Politechnika t6dzka

Instytut Biotechnologii Molekularnej i Przemystowe;j

Dr hab. Edyta Gendaszewska-Darmach, prof. uczelni 16dzZ, dnia 25.07.2023
Instytut Biotechnologii Molekularnej i Przemystowe;j

Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Politechnika L.odzka

Ul. Stefanowskiego 2/22, £.6dz

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Michal Szewczuka
» Wplyw 5'.8-cyklo-2'-deoksypuryn na aktywnos¢ glikozylaz w naprawie
uszkodzen zespolonych DNA”

wykonanej w Zakladzie Bromatologii Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi pod kierunkiem prof. dr hab. Bolestawa T. Karwowskiego.

Podstawg¢ formalng wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczacej Rady Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, prof. dr hab. Anny Kilanowicz-
Sapota z prosba o przyjecie funkcji recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Michala
Szewczuka.

Zasadnos¢ podjetej tematyki

Zapewnienie stabilno$ci genomu i prawidlowe przekazywanie informacji genetycznej zalezy
od procesu naprawy DNA. Nasze rozumienie podstaw Zycia organizméw zywych, zarowno
w ich fizjologicznym, jak i patologicznym wymiarze, zostato catkowicie zmienione przez
badania nad mechanizmami naprawczymi DNA, co daje nadziej¢ na odkrycie skutecznych
metod leczenia najgrozniejszych schorzen, w tym choréb nowotworowych. Poprawnie
dziatajagce systemy naprawcze, w tym naprawa przez wycinanie nukleotydow (NER) oraz
naprawa przez wycinanie zasady (BER), jest w stanie usunaé¢ wiele uszkodzen DNA
wywotanych przez czynniki endo- i egzogenne. Z drugiej strony, obecno$¢ w materiale
genetycznym uszkodzen badz mutacji w genach kodujacych biatka naprawcze prowadzi do
rozwoju schorzen neurodegeneracyjnych, rozwoju nowotwordw czy chorob takich jak
Xeroderma pigmentosum, zespot Blooma, zespot Cockayne’a, trichotiodystrofia, zespot
Nijmegen, zespot ataksja—teleangiektazja, czy zespot Wernera.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgr inz. Michata Szewczuka wykonana
zostala pod kierunkiem prof. Bolestawa Karwowskiego w Zakladzie Bromatologii Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Zespot kierowany przez prof.
Karwowskiego od wielu lat prowadzi z sukcesem badania nad zjawiskiem naprawy
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uszkodzen zespolonych DNA. Pan Szewczuk podjat si¢ zadania oceny wptywu obecnosci
uszkodzen zespolonych w postaci 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn (cdPus) w strukturze DNA na
aktywno$¢ enzymoéw naprawczych zwigzanych ze szlakiem BER oraz oceny wpltywu
obecnosci cdPus w strukturze DNA na aktywno$¢ wybranych enzyméw restrykcyjnych.
Wybranie celu badan i metod badawczych jest znakomitym tematem pracy doktorskiej,
ktory wpisuje si¢ w nurt badan mogacych sta¢ si¢ podstawa poszukiwania nowych strategii
terapeutycznych.

Charakterystyka i uwagi do pracy

Przedstawiona do recenzji dysertacja zawiera 10 podstawowych rozdziatéw. Praca sklada
si¢ ze 165 stron tekstu wzbogaconego o 37 rysunkéw i 36 tabel. Uktad rozdzialéw zostat
przygotowany w sposob klasyczny dla doktorskich prac eksperymentalnych. Po spisie tresci
pojawiajg si¢ kolejno rozdziaty zatytutowane ,,Cel i zatozenia pracy”, ,,Dorobek naukowy”,
,Czg$¢ teoretyczna”, ,,Dyskusja”, ,,Czg$¢ doswiadczalna”, ,,Dane tabelaryczne”, ,,Wykaz
skrotow”, ,,Wykaz rysunkow”, ,,Wykaz tabel” oraz ,Bibliografia”. Nalezy w tym miejscu
zauwazy¢, ze wrod wymienionych rozdzialéw brak jest pozycji zatytulowanej ,,Wyniki”.
W rzeczywistosci informacje o uzyskanych wynikach mozna znalez¢é w rozdziale
zatytutowanym ,,Dyskusja”, ktory wg. mnie zostat mylnie nazwany i powinien nosi¢ nazweg
,»Wyniki i Dyskusja”.

W czgéci literaturowej omowione zostaly zasadnicze zagadnienia zwigzane z geneza
powstawania uszkodzen DNA, ich charakterystyka, mechanizmami naprawczymi oraz
zwigzla charakterystyka jednostek chorobowych, ktorych patogeneza zwigzana jest z
nagromadzeniem uszkodzen w materiale genetycznym, bedacych wynikiem mutacji genéw
kodujacych biatka systeméw naprawczych. Zaprezentowane tresci sg bardzo dobrym
wprowadzeniem do kolejnych rozdziatow pracy, w tym metodyki i dyskusji wynikow.
Opracowujac wstep teoretyczny Doktorant nie ustrzegl si¢ jednak bledow. W wielu
akapitach brak jest odno$nikow literaturowych do prezentowanych tresci (np. na stronach
13-15 widnieje tylko jedna pozycja literaturowa). Mankament ten powtarza si¢ rowniez w
kolejnych rozdziatach. Poza tym podrozdziat 3.1 zatytulowany ,,Uszkodzenia materiatu
genetycznego organizméw zywych” w rzeczywistosci zawiera tylko jeden koncowy akapit
poswiecony uszkodzeniom, a pozostate jego tresci wypelnione sa bardzo podstawowymi
informacjami na temat struktury DNA, proceséw replikacji 1 ekspresji genow oraz mutacji,
ktére w pracach takich jak rozprawy doktorskie mozna z powodzeniem pomingc.

Poza tym w wielu miejscach potozenie rysunkow i tabel czesto jest nieadekwatne do opisu
tekstowego, np. rys 9 i Tabela 1 znajduja si¢ w innym podrozdziale niz odwotania do nich
na wczesniejszych stronach. Ten mankament takze powtarza si¢ w pracy kilka razy, co
znacznie utrudnia czytelnikowi $§ledzenie tre$ci zawartych w pracy. Odno$nie za$§ samej
Tabeli 1 uwazam, ze zasadne byloby zawrze¢ w niej wiecej szczegdétowych informacji o
porownywanych w niej systemach naprawczych. Rowniez Rysunek 6 i 7 zawieraja w
wigkszos$ci te same struktury, wigc z powodzeniem mozna byto je polaczyc.

Moje uwagi dotycza rowniez tytutow podrozdziatow 3.4.4. ,,Organizmy eukariotyczne” oraz
3.4.5. ,,Organizmy prokariotyczne”, ktoére uwazam za zbyt mato precyzyjne. ROwniez tresci
w nich zawarte zawieraja czgsto informacje podrecznikowe.
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Odnos$nie wstepu teoretycznego prosze prosze o skomentowanie nastgpujacych uwag:

e Str 15: Autor dysertacji pisze, iz ,,Zmiany informacji genetycznej zapisanej w DNA
moga prowadzi¢ do zakldcenia procesow transkrypcji i1 translacji. W efekcie,
syntezowane tancuchy aminokwaséw moga ulec nieprawidlowemu pofaldowaniu
tworzac niefunkcjonalne czasteczki bialek”. Czy tylko proces faldowania biatek
moze ulec zmianie pod wplywem zmian sekwencji DNA?

e Strona 34: Autor dysertacji pisze, iz ,,.. naprawa uszkodzen dotyczy catego genomu 1
moze zachodzi¢ zarowno w obrebie fragmentdéw DNA kodujacych konkretne geny,
jak réwniez w obrgbie fragmentéw niekodujacych (tzw. wyciszonych).” Czy termin
»gen wyciszony” jest tozsamy z ,niekodujacy” 1 co oznacza DNA kodujacy
konkretne geny?

e Str 41: Autor dysertacji pisze ,,Wirusy infekujace bakterie ... moga na przyktad
prowadzi¢ do wbudowywania wlasnych czasteczek DNA w genom bakterii.....
Podobny mechanizm dziatania moga wykazywac wirusy komorek eukariotycznych,
jednakze nie dochodzi w ich przypadku do wbudowywania materialu genetycznego
w genom gospodarza”. Czy rzeczywiscie w przypadku komorek eukariotycznych nie
dochodzi do integracji genomu wirusa z genomem gospodarza?

Kolejnych rozdziat zatytulowany ,,Dyskusja” stanowi w rzeczywistosci opis uzyskanych
wynikow potaczonych z elementami dyskusji. Po ty rozdziale zamieszczono ,,Cze$¢
doswiadczalng” opisujaca odczynniki, material biologiczny (enzymy) oraz procedury
poszczegblnych eksperymentdw.

Na wstepie rozdzialu ,,.Dyskusja” Pan Szewczuk przedstawia charakterystyke enzymow,
ktéry byly obiektem Jego badan, a mianowicie enzymy szlaku BER: glikozylazy DNA
uracylowej (UDG), apurynowej/apirymidynowej endonukleazy 1 (APE1), glikozylazej 8-
oksoguaninowa 1 (OGG1), glikozylazy DNA formamidopirymidynowej (FPG) oraz
endonukleazy restrykcyjnej Sspl i BsmAL

W tym miejscu chciatabym zaznaczy¢, iz niejasna dla mnie jest informacja na stronie 49
,Produkt komercyjny zostal wytworzony i wyizolowany metodami inZzynierii genetycznej z
oraz na stronie 54

9

bakterii Escherichia coli, u ktoérych jest kodowany przez gen UN
,Produkt komercyjny zostal wytworzony oraz wyizolowany metodami inzynierii
genetycznej z bakterii Escherichia coli, u ktorych jest kodowany przez gen APEI”. Na
podstawie w/w informacji mozna odnie$s¢ wrazenie, ze geny UNG i APEI wystepuja w
bakteriach, a nie zostaty do nich wprowadzone.

Jako recenzent pracy chciataby tez zwroci¢ uwage na zastosowang w tej cze$ci pracy
konwencje dotyczaca nomenklatury gendw, ktora jest blgdna. Autor zamiennie uzywa
kursywy oraz prostego kroju czcionki oraz blednie matych i wielkich liter. Przyktadami
moga by¢ Tabela 3, Tabela 4. Tabela 6 i Tabela 7. Dlatego proszg, aby podczas publicznej
obrony Pan Szewczuk przypomnial zasady nazewnictwa gendéw 1 bialek ludzkich,
zwierzecych 1 bakteryjnych. Poza tym w/w tabelach nazwa kolumny ,,Oznaczenie” powinna
raczej zastapiona przez ,,Nazwa biatka”.
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Mimo powyzszych uwag krytycznych cze$¢ pracy obejmujaca opis wynikow stanowi
bardzo interesujacy element pracy doktorskiej Pana Michata Szewczuka. Nalezy podkreslic,
ze umiejetne zaplanowanie badan, sformulowanie tez pracy i konsekwentne ich realizowanie
dostarczyly szeregu oryginalnych wynikéw istotnych pod wzgledem poznawczym. Na
uwage zastuguje osiggnigcie trzech gtownych celow, czyli okreslenie wptywu 5',8-cyklo-2'-
deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny na aktywnos¢ glikozylaz UDG 1 hAPE1
wobec 2'-deoksyurydyny (dU), okreslenie wptywu 5°,8-cyklo-2'-deoksyguanozyny na
aktywno$¢ glikozylaz OGG1l 1 FPG wobec 7,8-dihydro-8-okso-2'-deoksyguanozyny (8-
oxodG) oraz okreslenie wplywu 5'.8-cyklo-2'-deoksyadenozyny 1 5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyny na aktywno$¢ endonukleaz restrykcyjnych BsmAI i Sspl.

Autor dysertacji zastosowat podejscie, w ktorym 40-nukleotydowe jednoniciowe
oligonukleotydy znkowane na koncu 5’ koficu za pomoca kinazy polinukleotydowej T4
poddawano hybrydyzacji a nastepnie inkubacji z badanymi enzymami. Wydajnos$¢ cigcia
analizowano z wykorzystaniem elektroforezy w denaturujagcym zelu poliakryloamidowym, a
wyniki elektroforezy wizualizowano za pomocg autoradiografii. Oligonukleotydy
stanowigce material badawczy zaprojektowano w taki sposob, aby 2'-deoksyurydyna
wystepowata w tej samej nici co cdPus, tworzac jednoniciowe uszkodzenia zespolone w
dwuniciowej strukturze modelowego DNA. Pan Szewczuk wykazal, ze aktywno$¢ UDG,
hAPE1, OGG1 i FPG wobec dwuniciowych oligonukleotydow zawierajacych cdPus byla
wyzsza niz w przypadku substratow nie zawierajacych tych uszkodzen. W przypadku
substratow oligonukleotydowych zawierajacych w swojej sekwencji pojedyncza czasteczke
dU, uzyskane wyniki wskazuja, Zze obecno$¢ cdPus wplywa na mechanizm hydrolizy
miejsca AP przez hAPE1 w wigkszym stopniu niz na mechanizm usuwania czasteczek
uracylu przez UDG. Réwnie interesujace okazaly si¢ wyniki analiz z wykorzystaniem
enzymow restrykeyjnych, ktére stanowia bardzo nowatorski element dysertacji i wskazuja,
ze inhibicja aktywno$ci endonukleaz restrykcyjnych zachodzi przede wszystkim w
przypadku obecnosci uszkodzenia dsDNA w poblizu miejsca hydrolizy substratu przez
enzym. W tym miejscu prosz¢ o skomentowanie wyboru konkretnych enzymow
restrykcyjnych w postaci Sspl i BsmAlI

O znaczeniu uzyskanych wynikow $wiadczy fakt, ze zostaly one juz wczesniej wysoko
ocenione przez co najmniej dwoch recenzentdw czasopism Acta Biochimica Polonica 1
dwukrotnie Molecules. W artykulach opublikowanych w tych czasopismach Pan Michat
Szewczuk jest pierwszym autorem. Jednoczes$nie chciatabym podkresli¢, iz pozostaty
dorobek naukowy Pana Szewczuka réwniez zastluguje na wyrazy uznania. W tym miejscu
chciatabym zapyta¢, dlaczego Doktorant nie zdecydowat si¢ na przedstawienie dysertacji w
formie cyklu monotematycznych publikacji?

Pan Szewczuk nie ustrzegt si¢ tez przed btedow edytorskich i1 niescistosci, ktory z
powinnos$ci recenzenta przytaczam ponizej

e Str 8: 5,8-cyklo-2’-deoksyguanozyny
e Str 14: Jamer Dewey Watson
e Str 14: anglik
e Str 17: brak rozwinigcia skrotu HZE
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e Str 23: urazylu

Str 23: ,,przyktad pozytywnej modyfikacji DNA” (w jakim kontekscie uzyto to
sformutowanie?)

Str 24: wegiel w pozycji 5’ czasteczki cytozyny

Str 24: brak rozwinigcia po raz pierwszy uzytego skrotu Shme

Str 24: 1 5-karboksylcytozyny zamiast 5-karboksylocytozyny

Str 26: brak rozwinigcia po raz pierwszy uzytego skrétu SSB i AP

Str 27: nukleotydu w postaci 7,8-dihydro8-okso-2'-deoksyguanozyny

Str 30: cysplatyny

Str 32: komérom

Str 33 1 56: miejca

Str 40: nie udato si¢ rozstrzygna¢ (chyba potwierdzic)

Str 40: wptwu

Str 42 ulegach

Str 47 szkrzeli

Str 49 1 146: Rusynek

Str 50: Ludzka AP endonukleaza 1, oznaczana jako hAPE1 (ang. human
apurynic/apyrimidinic (AP) 51 endonuclease 1) posiada swdj analog w komoérkach
drozdzy (m. in. S. cerevisiae i S. pombe) - raczej homolog a nie analog

Str 52: statnu, biako

Str 56: W przypadku

Str 70: rusynku

Str 82: dwunioniowe

Str 92: enzumow

Str 96: enzm

Str 103: srodwisko

Str 106 predkos¢ wirowania wyrazona w obr/min bez podania nazwy sprzetu (w tym
przypadku nalezato uzy¢ x g)

Uzywanie zamiennie mol/dm3 i M oraz dsDNA i ds-DNA

e (Cze$¢ stron bez numeracji

Niemniej jednak moje uwagi krytyczne i komentarze nie podwazaja bardzo pozytywnej
oceny wartosci naukowej pracy.

Podsumowujac, nakre$lone na poczatku cele pracy, ktore stanowig ztozone problemy
badawcze zostaly zrealizowane w sposob skrupulatny i przemyslany. Nie oznacza to jednak,
ze tematyka badawcza zostala w tym obszarze wyczerpana. Wrgez przeciwnie - otwiera
nowe pola do dyskusji, a otrzymane wyniki stanowig punkt wyjscia do dalszych badan.
Dlatego prositabym Doktoranta o kilka zdan na temat mozliwo$ci wykorzystania w praktyce
uzyskanych wynikow.

Podsumowanie

Po zapoznaniu si¢ z dysertacja doktorska Pana Michala Szewczuka stwierdzam, ze
Doktorant trafnie wybral tematyke badan, jasno sformutowat cel pracy, dobrze zaplanowat 1
wykonal doswiadczenia, wykazat si¢ umiej¢tnoscia interpretacji i dyskusji oraz wyciggania
wlasciwych wnioskéw, a takze umiejetnie sformutowal podsumowanie pracy. Przedtozona

do recenzji praca doktorska jest kompleksowym opracowaniem stanowigcym
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warto$ciowy przyczynek do istniejacego stanu wiedzy, zawiera rowniez elementy
nowatorskie i spelnia warunki okreslone w art. 187 ustawy ust.1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668) i wnosz¢ wniosek do
Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr inz.
Michata Szewczuka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
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