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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani magister Agnieszki Pierzynskiej-Mach

pt. ,Obrazowanie subjadrowej lokalizacji, tempa i skutecznosci nieplanowanej syntezy
DNA indukowanej UVC, z wykorzystaniem metod mikroskopii fluorescencyjnej,
konfokalnej i super-rozdzielczej”

Rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Jerzego
Dobruckiego w Zakladzie Biofizyki Komorki, Wydzialu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Niniejsza oceng¢ wykonatem jako osoba
powolana do funkcji recenzenta na podstawie decyzji Rady Wydzialu Biochemii, Biofizyki 1
Biotechnologii z dnia 21.06.2016 1.

Uszkodzenia jadrowego DNA pod wplywem promieniowania ultrafioletowego (UV) stanowig
jedng z glownych przyczyn mutacji komorek skory, oraz moga prowadzi¢ do kancerogenezy.
W zwiazku ze zmniejszaniem si¢ warstwy ozonowej wplyw UV na skorg stal si¢ w ostatnich
latach przedmiotem intensywnych badan. Jedna z podstawowych drég naprawy
uszkodzonego pod wplywem UV DNA jest szlak naprawy poprzez wyciecie nukleotydow
(Nucleotide Excision Repair, NER). Jest to jeden z najbardzie] powszechnych szlakow
naprawy DNA w komoérkach eukariotycznych pozwalajacy na wszechstronne naprawy zmian
strukturalnych w DNA. W ten proces naprawy zaangazowane sg biatka charakterystyczne
tylko dla niego, ale rowniez bialka zwigzane z replikacjg czy procesem transkrypcji. Ostatnim
etapem naprawy DNA $ciezka NER jest dobudowanie nukleotydow w rejonie uszkodzonego
fragmentu, w procesie tzw. nieplanowanej syntezy DNA (Unscheduled DNA Synthesis,
UDS). Podstawowym celem niniejszej pracy byla optymalizacja metody wizualizacji

subjadrowej lokalizacji miejsc UDS. Ponadto Autorka postanowita zbadaé wplyw wielkosci



dawki UV na efektywnog¢ tego procesu, oraz pozna¢ zmiany jego efektywnoscei w czasie po
ekspozycji komoérek na promieniowanie UV.

Uklad pracy jest zgodny z zasadami redagowania rozpraw doktorskich. Tres¢ odpowiada
tematowi okre$lonemu w tytule. Rozprawa zostala podzielona na standardowe w pracach
biologicznych rozdzialy. W streszczeniu napisanym precyzyjnym jezykiem mozemy
przesledzi¢ kolejne kroki, zadawane pytania i uzyskiwane na nie odpowiedzi, ktore
prowadzily do zrozumienia proceséw zwigzanych z precyzyjna wizualizacjg subjadrowej
lokalizacji fragmentéw DNA syntetyzowanych w procesic UDS. Wstep liczacy 25 stron
opisuje wplyw promieniowania ultrafioletowego na strukturg DNA, powstanie przejsciowych
fotoproduktéw, procesy naprawy DNA. Autorka definiuje proces NER, szczegolowo opisujge
szlaki naprawy DNA i bialka uczestniczgce w tym procesie. W dalszej czesci wstepu opisane
zostaly genetyczne schorzenia zwigzane z uposledzeniem szlaku naprawy DNA przez
wycigcie nukleotydu. Po tym dobrze zarysowanym wstgpie teoretycznym ostatnia czgs¢ tego
rozdzialu to kompendium na temat metod detekeji poszczegélnych etapow naprawy NER
takich jak opis warunkow eksperymentéw podczas naswietlania komoérek promenowaniem
UVC, sposoby detekeji powstatych fotoproduktow, detekcja biatek uczestniczacych w tym
procesie. W dalszej czgéci tego rozdzialu autorka wyczerpujgco opisata stan wiedzy i
uzywane dotychczas metody detekeji uzupetnionych fragmentow DNA w procesie UDS, co
stanowi dobre wprowadzenie do badan przez Nig prowadzonych. Kolejny rozdzial to dobrze
zdefiniowane szczegdlowe cele pracy. Rozdzial poswigcony materiatowi i metodom
podzielony zostal na podrozdziaty w ktérych szczegélowo opisane zostaly metody i techniki
doswiadczalne zastosowane w pracy. Szczegolnie wyczerpujaco zostala oméwiona obrobka i
analiza obrazu. Zaréwno wstep jak i material i metody ilustrowane sg fotografiami, tabelami i
rycinami dobrze ilustrujgcymi tresci zawarte w tych rozdziatach. Najobszerniejsza czgsé
rozprawy stanowi opis wynikow badan.

Aby zrealizowa¢ gtéwny cel pracy do obrazowania rozkladu przestrzennego dobudowanych
fragmentéw nici DNA wykorzystano nowy analog tymidyny — etynylodeoksyurydyne (EdU).
Gléwna zaleta uzycia reakcji ,,click” w celu detekeji wbudowanej EdU do DNA jest brak
etapu denaturacji DNA, ktérg stosuje si¢ w klasycznej metodzie - immunofluorescencyjne;
detekeji wbudowanych w DNA analogéw tymidyny takich jak BrdU.

Wstepna analiza obrazow komorek eksponowanych na UV z uzyciem inkubacji z EdU i
techniki click pozwolila na zidentyfikowanie charakterystycznego wzoru miejsc UDS. Wzor
ten mozna opisa¢ jako doé¢ jednolity, o marmurkowym charakterze, z miejscami 0 wyzszej i

nizszej intensywnosdci fluorescencji, jednak bez wyodrebnionych w jakikolwiek sposob
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ognisk czy skupisk miejsc UDS. Obserwacja ta nie jest zgodna z obserwacjami wzoru
przestrzennego miejsc UDS znakowanych BrdU. Przeprowadzona réwnolegle analiza miejsc
UDS z wykorzystaniem BrdU i denaturacji DNA wykazaly istnienie od kilku do
kilkudziesieciu ognisk w detekcji immunofluorescencyjniej BrdU. Ogniska te odseparowane
s3 w przestrzeni jadra komoérkowego i wystepuja w duzych odleglosciach od siebie. Taki
wzér otrzymany metodg immunofluorescencyjng obserwowano niezaleznie od dawki UV.
Wyniki te sugerowaly, Ze nieplanowana synteza DNA zachodzi w wybranych obszarach
chromatyny co jest sprzeczne z wynikami uzyskanymi w metodzie click. Na pochwale
zasluguje rzetelne wyjasnienie tych réznic i to zaréwno na bazie zastosowanej techniki
immunofluorescencyjnej wymagajacej do detekcji miejsc UDS denaturacji DNA jak i przez
zastosowanie bardzo zaawansowanych wysokoczulych lub wysokorozdzielezych technik
mikroskopowych.

Do najwazniejszych wynikow pracy nalezy zaliczy¢:

o wykazanie, ze uzycie etynylodeoksyurydyny pokazuje subjadrowy wzér przestrzenny
miejsc naprawy DNA w sposob bardziej precyzyjny niz detekcja BrdU.

o udowodnienie, ze niekompletna denaturacja DNA oraz degradacja DNA podczas
procesu denaturacji, obniza efektywno$¢ detekeji czgsteczek BrdU przez przeciwciala
i w ten sposdb zaburza koncowy wzdr miejsc naprawy DNA.

e stwierdzenie, na podstawie dobrze zaplanowanych kompleksowych badaf metodami
obrazowania mikroskopowego, od mikroskopii fluorescencyjnej szerokiego pola do
super-rozdzielczych metod mikroskopowych, ze rozklad miejsc UDS w jadrze jest
jednolity - sklada sie z ogromnej liczby ognisk o malych rozmiarach, a obserwacja
formowania duzych skupisk UDS uzyskana w metodzie immunofluorescencyjnej,
wynika z artefaktu w tej metodzie.

e obserwacja, ze miejsca UDS polozone sa prawdopodobnie w euchromatynie

e ustalonie, ze ilog¢ EdU wbudowanej w procesie nieplanowanej syntezy DNA zalezna
jest od dawki promieniowania UV dla niskiego przedzialu dawki, natomiast
ekspozycja komérek na bardzo wysokie dawki UV skutkuje spadkiem efektywnosci
UDS co zwigzane jest prawdopodobnie z niewystarczajgcg dostgpnoscig czynnikow
naprawczych wzgledem liczby powstajacych uszkodzen. Mozna przypuszczac, ze
przy ekspozycji na maksymalng dawkg UV aktywowana zostaje apoptoza, a nie
naprawa DNA

e ina koniec zaprezentowana w pracy precyzyjna analiza czasu trwania naprawy DNA



Ostatni rozdzial rozprawy to gldwnie dyskusja wynikéw dotyczacych wizualizacji migjsc
nieplanowanej syntezy DNA w odniesieniu do aktualnej literatury. W takim ujgciu wyniki sg
dobrze omdwione i skonfrontowane z aktualnym stanem wiedzy. Tym latwiej czyta si¢
dyskusje, Ze juz w rozdziale opisujagcym wyniki Autorka wstepnie dyskutowata swoje wyniki
z literaturg. W dyskusji zabraklo mi jednak odniesienia si¢ Autorki do wyboru modelu badan
— ludzkich fibroblastow. Brak tez analizy porownawczej wynikow NER jak i samej syntezy
UDS indukowanej promieniowaniem UV na réznych modelach komérek ludzkich, ssakow
czy innych organizmow eukariotycznych. Brakuje mi tez analizy detekcji NER pod wplywem
promieniowania ultrafioletowego w odniesieniu do innych czynnikéw np. chemicznych.

Rozdzial wnioski dobrze podsumowuje rezultaty badan uzyskane w niniejszej pracy.
Literatura obejmujgca 168 pozycji jest aktualna, dobrze dobrana i prawidlowo zacytowana.
Generalnie praca napisana jest analitycznym precyzyjnym je¢zykiem, czyta sig ja bardzo
dobrze. W tekscie dysertacji Autorka nie ustrzegta si¢ przed drobnymi bledami (kilka
literowek) czy ,.skrotami mySlowymi”, ktore czytajac w sposob dostowny nie zawsze

precyzyjnie oddaje mysl Autorki.
Uwagti:

Badania przedstawione w tej rozprawie wpisujg si¢ w najlepszy nurt badan biologii komdrki i
biofizyki. Nalezy podziwiaé rzetelno$¢ tych badan i logike prowadzonych kolejnych
eksperymentow. Doceniajac wyniki badan uzyskane przez Autorkg mam jeszcze kilka uwag.
Bardzo ciekawe sg wyniki dotyczace pomiaru UDS w komoérkach podlegajacych replikacji
podczas fazy S. Zadanie bylo bardzo trudne ze wzglgdu na koniecznos¢ odréznienia miejsc
wbudowanych nukleotydéw podczas procesu replikacji od miejsc inkorporacji analogoéw
tymidyny w procesie nieplanowanej syntezy DNA. Aby osiggna¢ zamierzony cel Autorka
wielokrotnie zmieniala procedure podwojnych pulséw inkorporacji EAU i BrdU i detekcji
tych sygnaléw. W stosunku do poprzednich eksperymentéw niezb¢dna byla: zmiana sposobu
utrwalania materialu, czy sposdb denaturacji DNA dla metody immunofluorescencyjnej itp.
Waznym wynikiem tych eksperymentéw jest obserwacja, ze w wyniku ekspozycji na
promieniowanie UV nastgpuje prawdopodobnie spowolnienie i czgsciowe zahamowanie
procesu replikacji co zwigzane jest prawdopodobnie z zaangazowaniem niektorych bialek
niezbednych podczas replikacji, jednoczesnie w procesie w indukowanej naprawy DNA.
Pomimo tych trudnosci Autorce udato si¢ na uzyskanie ciekawych wynikéw w tych trudnych
warunkach detekcji podczas fazy S. Tym bardziej ciekawi mnie czy Autorka prébowata

okreslié¢ poziom i przestrzenng lokalizacj¢ miejsc nieplanowanej syntezy DNA oddzielnie w
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fazie GO G1 czy w fazie G2, a nie Igcznie dla jak to prezentowane jest w wynikach. Co
wydaje si¢ tatwiejsze niz detekcja UDS podczas replikacji. Ciekawi mnie to tym bardziej, ze
zaobserwowano duzy rozrzut poziomu ilosci wbudowanych czgsteczek EdU, co sugeruje
zréznicowany poziom wydajnosci procesu nieplanowanej syntezy DNA w poszczegolnych
komérkach w preparacie poddanym uszkodzeniu UVC o zadanej dawce. Moze to byc
zwiazane z 16zng aktywnoscig metaboliczng tych komoérek w réznych etapach interfazy, czy
choéby rézng iloscia DNA w przebiegu interfazy. Podczas obrony chciatbym zapyta czy
przy okazji prowadzonych eksperymentow podjgto proby analizy rozkladu przestrzennego
wbudowanych czasteczek EdU réwniez podczas mitozy. Byloby interesujgce dla mnie
ustysze¢ rowniez opini¢ Autorki dysertacji na temat wyboru sposobu utrwalenia materialu
zastosowanego w procedurze, co mialo zapewne wplyw na organizacj¢ przestrzenng

terytoriow chromosomowych w badanym materiale.

W podsumowaniu, na podstawie dokonanej wysoce pozytywnej oceny rozprawy doktorskie],
stwierdzam, ze recenzowana praca spelnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom
doktorskim i wnioskuje do Rady Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii o
dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Pierzynskiej-Mach do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ze wzgledu na wysoka warto$¢ poznawczg wnoszong do istniejacej wiedzy
wazne fakty o dynamice przebiegu naprawy DNA indukowanej promieniowaniem UV,
pozwalam sobie zlozy¢ wniosek do Rady Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii o

wyroznienie tej rozprawy stosowng nagrodg.

p&V\'h JL]QL\ fmo a"y‘-ga’

dr hab. DariusZ Jan Smolinski, prof. UMK



