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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Pauliny Tokarz pt. ,,DNA damage response induced by
oxidative stress in G0 cells and that re-initiated the cel cycle” wykonanej pod kierunkiem
pana prof. dr hab. Janusza Blasiaka na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytetu Warszawskiego.

Praca doktorska wykonana przez paniag mgr Pauling Tokarz dotyczy bardzo ciekawego
zagadnienia, mianowicie indukcji i naprawy DNA przez komorki bedgce poza cyklem
komorkowym, czyli w fazie tak zwanej GO. Praca zostala wykonana w bardzo dobrym
osrodku, pod kierunkiem prof. Janusza Blasiaka, ktory jest wybitnym ekspertem w dziedzinie

uszkodzen DNA i biologii nowotworow .

Odpowiedz na uszkodzenia DNA (ang. DNA damage response) stanowi mechanistyczng
czes$¢ punktéw kontroli (checkpoints) wszystkich poza mitoza faz cyklu komoérkowego i jest
kluczowa dla prawidlowego funkcjonowania komorek, ktére sg bez przerwy narazone na
roznego rodzaju uszkodzenia DNA, w tym oksydacyjne. Stanowi tez podstawowy mechanizm
chronigcy komérke przed transformacjg nowotworowa. Komorki nowotworowe, na skutek
réznego rodzaju mutacji maja czgsto uposledzone mechanizmy odpowiedzialne za DDR, w
tym naprawy DNA, i wymykajg si¢ spod kontroli podzialéw. ,,Wyprowadzenie” komdrek
nowotworowych poza cykl komorkowy moze byé skutkiem dziatania terapii
przeciwnowotworowej i dlatego poznanie mechanizméw reakcji komoérki bedacej w fazie GO
na stres oksydacyjny jest tak wazne z punktu widzenia strategii leczenia choroby

NOWOtWOrowe;j.



Jako modele badawcze Doktorantka wybrata dwa rodzaje komérek nowotworowych, komérki
HL-60 pochodzenia mieloidalnego i komérki MCF-7 pochodzenia nablonkowego. Komorki
HL-60 w celu zatrzymania proliferacji i wyjscia z cyklu komérkowego traktowane byly przez
72 godz. metabolitem kwasu retinowego (ATRA), a komérki MCF-7 antyestrogenem, ICI. Te
ostatnie wyprowadzano ze stanu spoczynkowe poprzez traktowanie 17pB-estradiolem. Stres
oksydacyjny w tych pierwszych indukowany byt przy pomocy tBH, a tych drugich poprzez
traktowanie nadtlenkiem wodoru lub oksydaza glukozy generujgcg nadtlenek wodoru, GOx
badz bleomycyng. W komorkach badano przezywalno$¢ przy pomocy testu wylgczania
blekitu trypanu oraz zestawu na przezywalnos$¢ -Muse Count Viability kit. Poziom RFT w
komérkach badano z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej H2DCF-DA i spektrofotometru,
ilos¢ DNA przy pomocy cytometru przeptywowego LSRII, poziom uszkodzen DNA przy
pomocy testu kometki i odpowiedniego zestawu do analizy, autofagie (Muse Autophagy LC-
3-antibody based kit) i apoptoze (MuseAnnexin V&Dead Cell kit) z wykorzystaniem

analizatora komorkowego Muse firmy Millipore.

Wyniki zawierajg osiem rycin, ktére stanowig graficzng analize danych w postaci stupkow

oraz kilka danych surowych mozemy znalez¢ w zatgczonym suplemencie.

Rycina 13 i pierwsza w Wynikach przedstawia rozklad komoérek w poszczegdlnych fazach
cyklu komorkowego oraz ich przezywalnos¢. Jest wigc dosé krytyczna dla calej pracy, gdyz
pokazuje jak efektywne jest ,,wyprowadzanie” komorek poza cykl komorkowy. Otéz, wydaje
sig, ze Doktorantce udato si¢ zatrzymaé prawie wszystkie komoérki MCF-7 w fazie GO/G1 i
potem z pelnym sukcesem ,wprowadzi¢” je ponownie w cykl. Natomiast w przypadku
komoérek HL-60 sukces jest tylko czesciowy, gdyz po traktowaniu ich metabolitem witaminy
A (ATRA) zaledwie kilkanascie procent wigcej komorek znajdujemy w fazie GO/G1 niz
przed traktowaniem. Nie znalaztam komentarza na temat tej niskiej wydajnosci
wprowadzania komorek HL-60 w stan spoczynkowy ani w rozdziale Wyniki ani w Dyskusji.
Czy Doktorantka uwaza, ze odniosta sukces w zahamowaniu proliferacji, bo wynik jest
znamienny statystycznie, czy moze jednak tego sukcesu nie ma? Ustawienie modelu badan
jest podstawa do dalszych dziatan i nie rozumiem czemu Doktorantka nie po$wiecita temu
wigcej uwagi? Analiza cytometryczna pokazuje nam tylko ilo§¢ DNA, a wiec nie rozréznia
fazy cyklu G1 od fazy poza cyklem, czyli GO. Czemu nie zostaly przeprowadzone inne
analizy, ktére jednoznacznie wykazalyby, ze chociaz ta niewielka cze$é komoérek po
traktowaniu ATRA jest poza cyklem komérkowym? Kiedy sami dokonywalismy

roznicowania komérek HL-60 przy pomocy kalcitrolu, to po pierwsze prawie cala ich
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populacja byla zatrzymana w fazie G1/G0, a po drugie sprawdziliSmy na nich markery
monocytarne, ktore sg doskonalym znacznikiem ich réznicowania. Odsytam Doktorantke do
pracy Mosieniak i wspot z roku 2006. ATRA powinien réznicowaé¢ komorki HL-60 do

granulocytow, ktore majg tez swoje markery.

Innym niezwykle prostym w oznaczeniu i skutecznym znacznikiem komérek poza cyklem,
ktory mozna bylo zastosowa¢ w przypadku obu linii, jest poziom biatka Ki67. Nie wystepuje
ono w komorkach nie bedacych w cyklu, natomiast bardzo pieknie znakuje komorki we
wszystkich fazach cyklu komoérkowego. Wybierajgc sposob zatrzymania komérek w stanie
spoczynkowym lub ich réznicowania Doktoranka oparta si¢ na danych literaturowych,
jednakze to nie wystarczy. Po pierwsze sa one kontrowersyjne (polemizowalabym, czy
inhibitor kinaz cyklino-zaleznych, p21 jest dobrym znacznikiem fazy GO0), a po drugie zawsze

nalezy sprawdzi¢ jak dany system dziala w naszych rekach.

Doktorantka stosuje konsekwentnie okreslenia dla badanych komorek jako: proliferacja, GO i

re-inicjacja.

Przezywalno$¢ komorek mierzono testem wylgczania trypanu blekitu. Wynosi ona
praktycznie 100%. Ciekawa jestem uzasadnienia wyboru przez Doktorantke tego testu.

zwlaszcza ze nie we wszystkich pomiarach byt on stosowany?

Rycina 14 a druga rozdzialu Wyniki, pokazuje wewnatrzkomorkowy poziom RFT w
komorkach proliferujacych, z blokada proliferacji i nieproliferujgcych. Wykazano, ze w
przypadku MCF-7 zaréwno w komoérkach kontrolnych jak i traktowanych nadtlenkiem
wodoru stan proliferacji zwigzany jest z wigkszym poziomem stresu oksydacyjnego
(indukowanego przynajmniej nadtlenkiem wodoru) niz stan braku proliferacji. Natomiast w
komorkach HL-60 jest odwrotnie. Ciekawa jestem interpretacji Doktorantki tych wynikow.
Jak znajdujemy w opisie ryciny, niezaleznie od stosowanego czynnika indukujacego stres,
komorki traktowano przez 30 minut, natomiast w dalszych badaniach stosowano

zréznicowane czasy dla poszczegdlnych czynnikow. Skad te réznice w traktowaniu komarek?

Rycina 15 i jednoczes$nie trzecia przedstawia przezywalno$¢ komoérek po traktowaniu
czynnikami indukujgcymi stres. Komorki badano przy pomocy testu wylaczania trypanu lub
metoda cytometrii przeplywowej. Po pierwsze, czy dla kazdego typu komérek stosowano oba
testy, czy raczej tak jak napisano w M&M tylko w przypadku HL-60 byl to biekit trypanu?

Jakg metoda badano przezywalno$¢ z zastosowaniem FACSu? Nic na ten temat nie



znalaztam w rozdziale Materials and methods. Nota bene, mam wrazenie, ze Doktorantka
uzywa w przypadku niektorych analiz zamiennie nazwy FACS i Muse, a moze jednak uzywa

roznych urzadzen? Jest to dos¢ niejasne.

W tym przypadku ekspozycja na stres byla r6zna w zaleznosci od czynnika stresogennego.
Ciekawa jestem czy przezywalno$¢ mierzono zaraz po jego usunigciu czy w innym czasie?
Nie ma tej informacji ani w opisiec M&M ani w Wynikach Jesli bylo to zaraz po czasie
dzialania czynnika indukujgcego stres, to nic dziwnego, ze pomiar nie wykazal istotnego
wplywu na przezywalno$é komorek, ktéry moze oczywiscie ujawni¢ si¢ dopiero po pewnym

czasie.

Rycina 16 wskazuje na wyzszy poziom uszkodzen DNA w komorkach proliferujgcych niz nie
proliferujacych. Ciekawe, ze efekt ten byt o wiele bardziej widoczny w komorkach HL-60,
ktore w stanie nieproliferujgcym wykazywaly wyzszy poziom reaktywnych form tlenu niz w
stanie proliferacji (rys.14). Jak to mozna wyjasni¢?

Rycina 18 przedstawia poziom apoptozy mierzony testem Aneksyna V/ 7-AAD wskazujgc na
wyzszg warto$¢ w komorkach proliferujagcych niz nie proliferujacych, co nie wydaje si¢ by¢
niespodziankg. | w tym przypadku brakuje mi informacji w jakim czasie mierzono apoptozg.

Czy bezposrednio po czasie dziatania prooksydantow?

Rycina 19 przedstawia wyniki poziomu LC3-II w badanych komorkach. Jesli sg jakie$
roznice pomigdzy komodrkami proliferujagcymi i nieproliferujacymi to wskazujg one na
nieznacznie wyzszy poziom tego biatka w komoérkach MCF-7  nieproliferujgch 1
traktowanych nadtlenkiem wodoru lub GOx, w poréwnaniu z proliferujacymi. Wyniki te
jednak nalezy traktowaé jako bardzo wstgpne. gdyz autofagia jest procesem bardzo
dynamicznym i tak naprawde, to bez pomiaréw kinetyki i1 innych znacznikoéw, ktore pokazujg
tak zwany ,autophagic flux” trudno jest cokolwiek powiedzie¢ na temat tego procesu.
Wzrost poziomu LC3-II moze by¢ zwigzany zaréwno z inicjacjg jak i zahamowaniem

autofagii. Bez dodatkowych analiz, chociazby $ciezki sygnalizacyjnej, trudno to rozstrzygna¢.

Ostania rycina 19 pokazuje praktyczny brak wplywu stresu oksydacyjnego na ilo§¢ DNA w

komorkach w poszczegolnych fazach cyklu.

Ogdlnie uwazam, ze w pracy tej postawiono bardzo interesujgce pytanie naukowe, gdyz
istotnie komorki bedace w cyklu koméorkowym mogg inaczej reagowac na stres niz komorki

w fazie GO. Pomysl, aby najpierw zatrzyma¢ komorki MCF-7 poza cyklem komoérkowym
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przy pomocy antyestrogenu, a potem zainicjowaé w nich proliferacje przy pomocy estradiolu

jest oryginalny i moze stanowi¢ bardzo dobry model do szukania odpowiedzi na postawione

pytanie.

Praca ma klasyczny uklad z pewnym wyjatkiem. Mianowicie cz¢$¢ wynikow umieszczono w
suplemencie. Przypomina to, zwlaszcza rozdzial Wyniki, manuskrypt szykowany do druku.
Zwlaszcza, ze praca napisana jest w jezyku angielskim Wrazenie to poglebia brak typowych
dla doktoratu ilustracji przyblizajacych badane komorki, jak chociazby ich mikroskopowej
wizualizacji w roznych warunkach eksperymentalnych. Ciekawa jestem, czy Doktorantka w
ogole patrzyla na swoj obiekt badawczy czedciej niz tylko przy okazji testu wylaczania
blgkitu trypanu? Czy podgladata jak one umierajg? Szczegdlnie interesujace jest to w

przypadku komérek MCF-7, ktére nie majg kaspazy-3 i brak jest w ich przypadku klasycznej
apoptozy.

Dos$¢ obszerny jest Wstep, ktory dostarcza podstawowych informacji na temat badanych
procesow. Podoba mi si¢ Dyskusja, w ktorej Doktorantka krytycznie podchodzi do
uzyskanych wynikéw i omawia je na tle danych literaturowych. Duzo jest w Dyskusji
odniesien do mechanizméw molekularnych badanych zjawisk, czego trochg brakuje mi w tej
dysertacji, podobnie jak wizualizacji komorek. Stupki stanowig kompilacje i analizujgc je
fatwo dokonaé¢ poréwnari, ale nie dajg tyle radosci co widok komorki pod mikroskopem
(zwlaszcza umierajgcej lub przechodzacej autofagig). czy tez profil bialek $ciezki
sygnalizacyjnej ogladany na kliszy. Nawiasem mowige, zatuje, ze Doktorantka nie zapoznata
si¢ z naszg pracg (Korwek i in, DNA Repair, 2012), ktora wilasnie dotyczy S$ciezki
sygnalizcyjnej DDR w spoczynkowych limfocytach.

Trzeba jednak przyznaé, ze za tymi stupkami kryje si¢ wbrew pozorom bardzo duzo pracy,
gdyz Doktorantka badata wiele parametrow w wielu wariantach traktowania komorek i
musiata dokonaé przynajmniej trzykrotnego pomiaru kazdej wartosci. Sam test kometkowy
jest niezwykle czasochlonny. Jest to wiec, mimo skgpej objetosci rozdzialu Wyniki, bardzo

duzy wkiad pracy, ktoéry doceniam.

Moje uwagi krytyczne sa krytyczne i mam nadziej¢, ze Doktorantka je wezmie pod rozwage

w swojej dalszej pracy.

Podsumowujgc, uwazam, ze jest to dobry doktorat. Doktorantka wlozyla mnostwo pracy w

wykonanie wszystkich analiz i wykazala si¢ umiejg¢tnoscia stosowania wielu metod.



Otrzymatla wiele interesujgcych wynikéw, ktére uzupetniaja nasza wiedz¢ na temat wplywu
stresu oksydacyjnego na generacje i naprawe uszkodzen w komorkach w réznych fazach

aktywnosci proliferacyjne;j.

Wnosz¢ do Rady wydzialu Biologii i Ochrony $rodowiska Uniwersytetu Lodzkiego o

wszezecie dalszych etapow przewodu doktorskiego pani mgr Pauliny Tokarz.
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