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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Gabrieli Baranowskiej
pt. ,,Rola DNA zaleznych translokaz w utrzymaniu stabilnosci genomu Schizosaccharomyces
pombe”
przygotowanej pod opieka dr hab. Doroty Dziadkowiec

Przedmiotem niniejszej pracy jest poznanie funkcji helikazy Srs2 w odpowiedzi na stres
replikacyjny i jej porownanie z rola translokaz Rrp1 i Rrp2 drozdzy Schizosaccharomyces pombe.

Uwazam, ze przedmiot pracy jest oryginalny, a uzyskane wyniki wypetniaja wiele z luk w wiedzy
na temat roli Srs2, Rrpl i Rrp2 w utrzymaniu stabilnosci genomu w komorkach drozdzy S. pombe.
Uzupetniajg one jednoczesnie wezesniejsze odkrycia z pracowni Pani dr hab. Doroty Dziadkowiec,
dotyczace roli biatek zaangazowanych w proces homologicznej rekombinacji drozdzy Saccharomyces
cerevisiae oraz S. pombe. W ten sposob tworzy si¢ pelniejszy obraz mechanizméw w obu organizmach
modelowych, co z kolei rodzi wiele nowych, intrygujacych pytan.

Cz¢s¢ wynikoéw opisanych w pracy zostata opublikowana w dwoéch artykutach: Journal of Cell
Science z 2020 . i Plos One z 2024 r., przy czym w drugim z nich Doktorantka jest pierwszym autorem.
Nalezy podkresli¢, ze wiele wynikow zamieszczonych w rozprawie nie pojawia si¢ w wymienionych
publikacjach i zapewne sg materialem do kolejnych artykutéw. Pani Gabriela Baranowska jest rowniez
wspotautorem dwoch innych prac naukowych, z ktorych jedna jest tematycznie zwigzana z
prezentowang rozprawg doktorska.

Oceniana rozprawa doktorska ma typowy uktad i sktada si¢ ze streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, wstepu, opisu celu pracy, materiatdéw i metod, wynikéw, dyskusji, podsumowania, wykazu
skrotow oraz spisu literatury.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim sa tozsame i do$¢ obszerne. Doktadnie opisuja
zakres wykonanych badan i otrzymanych wynikow.

We Wstepie Doktorantka przedstawita umiej¢tnie dobrane i najwazniejsze informacje
znakomicie wprowadzajace czytelnika w tematyke pracy. Opisane zagadnienia dotyczace przebiegu
homologicznej rekombinacji w replikacji i naprawie DNA, budowy i funkcji biatek Rrp1, Rrp2 i Srs2
oraz regulacji odpowiedzi komorek na stres replikacyjny pomagaja w analizie wynikow uzyskanych w
czasie badan. Jednoczesnie, co chciatabym podkresli¢, wstgp nie jest przetadowany nadmiarowymi
informacjami, a zawarte schematy i rysunki, do ktérych niejednokrotnie wracatam czytajac wyniki i
dyskusje, sg bardzo pomocne.
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Doktorantka nie ustrzegta si¢ jednak pewnych pomytek lub niescistosci:

- na str. 18 znajduje si¢ informacja, ze polimerazy TLS popeniaja btedy gdyz nie posiadaja aktywnosci
egzonukleazowej 3°’—5’. To prawda, ale nie cala prawda. Istotne jest to, ze polimerazy TLS mniej
precyzyjnie dobieraja nukleotydy ze wzgledu na bardziej obszerng kieszen katalityczna, a brak
aktywnosci egzonukleazy powoduje, Ze nie sa w stanie swoich btedow skorygowac.

- na str. 20 Doktorantka pisze, ze kazda z 7 lizyn w ubikwitynie moze wigza¢ si¢ z biatkiem
doprowadzajac do jego monoubikwitynacji. By¢ moze stwierdzenie to jest efektem zbyt daleko idgcego
skrotu myslowego, ale nie jest prawda. Monoubikwitynacja nastepuje poprzez wigzanie kowalencyjne
glicyny bedacej ostatnim aminokwasem ubikwityny, a reszta lizynowa biatka docelowego. Kazda z 7
lizyn znajdujacych si¢ w czasteczce ubikwityny moze by¢ ubikwitynowana, co moze doprowadzi¢ do
utworzenia tancucha poliubikwitynowego.

- Doktorantka pisze rowniez mato precyzyjnie o ,,rodzaju lizyny”, ktéra decyduje o ksztalcie wigzania
(str. 20). To raczej nie rodzaj lizyny, ale to ktora z 7 reszt lizynowych w biatku ubikwityny ulega dalszej
ubikwitynacji.

- okreslenie Rad6 jako ,,ligaza E2” nie wydaje si¢ mi odpowiednie, gdyz termin ,,ligaza ubikwityny”
zarezerwowana jest raczej dla enzymow E3, a E2 zwyklo si¢ okresla¢ jako enzym koniugujacy
ubikwityng.

Cel pracy jest poprzedzony wprowadzeniem umozliwiajgcym zrozumienie kontekstu. Doktorantka
wyodrebnita cel gldowny oraz wypunktowala zamierzenia czgstkowe, ktore mialy ja do niego
doprowadzic.

Doktorantka w swych badaniach wykorzystata szerokie spektrum metod in vivo, in vitro oraz
mikroskopowych, ktore sa wyczerpujaco opisane w rozdziale Materialy i Metody. Liczne, tabelaryczne
zestawienia wykorzystywanych szczepow drozdzowych, plazmidow, mutacji, przeciwcial, starterow,
czy stosowanych czynnikow stresujacych, utatwiaja porownania oraz sprawne wyszukanie informacji.
Pewne braki, czy niedociggniecia dotycza jedynie:

- tabeli 3, prezentujacej drozdzowe plazmidy uzyte w pracy. W kolumnie marker selekcyjny dla
plazmidow wykorzystywanych do analizy oddzialtywan w systemie dwuhybrydowym podano
bakteryjny marker selekcyjny (oporno$¢ na antybiotyk), a w przypadku plazmidow wykorzystywanych
w S. pombe drozdzowy (leut lub urat).

- tabel 1 i 3, w ktorych niepotrzebnie zastosowano roézna konwencje opisywania zroédet pochodzenia
szczepow 1 plazmidéw wykorzystywanych w pracy.

- braku opisu podtoza bakteryjnego SOB.

- brak informacji skad pochodzity enzymy Ubal i Ubc4 uzyte w reakcji ubikwitynacji in vitro.

Wyniki opisane w pracy dotyczg trzech gtownych zagadnien:
o wplywu nadprodukcji biatek Srs2, Rrpl i Rrp2 w kontekscie stresu replikacyjnego;
o roli tych biatek z procesie poreplikacyjnej reperacji DNA;
e oddziatywan pomigdzy Rrpl i PCNA i udziatu Rrpl w ubikwitynacji PCNA.

Uzyskane wyniki dotyczace pierwszego zagadnienia wskazuja, ze zbyt duza ilo$¢ Srs2 moze hamowac
wzrost drozdzy S. pombe, zaréwno na podtozu z czynnikami genotoksycznymi, jak i bez nich, a poziom
przezywalno$ci komorek nadprodukujacych Srs2 w warunkach bez indukcji stresu genotoksycznego
jest porownywalny do tego przy nadprodukcji Rrpli jednocze$nie wickszy niz przy nadprodukcji Rrp2.
Ponadto, toksyczny efekt nadprodukcji Srs2, podobnie jak Rrpl, ale raczej nie Rrp2, zdaje si¢ nie
zaleze¢ od obecnos$ci mediatorow Swi5, Srfl, czy Rad51. Z kolei analiza mikroskopowa jader
komorkowych oraz utraty mikrochromosomu Ch16 zasugerowala, ze obnizona zywotno$¢ komorek



nadprodukujgcych Srs2, podobnie jak Rrpl i Rrp2, moze wynika¢ z obserwowanych w nich problemach
z replikacja DNA, segregacja i utrzymaniem stabilno$ci chromosoméw. Natomiast Stwierdzenie
kumulacji skupisk Rad52 i jednoniciowego DNA wskazalo, na niewielki wzrost w komoérkach
nadprodukujacych Srs2. Efekt ten jest wyraznie stabszy od uprzednio obserwowanego w przypadku
nadprodukcji Rrpl i Rrp2. Jednoczesnie nadprodukcja wszystkich trzech helikaz wptyneta na spadek
poziomu histonéw obserwowany na przyktadzie histonu H3, co wiaze si¢ ze zwickszeniem ilosci
podwdjnych peknie¢ DNA w komorce. Doktorantka stwierdzita rowniez, ze w przypadku Rrpl i Rrp2,
ktore, w przeciwienstwie do Srs2, posiadajg domeng ATP-azowa oraz domeng ligazy ubikwitynowej E3
- RING, ich aktywnosci enzymatyczne moga by¢ bezposrednio zwigzane z regulacjg ilosci histonéw na
chromatynie. Wptyw Srs2 na poziom nukleosomow potwierdzono badajac efekt stresu genotoksycznego
na poziom histonu H3 w szczepie srs2A. Ponadto, badajac zarowno fosforylacje histonu H2A,
fosforylacje Chkl, jak i wydluzanie komoérek, Doktorantka pokazata, ze nadprodukcja kazdej z trzech
translokaz wiaze si¢ z uruchamianiem punktow kontrolnych cyklu komoérkowego, cho¢ kazda z nich w
innym stopniu aktywuje dwie $ciezki: indukowang pod wptywem stresu replikacyjnego i uszkodzen
DNA. W pracy zaproponowano odpowiedni model. Mgr Baranowska podjeta tez probg okreslenia
relacji pomigdzy Srs2 i Rad51 w komoérkach S. pombe w odniesieniu do S. cerevisiae.

W drugiej czesci Wynikow Doktorantka weryfikowata rolg Srs2, Rrpl i Rrp2 w poreplikacyjnej
reperacji uszkodzen DNA (PRR) poprzez analize epistatyczng wrazliwosci szczepéw drozdzy S. pombe
pozbawionych gendéw kodujacych te biatka w zestawieniu z delecjami genow rhp6+ lub rhpl8+,
kodujacych gtéwne enzymy PRR. Wyniki sugeruja, ze w komoérkach S. pombe Rrpl i Rrp2, ale nie Srs2,
blokujg $ciezke HR, petnigec podobng funkcje jak Srs2 drozdzy S. cerevisiae.

Trzecie zagadnienie rozdziatu Wyniki poswiecone jest analizie relacji Rrpl z PCNA. Poczatkowo
Doktorantka zweryfikowata, iz bezposrednie oddziatywanie Rrpl z PCNA i jego ubikwitynowang
formg jest niezaleznie od wigzania si¢ tych bialek do DNA. Mgr Baranowska okreslita rowniez, ze
PCNA oddziatuje z Rrp1 przez jego domene PIM, cho¢ domena MIU moze rowniez w pewnym stopniu
wplywaé na te interakcje. Nastepnie, w sposob jednoznaczny, zar6wno za pomoca badan in vivo, jak i
in vitro, przeprowadzonych na oczyszczonych biatkach, Doktorantka pokazata, ze Rrpl moze
bezposrednio ubikwitynowa¢ PCNA. Prawdopodobnym miejscem ubikwitynacji jest lizyna 164, a
oprocz aktywnosci ligazy ubikwitynowej, takze druga aktywnos$¢ Rrpl - translokazy ma istotny wplyw
na utrzymanie komorkowego poziomu PCNA.

W tej czesci rozprawy doceniam szerokie spektrum podejs¢ majacych na celu jak najlepsze zglebienie
poszczegdlnych zagadnien badawczych, dajacych szersza perspektywe, choé¢ nie zawsze utatwiajacych
interpretacje wynikow. Mam jednak rowniez kilka spostrzezen i uwag dotyczacych rozdziatu Wyniki,
ktére w duzej mierze odnoszg si¢ do sposobu zaprezentowania, czy tez opisu wynikow.

- Dla wigkszosci wynikow przedstawionych na rycinach nie podano ilo§ci powtdrzen
przeprowadzonych doswiadczen. Dotyczy to zar6wno wynikow jakosciowych, jak i ilo§ciowych.

- Markery wielkosci bialek nie sg opisane na rysunkach.

- Rycing 9, na ktorej przedstawiano lokalizacj¢ komorkowa nadprodukowanych biatek Rrpl, Rrp2 i
Srs2 dobrze bytoby uzupetni¢ zdjgciami z markerem jaderkowym tak jak w pracy Baranowska i wsp.
2024.

- narycinie 20C brak informacji czego dotycza znaki ,,-,, 1,,+ w §ciezkach po prawej stronie od markera,
co utrudnia interpretacje.

- Do$¢ duzym problemem przy lekturze i interpretacji wynikow bylo uzywanie w ich opisie
niejednoznaczne zdefiniowanego dla poszczegdlnych eksperymentow pojecia ,,szczep wyjsciowy” oraz
braku odniesien gdzie znajdujg sie¢ wyniki dla danego szczepu wyjsciowego. Dotyczy to przede
wszystkim opisu wynikow tzw. testow kropelkowych przedstawionych na Ryc.12A i Ryc.22, ktore
przedstawiaja wptyw nadprodukcji biatek Srs2, Rrpl lub Rrp2, odpowiednio, w szczepach swis4, sfiiA,
rad514 \Wub chklA, cdsiA, rad34, na wzrost komorek. Na pierwszy rzut oka ,,szczepami wyjsciowymi”,



do ktorych Doktorantka porownywata efekt nadprodukcji stosownych biatek wydaty sie mi
odpowiednie szczepy bez nadprodukcji badanych biatek, dla ktérych wyniki umieszczono na tych
rycinach. Dopiero glebsza analiza wsparta lektura publikacji naprowadzita mnie na trop sugerujacy, ze
»SZCzZep wyjsciowy” to szczep typu dzikiego, dla ktorego wyniki znajduja si¢ na Ryc.11A. Osobiscie
uwazam, ze przy takiej analizie wynikow kontrole w szczepie typu dzikiego najlepiej bytoby pokazaé
na tym samym rysunku, a przynajmniej jasno powiedzie¢ gdzie umieszczone sa wyniki kontroli.
Znacznie ulatwitoby to interpretacje wynikow.

- Niezrozumiaty jest dla mnie komentarz zamieszczony na stronie 54 ,,...wczesniejsze dane pokazaty
obnizenie globalnego poziomu histonu H2A przy nadprodukcji Rrpl i Rrp2. Co ciekawe, ilos¢
fosforylowanej formy histonu H2A nie zmienia sie, dlatego tez stosunek formy modyfikowanej do
niemodyfikowanej wzrasta przy nadprodukcji tych biatek (Barg-Wojas, 2019)”. W cytowanej pracy nie
natknetam si¢ na takie wyniki, a wyniki przedstawione na Ryc.20A i B wskazujg znaczacy wzrost
poziomu fosforylowanej formy histonu H2A w stosunku do formy niemodyfikowanej przy
nadprodukcji zar6wno Srs2, jak i Rrpl oraz Rrp2.

- W interpretacji wynikow przedstawionych na Ryc.23 Doktorantka wskazuje, ze ,,Diugos¢ komorek
wzrasta przy nadprodukcji Srs2 oraz Rrpl i Rrp2 w mutantach chklA i cdslA (w stosunku do mutanta
rad34), co pokazuje, ze aktywowane sq zarowno szlaki odpowiedzi na uszkodzenie DNA, jak i stres
replikacyjny”. Niestety w zadnym z tych przypadkéw nie pokazano, Ze roznice sa znaczace. Dodatkowo,
dalej Doktorantka pisze, ze ,,W mutancie chkiA, wydluzenie komorek wywotane nadprodukcjq Rrp?2 jest
podobne do tego, co w szczepie wyjsciowym WT”. Jednakze na Ryc.23B wskazano, ze r6znica pomiedzy
szczepem typu dzikiego, a chkiA jest statystycznie znaczaca (warto$¢ p < 0,001). Jak przedstawione na
Ryc.23 wyniki majg si¢ do wynikow przedstawionych na Fig. 6A w publikacji z PLOS ONE z 2024 r.
Czy sa tozsame?

- Na Ryc. 33 panel lewy brakuje kontroli rownego nalozenia np. w postaci GAPDH, co przy analizie
roéznic w poziomie biatek Rrpl i PCNA w ekstraktach biatkowych bytoby pomocne.

W Dyskusji Doktorantka zrekapitulowata przedstawione w pracy wyniki i przedstawita je w
konteks$cie mechanizmow homologicznej rekombinacji drozdzy rozszczepkowych, piekarniczych i do
pewnego stopnia, cztowieka. Jest to o tyle ciekawe, ale tez i trudne, poniewaz, 0 ile Srs2 ma swoje
homologi w obu gatunkach drozdzy, ktore zdaja si¢ petni¢ nieco odmienne funkcje, o tyle brak jego
homologa w komorkach ludzkich. Doktorantka odniosta si¢ do wszystkich watkéw swojej pracy
badawczej, w tym do réznej lokalizacji komoérkowej Srs2, wptywu nadprodukeji biatek Srs2, Rrpl i
Rrp2 na aktywacje punktow kontrolnych cyklu komorkowego, czy dynamike histonow, a takze zaleznej
od Srs2 regulacji Rad51.

Z kolei odnoszac si¢ do wynikow epistatycznej analizy wrazliwo$ci na czynniki genotoksyczne
szczepow pozbawionych genow kodujacych Srs2, Rrpl lub Rrp2 w potgczeniu z zablokowaniem
poszczegbdlnych $ciezek poreplikacyjnej reperacji DNA, Doktorantka skonfrontowata je z
odpowiednimi relacjami Srs2 drozdzy S. cerevisiae. Zaproponowata rowniez model regulacji szlakow
poreplikacyjnej reperacji DNA dla obu gatunkéow drozdzy sugerujacy, iz role blokera homologiczne;j
rekombinacji, jaka Srs2 pelni w komoérkach S. cerevisiae, w komoérkach S. pombe przejal kompleks
Rrpl/Rrp2, ktory dodatkowo uczestniczy w bezbtednej $ciezce poreplikacyjnej reperacji DNA tzw.
template switch.

W dyskusji dotyczacej Rrpl-zaleznej ubikwitynacji PCNA (prawdopodobnie lizyny 164), odnoszac si¢
do badan w komorkach ludzkich, Doktorantka proponuje, ze taka modyfikacja PCNA mogtaby nie tylko
regulowa¢ wybor $ciezki poreplikacyjnej reperacji DNA, ale takze mie¢ znaczenie w prawidtowej
replikacji.

Bardzo doceniam, iz Doktorantka w Dyskusji wskazuje, ktore aspekty prowadzonych badan pozostaja
nadal nierozwigzane i jakie dalsze kroki nalezatoby podjac, by je wyjasnic.



W Podsumowaniu Doktorantka przedstawila najwazniejsze wnioski wyciggnicte na podstawie
uzyskanych wynikow.

Lektura rozprawy doktorskiej nasungta mi kilka uwag/pytan. Cheiatabym poznac¢ opini¢ Doktorantki na

ich temat.

1. Najakiej podstawie Doktorantka przypuszcza (rozdziat Dyskusja str. 88), ze Srs2 S. pombe posiada
motywy PIM i SIM, zidentyfikowane w biatku Srs2 S. cerevisiae?

2. W mutancie genu rad3+ (Ryc. 23) widoczne jest znaczace skrocenie komorek. Jak mozna
interpretowac ten efekt?

3. Z czego moze wynikac efekt toksycznosci nadprodukeji Rrpl w szczepie pcnl:3FLAG: :kanMX6?

4. Czy majagc na uwadze jaderkowsa lokalizacje Srs2 w komoérkach S. pombe mozna rozwazaé
potencjalny udziat Srs2 w mechanizmie jaderkowej odpowiedzi na uszkodzenia DNA (n-DDR,
ang. nucleolar-DNA Damage Response)?

Drobne btedy edytorskie:

- niektore zwroty, czy tez thumaczenia poje¢¢ zaczerpnigtych z jezyka angielskiego sg do$¢ karkotomne
1 przez to mniej zrozumiate np. ,,na $ciezce zaleznej od syntezy parowania nici” (str. 12);

- nalezatoby ujednolici¢ pisowni¢ SUMOilowane vs. sumoilowane;

- w podpisie pod Ryc.10 warto byloby zaznaczy¢, ze transformowano szczep srs24,;

- str. 33 — ptytka YES;

- str. 41 — uzywanie w opisie oznaczen p4l, p42, p81 jest pewnym skrotem;

- nie uzywatabym okreslenia ,,peknigcia DSB”, a podwojne peknigcia DNA Iub DSB po rozwinigciu

skrotu angielskiego.

- str. 55 opis pod Ryc. 21. ,,obserwowano po mikroskopem dtugosci szczepu” jest mato fortunne

- zwroty ,,utrata przezywalnosci indukcji ekspresji badanych genéw” jest niezrozumiate (opis pod Ryc.

11, 12, etc...)

- kolokwializmy laboratoryjne np. ,,ci¢zsze prazki” zamiast wolniej migrujace biatka (str.74)

- W komorkach nadprodukujgcych forme wyjsciowg Rrpl w szczepie pcnlKI164R nie dochodzi do
zmniejszenia ilosci PCNA w stosunku do wektora” — skrot myslowy

Konkludujac, rozprawa Pani Gabrieli Baranowskiej dostarcza istotnych wynikéw, ktore rozszerzajg
nasza wiedze¢ na temat roli biatek Srs2, Rrpl, Rrp2. Odkrycia te majg znaczenie nie tylko dla
zrozumienia proceséw zachodzacych w komorkach S. pombe, ale takze wskazujg roznice w
funkcjonowaniu biatek regulujacych homologiczng rekombinacje w komodrkach S. pombe i S.
cerevisiae. Przedstawione w rozprawie wyniki podkres$laja potrzebe glgbszego zrozumienia
mechanizméw dziatajacych réwniez w komorkach wyzszych eukariontow. Szerokie spektrum
zastosowanych podejs¢ podkresla wnikliwos¢ w podejéciu do tematu. Dostrzezone biedy, czy
niedociagniecia, ktore z obowiagzku recenzenta musiatam wskazac, nie wptywaja negatywnie na moja
0golng pozytywna ocene zaprezentowanej rozprawy.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzgji rozprawa doktorska pani Gabrieli
Baranowskiej spetnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 pézn. Zm.) i wnioskuje do Rady Dyscyplin
Naukowych Biotechnologii, Nauk Medycznych oraz InZynierii Biomedycznej Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Gabrieli Baranowskiej do dalszych etapow postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
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