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RECENZIJA
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ PANI MGR ANETY WIECZOREK
pt. ,Korelacje pomiedzy ekspresjg genow kodujacych enzymy cyklu Krebsa

a kontrolg replikacji DNA w komdrkach ludzkich”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w Katedrze
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza
Wegrzyna petnigcego funkcje promotora oraz dr Roberta tyzenia wystepujgcego w
charakterze promotora pomocniczego. Rozprawe przygotowano zgodnie z wymogami
ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U., poz. 595) z pdiniejszymi zmianami (Dz.U. z roku
2016, poz. 882). Doktorat stanowi spojny tematycznie zbior trzech artykutdw,
opublikowanych w latach 2015 - 2018 w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym,
znajdujgcych sie w bazie JCR (Med. Hypothesis, BMC Cell Biol. oraz Gene), o tacznym
wspotczynniku oddziatywania IF wynoszacym 6,147. Prace s wieloautorskie, niemniej z
oswiadczen Doktorantki oraz pozostatych autordw, jasno wynika jaka byta jej rola w
powstaniu tych prac. W obu pracach doswiadczalnych umieszczonych w cyklu (BMC Cell
Biol. i Gene) Doktorantka jest jednym z dwoch pierwszych autorow, natomiast w pracy
przegladowej wspdtautorem. Doktorantka ma ponadto w swoim dorobku naukowym
jeszcze 2 prace (Biol Trace Elem Res oraz Gene), co sprawia ze sumaryczny wspotczynnik
wptywu IF jej publikacji wynosi ponad 10. W drugiej ze wspomnianych prac,
opublikowanej w Gene, jest ona jednym z dwoch rownocennych pierwszych autorow, i
cho¢ praca ta nie weszta w sktad jej doktoratu, to najwyrazniej stanowi kontynuacja tych

samych badan. Taki dorobek naukowy u mtodej osoby nie majacej jeszcze stopnia



doktora zwraca uwage. Nalezy ten fakt podkresli¢ tym bardziej, Ze w wiekszosci z prac
udziat Doktorantki byt kluczowy. Mgr Aneta Wieczorek byta w nich pierwszym autorem,
planowata i przeprowadzata eksperymenty, analizowata wyniki, a w pracy przeglagdowej
wspoétuczestniczyta rowniez w tworzeniu manuskryptu.

Spetniony jest rowniez, narzucony ustawg obowigzek przygotowania streszczenia
doktoratu w jezyku polskim i angielskim. Takie streszczenia zostaly przygotowane.
Zaskakuje tylko fakt, ze jedynymi pozycjami literaturowymi cytowanymi w tej czesci pracy
sg prace wiasne wchodzace w skfad rozprawy doktorskiej. Tymczasem, w streszczeniu
Doktorantka nie tylko opisuje wyniki badan wtasnych, ale réwniez wprowadza czytelnika
w temat, powotujgc sie przy tej okazji na wiele wczesniej uzyskanych danych, dla ktérych
jednak brak odnosnikéw. Dodatkowo, Pani mgr Aneta Wieczorek zamiescita w doktoracie
liste publikacji, ktére stanowig jej dorobek naukowy. Ostatni element ocenianej tu
rozprawy doktorskiej stanowig oswiadczenia wspotautorow wszystkich publikacji
sktadajacych sie na te prace przedstawiajgce zakres udziatu poszczegdlnych oséb w ich
powstawaniu oraz wskazujgcy na waikg role Doktorantki.

Powigzania pomiedzy metabolizmem  komorkowym a  mechanizmami
gwarantujacymi stabilnosc¢ genetyczng komorek roznych organizmow staty sie ostatnio
przedmiotem ozywionej dyskusji naukowej. Funkcjonujgcy przez dtugi czas poglad, ie
zaleznosci te sg wynikiem oddziatywan posrednich, np. rownolegle przebiegajacych
szlakow regulacyjnych, z ktorych jeden kontroluje stan DNA, a inny stan metaboliczny
komorki, a efektem dziatania obu jest przygotowanie komorki do nastepnego podziaty,
przy czym obserwowane zaleznosci miedzy nimi sg w rzeczywistosci koincydentalne,
zostat ostatnio zachwiany. Przyczyna takiego stanu rzeczy staty sie m.in. badania z
wykorzystaniem genomiki funkcjonalnej przynoszace mrowie informacji o fenotypach
komdrek pozbawionych okreslonego genu czy niosacych konkretng mutacje. Napedzajaca
badaczy cheé poznania funkcji molekularnej produktow kazdego z gendw, za pomocy
badan genomicznych, spowodowata nie tylko naptyw informacji o roli komarkowej
produktow gendw o nieznanej dotgd funkcji, ale nieoczekiwanie, réwniez o nieznanych
dotad rolach biatek, ktdrych funkcja wydawata sie nam juz znana. Coraz czesciej
dowiadujemy sie o drugiej roli znanego od dawna bhiatka (ang. moonlighting protein)
zaangazowanego w jeden ze szlakow metabolicznych. Coraz wiecej danych wskazuje na

bezposredni wptyw enzymdw komorkowych na procesy regulujgce metabolizm DNA. Do
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znanych od kilkudziesieciu lat zaleznosci tego rodzaju, takich jak np. drozdzowe biatko
akonitaza, enzym mitochondrialny, ktéry oprécz tego, ze przeprowadza konkretng reakcje
w cyklu TCA, tj. przemiane cytrynianu w izocytrynian, petni réwniez funkcje nukleoidu
wigzgc i ostaniajgc mtDNA, dotgczyt diugi szereg kolejnych zaleznosci i biatek. Wystarczy
wspomnie¢, ze w pracy przeglagdowej sprzed 20 lat (Jeffrey CJ, 1999) wymienionych byto
20 biatek wielofunkeyjnych, gdy tymczasem obecnie znanych ich jest juz setki.

Biatka wielofunkcyjne wydaja sie by¢ wyjatkowo przydatne do tego, by regulowac
i synchronizowaé réznego rodzaju procesy komdrkowe. | rzeczywiscie, istniejg przyktady
takiej ich roli komorkowej. Przyktadem moze tu by¢ fumaraza Fum1, enzym cyklu Krebsa,
ktéry w sytuacji stresu genotoksycznego jest rekrutowany do jadra, gdzie przeprowadza
te sama reakcje co w mitochondriach. Wyprodukowany w jgdrze fumaran dziata na DNA
ostonowo, przeciwdziatajac powstawaniu peknie¢ DNA. Mechanizm tej odpowiedzi jest
dwojaki. Z jednej strony fumaran prowadzi do aktywacji kinazy AMPK, ktéra chroni
komorki przed apoptozg, z drugiej strony dziata jako kompetycyjny inhibitor HPH, biatka
stabilizujgcego czynnik transkrypcyjny HIF, wptywajac tym samym na ekspresje genow
zwigzanych z metabolizmem komdrkowym, angiogenezg i apoptoza. Inny przykfad to
syntaza homocytrynianiowa Lys20, katalizujgca pierwszy etap biosyntezy lizyny w
mitochondriach, ktéra lokalizuje réwniez w jadrze komdrkowym, gdzie oddziatuje z
chromatyna. Lys20 poprzez oddziatywanie z acetylotransferazg histonow Esal i histonem
Htz1 przyczynia sie do acetylacji histonow i fosforylacji biatka Rad53 aktywujgcego punkt
kontrolny cyklu komdrkowego w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Zatem enzymy
komérkowe potrafig potaczy¢ role metabolizmie komdrkowym z rolg regulatora
odpowiedzi na stres. Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Anety Wieczorek
wpisuje sie w ten nurt badan, bowiem celem tej pracy jest sprawdzenie czy i jaki wptyw
na synteze DNA majg zaburzenia poziomu enzymow cyklu Krebsa.

Pierwsza z prac wchodzgcych w sktad doktoratu mgr Anety Wieczorek (Konieczna A,
Szczepanska A, Sawiuk K, tyzen R, Wegrzyn G. (2015) Enzymes of the central carbon
metabolism: are they linkers between transcription, DNA replication, and carcinogenesis?
Med Hypotheses. 84(1):58-67) przedstawia aktualny stan wiedzy o bezposrednich
zwigzkach pomiedzy metabolizmem wegla a regulacjg replikacji DNA. Zgodnie z
oswiadczeniami Doktorantki i pozostatych wspotautoréw Doktorantka odpowiada za

cze$é tej pracy dotyczaca cyklu Krebsa. Z zebranych w publikacji danych literaturowych
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wynika, Zze enzymy zaangazowane w metabolizm wegla, wigczajac w to te zaangazowane
w cykl Krebsa, odgrywaja pewng role w regulacji transkrypcji, w kontroli replikacji oraz w
odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Autorzy stawiajg tei hipoteze, ze niektére enzymy
szlakow biochemicznych mogga regulowac bezposrednio metabolizm DNA, a ich niedobory
sg przyczyng nieprawidtowosci w replikacji lub reperacji DNA, prowadzac w efekcie do
kancerogenezy. Praca stanowi dobre wprowadzenie do prac eksperymentalnych
stanowigcych dalszg cze$¢ doktoratu. Pytanie, ktdre nasuwa sie czytelnikowi tej pracy
brzmi, dlaczego uzyto innego réinych skrotéw dla tego samego enzymu w tekscie i na
Rys. 1 (PGl versus GPI)?

Druga praca wchodzaca w sktad doktoratu (Konieczna A, Szczepanska A, Sawiuk K,
Wegrzyn G, tyzen R. (2015) Effects of partial silencing of genes coding for enzymes
involved in glycolysis and tricarboxylic acid cycle on the enterance of human fibroblasts to
the S phase. BMC Cell Biol. 16:16) jest praca eksperymentalna. W pracy tej autorzy
weryfikowali postawiong w poprzedniej pracy hipoteze systematycznie wyciszajgc
(metodg siRNA) kolejne geny kodujace enzymy szlakdw biochemicznych zwigzanych z
metabolizmem wegla, a doktadnie enzymy glikolityczne oraz enzymy cyklu Krebsa.
Modelem badawczym byta linia komodrkowa zdrowych ludzkich fibroblastow skory HDFa
(Human Dermal Fibroblasts adult), a badano fenotypy zwigzane z DNA, mianowicie
wydajnoé¢ syntezy DNA (analizujgc ilos¢ wtaczanego podczas syntezy znakowanego
nukleotydu) oraz zaburzenia cyklu komérkowego (metodg cytometryczng). Doktorantka
odpowiadata za czes¢ opisanych w pracy eksperymentow dotyczacy cyklu Krebsa. Z
sukcesem wyciszyta kazdy z gendw kodujgcych enzymy tego szlaku metabolicznego: CS1
(kodujacy syntaze cytrynianowg 1), ACO2 (kodujgcy akonitaze 2), IDH2 (kodujgcy
dehydrogenaze izocytrynianowg 2), IDH3B (kodujgcy dehydrogenaze izocytrynianowg
3B), OGDH (kodujgcy dehydrogenaze a-ketoglutaranu), SUCLG2 (kodujacy syntetaze
bursztynylo-CoA 2), SDHA (kodujacy podjednostke A kompleksu dehydrogenazy
bursztynianowej), FH (kodujacy fumaraze) i MDH2 (kodujacy dehydrogenaze jabiczanowg
2). Wykazata, ze wyciszenie wymienionych gendw nie powoduje efektu cytotoksycznego.
Za pomoca analizy wiaczania BrdU Doktorantka wykazata, ze obnizenie poziomu ekspresji
genow takich jak ACO2, FH, a w mniejszym stopniu réwniez MDH2 i CS1 powoduje
zmniejszenie wydajnosci syntezy DNA. Wyciszeniu tych gendw, a takie wyciszeniu genu

SDHA, towarzyszg réwniez zmiany w cyklu komérkowym widoczne w analizie
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cytometrycznej. Zmiany te swiadczg bad? to o opdinieniu wejscia komdrek w faze S (dla
szczepéw z wyciszonymi genami FH, CS1, MDH2 i SDHA), badz tez o zmniejszonej frakji
komérek w fazie S czemu towarzyszy wydtuzenie fazy G2/M (ACO2, FH). Otrzymane
wyniki potwierdzajg istnienie zwigzkéw pomiedzy genami kodujacymi enzymy cyklu
Krebsa i tymi zaangazowanymi w metabolizm DNA.

Trzecia z prac wchodzacych w sktad doktoratu (Wieczorek A, Fornalewicz K,
Mocarski t, tyzen R, Wegrzyn G. (2018) Double silencing of relevant genes suggests the
existence of the direct link between DNA replication/repair and central carbon
metabolism in human fibroblasts. Gene. 650:1-6.) zawiera wyniki dalszych badan.
Poniewaz ustalono, Zze wyciszenie gendw kodujgcych enzymy uczestniczgce w
metabolizmie wegla, w tym w cyklu Krebsa, ma wptyw na przebieg cyklu komorkowego
oraz wydajnos¢ syntezy DNA postanowiono dowiedzie¢ sie, ktore z etapow syntezy lub
reperacji DNA nie przebiegajg poprawnie pod nieobecno$¢ enzymoéw metabolicznych.
Badania przeprowadzono w komoérkach zdrowych ludzkich fibroblastow HDFa.
Analizowano zaleznosci epistatyczne pomiedzy genami kodujagcymi enzymy metabolizmu
wegla, a wybranymi genami kodujacymi enzymy kluczowe dla poprawnego przebiegu
replikacji lub reperacji DNA, a mianowicie PRIM2 (gen kodujacy prymaze), POLI (gen
kodujacy DNA polimeraze ), LIG4 (gen kodujacy ligaze 1IV) oraz TOP3B (gen kodujgcy
topoizomeraze I1IB). Doktorantka odpowiadata za cze$¢ badan dotyczacg analizy
powigzan epistatycznych miedzy genami kodujacymi enzymy cyklu Krebsa a PRIM2, POLI,
LIG4 i TOP3B. Po sprawdzeniu efektywnosci wyciszania badanych genéw (metoda RT-
PCR) i wplywu tego wyciszania na zywotnosc¢ komérek,l sprawdzita takie fenotypy
komorek jak ilos¢ komorek w poszczegélnych fazach cyklu komdrkowego (metodg
cutometryczng) i efektywno$¢ syntezy DNA (analiza wiaczania znakowanego nukleotydu
BrdU). Doktorantka wykazata supresorowy efekt wyciszenia IDH2 (gen kodujacy
dehydrogenaze izocytrynianowg 2) w szczepach z wyciszonymi genami kodujgcymi
badane biatka zwigzane z replikacjg i naprawa DNA. Wydajnos¢ syntezy DNA wzrastata 4-
krotnie w poréwnaniu do poziomu obserwowanego w komérkach z wyciszonym genem
PRIM2, POLI, LIG4 czy TOP3B, osiggajgc ponad 80% wydajnosci syntezy DNA
obserwowanej w niewyciszonym szczepie kontrolnym. Poprawie wydajnosci syntezy DNA
towarzyszyto przywrdcenie zdolnosci komdrek do wchodzenia w faze S cyklu bez

opdznienia. Podobny efekt zaobserwowata Doktorantka w komdrkach z wyciszong parg

5



gendw OGDH i POLI, a efekt czesciowej supresji widoczny byt m.in. dla par wyciszonych
gendow SUCLG2 i PRIM2 oraz SUCLG2 i POLI. W tym miejscu nalezy zauwazyc, ze w pracy
stosowane s3 rownolegle dwa rézne zapisy nazwy jednego genu, np. PRIM i PRIM2, albo
SUCL i SUCLG2. Moim zdaniem nalezy ujednolicaé zapisy gendw przynajmniej w obrebie
jednej publikacji.

Jak wynika z przeprowadzonych przez Doktorantke badan fenotypy zwiazane z
wyciszeniem gendw kodujacych enzymy cyklu Krebsa nie zawsze majg efekt stymulujacy
synteze DNA w komdrkach z wyciszonymi genami kodujgcymi biatka zwigzane z synteza
lub naprawg DNA. Przeciwnie, niektore z obserwowanych fenotypdw sg addytywne, inne
zas epistatyczne. Wyciszenie gendw CS1, ACO2, SDHA czy FH w komdrkach z wyciszonym
genem PRIM2 zmniejsza frakcje komdrek zdolnych do rozpoczecia fazy S. Podobny efekt
udokumentowano w komorkach z wyciszonym genem TOP3B, w ktdrych dodatkowo
wyciszono geny CS1 czy SDHA, oraz ACO2 lub FH, cho¢ w tych ostatnich dwdch
przypadkach kinetyka progresji cyklu komérkowego jest odmienna. Relacje epistatyczne
stwierdzono dla takich par gendéw jak np. TOP3B i MDH1, LIG4 i FH czy ACO2 i POLI.
Otrzymane przez Doktorantke dane sugerujg szereg roinych powigzan genetycznych
miedzy replikacjg i naprawa DNA a metabolizmem wegla, tu konkretnie cyklem Krebsa. Te
powigzania mogg miec istotne znaczenie dla stabilnosci genetycznej komorek, w ktérych
dochodzi do zaburzenia poziomu ekspresji albo do mutacji zaburzajacej prawidiowe
funkcjonowanie genow kodujgcych enzymy cyklu Krebsa.

Niektére dane, przedstawione na Rys. S3, S6, S9, S12 w pracy opublikowanej w
Gene, cho¢ wyglad majg zblizony, s3 réinie klasyfikowane w Tab. 1. Jakie kryteria
zastosowano do oceny przedstawionych na tych rycinach fenotypdw? Co zdecydowafo o
oznaczeniu ‘+ fenotypu komdrek z wyciszonymi genami LIG4 i SUCLG2 czy LIG4 i MDH1, a
‘0" PRIM2 i SUCLG2 w tej tabeli? Z tym pytaniem wigZe sie pytanie o sposob
przeprowadzenia analizy statystycznej interpretowanych wynikdéw. Podczas interpretacji
uzyskanych danych powinny zosta¢ uwzglednione m.in. wielkos¢ badanej proby i
istotno$¢ statystyczna obserwowanych rdznic. Jak rozumiem, w pracy weryfikowano
istotnos¢ statystyczng obserwowanych réznic postugujgc sie p-val=0,05, ale cho¢ podano
iloé¢ powtdrzen, dla ktdrych przeprowadzono analizy (4), nie zaznaczono czy byly to
powtdrzenia biologiczne (niezaleznie uzyskane transfektanty) czy powtdrzenia techniczne

(niezaleinie przeprowadzone eksperymenty, w ktérych wykorzystano te same
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transfektanty). Chciatabym poznac¢ szczegdly tej analizy podczas obrony pracy.
Chciatabym rowniez pozna¢ opinie Doktorantki na temat mozliwych przyczyn
intrygujacych roinic w kinetyce progresji fazy S cyklu komérkowego w komorkach z
wyciszong para genow TOP3B i CS1 vs TOP3B i ACO2.

Rozprawa doktorska mgr Anety Wieczorek zostata przygotowana w oparciu o dobrg
znajomosc literatury fachowej w zakresie interakcji miedzy szlakiem metabolizmu wegla a
procesami umozliwiajgcymi komorkom wydajng synteze i naprawe DNA. W swoich
badaniach Doktorantka zastosowata szereg nowoczesnych technik badawczych
adekwatnych do badanych problemdéw (wyciszanie genéw za pomocg SiRNA, RT-PCR,
analiza cyklu komérkowego metoda cytometryczna, analiza efektywnosci syntezy DNA),
zatem strona metodyczna przedstawionej pracy doktorskiej nie budzi zastrzezen.
Podkresli¢ trzeba ogrom pracy wykonanej przez Doktorantke. Podsumowujgc same
analizy cyklu komorkowego zamieszczone w pracy opublikowanej w Gene, ktore
przeprowadzita stwierdzimy, e przebadanie wszystkich uktadéw doswiadczalnych
wymagato przeprowadzenie kilku tysiecy pomiarow. Wyniki przedstawione w tej pracy s3
istotnym i nowym wktadem w dziedzine nauk biologicznych i przyczynia sie do lepszego
zrozumienia  funkcjonowania  homeostazy  komdrkowej oraz  mechanizméw
warunkujgcych stabilnos¢ genetyczng komorek w obliczu zmian metabolicznych czy w
odpowiedzi na dostepne zrédia wegla w komorkach ludzkich.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca mgr Anety Wieczorek pt.
,Korelacje pomiedzy ekspresja genéw kodujacych enzymy cyklu Krebsa a kontrola
replikacji DNA w komdrkach ludzkich” wykonanej pod opiekg prof. dr hab. Grzegorza
Wegrzyna (promotora) i dr Roberta tyienia (promotora pomocniczego) w Katedrze
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego spetnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosze zatem do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego dopuszczenie Pani mgr Anety Wieczorek do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, doceniajac wartos¢ przedstawionych w pracy wynikow
wnosze do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o wyrdznienie tej rozprawy

doktorskiej.



