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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Seweryna Muchy pt. ,,Genotoksycznos¢ antymonu u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae”

Praca doktorska Pana mgr. Seweryna Muchy dotyczy oryginalnych badan nad genotoksycznym
oddzialywaniem malo znanego metaloidu antymonu, bedacego podobnym do arsenu pierwiastkiem
sladowym z grupy azotowcow, na modelowe komérki drozdzy pickamiczych. Antymon by uzywany przez
czlowieka od starozytnosci, w tym (o zgrozo!) w celach kosmetycznych i leczniczych. WHO od niedawna
uznaje go jako substancje toksyczng i niebezpieczng dla ludzkiego zdrowia, a trdjtlenek antymonu jest
zaliczany do zwiazkéw prawdopodobnic rakotwérczych dla ludzi. Pomimo tego, antymon jest nadal
powszechnie uzywany w przemysle, w tym jako utwardzacz do produkcji nabojow strzelniczych, produkcji

niektérych form plastiku, przy produkcji potprzewodnikéw i, weiaz, produkeji niektorych lekarstw. Giownym
zrodlem emisji antymonu do biosfery, jak referuje Autor, jest przemyst gémiczy (w okolicach, gdzie
wydobywa si¢ antymon, lokalna ludno$¢ cierpi na zapalenie skory, pylicg phuc oraz marsko$¢ watroby z
powodu nadmiernej ekspozycji na ten pierwiastek), ale niewykluczone jest skazenie wody i gleby antymonem
wynikajace z gromadzenia si¢ zanieczyszczenia plastikiem oraz wielorakich zanieczyszczen przemystowych.
Mozna sobie wyobrazi¢, ze poznanie mechanizméw, poprzez ktére antymon zaburza procesy w komérkach,
doprowadzi do uswiadomienia osrodkom decyzyjnym o koniecznosci opracowania metod przeciwdziatania
nadmiernej ekspozycji ludnosci na antymon. Stad tez wynika znaczenie recenzowanej pracy doktorskiej -
wyniki Autora i wsp6lpracownikéw wypetniaja luke w podstawowej wiedzy na temat toksycznego dziatania
antymonu na komorki.
Badania zostaly wykonane pod kierunkiem promotorki dr Ewy Maciaszczyk-Dziubinskiej i promotora
pomocniczego, dr. Ireneusza Litwina, i stanowig cickawa kontynuacj¢ wieloletnich badan obu promotoréw
na Uniwersytecie Wroctawskim nad, z jednej strony, transportem do komérek drozdzy arsenu oraz antymonu,




Precedens wymienionej pracy promotora z 2013 nie umniejsza zastug Autora rozprawy, poniewaz wykonano

| mwﬁ&ﬁomekspaymmawyniﬁAmmijegowsp&pmmwikéwmlmjymmﬂcimsmly

opublikowane w migdzynarodowym czasopi$mie 0 wysokim wsp6tczynniku oddziatywania (6.208 [2021]).

Moim zdaniem wnioski pracy z 2021, mimo niewatpliwych podobiefistw migdzy wykrytymi efektami

genotoksycznego dzialania antymonu i arsenu na komérki drozdzy, o czym wspomng jeszcze pomiZej,

doprowadzily autoréw do bardziej zniuansowanego spojrzenia, niz ten zaprezentowany w 2013, na Ziozong
sytuacje w komérkach traktowanych jonami tych poimetali.

Gléwnym celem tej pracy bylo zbadanie rodzaju uszkodzen w DNA jadrowym drozdzy po
traktowaniu antymonem, mechanizmu ich powstawania oraz udziatu punktéw kontrolnych cykle
komérkowego w odpowiedzi na obecnosé antymonu. Rozprawa ma forme liczacego 138 stron manuskryptu
o konstrukgji typowej dla tego typu prac. Zawiera 1-stronicowe streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wykaz stosowanych skrétéw oraz spis tresci. Obszerne (33 stron) wprowadzenie podsumowuje najpierw
dotychczasowy stan wiedzy o dzialaniu toksycznym antymonu wzgledem komorek, a potem przyczyny
powstawania uszkodzeni DNA, rol¢ punktéw kontrolnych cyklu komérkowego w odpowiedzi na dwuniciowe
pekniecia DNA oraz naprawe DNA. Czg$¢ drozdzowa wstepu jest napisana bardzo klarownie, w standardzie
dobrego artykutu przegladowego, z szeregiem objasniajacych rycin, ale rozczarowujacy jest opis toksycznego
dziatania antymonu w pasozytyniczych protistach Trypanosoma i Leishmania - nic ma nawet wytlumaczenia,
co to jest trypanotion i dlaczego zaburzenie metabolizmu tego analogu glutationu poprzez zwigzki antymonu
ma tak specyficzne znaczenie terapeutyczne w przypadku zwalczania choréb wywolanych przez te pasozyty.
Sama informacja na temat dzialania antymonu w komérkach tych protistow wydaije sig by¢ tylko ciekawostka,
ale skoro zostala przytoczona, szkoda, Ze nie zostala opisana bardziej zrozumiale w pracy, rowniez dla tych
czytelnikéw, ktérzy nigdy nie styszeli o trypanotionie. Wyjasniam o co, mi chodzi: istotne jest, Ze te protisty
dysponuja specyficznym systemem frypanotionu zamiast glutationu, jako niezb¢dng tarczg detoksyfikacyjng
przeciwko ROS produkowanym przez makrofagi podczas inwazji organizmu gospodarza, a enzym
aktywujacy trypanotion, reduktaza trypanotionowa inhibowana przez zwigzki antymonu, w komorkach
czlowieka jest nieobecny i moze by¢ hamowany przez antymon bez szkody dla gospodarza. Pomijajac ten
drobny mankament Wstgpu, wydaje si¢ mi si¢, Zze wymieniona w tekscie Wstgpu wlasciwosé antymonu
polegajaca na tym, ze zarowno w komorkach drozdzy, jak w komdrkach ww. protistow, antymon tworzy

. kmnplﬂsy ze zwiazkami z zawierajagcymi grupy tiolowe, jest prawdopodobnie réwniez przyczyna
sycznych efekiow antymonu w komérkach drozdzy. Taka hipoteza zostala zreszta réwniez przedstawiona
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do spowolnienia cyklu komérkowego w trakcie calego przebiegu cyklu; dodatkowo, Rad9 wydaje si¢
jedynym mediatorem tej aktywacji;

2) powyzszy wynik zgodny jest z obserwacjg, ze Sb(IIl) wywoluje powstawanie jednoniciowych
przerw w DNA, co pokazano w eksperymentach z Rad52 polaczong z nukleazg MN, jak réwnieZ poprzez
analize skupisk znakowanego fluoroscencyjnie Rad52 indukowanych w komérkach traktowanych Sb(IID).
Skupiska Rad52 $wiadcza o procesach naprawy DNA zwigzanych z resekcja koficow DSB albo naprawy
przerw jednoniciowego DNA generowanego podczas replikacji DNA zawierajacego uszkodzenia blokujace
replikacje; mozna w zwigzku z tym wnioskowaé, ze Sb(III) powoduje powstawanie uszkodzen blokujgcych
replikacj¢ DNA;

3) podobnie, jak wczesniej pokazano dla As(IIl), zgodnie z wezesniejsza pracg, ktorej wspolautorem
byt promotor pomocniczy, dr Ireneusz Litwin, Sb(IIT) nie prowadzi do aktywacji punktow kontrolnych cyklu
w fazie G1, co jest spowodowane ochronng rola kompleksu Yku70-Yku80, wigzacego konce dwuniciowych
peknigé DNA, co przeciwdziata ich resekcji; przy braku Yku70, Sb(IlI) aktywuje Sciezk¢ punktu kontrolnego
cyklu komérkowego réwniez w fazie G1, co oznacza, ze uszkodzenia DNA w postaci podwojnych peknigc
powstaja w wyniku dziatania Sb(III) niezaleznie od replikacji (bo powstaja rowniez w czasie fazy G1, kiedy
nie ma replikacji genomu jadrowego); ten wniosek jest zgodny z wynikami przedstawiajacymi proporcjonaine
do stezenia Sb(III) zwiekszenie liczby skupisk biatka Rfal w komérkach szczepu ycf1A pozbawionego biatka
Yku70, wskazujagcych na gromadzenie si¢ jednoniciowego DNA.

Autor wnioskuje, ze Sb(IIl) powoduje powstawanie uszkodzen zaleznych od replikacji, jak i
uszkodzen niezaleznych od niej, w postaci podwdjnych peknigé nici DNA, ktére w komérkach typu dzikiego
sa chronione w fazie G1 przez kompleks bialek Ku.

Ponadto:

4) w komérkach drozdzy Sb(III) nie zwigksza w spos6b znaczacy poziomu reaktywnych form tlenu
(ROS) oraz powoduje jedynie niski poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA, co jest zgodne z wynikiem
wspélautoréw tej samej publikacji z 2021, pokazujacym, Ze uzycie antyoksydanta nie zmniejszylo liczby
skupisk naprawczych z Rad52 indukowanych przez Sb(lll), pomimo silnego powinowactwa Sb(Ill) do
glutationu i tym samym mozliwosci zaburzania rownowagi redoks w komérce;

5) uszkodzenia DNA powodowane przez Sb(Ill) s3 naprawiane na drodze rekombinacji
~ homologicznej, postreplikacyjnej naprawy DNA i naprawy na drodze wycinania zasad;
=3 Q-jmegﬁlnm wysoka wrazliwo$é na Sb(IIl) komérek szczepow cdcl3-1, yku70A i tel A wskazuje

w na obecnos¢ dwuniciowych peknie¢ w DNA na skutek dziatania Sb(III) nie ma
zelach PFGE, nawet przy bardzo wysokich stgzeniach Sb(Ill), co odrznia




W Dyskusji Autor cytuje inne wyniki z publikacji z 2021, ktére zostaly wykonane przez
wspdlpracownikéw. Dr Ewa Maciaszczyk-Dziubiniska wykryla, ze przynajmniej cze$é uszkodzen w postaci
jednoniciowego DNA powstajacych w wyniku dzialania Sb(III) jest zalezna od aktywnosci topoizomerazy I
(produktu genu TOP!), enzymu wspomagajacego procesy replikacji i transkrypcji poprzez redukowanie
napigcia torsyjnego DNA. Autor rozprawy proponuje w Dyskusji, ze Sb(III), wigzac sie z krytycznymi
grupami tiolowymi bialtka Topl, hamuje jego aktywnos$¢, co prowadzi do powstawania kompleksow
topoizomerazy 1 z DNA. Takie kompleksy z kolei moga blokowac replikacj¢ DNA i przyczyniaé si¢ do
aktywacji sciezki punktéw kontrolnych cyklu komérkowego. Co ciekawe, dodatkowe wyniki w tej samej
publikacji pokazuja, ze wysoka wrazliwosé¢ na Sb(IIl) komérek szczepu rellA jest réwniez przynajmniej
czgsciowo znoszona przez delecj¢ genu TOPI. Byloby ciekawe sprawdzié, czy Sb(IIl) w takim samym
stopniu aktywuje Sciezki punktéw kontrolnych cyklu komérkowego w réznych fazach cyklu w szczepie
pozhawionym biatka Topl. Jesli przypuszczenia Autora rozprawy s3 przynajmniej czgsciowo shuszne, byé
moze Topl jest jednym z gléwnych bialek, ktérych aktywnosé jest hamowana w jadrze przez Sb(Ill). Inne
wyniki z tej bardzo wartosciowe;j publikacji, ktérej wspotautorem jest Autor rozprawy, wskazuja jednak, ze
Sb(1ll) hamuje réwniez sciezk¢ NHEJ w komérkach drozdzy oraz spowalnia naprawe DNA po traktowaniu
fleomycyna, co sugerowaloby, ze dziatanie Sb(III) moze dotyczy¢ innych bialek niz Topl.

Chceialabym jeszecze doda¢ komentarz oraz pytania szczegdlowe, co do wynikow dwoch
eksperymentow przedstawionych w rozprawie i publikacji, o ktérej byla mowa powyzej. Zainteresowala mnie
z powodu zainteresowan zawodowych Rycina 2 z artykulu (strona 5.). Ten wynik nie zostal zaprezentowany
w rozprawie, ale byl komentowany w dyskusji. Panel b przedstawia hamujacy efekt Sb(IIl) na aktywnos$é
oddechows mitochondrium na podstawie oznaczenia aktywnosci mitochondrialnej dehydrogenazy, a na
panelu ¢ pokazano, ze Sb(IIl) podnosi poziom zdarzen prowadzacych do utraty mtDNA w komérkach
drozdzy. W tekscie dodano, ze barwienie komorek i analiza genetyczna pokazaly, ze az 90% komoérek
defektywnych oddechowo jest calkowicie pozbawionych DNA. Te dwa wyniki wskazujg na to, ze po
pierwsze Sb(IIl) hamuje silnie aktywno$¢ oddechowa mitochondrium, a zwickszony poziom mutantéw
defektywnych oddechowo nie wyjasnia w calosci utraty aktywnosci dehydrogenazy mitochondrialnej, co
oznacza, ze dziala hamujgco na jaki$ system mitochondrialny zaangazowany w aktywnos$¢ oddechows. Po
drugie, Sb(Ill) wywoluje powstawanie mutantéw petite — nieoddychajacych komérek, co u drozdzy
plekamlczych nie jest niczym niezwyklym, ale niecodzienny jest tak wysoki poziom mutantéw
' jacych pozbawionych w ogole mtDNA (najczestsze petity to komérki z przearanzowanym,
lnym mtDNA, a catkowita utrata mtDNA jest rzadka). To, jesli jest rzeczywiscie prawda i da si¢
¢, oznaczaloby, ze dodatkowym dziataniem Sb(IIT) na komoérki drozdzy jest zaburzanie proces6w



sciezek sygnalowych punktéw kontrolnych cyklu komérkowego u drozdzy jest aktywacja oddychania, z
jednej strony, oraz zwigkszenie koﬁii mtDNA z powodu podwyzszenia poziomu ANTP6w w komoérkach, z
drugiej strony, co z reguly przeklada si¢ na stabilizacj¢ mtDNA typu dzikiego, a nie na utrate mtDNA, jak
sugeruja przytoczone wyniki. Wniosek: jest co$ bardzo interesujgcego i nietypowego z punktu widzenia
odpowiedzi mitochondrium na dzialanie Sb(III).

Druga sprawa dotyczy eksperymentu pokazanego na Rycinie 4.29. Czy wniosek, ze antymon zaburza
strukturg cytoszkieletu nie jest przedwczesny w oparciu o przedstawione wyniki? W komérkach poddanych
dzialaniu Sb(III) dochodzi do aktywacji punktéw kontrolnych cyklu komérkowego oraz spowolnienia cyklu
komoérkowego, a cytoszkielet jest regulowany podczas cyklu. Czy jest zatem wiasciwe odnoszenie struktury
cytoszkieletu w komérkach z aktywacja do komoérek bez aktywacji? Nie wydaje mi si¢ to badanie
przekonujgce. Na koniec pytanie o stwierdzenia pod koniec strony 112 (Dyskusja). Co autor rozumie przez:
»aktywacja przez Sb(IIl) punktu kontrolnego G2/M wynika z zaburzania fizycznej interakcji mikrotubul
wrzeciona podzialowego z chromatydami siostrzanymi™? Na razie rozumiem, ze jest to spekulacja. Czy
mozna jakos to przewidywanie sprawdzi¢? Czy moge prosié réwniez Autora o0 omoéwienie jego opinii na
temat roli cytoszkieletu w utrzymaniu stabilnosci genomu? Czy sg znane przyklady regulacji przez kinazy
Sciezek punktéw kontrolnych wobec bialek cytoszkieletu?

Praca jest napisana zasadniczo dobrze, ale z obowiazku recenzenta musze zauwazyc¢, ze w tekscie roi
si¢ od bledow interpunkcyjnych. Szacuj¢, ze z grubsza brakuje okolo 25% - 30% przecinkéw. Zauwazg
rowniez niezreczne anglicyzmy, bo z niezamierzonymi Smiesznosciami trzeba walczyé: na str. 120 jest mowa
o .protekcyjnej roli kompleksu Yku70-Yku80”, a na stronie 117 Autor uzywa dopowiedzenia (zreszta
konsekwentnie nie stosujac przy tym oddzielajacych przecinkéw): ,,w kontrascie dla wynikéw uzyskanych
dla As(Ill)”, zamiast o wiele bardziej eleganckiego w polskim tekscie: ,,w przeciwienstwie do wynikéw
uzyskanych dla As(IIl)". .

: Podsumowujgc, pomimo paru uwag kwtycmy& merytoryczny aspekt pracy Autora i jego rozprawe
| doktorska praca oceniam bardzo wysoko. Uwazam, Z¢ jest oryginalnym osiagnicciem uzyskanym po
dokts dnym zbadaniu postawionego problemu naukowego. Praca spelnia zatem wymogi ustawy z dnia 14
20 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 13



