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dr hab. Wojciech Strzatka

Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Gabrieli Baranowskiej pt. ,,Rola DNA zaleinych translokaz
w utrzymaniu stabilnosci genomu u Schizosaccharomyces pombe”.

Dziedziczenie materiatu genetycznego przez komoérki potomne jest warunkiem niezbednym dla propagacji
zycia na ziemi. Wiasciwosci komorek, ich reakcja na czynniki zewnetrzne, jak i wewnetrzne, s3
odzwierciedleniem m.in. informacji zaszyfrowanej w jadrowym DNA. Zdolnos¢ komérek potomnych do
zachowania cech rodzicielskich w formie niezmienionej wigze sie m.in. z koniecznoscig posiadania aktywnych
mechanizmoéw, ktére wspierajg utrzymanie stabilnosci genomu. Uwaza sig, ze stabilnos¢ genomowa jest
korzystna szczegdlnie dla komérek wyzszych eukariontéw, rozmnazajacych sie generatywnie, cechujgcych sie
ztozong budowg i posiadajgcych wyspecjalizowane tkanki, poniewaz zwieksza ona szanse na ich prawidtowe
dziatanie w kolejnych pokoleniach. W przypadku organizméw znajdujgcych sie na nizszym szczeblu drabiny
ewolucyjnej, np. jednokomérkowych drozdzy, dziatanie mechanizméw wpierajacych stabilnos¢ genomu
moze miec jeszcze drugie oblicze. Nie mozna bowiem wykluczy¢, ze mechanizmy te wptywajg negatywnie na
proces dostosowania komoérek do panujacych warunkéw Srodowiskowych wskutek ograniczenia
plastycznosci informacji genetycznej, zwtaszcza w przypadku organizméw rozmnazajacych sie gtdwnie
bezptciowo.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata zrealizowana pod kierunkiem Pani dr hab. Doroty
Dziadkowiec. Praca ta dotyczy badan nad rolg wybranych translokaz DNA w utrzymaniu stabilnosci genomu
drozdzy rozszczepkowych (Schizosaccharomyces pombe). Obiektami badan Pani mgr Gabrieli Baranowskiej
byty biatka Srs2, Rrp1 i Rrp2.

Praca doktorska Pani mgr Baranowskiej ma uktad charakterystyczny dla rozpraw doktorskich. W jej sktad
wchodzg czesci takie jak: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis tresci, wstep, cele pracy, materiaty
i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie, wykaz skrétéw, oraz literatura. Wstep napisany jest w sposéb
przystepny wprowadzajac czytelnika w poruszang tematyke badawczg. Doktorantka oméwita w nim m.in.
budowe i role drozdzowych translokaz Srs2, Rrpl i Rrp2, opisata model naprawy uszkodzonego DNA na
drodze rekombinacji homologicznej, oraz zaprezentowata, zalezne od rodzaju modyfikacji potranslacyjnych
biatka PCNA, mozliwe scenariusze prowadzgce do odblokowania widetek replikacyjnych. Po zapoznaniu si¢ z
trescig tej czesci pracy doktorskiej wnioskuje, ze Pani mgr Baranowska posiada szerokg wiedze w tematyce,
ktora stata sie przedmiotem jej badan. We wstepie oraz dyskusji mozna znalez¢ szereg starannie dobranych
odnosnikéw literaturowych, ich catkowita liczba wynosi 123. Do wykonania badan Doktorantka wykorzystata
szereg technik eksperymentalnych. Metodyka z ktérej korzystata w wiekszosci zostata opisana w sposob jasny
i precyzyjny.

Jezeli chodzi o cele recenzowane]j rozprawy, to zostaty one klarownie zdefiniowane. Ich realizacja
niewatpliwie wymagata duzych naktadéw pracy. Doktorantka prawidtowo zaplanowata i wykonata opisane
eksperymenty, nie zapominajgc o odpowiednich uktadach kontrolnych. Do najwazniejszych wnioskéw, ktére
mozna wyciggna¢ na podstawie wynikow uzyskanych przez Doktorantke naleza:

i) Nadekspresja genéw kodujgcych biatka Srs2, Rrpl lub Rrp2 powoduje zahamowanie wzrostu
komorek S. pombe i niestabilnos¢ ich chromosomow,



i) Biatka Srs2, Rrpl i Rrp2 regulujg w rozny sposob aktywacje punktéw kontrolnych cyklu

komarkowego,

iii) Nadekspresja genu kodujacego helikaze Srs2 poteguje zmiany wywotane nadekspresjqa genu
kodujacego biatko Rad51,

iv) Funkcja biatka Srs2 w poreplikacyjnej naprawie DNA w komérkach S. pombe jest inna niz w
komérkach S. cerevisiae, .

V) Sciezka poreplikacyjnej naprawy DNA zaleznej od rekombinacji homologicznej u S. pombe jest
hamowana przez biatka Rrp1 i Rrp2. Co wiecej, dziatanie tej Sciezki wymaga udziatu biatka Srs2,

vi) Interakcja pomiedzy PCNA a biatkiem Rrp1 zachodzi przy udziale motywu PIM,

vii) Biatko Rrp1 posiada aktywnos¢ ligazy ubikwityny i uczestniczy w ubikwitynacji ludzkiego PCNA,
viii) Biatka Rrp1 i Rrp2 dziatajg w ramach sciezki naprawy DNA zwigzanej z przetgczaniem matrycy.

W trakcie lektury ocenianej rozprawy nasuneto mi sie szereg pytan, o odpowiedz na ktére chciatbym prosic
Doktorantke:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

9)

Strona 13: Aautorka napisata ,Pierwsze badania nad biatkami Rrp1 i Rrp2 pokazaty, ze pojedyncze mutanty
rrplA i rrp2A oraz podwéjny rrplArrp2A nie wykazujg wrazliwosci na zwigzki genotoksyczne takie jak CPT,
HU czy MMS (Dziadkowiec et al., 2009).” Prosze o komentarz dotyczacy braku wrazliwosci omawianych
mutantéw na zwiazki genotoksyczne. Wydaje sie bowiem mato prawdopodobne, aby badane szczepy byly
catkowicie niewrazliwe na dziatanie np. metanosulfonianu metylu.

Strona 13: Autorka napisata ,Réwniez podwdjne mutanty rad51ArrplA i rad51Arrp24, jak i potrdjny
mutant rad51Arrpl1Arrp2A nie wykazujg zwiekszonej wrazliwosci,....”, strona 14: ,Podwdjne mutanty
sfr1Arrp1A i sfr1Arrp2A nie wykazuja zwiekszonej wrazliwosci na zwigzki genotoksyczne, co sugerowatoby
dziatanie biatek Rrpl....". Prosze o wyjasnienie, wzgledem jakiego uktadu badane mutanty nie wykazuja
zwiekszonej wrazliwosci?

Strona 18: Autorka napisata ,Szlak TLS zwigzany jest z chwilowa zamiang polimerazy DNA na polimerazy
TLS.” Biorgc pod uwage, ze polimerazy TLS sg polimerazami DNA prosze o wyjasnienie jaka polimeraze DNA
Doktorantka ma na mysli piszac o jej zamianie na polimerazy TLS?

Strona 25: Materialy i metody. W tabeli zawierajgcej spis szczepéw drozdzy Doktorantka uzywa
sformutowan: kolekcja laboratorium, AMC Carr i Hiroshi Iwasaki. Mam zatem pytanie: o jakie laboratorium
chodzi, co oznacza skrot AMC Carr i z jakiego laboratorium pochodzi Hiroshi iwasaki?

W materiatach Doktorantka uzywa stezenia procentowego. Czy jest to stezenie wagowo/wagowe czy
wagowo/objetosciowe?

Strona 28: Prosze o przedstawienie mechanizmu dziatania zwigzkéw wymienionych w tabeli 5.

Strona 40: W podrozdziale 3.2.21 Doktorantka opisuje uzycie enzymu His-Ubal oraz His-Ubc4. Z jakiego
organizmu pochodzity te biatka i jak zostaly oczyszczone? Ponadto, dlaczego badajac aktywnosc¢ ligazy
ubikwityny Rrpl w testach in vitro uzywano ludzkich biatek ubikwityny i PCNA? Jakie jest uzasadnienie
badania aktywnosci enzymu drozdzowego z wykorzystaniem ludzkich biatek?

Tytuty czesci rycin (np. ryc. 9, 11, 13, etc.) zamiast informowac o tym, co byto celem eksperymentu, ktérego
wynik jest przedstawiony, informujg o konkretnym jego rezultacie. Jest to dla mnie niecodzienne podejscie
utrudniajgce czytelnikowi zorientowanie sie co byto przedmiotem badania. Mam w zwigzku z tym pytanie:
skad taka koncepcja konstruowania tytutéw rysunkéw?

Strona 44, 45, 59: W opisie rycin 11, 12 i 24 pojawia sie zdanie ,Utrata przezywalnosci indukgji ekspresji
badanych gendéw przez 48 godzin na minimum trzech transformantach (B).” Prosze o wyjasnienie co
Doktorantka ma na mysli w tym zdaniu.

10) Strona 46: Dlaczego na rycinie 13B nie umieszczono wynikéw analizy statystycznej?
11) Strona 48: Autorka napisata ,Mozna zatem wnioskowac, ze nadmiar Srs2 powoduje stres replikacyjny,

gdyz wzrasta ilo$¢ fragmentéw jednoniciowego DNA, jednak jest on najmniej silny w poréwnaniu do Rrpl
czy Rrp2.” Pomijajac konstrukcje tego zdania, gdyz powinno by¢, jak rozumiem: ,,... w poréwnaniu do
nadmiaru Rrpl czy Rrp2” oraz zamiast ,,najmniej silny” powinno by¢: ,stabszy”, prosze o uzasadnienie



powyzszego stwierdzenia. Na rycinie 16A nie umieszczono informacji o istotnosci statystycznej réznicy w
ilosci fragmentéw jednoniciowego DNA pomiedzy uktadem +p42HA a +Srs2. Ponadto prosze o
przedstawienie zestawienia dla uktadéw +p42HA, +Srs2, +Rrpl i +Rrp2 na jednym wykresie.

12) Strona 49: Autorka napisata ,Zaobserwowano, ze globalny spadek ilosci histonéw na DNA jest u S.
cerevisiae reakcjg na uszkodzenia DNA (Hauer et al., 2017).” Wydaje mi sie, ze to DNA jest nawiniete na histony
a nie histony na DNA. Prosze o opinie Doktorantki w tej sprawie.

13) Strony 50, 51, 66, 81: Na podstawie jakiej liczby powtdrzen uzyskano wyniki przedstawione na rycinie
178, 18B, 18C, 30B oraz 42°?

14) Strona 51: Czy na rycinie 18A wykrywano biatko Rrpl oraz Rrp2 czy GFP-Rrpl i GFP-Rrp2?

15) Strona 52: Dlaczego na rycinie 19B nie ujeto danych dla mutanta rrp14 oraz rrp2A? Czy Doktorantka
moze przedyskutowac jaki bedzie efekt zastosowania osobno HU i CPT?

16) Strona 52: Autorka napisata ,Sugerowac, to moze, ze Srs2 podobnie jak to pokazano dla Rrpl i Rrp2
(Barg-Wojas, 2019, Barg-Wojas et al., 2020), bierze udziat w ustalaniu réwnowagi nukleosoméw”. Prosze o
komentarz co Doktorantka ma na mysli piszac o: ,rownowadze nukleosomow”.

17) Strona 54: Dlaczego przy omawianiu wyniku przedstawionego na rycinie 21B nie omdéwiono
rezultatéow dla uktadu z nadprodukcjg Rrp2 i Rrp2, a jedynie odniesiono sie do danych literaturowych?
Informacje te, z przyczyn dla mnie niejasnych, pojawiajg sie pdzniej (strona 56).

18) Strona 59. Dlaczego na rycinie 24B nie umieszczono wyniku dla uktadu z nadprodukcjg Rrp2?

19) Strona 61: Prosze o komentarz: jaka jest mozliwa przyczyna spadku o okoto 20% zywotnosci drozdzy
posiadajacych konstrukt p81-FLAG, co obrazuje rycina 26?

20) Strona 61: Autorka napisata ,Biorgc wiec pod uwage, ze nadprodukcja biatka Srs2 w szczepie nmtP3-
GFP-rad51 powoduje zwiekszenie defektu wzrostowego (Ryc. 24 A), nie dziwi brak réznic w ilosci wtdkien
Rad51 na DNA pod wptywem nadprodukcji Srs2 w poréwnaniu do kontroli (Ryc.26 A i B)”. Prosze o szersze
wyjasnienie rozumowania, ktére doprowadzito do tego stwierdzenia.

21) Strona 61: Prosze o przedstawienie danych pokazujagcych zahamowanie wzrostu drozdzy
nadprodukujgcych GFP-Rad51.

22) Strona 62: Rycine 27 autorka zatytutowata: ,Srs2 oddziatuje z C-koricowym fragmentem Rad51”.
Wydaje mi sie, ze wykorzystany uktad eksperymentalny nie pozwala na udowodnienie wprost bezposredniego
oddziatywania pomiedzy biatkami. Prosze o komentarz w tej sprawie. Prosze réwniez o informacje, co
Doktorantka rozumie przez stwierdzenie: ,interakcja Sredniej mocy”?

23) Strona 66: Autorka napisata ,Skonstruowano potréjne mutanty delecyjne, rhp18Arrp1Asrs2A i
rhp18Arrp2Asrs24, i stwierdzono, ze cechuje je zmniejszona wrazliwos¢ zblizona do podwdjnego mutanta
rhpl8Asrs2A.” Piszac o zmniejszonej wrazliwosci (nie jest jasne na co?) tych potréjnych mutantéw prosze o
komentarz: do jakiego szczepu odnosi sie to poréwnanie?

24) Strona 70: Rycina 32, panel IP-GFP. Na jakiej podstawie Doktorantka stwierdza, ze przeciwciata anty-
FLAG wykrywajg ubikwitynowane, a nie przyktadowo: sumoilowane, PCNA?

25) Strona 70, 71: Rycina 32 i 33. Dlaczego w obrazie ekstraktu biatkowego (EB) w $ciezce oznaczonej
+p41-EGFP nie jest widoczny sygnat pochodzacy od biatka GFP pomimo uzycia przeciwciat anty-GFP? Ponadto,
od czego moze pochodzi¢ sygnat obserwowany na rycinie oznaczonej IP-GFP, lokujacy sie powyzej biatka Rrp1-
EGFP? Analizujagc obraz uzyskany dla kontroli negatywnej (p41-EGFP/Pcn1-FLAG, panel IP-GFP) przedstawiony
na rycinie 33 oraz duzg ilo$¢ wykrytego biatka Rrp1-MIU stwierdzenie, ze oddziatuje ono z PCNA jest dla mnie
mocno watpliwe. Chciatem takze zapyta¢ Doktorantke, czy méwienie o interakcji pomiedzy biatkami jedynie
na podstawie wyniku immunoprecypitacji z wykorzystaniem ekstraktéw biatkowych, jest w petni uprawnione?
26) Strona 73: Skad pewnos¢, ze sygnat obserwowany na rycinie 35, opisany jako Pcnl-Ub2-FLAG, to
poliubikwitynowane PCNA? Wyniki, uzyskane z uzyciem przeciwciat anty-Ub dla wszystkich badanych
szczepow drozdzy, sg trudne i ryzykowne do interpretacji z uwagi na ich stabg jakosc.

27) Strona 78: Na rycinie 39 przedstawiono wyniki badan, w ktérych wykorzystano szczep S. pombe
produkujacy biatko PCNA z metka FLAG. Jakie byto uzasadnienie wykorzystania takiego uktadu i jakie byty
oczekiwane rezultaty skoro wiadomo, ze takie biatko ma negatywny wptyw na wzrost komoérek drozdzy?

28) Strona 80: Autorka pisze: ,Jedynie delikatnemu polepszeniu na HU ulega fenotyp szczepu pcn1K164R
(Ryc. 42)”. Prosze o wyjasnienie co Doktorantka rozumie przez stwierdzenie ,,delikatnemu polepszeniu... ulega



fenotyp”. Wedtug mojej oceny przedstawionego wyniku wzrost omawianego szczepu na hydroksymoczniku
jest prawie taki sam, lub nieco gorszy niz szczepu dzikiego. Prosze o komentarz w tej sprawie.

29) Strona 87: Autorka napisata: ,Pokazano, takze, ze usuniecie gendéw rrp1+ i rrp2+ w mutancie rhp64
ratuje wrazliwos¢ na HU, kampototecyne (CPT), MMS,.....". Na podstawie analizy tych wynikéw wydaje mi sie,
ze jest doktadnie odwrotnie tzn. mutanty te s3 mniej wrazliwe na wymienione czynniki w poréwnaniu do
mutanta rhp64. Prosze o komentarz w tej sprawie. Prosze tez o wyjasnienie, co to znaczy, ze ,wrazliwos¢
zostata uratowana”?

30) Strona 90: Autorka napisata ,Modyfikacja PCNA na lizynie 164 przyczynia sie do zakoriczenia
replikacji w odpowiedzi na stres replikacyjny”. Mam prosbe o doprecyzowanie jaka modyfikacje PCNA,
prowadzaca do zakoriczenia replikacji DNA, Doktorantka miata na mysli?

Pozostate uwagi:

1) Strona 20: Na rysunku 6, dotyczacym kaskady enzymatycznej prowadzacej do ubikwitynacji substratu,

zabrakfo mi przedstawienia Sciezki prowadzacej do multiubikwitynacji.

2) Strona 20: Doktorantka napisata: ,Podobnie jak ubikwitynacja, jest to proces kaskadowy zalezny od trzech
ligaz: E1, E2 i E3.” Wedtug mojej najlepszej wiedzy biatka E1 i E2 nie sg ligazami ubikwityny.

3) Strona 20: Na omawianej stronie znalazto sie niefortunne sformutowanie: ,,Modyfikacje SUMO PCNA.....".
Nalezatoby raczej napisac: ,,Modyfikacje PCNA przez SUMO.....

4) W podrozdziale 3.2.5 (metody) Doktorantka podaje objetosci plazmidu ktérg brata do transformacji,
jednak nie podaje jego stezenia. Opis trawienia enzymami restrykcyjnymi jest zbyt ogélny, a informacja na
temat ligacji wstawki do wektora w stosunku 3:1 nie informuje czytelnika czy jest to stosunek wagowy,
molowy, czy jeszcze inny. W zwigzku z powyiszym powtdrzenie tych doswiadczen przez innego
eksperymentatora wydaje sie by¢ mocno utrudnione.

5) W legendzie ryciny 27 zabrakto mi podstawowych informacji np. o tym, ktéry plazmid petnirole , przynety”,
a ktory ,,ofiary”, czy tez opisu znaczenia skrotéw 51C i 51N.

6) Na stronie 35 nie podano stezenia roztworu DAPI.

7) Strona 47: W opisie ryciny 14 nie umieszczono informacji o nazwie szczepu droidiy, ktéry byt
transformowany.

8) Strona 37: Uwazam, ze tytuf tabeli 9 ,warunki transferu mokrego uzywane w pracy” nie odpowiada jej
zawartosci, gdyz brak w niej takich informacji.

9) Strona30: W opisie metod Doktorantka uzywa wyrazenia: ekspresja biatka. Wyrazenie ,ekspresja” dotyczy
genu, a w przypadku biatka powinno sie uzywac raczej np. stowa: , produkcja”. W stwierdzeniu: ,Do reakcji
PCR...” uzycie stowa: ,reakcji” jest zbedne, poniewaz jest ono juz zawarte w skrécie: ,,PCR”.

10) Strona 66: Pomiedzy rycing 39 a tekstem wystepuje rozbieznosc. Na rycinie 30 widnieje informacja, ze
uzyto hydroksymocznika o stezeniu 6 mM ,natomiast w tekécie pojawia sie informacja o 12 mM
stezeniu tego zwigzku.

11) Strona 74: Doktorantka napisata ,...ligaza E2...” zapewne chodzi o enzym E2, a nie ligaze.

12) Omawiajac wybrane biatka Doktorantka nie zawsze podaje ich pochodzenie. Warto bytoby w takich
przypadkach uzywac¢ dodatkowo skrétéw nazwy rodzajowej i gatunkowej np. dla Saccharomyces pombe
(Sp) co znacznie ufatwitoby czytelnikowi zorientowanie sie o biatkach z jakiego organizmu pisze
Doktorantka.

13) Na stronie 89 znalazto sie niefortunne sformutowanie: ,,...poliubikwitynacja PCNA przez lizyne 164...”
wskazujgce, ze PCNA jest poliubikwitynowane przez lizyne 164. Znacznie lepiej bytoby napisaé:
»poliubikwitynacja lizyny 164 biatka PCNA”.

14) W mojej opinii opisy wiekszosci rysunkow sg zbyt skromne. Nie zawierajg one wystarczajacej legendy

umozliwiajgcej tatwe odszyfrowanie informacji w nich zawartych.

Pomimo moich uwag krytycznych przedstawionych w recenzji stwierdzam, ze rozprawa mgr Gabrieli
Baranowskiej jest wartosciowa i spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdin. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscyplin
Naukowych Biotechnologii, Nauk Medycznych oraz Inzynierii Biomedycznej Uniwersytetu Wroctawskiego o



dopuszczenie mgr Gabrieli Baranowskiej do dalszych etapdéw postepowania ws. nadania stopnia doktora w

dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia.
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