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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Barg - Wojas pt. "Rola
mediatoréw homologicznej rekombinacji w utrzymaniu struktury
centromeréw u Schizosaccharomyces pombe" wykonanej w Zaktadzie
Biotransformacji, na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego

Rozprawa wykonana pod kierunkiem dr hab. Doroty Dziadkowiec zostata
przygotowana zgodnie z wymaganiami art.31 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym skfada sig ze streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, wstepu, celu pracy, opisu materiatdw i metod, opisu
wynikéw, dyskusji, podsumowania oraz wyszczegélnionej cytowanej literatury.

Homologiczna rekombinacja DNA jest procesem angazujagcym wiele biafek,
‘wymagajacym perfekcyjnej koordynacji w celu zachowania wiernoéci powielanego materiatu
genetycznego. Proces ten jest wysoce konserwowany w organizmach eukariotycznych,
dlatego tez komérki drozdizy S. pombe sa doskonatym organizmem modelowym
umozliwiajgcym szerokie badania genetyczne i biochemiczne. Gtéwnymi  biatkami
zaangazowanym w proces rekombinacji sa biatko Rad51 oraz Rad52, jednakie réwniez
wazne s3 biatka wspomagajace proces rekombinacji zwane mediatorami rekombinacji. W
drozdzach rozszczepkowych dwa gtéwne kompleksy biatek mediatorowych wspomagajg
zalezng od Rad51 inwazje nici: kompleks Rad55-Rad57 oraz Sfr1-Swi5. Grupa Pani dr hab.
Dorota Dziadkowiec od wielu lat, z duzym sukcesem prowadzi badania dotyczace
charakterystyki mediatoréw rekombinacji. Badania te doprowadzity do zidentyfikowania w S.
pombe kompleksu Rrp1-Rrp2, ktéry dziata w éciezce zaleinej od Sfr1/Swib. Biatka Rrpl i
Rrp2 s3 ortologami biatka Uls1 z Saccharomyces cerevisiae, nalezacego do rodziny translokaz
SWI2/SNF2 i ligaz E3 ubikwityny STUbL posiadajacych motywy interakcji z SUMO,



rozpoznajacych i ubikwitynujacych sumoliowane biatka. Wczedniejsze badania grupy Pani dr
hab. Doroty Dziadkowiec wykazaly, ze kompleks Rrpl-Rrp2 moze negatywnie regulowac
mechanizmy rekombinacji zaleznej od Rad51.

Wiele danych wskazuje na istotna role rekombinacji jako procesu wspomagajacego
powielanie materiatu genetycznego zwtfaszcza w rejonach ,trudnych do replikacji” lub gdy
proces replikacji nie przebiega prawidtowo. Rejony telomerowe i centromerowe posiadajace
wiele powtérzen sekwencji, formujg struktury drugorzedowe, a co za tym idzie s3
potencjalnymi obszarami utrudniet w procesie replikacji. Zatrzymania czy spowolnienia w
przesuwaniu sie widetek replikacyjnych promujg zwigkszenie czgstosci rekombinacji.
Istotnie, wykazano zaangazowanie biatek rekombinacyjnych oraz biatek stresu
replikacyjnego na pryklad w utrzymanie integralnosci centromerow. W poprzednich pracach
pokazano, ze biatka Rrpl i Rrp2 wigzg si¢ do rejonéw zawierajacych uszkodzone DNA, co
moze oznaczaé, ze biatka te s3 angazowane w warunkach zagrazajacych stabilnosci genomu.

Centromery odpowiedzialne s za prawidfowy rozdziat chromosomow do komorek
potomnych. W centralnym rejonie centromeru wigze si¢ centromerowy wariant histonu H3
(Cnpl u S. pombe) z ktérym oddziatujg biatka kinetochoru. W obrgbie centromeru nie
wystepuja geny kodujace biatka i tworzy on strukture heterochromatyny. Jak juz
wspomniano, sktad nukleotydowy i formujace sig struktury drugorzedowe utrudniajg synteza
DNA. Zaprezentowana praca doktorska miata na celu zbadanie roli biatek Rrpl i Rrp2 w
utrzymaniu stabilnosci centromerow.

Zanim przejde do omawiania Wynikow i Wnioskéw chciatabym pochwali¢ bardzo
obszerny, przejrzyécie napisany Wstep. Doktorantka opisuje w nim wszystkie zagadnienia
majace zwigzek z prowadzonymi badaniami i tematyka rozprawy, utatwia to swobodng
lekture kolejnych rozdziatéw pracy. Cel pracy jasno przedstawia szereg zadan, ktdre autorka
zamierza zrealizowac.

W poprzednich badaniach wykazano, ze biatka Rrpl i Rrp2 zwigzane s z procesem
homologicznej rekombinacji. Aby dogtebniej poznac role biatek Rrpl i Rrp2 w utrzymaniu
stabilnoéci centromeréw, badano, w szczepach nadprodukujacych Rrpl i Rrp2 oraz w
warunkach braku biatek zaangazowanych w tworzenie struktury heterochromatyny,
wrazliwoéé na tiabendazol, czynnik zaburzajgcy polimeryzacje mikrotubul, uzywany do testu
niestabilnoéci struktury centromeréw. Wykazano negatywny wplyw nadprodukcji Rrpl i
Rrp2 na strukture oraz transkrypcyjne wyciszenie obszaru centromerowego. Wykazano
réwniez, ze Rrpl i Rrp2 moduluja poziom histonéw w chromatynie. Obserwowany defekt
manifestujacy sie zaburzeniami w segregacji chromatyny i wyciszeniem transkrypcyjnym
obserwowany w szczepach z nadprodukcja Rrpl, a takze w trochg mniejszym stopniu w
warunkach nadprodukcji Rrp2, moze by¢ zwiazany ze obserwowanym zmniejszeniem puli H3
i zmianami w lokalizacji Cnp1 oraz poziomu histonu H3 i H2B. Otrzymane wyniki pozwalaja
na zaproponowanie modelu sugerujacego, ze biatka Rrpl i Rrp2 wplywaja na stabilnos¢



centromeréw modulujac réwnowage pomigdzy poziomami Cnpl i H3 biorgc udziat w
usuwaniu histonu H3 z rejonu centromeru.

W prezentowanej rozprawie wykazano, ze biatka Rrpl i 2 tworzg skupiska w jadrze
komérkowym niezaleznie od biatek odpowiedzialnych za powstawanie struktury
heterochromatyny. Co ciekawe, biatka te wiazg sig z rejonem centromeru, ale réwniez, ze
Rrpl wigze sie w rejonie powstania dwuniciowych pgknigt¢ DNA, a Rrp2 z rejonami
telomerowymi. W dalszych do$wiadczeniach, wykazano, ze nadprodukcja tych dwoch biatek
powoduje zwiekszenie $miertelnoéci komorek, zwiekszenie ilosci skupisk z udziatem Rad52,
wzrost ilodci histonu yH2A, zaburzenia w segregacji chromosomu, wydtuzenie i rozgatezienie
komérek i prawie pieciokrotne zwigkszenie czestosci utraty chromosomow. Wedtug
Doktorantki obserwowane zjawiska moga sugerowa¢ aktywacje punktow kontrolnych cyklu
komérkowego. Czy sprawdzane byty zmiany w poziomie modyfikacji postranslacyjnej innych
aktywowanych biatek?

Badania w warunkach nadekspresji zmutowanych form genow rrpl+ i rrp2+ z
mutacja w domenie ATPazowej, w domenie RING oraz Rrp2 pozbawiony motywdw interakcji
z SUMO, nie wykazaty zaburzen produkcji czy lokalizacji biatek. Mozna wigc wnioskowac, ze
aktywnoé¢ translokazowa i ligazy ubikwityny sg istotne dla funkcjonowania Rrpl i Rrp2 i
utrzymanie stabilnosci centromerow.

Doktorantka wykazata, ze Rrpl czy Rrp2 tworza skupiska w jadrze komorkowym
nawet jesli komorki sa pozbawione drugiego paraloga. Wyniki te oraz wyniki nadprodukcji
poszczegdlnych biatek w szczepach z delecja genu swi6 wskazuja, ze biatka te moga
funkcjonowac niezaleznie i w roznym stopniu wptywaja na stabilizacje struktury centromeru.
Badania lokalizacji biatek Rrp1 i Rrp2 przy uzyciu immunioprecypitacji chromatyny pokazaty,
ze wigzg sie z centralnym rejonem centromeru. Wykazano réwniez, ze biatka te petnia inng
role w sumoliacji czy ubikwitynacji. Zaproponowano, ze Rrp2 moze chroni¢ sumoliowane
biatka przed degradacjg, natomiast Rrpl wydaje sig peini¢ role SUMO-zaleznej ligazy
ubikwityny. Co ciekawe, Rrp2 zdaje si¢ odgrywac istotng rolg w ksztattowaniu stabilnosci
telomerow.

W dalszej czeici pracy zidentyfikowano motywy w sekwencji Rrpl wskazujace na
mozliwoé¢ oddziatywania z PCNA. Za pomoca immunoprecypitacji i Western blot wykazano,
7e rzeczywiécie biatkiem ubikwitynowanym w wyniku zwiekszenia ilosci Rrpl jest PCNA.
Dalsze badania pokazaly, ze biatko te wiaze sig do niezmodyfikowanej i ubikwitynowanej
formy PCNA, jednakie Rrpl zwigksza stosunek ubikwitynowanej formy PCNA do
niezmodyfikowanej. Doktadna analiza tego zjawiska wskazata, ze obserwowana
ubikwitynacja zachodzi niezaleznie od biatek Rhp18 i Rad8, biatek wchodzgcych w skitad
znanych komplekséw odpowiedzialnych za ubikwitynacje PCNA. Zadano wigc pytanie, jaka
jest rola Rrpl w procesie ubikwitynacji PCNA? Z przyjemnoscia moge stwierdzi¢, ie
Doktorantka nie tylko analizuje precyzyjnie otrzymane wyniki, ale tez proponuje w Dyskusji
strategie prowadzenia dalszych badan majacych na celu wyjasnienie roli Rrpl w



ubikwitynacji PCNA. W znakomicie napisanej Dyskusji przedstawiony jest rowniez bardzo
interesujagcy model analizujacy udziat biatka Rrpl w ubikwitynacji i potencjalnej
proteosomalnej degradacji PCNA. Opierajac sie na otrzymanych wynikach oraz danych
literaturowych Doktorantka bardzo dojrzale analizuje funkcje biatek Rrpl i Rrp2 w
utrzymaniu stabilnosci genomu w komorkach drozdzy postulujac, ze biatka Rrpl i Rrp2
moduluja ubikwitynacje biatek, wptywaja na strukture chromatyny, strukturg centromeru
oraz regulujg dynamike histonow .

Podsumowujac, prowadzone badania sa bardzo ciekawe i waine dla poznania
mechanizméw kontrolujacych stabilno$é materiatu genetycznego. Zardwno zaprezentowane
wyniki, wnioski i przeprowadzona dyskusja wskazujg na znakomita znajomo$¢ badanej
tematyki, sprawno$¢ w stosowaniu rdéznorodnych metod oraz dojrzatos¢ naukowa
Doktorantki.

Troche w pracy zabrakto mi informacji jakie sg fenotypy mutantéw delecyjnych, jakie
sq fenotypy mutantéw punktowych w poszczegdlnych domenach, a co za tym idzie, dlaczego
uzywano warunkéw nadprodukcji biatek Rrpl i Rrp2? Poprosze tez o przedyskutowanie, czy
i do jakiego stopnia warunki nadprodukcji stwarzaja zagrozenie nieprawidfowej interpretacji
wyniku? Czy mierzono poziom mutagenezy w szczepach nadprodukujgcych biatka Rrpl i
Rrp2?

Rozumiem, ze biatka Rrp1 i Rrp2 taczq sig do miejsc uszkodzonego DNA powstajacych
w réznych miejscach genomu, jednak najsilniejszy efekt ich deregulacji obserwujemy w
rejonach centromeru? Czy prébowano badaé efekty nadprodukcji biatek Rrpl i Rrp2 w
warunkach zwiekszonej ilosci dwuniciowych peknie¢ DNA lub w innych rejonach
chromosomu zawierajacych sekwencje powtérzone? Chciatabym réwniez poprosi¢ o
poréwnanie funkcji bialka Ulsl z S. cerevisiae z dostepnymi informacjami o funkcji biatek
RrpliRrp2 wS. pombe?

Na koniec chciatabym jeszcze dodaé, ze praca jest napisana bardzo starannie. Rysunki i
tabele przedstawiajace wyniki przygotowane sg w przejrzysty sposob. Eksperymenty sg
prawidiowo zaplanowane, a wyniki zinterpretowane w interesujacy sposéb.  Bardzo
przekonywujaca jest réwniez wybrana i zastosowana metodologia badan statystycznych. W
cytowanej literaturze tylko w czgsci pozycji podane sg dane dla doi.

Podsumowujac, otrzymane wyniki oraz zaprezentowang rozprawg oceniam bardzo
wysoko. Zostata przygotowana nadzwyczaj starannie. Zaprezentowane prace badawcze
obrazuja wysoka ogélng wiedze i znajomosc wielu technik biologii molekularnej.

Rozprawa ta spetnia formalne wymogi stawiane pracom doktorskim okreslone w art.13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i



tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.1789 ze zm.), stanowi oryginalne rozwigzanie
przez autorke zagadnienia naukowego, wykazuje jej ogolna wiedze teoretyczng w dyscyplinie
naukowej i umiejgtnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku 2z
powyiszym wnoszg do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii  Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Anny Barg-Wojas do dalszych etapow przewodu
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