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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Sobolewskiej
pt. ,,Regulacja polimeraz z rodziny Y, zdolnych do syntezy poprrez uszkodzenia matrycy,
w cyklu komorkowym Saccharomyces cerevisiae”.

Praca doktorska mgr Aleksandry Sobolewskiej zostata wykonana w Pracowni
Mutagenezy i Reparacji DNA, Instytutu Biochemii i Biofizyki, Polskiej Akademii Nauk
w Warszawie po kierunkiem prof. dr hab. Ewy Sledziewskiej-Géjskiej, Funkcj¢ promotora
pomocniczego w tym przewodzie doktorskim wypelniata dr Justyna Mcintyre. Od wielu lat
jestem do$é czesto recenzentem projektow badawczych zglaszanych przez zespoly naukowe
Zakladu Mutagenezy i Reparacji DNA IBB, a takze bardzo pilnym czytelnikiem
publikowanych, znakomitych prac do$wiadczalnych i innych artykuléw. Na modelach
prokariotycznej i eukariotycznej komorki drozdzowej od lat prowadzone s3  bardzo
konsekwentnie wazne badania poznawcze uniwersalnych systeméw i mechanizméw
replikacji, wiernosci tego procesu, czynnikéw i mechanizméw mutagenezy, a takze
zlozonych systeméw naprawy bledow i uszkodzenn DNA. W realizacj¢ nosnych projektow
badawczych pracownicy i doktoranci wprzegaja systematycznie nowe metody i techniki
badawcze, w tym nowe ,,narzedzia” molekularne i informatyczne.

Powierzenie mi przez Rade Naukows Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN recenzji
kolejnej pracy doktorskiej, wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy SICdZIGWSkle_]—
Gojskiej przyjatem, szczegélnie w tych trudnych czasach pandemii, jako wyréznienie, ktore
sprawito mi naukows satysfakcje. Z duzg naukowg przyjemnoscig przestudiowalem tresci
przestanej mi pracy doktorskiej mgr Aleksandry Sobolewskiej, a takze pracg doswiadczalng
opublikowang w ubiegtym roku w Curr Genet. (2020), w ktérej Doktorantka jest pierwszym
autorem.

Juz sama nazwa Zespotu prof. dr hab, Ewy Sledziewsjkiej - Gojkiej ,,Odpowiedz
komdérek bakteryjnych i komodrek drozdzy na uszkodzenia DNA. Koordynacja procesow
naprawy DNA w komdrkach eukariotycznych”, a nastepnie tytut pracy doktorskiej oraz tytut
opublikowanej pracy do$wiadczalnej: , Regulation of the abudance of the Y-family
polumerases in cell cycle of budding yeast in response of DNA demage” — wzbudzily moja
naukowa ciekawo$¢ z racji uzytych poje¢ naukowych (koordynacja proceséw naprawy,
regulacja polimerac DNA rodzinyY..). Ponadto, wczesniej przeczytalem bardzo dobra prace
doéwiadczalna, opublikowang w czasopi$mie DNA Repair w 2015 roku przez Zespol
naukowy prof. dr hab. Ewy Sledziewskiej - Géjskiej pt. ,.The steady-state level and stability
of TLS polymerase eta are cellcycle dependent in the yeast S. cerevisiae”.

Doktorantka pisze na stronie 35 tej pracy doktorskiej (Cel pracy), ze wyniki wyzej
cytowanej pracy oraz podobne wyniki opublikowane przez zespot wybitnego specjalisty w tej
dziedzinie wiedzy, Grahama Walkera, byly impulsem dla postawienia waznego pytania,
ktore stato sie kierunkowym celem Jej pracy doktorskie;.

. Celem pracy doktorskiej, jak pisze Doktorantka, bylo okreslenie, w jaki ~ sposob
regulowany \jest poziom polimeraz z rodziny Y (Pol eta i Revl) w cyklu komdrkowym,

w odpowiedzi na stres genotoksyczny w komorkach Saccharomyces cerevisiae”.



Podjety cel badan nalezy uzna¢ za trudny, na miar¢ powaznego wyzwania naukowego,
z racji zlozonosci ukladu badawczego i koniecznosci analizy poziomu syntezy badanych
polimeraz TLS na poziomie zarowno mRNA, jak i bialek akumulowanych w komorkach w
roznych fazach cyklu komoérkowego S. cerevisiae, w odpowiedzi na stres genotoksyczny
wywolany dzialaniem promieniowania UV i hydroksymocznika. Synchronizacja komérek na
poszczegdlnych etapach cyklu komoérkowego, oraz konieczno$¢ przeprowadzenia serii
rownolegtych doswiadczefi w warunkach normalnych hodowli drozdzy, nie poddanych
stresowi genotoksycznemu byly, jak sgdze, nie tylko dodatkowym wyzwaniem, ale takze
potwierdzeniem ,bieglosci” warsztatowej mgr Aleksandry Sobolewskiej. Co wigcej,
dodatkowym, ciekawym celem przeprowadzonych badan bylo poszukiwanie odpowiedzi na
temat roli biatek kontrolnych fazy S (Mrcl i Rad 9) w aktywacji punktéw kontrolnych cyklu
komérkowego (PKCK). Cel ten zrealizowano na modelu skonstruowanych mutantéw
drozdzy, odpowiednio, z wylaczonymi $ciezkami odpowiedzi na uszkodzenia DNA.

Jednak do najwazniejszych, bardzo dobrze zaplanowanych doswiadczen zaliczam te,
w ktérych progresje cyklu komorkowego drozdzy zatrzymywano w okreslonej fazie, komorki
naswietlano wczesniej ustalong dawkg UV, a efekty w postaci indukcji i akumulacji mRNA
badanych polimeraz, analizowano w czasie rzeczywistym metodq real-time PCR, RT-qPCR.

Praca doktorska mgr Aleksandry Sobolewskiej ma posta¢ monografii, (106 stron),
napisanej poprawnym jezykiem naukowym i tadng polszczyzna. Uklad pracy jest typowy,
przyjety dla prac do§wiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych i medycznych. Obejmuje
starannie opracowane rozdzialy: zwarte Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, czgs¢
teoretyczna pracy (Wstep), w ktérej Doktoranta przedstawita aktualne dane, obficie cytowanej
literatury $wiatowej (306 pozycji) na temat zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowych przyczyn
oraz zrddel réznego rodzaju uszkodzen DNA, punktéw kontroli cyklu komoérkowego,
zlozonego systemu tolerancji uszkodzen DNA, mozliwych $ciezek odpowiedzi komérek na
te uszkodzenia, a takze budowy oraz roli biologicznej i regulacji badanych Pol eta i Revl.
7Z duzym, naukowym zainteresowaniem przeczytalem tresci tego bardzo dobrze
opracowanego rozdziatu. Z racji moich zainteresowan naukowych rolg biologiczng r6znych
sekwencji powtérzonych, w tym sekwencji mikrosatelitarnych w mutagenezie i genetycznej
niestabilnosci genomdw, z nalezng uwaga zapoznatem si¢ z nowymi dla mnie, zaskakujgcymi
danymi, na temat niekanonicznych funkcji polimerazy Pol eta, w tym w generowaniu mutacji
w regionach bogatych w pary A-T, prowadzacych do réznicowania genéw kodujgcych
przeciwciala w procesie somatycznej hypermutacji, a takze generowaniu rearanzacji
strukturalnych w famliwych miejscach chromosoméw, w tym w procesie inicjacji procesu
transformcji nowotworowej. Sadze. ze podobny mechanizm moze by¢ odpowiedzialny za
pojawianie si¢ rearanzacji strukturalnych w przypadku tamliwego chromosomu X (ang.
chromosom X syndrome), a takze w wielotorbielowatosci nerek (ang. PKD syndome). Dodam
w zakonczeniu tej czesci mojej recenzji, ze zamieszczone w czgsci teoretycznej pracy bardzo
tadne, kolorowe rysunki ulatwiaja czytelnikowi lepsze zrozumienie zlozonych,
molekularnych mechanizméw dziatania polimeraz TLS i odpowiedzi komoérek na réznorakie
uszkodzenia DNA. Bardzo klarowny rysunek zamieszczony na stronie 11 p.t. ,,Wewngitrz- i
zewngtrzkomdrkowe Zrédia uszkodzerr DNA”, proponowatbym uzupehni¢ jeszcze mozliwoscig
tworzenia przestrzennych struktur DNA (Z-DNA, triplex, harpin stucture) w wielu regionach
genomoéw, noszgcych trakty réznych sekwencji powtdrzonych. Struktury te, jak dowiedziono.
stanowig przestrzenng zawade dla widetek replikacyjnych, stopuja cigglos¢ replikacji, co w
konsekwencji skutkuje w postaci licznych pojedynczych i podwojnych peknigé nici DNA.

Nie mam watpliwosci, ze mgr Aleksandra Sobolewska posiada duzq, aktualng wiedzg
w dziedzinie biologii molekularnej i genetyki oraz wystarczajgce zawodowe doswiadczenie w
prowadzeniu doswiadczalnych badan poznawczych. Uwazam wigc, ze moze z powodzeniem
podejmowaé  kolejne, wazne projekty badawcze w dziedzinie mutagenezy i funkcjonowania



systemow naprawy bledow i uszkodzern DNA w ,,zdrowiu i w chorobie” komdrek, nieustannie
poddawanych dzialaniu réznorodnych egzogennych i endogennych czynnikow i stresow.

Nie mam zadnych uwag krytycznych dotyczacych zastosowanych w doswiadczeniach
metod i technik hodowlanych i molekularnych. Stwierdzam z uznaniem, ze nowoczesne
metody i techniki dla analizy DNA, mRNA, i biatek badanych polimeraz Pol eta i Rv1 zostaly
dobrze dobrane, wlasciwie zastosowane i doktadnie opisane w rozdziale Materialy i Metody.

Ze zwyklej ciekawosci chcialbym zapyta¢ o naturg i mechanizm dzialania dosé¢
., tajemniczego” czynnika o, wyprodukowanego w Zakladzie Biofizyki IBB, a uzytego przez
Doktorantke do zatrzymania komorek drozdzy w fazie G1 cyklu komorkowego. Drugie pytanie
dotyczy badania zawartosci DNA metodg cytometrii przeplywowej. Czy ta metoda jest
dokladniejsza lub szybsza w poréownaniu dz tradycyjnymi metodami ilosciowej analizy DNA?
Trzecie pytanie jest zwigzane z dos¢ istotng informacjq, przedstawiong na 54 stronie
ocenianej pracy doktorskiej. Mgr Aleksandra Sobolewska pisze, ze ,ze wzgledu na bardzo
niski poziom Pol eta oraz zwigzany z tym problem z detekcjg natywnej formy tej polimerazy w
analizie western blot - wszystkie dane literaturowe dotyczqce regulacji tej polimerazy oparte
byly o eksperymenty z wykorzystaniem bialek fuzyjnych”. Pisze dalej, ,w naszej Pracowni
wykazano roznice w stabilnosci pomiedzy rozmymi  formami Pol eta. Stqd, opracowano
metode detekcji natywnej Pol eta, eksprymowanej z naturalnego promotora, ktdrg
zastosowano w niniejszej pracy doktorskiej do oznaczania poziomu tej polimerazy. Pytam
wiec, czy réznice w stabilnosci roznych fuzyjnych form Pol eta, wobec natywnej formy tej
polimerazy, okazaly si¢ na tyle istotne, ze nalezaloby skorygowaé niektore literaturowe
dane, a moze nawet niektore bardziej ogolne wnioski ?

Jak pisatem wcze$niej, znaczna czg$¢ wynikéw bardzo dobrze udokumentowanych
wynikéw, opisanych i przedyskutowanych w rozdziatach Wymiki i Dyskusja monografii
doktorskiej mgr Aleksandry  Sobolewskiej, zostala opublikowana w 2020 roku w
specjalistycznym, ,,rankingowym” czasopi$mie naukowym Current Genetics. Czujg sig¢ wigc
zwolniony z ponownej, szczegélowej oceny wartosci naukowej wszystkich rezultatow. Po
uwaznej analizie wszystkich wynikéw opisanych w rozdziale Wyniki, podsumowanych na
79 stronie w postaci 5 uprawnionych wnioskow koncowych, a takze bardzo umiej¢tnie
zrekapitulowanych w postaci autorskiego rysunku, (,,Modelu regulacji poziomu polimeraz
rodzinyY”), ogranicze swojg ocen¢ zaledwie do kilku, moim zdaniem, oryginalnych
wynikow, do ktérych zaliczam:

- Wykazanie, ze indukcja polimerazy Pol eta na poziomie transkrypcji zachodzi przede
wszystkim w komoérkach traktowanych UV w fazie S cyklu komérkowego.

- Wykazanie, ze po dziataniu UV poziom polimerazy Rev 1 zwigksza si¢ nieznacznie we
wszystkich fazach cyklu komérkowego, ale najwyzsza warto$¢ osigga takze w komoérkach
naswietlanych UV w fazie S.

Zatem, regulacja obydwu polimeraz na poziomie transkrypcji, w odpowiedzi na
uszkodzenia DNA promieniowaniem UV, jest podobna. Stres genotoksyczny blokuje lub
spowalnia faze S, przesuwa akumulacjg polimeraz Y z fazy G; do fazy S, Stqd, najwigksza
kumulacja transkryptow ma miejsce w fazie S, wydluzonej pod wplywem dziatania UV.

- Za bardzo interesujgce, dla mnie nawet zaskakujace, wyniki uznaje te, ktére dowodza,
ze w warunkach wysokiego stresu genotoksycznego, w rezultacie zastosowania bardzo
wysokich dawek promieniowania UV, dochodzi do bardzo silnego zahamowania akumulacji
badanych polimeraz Y.

Sugestie Doktorantki, ze obnizeniu poziomu polimeraz o niskiej wydajnosci ,, naprawczej”
rozleglych, masowych uszkodzenn DNA, moze towarzyszy¢ preferencyjne korzystanie przez
komoérki bardziej wiernych, wydajniejszych systeméw naprawy jak TS (ang. Template




Switching), umozliwiajgcych ukoviczenie replikacji ich genoméw poprzez syntezg DNA na
matrycy nieuszkodzonej nici, siostrzanej chromatydy - uznaje jako prawdopodobng, ale
wymagajgcg eksperymentalnego potwierdzenia.

- Za roéwnie wazne uwazam wyniki, ktére jednoznacznie wskazuja, ze supresja badanych
polimeraz w komérkach drozdzy, traktowanych wysokimi dawkami promieniowania UV,
jest warunkowana aktywacji $ciezki ,, sygnalingu”™ zaleznej od biatka regulatorowego Rad 9.

Mysle, ze doswiadczalne wyjasnienie roli tego bialka mediatorowego w regulacji
badanych polimeraz Y bedzie celem dalszych badan, ktérych wyniki mogg zaowocowaé w
postaci kolejnej, wartosciowej publikacji.

Nie do konca zrozumiatem jednak stwierdzenie Doktorantki, sformutowane w Dyskusji,
(strona 76), ze bardziej prawdopodobny mechanizm ograniczajacy poziom polimeraz Y,
w nastepstwie traktowania komoérek promieniowaniem UV, dziata raczej na poziomie biafka,
a nie na poziomie mRNA.

Prosze wigc mgr Aleksandrg Sobolewskq o blizsze, dokladniejsze uzasadnienie tej
interesujgcej sugestii.

Whniosek koricowy

W oparciu o dokonang analize rezultatéw przedstawionych w monografii doktorskiej mgr
Aleksandr Sobolewskiej, w znacznej czesci opublikowanych w 2020 roku w pracy
doswiadczalnej , w specjalistycznym czasopismie naukowym Current Genetics stwierdzam, Ze
oceniana praca doktorska spelnia wszystkie formalne i naukowe wymogi Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki,
stawiane kandydatom ubiegajgcym si¢ o stopiert naukowy doktora w dziedzinie nauk
biologicznych,. Z pelnym, naukowym przekonaniem wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Biochemii i Biofizyki, Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie
mgr Aleksandry Sobolewskiej do kolejnych etapow przewodu doktorskiego.




