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Recenzja Rozprawy Doktorskiej mgr Ireneusza Sobolewskiego pt. ,,Synteza enzymatyczna znakowanego

punktowo DNA jako metoda badania fotochemicznych uszkodzen biopolimeru”

Rozprawa doktorska Doktorskiej mgr Ireneusza Sobolewskiego pt. ,Synteza enzymatyczna
znakowanego punktowo DNA jako metoda badania fotochemicznych uszkodzen biopolimeru” wykonana w
Pracowni Sensybilizatorow Biologicznych Katedry Chemii Fizycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem promotora Prof. dr hab. Janusza Raka stanowi interesujgcy przyktad aplikacji
technik biologii molekularnej z wykorzystaniem endonukleazy restrykcyjnych klasy 1IS do punktowego
znakowania DNA pochodnymi halogenowymi zasad. Celem badan byto opracowanie metodyki
otrzymywania fragmentéw DNA znakowanych bromodeoksyurydyng (BrdU) w dokfadnie zdefiniowanej
pozycji w sekwencji nukleotydowej, na jednej lub obu niciach. Zarysowano tez perspektywiczny cel
zastosowania opracowanej metody, czyli uzycie tak zmodyfikowanego DNA w badaniu molekularnych
mechanizmoéw radiacyjnego uszkodzenia DNA oraz w terapii nowotworow.

Rozprawa doktorska mgr Ireneusza Sobolewskiego liczy, bez zatgcznikdw, 166 stron i sktada sie z
nastepujacych rozdziatéw: Spis Tresci, Wykaz Skrétéw, Wprowadzenie (27 stron), Cel pracy, Materiaty (9
stron), Metody (20 stron), Wyniki i Dyskusja (85 stron), Podsumowanie (7 stron) i Bibliografia (10 stron),
ktéra obejmuje ponad 200 pozycji. W manuskrypcie umieszczono 68, w zdecydowanej wiekszosci
oryginalnych, rysunkdéw, 26 fotografii oraz 20 tabel, a ponadto zatgcznik w postaci artykutu naukowego
stanowigcego publikacje wynikéw pracy doktorskiej mgr Sobolewskiego: Sobolewski, I., Polska, K., Zylicz-
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stranded DNA labeled with haloderivatives of nucleobases in a precisely pre-determined sequence. BMC
biochemistry, 12(1), 47.

Wprowadzenie zawiera szczegdtowy i systematyczny przeglad rodzajow i mechanizmdéw uszkodzen
oksydacyjnych DNA ze szczegdlnym uwzglednieniem aspektu radiosensybilizacji, czyli modyfikacji zasad
azotowych prowadzacych do uwrazliwienia DNA na uszkodzenia radiacyjne. Nalezy bardzo wysoko ocenic
whikliwy opis mechanizmoéw chemicznych i radiacyjnych uszkodzen DNA oraz bogaty materiat ilustracyjny
utatwiajgcy ich zrozumienie. Wprowadzenie zawiera tez zwieztg charakterystyke endonukleaz
restrykcyjnych oraz prezentacje roznych typéw endonukleaz klasy 1l, czyli kluczowych narzedzi
molekularnych wykorzystanych w tej pracy.

Kolejne rozdziaty, ,Materiaty” oraz ,Metody” stanowig rzetelnie przygotowane wykazy uzytych
materiatéw, instrumentéw oraz metod laboratoryjnych. Opis metodyki nie budzi zastrzezen, a dbatos¢ o
szczegoly i precyzje sg godne uwagi.

W rozdziale ,Wyniki i dyskusja” Autor przedstawia w niezwykle doktadny i wyczerpujgcy sposéb
przebieg przeprowadzonych eksperymentdéw i analize uzyskanych rezultatow. Szczegétowo wyjasnione sg
projekty i poszczegdlne etapy doswiadczen oraz ich optymalizacja. Poswiecenie tak duzej czesci szczegétom
metodycznym nalezy uznaé za uzasadnione, gdyz opracowanie metody byto tu celem pracy.

Prezentowana metoda polega na znakowaniu fragmentow DNA za pomocg BrdU przez czeSciowe
wypetnienie lepkich koncéw wytworzonych przez trawienie dwéch fragmentéw DNA przy uzyciu enzymu
restrykcyjnego klasy 1IS w miejscach tak dobranym, aby zachowa¢ kompatybilnos¢ czesciowo wypetnionych
lepkich koncéw pozwalajgcg na ich ligacje. Procedura obejmuje otrzymywanie i oczyszczanie produktéw
PCR przeznaczonych do znakowania, trawienie ich endonukleazg klasy IIS, czesciowe wypetnianie
powstatych lepkich kofcéw przy uzyciu tréjfosforanu 5-bromo-2’-deoksyurydyny i dobranej do tego celu
polimerazy DNA, oczyszczanie tak zmodyfikowanych fragmentéw DNA, ich ligacje za pomocg ligazy DNA
oraz ponowne oczyszczanie. Opis eksperymentdéw jest uzupetniony znakomitymi schematami oraz bogato
udokumentowany za pomoca licznych elektroforegramdw. Autor relacjonuje przebieg prac prowadzgcych
do otrzymania kilku réznych fragmentéw DNA i optymalizacje poszczegdlnych etapdéw ich produkcji.
Efektem doskonalenia metody jest uzyskanie kilkudziesieciu mikrograméw DNA precyzyjnie znakowanego
bromodeoksyurydyng o rozmiarze kilkuset pz przeznaczonego do dalszych badan. Nastepnie pokazana jest
bardzo staranna analiza chromatograficzna HPLC produktow enzymatycznej hydrolizy zmodyfikowanego
DNA wykazujgca niezbicie efektywng inkorporacje BrdU. Woyniki te sg ilustrowane szeregiem
chromatogramow.

W prezentowanych badaniach na szczegdlne uznanie zastuguje wykonanie Swietnie
zaprojektowanych doswiadczen kontrolnych $wiadczagce o wysokich umiejetnosciach naukowca i

rzetelnosci eksperymentatora. Emblematycznym przyktadem mogg by¢ tu rozdziaty chromatograficzne
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hydrolizatéw DNA zmodyfikowanego BrdU i kontroli DNA niezmodyfikowanego, wzorcow, a takze, co
bardzo cenne, preparatu kontrolnego przygotowanego bez dodawanie DNA, ktéry wykazuje obecnosé
nukleotydéw (ale nie BrDU), zapewne pochodzgcych ze stosowanych preparatéw enzymatycznych.

Jezyk i poprawnosc¢ terminologiczna rozprawy mgr Ireneusza Sobolewskiego nie budzg zastrzezen.
Wystepuje wprawdzie pewna liczba btedow typograficznych, ale ogdlny poziom edytorski i estetyka
manuskryptu zastugujg na wyrdznienie. Chciatbym jedynie zwréci¢c uwage na uzycie przez Autora
nieprawidtowej formy ,akrylamidowy”, zamiast ,akryloamidowy” oraz ,na zelu” zamiast ,w zelu” w
odniesieniu do rozdziatu elektroforetycznego DNA. Ponadto natknatem sie na kilka drobnych usterek, ktére
jako Recenzent musze tu wymienié:

s. 30,20 czynnych i potencjalnych R-M” (restryktaz-metylaz), zamiast ,20 czynnych i potencjalnych genéw
R-M"

s. 66 ,,rozpatrujgc grupe REaz podtypu IIS (...)wybdr padt”, zamiast np. ,rozpatrujgc grupe REaz podtypu IS
(...) wybrano”

s 119, ligaza dziata bez zarzutu”

s. 138 ,,skrécenie uktadu” zamiast ,,skrdocenie dtugosci otrzymywanego fragmentu DNA ”

s. 155 ,rezultaty testéw klinicznych nie sg zbyt zachecajgce prawdopodobnie ze wzgledu na niezrozumienie
mechanizméw odpowiedzialnych za radiouczulanie”. Niezrozumienie mechanizmoéow, moze wptyngé na
interpretacje lub projekt, ale nie na wynik eksperymentu.

Nalezy jednak podkresli¢, ze te drobne potkniecia jezykowe lub skroty myslowe sg bardzo nieliczne
i nie obnizajg wysokiej oceny recenzowanej rozprawy.

Opisy doswiadczen i wynikéw oraz ich interpretacje sg nienaganne. Proponowana koncepcja i
metoda otrzymywania fragmentdw DNA modyfikowanych BrdU skfaniajg jednak do zadania kilku pytan.

1. Opisywane przyktady inkorporacji BrdU dotyczg fragmentéw DNA rzedu kilkuset pz, tymczasem

Autor twierdzi, ze metoda pozwala na modyfikowanie fragmentéw DNA do 100 tysiecy pz. Skad
taki limit i w jaki sposdb nalezatoby rozwing¢ metode, aby znakowac fragmenty o takich
rozmiarach, znacznie przekraczajacych mozliwosci standardowej metody PCR?

2. Koncowym etapem otrzymywania zligowanych fragmentéw DNA modyfikowanych BrdU jest
ekstrakcja z zelu agarozowego, co wigze sie z ekspozycjg na promieniowanie ultrafioletowe,
ktore z kolei powoduje uszkodzenia DNA, szczegdlnie w wypadku obecnosci inkorporowanych
pochodnych halogenowych zasad azotowych. Jaka jest ocena tego ryzyka i czy mozna tego
rodzaju uszkodzenia DNA zminimalizowa¢ lub wyeliminowac?

3. Sztuczna synteza umozliwia wprowadzenie BrdU na wybrany koniec lub wewnatrz
oligodeoksyrybonukleotydu. Jak Autor ocenia atuty swojego rozwigzania wobec mozliwosci

uzycia syntetycznych oligodeoksyrybonukleotydéw znakowanych BrdU?
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4. Sugerowang perspektywiczng aplikacjg opracowanej metody jest terapia nowotwordw. Jakie
bytyby korzysci z uzycia proponowanej metody punktowego znakowania DNA BrdU w
porownaniu z inkorporacjg BrdU nastepujacg podczas replikacji DNA?

5. Czy Autor moze przedstawi¢ przyktad koncepcji zastosowania DNA punktowo znakowanego

BrdU do badania mechanizmdw uszkodzen kwaséw nukleinowych? Jakiej ilosci znakowanego
DNA wymagatby pojedynczy eksperyment tego typu?

Oryginalna i nowatorska metoda punktowego znakowania DNA pochodnymi zasad azotowych
opracowana przez mgr Ireneusza Sobolewskiego spetnia niezbedne kryteria nowosci naukowej. Nalezy
podkresli¢, ze opracowanie nowej i efektywnej metody modyfikacji DNA zaprezentowane przez mgr
Irenusza Sobolewskiego wymagato duzego naktadu pracy, doskonatego warsztatu laboratoryjnego i wielkiej
starannosci w prowadzeniu eksperymentow. Na szczegdlne wyrdznienie zastugujg niezwykle precyzyjne
opisy doswiadczen i ich wynikéw oraz bardzo staranna dokumentacja, a w szczegdlnosci $wietnie
zaprojektowane eksperymenty kontrolne i znakomite, perfekcyjnie wykonane ilustracje i schematy.

Dorobek naukowy Doktoranta obejmuje 5 doniesien konferencyjnych oraz trzy publikacje z listy
filadelfijskiej, dotyczace tematyki modyfikacji enzymatycznych DNA, w tym artykut w prestizowym
czasopismie Nucleic Acids Research. W jednym z tych artykutéw, zamieszczonym w czasopismie BMC
Biochemistry, ktéry stanowi publikacje wynikéw jego rozprawy doktorskiej, Ireneusz Sobolewski jest
pierwszym autorem.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca mgr Ireneusza Sobolewskiego pt. ,Synteza
enzymatyczna znakowanego punktowo DNA jako metoda badania fotochemicznych uszkodzen
biopolimeru” spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, w tym warunki art. 13 ustawy Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego o stopniach naukowych i tytule naukowym. Wnosze zatem do Wysokiej

Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Ireneusza Sobolewskiego do
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dalszych etapow przewodu doktorskiego.



