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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Seweryna Stanistawa Muchy
pod tytulem

»Genotoksyczno$é antymonu u drozdzy Saccharomyces cerevisiae”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Seweryna Stanistawa Muchy
zostata wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Ewy Maciaszczyk — Dziubinskiej prof. UWr
oraz pod opieka promotora pomocniczego Pana dr Ireneusza Litwina w Wydziale Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy oceny typu uszkodzen DNA wywotanych
metaloidem — antymonem oraz mechanizméw molekularnych lezgcych u podloza ich
powstania. W szczegdlnosci Doktorant wykorzystujac modelowy organizm Saccharomyces
cerevisiae skoncentrowal swoje badania na okresleniu roli punktow Kkontrolnych cyklu
komorkowego w odpowiedzi na stres antymonowy, zbadaniu udziatu reaktywnych form tlenu
w genotoksycznosci antymonu, okresleniu znaczenia $ciezek naprawy dwuniciowych peknigé
DNA w odpowiedzi na stres antymonowy, sprawdzeniu czy antymon moze modulowaé
integralnos¢ telomerowego DNA, a takze zbadaniu wplywu antymonu na organizacje
cytoszkieletu aktynowego i tubulinowego. Postawiony cel naukowy speilnia tym samym
wymog niezbedny dla uznania ocenianej pracy doktorskiej za odpowiadajacy poziomowi jakim
powinna odznacza¢ si¢ praca doktorska, poniewaz jego realizacja istotnie poszerza
dotychczasowa wiedz¢ oraz stanowi przyczynek do oryginalnego rozwigzania problemu
naukowego.

Rozprawa doktorska Pana mgr Seweryna Stanistawa Muchy zostata opracowana
w sposOb typowy dla prezentacji wynikdw doswiadczalnych, obejmuje 138 str. i zawiera
nastepujace rozdzialy: streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku angielskim, wykaz
stosowanych skrétow, wykaz rycin i tabel, spis tresci, wstep, cel pracy, materiaty i metody,
wyniki, dyskusja, wnioski, spis literatury.

We wstepie, Doktorant w zwigzly sposob przedstawit wszystkie zagadnienia poruszane
w dalszych czesciach rozprawy doktorskiej. W oparciu o adekwatng do tematyki literaturg
Doktorant dokonat opisu aktualnego stanu wiedzy dotyczacego: wystgpowania, wlasciwosci,

zastosowania antymonu w medycynie, przyczynach powstawania uszkodzen DNA, roli
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mechanizmach naprawy uszkodzen DNA, strukturze DNA telomerowego u S. cerevisiae.
Wstep zostal wzbogacony w liczne ryciny przedstawiajace m.in., schematy $ciezek naprawy
DNA, czy struktury DNA telomerowego u S. cerevisiae. Do tego rozdzialu mam tylko drobnag
uwage. W zwiazku z opisanym przez Doktoranta zastosowaniem antymonu w medycynie
wskazane byloby poszerzenie wstgpu o pelniejsze informacje uzasadniajace wyboér modelu
badawczego. Przykladowo pomocnym bylaby rycina lub tabela poréwnujaca mechanizm
wnikania i detoksykacji u réznych grup systematycznych lub przynajmniej poréwnania tych
mechanizméw w komorkach czlowieka i drozdzy S. cerevisiae, ze wskazaniem elementéw
wspolnych oraz ewentualnych réznic.

Cel pracy zostat zdefiniowany bardzo zwiezle i jednoznacznie, natomiast w rozdziale
tym nie okreslono hipotezy badawczej.

W rozdziale materiaty i metody opisano uzyte szczepy bakterii, drozdzy, plazmidy wraz
z ich dokladng charakterystyka oraz zrodlem pochodzenia. W rozdziale tym opisano takze
wszystkie procedury eksperymentalne wykorzystane do realizacji celu badawczego. Recenzent
nie ma watpliwosci, ze jako$¢ merytoryczna oraz ilo$¢ uzytych metod, zastosowanych technik
oraz narzedzi eksperymentalnych $wiadczy o bardzo dobrym warsztacie Doktoranta. W pracy
wykorzystano techniki inzynierii genetycznej, biologii molekularnej, metody immunodetekcji
oraz techniki obrazowania komoérek. Drobnym mankamentem tego rozdziatu jest natomiast
brak informacji w wykazie o plazmidzie pCT300 uzytym do otrzymywania sondy
wykorzystywanej przez Doktoranta do okreslenia dtugosci telomerdw, jak rowniez warunkow
hybrydyzacji (czas, temperatura). W tabeli 4 nie podano temperatur przylaczenia
poszczeg6lnych starteréw do matrycy.

Prezentacja wynikéw zostala usystematyzowana w sposob tworzacy logiczny ciag
zmierzajgcy do udzielenia odpowiedzi na zdefiniowany w pracy doktorskiej cel. Wyniki zostaly
przedstawione na bardzo starannie opracowanych 29 rycinach.

Nalezy podkresli¢, ze czes¢ eksperymentalna zostala opisana znajwyzsza
starannoscig. Do swoich eksperymentéw Doktorant wykorzystat ponad 40 szczepéw drozdzy
S. cerevisiae.

Do najwazniejszych obserwacji zaprezentowanych w tej czgsci pracy nalezy uznaé
stwierdzenie, iz antymon indukuje fosforylacj¢ histonu H2A w fazach S i G2/M cyklu
komoérkowego oraz indukuje fosforylacj¢ histonu H2A w fazie S cyklu komdrkowego w sposob

zalezny od kinaz sensorowych Mecl i Tell, natomiast wywolywana Sb(IIl) fosforylacja
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histonu H2A w fazie G2/M jest Mec1 zalezna. Doktorant wykazat takze, ze antymon indukuje
Rad9-Rad53 zalezng sciezke odpowiedzi na uszkodzenia DNA oraz moduluje czas trwania
cyklu komérkowego. Co ciekawe, antymon aktywuje punkt kontrolny cyklu komérkowego na
granicy faz G2/M, natomiast nie aktywuje punktu kontrolnego cyklu komérkowego na granicy
faz G1/S, a mutanty telld ycfld, rad94 ycflA oraz meclA ycflA wykazuja zwiekszonag
wrazliwos¢ na antymon oraz zwigkszong $miertelnos¢ po ekspozycji na wysokie stezenia
antymonu. Doktorant zaobserwowal réwniez, ze antymon indukuje powstawanie niewielkiej
ilosci reaktywnych form tlenu oraz oksydacyjnych uszkodzeh DNA. W dysertacji
zaprezentowano rowniez interesujagce wyniki wskazujace, ze post-replikacyjna naprawa DNA
odgrywa istotna rolg w odpowiedzi na stres antymonowy oraz dane wskazujace, ze antymon
powoduje powstawanie jednoniciowych przerw w DNA. Doktorant zaobserwowal, iz brak
biatka Yku70 prowadzi do aktywacji punktow kontrolnych fazy G1 podczas ekspozyciji na
antymon, a aktywacja punktu kontrolnego fazy G1, w komérkach pozbawionych YKU70, jest
zalezna od kinaz sensorowych Tell i Mecl. Doktorant opisat takze, ze brak biatka Yku70
w fazie G1 pozwala na resekcje koncow dwuniciowych peknig¢é DNA indukowanych przez
antymon. Podczas realizacji niniejszej pracy doktorskiej wykazano takze, ze indukowane
antymonem w fazach S i G2/M uszkodzenia DNA sg aktywnie naprawiane na drodze
homologicznej rekombinacji, natomiast antymon nie wywotuje fragmentacji chromosoméw
w fazach G1, G2/M, ani w komérkach drozdzy znajdujacych si¢ w logarytmicznej fazie
wzrostu. Bardzo ciekawe wyniki dotyczyly stwierdzenia, ze antymon nie wywotuje zmiany
dtugosci telomeréw oraz faktu wskazujacego, ze antymon zaburza struktur¢ cytoszkieletu
aktynowego 1 tubulinowego.

Zakres 1 jakos$¢ zaprezentowanych wynikow w ocenianej dysertacji wskazuje, ze
Doktorant przedstawil oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i tym samym spelnit
ustawowy warunek stawiany pracom doktorskim.

Dyskusja zostata opracowana w sposob wyczerpujacy, wskazujac na duzg znajomosé
Doktoranta w zakresie problematyki dotyczacej mechanizméw naprawy oraz biologii komorki
drozdzowej. Na szczegdélne podkreslenie zastuguje bardzo wnikliwa krytyczna analiza
otrzymanych wynikow dotyczacych opisanych mechanizméw dziatania genotoksycznego
antymonu oraz potencjalnych ich implikacji na funkcjonowanie komoérek eukariotycznych.

Podsumowanie zawiera konstruktywne stwierdzenia, a wnioski koncowe sa wywazone.
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Po analizie wynikéw zaprezentowanych w dysertacji recenzentowi nasuneto si¢ jednak
kilka spostrzezen oraz pytan.

Podczas badan wykorzystano stosunkowo wysokie stezenia milimolowe antymonu (0,2,
anawet 100 mM) czy badane st¢zenia maja uzasadnienie w odniesieniu do zastosowan
w medycynie, farmacji lub narazenia organizméw zywych na tak wysokie dawki antymonu?
Doktorant wspomina o badaniach z uzyciem ludzkich linii komérkowych (str. 68). Jaki zakres
stgzen antymonu jest wykorzystywany w badaniach z uzyciem modeli zwierzecych (in vivo i in
vitro)?

Kolejng wazna kwestia wymagajgcg lepszego wyjasnienia jest mozliwy wpltyw ogélnej
cytotoksycznosci antymonu na przedstawione wyniki. Czym byt podyktowany dobér czasu
inkubacji z antymonem np. 2 h?

Czy ten czas inkubacji komorek z antymonem byl stosowany w odniesieniu do
wszystkich eksperymentéw, w tym podczas oznaczania zmian w dtugosci telomerow? Jezeli
zgodnie z deklaracja Doktoranta (str. 104) ,hodowle mutantéw prowadzono przez 6 dni
poddajqc je lub nie, ekspozycji na Sb(I1l) bgdz As (1) to czy brak zmian w dtugosci telomerow
badanych szczepéw mozna wytlumaczy¢ faktem, ze komorki z uszkodzonym DNA, w tym w
telomerach, zostaly wyeliminowane podczas hodowli? Wyniki przedstawione na m.in.,
rycinach 4, 8 oraz 4.21 wskazuja, Ze nizsze stezenia niz to uzyte w badaniach zmian w dhugosci
telomeréw mogg obniza¢ wzrost komoérek ycfl4 w poréwnaniu do komoérek nietraktowanych
arsenem lub antymonem. Na wspomnianych rycinach mozna bowiem zaobserwowaé obnizenie
wzrostu kolonii szczepu ycf14 juz po 2 dniach hodowli, co sugeruje, zachodzenie selekcji
komorek traktowanych antymonem.

Czy brak efektow na poziom 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny w DNA mogt by¢
wywolany ewentualnie zbyt krotkim czasem inkubacji komoérek z antymonem?

Analizujagc wyniki zaobserwowano, ze w wielu eksperymentach stosowano rdézne
stezenia 1 czas inkubacji komoérek z antymonem, dlatego wskazane byloby lepsze wyjasnienie
czym byly podyktowane te zmiany w protokotach eksperymentalnych? Dla przyktadu, na
rycinie 4.2 przedstawiono wyniki otrzymane po inkubacji komérek z Sb(III) w stezeniu 0,2 mM
przez 1 godzing a na rycinie 4.13, 4.16 po 2 godzinach.

Poniewaz Doktorant stwierdzil, ze antymon zaburza strukture cytoszkieletu m.in.,
aktynowego prositbym o komentarz czy antymon moze rdwniez wptywac na transport aktyny

do jadra oraz jakie to moze mie¢ znaczenie dla badanych mechanizméw naprawy DNA?
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Whiosek koncowy
W podsumowaniu recenzji chciatbym podkresli¢, iz mimo licznych pytan, bardzo wysoko
oceniam przestawiong prace doktorska Pana mgr Seweryna Stanistawa Muchy oraz
stwierdzam, ze spelnia ona wymogi stawiane pracom doktorskim w mysl Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, art. 13.1 z p6zn. zm.). Doktorant udowodnil, ze samodzielnie
potrafi rozwigza¢ sformutowany problem naukowy poprzez odpowiednio zaplanowane
eksperymenty, ich interpretacje, krytyczng dyskusje¢ oraz wywazone wnioski. W zwiazku
zpowyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pana mgr Seweryna Stanistawa Muchy do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
Ze wzglgdu na wysoka warto$¢ naukowa wynikow mgr Seweryna Stanistawa Muchy
wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego
/

0 wyr6znienie ocenianej przeze mnie rozprawy doktorskiej.
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Rzeszow, 18/11/2022 dr hab. Maciej Wnul{{ prof. UR
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