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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Tomasza Bakowskiego ”Rola translokazy DNA

Irc5 w metabolizmie DNA u drozdzy Saccharomyces cerevisiae”

Przedstawiona do oceny praca zostata wykonana w Zaktadzie Genetyki i Fizjologii
Komérki Instytutu Biologii Eksperymentalnej na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Wroctawskiego. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Robert Wysocki, za$ promotorem
pomocniczym — dr [reneusz Litwin.

Rozprawa dotyczy doprecyzowania funkcji drozdzowego biatka Irc$S, o ktérym
wiedziano, ze nalezy do grupy translokaz DNA istotnych dla funkcjonowania komorek
cukariotycznych. Wiedziano tez, ze biatko to jest zachowane w ewolucji, za$§ mutacje w genie
je kodujgcym prowadza do powaznych chorob u ludzi. Poniewaz translokazy DNA sg bardzo
wazne dla zachowania stabilnosci genomu, kazda ich nowa charakterystyka jest cennym
wkladem w nauke.

Celem pracy byto pozornie proste sprawdzenie, czy biatko IreS bierze udziat w
odpowiedzi komérki na uszkodzenia DNA jednak okazato si¢, ze Doktorant stanat przed
niezwykle ztozonym zadaniem. Na podstawie literatury i kolejno wykonywanych
eksperymentéw zorientowal sie, ze pracuje de facto nad zagadnieniem dotyczacym co
najmniej trzech niezwykle skomplikowanych procesow: replikacji DNA, naprawy jego
uszkodzen w powigzaniu z remodelowaniem chromatyny oraz zwiazanej z tymi procesami
kohezji chromatyd siostrzanych. Powigzanie ze sobg i rozwiktanie tych watkéw w ramach
jednego doktoratu to byto naprawde trudne zadanie.

W efekcie badan przeprowadzonych przez mgr. Bakowskiego oraz dodatkowych
doswiadczen wykonanych przez innych cztonkéw zespotu, w ktérym pracowat, wyciagnigto
wniosek, iz w gruncie rzeczy gltéwng funkcjg biatka IrcS jest udziat w kohezji chromatyd
siostrzanych. Nalezy jednak zdawaé sobie sprawe, ze wbrew sktonnosciom ludzkiego umystu
do analizy i porzgdkowania - procesy biologiczne nie sg rozdzielne, wzajemnie si¢ zazgbiajg i

uzupetniajg. Dlatego tez nie nalezy usilnie stara¢ sie o przypisanie danego elementu do



konkretnego, opisanego juz zjawiska. Sgdze, ze raczej trzeba pogodzi¢ si¢ z pokorg z tym, ze
lepiej scharakteryzowano element kilku ztozonych, nie do konca poznanych procesdw.
Badania mgr. Bagkowskiego przyczynity sie w znaczacym stopniu do powstania dwaoch

cennych artykuléw dolaczonych jako zatgczniki do niniejszej rozprawy doktorskie;.
Ocena sposobu przedstawienia pracy

Wstep wprowadza czytelnika w bardzo zlozone zagadnienia zwiazane z replikacjg 1
naprawa DNA, z kohezjg chromatyd siostrzanych oraz remodelowaniem chromatyny. Muszg
podkreslié, ze Doktorant wyjatkowo zrgcznie przedstawit te skomplikowane procesy na 28
stronach 1 sprawit, ze mialam wrazenie jasnosci a nie chaosu. Omoéwit precyzyjnie te
zagadnienia, ktore byly niezbedne dla dalszego studiowania rozprawy i odnidst si¢ do bogate;j

literatury przedmiotu.

Cel pracy, jak juz wspomniatam, sformulowano ogélnie i1 oszczgdnie. Dodano cele

szczegoOtowe, na ktérych miatl skupi¢ sie Doktorant.

Materialy i metody zostalty omowione w sposdb nieco naiwny i zbyt szezegdtowy.
Zwlaszcza wielokrotne podkreslanie stosowania wody MiliQ jest trochg irytujgce. Jesli jest to
krytyczne, to mozna podaé¢ niezbgdne maksymalne przewodnictwo wody uzywanej w
doswiadczeniach. Zastanowito mnie tez w opisie metody endogennego cigcia chromatyny
stwierdzenie, ze azydek sodu zatrzymuje metabolizm komoérkowy. Moze metabolizm
oddechowy istotnie jest wytgczony, ale procesy z udziatem energii z proceséw fermentacji
(pozywka YPD) juz niekoniecznie. Te i inne niewielkie niedoskonatosci nie przeszkadzaja

jednak w zrozumieniu sposobu postepowania.

Wyniki sg opisane starannie 1 przejrzyscie. Rozdzialy od 4.2 do 4.4 dotycza
wykazania udziatu IrcS w replikacji 1 naprawie DNA. Na kilka sposobdw pokazano, ze
istotnie biatko to jest w sposob wyrazny zaangazowane w oba te procesy. Zastanawia mnie
jednak duzy zakres stezen MMS stosowanych w testach wzrostowych pojedynczych i
podwojnych mutantéw uzytych do badan. Testy te sg krytyczne w przypisaniu funkcji
komérkowej biatka Irc5. Fenotyp wrazliwosci mutanta irc5A-7 na MMS jest niezbyt silny,
widac go najlepiej na pozywce minimalnej, przy stezeniu MMS 0,013%. W wigkszosci
testow uzywano jednak stezen znacznie nizszych (nawet okoto 100 razy) oraz pozywki petnej,
przewaznie powodujgcej zwiekszong tolerancje komodrek na obecnosé mutagenu. W tych

warunkach fenotyp mutanta raczej nie mial szans si¢ przejawi¢. W zwigzku z tym nie jestem



do konca przekonana do wnioskéw wyciagnietych na podstawie tych doswiadczen w
Rozdziale 4.4. Rozdziat 4.5 dotyczy roli Irc5 w kohezji chromatyd siostrzanych. Tutaj mgr
Bakowski przeprowadzit klasyczne testy i stwierdzil stosunkowo niewielki defekt kohezji
chromatyd dotyczacy 17% komorek. Ustalit tez, ze do prawidtowego funkcjonowania biatka
Irc5 niezbedna jest jego domena ATPazowa. Z wlasnego doswiadczenia wiem, Ze praca ze
szczepami majgcymi zaburzong stabilnosé genomu jest niewdzigezna. Defekty s bardzo
szybko kompensowane przez liczne redundantne mechanizmy naprawcze. Dlatego tez jest
catkiem prawdopodobne, ze w gruncie rzeczy defekt segregacji dotyczy znacznie wigkszej

liczby, a moze nawet wszystkich komorek. Niestety, trudno to udowodni¢.

W kolejnych doswiadczeniach Doktorant sprawdzil metodami genetycznymi, ktore
dobrze scharakteryzowane geny zaangazowane we wstepne etapy kohezji wchodzg w
interakcje z IRCS. Skonstruowat podwdjne mutanty niosace mutacje w powyzszych genach
oraz delecje IRCS5 oraz przeprowadzit testy wzrostowe podwdjnych mutantéw. Ponadto
sprawdzit (metodg immunoprecypitacji chromatyny), ze brak IrcS obniza o okoto 1/3 poziom
kohezyny w wybranych rejonach. Rozdziat 4.6.2 jest napisany w sposob dos¢ niejasny, ale
zorientowalam sie, ze chodzilo o sprawdzenie, czy Irc5S ma udziat w akumulacji kohezyn w
okolicy zatrzymanych widetek replikacyjnych. Potwierdzono, ze istotnie ma to miejsce.
Rozdziat 4.6.3 opisujacy interakcje IrcS z biatkiem Scc2, niezbednym do fadowania
kohezyjny, wydat mi si¢ najbardziej przekonujgcy. Wyraznie wykazano te interakcje
metodami genetycznymi i poparto je wynikami dotyczacymi interakeji z drugim biatkiem
uczestniczacym w tadowaniu komplekséw kohezynowych na chromatyng (Chll). To

wskazuje na udziat Irc5 w tadowaniu kohezyjny.

Dyskusja w czesci zawiera powtorzenie informacji ze wstepu lub wynikéw, ale poza
tym jest bardzo ciekawa, zwlaszcza, ze omowiono inne doswiadczenia wykonane w zespole
Doktoranta, ktore potwierdzily i uzupetnity jego wnioski. Potwierdzono stusznos¢
przypuszczenia, ze Irc5 jest potrzebne do ukonczenia replikacji alkilowanego DNA po
traktowaniu MMS. Sprawdzono réwniez, ze biatko to nie bierze udziatu w koncowych
etapach, ale w reperacji DNA z przetaczaniem matrycy oraz utatwia tolerancje uszkodzen
DNA. Nie jestem na tyle kompetentna, aby w pelni doceni¢ szczegodly dywagacji Doktoranta
na temat mechanizméw replikacji i naprawy DNA, ale jego wiedza na ten temat i swoboda
poruszania sie w tej zlozonej materii jest imponujaca. Nieco lepie orientujg sig¢ w
zagadnieniach zwigzanych z kohezja chromatyd. Tu mgr Bakowski sktania si¢ do

stwierdzenia, ze Ier5 przyczynia sie do kohezji chromatyd siostrzanych na etapie fadowania



kohezyn na DNA. Proponuje réwniez nastepne posunigcia, ktore moglyby to przypuszczenie
udowodnié. Proponuje tez model dziatania IrcS. Jak rozumiem, model ten zaktada
angazowanie si¢ Irc5 w trzy rdzne procesy w zaleznosci od stanu fizjologicznego komorki
(stres replikacyjny lub normalne funkcjonowanie). Mozliwe, ze do tego celu potrzebne sg
rézne pule badanego biatka lub jego modyfikacje. Doktorant zastanawia si¢ tez nad
mechanizmem tadowania kohezyn przez Irc5 i skiania si¢ do przypuszczenia, ze moze ono
pemi¢ funkcje zblizong do kompleksu remodelujgcego chromatyng RSC. Zatem, Irc5 réwniez
uczestniczyloby w udostepnianiu DNA, jak tez w przytaczeniu kompleksu fadujacego Scc2-
Sced. Ze wzgledu na ztozonos¢ zagadnienia i, w gruncie rzeczy, brak wygodnych metod

doswiadczalnych, pelne wyjasnienic sposobu dziatania IrcS zapewne jeszceze musi poczekad.

Podsumowujac, uwazam, ze mgr Tomasz Bgkowski wykonat bardzo ciekawe badania,
ktore kompetentnie opisat w przedstawionej rozprawie. Nie mam do rozprawy zadnych
powaznych zastrzezen, niewielkie uwagi krytyczne juz wyrazitam powyzej, za$ drobne
potkniecia pisarskie sg w praktyce nieuniknione. Ogromna wiekszos¢ wynikéw opisanych w
rozprawie zostata zamieszczona w dwoch zatgczonych publikacjach w prestizowych
czasopismach Nucleic Acids Research oraz The EMBO Journal. Stwierdzam, ze
przedstawiona do oceny praca spetnia wszystkie wymogi ustawowe stawiane pracom
doktorskim i1 wystepuje do Rady Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszezenie jej autora, mgr Tomasza Bakowskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysoka wartos¢ uzyskanych wynikow 1 ich
opublikowanie w bardzo dobrych czasopismach wnioskuje o wyrdznienie niniejsze]

rozZprawy.
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