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Recenzja pracy doktorskiej mgr [Ireneusza Sobolewskiego zatytulowanej ,Synteza
enzymatyczna znakowanego punktowo DNA jako metoda badania fotochemicznych

uszkodzen biopolimeru”

Rozwigzanie struktury przestrzennej DNA przez J. Watsona i F. Cricka w 1953 r. otworzyto
droge wspotczesnym badaniom nad przekazywaniem informacji genetycznej, natomiast
odkrycie enzymow restrykcyjnych przez Meselson i Yuana w 1968 r. dato nam narzedzia
umozliwiajgce manipulacje materialem genetycznym. Utrzymanie jego integralnosci i
zapewnienie poprawnej replikacji jest kluczowe dla prawidlowego funkcjonowania kazdej
komorki. DNA jest nieustanie poddawany dziataniu czynnikéw $rodowiskowych
uszkadzajacych jego strukture i zaburzajacych funkcje. Uszkodzenia tancucha DNA powstajg
zarOwno w sposob spontaniczny, jak i indukowany. W wigkszosci wypadkow czgstos¢ ich
wystepowania nie jest duza, lecz mozna ja zwigkszy¢ np. poprzez wprowadzanie do
srodowiska komorki np. halogendéw takich jak brom. Ich duza reaktywnos$¢ powoduje, ze
niezwykle fatwo modyfikujg one struktur¢ DNA przytaczajac si¢ do zasad azotowych. Takie
bromopochodne powoduja tautomeryczne zmiany strukturalne zasad azotowych skutkujace
zmiang kodu genetycznego w wyniku btgednego parowania zasad. Ich obecnos¢ zwigksza
takze wrazliwo$¢ na czynniki powodujace zerwanie nici DNA, takie jak promieniowanie UV.
Efekty te moga dziata¢ geno- lub cytotoksycznie, w skrajnym wypadku prowadzac do $Smierci
komorki. Dlatego tworzenie narzedzi do badania wywolywanych przez nie uszkodzen oraz
poznanie mechanizméw umozliwiajacych ich naprawe, sg jednymi z priorytetow badan nad
funkcjonowaniem DNA. Potwierdza to tegoroczna Nagroda Nobla (T. Lindahl, P. Modrich,
A. Sancar) z chemii, przyznana wilasnie za badania nad mechanizmami naprawczymi
uszkodzen taficucha DNA.

Rozprawa doktorska mgr Ireneusza Sobolewskiego zatytutowana ,,Synteza enzymatyczna
znakowanego punktowo DNA jako metoda badania fotochemicznych uszkodzen
biopolimeru” powstata w Pracowni Sensybilizatorow Biologicznych Katedry Chemii

Fizycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, ktora kieruje prof. dr hab. Janusz Rak.
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W wielu miejscach dysertacji wida¢ rowniez idee, opracowane nowatorskie narzedzia i
doswiadczenie w dziedzinie biologii molekularnej kierownika Katedry Biotechnologii
Molekularnej prof. dr hab. Piotra Skowrona, ktére z pewnoscig byly niezwykle pomocne
Kandydatowi w wykonywaniu swoich badan.

Rozprawa zawiera wyniki badan Kandydata nad opracowaniem systemu umozliwiajgcego
punktowa inkorporacj¢ bromopochodnych nukleotydow (BrdUTP) do dtugich liczacych od
Kilkuset do prawie tysigca pz tancuchoéw DNA, celem ich foto- i radiouwrazliwienia. Przy
jego pomocy Kandydat zsyntezowat kilka dlugich (~400, ~1000 pz) fragmentéw DNA
punktowo znakowanych przy pomocy BrdUTP. Dodatkowo syntezowane byly fragmenty, do
ktérych wprowadzano kanoniczne nukleotydy w postaci dUTP i dTTP, celem poréwnania
specyficznosci i efektywnosci stosowanych polimeraz i ligaz DNA. Obecnie stosowane
metody syntezy DNA/RNA umozliwiaja uzyskanie znakowanych (w tym bromo-)
fragmentow o wielkosci do kilkudziesieciu nt. Syntezy te sg znacznie kosztowniejsze od
natywnych fragmentow. Synteza specyficznie znakowanych fragmentow dtuzszych niz 100
nt jest praktycznie niemozliwa.

Halogenopochodne nukleotydéow (glownie BrdU) sa wykorzystywane w badaniach
mechanizméw uszkodzen i naprawy lancucha DNA S$cisle powigzanych z zaburzeniami
przeplywu informacji genetycznej w komorce, np. z procesami nowotworowymi. Poniewaz
procesy te sa SciSle zwigzane ze zdrowiem 1 jako$cig zycia cztowieka, sa obiektem badan
wielu laboratoriow na catym $wiecie. Z tego punktu widzenia wybdr tematyki pracy

dokonany przez Kandydata uwazam za niezwykle trafny.

Formalna ocena rozprawy

Praca zawiera 8 rozdziatow, wsrdd ktorych znajdujg si¢ wprowadzenie (22 strony), cel pracy
(1 strona), materiaty (8 stron), metody (19 stron), najobszerniejszy-wyniki i dyskusja (76 str),
podsumowanie (7 str), bibliografia (10 stron) i zalgczniki (15 stron-publikacja wraz 3
zestawami sekwencji DNA). Publikacja, ktorej pierwszym autorem jest Kandydat, zostala
opublikowana w BMC Biochemistry (IF-1,44) i zawiera wyniki eksperymentow dotyczacych
inkorporacji bromopochodnych nukleotydéow do diugich tancuchow DNA.

Dysertacja mgr Ireneusza Sobolewskiego napisana jest poprawnym jezykiem, duzg

starannos$cig edytorskg oraz zrozumieniem opisywanych problemow. Szata edytorska wsparta

rysunkami i fotografiami o bardzo dobrej jakoS$ci jest mocng strong rozprawy.
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Liczba btgdow jezykowych jest niewielka: np. ...usunigcie wodoru (powinno by¢ atomu
wodoru) w opisie rys. 14 na str. 120, czy ...nukleozydy ,zawieszone” (powinno by¢
rozpuszczone) w buforze w opisie rys. 58 na str. 140.

Wstep dysertacji  zawiera charakterystyke wybranych uszkodzen tancucha DNA
spowodowanych czynnikami chemicznymi oraz fizykochemicznymi. Ws$rod nich
scharakteryzowane sg uszkodzenia bedace nastepstwem komorkowego stresu oksydacyjnego,
promieniowania UV czy indukowane wolnymi elektronami. Kandydat opisuje rowniez
wptyw bromopochodnych nukleotydow w tancuchu na podatnos¢ DNA na uszkodzenia.
Rozdziat ten zawiera rowniez krotkg charakterystyke jednej z grup enzymdw restrykcyjnych
REaz podtypu IIS, bedacych jednym z kluczowych elementéw zaproponowanego przez
Kandydata systemu syntezy znakowanego DNA. Tre$¢ tego rozdziatu pozwala czytelnikowi
zapozna¢ si¢ z problematyka uszkodzen kwasoéw nukleinowych 1 uzmystawia, jak
dynamiczng czasteczka jest tancuch DNA.

W rozdziale zatytutowanym ,,Cel pracy” Kandydat w zwarty sposéb prezentuje uzasadnienie
budowy proponowanych przez siebie systeméw umozliwiajacych punktowe znakowanie
dhugich fragmentow DNA przy pomocy BrdU oraz przedstawia szczegdtowe cele prowadzace
do realizacji tego zadania.

Rozdziaty ,Materiaty” i ,,Metody” niezwykle szczegdtowo opisuja ,,eksperymentalng
kuchni¢” przeprowadzonych przez Kandydata eksperymentow. Ostatni rozdziat - ,,Metody”
jest ilustrowany zaprojektowanymi przez Kandydata konstruktami DNA, co ulatwia
czytelnikowi zrozumienie prowadzonych przez Kandydata eksperymentow.

Rozdzial si6dmy zatytutowany ,,Wyniki 1 dyskusja” zawiera opis 1 omowienie uzyskanych
przez Kandydata wynikdéw. Jest to najobszerniejszy rozdzial dysertacji. Takze w tym
rozdziale zauwazy¢ mozna duza widz¢ 1 doswiadczenie eksperymentalne Kandydata
pozwalajace mu na precyzyjne przedstawienie efektow swojej pracy. Szczegdlnie wyraznie
wida¢ to w miejscach, gdzie Kandydat interpretuje uzyskane przez siebie wyniki, zastanawia
si¢ nad przyczyng ewentualnych niepowodzen, nad ograniczeniami zaproponowanej przez
siebie metodologii i proponuje ewentualne korekty odpowiednich procedur. Opisane w
rozprawie eksperymenty sg niezwykle pomystowe i eleganckie i z cala pewnosciag wymagaty
od Kandydata poswiecenia duzej ilosci czasu na ich wykonanie. Kandydat opisuje w nim
eksperymenty, ktorych celem byla synteza dlugich fragmentow DNA punktowo
modyfikowanych BrdU. W tym celu Kandydat zaprojektowat odpowiednie plazmidowe




O K

UNIWERSYTET GDANSKI CHEMIAUG

wektory, a nastgpnie wykorzystujac reakcje PCR zsyntezowal fragmenty DNA zawierajace
miejsca restrykcyjne dla REazy Bsal. Sekwencje te wprowadzit do powielanych fragmentow
DNA przy pomocy specjalnie zaprojektowanych starterow i termostabilnej polimerazy DNA
(Taq). Odpowiednio dobrane produkty PCR Kandydat specyficznie przecigt przy pomocy
REazy Bsal generujac krotkie jednoniciowe lecz niekompatybilne asymetryczne konce
tancucha. Nastgpnie przy pomocy polimerazy DNA Bst(exo-) charakteryzujacej si¢ obnizong
dyskryminacja nienaturalnych nukleotydow i brakiem aktywnos$ci egzonukleolityczne;,
wprowadzit bromopochodng (BrdU) do fragmentéw DNA uzyskanych w reakcji PCR i
cietych enzymem Bsal. Wprowadzenie BrdU powoduje powstawanie
lepkich/komplementarnych koncow w produktach PCR. Po uzyciu ligazy DNA T4 Kandydat
uzyskat dtugie fragmenty DNA specyficznie znakowane BrdU.

Korzystajac z powyzszej strategii, Kandydat zaprojektowat i zsyntezowat dtugie fragmenty
DNA (400, 1000 pz) specyficznie znakowane przy pomocy BrdUTP. Zaproponowana
metoda jest uniwersalna i teoretycznie moze stuzy¢ do wprowadzania do tancucha DNA
dowolnych pochodnych nukleotydow. Jej ,,waskim gardlem” jest konieczno$¢ stosowania
polimerazy DNA o ograniczonej dyskryminacji wobec nienaturalnego trifosforanu
nukleozydu. Mimo, ze takowa Kandydat wykazat dla Bst(exo-) w stosunku do BrdUTP, nie
ma gwarancji, ze inne bromopochodne bedg zachowywaty sie podobnie. Kandydat podkresla
to ograniczenie w swojej pracy, co $wiadczy, ze dobrze zdaje sobie spraw¢ z mozliwosci i
ograniczen zaproponowanego przez siebie systemu syntezy znakowanego DNA.

Eleganckim rozwigzaniem problemu ograniczonej efektywnos$ci syntezy znakowanego DNA
jest propozycja Kandydata polegajaca na wykorzystaniu matrycy plazmidowej 1 starterow z
tzw. wiszacymi koncami. Wykorzystanie wektora plazmidowego pUCI19 1 starterow z
wiszgcymi koncami (czesciowo komplementarnymi do matrycy) umozliwito wprowadzenie
do syntezowanych fragmentow DNA specyficznych sekwencji cigcia dla Bsal, a w
koncowym etapie duzych mikrogramowych ilosci znakowanego DNA. Zaleta takiej
procedury jest pomini¢cie zmudnego etapu klonowania molekularnego.

Uzyskanie konstruktow DNA o optymalnej sekwencji/strukturze oraz opracowanie
optymalnych warunkéw reakcji enzymatycznych poprzedzone bylo wieloma probami
Kandydata, ktorych celem bylo uzyskanie jak najwiekszej wydajnosci poszczegdlnych
procesOw prowadzacych do znakowania DNA. Byla to Zmudna praca, ktora ostatecznie

doprowadzita do uzyskania systemu efektywnie wcielajacego BrdU do tancucha DNA.
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Rozdzial ten, podobnie jak pozostala cze$¢ pracy jest bogato i starannie ilustrowany, co
pozwala zrozumie¢ czytelnikowi idee, jakie przySwiecaty eleganckim konstruktom DNA
stuzacych otrzymaniu znakowanego DNA. Zamieszczone ilustracje umozliwiajg zrozumienie
ztozonych zagadnien zwigzanych z manipulacjami strukturg (sekwencja) DNA, nawet
osobom nie pracujacym na co dzien z tg czasteczka.

W ostatnim rozdziale zatytulowanym ,,Podsumowanie”, Kandydat dokonuje krotkiego
podsumowania swoich osiggnig¢. W krotkim akapicie przedstawia rowniez perspektywy
zastosowania dhugich bromoznakowanych fragmentow DNA zaréwno w badaniach
podstawowych, jak i aplikacyjnych-farmakologicznych.

Uwagi krytyczne i polemiczne do wynikéw badan opisanych przez Kandydata w dysertacji.

Roznorodne narzgdzia w postaci DNA (plazmidy, startery) oraz do$wiadczenia wykonane
przez Kandydata zostaty zaprojektowane i wykonane w przemyslany i profesjonalny sposob.
Trudno doszukaé si¢ tu jakichkolwiek bledow merytorycznych. Rowniez proces selekcji
optymalnych enzyméw Kandydat przeprowadzit stosujac racjonalne kryteria ich doboru. W
wypadku niepowodzen spowodowanych np. stosowaniem zbyt krétkich primerow czy mala
efektywnoscig reakcji PCR lub ligacji, trudno bylo przewidzie¢ ,z gory” taki wynik
eksperymentéw. Taka jest natura badan eksperymentalnych otwierajacych nowe $ciezki
wiedzy.

Liczba uchybien zwiazanych z opisem eksperymentéw jest niewielka 1 mato znaczaca. Na
str. 70 widnieje informacja, ze na Fot. 1 (str. 73) znajduja si¢ dwa dyskretne prazki o
wielkosciach 190 1 211 pz, powstate w wyniku ciecia enzymem BspTNI produktu PCR
oznaczonego jako P2a. W ktorym miejscu sg one zlokalizowane? Na Fot. 1 najmniejszym
widocznym fragmentem jest prazek odpowiadajacy wielkoscig ok. 400 pz. Ta fotografia
przedstawia petnej dtugos$ci produkty reakcji PCR, a nie produkty reakc;ji ich cigcia.

Z charakterystyki markera M1 zamieszczonej w czgsci Materiaty wynika, Zze powinien on
zawiera¢ prazek 500 pz. Czemu jest on niewidoczny? Jezeli charakteryzowano produkty P1 i
P2a np. na Fot. 1 o wielkosciach ok. 400 pz, czyli duzo mniejsze, niz pierwszy widoczny
prazek markera M1, to po co stosowac ten marker?

Enzymy Bsal i BspTNI sg wzgledem siebie izoschizoizomerami (Poprosze o wyjasnienie na
czym polega ta izomeria w trakcie otwartej czesci publicznej obrony) W eksperymentach
Kandydat wykorzystywal obie formy. Co bylo przestankg wyboru ktorej§ z form w

konkretnym eksperymencie cigcia DNA?
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Czy kandydat ma informacje lub przemyslenia czy mozliwa jest inkorporacja innych niz
BrdU halogenopochodnych do tancucha DNA z wykorzystaniem polimerazy Bst(exo-)?

Czy na podstawie np. Fot 14 (str. 98) mozna oszacowac efektywnos$¢ inkorporacji BrdUTP
w stosunku do dUTP lub dTTP przez Bst(exo-) do tego samego fragmentu DNA w tych
samych warunkach?

Czy np. na podstawie Fot. 13 (str. 95) da si¢ oszacowac jak efektywna jest ligacja przy
pomocy ligazy DNA T4 wypelionych fragmentow DNA (Sciezka Bst)? Jaki procent
substratow ulega ligacji?

Zastosowanie hybrydowej metody HPLC-MS zamiast klasycznej HPLC-UV, pozwolitoby
na wzrost czuto$ci detekcji o kilka rzedow wielkosci w zaproponowanej przez Kandydata
metodzie oznaczania BrdU w hydrolizatach znakowanego DNA.

Podsumowujac tg czgs¢ rozprawy musze stwierdzi¢, ze stanowi ona wynik ogromu pracy
wlozonej przez Kandaydata potrafigcego wykorzystywaé wlasng wiedz¢ do rozwigzywania
postawionych probleméw z zakresu biologii molekularne;.

Za najwazniejsze i wnoszace istotny element nowo$ci naukowej osiggniecia Kandydata
uwazam:

- zastosowanie nowego enzymu- REazy Bsal (BspTNI) do specyficznego generowania (po
wypehieniu nukleotydem) lepkich konhcow DNA

- zastosowanie polimerazy DNA Bst(exo-) do inkorporacji BrdU do tancucha DNA

- konstrukcje sytemu umozliwiajacego uzyskiwanie dtugich fragmentow DNA specyficznie
znakowanych BrdU

- syntezg przy pomocy powyzszego systemu dilugich fragmentéw DNA specyficznie
znakowanych BrdU

- wykorzystanie starteréw z wiszgcymi koncami do generowania na duzg skale fragmentow
DNA umozliwiajacych inkorporacj¢ BrdU na wektorze plazmidowym pUC19

-opracowanie metodologii wykorzystujacej HPLC detekcji niewielkich ilosci BrdU w
hydrolizatach znakowanych DNA

Powyzsze uwagi wynikajg jedynie z uwaznej i krytycznej analizy rozprawy doktorskiej i w
zadnym stopniu nie umniejszaja efektdéw naukowych osiggnietych przez Kandydata.
Reasumujgc, Kandydat postawil przed sobg ambitny cele badawczy i skutecznie go
zrealizowal. Kandydat wykazat si¢ przy tym nie tylko ogromnym zasobem wiedzy, lecz

potrafil rowniez ta wiedze efektywnie wykorzysta¢ w swoich badaniach. Potaczenie wiedzy i
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niezwykle duzych praktycznych umiej¢tnosci Kandydata czynig z niego doswiadczonego i
samodzielnego badacza.
Z pelnym, przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie dysertacja speinia

ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim, zawiera i wnosze do

Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego 0 dopuszczenie mgr Ireneusza
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iotr Mucha

Sobolewskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




