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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny Boguszewskiej
» Wplyw 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn na mechanizmy naprawy uszkodzen

zespolonych DNA w ekstraktach mitochondrialnych”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie
Bromatologii Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi pod
kierunkiem prof. dr hab. n. farm. Bolestawa T. Karwowskiego. Pani Karolina Boguszewska
uzyskala tytul magistra w 2015 roku na kierunku Biotechnologia w specjalnosci
Biotechnologia Molekularna i Biochemia Techniczna na Wydziale Biotechnologii i Nauk o
Zywnosci Politechniki Lodzkie;.

Mitochondria odgrywaja kluczows role w komoérkach eukariotycznych. Wiadomo, ze
zachodzace w mitochondriach reakcje fosforylacji oksydacyjnej dostarczajg energii
potrzebnej do proceséw komorkowych. Ponad to, mitochondria sg zaangazowane w inne
wazne procesy, jak sygnalizacja komorkowa, smier¢ komorki czy tez regulacja odpowiedzi
immunologicznej. Mitochondria  posiadaja ~ wlasny — material ~ genetyczny — zwany
mitochondrialnym DNA (mtDNA) kodujgcy gléwnie podjednostki bialek mitochondrialnego
lancucha oddechowego, ale réwniez rybonukleinowe —czasteczki — transportujgce.
Charakteryzuje si¢ on wielokopijnoscia zalezng od typu komorek, a jednoczesnie
bezwzglednie wysoka podatnoscig na mutacje wynikajgcg z narazenia na bezposrednie
dziatanie reaktywnych form tlenu wytwarzanych podczas oddychania komoérkowego.
Mutacje w mtDNA sg zwigzane z licznymi schorzeniami, w tym 2z chorobami
neurodegeneracyjnymi, przyspieszonym procesem starzenia, zaburzeniem metabolizmu i
przede wszystkim nowotworami. Mimo to wiedza dotyczaca mechanizméw naprawy mtDNA

ciagle pozostaje ograniczona. Pomimo zaangazowania wielu laboratoriow naukowych w
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badania nad terapiami wywolujacymi uszkodzenia DNA lub markerami zwigzanymi z jego
uszkodzeniem (np. podczas radioterapii czy tez chemioterapii), to temat len pozostaje wcigz
jednym z najwiekszych wyzwan w aspekcie medycznym (w tym genetyki populacyjnej), ale
takze spoteczno-ekonomicznym. Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr inz.
Boguszewskiej wpisuje si¢ wlasnie w ten nurt badan zmierzajycy do poznania i
scharakteryzowania roli oraz mechanizmu dzialania systemu naprawy uszkodzen mtDNA w
komorkach eukariotycznych. Poniewaz uszkodzenia DNA majg rozng genezg, to
Doktorantka w pracy badawczej skupila si¢ na zanalizowaniu wplywu 5°.8-cyklo-2’-
deoksypuryn (cdPu), ktére sa wynikiem utworzenia wigzania kowalencyjnego migdzy C5° i
C8 w reszcie cukrowej 1 zasadzie nukleinowej w  obrgbie pojedynczego
deoksynukleozydu/deoksynukleotydu w wyniku reakcji z rodnikiem hydroksylowym. Wagg
prowadzonych analiz podkresla rowniez fakt, iz cdPu istotnie znieksztalcajg strukture
dwuniciowej helisy DNA blokujac replikacj¢ i transkrypcjg, a takze sam proces naprawy
DNA. W szczegdlnosci, mgr inz. Boguszewska podjeta si¢ badan dotyczacych naprawy
przez system BER (zwigzany z wycigciem zasady) zespolonych uszkodzen mtDNA, a wiec
charakteryzujacych sie wystgpieniem dwoch badz wigeej uszkodzen DNA w obrebie
jednego badz dwoch skretow helisy. Swego rodzaju podsumowaniem analiz bylo
przeprowadzenie analizy poréwnawczej wplywu diastereoizomerdéw (5°R) i (5°S) cdPu na
proces naprawczy i czestotliwo$¢ powstawania mutacji podczas procesu naprawczego
prowadzonego przez komorki bakteryjne £.coli, traktowane tu jako modelowe prekursory
mitochondriow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala napisana w jezyku polskim w
oparciu o cykl czterech prac, w tym jednej pracy przegladowej i trzech artykulow
oryginalnych. Z tego powodu do pracy zalgczono oswiadczenia wszystkich Wspotautorow z
wyszczegolnionym opisem wkladu kazdego z nich oraz takie same oswiadczenia
Doktorantki. We wszystkich czterech publikacjach mgr inz. Boguszewska jest pierwszym
autorem, zas$ Jej udzial procentowy wynosi nie mniej niz 50%.

Komentarz do rozprawy obejmuje lacznie 94 strony maszynopisu i obejmuje
tradycyjny uklad rozdzialéw, jak uzasadnienie podjecia tematyki badawcezej i cel naukowy
pracy, wyniki badan i ich dyskusj¢, opis materialu badawczego i metod, streszczenia w .
polskim i angielskim, a takze bibliografi¢. Na uwage zasluguje starannosc przygotowanego
komentarza (oraz wszystkich towarzyszacych mu materialdw, w tym rysunkow 1 tabel,
o$wiadczen), cho¢ jego zwigzlos¢ wzbudzita moj niedosyt szezegélnie w zakresie
przekazanej tresci metodycznej, na podstawie ktorej bez dodatkowych wyjasnien

niemozliwym jest odtworzenie Zadnego z przytaczanych eksperymentow. Uzupelnienie listy
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skrotow o terminy anglojezyczne takze by moglo wplyna¢ na latwiejsze sledzenie
przedstawianej wiedzy teoretycznej, ktora jest niezwykle bogata w formy skrotowe.

Komentarz do rozprawy w znacznej mierze przybliza obecny stan wiedzy w obszarze
oksydacyjnych uszkodzefi DNA oraz mechanizméw ich naprawy poprzez wyciecie zasady
(BER) lub nukleotydow (NER). W szczegolnosci dos¢ dokladnie  Doktorantka
zaprezentowala mechanizmy zwigzane z systemem naprawy miDNA, a takze wskazala na
istotny udzial mutacji w genach mitochondrialnych na rozwoj stanow patologicznych.
Material badaczy stanowil zestaw odpowiednio wyznakowanych 15 dwuniciowych
oligonukleotydéw (40 pz) zsyntetyzowanych w Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN w Lodzi zgodnie ze schematem umozliwiajgcym zlokalizowanie
uszkodzen zwierajacych cdPu wg pozycji bezzasadowego miejsca naprawy AP (dU jako
prekursor), przy czym badano jedno- i dwuniciowe uszkodzenia w odlegtosciach od 1 do 10
pz. Chcialabym zwréci¢ uwage na swobodg, z jakg Doktorantka omawia wyniki wilasnych
prac badawczych oraz z jakg dokonuje ich poréwnania z danymi literaturowymi,
zachowujgc wartos¢ merytoryczng.

Cykl publikacji wraz z komentarzem, skladajgce si¢ na recenzowang rozprawe
doktorska, przedstawiaja wyniki badaf poréwnujacych obecno$c diastereoizomerow (5°5) i
(5'R) badanych uszkodzen cdPu oraz ich lokalizacj¢ w obrgbie uszkodzefi zespolonych
wobec miejsca naprawy AP na proces naprawy prowadzonej przez enzymy obecne w
ekstraktach cytoplazmatycznych, jadrowych i mitochondrialnych uzyskanych z komorek
modelowych, tj. komorek epitelialnych jajnika chomika chinskiego linii xrs5, komorek
prawidlowych fibroblastéw ludzkich linii BJ, komorek fibroblastow ludzkich pozyskanych
od pacjenta cierpiacego na skore pergaminowg C linii XPC. Dodatkowo zbadano wplyw
oligonukleotydéw na proces naprawczy i czgstotliwos¢ powstawania mutacji podczas
procesu naprawczego prowadzonego przez komorki bakteryjne E.coli. Do osiggniecia
zalozonych celow Doktorantka wykorzystala szeroka game technik z zakresu chemii,
biologii molekularnej, inzynierii genetycznej i biochemii. Biorge powyzsze pod uwage do
najwazniejszych osiagnie¢ w ramach przedlozonej do oceny pracy zaliczam:

- przedstawienie aktualnego stanu wiedzy w zakresie budowy, dzialania i systemow
naprawczych DNA (szczegolnie BER) ludzkich mitochondriow i ich ewolucyjnych
protoplastow — bakterii;

- poréwnanie efektywnosci mechanizmoéw naprawczych uszkodzen zespolonych
BER zawierajacych AP i cdPu pod wzgledem obecnosei diastereoizomerow (5°S) i (5°R)
przez ekstrakty jadrowe, cytoplazmatyczne i mitochondrialne uzyskane z modelowych
komorek;
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- poréwnanie mechanizméw naprawczych uszkodzen  zespolonych ~BER
zawierajacych AP i cdPu umieszczone w roznej lokalizacji wzglgdem miejsca AP
(obejmujace jedno- i dwuniciowe uszkodzenia) przez ekstrakty jadrowe, cytoplazmatyczne
i mitochondrialne uzyskane z modelowych komorek;

- okreslenie aktywnosci poszezegolnych bialek systemu BER odpowiedzialnych za
proces rozcigeia, wydluzenia, naprawy i degradacji badanych oligonukleotydow, w tym ich
lokalizacji komorkowej;

- okredlenie wplywu diastereoizomerow ScdA i RedA na proces naprawczy
uszkodzen zespolonych przez komérki bakteryjne E. coli, (RedA naprawiane efektywniej),
w tym wykazanie poréwnywalnej aktywnosci mutagennej (dla cdA zokalizowane 0-1 pz od
AP) w odniesieniu do analizowanych systemy enzymatyczne frakcji mitochondrialnych
eukariotycznych.

Praca badawcza mgr inz. Boguszewskiej zrealizowana ww. zakresie zostala juz
oceniona i zweryfikowana przez recenzentow w czasopismach naukowych o zasiegu
miedzynarodowym, w ktérych wyniki zostaly opublikowane, co tym bardziej utatwia mi
recenzowanie przediozonej dysertacji. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze catkowity
wspolezynnik IF dla cyklu publikacji bedgcych podstawa rozprawy doktorskie] Wynosi
13,849, co odpowiada 290 pkt MEiIN, a wyniki zostaly otrzymane w oparciu 0 realizacj¢
projektu finansowanego z Narodowego Centrum Nauki pod kierownictwem prof. dr hab. n.
farm. B.T. Karwowskiego.

Reasumujac, nie ulega watpliwosci, ze mgr inz. Boguszewska przedstawita do oceny
spojny cykl publikacji  prezentujacych  wyniki ~ zaawansowanych  badan dos¢
wszechstronnych metodologicznie i w ktorych to pelnila kluczowa rolg, zas osiggnigte
rezultaty stanowig cenny wklad w reprezentowang dziedzing nauki. Nie oznacza to jednak,
ze tematyka badawcza zostala w tym obszarze wyczerpana, gdyz otwiera nowe pola do
dyskusji, a otrzymane wyniki stanowia punkt wyjscia do dalszych badan. Ponadto, podczas
lektury rozprawy nasuneto mi si¢ kilka pytan, o ktorych skomentowanie prosze:

- w jaki spos6b mozna wykorzysta¢ w praktyce uzyskane wyniki?

- w jaki sposéb zostaly oznaczone poszczegolne aktywnosci enzymatyczne (np.
endonukleazy. polimerazy, itd.) przedstawione w tabelach (np. Tabeli 2.)

- czy mozna prowadzi¢ analogiczne eksperymenty w warunkach in vitro z
wykorzystaniem czystych preparatow enzymatycznych dodawanych kaskadowo?

- dlaczego do prac nie wykorzystano linii komorek nowotworowych lub komorek

poddanych dziataniu czynnikiem stresogennym, jak rer--BOOH lub H>O2?
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- czy jest mozliwosé zbadania mechanizmu naprawy w odniesieniu do uszkodzen
typu cdPu i w jaki sposob?
Chcialabym jednak zaznaczy¢, ze moje uwagi majg charakter dyskusyjny i w niczym nie
obnizaja mojej wysokiej oceny pracy. Co wigcej, biorgc pod uwage dorobek naukowy mgr
inz. Karoliny Boguszewskiej zaznaczam, ze wykracza on znaczico poza zwyczajowo
przyjete osiagniccia naukowe. Poza cyklem publikacji stanowigcych przedmiot rozprawy
jest Ona wspotautorem jeszcze czterech oryginalnych prac naukowych i dziesigeiu prac

przegladowych (w tym szesciu anglojezycznych).

W mojej ocenie przediozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny
Boguszewskiej pt.: ,,Wplyw 5'.8-cyklo-2'-deoksypuryn na mechanizmy naprawy uszkodzen
zespolonych DNA w ekstraktach mitochondrialnych™ jest kompleksowym opracowaniem
stanowigcym wartosciowy przyczynek do istniejgcego stanu wiedzy, zawiera rowniez
elementy nowatorskie i spetnia warunki 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 wprowadzajgce ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) i wnosz¢ do Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o nadanie stopnia naukowego doktora mgr inz. Karolinie
Boguszewskiej. Jednoczesnie wnioskuje by wyrdzni¢ recenzowang pracg doktorskg z uwagi
na jej wysoka wartos¢ naukows i praktyczng oraz znaczacy wklad w poszerzenie

i weryfikacje dotychczasowej wiedzy naukowe;.
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