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Ocena
pracy doktorskiej mgr Anety Wieczorek
»Korelacje pomiedzy ekspresjg gendw kodujacych enzymy cyklu Krebsa a kontrola replikacji DNA w

komoarkach ludzkich”

Replikacja DNA jest podstawowym mechanizmem przesytania informacji genetycznej z jednego poko-
lenia na drugie. Jest ona takze Scisle zwigzana z podziatem komorki na komdrki potomne. Poniewaz
nie ma danych wskazujacych na rézny sposdb replikacji obszaréw kodujgcych i niekodujacych na-
szego genomu, moina zafoiy¢, ie przebiega ona podobnie w obydwu tych czesciach, czyli innymi
stowy, uktad przeprowadzajacy replikacje nie rozroznia genow od obszaréw pozagenowych, Ponie-
waz przesytanie informacji genetycznej powinno byc¢ z zatozenia pozbawione btedow, to prawidfowa
replikacja powinna charakteryzowac sie czestoscig bteddw 1 na okoto 10 miliardow zasad. Nie ma
chyba procesu, od ktorego wymagatoby sie tak wiele i co wazniejsze, nie ma chyba drugiego procesu,
ktory by te wymagania spetnit, bo replikacja DNA cztowieka moze osiggac taka doktadnos¢. Replikacja
szeroko rozumiana, takze z procesami naprawy DNA w jej trakcie zaraz po jej zakoniczeniu. Oczywiste
jest, ze taka precyzja jest wynikiem dziatania ztozonego mechanizmu, ktéry musi podlegac precyzyj-
nej kontroli. Dlatego podjecie tematu wigzacego sie z mechanizmami kontroli replikacji DNA przez
doktorantke, Panig mgr Anete Wieczorek i promotora jej rozprawy Pana profesora Grzegorza We-
grzyna oraz promotora pomocniczego Pan doktora Roberta tyzenia uwazam za uzasadnione. Dokto-
rantka w swej praca badata udziat enzyméw centralnego metabolizmu wegla w kontroli replikacji
DNA u cztowieka. Jest to temat wainy i jeszcze stosunkowo stabo poznany — niezbyt liczne prace z tej
tematyki dotycza gtdwnie innych niz cztowiek organizmow, zatem nie mam watpliwosci, ze tematyka
rozprawy moze by¢ uwazana za oryginalng w szerokim rozumieniu znaczenia tego stowa. Prace o zbli-
zonej problematyce badawczej, co przedstawiona w rozprawie doktorskiej, ukazaty sie kilka lat przed
podjeciem tematu rozprawy, lecz dotycza one bakterii.

Praca podaje jako zrodto finansowania Narodowe Centrum Nauki, grant Maestro, rozumiem ze
chodzi o grant Pana profesora Grzegorza Wegrzyna.

Tytut rozprawy nie jest dla mnie w petni jasny — Autorka pisze o korelacji pomigdzy ekspresjg ge-
now a kontrolg replikacji, czyli korelacji pomigdzy wielkoécig mierzalng, a procesem. To w sensie
ogblnym jest oczywiscie zrozumiate, ale z dbatosci o precyzje jezyka naukowego, nalezatoby chyba to
inaczej sformutowaé. Moze zatem ,Udziat gendw cyklu Krebsa w kontroli replikacji DNA u czto-

wieka”?



Rozprawe doktorska Pani Wieczorek stanowia 3 publikacje, w jednej z nich Doktorantka jest
pierwszym autorem, w pozostatych dwdch — drugim. Kazda z prac jest firmowana przez 5 wspotauto-
row. Praca w ktérej Doktorantka jest pierwszym autorem ukazata sie w Gene, IF ok. 2,3 (MNiSzW 20
pkt), natomiast pozostate prace w Medical Hypotheses (IF ok. 1,1, MNiSzW 15) i BMC Cell Biology (IF
ok. 2,7, MNiSzW 25). Z oéwiadczen wspotautordw tych prac wynika, ze wkiad Doktorantki w ich po-
wstanie byt znaczacy. Oprécz tych oswiadczen, odbitkom prac stanowigcych rozprawe doktorskg to-
warzyszy streszczenie w jezykach polskim i angielskim oraz wykaz dorobku naukowego Doktorantki.

Nie uwazam, aby rola recenzenta rozprawy doktorskiej przedstawianej jako zbiér publikacji, byto
powtdrne ich recenzowanie, ale z drugiej strony, oprécz ogélnej oceny wartosci tych prac, zdetermi-
nowanej gléwnie przez range czasopism, w jakich zostaty opublikowane, oraz oceny udziatu Dokto-
rantki w ich powstaniu, uwazam za celowe podniesienie tych ich aspektdw, ktére mogg miec znacze-
nie dla oceny tych prac jako sktadowych pracy dyplomowe;j.

Praca ,Enzymes of the central carbon metabolism and they linkers between transcription, DNA
replication and carcinogenesis” opublikowana w Medical Hypotheses stawia bardzo odwaing hipo-
teze zasygnalizowang w jej tytule. Praca ta zgodnie z przyjetym podziatem prac na “doswiadczalne” i
“przegladowe”, powinna by¢ zaliczona do tej drugiej kategorii, ale chciatbym zwrécic, ze praca ta ma
znacznie powazniejszy tworczy niz dokumentalistyczny aspekt, charakteryzujgcy niestety wiele prac
przegladowych. Jak wspomniatem, w pracy tej postawiono odwaing hipoteze i w elegancki sposdb ja
zweryfikowano, co bardzo dobrze $wiadczy o jej autorach, a wigc takze Doktorantce, bedgc Swiadec-
twem dojrzatosci w doborze tematyki, poprawnosci formutowania problemow i hipotez. Dodatkowo,
autorzy przedstawili tam kompendium wiedzy dotyczacej centralnego metabolizmu wegla i jego zna-
czenia w metabolizmie DNA poprzez trafny wybdr zrédet | wiasciwe ich wykorzystanie.

Praca ,Effect of partial silencing of genes coding for enzymes involved in glycolysis and tricarbox-
ylic acid cycle on the enterance of human fibroblasts to the S phase” opublikowana w BMC Cell Biol-
ogy jest praca doswiadczalng. W pracy tej jasno postawiono hipoteze badawczg i sposéb jej weryfika-
cji na wtasciwie dobranym modelu doswiadczalnym, co byto jej celem. Na podkreslenie zastuguje za-
kres tej pracy — nie jest tatwo wycisza¢ 20 réznych gendw przez siRNA. Niemniej przeto autorom
udato sie uzyskaé wyniki, potwierdzajace udziat enzymoéw szlaku centralnego metabolizmu wegla w
regulacji replikacji DNA poprzez wptyw na kontrole progresji fibroblastéw cztowieka do fazy S cyklu
komdrkowego. Dyskusja otrzymanych wynikéw ma bardzo oryginalny, a wiec i twérczy charakter.
Pani Wieczorek deklaruje, ze sama zajmowata sie genami cyklu Krebsa €51, ACO2, SUCLG2, SDHA, FH,
MDH1/2, IDH2/38 i OGDH

Trzecia praca ,,Double silencing of relevant genes suggests the existence of the direct link between
DNA replication/repair and central carbon metabolism in human fibroblasts” zostata opublikowana w
Gene i w pracy tej Pani A. Wieczorek jest pierwszym autorem. W pracy tej postawiono odwazng tezeg
o0 zwiazku szlakami centralnego metabolizmu wegla z replikacjg i naprawg DNA w komdrkach czto-

wieka, ktdra byta weryfikowana do$wiadczalnie. Podobnie jak w poprzedniej pracy, w tych badaniach



zastosowano podejscie wyciszania ekspresji genow przez siRNA i badanie replikacji DNA przez syn-
chronizacje komadrek i kolorymetryczne sledzenie wprowadzania bromodeoksyurydyny w czasie syn-
tezy DNA. W pracy tej doktorantka wspdlnie z Pania mgr Fornalewicz pracowata nad oémioma ge-
nami, ktdre nazywa ,replikacyjnymi i reperacyjnymi” CDC6, DNA2, HELQ, LIG1/4, TOP3B, POL1 i
PRIM2, a nastepnie jui z czterema sposrdd nich POL1, LIG4, TOP3B i PRIM w potaczeniu z wycisza-
niem genow cyklu Krebsa.

Jak wspomniatem, nie zamierzam dokonywa¢ merytorycznej oceny prac stanowigcych rozprawe
doktorska, chciatbym jednak dwie syntetyczne uwagi, dotyczgcego przestania rozprawy, a wiec
wszystkich trzech prac wchodzacych w jej sktad. Po pierwsze, jak stusznie pisza Autorzy, jeden z moz-
liwych zwigzkoéw centralnego szlaku metabolizmu wegla z replikacjg i naprawa DNA jest oczywisty i
wynika z koniecznosci syntezy prekursoréw tych procesow i zapewnienia energii dla ich przeprowa-
dzenia. Autorzy wyciszali geny centralnego szlaku metabolizmu wegla i obserwowali zmiany w pro-
gresji cyklu komoérkowego do fazy S i zmiany w syntezie DNA zwigzanej z proliferacja komérek, a wiec
gtdwnie, o ile nie wytacznie, replikacji. Czy jednak obserwowane przez Nich zmiany nie byly wiaénie
skutkiem zaburzen bilansu energetycznego i proceséw syntezy prekursorow replikacji DNA? Czy teza
o0 udziale enzymdw centralnego szlaku metabolizmu wegla w kontroli replikacji, jak zrozumiatem bez-
posrednim udziale, nie jest jednak zbyt odwazna? Po drugie Autorzy piszg o zwigzku nie tylko z repli-
kacjg ale tez naprawg DNA. W zadnej z prac nie doszukatem sig doswiadczen z funkcjonalnymi oce-
nami naprawy DNA, s3 tylko wyniki dotyczace wyciszania niektorych gendw, ktérych produkty moga
bra¢ udziat w naprawie DNA, cho¢ i to okreslenie jest nieco problematyczne. Prawie zawsze proces
naprawy DNA wymaga syntezy DNA, ktdra u ludzi jest prowadzona w wigkszosci przypadkéw przez
replikaze, a wiec polimeraze DNA syntetyzujgcg nowa ni¢ w replikacji DNA. Jednakze nawet w przy-
padku syntezy naprawczej prowadzonej przez replikaze, nie zawsze mozna utozsamiac jej dziatania z
dziataniem w czasie syntezy w semikonserwatywnej replikacji DNA. Innymi stfowy, synteza DNA nie
jest dobrym zjawiskiem do przenoszenia pewnych zwigzkdw z replikacji na naprawg DNA i rzecz oczy-
wista vice versa. Dodatkowo, polimeraza jota nalezy do grupy polimeraz TLS, czyli polimeraz prowa-
dzacych synteze na uszkodzonej matrycy. W zbiorze efektéw reakcji komarki na uszkodzenia DNA
(DDR), takie dziatanie jest raczej tolerancjg uszkodzen, a nie ich naprawa, ktéra poprzez synteze pro-
wadzi do zachowania integralnosci DNA, jednakze taki ,naprawiony” DNA rdzni sie znacznie od DNA
bedacego produktem kanonicznych systeméw naprawy. Wydaje mi sie, ze przeprowadzenie funkcjo-
nalnych ocen systemdw naprawy DNA pomogtoby w przyjecie tezy o zwigzku z naprawa. Chciatbym
podkresli¢, ze naprawa DNA nie wystepuje w tytule rozprawy, jednakie wystepuje ona w Streszcze-
niu, towarzyszacemu publikacjom wchodzacym w jej skfad, w ktdrym czesto jest traktowana na tym
samym poziomie, co replikacja DNA. Reasumujac, mysle ze dla ustalenia tego niezwykle waznego
zwigzku pomiedzy enzymami centralnego metabolizmu wegla i kontrolg replikacji DNA, a nie tylko
procesem syntezy DNA, konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan. To samo dotyczy naprawy
DNA.



Wspomniane Streszczenie towarzyszace publikacjom wchodzgcych w skiad rozprawy doktorskiej
przedstawia gtdéwne elementy zawarte w tych publikacjach, ktére mogg zostac przypisane Dokto-
rantce. Zawiera one jednak szereg niefortunnych sformutowan, na przyktad , podczas fazy S inter-
fazy”, ,primaza”, dziatanie topoizomerazy w replikacji DNA nie sprowadza sie bezposrednio do stabi-
lizacji chromosomu, lecz usuwania struktur DNA wyzszego rzedu i regulowania superskrecenia, ,roz-
mnaianie komdrek”, ,na drodze komplementarnosci”, ,{gczy fragmenty Okazaki oraz katalizuje two-
rzenie wigzan fosfodiestrowych” —to tylko niektdre niefortunne lub wprost nieprawdziwe sformuto-
wania z pierwszej strony Streszczenia. Streszczenie w jezyku angielskim, Abstract, réwniez dotgczone
do prac, jest w wiekszoéci wolne od tego typu niezrecznosci. Streszczenie to ma szczegdlne znacze-
nie, gdyz nie jest ono streszczeniem publikacji wchodzacych w skiad rozprawy, lecz jak wspomniatem,
wydziela z nich wktad Doktorantki.

Repertuar metod zastosowanych przez Autorke w badaniach w swojej rozprawie doktorskiej jest
bogaty: wyciszanie ekspresji gendw przez siRNA, metody immunocytochemiczne, PCR w czasie rze-
czywistym, test wbudowywania BrdU do DNA, cytometria przeptywowa, analiza biatek.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Anety Wieczorek jest sukcesem naukowym jej promotora
Pana profesora Grzegorza Wegrzyna i Jej samej. Najwigkszym osiagnieciem rozprawy jest przeprowa-
dzenie oryginalnych badan, ktérych wyniki moga rzuci¢ $wiatto na wzajemne powigzania pozornie
odlegtych procesdw biologicznych. W takim kontekscie szczegdlnie waine wydaje sie umiejscowienie
procesu replikacji DNA, ze wzgledu na jego znaczenie i niespotykang doktadno$¢, wymagajgce precy-
zyjnej regulacji. Mysle, ze wyniki uzyskane przez Doktorantke stanowig dobrg podstawe do kontynuo-
wania badar nad powigzaniem regulacji syntezy DNA, zardwno replikacyjnej, jak i naprawczej, z cy-
klem Krebsa. Podjecie tej tematyki uwazam za trafne i uzasadnione. Wyniki uzyskane przez Dokto-
rantke oraz ich interpretacja a takze rozwazania uzasadniajace wage podjetej przez Nig problematyki
zostaly opublikowane w czasopismach majgcych dobra renome w miedzynarodowej spotecznosci na-
ukowe]. Doktorantka zastosowata w swej pracy szereg nowoczesnych technik biologii molekularnej i
to zastosowata ze znawstwem. Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Anety Wieczorek spefnia wa-
runki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249 1767. Dla-
tego wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytety Gdariskiego w Gdansku o dopuszcze-

nie mgr Anety Wieczorek do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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