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pracy doktorskiej mgr Karoliny Fornalewicz

~Zwiazek szlaku pentozofosforanowego z regulacjg replikacji DNA w ludzkich fibroblastach”

Nosnikiem pierwotnej informacji genetycznej u cztowieka jest DNA, wiec przekazywanie tej informa-
cji, zwigzane z utrzymywaniem gatunku, jest $ciste zwigzane z przekazywaniem DNA w procesie semi-
konserwatywnej replikacji DNA. Doktadnos¢ tego procesu i proceséw z nim stowarzyszonych, uwa-
runkowana wielkoscig genomu, jest nieporownywalna z zadnym innym procesem. Osiggniecie takiej
doktadnosci wymaga szeregu kompleksowych oddziatywan, z ktdrych wiele jest albo stabo, albo
wrecz w ogdle nieznanych. Oddziatywania te mozna uwazac za mechanizmy regulacji replikacji DNA i
badania nad nimi z pewnoscia nalezg do fundamentalnych. Wyniki szeregu badan przeprowadzonych
w ostatnich latach sugeruja, ze sie¢ regulacji replikacji DNA moze by¢ wieksza niz przypuszczano i za-
wiera¢ elementy zjawisk i proceséw uwazanych dotad za niezwigzane bezposrednio z replikacjg ani z
soba. Dlatego podjecie tematu mechanizméw kontroli replikacji DNA przez doktorantke, Panig mgr
Karoline Fornalewicz i promotora Jej rozprawy Pana profesora Grzegorza Wegrzyna uwazam za uza-
sadnione. Doktorantka w swej praca badata udziat enzymow szlaku pentozofosforanowego (PPP), be-
dacego sktadowg centralnego metabolizmu wegla w regulacji replikacji DNA w fibroblastach czio-
wieka. Jak zaznaczytem jest to temat wazny i niezbyt gleboko poznany, a wiekszo$¢ prac z tej tema-
tyki zostata przeprowadzona na innych niz cztowiek organizmach. W szerokim rozumieniu oryginalno-
sci, tematyka pracy moze by¢ postrzegana jako oryginalna.

Tytut rozprawy jest doé¢ ogdlny, ale prawidtowo sformutowany i dostecznie jasny.

Rozprawe doktorskg Pani Fornalewicz stanowig 3 publikacje, w jednej z nich Doktorantka jest
pierwszym autorem, w jednej — drugim i jednej — trzecim. Dwie z tych prac sg firmowane przez 5
wspotautoréw, a jedna, ta ktérej pierwszym autorem jest Doktorantka — przez czterech. Praca w kto-
rej Doktorantka jest pierwszym autorem oraz jeszcze jedna praca ukazaty sig¢ w Gene, IF ok. 2,3
(MNiSzW 20 pkt), natomiast pozostata praca w Medical Hypotheses (IF ok. 1,1, MNiSzW 15). Z
o$wiadczen wspotautordw tych prac wynika, ze wktad Doktorantki w ich powstanie byt znaczacy.
Oproécz tych o$wiadczen, odbitkom prac stanowigcych rozprawe doktorska towarzyszy streszczenie w
jezykach polskim i angielskim oraz wykaz dorobku naukowego Doktorantki.

Prace przedstawione jako rozprawa doktorska przeszty procedure recenzji w redakcjach Gene i
Medical Hypotheses i nie zamierzam wystepowac jako ich superrecenzent. Uwazam, Ze ranga czaso-
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tego celu. Jak wspomniatem, udziat Doktorantki w powstaniu tych prac mozna uwazac jako znaczacy.
Niemniej przeto, chciatbym zwroci¢ uwage na niektére aspekty tych prac, ktdre moga byc istotne w
ich rozwazaniu w kontekécie pracy dyplomowe;j.

Publikacja ,, Enzymes of the central carbon metabolism and they linkers between transcription,
DNA replication and carcinogenesis”, ktéra ukazata sig¢ w Medical Hypotheses jest w duzej mierze
oparta na przegladzie pismiennictwa, lecz w moim przekonaniu przegladowg nie jest, czy moze lepiej
— nie jest li tylko przegladowa. W pracy tej Autorzy snujg bardzo interesujace rozwazania na temat
wspdlnych mechanizméw replikacji DNA, transkrypcji i centralnego metabolizmu wegla, spekulujac
na temat ich potencjalnej roli w transformacji nowotworowej. Znaczacy wspotudziat w tworzeniu tej
pracy bardzo dobrze $wiadczy o potencjale naukowym Doktorantki, Jej dojrzatosci w doborze tema-
tyki, poprawnoséci formutowania hipotez i dostrzegania probleméw. Dodatkowo, w pracy tej znajduje
sie kompendium wiedzy dotyczacej centralnego metabolizmu wegla i jego znaczenia w metabolizmie
DNA, ktére jest konsekwencja trafnego wyboru Zrédet i wiasciwego ich wykorzystania.

Praca ,Silencing of the pentose phosphate pathway genes influences DNA replication in human
fibroblasts”, ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem, zostata opublikowana w Gene i zawiera wy-
niki prac eksperymentalnych nad udziatem PPP w replikacji i, w zamierzeniu Autorow, naprawie DNA,
w fibroblastach cztowieka. W pracy tej badano progresje cyklu komérkowego do fazy S fibroblastow
zatrzymanych w GO/G1 z powodu niedobory surowicy w pozywce. W pracy jednoznacznie sformuto-
wano hipoteze badawcza o udziale PPP w replikacji i naprawie DNA i przeprowadzono jej weryfikacje.
Autorzy wyciszali szereg gendw PPP i genéw biorgcych udziat w replikacji G6PD, RBKS, H6PD, PRPS1,
RPE, TALDO, DERA, PGLS, RPIA i TKT zatem prace mozna okresli¢ jako pracg o szerokim zakresie,
stwarzajaca mozliwoséci otrzymania wielu wynikdw, a co za tym idzie, stawiajgcg wyzwania interpre-
tacyjne. Autorzy z sukcesem podjeli te wyzwania, dokonujac rzeczowej oceny otrzymanych wynikow i
prowadzac ich dojrzata i twérczg dyskusje.

Trzecia praca ,Double silencing of relevant genes suggests the existence of the direct link between
DNA replication/repair and central carbon metabolism in human fibroblasts” zostata opublikowana w
Gene i w pracy tej Pani K. Fornalewicz jest drugim autorem. Praca ta jest kontynuacjg poprzedniej
pracy, w ktorej dalej weryfikowano hipotezg o zwigzku szlakow centralnego metabolizmu wegla z re-
plikacja i naprawg DNA w komérkach cztowieka. Tak jak poprzednio, badano panel gendw, ktérych
ekspresje regulowano poprzez siRNA. Fibroblasty cztowieka synchronizowano i badano replikacje
DNA testem BrdU. W pracy tej Pani mgr Fornalewicz, wspdlnie z Panig mgr Wieczorek pracowata nad
czterema genami, ktére nazywa ,replikacyjnymi” LIG4, TOP3B, POLIi PRIMZ, a nastepnie obserwo-
wata zmiany w replikacji DNA przy modulowanej ekspresji genow szlaku PPP.

Jak zaznaczytem, nie jest moim zamiarem dokonywanie merytorycznej oceny prac stanowigcych’
rozprawe doktorska, chciatbym jednak zwréci¢ uwage na dwa ich aspekty Po pierwsze, jak pisza Au-
torzy i co jest niemal oczywiste, jeden z mozliwych zwigzkéw centralnego szlaku metabolizmu wegla z
replikacjg i naprawg DNA jest konsekwencjg koniecznoéci syntezy ich prekursoréw i dostarczenia
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komdrkowego fibroblastow cztowieka do fazy S i zmiany w syntezie DNA zwigzanej z proliferacjq ko-
mdrek, a wiec gfdwnie, o ile nie wytgcznie, replikacji. Uwazam, ze otwarte pozostaje pytanie, czy ob-
serwowane przez Autorow zmiany nie byly konsekwencja zaburzen bilansu energetycznego i proce-
sow syntezy prekursordw replikacji DNA? Czy zatem teza o bezposrednim udziale enzymow central-
nego szlaku metabolizmu wegla w kontroli replikacji jest wystarczajgco udokumentowana? Po drugie
Autorzy piszg takze o zwigzku tych enzymdw z naprawg DNA, mniemam Ze na podstawie obserwacji
w konsekwencji wyciszania gendw, ktdrych produktu mogg brac udziat w naprawie DNA. Nie znala-
ztem w rozprawie doswiadczalnego potwierdzenia modulacji procesu naprawy DNA przy manipulo-
waniu ekspresjg gendw szlaku PPP. Naprawa DNA, poza szlakiem bezposredniej rewersji uszkodzenia
i niektorymi mato prawdopodobnymi przypadkami, wymaga syntezy DNA, nazywanej czasem syntezg
naprawczg (USD), w odréznieniu od syntezy replikacyjnej. Synteza naprawcza u ludzi jest prowadzona
zazwyczaj przez replikaze, a wiec polimeraze DNA syntetyzujaca nowa ni¢ w replikacji DNA. Wszelako,
nie moina utozsamiac syntezy naprawczej prowadzonej przez replikaze z syntezg podczas semikon-
serwatywnej replikacji DNA. Oprocz tego, polimeraza jota to polimeraza TLS, czyli zdolna do syntezy
DNA na uszkodzonej matrycy. Jednakie nazywanie akcji polimeraz TLS naprawg uszkodzenia DNA jest
raczej ryzykowne. Lepszym okresleniem jest raczej tolerancja uszkodzenia DNA. Teza o zwigzku enzy-
mow centralnego metabolizmu wegla, w tym enzymow szlaku PPP; bytaby lepiej poparta wynikami
otrzymanymi z doswiadczen nad funkcjonalnymi systemami naprawy DNA, a w najprostszym przy-
padku — nad globalng kinetykg naprawy DNA. Takie doswiadczenia mozna przeprowadzi¢ z zastoso-
waniem stosunkowo prostych technik. Naprawa DNA nie wystepuje jednak w tytule rozprawy doktor-
skiej Pani K. Fornalewicz, jednakze pojawia sie ona w Streszczeniu, towarzyszagcemu publikacjom
wchodzgcym w jej skfad. W podsumowaniu stwierdzam, ze konieczne sg dalsze badania dla poparcia
tezy o zwigzku miedzy enzymami centralnego metabolizmu wegla, w tym enzymdw szlaku PPP i me-
chanizmami replikacji i naprawy DNA

Wspomniane Streszczenie towarzyszace kopiom publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktor-
skiej przedstawia gtowne elementy zawarte w tych publikacjach, ktére moga zostac przypisane Dok-
torantce. Streszczenie to nie jest napisane najlepszym jezykiem =i to nie tylko z punktu widzenia
»pani od polskiego”, ale takze jezyka naukowego. Zawiera one jednak szereg niefortunnych sformuto-
wan —wezmy chocby pierwsze zdanie, z ktérego mozna przeciez wywnioskowac, ze u prokariontéw
replikacja nie zachodzi w (ich) jadrze komdrkowym. Podobnie rzecz sig ma z angielskg wersjg stresz-
czenia, cho¢ jest ono raczej wolne od , karkotomnych zawitosci” wersji polskiej. Streszczenie zawiera
bardzo wazny element pomocniczy rozprawy — deklaracje Doktorantki dotyczgcego Jej wktadu w pu-
blikacje wchodzace w skiad rozprawy. Deklaracja ta nie jest dokonana explicite, ale informacje za-
warte w Streszczeniu wraz z oéwiadczeniami wspdétautoréw prac dajg obraz udziatu Pani mgr K. For-
nalewicz w powstaniu publikacji rozprawy.

Repertuar metod zastosowanych przez Doktorantke w badaniach w swojej rozprawie doktorskiej

jest obszerny: wyciszanie ekspresji genéw przez siRNA, metody immunocytochemiczne, PCR w czasie



rzeczywistym, test whudowywania BrdU do DNA, cytometria przeptywowa, hybrydyzacja typu We-
stern.

Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Fornalewicz jest bardzo pozytywnym wynikiem
naukowym jej promotora Pana profesora Grzegorza Wegrzyna i rzecz jasna Jej samej. Najwiekszym
osiagnieciem rozprawy sg wyniki otrzymane z oryginalnych badan, ktére moga wnies¢ do naszej wie-
dzy o wzajemnych powigzaniach miedzy réznymi procesami zyciowymi. To wazne. Replikacja DNA
zajmuje w tych zwigzkach szczegdlne miejsce, ze wzgledu na jej znaczenie dla utrzymania gatunku i
jej precyzyjna regulacje dajaca nadzwyczajng dokladnos¢. Uwazam, Ze wyniki uzyskane przez Panig
mgr K. Fornalewicz stanowig podstawe i uzasadnienie dalszych badari nad powigzaniem regulacji syn-
tezy DNA, zaréwno replikacyjnej, jak i naprawczej, z szlakiem pentozofosforanowym i ogélnie central-
nym metabolizmem wegla. Podjecie tej tematyki przez Doktorantke i Promotora uwazam za trafne i
uzasadnione, Wyniki uzyskane przez Panig K. Fornalewicz zostaty opublikowane w czasopismach nau-
kowych o wymiarze miedzynarodowym. Uwaiam, ze rozprawa doktorska mgr Karoliny Fornalewicz
zatytutowana ,Zwigzek szlaku pentozofosforanowego z regulacjg replikacji DNA w ludzkich fibrobla-
stach” spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 .
poz. 249 i 1767. Dlatego wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytety Gdarskiego w

Gdarisku o dopuszczenie mgr Karoliny Fornalewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Janusz Btasiak

oo



