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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Karola Kramarza
pt. ,Rola ortologéw Rad5 w naprawie DNA u drozdzy Saccharomyces cerevisiae i

Schizosaccharomyces pombe”

Materiat genetyczny kazdej zywej komorki jest narazony na dziatanie egzo- i endogennych
czynnikow uszkadzajgcych DNA, co moze prowadzi¢ do powstawania licznych mutacji czgsto
letalnych dla komérki. Efektem dziatania niektorych czynnikéw jest stres replikacyjny, w wyniku
ktorego dochodzi do zatrzymania widelek replikacyjnych lub nawet do ich rozpadu, czego
skutkiem moga by¢ dwuniciowe zlamania DNA i powstawanie mutacji. Aby temu zapobiec
organizmy wyksztalcity szereg mechanizméw umozliwiajacych naprawe uszkodzonego DNA.
Celem recenzowanego doktoratu byto poznanie roli ortologéw RadS w naprawie DNA zwigzane]
ze stresem replikacyjnym. Praca jest kontynuacjg dtugoletnich badan zespotu prof. dr hab. Roberta
Wysockiego nad molekularnymi podstawami komorkowej odpowiedzi na stres. Badania
prowadzone byly na dwoch modelowych gatunkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae 1
Schizosaccharomyces pombe. Nalezy podkresli¢ wage podjetej przez Doktoranta tematyki badan
nie tylko ze wzgledu na ubiegloroczng nagrode Nobla w dziedzinie chemii, ale rowniez dlatego,
ze uposledzona odpowiedz na stres replikacyjny jest przyczyng wielu powaznych choréb u ludzi.
Tak wiec poznanie mechanizméw molekularnych naprawy DNA zwigzanej ze stresem
replikacyjnym moze w przysztosci pomdc w diagnostyce i leczeniu wielu groznych choréb,
ktorych przyczyna jest uposledzona odpowiedz na stres replikacyjny.

Wyniki doktoratu Pana Karola Kramarza zostaly opublikowane w dwoch artykulach w
bardzo dobrych czasopismach: Nucleic Acids Research (jako drugi autor) oraz w DNA Repair
(jako pierwszy autor). Ponadto Doktorant jest pierwszym autorem manuskryptu ,,Uls] participates
in the regulation of DNA damage tolerance pathway choice”, ktdry jest. obecnie w recenzji.
Opublikowana cze¢s¢ wynikow ich interpretacja oraz dyskilsja zostaly juz ocenione przez
recenzentow. '

Oceniana praca ma typowy uklad przyjety dla rozpraw doktorskich (Wstep, Cel....).

Moim zdaniem, biorgc pod uwagg, ze czg$¢ wynikdéw zostata juz opublikowana, a pozostata czgs¢




zawarta jest w manuskrypcie wystarczyloby potaczy¢ te prace razem wraz z wprowadzeniem i

syntetyczng dyskusja podsumowujacg uzyskane w trzech pracach wyniki.

We Wstepie Doktorant przedstawil najwazniejsze informacje niezbedne do zrozumienia
dalszych rozdzialéw rozprawy doktorskiej. Rozdzial ten czyta si¢ dobrze, a czytelne ryciny
ulatwiajg zrozumienie czgsto ztozonych mechanizméw takich jak $ciezki naprawy dwuniciowych
zlaman DNA zalezne od homologicznej rekombinacji czy tez postreplikacyjnej naprawy DNA. W

rozdziale tym czasami brakowalo mi odniesien do innych niz drozdze organizméw.

Cel pracy zostal jasno i precyzyjnie sformulowany.

W rozdziale Materialy i Metody obszernie przedstawiono  stosowane techniki
doswiadczalne. Na szczegolng uwage zastuguje duza liczba skonstruowanych szczepdw (prawie
50 szczepow!). Wydaje mi sig, ze sklady pozywek powinny podane by¢ osobno. Technika
»Southern blot” obejmuje elektroforezg, przeniesienie DNA na membrang i hybrydyzacje.
Natomiast wedtug Doktoranta technika ta jest tylko metoda hybrydyzacji. Nie wiem dlaczego
opisano analize Western blotting osobno dla kazdego analizowanego biatka, przez co powstato
pie¢ podobnych do siebie opiséw (zwlaszcza na ich poczatku). Ponadto, moje zastrzezenia budzi
»analiza western blot poziomu fosforylacji kinazy efektorowej”, w ktorej de facto oznacza sie
poziom kinazy (stosujac przeciwciala anty-Rad53), a nie poziom jej ufosforylowania. W rozdziale
tym Doktorant nie uniknat typowych btedow, przyktadowo przy podawaniu predkosci wirowania

w obrotach/min. powinien by¢ podany typ rotora.

W rozdziale Wyniki na szczegélng uwage zaslugujg tytuly podrozdzialow, ktore
formutowane sa w postaci czytelnych wnioskow. Wyniki napisane sg poprawnym jezykiem i do
tej czgsci mam niewiele zastrzezen. Czgs¢é rycin przedstawionych w rozprawie doktorskiej
pochodzi z publikacji Doktoranta i pod tymi rycinami powinna by¢ umieszczona informacja o
pochodzeniu danej ryciny. Pokazujac zdjecia mikroskopowe mutantow podwdjnych i potrojnych
(ryc. 4.1) dla poréwnania nalezaloby pokaza¢ zdjecia szczepu WT i mutantéw pojedynczych.
Przy analizie mikroskopowej mutantéw nalezy podawac liczbe analizowanych komorek. Czy
stosujac analiz¢ Western blotting oraz przeciwciata skierowane przeciwko Rad5 (ryc. 4.1A)
mozna stwierdzi¢, ze kinaza ta jest hiperfosforylowana? W ilu miejscach kinaza Rad5 jest

fosforylowana?




Dyskusja jest obszerna (14 stron) i wybiega poza obszar dyskusji zawartej w

opublikowanych artykutach. Na podkreslenie zastuguje przedstawienie modelu dzialania biatka

Ulsl w odpowiedzi komorek na stres replikacyjny, w ktérym Doktorant pokazal, ze biatko Ulsl

uczestniczy w regulacji poziomu sumoilowanej formy helikazy Srs2 oraz promowaniu interakcji

tej helikazy z jadrowym antygenem komorek proliferujacych. Ciekawa czescia Dyskusji jest

poréwnanie funkcji ortologéw Rads.

Na zakonczenie chciatabym podzieli¢ sie kilkoma uwagami/pytaniami i prosi¢ Doktoranta

ustosunkowanie si¢ do nich.

1.
2.

Jakimi innymi metodami mozna udowodni¢, ze kinaza Rad53 jest hiperfosforylowana?
Doktorant czesto poréwnuje rézne biatka (np. helikazy) pro- i eukariotyczne na
przykltadzie bakterii i drozdzy. Czy wiadomo co$ na temat analogicznych bialek u
archeondw?

Prosze syntetycznie omowié zalety i wady stosowania Saccharomyces cerevisie i
Schizosaccharomyces pombe jako modelowych organizméw eukariotycznych.

Czy badania podjete w doktoracie oraz ich ewentualna kontynuacja moga przyczyni¢
si¢ w przyszlosci do lepszego zrozumienia chordb zwigzanych z nieprawidlowa
odpowiedzig na stres replikacyjny?

Prosze syntetycznie (np. w formie graficznej, graphical abstract) przedstawié

najwazniejsze 1-2 wnioski z przeprowadzonych badan.

Drobne uwagi:

1. Na zdje¢ciach mikroskopowych komorek powinna podana by¢ skala.

2. Na zdjeciach zeli PFGE powinny by¢ opisane wielkosci fragmentdw, a przy analizie Western

blotting masy czasteczkowe analizowanych bialek oraz markery mas czgsteczkowych.

3. Ryc. 4.9 zawiera nieco mylacy podpis ,,Po zakonczeniu elektroforezy DNA transferowano na

membrang nylonowg i poddawano hybrydyzacji z sondg dla rDNA, avnaste;pnie wykonano

Southern blot”

4. Bledy stylistyczne: ,,ciezkoczgsteczkowe, podazajgce aparaty transkrypcyjne, pellet, DNA

transferowano”.




Powyzsze uwagi nie maja duzego wpltywu na pozytywng ocen¢ rozprawy doktorskiej. Na
uwage zastuguje fakt, ze znaczna cz¢$¢ wynikéw Doktoranta przedstawiona w rozprawie zostata

opublikowana w bardzo dobrych czasopismach.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii
Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Karola Kramarza do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ze wzglgedu na ogrom pracy wlozonej w doktorat oraz fakt, ze wyniki sg

juz czgsciowo opublikowane wnoszg¢ o wyrdznienie recenzowanej rozprawy.

Prof. dr hab. Jolanta Zakrzewska-Czerwinska




