Uniwersytet Rzeszowski
Kolegium Nauk Przyrodniczych
Instytut Biologii i Biotechnologii

Dr hab. Maciej Wnuk, Profesor UR
Katedra Biotechnologii
Kolegium Nauk Przyrodniczych

Uniwersytet Rzeszowski

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr. Tomasza Bakowskiego
pod tytulem

»Rola translokazy DNA Ire5 w metabolizmie DNA u drozdzy Saccharomyces cerevisiae”

Przestawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr. Tomasza Bakowskiego zostala
wykonana pod kierunkiem Pana Profesora dr hab. Roberta Wysockiego oraz pod opiekg
promotora pomocniczego Pana dr. Ireneusza Litwina w Zakladzie Genetyki i Fizjologii
Komérki Instytutu Biologii Eksperymentalnej Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego.

Byla ona realizowana w ramach projektu naukowego NCN Sonata, ktérego
kierownikiem by} promotor pomocniczy Pan dr Ireneusz Litwin.

Wyniki przedstawione w dysertacji zostaty opublikowane w 2017 roku w czasopismie
Nucleic Acids Research wartykule zatytulowanym ,The LSH/HELLS homolog Irc5
contributes to cohesin association with chromatin in yeast” oraz 2018 roku w czasopi$mie
EMBO Journal w artykule zatytulowanym ,,Error-free DNA damage tolerance pathway is
facilitated by the Irc5 translocase through cohesin”. W obu artykutach mgr Bakowski jest
drugim autorem. Nalezy podkreslié, ze oba w/w czasopisma naleza do grupy wiodacych
czasopism w dyscyplinie nauki biologiczne. Dodatkowo wyniki zaprezentowane w rozprawie
doktorskiej byly takze prezentowane na trzech konferencjach.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy poznania molekularnych mechanizméw
odpowiedzialnych za utrzymanie stabilnosci genetycznej drozdzy Saccharomyces cerevisiae,
zwigzanych z aktywnoscig zaleznej od ATP translokazy DNA Trc5. Praca doktorska
w szczegollnosci koncentruje sie na poznaniu znaczenia fizjologicznej roli biatka Icr5 podczas
stresu replikacyjnego.

Translokazy DNA nalezace do rodziny SWI2/SNF2 stanowig liczng grupe biatek

zaangazowanych m.in., w regulacj¢ transkrypcji oraz replikacji, a takze proces rekombinacji
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chromosoméw, odpowiedz na uszkodzenia DNA oraz naprawe podwdjnych peknicé DNA.
Dlatego dokiadna charakterystyka funkcjonalna tychze biatek jest niezwykle wazna dla
zrozumienia podtoza molekularnego wyzej wspomnianych proceséw, a problematyka pracy
doktorskiej mimo, iz ma charakter badan podstawowych oraz modelowych ma duzy potencjat
translacyjny i istotne poszerza dotychczasows wiedze na temat regulacji procesu replikacji
oraz naprawy DNA organizméw eukariotycznych, w tym komoérek czlowieka. Nalezy
zaznaczy¢, iz badania wykonane przez doktoranta sg takze uzasadnione zZwazywszy na fakt
niewielkiej ilosci danych eksperymentalnych dotyczacych funkcji Iers. Tematyka pracy
wpisuje si¢ tym samym w nurt badan integrujacych wiedze z zakresu biologii molekularnej
oraz fizjologii organizméw eukariotycznych.

Rozprawa doktorska mgr Tomasza Bakowskiego liczy 110 numerowanych stron oraz
dodatkowo zawiera dwa zalaczone manuskrypty artykutéw naukowych, w ktorych zawarte sg
wyniki przedstawione w rozprawie. Uklad pracy doktorskiej jest typowy dla tego typu prac.
Praca doktorska zostata podzielona na nastepujace rozdzialy: 1. Wstep, 2. Cel Pracy, 3.
Materialy i Metody, 4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Bibliografia, 7. Wykaz skrotow, 8. Zalaczniki,
Tekst pracy poprzedzony jest spisem tresci, wykazami zastosowanych skrotow oraz
streszczeniami W jezyku polskim, jak rowniez angielskim. W pracy zabraklo Jjednak
wyodrgbnionego rozdzialu podsumowujacego otrzymane wyniki w postaci wnioskow
koricowych. Bibliografia obejmuje 315 pozycji literaturowych. Praca doktorska zawiera 48
rycini 5 tabel.

Wstep stanowia logicznie powigzane podrozdziaty wprowadzajace czytelnika
w zagadnienia poruszane w rozprawie doktorskiej. W oparciu o adekwatng do tematyki
literaturg doktorant dokonat opisu aktualnego stanu wiedzy dotyczacego m.in. komdrkowej
odpowiedzi na uszkodzenia DNA, molekularnego podloza stresu replikacyjnego, struktury
iroli kohezyn w naprawie dwuniciowych peknieé DNA oraz stresu replikacyjnego, a takze
funkcji bialek nalezacych do rodziny SNF2. Rozdziat ten zostat dodatkowo wzbogacony
w liczne schematy zaczerpnigte z tekstéw zrédtowych obrazujacych omawiane zagadnienia,
atakze tabele zestawiajaca syntetycznie aktualng wiedze na temat translokaz DNA
nalezacych do rodziny SWI2/SNF2. Doktorant we Wstepie umiejetnic wykazal takze
niedostatki w dotychczasowe]j wiedzy dotyczacej biatek Icr5, ktore tym samym stanowity
przyczynek do podjecia przez Niego przedmiotowych badan.
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Cel pracy doktorskiej zostat okreslony w spos6b jednoznaczny zgodnie z tematem
rozprawy. Dodatkowo doktorant sprecyzowat cztery cele szczegbtowe, ktore postuzyty
doktorantowi w osiggnieciu celu gléwnego, tj. udzielenie odpowiedzi na pytanie czy biatko
Irc5 bierze udziat w odpowiedzi komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae na uszkodzenia
DNA.

Rozdzial zatytulowany Materiaty i metody zawiera tabularyczny opis wykorzystanych
szczepOw Saccharomyces cerevisiae, szczepéw bakteryjnych, szczepéw drozdzowych,
uzytych plazmidéw oraz starterow. W rozdziale tym opisano wszystkie procedury
eksperymentalne wykorzystane do weryfikacji hipotezy badawczej. W rozdziale Materialy
i metody zawarto m.in., opis: warunkéw hodowli bakterii oraz drozdzy, testow plytkowych
wrazliwosci drozdzy Saccharomyces cerevisiae na zwigzki genotoksyczne, testow
przezywalnosci podczas ekspozycji na MMS w podiozu plynnym, krzyzowania szczepow
drozdzy, sporulacji oraz analizy tetrad, synchronizacji komérek drozdzy w fazie Gl,
synchronizacji komoérek drozdzy w fazie G2/M, analizy cyklu komérkowego komérek
drozdzy metoda cytometrii przeptywowej, wysokowydajnej transformacji drozdzy, procedury
izolacji genomowego DNA z komoérek drozdzy, konstrukcji mutantéw delecyjnych drozdzy
z wykorzystaniem PCR, warunkéw PCR, procedury qPCR, mutagenezy, procedury
immunoprecipitacji chromatyny, testow sprawdzajacych kohezje chromatyd siostrzanych,
procedury obserwacji mikroskopowej skupisk biatka Rad52-YFP w jadrach komérek
drozdzy, testow endogennego cigcia chromatyny, izolacji bialek z komérek drozdzy
w warunkach denaturujacych, procedury elektroforezy bialek i analiz Western Blot,
procedury transformacji bakterii E.coli i izolacji plazmidowego DNA.

Drobnym  mankamentem w/w  opisanej sekcji jest brak  informacji
0 stezeniwrozcieficzeniu przeciweial uzytych w eksperymentach przez doktoranta, brak
informacji o stosowanych przeciwciatach drugorzedowych, a takze programow
statystycznych stosowanych podczas analizy danych iloéciowych.

Niezaleznie od powyzszego, jakos¢ merytoryczna oraz ilo$é zastosowanych technik
oraz narzedzi eksperymentalnych swiadczy o bardzo dobrym warsztacie Doktoranta.

Prezentacja wynikéw zostala usystematyzowana w sposob tworzacy logiczny ciag
zmierzajgcy do udzielenia odpowiedzi na zdefiniowane wpracy doktorskiej cele. Na
podkreslanie zastuguje fakt, iz wyniki zostaly przedstawione na bardzo dobrze opracowanych

rycinach dokumentujgcych poszcezegélne etapy eksperymentdw oraz realizowanej pracy
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doktorskiej. Do najwazniejszych wynikéw zaprezentowanych wtej czesci pracy nalezy

uznac:

Wykazanie, iz komorki z delecja genu IRC5 oraz obnizong ekspresja genu RSC8
charakteryzuja si¢ zwigkszong wrazliwoscia na kamptotecyne, fleomycyng
i hydroksymocznik oraz metanosulfonian metylu, natomiast komérki z czesciowa
delecja genu IRCS oraz niezmieniona ekspresja RSC8 odznaczajg sie ograniczong
wrazliwoscia na zwiazki genotoksyczne.
Stwierdzenie, iz aktywno$¢ ATP-azowa jest niezbedna dla funkcji biatka Irc5 podczas
ekspozycji komérek na metanosulfonian metylu (MMS).
Wykazanie, iz aktywacja punktu kontrolnego fazy S przez MMS jest niezaburzona
w komoérkach pozbawionych bialka Irc5.
Zaobserwowanie w komérkach pozbawionych funkcjonalnego biatka Irc5 zwigkszonego
poziomu replikacyjnych uszkodzefi DNA indukowanych przez MMS.
Wykazanie, iz biatko Irc5 zaangazowane jest w naprawe DNA z udzialem helikazy
i topoizomerazy Sgs1-Top3-Rmil oraz niezalezne od nukleazy Mus81-Mms2 i helikazy
Srs2.
Wykazanie, iz gen IRCS jest epistatyczny wzgledem gendéw RADS i RADIS.
Stwierdzenie, iz brak biatka Irc5 powoduje zwigkszong czgstosé przedwezesnej separacii
chromatyd siostrzanych, a aktywnos¢ ATPazowa biatka Irc5 jest istotna dla kohez;ji
chromatyd siostrzanych.
Wykazanie, iz aktywno$¢ biatka Irc5 determinuje ilo§é kohezyn w chromatynie oraz ich
lokalizacje w poblizu zatrzymanych widelek replikacyjnych.

Wyniki Doktoranta tym samym wskazujg, iz inaktywacja genu JRCS prowadzi do

szeregu powaznych zaburzen zwigzanych z naprawa DNA oraz odpowiedzig komérek drozdzy na

stres replikacyjny.

Dyskusja zostala opracowana w sposéb wyczerpujacy w oparciu o adekwatng do

problematyki literature. Rozdziat ten czyta si¢ z przyjemnoscia, gdyz wskazuje on na bardzo

dobrag znajomo$¢ przez Doktoranta problematyki dotyczacej mechanizméw molekularnych

lezgcych u podloza niestabilnoéci genetycznej zwiazanej ze stresem replikacyjnym. Bezspornym

walorem dyskusji jest w mojej ocenie umiejetno$é krytycznego odniesienia si¢ do czgdci

uzyskanych wynikéw $wiadczaca o dojrzatosci naukowej Pana mgr Bakowskiego. W dyskusji

woparciu o literaturg oraz otrzymane wyniki Doktorant sformutowat takze przyszte mozliwe
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kierunki badawcze dotyczgce m.in., mechanizméw odpowiedzialnych za interakcje kohezyn
zDNA przy udziale IcrS czy przeprowadzenia poréwnawczych badan dotyczacych ludzkiego
genu LSH, ktéry jest domniemanym homologiem drozdzowego genu JCRS. Za bardzo pozytywny
element dyskusji uwazam jej wzbogacenie w schemat podsumowujacy najwazniejsze odkrycia
dokonane przez Doktoranta (Ryc. 5.5).

Natomiast, za nie do kotica uprawione uwazam, prezentowane w dyskusji Ryciny 5.1-5.4
przedstawiajace wyniki wedlug przypisu zawartego pod rysunkiem autorstwa Promotora
Pomocniczego i innych wspétautoréw publikacji prezentowanych w suplemencie doktoratu. Tego
typu wyniki, nawet jesli sg tylko prezentowane w celu uzupetnienia czy potwierdzenia hipotezy
zawartej w doktoracie, nie powinny by¢ zamieszczane w dyskusji, gdyz nie byty one otrzymane
przez Doktoranta i wprowadzaja czytelnika w przekonanie, iz podczas weryfikacji hipotezy
badawczej powinny te eksperymenty takze zosta¢é wykonane samodzielnie przez Doktoranta.

Niezaleznie od powyzszego, recenzent bardzo wysoko ocenia jako$é pracy doktorskie;j.
Otrzymane wyniki bezsprzecznie sg bardzo warto§ciowymi danymi dla nauki i istotnie poszerzaja
dotychczasows wiedzg w dyscyplinie nauki biologiczne. Niemniej jednak, wobec braku istotnych
uwag krytycznych chciatbym poprosi¢é Doktoranta o odniesienie si¢ do kilku kwestii, ktore
nasungly si¢ recenzentowi w trakcie czytania dysertacji:

1. Czy Doktorant mogtby szerzej uzasadni¢ twierdzenie ze str. 53, iz mutant irc5-41 nie jest
wrazliwy na kamptotecyng, fleomycyne i hydroksymocznik. Wedlug Ryciny 4.7 mutant
irc5-41 jest wrazliwy na te wszystkie zwigzki w odniesieniu do warunkéw kontrolnych.
Zdaniem recenzenta Rycina 4.7 wskazuje, iz nie ma natomiast réznic we wrazliwosci
mutanta irc5-41 wzgledem szczepu dzikiego w obecnoéci kamptotecyny i
hydroksymocznika. Wedtug recenzenta Rycina 4.7 wskazuje rowniez, iz mutant irc5-41
jest takze bardziej wrazliwy na fleomycyng w odniesieniu do szczepu dzikiego. Jakie byly
powody wykluczenia tego zwiazku z dalszych analiz?

2. Na jakiej podstawie dokonano wyboru stezefi zwigzkéw jako induktoréw
genotoksycznosci, np. ICss, 1Csg, IC75?

3. Czy istnial jaki§ specjalny powod dlaczego Doktorat wybrat do analiz wylacznie
kamptotecyng, fleomycyne, hydroksymocznik oraz metanosulfonian metylu pomijajac
inne znane induktory stresu replikacyjnego w komérkach eukariotycznych np.
afidikoling, etopozyd, cisplatyne czy doksorubicyne?

4. Czy doktorat moze okresli¢ czy uzyte w testach skriningowych zwiazki w zastosowanych

dawkach indukujg cytotoksyczno$é czy raczej dzialaja jako cytostatyki? Wedlug
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recenzenta Rycina 4.8 nie informuje o przezywalnosci komérek drozdzy jak opisuje
doktorant, a o zdolnosci komérek do podjecia podziatéw komérek. Doktorant musi
pamigtaé, ze wéréd wysianych na podloze komérek mogg byé komoérki martwe, ale
réwniez zywe z zatrzymanym podziatem komérkowym.

5. Czy doktorant mogiby odniesé si¢ krytycznie do uzyskanych przez siebie wynikéw w
swietle pracy autoréw Kitanovic A i in., opublikowanej w FEMS Yeast Research, 2009,
535-551 dotyczacych mozliwosci obnizania poziomu ATP przez MMS? Czy
obnizenie puli ATP w komérkach pozbawionych genu ICR5 moze mieé dodatkowe
znaczenie dla obserwowanego poziomu uszkodzen DNA, stresu replikacyjnego
lub/oraz procesu kohezji chromatyd siostrzanych?

6. Doktorant wykazat m.in., wzrost jednoniciowych przerw na skutek dziatania MMS, jak
rowniez zaburzenia w kohezji chromatyd siostrzanych w komérkach pozbawionych
funkcjonalnego genu ICRS. W zwigzku z tym czy brak funkcjonalnego genu ICR5 moze
prowadzi¢ do chromosomowe;j heterogenizacji populacji komérek? Jesli tak, to jakiego
typu aberracji chromosomowych nalezatoby sie spodziewaé w komérkach? Czy wg
Doktoranta brak funkcjonalnego genu ICR5 moze réwniez prowadzié do eliminowania z
populacji czgsci komérek z niezréwnowazeniami chromosomowymi? Ktére wyniki na to
moga wskazywaé?

7. W dyskusji Doktorant stwierdza, ze defekt w kohezji w komérkach irc5-A1 prowadzi do
niestabilnosci rDNA. Twierdzenie swoje opiera na wyniku wspétautoréw, ktory istotnie
wskazuje na wystgpowanie krotszych fragmentéw rDNA u trzech mutantéw ire5-41 w
poréwnaniu do szczepu dzikiego. Niemniej w przypadku wystgpowania niestabilnosci
rDNA mozna byloby si¢ spodziewa znacznie wigkszej zmiennosci w obrebie frakcji
tDNA. Jak doktorant méglby wytlumaczy¢ wystgpowanie niemal identycznych frakcji

wielkosci rDNA u trzech mutantow irc5-A412?

Whiosek koncowy
W podsumowaniu recenzji, chcialbym stwierdzi¢, iz mimo moich licznych pytan,
bardzo wysoko oceniam przestawiong prace doktorska Pana mgr. Tomasza Bakowskiego oraz
stwierdzam, ze spetnia ona wymogi okreslone w art. 13.1 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 péin. zmianami). Wnioskuje do Rady Naukowej Wydzialu Nauk
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Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie Pana mgr. Tomasza
Bakowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokg wartos¢ naukowa wynikéw, ktére zostaly juz opublikowane
z wspdtautorstwem Pana mgr. Tomasza Bgkowskiego w czasopismiec EMBO Journal oraz
Nucleic Acids Research, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Wydziatu Nauk Biologicznych

Uniwersytetu Wroctawskiego o wyréznienie ocenianej przeze mnie rozprawy doktorskie;j.

Rzeszéw, 01/03/2020 Dr hab. Maciej Wnuk, prof. UR



