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Recenzja pracy doktorskiej Jakuba Muraszko na temat: ,Wiasciwosci biochemiczne Rrpl1 istotne

dla utrzymania stabilnosci genomu Schizosaccharomyces pombe”

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy zagadnien zwigzanych z analizg mechanizmoéw
warunkujgcych  stabilnos¢ genomdw. Autor opisuje eksperymenty badajgce biatko
Schizosaccharomyces pombe Rrpl. Z uwagi na fakt, ze rekombinacja homologiczna to jeden z
podstawowych ciggle nie do korfica poznanych mechanizméw naprawy DNA, wybor tematu pracy
byt jak najbardziej uzasadniony a uzyskane wyniki poszerzajg naszg wiedze w tym zakresie i
stanowig istotny wktad nie tylko dla zrozumienia mechanizméw w S. pombe.

Praca zostata wykonana w na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego w Zaktadzie
Biotransformacji. Promotorem jest dr hab. Dorota Dziadkowiec. Cze$¢ eksperymentow zostata
wykonana podczas pétrocznego pobytu doktoranta w Tokio Instytut of Technology w laboratorium
prof. Hiroshi Iwasaki. Rozprawa to 148 stron tekstu, zawiera 58 rycin i 11 tabel. Rozprawa ma
tradycyjny ukfad. Po stronie tytulowej umieszczono obszerne podziekowania, informacje o
przeprowadzonych badaniach, a nastepnie streszczenie pracy przygotowane w jezyku polskim i w
jezyku angielskim. Badania opisane w pracy byly wspétfinansowane z programu NCN PRELUDIUM
a wyniki opublikowane w pracach wydanych w renomowanych czasopismach Nucleic Acid

Research i Journal of Cell Science.



Streszczenie zawiera wszystkie niezbedne informacje dotyczace zawartosci pracy. Kolejne
rozdzialy pracy to: Spis tresci, Wstep, Cele pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie, Wykaz skrétéw i Bibliografia.

Wstep dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia poruszane w pracy. Znajdujg sie w nim
wszystkie niezbedne informacje. Autor opisuje S. pombe jako organizm modelowy, mechanizm
rekombinacji homologicznej oraz biatka w nim uczestniczgce a w szczegdlnosci Rad51, mediatory
rekombinacji Rrpl i Rrp2 oraz Snf2. Zamieszczone ryciny ufatwiajg zrozumienie tekstu. Czasami w
odczuciu recenzenta tekst zawiera informacje zbyt podstawowe. Niestety wkrada sie wiele btedéw
natury stylistycznej. Czeste stosowanie niepoprawnego szyku zdania jest zapewne wynikiem
uzywania Zzrédet angielskojezycznych. W stosunku do rzeczownikéw policzalnych regularnie
uzywany jest termin ilos¢ a nie prawidtowy termin liczba. Szkoda, ze pierwsze zdanie wstepu,
zarazem bedace pierwszym zdaniem pracy, jest napisane w sposéb niejasny, btedny, mija sie z
logikg formalng i trzeba domysla¢ sie intencji autora. Uwaga ta dotyczy tez innych zdan.
Wielokrotne stosowanie petnych tacinskich nazw gatunkowych jest nieuzasadnione. W podpisach
do rycin sktadajgcych sie z kilku czesci (A, B, Citd.) brak jest opisu tych czesci. Podpisy pod rycinami
sg zazwyczaj bardzo lakoniczne, czesto tylko jednozdaniowe. Podsumowujgc wstep nalezy ocenic
za dobry pod wzgledem zawartosci merytorycznej. Mankamenty dotyczg formy i stylu opisu Liczne
btedy jezykowe i niepoprawna skfadnia bardzo utrudniajg lekture.

W rozdziale drugim, doktorant w zwiezty sposéb okreslit cele pracy, ktérych realizacja zostata
opisana w kolejnych rozdziatach.

Rozdziat Materiatly i metody zawiera informacje o szczepach, plazmidowym DNA,
oligonukleotydach, przeciwciatach, podtozach i pozywkach hodowlanych oraz doktadne opisy
stosowanych metod. Opisy sg na tyle szczegétowe, ze powinny pozwoli¢ na powtdrzenie
doswiadczen. W tekscie pojawiajg sie niezrecznosci i btedy jezykowe. Podczas reakcji PCR dochodzi
do amplifikacji DNA a nie namnozenia DNA. Réwniez lepiej nie uzywaé terminu namnazanie w
kontekscie plazmidowego DNA (patrz np. Tabela 1). Termin namnazanie jest adekwatny przy
opisach procedur zwigzanych z czgstkami fagoéw. Stosowanie ztej sktadni oraz wkradajacy sie
zargon laboratoryjny utrudnia lekture tekstu (np. str. 50 ,,...roztwor biatka uzyskany po dializie byt
tadowany na kolumne...”). Autor nie uzywa stowa temperatura czy tez skrétu temp. . W tekscie
powtarza btad gramatyczny polegajacy na zastosowaniu ztej deklinacji. Stosuje forme dopetniacza
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stwierdzenie, ze mieszanina reakcyjna sktada sie z buforu lub, ze sktada sie z buforu i wody. W
opisach lepiej po prosu wymieni¢ sktad mieszaniny a bufor moze tylko stuzy¢ do jej przygotowania.
Eksperymentdw nie ,procesujemy” (patrz str. 54) a je po prostu przeprowadzamy. DNA to kwas
wiec powinno stosowac sie rodzaj meski a nie nijaki, a wiec formy DNA to np. dwuniciowy kolisty
a nie dwuniciowe koliste (patrz str. 54). Wkradty sie tez btad redakcyjny zta numeracja rycin lub zta
kolejnos¢ ich umieszczenia (str. 55). Wszystkie te btedy i nieprawidtowosci powodujg, ze tekst
bardzo traci na jakosci i utrudniona jest jego lektura. Mozliwe, ze zndéw przyczyng tego jest
stosowanie wyjsciowego tekstu publikacji angielskojezycznych jako podstawy do przygotowania
przedstawionej rozprawy. Tak jak wspomniatem, rozdziat Materialy i metody zawiera wszystkie
niezbedne informacje i wyczerpujace opisy metod natomiast forma ich przedstawienia nie jest
najlepsza.

Rozdziat czwarty ,Wyniki” zawiera opis przeprowadzonych doswiadczen. Niestety i w tej czesci
pracy pojawiajg sie problemy dotyczgce warstwy jezykowej oraz edycyjnej. Trudno wszystkie
mankamenty wymieni¢. Dziwne np. wydaje sie stosowanie dwuzdaniowych tytutéw rycin (patrz
Ryc. 14, 18, 21). Dobrym zwyczajem, utatwiajgcym lekture, jest numeracja sciezek prezentowanych
zeli. Niestety w pracy tylko sporadycznie zastosowano numerowanie. Rycina 29 oraz Ryc. 30
wedtug opisu przedstawiajg frakcje uzyskane odpowiednio po oczyszczaniu biatka na kolumnach
Resorce Q oraz SP. Ryciny te jednak przedstawiajg identyczne zdjecia zeli i identyczne profile elucji.
Wymaga to korekty chociaz w formie erraty. Biatko nie moze by¢: potaczone z innym biatkiem pod
promotorem (patrz opis str. 71).

W pierwszej czesci rozdziatu znajduja sie wyniki eksperymentdw in vivo. Doktorant opisuje efekty
fenotypowe obserwowane w szczepach z nadprodukcjg biatek Rrpl, Rrp2 oraz Rad51. Do
najwazniejszych wynikéw nalezy zaliczy¢ obserwacje spowolnienia wzrostu szczepow z
nadprodukcjg Rrp1 i Rrp2, kolokalizacje tych biatek z RPA, kolokalizacje Rrpl z Rad51 oraz Rrp1,2
zalezng kompensacje efektéw fenotypowych wywotywanych przez nadprodukcje Rad51. To
bardzo wartosciowe wyniki wskazujgce na mozliwos¢ powigzan aktywnosci analizowanych biatek
i wspotudziatu biatek Rrpl i Rrp2 w procesach katalizowanych przez Rad51. W rycinie 11 mozna
byto zamiesci¢ przyktadowe obrazy przeprowadzonej analizy mikroskopowej. Rycina 12 mogta by
zawierac¢ obraz z wykorzystaniem kontrastu Nomarskiego co pozwolito by okresli¢ ksztatt komérek
i pozycje sygnatu fluorescencyjnego. Ta sama uwaga dotyczy Ryciny 19A. Autor pisze o lokalizacji

biatka Rad 51 ,,w postaci wiékna”. Czy chodzi o filament tworzony przez Rad51 na DNA? Prosze o



komentarz. Jak interpretowac podwdjny prazek Rad 51 uzyskany w analizie z przeciwciatami anty-
Flag (patrz rycina 21 A).

W drugiej czesci rozdziatu znajdujemy gtéwnie, chociaz nie tylko, wyniki eksperymentow in vitro.
Autor opisuje proces przygotowania wektoréw ekspresyjnych do nadprodukcji biatka Rrpl oraz
proces optymalizacji nadprodukcji i oczyszczania oraz sam proces oczyszczania preparatu Rrpl
wykorzystywanego w dalszych doswiadczeniach. Zabrakio podania wydajnosci oczyszczania
uzyskiwanych na poszczegdlnych etapach. Oczywiscie jak wspomniatem powyzej ewidentny btad
wkradt sie w danych zawartych w Rycinach 29 i 30. Nie zmienia to faktu, ze caly proces prowadzacy
do oczyszczenia biatka Rrpl zakonczyt sie sukcesem.

W kolejnych eksperymentach doktorant analizowat aktywnos$¢ ATPazy Rrpl oraz wigzanie biatka z
ssDNA oraz dsDNA. Wydaje sie, ze na podstawie przedstawionych analiz oddziatywan trudno
stwierdzi¢, ze biatko Rrpl lepiej wigze dsDNA. Prosze o komentarz. Bardzo dobra jest Ryc. 35 i
dobry zamieszczony w tekscie opis anizotropii jako metody do analizy komplekséw biatek z DNA.
Opis i rycina moglyby zostaé raczej umieszczone w rozdziale metody a opis mégtby trafi¢ do
podpisu pod rycina.

Analize odziatywania biatka Rrpl oraz Rad51 przeprowadzono zaréwno metodami in vitro jak i in
vivo. Wydaje sie, ze na podstawie uzyskanych danych trudno kategorycznie stwierdzi¢, ze Rrpl
tworzy kompleks z C-koricowa czescig biatka Rad51. Wykorzystywane do analizy biatko posiadato
delecje 113 N-terminalnych aminokwasow a catkowita liczba aminokwaséw Rad51 to 365.
Nalezatoby raczej stwierdzi¢, ze Rrpl nie wigze N-terminalnego korica Rad51. Bardzo ciekawy
wynik uzyskano analizujgc wptyw Rrp1l na kompleksy Rad51 tworzone na dsDNA. Autor wykazat,
ze biatko Rrpl usuwa Rad51 z dsDNA. W badaniach zastosowano eksperymenty typu EMSA oraz
pomiary anizotropii. Dane sg bardzom przekonywujace i majg istotne znaczenie biologiczne. Mniej
przekonujace sg natomiast dane uzyskane z eksperymentéw analizujgcych reakcje wymiany nici
stymulowang przez Rad51. Autor uzyskat tylko nieznaczne efekty. Czy doswiadczenia byly
powtarzane a ich wyniki byty zgodne?

W konicowej czesci rozdziatu znajdujg sie opisy doswiadczen nad aktywnoscig biatka Rrpl jako
ligazy ubikwityny. Badania przeprowadzono zaréwno in vitro jak i in vivo. Autor wykazat, ze Rrpl
jest ligazg ubikwitynowg zdolng do ubikwitynacji biatka Rad51.

W rozdziale Dyskusja doktorant w zwiezty sposob omawia uzyskane wyniki. Przedstawia model, w

ktorym biatko Rrpl uczestniczy w usuwaniu Rad51 z dsDNA a ubikwitynacja Rad51 zapobiegataby



ponownemu wigzaniu tego biatka z DNA. Czy wiadomo co$ o wptywie ubikwitynacji Rad51 na
tworzenie komplekséw tego biatka z DNA? Czy ubikwitynowana forma Rad51 tworzy filamenty
nukleoproteinowe? Czy wykazana w pracy autoubikwitynacja Rrpl wplywa na tworzenie
komplekséw tego biatka z DNA? W pracy autor lokalizuje Rrp1 w poblizu RPA i ssDNA. Cze$¢ analiz
przeprowadzono w warunkach nadprodukcji Rad51 i Rrpl. We wczesniejszych, cytowanych przez
autora pracach, biatka te w stezeniach natywnych lokalizowane byly gtéwnie w poblizu
centromerow. Rodzi to pytanie o miejsce, w ktérym lokalizowana bytaby aktywnosci Rrpl w
normalnych warunkach wzrostu oraz podczas stresu. Gdzie i w jakich procesach bedzie przejawiata

sie aktywnos¢ Rrpl? Bardzo prosze o komentarz.

Whniosek koncowy

Wyniki badan mgr Jakuba Muraszko poszerzajg naszg wiedze dotyczaca biatek wptywajagcych na
stabilno$¢ genomodw. Przedstawione do oceny badania majg znaczenie nie tylko dla poznania
procesbw w S. pombe, ale réwniez przynosza istotne informacje dla analiz i poznania
mechanizméw zachodzacych w komérkach organizméw wyzszych. Stanowig wktad w rozwdj
dziedziny nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Doktorant wykazat
umiejetnos¢ prowadzenia badart skomplikowanych proceséw biologicznych, zastosowat bogaty
warsztat metod, przeprowadzit odpowiednie kontrole a uzyskane wyniki zostaty prawidtowo
zinterpretowane. Przedstawiona praca posiada szereg mankamentdéw natury jezykowej i
edycyjnej, jednak przedstawione w niej wyniki stanowig o jej duzej wartosci naukowej. Praca
spetnia kryteria stawiane dysertacjom doktorskim. W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady
Dyscypliny Naukowe]j Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pana mgr.

Jakuba Muraszko do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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