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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr. Michala Szewczuka
pt. "Wplyw 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn na aktywnosé glikozylaz
w naprawie uszkodzen zespolonych DNA"
przedstawiona Radzie Nauk Farmaceutycznych Wydzialu Farmaceutycznego

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Recenzowana rozprawa doktorska mgr. Michata Szewczuka zostata wykonana i przygotowana
w Zakladzie Bromatologii Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, pod
kierunkiem Pana Prof. dr hab. n. farm. Bolestawa T. Karwowskiego. W Zespole kierowanym przez prof.
B. T. Karwowskiego prowadzone sg badania zwigzane m.in. z mechanizmami powstawania i naprawy
uszkodzefi  zespolonych DNA  potwierdzone znaczacymi, mi¢dzynarodowymi doniesieniami
literaturowymi.

Informacja genetyczna zawarta w komorce, w postaci DNA, narazona jest na ciggle uszkodzenia,
ze wzgledu na wszechobecno$é czynnikéw mutagennych tak w $rodowisku zycia jak i pracy cztowieka.
Niewydajne mechanizmy naprawy DNA moga prowadzi¢ do chordb dziedzicznych, skutkujacych
przedwczesnym starzeniem si¢ organizmu, zwigkszong wrazliwo$cia na czynniki rakotwoércze,
a w efekcie zwigkszong zachorowalnoscia na nowotwory. Nowa wiedza na temat sposobéw reagowania
komorki na uszkodzenia DNA, moze oznaczaé innowacyjne i lepsze mozliwosci leczenia choréb.
Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej wpisuje sie w nurt badah zwigzanych
z oceng aktywnosci enzymoéw zaangazowanych w naprawe uszkodzei DNA.

Dysertacja zostata przygotowana w sposéb tradycyjny, w formie 165-stronicowej rozprawy, na

stopiefi doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne, zawierajacej
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Cel i zalozenia pracy, Cze¢$¢ teoretyczng, Dyskusje, Podsumowanie wynikéw, Czesé doswiadczalng oraz

Dane tabelaryczne i Wykazy skrotow, rysunkow i tabel.

Cel i zalozenia pracy zostaly przedstawione zwigzle, czytelnie, uzasadniaja celowosé
przeprowadzonych badan, ich wplyw na rozwoj i poszerzenie wiedzy zwiazanej z naprawg uszkodzen
DNA, i s3 one kontynuacja wczesniejszych badan dotyczacych wptywu 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn
(cdPus) na system usuwanie uszkodzefh DNA poprzez wycinanie zasady (BER). Aby uzyska¢ nakreslony
cel Doktorant zalozyt realizacje trzech zadan badawczych.

Na kolejnych stronach pracy znajduje si¢ wykaz osiagnie¢ Doktoranta zawierajacy:

o publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej — trzy prace opublikowane w: Acta
Biochimica Polonica (opublikowana w 2022), Molecules (dwie prace opublikowane w 2021
roku), w ktorych mgr M. Szewczuk jest pierwszym autorem;

o pozostale publikacje naukowe, w ktérych Doktorant jest pierwszym autorem — pie¢ publikacji
opublikowanych w latach 2017-2020: Molecular Biology Reports, Tumor Biology oraz Wybrane
zagadnienia z zakresu nauk biologicznych i weterynaryjnych (Wydawnictwo Naukowe Tygiel);

° pozostate publikacje naukowe, w ktérych Doktorant jest kolejnym autorem ~ osiem publikaciji
opublikowanych w latach 2019-2021: Cells, Yale Journal of Biology and Medicine, Molecules,
Cellular and Molecular Life Sciences Wybrane zagadnienia z zakresu nauk biologicznych
i weterynaryjnych (Wydawnictwo Naukowe Tygiel), Nauka i wiedza kluczem do poznania swiata
cz. 3 (Wydawnictwo Naukowe Intellect).

Dorobek naukowy mgr. M. Szewczuka jest dodatkowo wzbogacony doniesieniami konferencyjnymi

zaprezentowanymi w postaci plakatu (dziewigé¢ wystapien), w latach 2016-2019, na konferencjach

krajowych. Wymieniony powyzej dorobek naukowy oceniam wysoko (wspolautorstwo szesnastu
publikacji) i jest to duze osiagnigcie jak na mtodego badacza.

Dalsza czgs¢ pracy to 3. Czesc¢ teoretyczna (33 strony), w ktérej Doktorant opisat tematy zwigzane
z uszkodzeniami materialu genetycznego organizmdéw zywych, czynnikami ryzyka w uszkodzeniach
DNA, charakterystykg uszkodzen z podkresleniem uszkodzefi DNA bedacych przedmiotem tej pracy
doktorskiej i mechanizmami naprawczymi oraz charakterystyka jednostek chorobowych wywotanych
przez DNA. Jest to dobrze i kompetentnie napisany rozdzial wsparty dziewiecioma rysunkami
i dwoma tabelami. Wprowadza on do dalszych czesci rozprawy

i jednoznacznie przekonuje czytelnika co do waznosci podjetego tematu.
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W uwagach krytycznych chciatabym zwréci¢ uwage na niektore rysunki np. 6 i 7, ktore Doktorant mogt
potaczy¢ w jeden, ze wzgledu na powtarzajace si¢ struktury zwigzkéw, natomiast zamiescitabym schemat
przedstawiajacy tworzenie 8-oksodG, w wyniku dziatania rodnika hydroksylowego, ze wzgledu na
wykorzystanie takiego modyfikowanego nukleozydu w dalszych badaniach. Do tej czesci pracy mam
jedno pytanie odnosnie zawartej informacji:

1. ,,CdPus powstajg w wyniku utraty atomu wodoru z grupy S5'-metylenowej 2'-deoksyrybozy

w  wyniku aktywnosSci rodnika hydroksylowego (‘OH).” (podrozdziat 3.3.3.2. 5'8-cyklo-

deoksypuryny). Czy tylko pod wplywem dziatania tego rodnika tworzq cdPus czy tez mogq

powstawaé w wyniku dziatania innych czynnikow?
Prosze¢ o ustosunkowanie si¢ do tego pytania podczas publicznej obrony pracy doktorskie;j.

Oméwienie wynikéw przeprowadzonych prac doswiadczalnych zostalo zawarte w rozdziale 4.
Dyskusja (45 stron, chociaz uwazam, ze bardziej fortunng nazwa tego rozdzialu byloby ,,Wyniki
i dyskusja”), a jego swoista esencj¢ mozna znalezé w podrozdziale 4.5. Podsumowanie wynikéw. Ten
rozdzial Doktorant rozpoczyna wstgpem zwigzanym z zastosowaniem terapeutycznym tematyki
poruszonej w czgsci teoretycznej (podrozdziat 4.1.). Wiodgce podrozdzialy tego rozdziatu — 4.2., 4.3,
4.4., maja podobna konstrukcj¢ 1 zwigzane sa z badaniem wplywu obecnosci 5',8-cyklo-2'-
deoksyadenozyny i 5'.8-cyklo-2'-deoksyguanozyny w dsDNA na aktywno$¢ glikozylazy UDG,
endonukleazy hAPE1 wobec 2'-deoksyurydyny (podrozdziat 4.2.); wpltywu obecnosci 5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnos$¢ glikozylaz OGG1 i FPG wobec 7,8-dihydro-8-oksoguaniny
(podrozdziat 4.3.) oraz wplywu obecnosci 5'.8-cyklo-2'-deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnos$¢ endonukleaz restrykcyjnych Sspl i BsmAl (podrozdzial 4.4.
W kazdym z wymienionych podrozdzialéw mgr M. Szewczuk zamiescit charakterystyke badanego
enzymu wraz ze szczegbéltowo opisanym mechanizmem jego dzialania dopelnionym odpowiednimi
rysunkami, co bylo bardzo dobrym pomystem na wiasciwe wprowadzenie do przedstawienia wynikow
przeprowadzonych badan. Nastepnie zamieszczone zostaly otrzymane wyniki uzupelnione rysunkami
przedstawiajacymi kinetyke reakcji udokumentowana autoradiogramami oraz wykresami pokazujgcymi
spadek ilosci substratu oraz wzrost ilosci produktu.

Doktorant wykazal zwigkszona aktywno$¢ enzyméw UDG i hAPE1 wobec czgsteczek dU jesli
w sekwencji oligonukleotydéw sa modyfikowane nukleozydy cdPus. Ponadto na aktywnos$¢ enzymow

CDG i hAPEI ma wplyw izomeria modyfikowanych nukleozydow (5'S-cdA/5'R-cdA oraz 5'S-cdG/5'R-
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cdG) oraz pozycja dU w stosunku do cdPus.

W kolejnej czesci mgr M. Szewczuk zajmowal sig¢ oceng wpltywy aktywnosci enzyméow OGG1 i FPG
wobec 7,8-dihydro-8-oksoguanozyny w obecnosci 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny (S-cdG/R-cdG).
Doktorant wykazat, ze obecno$¢ cdG ma wplyw na zwigkszona aktywno$¢ badanych enzymoéw
w pordwnaniu do zastosowanej kontroli oraz diasteroizomeria ¢dG, z przewagg dla diastereoizomeru R,
wplywa na zwigkszenie skutecznosci dziatania obu enzymoéw.

W ostatniej czgsSci tego rozdzialu mgr M. Szewczuk zajmowal si¢ oceng wpltywu 5',8-cyklo-2'-
deoksyadenizyny i 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny w dupleksach DNA na aktywnos$¢ endonukleaz
restrykcyjnych Sspl i BsmAl oceniajgc, ze miejsce modyfikacji w tancuchu DNA, w stosunku do
sekwencji rozpoznawanej przez enzym oraz miejsca hydrolizy DNA, ma wplyw na aktywno$¢ tego
enzymu.

Doktorant sformutowal jednoznaczne wnioski z tych badan w osobnych podrozdziatach (4.2.4., 4.3.4.,
444) to zdecydowanie uporzadkowalo duzg porcje liczbowych informacji zamieszczonych
w poprzedzajacych podrozdziatach.

Prosze o odniesienie si¢, podczas publicznej obrony pracy doktorskiej, do ponizszych pytan/uwag
dotyczacych tego rozdzialu pracy:

1. Dlaczego do badan wybrano oligonukleotydy o dtugosci 40 par zasad?

2. Na jakiej podstawie zaprojektowano modyfikowane oligonukleotydy (miejsce rozpoznawalne przez
enzym i potozenie cdPus) w tancuch oligonukleotydowym?

3. We wniosku w podrozdziale 4.3.4. ,,aktywnos¢ enzymow OGGI i FPG wobec czgsteczek 8-oxodG
wzrasta wzgledem proby kontrolnej, przy czym w przypadku substratu zawierajgcego
diastereoizomery 5'S-cdG ten wzrost jest wigkszy niz w przypadku substratu zawierajgcego
diastereoizomery 5'R-cdG” raczej powinno byé¢ — ... .. Jest wiekszy niz w przypadku substratu
zawierajgcego  diastereoizomery 5S'R-cdG niz w  przypadku substratu  zawierajgcego
diastereoizomery 5'S-cdG.

4. Czy przeprowadzone badania pozwalajg na jednoznaczny wniosek w podrozdziale 4.3.4. —
» aktywnos¢ enzymow OGGl i FPG jest wyisza wobec czgsteczki 8-oxodG zmajdujgcej sig
w pozycji +6 nukleotydow wzgledem cdG, blizej konca 5' nici uszkodzonej? W dysertacji wyniki
przedstawione sq w odniesieniu do -6/+6(H/ScdG) lub-6/+6(H/RcdG).
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Podsumowanie wynikéw, z ich glebszg interpretacja, znajduje si¢ w podrozdziale 4.5. Doktorant starat sie
wyjasni¢ otrzymane wyniki biorac pod uwag¢ mechanizm dziatania badanych enzyméw, budowe
i stereochemi¢ modyfikowanych oligonukleotydéw oraz budowe modyfikowanych nukleozydow.

Prace eksperymentalne zamieszczone zostaly w rozdziale 5. Czes¢ doswiadczalna i zawierajg opis
przeprowadzonych do$wiadczen. Badania zostaly zaplanowane prawidlowo 1 wykonane
z wykorzystaniem odpowiednich metod i technik badawczych. Ta cze$¢ jest zredagowana poprawnie
i zawiera niezbedne szczegdly do powtdrzenia testéw. Opis sprzetu, odczynnikéw stosowanych w pracy
zostal przestawiony w tabelach wraz z ich charakterystykg. To zdecydowanie utatwia odszukanie
potrzebnych informacji.

W trakcie oceny tej czgsci pracy nasunely mi si¢ pytania:

1. Czy brana byla pod uwage analiza RP-HPLC produktéw reakcji enzymatycznych zamiast

elektroforezy w zelu poliakvyloamidowym co by nie wymagato znakowania gorgcym fosforem?

2. Jak udato sie precyzyjnie odmierzy¢ bardzo malg objeto$é¢ enzymu do reakcji, np. UDG — 0,035,

0,004 ul? (taka objetos¢ jest zamieszczona w np. Tabelach 18, 19).

Prosze o odniesienie si¢ do tych pytan w trakcie publicznej obrony rozprawy doktorskie;.

Czes¢ doswiadczalng pracy uzupetniaja Dane tabelaryczne (rozdziat 6) bedgce zbiorem 5 tabel, ktdre
zawieraja wyniki wszystkich przeprowadzonych do$wiadczen w ramach zadaf badawczych. Nastepnie
Doktorant umiescit Wykaz skrotow (rozdzial 7), wyjasnione wylacznie w jezyku angielskim, wydaje sie
w kolejnosci ich wystgpowania w tekscie (bez uporzadkowania alfabetycznego). Szkoda, ze mgr
M. Szewczuk nie podatl ich wyjasnien w jezyku polskim.

Nastepnie znajduje si¢ Wykaz rysunkow (rozdzial 8) oraz Wykaz tabel (rozdziat 9). Bibliografia cytowana
w pracy (rozdzial 10) obejmuje 134 pozycje. Sa one anglojezyczna opublikowane w latach 1993-2022
(okolo 38% stanowig prace opublikowane w latach 2018-2022). Wszystkie publikacje zostaty
prawidtowo dobrane i zacytowane. W oddzielnym wykazie podane zostaty strony internetowe, z ktorych
Doktorant korzystal przygotowujac te prace.

W dysertacji nie znalazlam streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Streszczenia te znajdujg sie na
zalaczonej do pracy plycie CD.

Praca napisana jest poprawnym jezykiem aczkolwiek Doktorant nie unikngt bledéw
gramatycznych, duzo jest bledow literowych. Niektore tabele czy rysunki powinny by¢ zamieszczone

w innym miejscu w stosunku do ich cytowania w tekscie. Doktorant konsekwentnie w catej w dysertacji
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nie stosowal akapitow/wcig¢ akapitowych. Stosowanie wcig¢ akapitowych jest dzisiaj bardziej liberalne
niz dawnej, ale jednak ulatwia porzadkowanie i odczytywanie przekazywanej tresci. Oczywiscie nie
umniejsza to zawarto$ci merytorycznej doktoratu, ale zalecam Doktorantowi, na przyszto$¢, aby zwrdcit

wigksza uwage na te zastrzezenia przy okazji kolejnych opracowan naukowych

Podsumowanie

Wyniki zamieszczone w rozprawie doktorskiej mgr. Michata Szewczuka zat. Wphyw 5',8-cyklo-2'-
deoksypuryn na aktywnos$¢ glikozylaz w naprawie uszkodzen zespolonych DNA wnosza nowe informacje
zwigzane z uszkodzeniami zespolonymi DNA, dzialaniem odpowiednich enzyméw zaangazowanych
naprawg takich uszkodzen. Sa one oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego i catg pewnoscia
inspirujg do stawiania kolejnych wyzwan badawczych. O wartosci poznawczej, uzyskanych w pracy
doktorskiej, wynikow swiadczy fakt ich opublikowania w czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym.

Stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pana mgr Michala Szewczuka, spelnia wszelkie
wymagania stawiane pracom doktorskim, okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017
r. poz. 1789 ze zm.) w zwiazku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.)
a tym samym znaczaco przyczynia si¢ do rozwoju dyscypliny nauk farmaceutycznych. W zwigzku z
tym wnosz¢ do Wysokiej Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Yodzi o

dopuszczenie mgr. Michala Szewczuka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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