Recenzja rozprawy doktorskiej pani Anny Barg-Wojas pt. ,, Rola mediatoréw homologicznej
rekombinacji w utrzymaniu struktury centromerow u Schizosaccharomyces pombe”

przygotowanej pod opieka dr hab. Doroty Dziadkowiec.

Przedmiotem pracy byto scharakteryzowanie funkcji biatek Rrpl i Rrp2, translokaz z rodziny
SWI2/SNF2, i ich roli w utrzymaniu struktury chromatyny w regionie centromeru u drozdzy
rozszczepkowych (Schizosaccharomyces pombe, S. pombe). W zwigzku z istnieniem szeregu
podobienstw czynnikow regulujacych strukturg chromatyny u drozdzy S. pombe i u wyzszych
organizmoéw eukariotycznych, drozdze te sg uznanym organizmem modelowym, zas wyniKi
uzyskiwane w badaniach wykorzystujagcych ten model majg czesto istotne znaczenie dla
poznania mechanizmow regulacji Struktury chromatyny u ludzi. Model ten jest bardzo
uzyteczny migdzy innymi dlatego, ze proste doswiadczenia z r6znymi relatywnie tatwymi do
uzyskania wariantami genetycznymi drozdzy pozwalaja wyjasni¢ wiele zagadnien, ktorych
badania u wyzszych organizmow eukariotycznych wymagaloby znacznie bardziej
skomplikowanej metodologii badawczej. Przedmiot pracy jest oryginalny, a jej wyniki maja
istotne znaczenie poznawcze, rowniez w kontekscie poznania mechanizmoéw funkcjonujacych

w komorkach ludzkich.

Rozprawa doktorska ma charakter zwartego druku o strukturze typowej dla tego typu prac.
Praca liczy 142 numerowane strony, zawiera 60 rycin i 14 tabeli, a jej bibliografia odnosi si¢
do 265 pozycji literaturowych. Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej zostaty
rowniez zawarte w manuskrypcie pracy naukowej: Barg-Wojas A, Schirmeisen K, Muraszko
J, Kramarz K, Baranowska G, Carr AM, Dziadkowiec D: S. pombe translocases Rrpl and
Rrp2 have distinct roles at centromeres and telomeres that ensure genome stability,
wystanym do czasopisma Journal of Cell Science.

W rozdziale Wstep Doktoranta zwigzle przedstawila podstawowe informacje 0 Szeregu
zagadnien majacych zwigzek z przedmiotem pracy. Tematyka zostata zilustrowana 10
rycinami. Wstgp jest napisany poprawnym jezykiem, zawiera syntetycznie i czytelnie
przedstawione informacje, stanowigc dobry material do publikacji o charakterze przegladu
literatury. Po wstepnie znajduje si¢ Cel Pracy, w ktorym Doktorantka jasno okresla gtdéwne
zaplanowane cele projektu doktorskiego.

Istotnym elementem pracy jest rozdzial Materialy i Metody. Majac na uwadze liczne metody
badawcze 1 modele doswiadczalne stosowane w pracy Wymagana byla taka organizacja tego
rozdzialu, aby zachowaé jego przejrzystos$¢, rozsadng objeto§¢ oraz wystarczajacy stopien
szczegdtowosci. Cel ten zasadniczo zostal osiggniety, a wyjatkiem jest brak opisu metod
statystycznych wykorzystanych w pracy (pozwolitloby to na uproszczenie opisu rycin).
Niestety, staba strong tej czesci pracy jest nadmierne stosowanie zargonu laboratoryjnego i
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btedy jezykowe (mozna odnies¢ wrazenie, ze t¢ czeS¢ pracy omingta korekta). Przyktadem
moze by¢ stosowanie terminu ,,stoki” zamiast ,,stezone roztwory wyjsciowe”, ,.falkony”
zamiast ,,probéwki produkowane przez firme¢ Falcon” (czy rzeczywiscie takie byty
stosowane?), ,,hodowle logarytmiczne” zamiast ,,hodowli w logarytmicznej fazie wzrostu”
czy ,.kolonijny PCR”. Natomiast bufor do nanoszenia probek na zele SDS-PAGE, tzw. bufor
Laemmli’ego, jest nazwany ,,buforem Lamli’ego” (str. 52) lub ,,buforem Laemli’ego” (str.
54), a co gorsza w réznych miejscach podany jest inny jego sktad.

Rozdziat Wyniki sktada si¢ wielu segmentow, a uzyskane przez Doktorantke wyniki
przedstawione sg na 45 wielopanelowych rycinach. W czesci 1 (Rozdziat 4.1) Doktorantka
dokumentuje nastepujace wyniki:

nadprodukcja Rrp2 i (w mniejszym stopniu) nadprodukcja Rrpl, ale nie brak Rrpl czy

Rrp2, spowalnia wzrost S. pombe oraz zwigksza ich wrazliwo$¢ na TBZ (czynnik
destabilizujacy strukture mikrotubul); efekty nadprodukcji Rrpl 1 Rrp2 byty silniejsze w
szczepach z wyjsciowo zaburzong strukturg chromatyny (mutanty Aswi6 | Aclr4)
[podrozdziat 4.1.4.],

nadprodukcja Rrpl 1 Rrp2 powoduje represje gendOw reporterowych zlokalizowanych w
obszarze imr oraz otr centromeru (w mechanizmie niezaleznym od Swi6 [podrozdziat
4.1.21],

nie wykazano wplywu nadprodukcji Rrpl 1 Rrp2 na ubikwitynacje histonu H2B
[podrozdziat 4.1.3.],

biatka Rrpl i Rrp2 wigzg si¢ w komorce drozdzy z centralnym obszarem centromeru
(element cnt), a biatko Rp2 wykazuje rowniez wigzanie z sekwencjami obecnymi w

telomerze [podrozdziat 4.1.4.],

biatko Rrpl wiaze si¢ z chromatyna w miejscach, w ktérych wcze$niej indukowano
peknigcia nic DNA [podrozdziat 4.1.4.],

cytotoksyczne efekty nadprodukcji Rrpl sa silniejsze w mutantach pozbawionych biatka
Rad52 (biatko uczestniczace m.in. w rekombinacji homologicznej), natomiast brak
Rad52 ostabia cytotoksyczne efekty nadprodukceji Rrp2.

W podsumowaniu tej czgsci pracy doktorantka konkluduje, ze biatka Rrpl i Rrp2 uczestnicza

w utrzymaniu struktury rejonu centromerowego chromosomow.
Uwagi do tej czesci wynikow:

(@) wnioski o roznicach w dziataniu Rrpl i Rrp2 bazujace na subtelnych roznicach
,optycznych” w tempie wzrostu kolonii powinny by¢ wsparte ilo§ciowg prezentacja
danych (z zastosowaniem odpowiednich testow statystycznych); bez tego bezpieczniej
jest ograniczy¢ sie¢ do wnioskowania na podstawie bardziej wyraznych réznic (uwaga ta

dotyczy réwniez wynikow prezentowanych w kolejnych czes$ciach pracy);



(b) przedstawiona w podrozdziale 4.1.3. konkluzja o wptywie nadprodukcje Rrpl i Rrp2 na
generalne obnizenie poziomu bialek histonowych w komorce jest zbyt silna jak na
przedstawione dowody i powinna by¢ wsparta wynikami dalszych badan - tym bardziej,
ze densytometri¢ membrany wybarwionej Ponceau S trudno uznaé¢ za wiarygodny test
ilosciowy,

(c) dlaczego w pracy nie zawarto analizy wigzania biatka Rrp2 w miejscach tworzenia

pekniec¢ nici DNA (analogicznej do analizy przedstawionej na Rycinie 28)?

W czgéci 11 (Rozdziat 4.2.) Doktorantka dokumentuje nast¢pujace wyniki:

- nadprodukcja Rrpl i Rrp2 prowadzi do zwigkszenia ilo$ci skupisk Rad52 oraz zmiany
proporcji YH2A/H2A (zwigkszenie wzglgdnej ilosci formy ufosforylowanej),

- nadprodukcja Rrpl i Rrp2 prowadzi do wydtuzenia komoérek S. pombe, a nadprodukcja
Rrp2 rowniez powstawanie komorek rozgatgzionych,

- nadprodukcja Rrpl 1 Rrp2 prowadzi do zaburzen struktury i segregacji materialu
genetycznego.

W podsumowaniu tej czgsci pracy doktorantka konkluduje, ze biatka Rrpl i Rrp2 uczestnicza
w replikacji i segregacji chromosomow.

W czesci 111 (Rozdziat 4.3.) Doktorantka dokumentuje nastepujace wyniki:

- mutacje domeny translokazowej (SNF2 N) oraz RING w bialku Rrpl, oraz mutacje
domen SNF2 N, RING i SIM w biatku Rrp2, zmniejszaja wrazliwo$¢ na TBZ oraz
zdolnos¢ represji traskrypcji  gendw reporterowych zlokalizowanych w  rejonie

centromeru w komorkach z nadprodukcja tych biatek.

W podsumowaniu tej czesci pracy doktorantka konkluduje, ze aktywno$c translokazowa i
aktywno$¢ ligazy ubikwityny sg istotne dla funkcji biatlek Rrpl i Rrp2 jako czynnikoéw

stabilizujacych strukture centromeru.
Uwagi do tej czgéci wynikow:

(d) stwierdzenie ,,zwigkszenie Smiertelnosci komorek obserwowane przy nadekspresji rrpl+
jest zalezne od jego aktywnosci translokazowej 1 ligazy ubikwityny” (Rys. 37A)” nie ma
uzasadnienia w wynikach prezentowanych na rycinie 37A, ktora nie dokumentuje w
przekonujacy sposob roznic migdzy wyjsciowa i zmutowanymi formami Rrpl;

(e) rozwazania na temat roéznic w znaczeniu poszczegolnych domen biatek Rrpl i Rrp2 dla
utrzymania struktury centromeru, np. roli oddzialujacej z SUMO domeny SIM biatka
Rrp2 (str. 88), wydaja si¢ w tym miejscu przedwczesne (wyniki przedstawione na

Rycinie 38 s3 w tym kontek$cie niewystarczajace).

W czgécei IV (Rozdziat 4.4.) Doktorantka dokumentuje nastepujace wyniki:



- efekty nadprodukcji bialek Rrpl i Rrp2 sa podobne w szczepach pozbawionych
endogennych genow rrp2 i rrpl, a efekt cytotoksyczny obserwowany w komoérkach z
nadprodukcja obu bialek jest podobny do efektu obserwowanego w komodrkach z
nadprodukcja Rrp2 (brak efektu synergistycznego czy addytywnego),

nadprodukcja Rrp2 (ale nie Rrpl) zwicksza stopien sumoilacji biatek (efekt nicobecny w
przypadku mutacji domeny SIM), natomiast nagromadzenie sumoilowanych biatek jest
widoczne z komoérkach z nadprodukcja biatka Rrpl ze zmutowang domena ligazy

ubikwityny [podrozdziat 4.4.1.],

biatko Rrp2 wigze si¢ z sumoilowanymi biatkami i samo moze by¢ sumoilowane
[podrozdziat 4.4.1.],

nadprodukcja biatek Rrpl 1 (w mniejszym stopniu) Rrp2 zwigksza stopien
(poli)ubikwitynacji biatek w komorkach S. pombe [podrozdziat 4.4.1.].

W podsumowaniu tej czesci pracy doktorantka konkluduje, ze funkcje biatek Rrpl i Rrp2 w
ochronie struktury centromeru moga by¢ zwigzane z ich aktywno$cig ligaz ubikwityny oraz,

w przypadku Rrp2, wptywie na sumoilacje biatek komérkowych.
Uwagi do tej czgsci wynikow:

(F) prezentowana w oparciu o0 wyniki przedstawione na Rycinie 42 (np. na str. 93) konkluzja
o tym, ze bialko Rrp2 jest sumoilowane, wydaje si¢ w tym miejscu przedwczesna
(nalezato raczej konsekwentnie ,trzymac¢ si¢” znaku zapytania w 0znaczeniu
adekwatnych prazkéw biatkowych na tej rycinie);

(g) w pracy brak jakiejkolwiek informacji o0 sposobie przeprowadzenia analizy
proteomicznej, w tym o progach zastosowanych przy obliczeniowej identyfikacji biatek.
W zwigzku z tym podanie warto$ci tzw. Mascot Score (Rycina 43B) nie jest
wystarczajace dla oceny wiarygodnosci wyniku identyfikacji biatka; w tym celu
niezbedne jest podanie informacji réwniez 0 tzw. PEP Score oraz o dystrybucji Mascot
Score w catym zestawie danych. Co do zasady, chociaz Mascot Score = 20 jest czesto
stosowany jako prog odciecia w rutynowych analizach, to warto$ci istotnie ponizej 100
nie $wiadcza o bardzo duzej wiarygodnosci wyniku identyfikacji.

W czesci V (Rozdziat 4.5.) Doktorantka dokumentuje nastepujace wyniki:

- brak biatek Rrpl i Rrp2 zmniejsza wrazliwos$¢ szczepow S. pombe z mutacjami majacymi
zwigzek z ubikwitynacja histonu H2B (htb1-K119R i Arhp6) na promieniowanie UV i
hydroksymocznik (czyli czynniki indukujace migdzy innymi stres replikacyjny)
[podrozdziat 4.5.1.],

- biatko Rrp1 (niezaleznie od biatka Rrp2), ale nie biatko Rrp2, oddziatuje z biatkiem PCNA
(formami wyjsciows i diubikwitynowang), a w komoérkach z nadprodukcjg Rrpl maleje
udziat nie ubikwitynowanej formy PCNA [podrozdziat 4.5.2.],



- jednoczesne usuniecie domen odpowiedzialnych za interakcje z ubikwityng (MIU) i PCNA
(PIM) eliminuje zwigkszong cytotoksyczno$¢ 1 zaburzenia cyklu komoérkowego
wynikajace z nadprodukcji biatka Rrpl, a motyw PIM jest niezbedny dla zachowania
oddziatywan migdzy Rrpl i PCNA [podrozdziat 4.5.3.],

- usuniecie domeny PIM niweluje zdolno$¢ nad-produkowanego biatka Rrpl do
zmniejszenia poziomu nie ubikwitynowanej i zwig¢kszenia udzialu ubikwitynowanej
formy PCNA [podrozdziat 4.5.4.],

- zmiana proporcji ubikwitynowanej i nie ubikwitynowanej formy PCNA w komorkach z
nadprodukcjg Rrpl oraz zdolno$¢ wigzania Rrpl z oboma formami PCNA jest niezalezna
od obecnosci ligaz E3 Rad8 i1 Rhpl8 (wczesniej znanymi ligazami ubikwityny
uczestniczagcymi w modyfikacji PCNA) [podrozdziat 4.5.4.].

W podsumowaniu tej cze$ci pracy doktorantka konkluduje, ze Rrpl uczestniczy w
ubikwitynacji PCNA, co moze by¢ podlozem obserwowanego wptywu Rrpl na procesy
regulowane przez biatko PCNA (np. odpowiedz na stres replikacyjny).

Uwagi do tej czgéci wynikow:

(h) sformutowanie ,ratuje wrazliwo$¢” (str. 97) jest do§¢ niefortunne i moze znaczy¢, ze
wrazliwo$¢ jest niezmieniona pomimo obecno$ci innych czynnikéw wywotujacych
oporno$¢; W tym przypadku chodzi jednak o zmniejszong wrazliwosc;

(1) czy konkluzja ,,Rrpl fizycznie oddziatuje z PCNA niezaleznie od Rrp2” (str. 111) jest
uzasadniona w prezentowanych wynikach? Do$wiadczenia, ktore dotycza tej kwestii
(przedstawione na Rys. 48 1 Rys. 49) wskazujg przeciez na nizszy poziom PCNA
zwigzanego z Rrpl w komorkach pozbawionych Rrp2.

Wszystkie doswiadczenia, ktorych rezultaty przedstawiono w czesci Wyniki zostaly
poprawnie zaplanowane 1 zrealizowane. Pewne zastrzezenia budzi jedynie pojawiajaca si¢ w
niektorych miejscach nadmierna ,,odwaga” Doktorantki w interpretacji wynikow (np. w
tytutach niektorych podrozdziatow czy rycin). W mojej opinii Doktorantka powinna zwrdcié
wigksza uwagg na oddzielenie tego co jest rzeczywistym wynikiem do$wiadczenia od tego co

jest jego interpretacja (czesto nie jedynie mozliwa).

W rozdziale Dyskusja Doktorantka w syntetyczny sposob podsumowuje wyniki uzyskane w
doswiadczalnej czgs$ci pracy oraz kompetentnie dyskutuje je w kontekscie dostepnych danych
literaturowych. Na uwage zwraca to, ze w tej czeSci pracy poprawnie zostaly rozdzielone
znaczeniowo rzeczywiste wyniki doswiadczalne oraz ich interpretacja przez
eksperymentatora. Co istotne, dyskusja zawiera racjonalnie uzasadnione kierunki dalszych
badan, ktore umozliwig potwierdzenie 1 rozszerzenie wiedzy uzyskanej] w projekcie

doktorskim. Ta cze$¢ pracy napisana jest czytelnie poprawnym jezykiem.



Rozprawa podsumowana jest klarownie sformutowanymi Wnioskami, ktore odzwierciedlajg
uzyskane wyniki, i uzupelniona poprawnym Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Podsumowanie.

Recenzowana praca doktorska dotyczy ciekawego zagadnienia 0 duzej wartosci poznawczej.
Praca jest dobrze zaplanowana i kompetentnie zrealizowana. Doktorantka wykazata sie
umiejetnosciami praktycznymi pozwalajgcymi na uzyskanie oryginalnych wynikéw. Praca z
cala pewnoscig ,,stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.” Niezaleznie od uwag
krytycznych zawartych w recenzji przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorska pani Anny
Barg-Wojas oceniam jednoznacznie pozytywnie.

Whiosek koncowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.).

W zwiagzku z tym wnosz¢ do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego 0
kontynuowanie postepowania o nadanie pani Annie Barg-Wojas stopnia doktora.
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