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pt.: ,,Wiasciwos$ci biochemiczne Rrp1 istotne dla utrzymania

stabilno$ci genomu Schizosaccharomyces pombe

Precyzyjna naprawa i replikacia DNA sg kluczowymi procesami
zapewniajgcymi stabilno$é genomu. Jednym z wazniejszych procesow wptywajacych
na stabilno$¢ materiatu genetycznego jest rekombinacja homologiczna (HR). HR
obejmuje szereg powigzanych ze sobg mechanizméw, ktdre funkcjonujg w naprawie
DNA, zapewniajg wsparcie dla replikacji DNA podczas ponownego uruchomienia
zatrzymanych lub uszkodzonych widetek replikacyjnych, a takze umozliwiajg
prawidiowy rozdziat i przekazanie materialu genetycznego. Zaburzenie w
funkcjonowaniu tych proceséw prowadzi do niestabilnosci genetycznej stanowiagc
przyczyne wielu choréb. Rekombinaza Rad51 petni kluczowa role w HR umozliwiajac
wymiang nici DNA. Rodzina genéw RAD57 jest ewolucyjnie konserwowana we
wszystkich domenach zycia, z zachowang domeng rdzenia ATPazy. Podczas HR
biatko Rad51 tworzy na jednoniciowym DNA filament nukleoproteinowy, ktéry jest
stabilizowany przez rézne biatka nazwane mediatorami i stabilizatorami. Po
odnalezieniu sekwencji homologicznej w obrebie siostrzane; chromatydy promowana
jest inwazja nici DNA i formowanie petli D. Koniec 3' inwazyjnej nici jest
wykorzystywany jako starter do syntezy DNA, co prowadzi do odzyskania utraconej
informacji genetycznej lub umozliwia kontynuacje replikacji DNA. Jak juz
wspomniano, oprocz Rad51, ktére jest kluczowym biatkiem w rekombinacii
homologicznej, szereg innych biatek jest zaangazowanych w ten proces. Biatka Rrp1
i Rrp2, badane w recenzowanej pracy sg mediatorami HR, homologami
wystepujgcego w Saccharomyces cerevisiae biatka Uls1 posiadajgcego domene
translokazy SNF2, nalezacego do rodziny SUMO-zaleznych ligaz.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie
Biotransformacji na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego.
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Promotorem pracy jest Pani dr hab. Dorota Dziadkowiec. Grupa Pani dr hab. Doroty
Dziadkowiec juz od kilku lat, z duzym powodzeniem, prowadzi badania roli
mediatorow w prawidtowym przebiegu procesu HR. Celem zaprezentowanej do
recenzji pracy doktorskiej bylo zbadanie udziatu biatka Rrp1 w regulaciji
funkcjonowania rekombinazy Rad51 w Schizosaccharomyces pombe.

Rozprawa napisana jest w jezyku polskim. Zawiera klasyczne dla prac
doktorskich podrozdziaty jak: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Spis tresci,
Wstep, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie wynikéw oraz Wykaz
skrétéw i Bibliografie.

WSTEP jest napisany przejrzyscie, nie jest przetadowany zbednymi
wiadomos$ciami, wprowadza czytelnika w aktualny stan wiedzy, przedstawia dane
literaturowe bezposrednio zwigzane z tematykg badan. Zaprezentowane schematy i
rysunki sg dobrze dobrane i utatwiajg analize opisywanych proceséw.

MATERIALY | METODY opisane sg starannie i wyczerpujgco. Uzyte przez
Doktoranta techniki Swiadczg o znajomosci szerokiego spektrum stosowanych metod
genetycznych, biochemicznych czy biofizycznych.

WYNIKI - pierwsza cze$¢ pracy doktorskiej opisuje badania roli biatek Rrp1 i
Rrp2 w utrzymaniu stabilno$ci genomu prowadzone in vivo w komérkach S. pombe.
Weczesniejsze badania prowadzone w pracowni wykazaty, ze nadprodukcja biatek
Rrp1 i Rrp2 jest toksyczna dla drozdzy, powoduje spowolnienie wzrostu, zmiany w
segregacji chromosomoéw i w morfologii komorek. Wyniki te sugerowaty spowolnienie
cyklu komoérkowego w warunkach nadprodukcji tych biatek, co zostato udowodnione
w recenzowanej pracy (Ryc.11). Uprzednie wyniki wskazywaly réwniez na
zaburzenia przebiegu replikacji, co sugerowatoby mozliwo$¢ zwiekszonego
wystepowania jednoniciowych fragmentéw DNA. Aby to zbadaé, Doktorant
analizowat ilos¢ skupisk podjednostki kompleksu RPA, tgczagcego sie z
jednoniciowym DNA, w szczepach nadprodukujgcych biatka Rrp1 i Rrp2. Wykazat,
ze w takich warunkach obserwuje sie zwiekszong akumulacje jednoniciowego DNA
(Ryc. 12) potwierdzajacg wystepowanie stresu replikacyjnego. Co wiecej, wykazat,
ze biatka Rrp1 i Rrp2 kolokalizujg z podjednostkga kompleksu RPA (Ryc. 13), co
wskazuje na funkcje biatek Rrp1 i Rrp2 w regionach jednoniciowego DNA. Jak juz
wspomniatam wczesniej, prawidtowe funkcjonowanie biatka Rad51 jest niezwykle
istotne dla utrzymania stabilno$ci genetycznej. We wczes$niejszych pracach
wykazano, ze translokazy tj. helikaza Rdh54, Uls1 czy Rad54 maja wplyw na
funkcjonowanie Rad51, dlatego tez w przedstawionej pracy postanowiono sprawdzié
wplyw Rrp1 i na dziatanie tej rekombinazy. Zwiekszona akumulacja Rad51 powoduje
nadmierne wydtuzanie komorek, defekty w segregacji chromosoméw czy
spowolnienie wzrostu. Doktorant wykazat, ze delecja genu RRP17 nasila ten efekt,
powoduje zwiekszenie efektu zahamowania wzrostu, natomiast nadprodukcja Rrp1
(ale nie Rrp2) obniza ten efekt (Ryc. 14 i 15). Wyniki te sugerowaty znaczenie biatka
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Rrp1 w regulacji funkcjonowania Rad51. Wykazano wczesniej, ze biatko Rrp1
posiada domeny charakterystyczne dla biatek mediatorowych - domene RING oraz
domene ATPazowej translokazy. W nastepnych do$wiadczeniach analizujgc wptyw
zmiany aminokwasowej w domenie ATPazowej translokazy Rrp1 Doktorant wykazat,
ze aktywnos¢ ta jest istotna dla regulacji dziatania rekombinazy Rad51 (Ryc. 18).
Natomiast zmiany aminokwasowe w domenie RING biatka Rrp1, zZwigzanej z
aktywnoscig ligazy ubikwitynowej, mialy znacznie stabszy efekt. Wyniki te
sugerowaty, ze podobnie jak translokazy Rdh54, Rad54 czy Uls1 biatko Rrp1 moze
by¢ zaangazowane w usuwanie Rad51 z DNA. Aby potwierdzi¢ te hipoteze badano
lokalizacje Rrp1 i Rad51 oraz czgsto$¢ wystepowania wiokien Rad51. Wykazano, ze
Rrp1 kolokalizuje z biatkiem Rad51, zapobiega wystepowaniu Rad51 w postaci
wtokien. Wykazano, ze zaréwno nadprodukcja biatka Rrp1 typu dzikiego jak i
Rrp1P%97A83%8A nie wplywa na poziom Rad51. Natomiast w szczepach niosacych
zmiane aminokwasowg w domenie RING biatka Rrp1 obserwowano wzrost ilosci
Rad51 i jego akumulacje w obrebie jagdra komoérkowego. Otrzymane przez
Doktoranta wyniki wskazujg na znaczenie aktywnosci ligazy ubikwitynowej Rrp1 w
funkcjonowaniu  Rad51 (Ryc. 19, 20, 21,22). Nastepnie, za pomocg
koimmunoprecypitacji Doktorant wykazat, ze Rrp1 i Rad51 formuja wspdlny
kompleks (Ryc. 37). Otrzymane in vivo wyniki wyraznie wskazywaty na zaleznosci w
funkcjonowaniu Rad51 i Rrp1. Dalsze badania tych zaleznosci Doktorant prowadzit
w doswiadczeniach in vifro uzywajac oczyszczonych biatek.

Doktorant aby zrealizowa¢ te ambitne plany musiat opracowaé metode
oczyszczania biatka Rrp1 a nastepnie zoptymalizowa¢ warunki nadprodukcji przy
zachowaniu stabilnoéci i rozpuszczalnosci biatka (Ryc 23- 32). Doktorant znakomicie
wywigzat sig z tego trudnego zadania uzyskujgc zaréwno wersje typu dzikiego jak i
zmienione w domenie RING biatko Rrp1.

Na wstepie badan in vitro Doktorant wykazat, ze obecno$¢ domeny
ATPazowej w biatku Rrp1 powoduje hydrolize ATP w obecnoéci jedno- i
dwuniciowego DNA (Ryc. 33). Nastgpnie pokazano wigzanie Rrp1 z jedno- i
dwuniciowym DNA (Ryc. 34). Pewne réznice w sile wigzania do dwoéch rodzajow
DNA obserwowane w tescie migracji kwasu nukleinowego w polu elektrycznym
(EMSA) zainspirowaty Doktoranta do doktadniejszego zbadania tego zjawiska za
pomocg pomiaru anizotropii. Jednakze otrzymane wyniki nie pozwolity na
jednoznaczng ocene réznic w sile wigzania Rrp1 z DNA.

Aby udokumentowa¢ bezposrednie oddzialywanie pomiedzy biatkami Rrp1 i
Rad51 przeprowadzono immunoprecypitacje z uzyciem oczyszczonych biatek, ktéra
to potwierdzita wyniki in vivo (Ryc. 38). Dalsza charakterystyka rejonow
oddziatywania przy uzyciu 2-hybrydowego systemu drozdzowego pozwolita jedynie
na wykazanie, ze C-koncowa cze$¢ Rrp1 oddziatuje z C-koricowym fragmentem
Rad51 (Ryc. 39). Czy wiadomo z jakim rejonem Rad51 oddziatujg takie biatka jak
Rdh54, Rad54 czy Uls1?




Jak juz wspomniano, obecno$é Rad51 na jednoniciowym DNA jest
promowana i kontrolowana przez wiele biatek petnigcych funkcje mediatorow i
stabilizatorow. Wykazano wczesniej, ze Rad51 przytagcza sie réwniez do
dwuniciowego DNA, jednakze nadmierne wigzanie moze byé przyczyng zaburzeh w
wydajnoéci HR. Usuwanie Rad51 z dwuniciowego DNA w skutek dziatania translokaz
tj. Rad54 przeciwdziata wielu niepozadanym reakcjom. W dalszych etapach pracy
Doktorant sprawdzit udziat Rrp1 w funkcjonowaniu Rad51 w obecnoéci jedno- i
dwuniciowego DNA. Najpierw zbadat czy Rrp1 wplywa na powstawanie |
funkcjonowanie nukleofilamentu Rad51 utworzonego na jednoniciowym DNA.
Otrzymany wynik byt negatywny (Ryc 40). Dodanie biatka Rrp1 nie powoduje zmian
w migracji komplekséw Rad51 z jednoniciowym DNA, nie wplywa na stabilizacje czy
dekompozycje nukleofilamentu (Ryc. 41). Poniewaz w reakcjach stabilizacji czy
destabilizacji Rad51 na DNA mogg braé¢ inne jeszcze biatka, dodano do reakciji
kompleksy Swi5/Sfr1 i RPA. Jednak jednoczesne dodanie Rrp1 nie zwiekszato
zardwno akumulacji jak i wigzania Rad51 do pojedynczej nici DNA (Ryc. 43, 44).
Badania in vivo wskazywaty, ze nadprodukcja Rrp1 obniza ilogé obserwowanych
wiokien Rad51, dlatego tez postanowiono sprawdzi¢ w reakcji in vitro czy Rrp1 moze
usuwac Rad51 z dwuniciowego DNA. Otrzymano pozytywny wynik zaréwno w tescie
EMSA (Ryc. 45) jak i w wyniku pomiaréw anizotropii fluorescencji (Ryc. 46, 47),
wykazujgc wazng role biatka Rrp1 w modulowaniu aktywnosci Rad51 zwigzanego z
dwuniciowym DNA. Chciatabym zapyta¢ czy mozna jednoznacznie wykluczyé, ze
powyzej opisany wynik nie jest spowodowany konkurencjg pomiedzy Rrp1 i Rad51 o
wigzanie do dwuniciowego DNA? Rozumiem, e doktorant nie dysponuje
oczyszczonym biatkiem Rrp1 ze zmieniong domeng translokazy.

W reakcji wymiany nici w procesie rekombinacji zaangazowane s3 inne biatka
tj. kompleks Swi5/Sfr1, czy RPA. Nastepna cze$¢ doswiadczen dotyczyta zbadania
zaangazowania biatka Rrp1 w tym procesie. Wykazano zauwazalng stymulacje przez
Rrp1 reakcji wymiany nici ale jedynie w przypadku braku kompleksu Swi5/Sfr1 w
reakcji. Przy wyzszych stezeniach biatka Rrp1 zauwazono hamowanie reakgji, ktére
prawdopodobnie byto wynikiem konkurencji Rrp1 z Rad51 o wigzanie sie z DNA
(Ryc. 49). Nastepnie przeanalizowano w bardzo elegancki sposéb wieloetapowa
reakcje wymiany nici DNA prowadzong przez Rad51. Sprawdzono wptyw Rrp1 na
intensywno$¢ parowania nici DNA. Niestety, wyniki byly trudne do interpretacji.
Uzyskanie pewnej stymulacji taczenia nici przez Rrp1 w nieobecnosci kompleksu
Swid/Sfr1 jedynie w poczatkowej fazie pomiaru mozna uznaé za wynik obiecujacy
(Ryc.51), ale jak zauwaza Doktorant wymaga on dalszych badan. Podobne trudnosci
wystgpity z interpretacjg udziatu Rrp1 w reakcji Rad51-zaleznej stymulacii
roztgczania nici w trakcie ich wymiany. Doktorant w swojej pracy podejmuje wstepna
prébe analizy trudnoéci pojawiajgcych sie podczas przeprowadzenia takiego
eksperymentu, co nasuwa pytanie: jakiego typu badania nalezatoby przeprowadzié
aby otrzymac bardziej jednoznaczne wyniki?




Bardzo waznym wynikiem wskazujgcym na potencjalna role Rrp1 w procesie
ubikwitynaciji jest potwierdzenie, ze wystepujgca w tym biatku domena RING jest
zwigzana z aktywnoécig ligazy ubikwitynowej (Ryc 54). W recenzowanej pracy
wykazano, ze Rrp1 typu dzikiego powoduje ubikwitynacje Rad51, natomiast
zmieniona forma w domenie RING nie wykazuje takich wtasciwoséci (Ryc. 55-57).

Nastepnie zbadano czy wydajno$¢ ubikwitynacji Rad51 moze zalezeé od
obecnosci Rad51 na jedno- lub dwuniciowym DNA. W tej reakcji rowniez dodawano
czynniki stabilizujgce Rad51 - Swi5/Sfr1 lub destabilizujgcy Rad51 kompleks - RPA.,
Wykazano, ze obecno$¢ zaréwno jedno- jak i dwuniciowego DNA obniza wydajnosé
ubikwitynacji Rad51, co sugeruje, ze procesowi ubikwitynacji przez Rrp1 podlega
niezwigzane biatko Rad51 (Ryc.56). Co ciekawe, analiza wynikéw z tego
doswiadczenia po detekcji z uzyciem przeciwciat anty-ubikwityna wykazata
pojawienie sie prgzkéw sugerujgcych ubikwitynacie RPA w obecnosci Rrp1. Jakie
dalsze do$wiadczenia sg lub mogg by¢ zaplanowane by sprawdzié czy rzeczywiscie
Rrp1 moze ubikwitynowa¢ RPA? -Takie badania sg szczegdlnie istotnie w $wietle
wczesniejszych  prac  wykazujgcych  ubikwitynacie RPA  bez  degradadii
proteasomalnej np. w przypadku zatrzymania widetek replikacyjnych. Co wiece;j,
wykazano np., ze ligaza E3 RFWD3 czy ligaza E3 PRP19 biorg udziat w
ubikwitynacji RPA. Stwierdzono, ze zarédwno RPA, jak i rekombinaza RAD51
bezposrednio oddziatujg z RFWD3 i ulegajg ubikwitynacji w odpowiedzi na
mitomycyne C. Co interesujgce, wykazano, ze w warunkach in vitro ubikwitynacja
RPA oraz RAD51 zmniejsza ich powinowactwo do ssDNA (Inano, S.i wsp. Mol.
Cell 2017). Chciatabym pozna¢ opinie Doktoranta, czy gdyby przeprowadzono
reakcie ze sktadnikami potrzebnymi do ubikwitynacji, to czy w obecnosci Rrp1
wigzanie biatka Rad51 do ssDNA lub jego usuwanie z ssDNA mogtoby ulec zmianie?

Mozna by tez sprawdzi¢ zaleznoé¢ ubikwitynacji Rad51 od obecno$ci DNA w
reakcji ze zmutowanym Rrp1 w domenie RING czy z zburzonym oddziatywaniem z
DNA (zmniejszonym - Rad51-K191A lub zwiekszonym Rad51-1345T). Mysle, ze ten
watek jest nadzwyczaj interesujgcy i wart dalszych analiz. Chetnie zapoznam sie
opinig Doktoranta na ten temat.

Musze przyzna¢, ze rozdziat WYNIKI jest napisany w bardzo przejrzysty
sposob. Tytuty podrozdziatdbw opisujace otrzymany wynik i umieszczone na korcu
podrozdziatu wnioski znacznie utatwiajg czytanie. Podsumowujgc, otrzymane wyniki
sq bardzo interesujgce, majg znaczenie dla poznania waznych, uniwersalnych w
swiecie eukariontéw mechanizméw warunkujgcych wiernoéé reperacji i powielania
materiatu genetycznego, otwierajg ,drzwi’ do dalszych badan. W przewazajgce;
wigkszosci doSwiadczenia przedstawione w tej pracy zostaty opublikowane w dwéch
czasopismach — Journal of Cell Science w 2020 roku i w Nucleic Acids Research w
2021 roku. Zwtaszcza to ostatnie pismo o wspdtczynniku cytowan 16,97 jest celem
marzen wielu naukowcow i sam fakt publikacji jest najwyzsza rekojmig jakosci badan.
Doktorant jest w tej pracy pierwszym autorem.



Model opisany w Dyskusji jest interesujgcy i przekonujgcy. Swiadczy o
znakomitej orientacji Doktoranta w literaturze naukowej, w badanej tematyce i o
umiejetnosci interpretacji danych w $wietle swoich i innych, znanych wynikow.
Doktorant nie tylko analizuje otrzymane wyniki, ale réwniez rozpatruje ewentualne
badania wazne do przeprowadzenia w przysztosci.

Chciatabym pozna¢ opinie Doktoranta na temat opisanej w _literaturze,
nadprodukciji Rad51 wykrytej w komérkach nowotworowych. Jesli nadprodukcia
Rad51 jest toksyczna dla komérek to jakie moga byé mechanizmy zwiazane z
nadprodukcjg Rad51 w komoérkach nowotworowych?

Interesujgce mogtyby byé réwniez badania udziatu Rrp1 w  kontroli
funkcjonowania Rad51 w szczepach niosgcych mutacje powodujgce stres
replikacyjny. Mam na mysli np. mutacje powodujgce nieprawidtowe funkcjonowanie
replisomu, zwiekszajgce czestos¢ rekombinaciji.

W czesci PODSUMOWANIE Doktorant podaje, ze wyszczegdlnia wnioski na
podstawie otrzymanych wynikéw, a w mojej ocenie wiele z tzw. wnioskéw to po
prostu wyniki.

Cytowane pozycje literaturowe sg starannie dobrane i odnoszg sie do
najwazniejszych i najnowszych badan.

Z obowigzku recenzenta moge wytkna¢ pewne, bardzo rzadkie przypadki
,slangu laboratoryjnego” tj. ekspresja biatka zamiast genu, dzikie biatko zamiast
biatko typu dzikiego czy mato naukowe okreslenie — ,identyczny efekt”. Sg to mato
istotne btedy pojawiajgce sie w wiekszo$ci prac.

Podsumowujgc, praca ta podobnie jak i wczes$niejsze prace z grupy Pani dr
hab. Doroty Dziadkowiec jest napisana z wielkg staranno$cig. Rozprawa Pana
Jakuba Muraszko przedstawia uwaznie zaplanowane i wykonane do$wiadczenia,
staranne zastosowanie wielorakiej metodologii, interesujaca i rozwazng interpretacje
ciekawych wynikéw, ktére maja bardzo istotne znaczenie dla badan mechanizméw
kontrolujgcych  stabilno$¢ genetyczng a zwiaszcza poznania mechanizmu
homologicznej rekombinaciji.

W mojej opinii recenzowana rozprawa spetnia warunki okreslone dla
kandydatow do stopnia naukowego doktora okres$lone w ustawie z dnia 20 lipca 2018
roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668).

Gratuluje Doktorantowi oraz Promotorowi interesujgcych wynikéw i zwracam
si¢ z uprzejmg prosba do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie mojej pozytywnej recenzji i dopuszczenie
Pana Jakuba Muraszko do dalszych etapéw zwigzanych z postepowaniem
doktorskim.



Z uwagi na wysoki poziom naukowy i wage prezentowanych w rozprawie
badan wnioskuje o nagrodzenie rozprawy stosownym wyréznieniem.
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