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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pana magistra Oskara Szelesta pt. , Aktywnos¢ sciezek
naprawy jednoniciowych peknie¢ DNA, short-patch oraz long-patch: zaleznos¢ od
fazy cyklu podzialowego i dostepnosci bialek PCNA oraz XRCC1”

Rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Jerzego
Dobruckiego w Zaktadzie Biofizyki Komorki, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego. Niniejszg ocene wykonalem jako osoba powotana do funkcji
recenzenta na podstawie decyzji Rady Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii.
Uszkodzenia jadrowego DNA powstaja w jadrze komoérkowym na skutek dziatania
czynnikow endogennych jak i egzogennych. Procesy naprawy powstajacych peknie¢c DNA
s bardzo istotne w zapobieganiu nagromadzenia uszkodzen prowadzacych do powstawania
mutacji. Zaburzenia naprawy DNA s3 postrzegane obecnie jako jeden z istotnych
czynnikow prowadzacych do transformacji nowotworowej. Nagromadzenie jednoniciowych
peknie¢ DNA oraz przeksztalcenie w pekniecia dwuniciowe moze doprowadzi¢ rowniez do
zahamowania replikacji, transkrypcji lub $mierci komorki.

Uszkodzenia DNA mozna sklasyfikowa¢ jako endogenne oraz egzogenne. Pierwsze z nich sa
najczesciej wywolywane poprzez dziatanie reaktywnych form tlenu, ktére powstaja w
procesach metabolicznych komorki. Egzogenne uszkodzenia sa wywolywane czynnikami
zewnetrznymi np. promieniowaniem ultrafioletowym lub jonizujacym, wysoka temperatura
lub zwigzkami chemicznymi (np. nadtlenkiem wodoru).

Okazuje si¢ jednak, ze rowniez ekspozycja na $wiatlo z zakresu widzialnego generuje
uszkodzenia oksydacyjne oraz jedno- i dwuniciowe pekniecia DNA i to pomimo znikome;j

absorpcji $wiatla widzialnego przez DNA. Czas ekspozycji chromatyny na $wiatlto i



intensywnos$¢ $wiatta majg istotny wplyw na liczbe powstajacych uszkodzen i na efekt
koncowy, ktéorym moze by¢ nawet $mier¢ komorek.

Mechanizm indukcji uszkodzen DNA przez swiatlo widzialne nie zostal jeszcze dokladnie
poznany. Sugeruje sie, ze role w tym procesie moglaby odgrywac fotoliza wody, prowadzaca
do powstania wolnych rodnikow. Przypuszcza sie réwniez, ze w procesie powstawania
uszkodzen moga bra¢ udzial wystepujace w komorkach porfiryny, bilirubina, flawiny czy
NADH/NADPH.

Podczas peknie¢ pojedynczej nici DNA (Single Strand Break, SSD) integralnosé
chromosomu nie jest naruszona. SSB to jednak najczesciej wystepujace uszkodzenia DNA w
komorce z czestoscig zachodzenia rzedu tysiecy razy w ciaggu doby na komorke. Za ich
naprawe gtéwnie odpowiada szlak zwany SSBR (Single-Strand Break Repair).

Drugim zagrozeniem dla komorki sa dwuniciowe peknigcia DNA. Nastepuje wtedy utrata
cigglosci chromosomu. Jednym z proceséw zaangazowanych w naprawe DNA w sposob
posredni jest naprawa przez wyciecie fragmentu polinukleotydowego i ponowna synteza z
udzialem polimerazy DNA. Jedna z podstawowych drég naprawy uszkodzonego DNA na
drodze posredniej jest szlak naprawy poprzez wycinanie zasad (Base Excision Repair, BER).
Do naprawy uszkodzen, takich jak polaczenia wewnatrz nici czy zasady z przylaczonymi
grupami chemicznymi, wykorzystywany jest szlak NER przez wyciecie nukleotydow
(Nucleotide Excision Repair, NER). Jest to proces podobny do naprawy BER, lecz nie
poprzedza go selektywne wycinanie zasad. W S$ciezce NER usuwany jest nie tyko
uszkodzony nukleotyd, ale caly otaczajacy go fragment tanicucha polinukleotydowego. Jest
to jeden z najbardziej powszechnych szlakow naprawy DNA w komorkach eukariotycznych
pozwalajacy na wszechstronne naprawy zmian strukturalnych w DNA.

Od wielu lat procesy naprawy DNA stanowig obiekt intensywnych badan biologow
molekularnych. Sciezka BER wykorzystuje wiele réznych enzyméw i bialek naprawczych.
Jadrowe biatko XRCC1 (X-ray Repair Cross Complementing Protein 1), jest zaangazowane
w $ciezki naprawy jednoniciowych uszkodzen DNA - SSBR. Oddzialuje ono z innymi
czynnikami naprawczymi (m.in. polimerazami PARP1 i PARP2, polimeraza 8,
kinaza/fosfatazg polinukleotydowa PNKP, Ligaza I).

Inng grupa bialek, ktore oddziatuja z XRCC1 w procesie naprawy, sa komponenty aparatu
replikacyjnego, takie jak PCNA, glikozydaza DNA UNG?2 i polimeraza DNA a-primaza.
Interakcje te sa istotne podczas naprawy jednoniciowych peknig¢ DNA powigzanych z
replikacja. Badania wskazuja, ze aktywacja PARP i rekrutacja XRCC1 sg silnie powigzane ze
stresem replikacyjnym i naprawg SSBs powstalych podczas replikacji. PCNA wchodzi w



interakcje z XRCC1, co pokazaly dane biochemiczne (immunoprecypitacja) oraz
mikroskopowe - sgsiedztwo obu bialek w ogniskach replikacyjnych. Te dane moga
wskazywa¢ na naprawe jednoniciowych peknie¢ DNA powstalych  wskutek
nieprawidlowego procesu replikacji. Biatko PCNA jest roéwniez obecne w Sciezce long-patch
BER wraz z ligaza 1 czy FENI.

Glowne etapy naprawy S$ciezkg BER  to: (1) rozpoznanie i  wyciecie
uszkodzonej/niewlasciwe;j zasady, (2) naciecie w powstatym miejscu
apurynowym/apirymidynowym, (3) przetwarzanie koncow, (4) wstawienie poprawnego
nukleotydu, (5) taczenie koncow. W sciezce short patch BER polimeraza 3 lub polimeraza A
usuwa grupe 5°-dRP i wstawia brakujacy nukleotyd. Na ostatnim etapie zachodzi ligacja. W
procesie naprawy moze dojs¢ do sytuacji, w ktorej grupa 5-dRP w miejscu przerwy jest
stabym substratem dla Pol B. W takich wypadkach uruchamiana jest sciezka naprawcza
long-patch.

Celami niniejszej pracy bylo zbadanie aktywnosci $ciezek naprawy jednoniciowych pekniec
DNA w réznych fazach cyklu podzialowego. Podjeto sie takze sprawdzenia, ktore $ciezki
naprawy jednoniciowych peknie¢ DNA (SP czy LP) sg aktywowane w komorkach
niereplikujacych i replikujacych, oraz okreslenia poziomu wysycenia naprawy przez
indukcje wielu jednoniciowych peknie¢ DNA wygenerowanych w krotkich odstepach

czasu. To bardzo ciekawe i ambitne cele.

Uktad pracy jest zgodny z zasadami redagowania rozpraw doktorskich. Rozprawa zostala
podzielona na standardowe w pracach biologicznych rozdziaty. Rozdzial wstep wprowadza
w tematyke prowadzonych badan zwigzanych z uszkodzeniami DNA, konsekwencje
biologiczne takich uszkodzen, a takze zwigzek pomiedzy naprawa DNA, a momentem cyklu
komoérkowego. Druga czes¢ wstepu opisuje jednoniciowe peknigcia DNA, Sciezki naprawy
takich uszkodzen oraz metody wykorzystywane w badaniach w celu wywotania takich
uszkodzen. Szczegétowo opisuje naswietlanie skupiona wiazka Swiatta widzialnego uzytego
podczas badan w tej pracy do generowania uszkodzenn DNA. Na koncu Autor opisal budowe
i role bialek XRCC1 oraz PCNA ktoérych role w procesach naprawczych peknie¢c DNA
szczegbtowo analizowal w niniejszej pracy. Rozdzial poswiecony materialowi i metodom
podzielony zostal na podrozdzialy w ktérych szczegétowo opisane zostaly metody i techniki
doswiadczalne zastosowane w pracy. Zarowno wstep jak i materiat i metody ilustrowane sa
fotografiami, tabelami i rycinami dobrze obrazujacymi i uzupehiajacymi tresci zawarte w

tych rozdzialach. Rozdzial ten zostal napisany poprawnie i skrupulatnie. W tym miejscy



pozwole sobie zada¢ pierwsze pytanie do Doktoranta. Dlaczego do badan wykorzystano
komorki HeLa bedace komoérkami ludzkimi, wyizolowanymi z komorek nabtonka szyjki
macicy. Komorki takie w warunkach naturalnych nie sa eksponowane na §wiatlo widzialne.
Czy byly proby badania linii komoérkowych komoérek pochodzacych z tkanek normalnie
eksponowanych na $wiatlo widzialne takich komorki fibroblastow (human secondary
fibroblasts, HSF)?

Najobszerniejsza cze$¢ rozprawy stanowi opis wynikéw badan. Wszystkie wyniki zostaty
opisane niezwykle szczegétowo, S$wietnie zilustrowane starannie przygotowanymi
wykresami, tabelami i wysokiej jakosci dokumentacja fotograficzng. Tak wyczerpujaca

prezentacja uzyskanych wynikéw zastuguje na uznanie.

Do najwazniejszych wynikoéw pracy nalezy zaliczy¢:

e Kluczowe dla dalszych badan podjetych w tej pracy jest wykazanie, ze wiazka
$wiatla widzialnego o niskiej intensywnos$ci wywotuje pekniecia DNA. Ponadto
wykazanie, ze dzieje si¢ tak nawet bez udzialu egzogennych fotouczulaczy.

e Skuteczne zastosowanie w badaniach bardzo czutych narzedzi badawczych. Mam tu
na mys$li po pierwsze: generowanie pojedynczych jednoniciowych peknie¢ DNA
wigzka Swiatly widzialnego o niskiej kontrolowanej energii. Ponadto precyzyjne
tylko lokalne generowanie tych zmian skupiong wigzka laserows. Pozwolilo to nie
dziala¢ destrukcyjnie na pozostala czes¢ jadra oraz cytoplazmy. Ingerencja jaka
musiata by¢ wykonana w zaplanowanym eksperymencie, w sposéb minimalny
oddzialywala na inne aspekty funkcjonowania badanych komoérek. Uwazam, ze takie
zblizenie sie do warunkéw fizjologicznych w indukowanym eksperymencie, byto
kluczowe dla wiarygodnosci uzyskanych dalszych wynikow.

e Po drugie skuteczne wykrywanie tych pojedynczych peknie¢ DNA, co nastepnie
pozwolito na precyzyjng analize poszczegdlnych ognisk naprawczych. Biatko XRCC1
moze by¢ traktowane jako marker obecnosci jednoniciowych peknig¢ DNA. Jego
zgromadzenie sie moze $wiadczy¢ o tym, ze doszto do rozpoczecia procesu naprawy,
ktory mozna nastepnie badac.

e Wykazanie, ze w komorkach podczas replikacji jednoniciowe peknigcia DNA
formuja mniej ognisk biatka XRCC1 niz w komoérkach niereplikujacych. Wskazuje to
na zaangazowanie tego biatka jednoczesnie w proces replikacji i jego mniejszg

dostepnos¢ w procesach naprawczych. Sposobem radzenie sobie z tym problemem



jaki wystepuje w komorkach podczas replikacji jest szybszy bardziej efektywny
(krotszy w czasie) proces naprawczy z udziatem tego biatka.

Zaprezentowane w pracy wyniki pokazuja, ze jesli biatko PCNA zaangazowane jest
w proces replikacji, kiedy dochodzi do powstania SSBs, to istnieje wieksze
prawdopodobienstwo, iz aktywowana zostanie $ciezka naprawy SP.

Otrzymane wyniki wskazuja rowniez na to, ze komorki nie sg zdolne do naprawy
wielu SSBs, ktore pojawily w duzej liczbie w krotkim czasie. Dodatkowo
zaobserwowano, ze najwiecej biatkka XRCC1 rekrutowane jest do pierwszych
lokalnych uszkodzen, a wraz z indukcja kolejnych liczba rekrutowanych do

uszkodzenia DNA czasteczek spada.

Bardzo wysoko oceniajac uzyskane wyniki, mam kilka pytan, ktore sa bardziej

komentarzami niz zastrzezeniami:

1)

2)

3)

W pracy zastosowano metody immunofluorescencyjne z detekcja za pomoca
przeciwcial obu badanych bialek. Metoda ta zostala uzyta jako metoda kontrolna
obserwowanych proceséw. Czy prowadzone byly tez inne dodatkowe kolokalizacje z
uzyciem przeciwcial do innych bialek bioracych udzial w naprawie DNA metoda
kolokalizacji z biatkiem XRCC1 lub biatkiem PCNA? Badania takie pozwolily by na
lepsza identyfikacje molekularng zidentyfikowanych miejsc naprawy DNA.

Zastanawiam sie czy dla pelnej identyfikacji wszystkich miejsc naprawczych
mozliwe bylo zastosowanie dodatkowo metody detekcji syntezy DNA poprzez
zastosowanie inkubacji z EAU lub poprzez zastosowanie inkubacji z BrdU, ktére to
metody s3 z powodzeniem stosowane w Zakladzie Biofizyki Komoérki. Taka metoda
wymagala by wczesniejszych inkubacji znakowanymi nukleotydami, nastepnie
wykonanie doswiadczen in vivo detekcji biatek fluorescencyjnych i ponownie
detekcji in situ wszystkich miejsc naprawczych dostepnych ta bezposrednig metoda.
Dodatkowo w komorkach bedacych w fazie S pozwolilo by to na identyfikacje takze
miejsc replikacji i by¢ moze jakas$ analize przestrzenng obu proceséw: naprawy DNA
i procesu replikacji. Teoretycznie jest to mozliwe dla laika, ale by¢ moze jednak jest

to praktycznie nie mozliwe. Prosz¢ o komentarz w tej sprawie.

Z ciekawosci zapytam si¢ czy poza bezposrednimi metodami z inkubacjg

znakowanych nukleotydow w zywych komoérkach w detekcji miejsc naprawy DNA,



stosowane sa metody in situ post inkubacyjne z uzyciem np. wszechstronnego
enzymu TdT mogacego generowac synteze dowolnych nukleotydow do wolnych
koncow 3> w DNA? Czy jednak krotki czas na wystapienie takiej przerwy w DNA
czy fizyczna niedostepnosc dla enzymu uniemozliwia stosowanie takiej metody in

situ?

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pana mgr Oskara Szelesta zawiera wazne i oryginalne
wyniki, §wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu doktoranta do prowadzenia badan.
Wyszczegolnione drobne uwagi wynikaja z obowigzku recenzenta i nie maja one wielkiego

wplywu na wysoka ocene pracy.

W podsumowaniu, na podstawie dokonanej wysoce pozytywnej oceny rozprawy
doktorskiej, stwierdzam, Ze recenzowana praca spelnia wszystkie wymogi formalne
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
z 2016 r. poz.882) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne UJ o dopuszczenie
Pana mgr Oskara Szelesta do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na
oryginalnos$¢ i wysoka wartos¢ naukowa wynikow wnoszaca do istniejacej wiedzy wazne
fakty, pozwalam sobie zlozy¢ wniosek do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne UJ o

wyro6znienie tej rozprawy stosowna nagroda.
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