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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Karola Kramarza pt. "Rola
ortologow Rad5 w naprawie DNA u drozdzy Saccharomyces
cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe"” wykonanej w Zaktadzie
Genetyki i Fizjologii Komorki Instytutu Biologii Eksperymentalnej
Uniwersytetu Wroctawskiego

Rozprawa wykonana pod kierunkiem prof. Dr hab. Roberta Wysockiego i dr
hab. Doroty Dziadkowiec napisana w jezyku polskim, sktada sie ze Wstepu, Celu
pracy, opisu Materiatow i Metod, Wynikéw, Dyskusji, Wnioskéw, wyszczegodlnionej
cytowanej Literatury oraz Streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Duza czesé
wynikéw przedstawionych w pracy doktorskiej zostata opublikowana w wysoko
cenionych czasopismach — Nucleic Acids Research w 2013 roku oraz w DNA Repair

w 2014 roku. Jeszcze jeden manuskrypt jest w recenz;ji.

Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej Pana mgr Karola Kramarza byto
zbadanie roli ortologébw biatka Rad5, biatka Uls1 z drozdzy piekarniczych
Saccharomyces cerevisiae oraz biatek kompleksu Rrp1-Rrp2 z drozdzy
rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe, w naprawie DNA zwigzanej ze
stresem replikacyjnym.

Badania nad biatkiem Uls1 i biatkami kompleksu Rrp1-Rrp2 sg prowadzone juz od
kilku lat, z duzym powodzeniem, przez grupy Pani dr hab. Doroty Dziadkowiec i Pana
Prof. Dr hab. Roberta Wysockiego. Prezentowana rozprawa przedstawia wyniki
bedace kontynuacjg badan obu zespotow.

Biatko Uls1 wydaje sie petni¢ wazne funkcje w komodrce, poniewaz analiza jego
budowy i funkcjonowania wskazuje na réznorodne aktywnos$ci enzymatyczne. Biatko
to zostato zakwalifikowane do rodziny SWI2/SNF2 i moze funkcjonowaé jako
translokaza usuwajgca rekombinaze Rad52 z dwuniciowego DNA. Wykazano, ze
posiada charakterystyczng dla ligaz ubikwityny domene RING i cztery motywy
interakcji z SUMO, a wiec moze naleze¢ do SUMO-zaleznych ligaz ubikwityny —
STUbL. W duzej mierze, wiasnie badania ,grupy wroctawskiej” wykazaty, ze komorki
niosgce delecje genu ULS7 wykazujg szereg interesujgcych, z punktu widzenia
analizy mechanizmow stabilno$ci genetycznej, fenotypéw jak np. spowolnienie
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progresji fazy S, opdznienie szybkosci odtwarzania prawidtowej struktury
chromosoméw po traktowaniu czynnikiem uszkadzajgcym DNA, zwiekszong
poliubikwitynacje PCNA w odpowiedzi na uszkodzenia w DNA, zmniejszenie
wrazliwosci szczepu z nieaktywng helikazg Sgs1 na czynniki genotoksyczne, czy
obnizenie czestosci rekombinacji w rDNA w szczepach z delecjg genu kodujgcego
helikaze Sgs1.

Podobnie, ortologi biatka Rad5 i biatka Uls1 z drozdzy S. pombe — biatka Rrp1 i Rrp2
wydajg sie byé zaangazowane w regulacje rekombinacji homologicznej. Biatka te
posiadajg domeny SWI2/SNF2 i Helicase C, charakterystyczne dla translokaz, ale
tez domene RING wystepujacg w ligazach ubikwityny. Biatka Uls1, Rrp1 czy Rrp2
wydaja sie petni¢ role SUMO-zaleznych ligaz ubikwityny, a wchodzac w interakcje z
SUMO moga odgrywac istotng role regulatoréw naprawy uszkodzen replikacyjnych
DNA.

" Pierwsza cze$¢ pracy poswiecona jest badaniom nad funkcjonowaniem biatka Uls1.
We weczesniejszych badaniach, Pani dr Cal-Bgkowska wykazata, ze gen ULS1
wykazuje epistatyczng interakcje z genem kodujacym endonukleaze Yen1, dlatego
tez postanowiono sprawdzi¢, jaka jest zalezno$¢ dziatania Uls1 od innej
endonukleazy - Mus81. W potréjnym mutancie delecyjnym Amus81 Auls1 Ayent
wykazano zwiekszong letalno$¢é komoérek, nagromadzenie komoérek o zaburzonej
morfologii, hiperfosforylacje Rad53 czy silne zaburzenia w segregacji chromosomoéw
w poréwnaniu do podwdjnych czy pojedynczych mutantéw. Otrzymane dane
wskazujg na udziat biatka Uls1 w naprawie DNA, na drodze niezaleznej od dziatania
endonukleaz Yen1 czy Mus81. Podobnie, analizujgc morfologie komoérek, pomiar
czasu generacji czy wrazliwo$¢ na czynniki genotoksyczne wykazano, ze biatko Uls1
bierze udziat w szlaku odpowiedzi na stres replikacyjny niezaleznie od helikaz Mph1
czy Srs2. Uprzednie badania ,grupy wroctawskiej” wykazaty, ze gen ULS1 wykazuje
istotne i ciekawe interakcje z genem helikazy SGS71. W celu sprawdzenia na jakiej
drodze defekt genu ULS7 powoduje supresje wrazliwosci delecyjnego mutanta sgs?
na czynniki genotoksyczne, przeprowadzono analize epistatycznych interakcji
genetycznych z genami kodujgcymi rézne biatka biorgce udziat w $ciezkach toleranc;ji
uszkodzen DNA. Wykazano istotng role biatek homologicznej rekombinacji i
postreplikacyjnej naprawy ( Rad18, Rad5, Rad51, Rad57).

Wykazano uprzednio, ze helikaza Sgs1 stabilizuje aktywny transkrypcyjnie region
DNA kodujacy RNA budujgce podjednostki rybosomalne rDNA. Biatko Fob1
kontroluje wzajemne blokowanie sie replikaciji i transkrypcji DNA w tym regionie. W
regionie rDNA rekombinacja mitotyczna zachodzi z duzg czestos$cig, zwtaszcza w
szczepach z delecjg SGS1. Delecja genu ULS1 suprymuje ten fenotyp. Aby poznaé
role Uls1 w tym procesie izolowano i analizowano regiony rDNA w poszczegélnych
szczepach. Wykazano, ze stabilizacja powtérzen rDNA obserwowana w podwaéjnym
mutancie delecyjnym uls1 sgs1 nie zalezy od aktywnos$ci biatka Fob1. Dodatkowo,
wykazano, ze brak Uls1 nie ma wptywu na niestabilno$¢ rDNA obserwowang w
delecji genu MUS81 kodujacego endonukleaze czy na letalno$é szczepu niosgcego




zaréwno delecje genu kodujgcego helikaze Sgs1 i genu kodujgcego endonukleaze
SIx1-SIx4. Podsumowujac, otrzymane wyniki sugerujg, ze biatko Uls1 stabilizuje
rDNA na Sciezce zaleznej od SlIx1-SlIx4.

Akumulacja nieprawidtowych produktéw naprawy DNA w szczepach A4sgs1 Amus81
powoduje efekt letalny, a inaktywacja rekombinacji homologicznej suprymuje ten
fenotyp. Postanowiono sprawdzié, czy delecja genu ULS7 bedzie miata podobny
efekt. Wykazano, ze cho¢ delecja genu ULS7 suprymuje ten fenotyp to jednak
potréjny mutant wcigz wykazuje zaburzenia w naprawie DNA.

W dalszej czesci rozprawy analizowano potencjalne biologiczne substraty biatka
Uls1. Wykazano, ze helikaza Srs2, zarébwno w formie sumoliowanej jak i nie
sumoliowanej wchodzi w interakcje z biatkiem Uls1, i jest substratem dla SUMO-
zaleznej ligazy Uls1. Badania wptywu delecji genu ULS71 na toksyczny efekt
nadekspresji SRS2 po traktowaniu HU i MMS oraz wykazanie wigzania Uls1 z PCNA

" pozwolity na wysuniecie hipotezy, ze Uls1 moze petnié role regulatora kontrolujgcego

przytaczanie Srs2 do PCNA poprzez modulowanie ilosci sumoliowanej helikazy Srs2
w komérce. Idgc dalej tym tropem, Doktorant przeprowadzajgc szczegdtowe analizy
epistatyczne zaproponowat model zaktadajacy, ze interakcja Srs2 z PCNA promuje
naprawe rekombinacyjng z udziatem biatek Rad51 i Rad5.

Opro6cz badan dotyczacych udziatu Uls1 w naprawie drozdzy S. cerevisiae, Doktorant
prowadzit podobne badania analizujgc funkcje ortologbw biatka Rad5 ale w
drozdzach S. pombe. Badany byt udziat biatek Rrp1-Rrp2 w homologicznej
rekombinacji na drodze zaleznej od mediatorow Swi5-Sfr1. Uprzednio opublikowane
prace Pani dr hab. Doroty Dziadkowiec i wspotpracownikow wskazywaty na role
kompleksu Rrp1-Rrp2 w odpowiedzi na stres replikacyjny, a zwiaszcza na
szczegoblng role biatek Rrp1 i Rrp2 w szczepach z delecja RADS7, gdy zahamowana
jest homologiczna rekombinacja zwigzana z kompleksem Rad55-Rad57. W
prezentowanej Rozprawie rozpatrywano role kompleksu Rrp1-Rrp2 w stabilizacji
widetek replikacyjnych czy odblokowywaniu widetek po zatrzymaniu syntezy. Wyniki
otrzymane przy uzyciu elektroforezy chromosoméw w pulsacyjnym polu elektrycznym
po traktowaniu hydroksymocznikiem wskazywaty, ze istotnie, biatka Rrp1 i Rrp2 biorg
udziat w odpowiedzi komorki na stres replikacyjny. Analiza przebiegu cyklu
komérkowego w szczepach z delecja gendw RRP1 i RRP2, a takze z delecjg RADS57
wskazuje, ze biatka Rrp1 — Rrp2 biorg udziat w odpowiedzi komoérek na stres
replikacyjny, ale w szlaku nie zwigzanym z homologiczna rekombinacjg i mediatorami
Rad55-Rad57. Analiza wrazliwosci na HU w szczepach nie posiadajgcych biatek
Rrp1i Rrp2 oraz niosgcych delecje genu RAD57 i RQH1 sugeruje, ze kompleks Rrp1
— Rrp2 wspotdziata z helikazg Srs2 promujgc zalezne od syntezy DNA parowanie nici
(SDSA). Analiza sekwencji aminokwasowej obu biatek Rrp pozwolita na
zlokalizowanie czterech ewentualnych motywéw interakcji z SUMO oraz sekwenc;ji
charakterystycznej dla domeny RING. Dlatego tez postanowiono sprawdzi¢ czy
biatka Rrp sg zaangazowane w regulacje sumoliowanych biatek. Analizowano
akumulacje ciezkoczagsteczkowych biatkowych koniugatbw SUMO w szczepach
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niosgcych delecje gendw RRP i RFP. Wzrost ilosci ciezkoczgsteczkowych
biatkowych koniugatéw SUMO w podwoéjnych mutantach delecyjnych oraz wyniki
analizy epistatycznych interakcji genetycznych pomiedzy genami RRP i RFP
sugerujg udziat biatek Rrp w szlakach sumoliacji. Czy planowane s3g inne, i jakie
badania majgce na celu wykazanie, ze biatka Rrp sg zaangazowane w regulacje
sumoliowanych bialek?

Czy podobnie jak w przypadku genu ULS7, w genach kodujgcych biatka Rrp trudno
jest skonstruowaé¢ mutanty punktowe? A propos, czy wyizolowano nowe mutanty w
ULS1 (np. supresorowe mutanty letalnych konstrukcji genetycznych), a jesli tak czy
poznane sg ich fenotypy? Jak in vifro mozna sprawdzi¢ aktywnos¢ SUMO-zaleznej
ligazy ubikwityny?

Czy mozna przeprowadzi¢ analize czesto$ci i mechanizmu procesu homologicznej
rekombinacji (inter i intra chromosomalnej?) w szczepach z delecja RRP1RRP2 na
drodze zaleznej od mediatoréw Swi5-Sfr1?

Rozprawe Pana Karola Kramarza oceniam bardzo wysoko. Zostata
przygotowana nadzwyczaj starannie. Obrazuje wysoka ogoélng wiedze teoretyczng i
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wstep umozliwia
kazdemu czytelnikowi, nawet nie zwigzanemu tematycznie z zagadnieniami
poruszanymi w Rozprawie, znakomitg orientacje w badanej dziedzinie. Pomimo, ze
praca analizuje skomplikowane zalezno$ci funkcjonalne pomiedzy wieloma genami i
systemami naprawy, napisana jest bardzo przejrzyscie. Tabele i Rysunki sg dobrze i
jasno opisane. Kazdy podrozdziat sekcji Wyniki zawiera podsumowanie i wniosek,
utatwiajgce przesledzenie logiki pracy.

Wyniki  prezentujg eleganckie, prawidlowo zaplanowane eksperymenty,
zaprezentowane w logiczny i przejrzysty sposob. Dyskusja przedstawiona w
rozprawie doktorskiej $wiadczy o duzej wiedzy i dojrzatosci naukowej Doktoranta.
Zawiera odniesienia do najnowszych danych literaturowych. W Dyskus;ji
przedstawiono dwa interesujgce modele. Pierwszy, dziatania biatka Uls1 w
odpowiedzi na stres replikacyjny, drugi interakcji kompleksu Rrp1-Rrp2 z
mediatorami  Sciezek naprawy replikacyjnych uszkodzen DNA na drodze
homologicznej rekombinaciji czy z helikazami Rgh1 lub Srs1.

Rozprawa ta spetnia wszelkie wymogi stawiane pracom doktorskim, stanowi
oryginalne rozwigzanie przez autora zagadnienia naukowego, wykazuje jego ogoéing
wiedze teoretyczng w dyscyplinie naukowej i umiejetnos§¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie
Pana mgr Karola Kramarza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Majgc na
uwadze  ogoélnobiologiczne  znaczenie  przeprowadzonych  badarh  oraz
udokumentowang warto$¢ naukowag wynikdéw opisanych w rozprawie chciatabym
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rowniez prosi¢ Rade Naukowg Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu
Wroctawskiego o wyréznienie tej pracy.
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