca 312 pozycji literaturowych w wigkszosci publikowanych w ostatnich kilkunastu latach.
Wstep teoretyczny jest poprzedzony obszernym polsko-angielskim wykazem skrotéw (4 strony), jednak zabraklo
w nim rozwinigcia kilku, ktore mozna znalez¢ jedynie w gléwnym tekscie. Natomiast skroty zamieszczone
na rysunku I.15 w wigkszosci nie zostaly w ogole rozwinigte.

Wstep teoretyczny wprowadza czytelnika w tematyke zwiazang z modyfikacjami potranslacyjnymi bialek

i histonow. Tresci te zostaly w wigkszosci opublikowane w pracy przegladowej w ,,Cellular and Molecular Life
Sciences. Autor bardzo szczegotowo opisal dobrze poznane modyfikacje, takie jak metylacja czy fosforylacja,
i ich znaczenie biologiczne. Wprowadza réwniez czytelnika w tematyke dotyczaca reakcji cytrulinacji, opisujac
enzymy zaangazowane w jej przeprowadzanie oraz role tej modyfikacji w regulacji fizjologicznych procesow
komorkowych. jak rowniez potencjalne znaczenie w stanach patologicznych. Niekiedy ogromna szczegotowosé
opisdw zawierajacych liczne ciagi skrotow nie ulatwia sledzenia tresci. W czasie lektury tej czgsci nasungto mi
si¢ pytanie, czy znany jest szczegdétowy mechanizm regulacji PADs przez jony wapnia.
Ostatni rozdzial Wstepu teoretycznego zostat poswiecony komérkom srodblonka naczyniowego, ich funkcjom
fizjologicznym, w szczegdlnosci angiogenezie oraz roli mechanizméw epigenetycznych w regulacji ich
funkcjonowania. W tej czesci zabraklo nawigzania do znaczenia cytrulinacji w funkcjonowaniu §rédblonka czy
wskazania potencjalnych celow, dla ktorych znaczenie tej modyfikacji moze by¢ kluczowe. Ponadto, ze wzgledu
na fakt, ze badano aktywno$¢ mitochondriéw, zasadne byloby dodanie krotkiego podrozdzialu o roli tych
organelli w funkcjonowaniu komorek srédblonka naczyniowego. Dodatkowo, w tym miejscu cheiatabym zapytac
czy wiadomo skad pochodzg MMPs w przebiegu angiogenezy kietkujacej i ktora izoforma ma tutaj szczegolne
znaczenie.

W kolejnej czesci Doktorant przedstawit trzy glowne cele pracy i hipotezg badawczg. Zatozenia i cele
pracy sa jasno sprecyzowane i uzasadniaja podjete badania. Przy czym, tres¢ czesci teoretycznej, nie do konca
uzasadnia postawienie takich konkretnie celow. Zdecydowanie warto bylo uzupetni¢ czegs¢ dotyczaca komorek
srodblonka naczyniowego o krotki komentarz, jakie konkretnie funkcje tej tkanki mogg by¢ zmienione
w przypadku zaburzenia/deregulacji procesow zwiazanych z cytrulinacjg bialek i aktywnoscia enzymow
odpowiedzialnych za ten proces.

Rozdzial Metody jest w mojej ocenie najstabsza czescia pracy. Wprawdzie opisy metod sa dosy¢
szczegdtowe, jednak w wielu miejscach malo precyzyjne, brakuje istotnych informacji, ktére umozliwiltyby
odwzorowanie warunkow eksperymentu. Stad do tej czgsei mam najwiecej uwag i komentarzy:

1. Komérki HAEC nie sg komorkami uniesmiertelnionymi (opis ze strony ATCC: Primary Aortic
Endothelial Cells; Normal, Human (HAEC)). Sa to komorki pierwotne, a nie linia komdrkowa.

2. Prosze o uzupelnienie, jakie byly warunki hodowli wykorzystywanych réznych typow komérek

srodbtonka; z ktorego pasazu komorki byty wykorzystywane do do$wiadczenia (taka informacje podano
tylko dla komérek HUVEC); jaka byta konfluencja w dniu eksperymentu. Te informacje sa szczegdlnie
wazne w przypadku komorek pierwotnych (np. HAEC). ktore przy dtugotrwalej hodowli in vitro moga
traci¢ swoj fenotyp (np. pierwotne komorki srédblonka naczyniowego tracg zdolnos$é wydzielania NO).
Czy w przypadku izolowanych komérek HUVEC doswiadczenia wykonywano na mieszaninie komorek
od kilku dawcow czy na pochodzacych od jednego dawcy?
Ponadto, nie wyjasniono, w jaki sposob dobierano ggstos¢ wysiewania komorek i dlaczego do roznych
typdw eksperymentu na taka samg powierzchnie szalki hodowlanej wysiewano rozne ilosci komorek (np.
rozdziat 3.1 i 3.2)? Ponadto, w kilku miejscach nie podano precyzyjnie, o ktére komorki chodzi (patrz.
4.1,4.2itd.)

3. Prosz¢ o podanie koncowego stezenia DMSO podczas traktowania inhibitorami PADs oraz
doprecyzowanie, w jaki sposob sprawdzano brak toksycznosci?
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4. Predkosci wirowania powinny by¢ podane w wartosciach RCF (wzglednej sily odsrodkowej),
co pozwoliloby na powtorzenie procedury z wykorzystaniem innej dostepnej wiréwki.

5. Proszg o sprecyzowanie, jakie kontrole pozytywne i negatywne zostaly wykorzystane w kolejnych
testach? W opisie metod podano informacje, ze wykonano ,,wymagane kontrole” (np. rozdziat 3.2, 13,
15...), ale np. przy oznaczeniu poziomu NO nie ma informacji o kontroli pozytywnej czy negatywnej
(np. czy zastosowano inhibitor eNOS, rozdziat 12).

6. Analiza Western blot i immunodetekcja: Nie podano, czy w buforze do transferu byt obecny SDS?

7. Analiza progresji cyklu komorkowego: Czy komorki utrwalano wykorzystujae zimny etanol? Czy byla
brana pod uwage mozliwo$¢ fragmentacji DNA (tzn. czy okreslano obecnosé tzw. frakeji sub-G1)?

8. Wiele niescistosci i bledow, by¢ moze wynikajacych z niefortunnego tlumaczenia definicji
angielskojezycznych wkradlo si¢ do opisu metody ,Ocena funkcji mitochondriéw”. Pomiar
z wykorzystaniem analizatora Seahorse umozliwia ocen¢ metabolizmu komérek w czasie rzeczywistym
1 skupia si¢ na dwoch podstawowych parametrach: stezeniu tlenu w mieszaninie pomiarowej (pozwala
oceni¢ aktywno$¢ mitochondriéw) oraz pH (odzwierciedla aktywnosé glikolizy). W tescie Cell Mito
Stress sekwencyjnie dodawane sa substancje regulujace aktywnos¢ systemu oksydacyjnej fosforylacii,
w tym oligomycyna — inhibitor ATP-azy mitochondrialnej. FCCP — protonofor, ktéry wyréwnuje
gradient protonéw po obu stronach wewngtrznej blony mitochondrialnej, czyli rozprzega mitochondria,
oraz inhibitory tancucha oddechowe: rotenon — inhibitor kompleksu I antymycyna A (nie antamycyna)
— inhibitor kompleksu III. Uzyskana krzywa pokazujaca szybko$¢ zmian stezenia tlenu w $rodowisku
pomiarowym pozwala wyliczy¢ parametry charakteryzujace metabolizm mitochondriow, w tym
oddychanie sprz¢zone z wytwarzaniem ATP czy tez tzw. pojemno$¢ oddechows.

Proszg o informacje, czy przeprowadzono wstepne doswiadczenie, w celu wymiareczkowania stezenia
FCCP koniecznego do uzyskania maksymalnej stymulacji oddychania?

Na uznanie zastuguje opis metod dotyczacych przygotowania komérek modyfikowanych genetycznie, gdzie
kazdy etap zostal opisany bardzo precyzyjnie z uwzglednieniem stezen reagentow oraz czasu trwania kolejnych
etapow. '

Realizacja zadan badawczych zostata opisane w rozdziale 6. Wyniki. Rozdziat ten zostal podzielony na

trzy glowne czgsci, ktére odpowiadajag zaplanowanym celom badawczym. Opis wynikow jest bardzo doktadny
i klarowny, uzyskane dane zostaly poddane wnikliwej analizie statystycznej i sa prezentowane na starannie
przygotowanych rycinach. Do konkretnych ukladéw doswiadczalnych konsekwentnie przypisane sa wybrane
kolory, co ulatwia poréwnywanie wynikow. Niemniej jednak, dodatkowy podpis nad wykresem (np. na rycinie
V.5 ¢czy V.10 A’) zdecydowanie ulatwitoby analize danych.
Realizacj¢ zadan rozpoczgto od potwierdzenia obecnosci enzymoéw PAD2 i PAD4 w komorkach HMEC-1
i HUVEC, jak réwniez w wybranych liniach nowotworowych. Prosze o informacje, jakie bylo zrédio
analizowanych prob wykorzystanych do analizy poziomu PAD2 i PAD w liniach nowotworowych, bowiem nie
znalazlam takiej informacji w dysertacji. W kolejnych etapach, analizowano takze lokalizacje tych bialek w
komérkach HMEC-1 wykorzystujac metody immunofluorescencji. Ponadto, aby potwierdzi¢ role PADs
w regulacji funkcjonowania komorek srodblonka sprawdzono wplyw farmakologicznej inhibicji tych enzymow
na proliferacje, cykl komoérkowy czy parametry istotne w przebiegu angiogenezy. Wyniki uzyskane
z wykorzystaniem inhibitorow zweryfikowano analizujac wybrane parametry w komorkach HMEC-1
ze specyficznie obnizong ekspresja PAD4.
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Ponadto, oceniano potencjalne interakcje pomiedzy cytrulinacjg a innymi potranslacyjnymi modyfikacjami
histonéw. Wyniki tych badan wskazujg, ze zahamowanie wylacznie cytrulinacji moze nie by¢ wystarczajace
do tego, aby status chromatyny w komoérkach HMEC-1 ulegt modulacji.

Po lekturze rozdziatu wyniki nasungly mi si¢ jeszcze nastepujace pytania i komentarze:

1.

Na podstawie rysunku V.1 trudno jest oceni¢, w jakich kompartmentach subkomdérkowych sa
zlokalizowane analizowane biatka. Czy analizowano obrazy o wyzszym powigkszeniu?

Czy w analizie profilu ekspresji cyklin (rysunek V.8) krotno$¢ okreslano stosunku do kontroli réwnej 17
Pokazano wyniki analizy wewnatrzkomorkowego poziomu NO w komérkach HMEC-1. Czy takie
pomiary wykonywano rowniez w komérkach HUVEC? Czy zastosowana zostata kontrola pozytywna (np.
efekt stymulacji histaming) oraz negatywna (np. wykorzystanie inhibitora eNOS), aby potwierdzi¢
poprawnos¢ pomiaru?

Czy poza analiza poziomu RFT w komorkach traktowanych inhibitorami PADs, analizowano rowniez
poziom enzyméw antyoksydacyjnych? Takie podejécie mogltoby pozwoli¢ na wyjasnienie czy zmiany
poziomu RFT w tych komdrkach wynikaja ze stymulacji wytwarzania czy zmian na poziomie ich
usuwania / detoksykacji RFT.

Wykorzystujae analizator Seahorse nalezy pamigtaé, ze pomiar zwiazany jest z badaniem szybkosci zmian
stezenia tlenu i pH w mieszaninie pomiarowej. Dodawanie sekwencyjnie specyficznych modulatorow
systemu oksydacyjnej fosforylacji pozwala na wyznaczenie kilku parametréw opisujacych w sposob
szczeg6lowy stan energetyczny komorki. Przy czym, nalezy pamigtac, Ze nie jest to metoda stuzaca do
pomiaru produkcji ATP (mierzymy oddychanie komoérkowe zaangazowane w wytwarzanie ATP).
Prosze rowniez o informacje jak normalizowano uzyskane wyniki?

Nie pokazano wynikéw dla tzw. zapasowej wydolnosci mitochondriow (spare respiratory capacity),
co stanowi istotny parametr, ktory pozwalatby oceni¢ czy w komorkach traktowanych inhibitorami
mitochondria maja zmieniona zdolnos¢ reagowania na zwigkszone zapotrzebowanie na ATP.

Czym jest SAHA? W dysertacji nie podano pelnej nazwy zwiazku.

Ostatni rozdzial stanowi zwiezla dyskusja uzyskanych wynikow, ktére Doktorant skonfrontowat

z dostepna literaturg, w zdecydowanej wigkszosci pochodzaca z kilku ostatnich lat. Ta czes¢ pracy wskazuje na
ogromng dojrzato$¢ naukowa doktoranta. Bardzo klarownie przedstawiono interpretacje uzyskanych wynikow
i skonfrontowano je z danymi literaturowymi. Pierwszy akapit dyskusji jest doskonalym uzasadnieniem
podjetych celow szczegdtowych, by¢ moze powinien by¢ podsumowaniem informacji zawartych we wstepie.

Po lekturze tej czesci pracy nasunely mi sie nastepujace pytania i komentarze:

1

Czy wpltyw zahamowania aktywnosci PADs na czynniki p53 i p21 jest charakterystyczny wylacznie dla
komérek nowotworowych, czy jest rowniez obserwowany w komorkach prawidtowych?

Czy brak zaangazowania cytrulinacji w regulacje cyklu komoérkowego wyrdznia wylacznie komorki
prawidlowe?

Na stronie 89 napisano: ,.,Nrf2 jest opisywany, jako pozytywny regulator”. Warto byloby opisac ten fakt
bardziej szczegdlowo ze wskazaniem enzymow i szklakow regulowanych przez ten czynnik
transkrypeyjny.

Niezwykle ciekawi mnie fakt, na ile poznanie szczegétowego mechanizmu regulacji metabolizmu
komérek srodblonka naczyniowego poprzez zmiany na poziomie cytrulinacji moze mie¢ potencjalne
znaczenie praktyczne, w tym w terapii chordb sercowo-naczyniowych, a jesli tak to, jakich.
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Praca zakonczona jest streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, przy czym sa one bardzo dhugie (ponad 3
strony w jezyku polskim), przez co znaczaca czgs$¢ dyskusji zostata w nich powielona.

Z obowiazku recenzenta, konieczna jest rowniez ocena edytorskiej i jezykowej strony pracy. Praca jest
przygotowana bardzo starannie i estetycznie. Nie udato sig jednak uniknaé¢ bledow interpunkcyjnych — w licznych
miejscach brakuje przecinkéw, np. przed takimi wyrazami, jak: ktory, jak, w tym, a, itp. oraz literéwek (str. 5
epitelialo-mezynchymalnego, str. 11 — wzrdsta,). Ponadto zdarzaja si¢ powtérzenia wyrazéw lub catych zdan (str.
3, legenda do rys. 1.3; str. 15 — zdanie: ,.Na podstawie uzyskanych wynikéw autorzy postuluja...” powtorzone
jest dwa razy), bledy w odmianie wyrazéw (str. 6 —z acetylacja), kalki angielskoj¢zyczne, stosowane mimo tego,
7e sa polskie odpowiedniki (enhancerowy, mikrowaskularny, immortalizowany), a linker DNA to tacznik DNA
a nie ,,lgczacy DNA™ (str. 17). Nie mniej jednak, bledy te nie wpltywaja na merytoryczng oceng pracy.

Dokonujac oceny merytorycznej rozprawy doktorskiej i dyskusji wynikéw za najbardziej wartosciowe
osiggnie¢cie pracy stanowigce jednocze$nie element nowosci naukowej uznaje:
Wykazanie, ze cytrulinacja bezposrednio zwigzana z aktywnoscia PADS odgrywa istotng rolg w regulacji
waznych funkcji komoérek $rédblonka naczyniowego, w szczegolnosci w regulacji metabolizmu tych komérek:
1. Zahamowanie PADs wplywa na potencjal angiogenny, co jest szczegolnie istotne w procesach
regeneracyjnych, gdzie tworzenie naczyn de nowo jest konieczne.
2. Szczegdlna role odgrywa PAD4, co poza modelem inhibicji farmakologicznej, potwierdzono
w komérkach ze stabilnie obnizona ekspresja tego enzymu, ktére Doktorant wyprowadzit samodzielnie.
3. Aktywnos$é PADs moze odgrywaé istotng role w modulacji aktywnosci deacetylaz histonowych, wobec
czego enzymy te mogg modulowaé strukture chromatyny.

Podsumowujac, w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Oskara Ciesielskiego jest oryginalnym
opracowaniem naukowym, ktére w istotny sposob poszerza aktualny stan wiedzy na temat cytrulinacji biatek
i potencjalnej roli tej modyfikacji w regulacji metabolizmu energetycznego komérek srodblonka naczyniowego.
Jestem pod ogromnym wrazeniem ilosci wykonanych eksperymentow i interpretacji rezultatéw uzyskanych
w wyniku ich przeprowadzenia. Nalezy podkresli¢, ze wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej zostaty
poddane walidacji i rygorystycznej analizie statystycznej oraz bardzo krytyczniej ocenie. Uwazam, ze czgs¢
doswiadczalna zostata dobrze zaplanowana, a prezentacja i oméwienie wynikow sg przeprowadzone poprawnie
1 bardzo dojrzale.

Ze wzgledu na szereg zastosowanych metod badawczych i wnikliwg analiz¢ uzyskanych wynikow, oraz
umiejetnosé ich wnikliwej interpretacji, bardzo pozytywnie oceniam przedstawiong mi do oceny dysertacje,
a powyzsze uwagi krytyczne w zaden sposob nie umniejszajg wartosci naukowej rozprawy.
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Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okre§lone w artykule 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.)
i wnioskuje do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do Spraw Stopni Naukowych w Dyscyplinie Nauki Biologiczne
do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Na podkreslenie zastuguje takt, ze czes¢ wynikow prezentowanych w rozprawie zostata opublikowana w Cellular
Physiology and Biochemistry, co potwierdza wysoka range naukowa tych wynikow i wage podjetej tematyki
badawczej. Biorac zatem pod uwage wysoki poziom merytoryczny rozprawy, innowacyjny charakter podjetych
badan, wykorzystanie zaawansowane]j technologii do realizacji zadan oraz imponujacy dorobek naukowy
doktoranta wnioskuje do Wysokiej Komisji o stosowne wyrdznienie niniejszej rozprawy.

Z wyrazami szacunku,
Dorota Dymkowska
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