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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Karoliny Fornalewicz pt. ,,Zwigzek szlaku

pentozofosforanowego z regulacja replikacji DNA w ludzkich fibroblastach”

Szlak pentozofosforanowy stanowi odgatezienie procesu glikolizy i jest zlozony z szeregu
reakcji biochemicznych, ktére prowadza do wytworzenia NADPH oraz pentoz. Z tego
powodu szlak ten jest kluczowym etapem na drodze syntezy prekursorow DNA i RNA.
Zaburzenia poziomu posrednich metabolitow mogg mie¢ wplyw na tempo replikacji.
Paradoksalnie, u prokariontéw wykazano, ze efekt mutacji w genach kodujgcych elementy
aparatu replikacyjnego moze by¢ zniesiony przez delecje niektérych genoéw kodujgcych

enzymy metabolizmu weglowodanow.

Korzystajac z tych ciekawych danych uzyskanych w pracowni promotora niniejszej
rozprawy - prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna, doktorantka postanowita zbada¢ czy istnieje

powiazanie regulacji szlaku pentozofosforanowego z replikacja DNA w komoérkach ludzkich.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma charakter zestawu publikacji opatrzonych
dodatkowo krotkim streszczeniem. Dwie z tych publikacji zostaly zamieszczone w
prestizowym czasopi$émie Gene, o sile przebicia ok. 2,4. Trzecia praca ma charakter
przegladowy i prezentuje hipoteze zaleznosci replikacji od enzyméw metabolizmu zwigzkow
weglowych. Praca zostala zamieszczona w czasopismie Medical Hypotheses o sile przebicia

ok 1,1. W materialach rozprawy znajdujg si¢ ponadto os$wiadczenia wspotautoréw



powyzszych publikacji na temat udzialu poszczegdlnych oséb w eks;:;érymentach:
opracowaniu wynikéw i pisaniu i redagowaniu publikacji. O$wiadczenia te wskazuja na to,
7e udziat pani mgr Karoliny Fornalewicz w omawianej rozprawie doktorskiej jest

przewazajacy i w pelni zgodny z wymaganiami ustawy o stopniach i tytule naukowym

Do swoich badan doktorantka uzyta pierwotnych fibroblastow z ludzkiej skory, zakupionych
w firmie Cascade Biologics. Firma opisuje te linie komérek jako pobranej od pojedyncze)
dorostej osoby, komoérki zdolne do 12 podziatéw. W zwiazku z tym nasuwa sig pytanie czy
analogiczne fibroblasty pobrane od innych oséb reagowalyby tak samo, jak opisano w
publikacjach stanowiacych podstawe doktoratu. Z drugiej strony pragng podkreslic, ze wybor
nie unie$miertelnionych ludzkich komoérek w przeciwienstwie do linii posiadajacych zdolnos¢
do nieograniczonych podzialow, w tym komorek nowotworowych — jest w mojej ocenie
bardzo stuszny i stanowi o wadze przeprowadzonych eksperymentéw. Dotychczasowe
badania opisane w literaturze przeprowadzano bowiem na komérkach nowotworowych, ktére
maja rozregulowany system kontroli podziatéw komérkowych, albo na komorkach

bakteryjnych.

Doktorantka skupila si¢ na dwoch podstawowych zagadnieniach: po pierwsze czy
hamowanie ekspresji enzymow szlaku pentozofosforanowego a za pomocg metody siRNA
wplywa na cykl komérkowy ludzkich fibroblastéw, i po drugie, czy zastosowanie
jednoczesnie wygaszania ekspresji enzymdow uczestniczacych w replikacji DNA i w szlaku
pentozofosforanowym bedzie w stanie suprymowaé efekty pojedynczego wyciszania

poszczegdlnych gendw szlaku pentozofosforanowego.

Do swoich badan doktorantka wybrata zestaw dziesieciu  gendw  szlaku
pentozofosforanowego, do wyciszania ktérych zastosowata komercyjnie dostgpne siRNA.
Synchronizacja cyklu komérkowego fibroblastow zostala osiagnieta za pomocg zmniejszania
stezenia surowicy bydlecej w pozywce. Przy wyciszeniu genéw H6PD, PRPS1 oraz RPE
autorka zaobserwowala zmniejszenie liczby komoérek wchodzacych w faze S cyklu
komérkowego oraz obnizenie tempa syntezy DNA. Z drugiej strony, dla genow G6PD, RBKS
oraz TALDO, efekt wyciszenia byt odwrotny, za$ dla genéw PGLS, RPIA i TKT nie

zaobserwowano zmian w cyklu komorkowym.



W drugim etapie pracy autorka badata dodatkowo wyciszenie genéw zwigzanych z
replikacja DNA : prymazy 2 (PRIM2), polimerazy iota (POLI), ligazy 4 (LIG4) i
topoizomerazy IlI-beta (TOP3B) przy rownoczesnym wyciszeniu ekspresji niektérych genow
szlaku pentozofosforanowego.  Efekt obnizenia ekspresji TOP3B =zostal czgsciowo
zniwelowany przez wyciszanie pojedynczych genéw metabolicznych RBKS, TKT oraz

TALDO. Takze w przypadku kombinacji innych gendw uzyskano efekt supresji.

Uzyskane wyniki sa bardzo ciekawe i stanowia doskonaly materiat wyjsciowy do dalszego
badania zaleznos$ci replikacji DNA od aktywno$ci enzyméw cyklu pentozofosforanowego. Ze
wzgledu na forme ocenianej tu rozprawy doktorskiej czyli cykl publikacji autorka mogla w
bardzo niewielkim zakresie dyskutowaé hipotezy, ktore mozna wysnu¢ na podstawie
uzyskanych wynikéw. Jest to spowodowane surowa polityka redakceji czasopism naukowych.
Bardzo interesujaca jest uwaga, ze zrOznicowana odpowiedz komorek na zastosowang
kombinacje bodZcow sugeruje, ze mechanizm tego zjawiska nie polega na bezposrednim
oddziatywaniu pomiedzy biatkami szlaku pentozofosforanowego z biatkami replikacyjnymi,
ale jest wynikiem zmian w stezeniu metabolitow posrednich szlaku pentozofosforanowego.
Taki mechanizm sugerowano dla pirogronianu w regulacji replikacji DNA u E. Coli. Dlatego
tez chcialbym zapytaé doktorantke w trakcie obrony o mozliwoé¢ przeprowadzenia
eksperymentéow na fibroblastach ludzkich, ktére polegatyby na dodawaniu do pozywki

kolejnych metabolitow posrednich szlaku pentozowego.

Podsumowujac, uwazam uzyskane i zaprezentowane wyniki za bardzo ciekawe i w istotny
sposéb poglebiajace nasza wiedze o wspolzaleznosciach regulacyjnych replikacji DNA i
metabolizmu cukréw w komorkach ludzkich. Opublikowanie tych wynikow w czasopismach
z listy filadelfijskiej oznacza, ze wyniki te weszly na stale do literatury przedmiotu i moga si¢
sta¢ podstawa do dalszych badan. W mojej opinii przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska spelnia wszystkie wymogi ustawy o stopniach i tytule naukowym z dnia 14 marca
2003 i dlatego wnosze do wysokiej Rady Wydziatlu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o
dopuszczenie pani magister Karoliny Fornalewicz do dalszych etapéw przewodu

0/
() —

doktorskiego.



