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1. Tematyka rozprawy:

Praca doktorska mgr Joanny Rudnickiej dotyczy coraz czesSciej badanych zagadnien
zwigzanych z wptywem stylu zycia na biologie organizmu w zdrowiu i chorobie, wywieranego
poprzez wptyw na epigenom. ldentyfikacja epigenetycznych markeréw czynnikdéw zwigzanych
ze stylem zycia jest niezwykle istotna dla rozszerzenia wiedzy na temat szybkosci
epigenetycznego starzenia, a stworzenie wydajnych narzedzi predykcyjnych opartych o
metylacje DNA ma ogromne znaczenie w dyscyplinie nauki biologiczne, zaréwno w kontekscie
wiedzy podstawowej jak i praktycznej. Potrzeba prowadzenia badan, majacych na celu lepsze
poznanie i zrozumienie ztozonych zwigzkdéw epigenomu z czynnikami srodowiskowymi z jednej
strony, a fenotypem z drugiej, jest rzeczg oczywistg. Przedtozona do recenzji dysertacja
doskonale wpisuje sie w ten nurt badan. Przedstawione przez Doktorantke badania oparte sg o
analize asocjacji odwracalnych i nieodwracalnych zmian metylacji w catym epigenomie (analiza
EWAS - epigenome-wide association studies} z wybranymi czynnikami behawioralnymi, w
poszukiwaniu sygnatur epigenetycznych zwigzanych z tymi czynnikami i okreSlenia ich
implikacji funkcjonalnych na poziomie organizmu oraz wpltywu na starzenie epigenetyczne.
Dodatkowo, dysertacja zawiera wazny element praktyczny, w ktérym Autorka skupia sie na
poréwnaniu przydatnosci wybranych wysokoprzepustowych technologii w zastosowaniu do
celowanej analizy metylacji DNA. Jako gtowny cel pracy Autorka przedstawita identyfikacje
roznicowo metylowanych pozycji skorelowanych z réznymi czynnikami behawioralnymi, w
kohorcie 0séb z Polski. Jako cele posrednie wymienita: analize EWAS potgczong z interpretacja
funkcjonalng; opracowanie nowego modelu predykcyjnego w oparciu o epigenetyczne markery
palenia tytoniu; analize stylu zycia w odniesieniu do starzenia epigenetycznego; selekcje

najlepszej technologii celowanego NGS przydatnej w analizie metylacji DNA.

2/3. Wiedza i samodzielno$¢ kandydatki:
Rozprawa doktorska bardzo dobrze dokumentuje rozlegta wiedze teoretyczng Doktorantki.
Imponujaca liczba 427 referencji obejmuje istotne dla tematu pracy piSmiennictwo z ostatnich

Kilkunastu lat. Wstep stanowi rzetelne i klarowne omoéwienie stanu wiedzy w zakresie
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dotyczacej zwigzku stylu zycia ze zmianami profilu epigenetycznego (w szczegélnosci profilu
metylacji DNA) oraz wptywu tych zmian na szybko$¢ starzenia epigenetycznego (modele
zegardw epigenetycznych odzwierciedlajace rdzne aspekty procesu starzenia), druga odnosi sie
do technologii badar wysokoprzepustowych. W tek$cie mozna znalez¢ przestanki wskazujgce na
zasadno$¢ podjecia kolejnych badan, zaréwno z naukowego, jak i aplikacyjnego punktu
widzenia.

Opis metodologii i wynikdéw, a takze przeprowadzona obszerna dyskusja pokazujg
Swietne opanowanie tematu przez Doktorantke i sg Swiadectwem Jej samodzielnosci naukowej.
Metodyka obejmuje panel nowoczesnych metod analitycznych  wiasciwych dla
wysokoprzepustowych badan asocjacji. Badane kohorty oraz metody ich badania dobrane sg w
sposob wiasciwy i klarownie przedstawione. To samo dotyczy metod i algorytméw uzytych w
analizie EWAS, strategii badania asocjacji pomiedzy wybranymi czynnikami a przyspieszeniem
epigenetycznego starzenia, zastosowania dwoch modeli (dostosowanego do pici i wieku, oraz
uwzgledniajagcego zidentyfikowane wczesniej zmienne zakiocajgce), a takze poszukiwania
wzbogacenia wykrytych markerow w biologiczne funkcje czy tez testowania przydatnosci
roznych technologii stosowanych w analizach metylacji DNA Wiasciwie dobrana zostata
metodyka opracowania i ewaluacji modelu pozwalajgcego na okreslenie statusu palacza na
podstawie analizy danych uzyskanych w analizie EWAS. Dokumentacje wynikow stanowig 24
ryciny i 18 tabel; cze$cig pracy jest obszerny suplement (16 tabeli i 10 rycin). Dyskusja jest
niezwykle wnikliwa i porusza rézne aspekty przeprowadzonych badan w odniesieniu do
szerokiej literatury dotyczacej omawianych bada. Omawiajagc ograniczenia przedstawionych
wynikdéw i proponujac dalsze kierunki badan Doktorantka zademonstrowata zdolno$¢
krytycznego a zarazem perspektywicznego spojrzenia na wiasng prace badawcza.

Cze$¢ przedstawionych wynikow zostata opublikowana w wieloautorskiej pracy w
czasopiSmie Clinical Epigenetics (2023), w ktorej Doktoranta zajmuje trzecig pozycje na licie
autorow; cze$¢ wynikdéw byta przedstawiana na polskich i miedzynarodowych konferencjach
naukowych w postaci posterow i prezentacji ustnych, gdzie Doktorantka byfa pierwszym
autorem. Omowienie teoretycznych podstaw badan, fachowy opis stosowanej metodologii i
przyjetej strategii badan, klarowne przedstawienie wynikdéw oraz dyskusja poruszajaca rézne
aspekty uzyskanych wynikdéw, wskazujg na to, ze Doktorantka jest wysokiej klasy ekspertem w
tematyce stanowigcej podstawe dysertaciji.

4. Oryginalno$¢ rozprawy:

Opis podzielony zostat na dwie czesci: pierwsza posSwiecona jest analizom dotyczgcym
wptywu roznych czynnikdéw zwigzanych ze stylem Zzycia na epigenom, druga dotyczy
porownania efektywnosci stosowanych technologii badania metylacji. Przyjety w pierwszej
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czesci schemat: asocjacja badanego czynnika z innymi; analiza EWAS; analiza funkcjonalna
(dla palenia i alkoholu), powtdrzony dla kolejnych badanych czynnikéw, skutkuje wprawdzie
pewng redundancja, ale jest przejrzysty i pozwala poréwnywaé wyniki dla analizowanych
czynnikdw behawioralnych. W analizie EWAS dotyczgacej palenia, w modelu skorygowanym na
pte¢ i wiek, zidentyfikowano 51 pozycji o istotnie zmienionym poziomie metylacji (DMPs;
wiekszo$¢ o obnizonej metylacji), mapujacych sie do 23 gendéw. W modelu skorygowanym na
liczne zmienne towarzyszace, Doktorantka identyfikowata 34 DMP, wszystkie o obnizonej
metylacji. PieC najistotniej zmienionych DMP w obu modelach mapowato sie do genéw AHRR,
F2RL3 i RARA. Podobne szczeg6towe analizy przeprowadzono w odniesieniu do wynikow
dotyczacy zwigzku metylacji z innymi czynnikami zwigzanymi ze stylem zycia. Wykryte
markery byly wzbogacone w biologiczne Sciezki zwigzane z metabolizmem lipidéw, regulacja
odpornosci, procesami zapalnymi i komorkowg odpowiedzig na stres.

Osobne rozdziaty poswiecone sg opracowaniu modelu predykcyjnego dla palenia, oraz
analizie asocjacji starzenia epigenetycznego z czynnikami behawioralnymi. Doktorantka
opracowata predykcyjny model pozwalajacy na okreslenie statusu palacza z doktadno$ciag AUC
0.788, czutoscig 60.7% i specyficznoscig 82.8%; wskazata przy tym na zalezno$¢ czutosci
modelu od czestosci/ilosci palenia. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze model oparty jest na
trzech markerach, a zatem jest tani w zastosowaniu. W analizie wieku epigenetycznego
Doktorantka wykazata, ze niezaleznie od stosowanych zegaréw biologicznych najsilniejszy
wplyw na przyspieszone starzenie komorkowe wywiera palenie tytoniu i nadmierne spozycie
alkoholu. Z przyspieszeniem starzenia zasocjowany jest tez zbyt krotki czas snu, podczas gdy
umiarkowane spozycie kawy wigze sie z obnizeniem szybkosci starzenia.

W ostatniej czesci pracy Doktorantka potwierdzita eksperymentalnie, ze sposrod badanych
przez nig technologii analizy metylacji catogenomowej, ton AmpliSeg cechuje sie najwyzszg
doktadnoscig i powtarzalno$cia przy minimalnej ilosci uzytego do badan DNA.

Praca konczy sie krotkim podsumowaniem wykonanych badan; przedstawione punkty

stanowig uzyteczng rekapitulacje uzyskanych wynikdw.

5. Uwagi krytyczne:

Szkoda., ze Wstep nie konczy sie podsumowaniem wskazujgcym braki w istniejacym stanie
wiedzy, ktore pozwolitoby odnie$¢ sie wprost do proponowanego przez Doktorantke zakresu
badan. Podobnie w podsumowaniu wynikéw zabrakio podkre$lenia przez Doktorantke, ktore z
dokonanych przez Nig odkry¢ sg nowoscig w stosunku do istniejgcego stanu wiedzy (np. analiza
polskiej populacji; 3-markerowy model predykcyjny pozwalajgcy na optacalne zastosowanie w
praktyce); informacje na ten temat mozna wprawdzie odszuka¢ w dysertacji, jednak ze wzgledu

na obszernosc tekstujest to dla czytelnika do$¢ pracochtonne.
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6. Inne spostrzezenia:
Z przyjemnoscig zaznaczam, ze praca wyrOznia sie duzg starannoscig opracowania

stylistycznego i przygotowania redakcyjnego.

7. Ocena koncowa

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Joanny Rudnickiej spetnia
catkowicie warunki okre$lone w art 187 ust. 1-3 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i
Nauce (Dz. U. z 2024r. 1571 z p6zn. zmianami).

W zwigzku z powyzszym wnosze o zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie pani
mgr Joanny Rudnickiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia

doktora.

Pragne podkresli¢, ze przedstawione w niniejszej recenzji nieliczne uwagi krytyczne nie
umniejszaja wysokiej wartosci ocenianej dysertacji. Opisane badania zostaty bardzo doktadnie
zaplanowane i udokumentowane, przeprowadzone z zastosowaniem najnowszej technologii
eksperymentalnej i analitycznej, a wyniki wnoszg wazne informacje na temat wptywu stylu zycia
na zmiany w metylomie i na proces starzenia epigenetycznego. Wiedza ta ma istotne znaczenie
dla badan podstawowych, a takze potencjat zastosowan w medycynie i kryminalistyce.

Ze wzgledu na wysoki poziom przedstawionych badan, zwracam sie do WysokKiej

Rady z wnioskiem o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr Joanny Rudnickiej.

Prof. dr hab. Ewa Zietkiewicz
Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Poznan, 5 sierpnia 2025.r.



