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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Aleksandry Sobolewskiej

pt. ,Regulacja polimeraz DNA z rodziny Y, zdolnychdo s  yntezy poprzez
uszkodzenia matrycy, w cyklu komorkowym Saccharomyc es cerevisiae”
przygotowanej pod opiekag
prof. dr hab. Ewy Sledziewskiej-Gdjskiej i dr Justyny Mclintyre

Wczesniejsze badania sugerowaty, ze fizjologiczna rola polimeraz Pol eta i Revl w
spontanicznej mutagenezie w nieuszkodzonych komérkach jest zwigzana z fazg G2/M, gdyz
w tej fazie obserwowano akumulacje biatka dla obu polimeraz. Przedmiotem pracy byto
scharakteryzowanie regulacji polimeraz Pol eta i Revl w cyklu komérkowym w odpowiedzi na
egzogenne uszkodzenia DNA.

Przedmiot pracy jest oryginalny, a jej wyniki majqg istotne znaczenie poznawcze, zwlaszcza ze
dane uzyskiwane w badaniach wykorzystujgcych drozdze S. cerevisiae jako modelowy

organizm czesto pozwalajg na zrozumienie procesow zwigzanych z metabolizmem DNA u
ludzi.

Oceniana rozprawa doktorska ma typowy uktad i skiada sie ze streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, wstepu, opisu celu pracy, materiatbw i metod, oraz wynikéw, dyskusiji,
podsumowania oraz bibliografii. Wyniki przedstawione w pracy zostaly niedawno
opublikowane: A. Sobolewska, A. Halas, M. Plachta, J. Mcintyre, E. Sledziewska-Gojska
(2020): ,,Regulation of the abundance of Y-family polymerases in the cell cycle of budding yeast
in response to DNA damage”, Current Genetics 66(4):749-763. doi: 10.1007/s00294-020-
01061-3.

We Wstepie Doktoranta skrotowo przedstawia zrodta uszkodzen DNA i mechanizmy, dzieki
ktérym sg one naprawiane. Nastepnie omawia punkty kontroli cyklu komérkowego i systemy
tolerancji uszkodzen DNA, ze szczeg6lnym uwzglednieniem roli modyfikacji PCNA w wyborze

$ciezki uruchomienia zatrzymanych widetek replikacyjnych. W czesci tej znalazty sie ogolne




i przez to nieprecyzyjne sformutowania. Doktorantka pisze bez zadnego dodatkowego
komentarza, ze naprawa podwojnych peknie¢ w DNA na drodze homologicznej rekombinaciji
jest bezbtedna i wykorzystywana gtéwnie u bakterii i nizszych eukariontéw, natomiast w
komoérkach ssaczych dominuje drugi sposob, niehomologiczne tgczenie koncéw, czesto
prowadzacy do powstawania delecji. Podobne stwierdzenie dotyczy sciezek uruchomienia
zatrzymanych widelek replikacyjnych: wierny mechanizm, zamiana matrycy, wykorzystywany
jest przez drozdze, natomiast w komoérkach ssaczych dominuje mutagenna sciezka, synteza
przez uszkodzenie (TLS). Wydaje sie nielogiczne, by u wyzej uorganizowanych organizmow

faworyzowane byly mniej wierne mechanizmy naprawy DNA.

Glowng czes¢ Wstepu stanowi opis jednej sciezki tolerancji uszkodzen, syntezy poprzez
uszkodzenie oraz charakterystyka dwoch polimeraz, Pol eta i Revl, ktdre uczestniczg w tym
procesie u S. cerevisiae. Znajdujg sie tu podstawowe informacje majgce bezposredni zwigzek
Z przedmiotem pracy i stanowig one bardzo dobre wprowadzenie do przedstawionych pozniej
wynikéw. Jednakze szkoda, ze Doktorantka nie zdecydowata sie na przedyskutowanie
znaczenia, jakie dla fizjologicznej roli obu polimeraz mogg mie¢ wymieniane rbéznice w
wiernosci naprawy roéznych rodzajow uszkodzen i tylko bardzo pobieznie wspomniata o

niekanonicznych funkcjach obu polimeraz.

Cel Pracy jest precyzyjnie okreslony. Bardzo podoba mi sie umieszczenie krotkiego
wprowadzenia uzasadniajgcego podjecie tego typu badan w ramach projektu doktorskiego.
Uwazam jednak, ze stwierdzenie: ,nie zbadano jednak dotychczas regulacji polimeraz TLS w
odpowiedzi na uszkodzenia DNA...” jest niesciste, gdyz takie préby byly wczesniej

podejmowane.

Materiaty i Metody uzywane w pracy opisane sg w zwiezly i przejrzysty sposéb. Schemat
pokazujgcy rézne warianty synchronizacji komoérek i traktowania hodowli promieniowaniem UV
lub hydroksymocznikiem ufatwia zrozumienie przebiegu tych doswiadczen. Prositabym o
doktadniejsze wytlumaczenie, w jaki sposéb obliczano relatywne poziomy mRNA dla badanych
polimeraz. Nie jest to wyjasnione w tym rozdziale, a w podpisach do rycin mowi sie tylko o:
»srednich wartosciach RT-PCR w czasie rzeczywistym”. Ponadto chciatabym sie upewnic, czy
na pewno do analizy poziomu badanych polimeraz wykorzystywano po prostu osad komorek

zawieszanych w buforze do nanoszenia probek na zel?

W rozdziale Wyniki zebrano eksperymenty, ktorych celem bylo okreslenie, czy indukcja
uszkodzeh DNA w r6znych fazach cyklu komérkowego drozdzy prowadzi do zmian w poziomie
MRNA i biatka dla badanych polimeraz Pol eta i Revl. Ponadto zbadano role, jakg w tych

procesach odgrywa aktywacja punktéw kontrolnych cyklu komoérkowego: $ciezki odpowiedzi



na uszkodzenia DNA zaleznej od Rad9 oraz sciezki odpowiedzi na stres replikacyjny zaleznej
od Mrcl.

Doktorantka pokazata, ze poziom mRNA dla RAD30 nie zmienia sie w cyklu komérkowym w
nietraktowanych hodowlach, natomiast naswietlanie promieniowaniem UV o dawce 80 J/m?
powoduje zatrzymanie komoérek w fazie S i okoto dwukrotny przyrost ilosci transkryptu.
Regulacja ekspresji REV1 wyglada nieco inaczej, gdyz poziom mRNA dla tego biatka wzrasta
okoto trzykrotnie podczas przejscia z fazy S do G2, i dynamika tego wzrostu nie ulega zmianie
po naswietlaniu hodowli promieniowaniem UV. Obserwowane roznice w poziomie
transkryptow dla obu gendw sg niewielkie, Doktorantka ostroznie wiec formutuje wnioski. Mysle
jednak, ze w tej sytuacji korzystne by bylo przeprowadzenie analizy statystycznej istotnosci

otrzymanych wynikéw.

Warto podkresli¢, ze Doktorantka badajgc zmiany poziomu biatka dla obu polimeraz okreslata
poziom natywnej, nieznakowanej Pol eta, co stanowito duze wyzwanie techniczne, ze wzgledu
na niewielkg ilos¢ tego biatka w komorce. Polimeraza Revl byla wyznakowana na C-koncu
znacznikiem TEV-ProA-His;. Co wazne, funkcjonalnos¢ fuzyjnej formy Revl zostata przez

Doktorantke doktadnie potwierdzona.

Zgodnie z wczesniej opublikowanymi danymi, Doktorantka pokazata, ze w synchronicznych,
nietraktowanych hodowlach dochodzi do okoto 2—3-krotnego zwiekszenia ilosci biatka Pol eta
i okoto 12-krotnego zwiekszenia poziomu biatka dla Revl podczas przejscia z fazy S do G2.
Jednakze naswietlanie komorek znajdujgcych sie na poczatku lub w srodku fazy S
promieniowaniem UV o dawce 80 J/m? znosito te akumulacje. Byt to wynik zaskakujacy, gdyz
dla tej dawki obserwowano zwiekszenie poziomu mRNA dla obu polimeraz, wiec w dalszej
kolejnosci Doktorantka przeanalizowata wptyw mniejszych dawek promieniowania UV: 10 J/m?
i 50 J/m2. W tych warunkach dochodzito do akumulaciji biatka dla obu badanych polimeraz pod
koniec wydluzonej fazy S, z tym Ze efekt byt mocniejszy dla mniejszej dawki promieniowania.
Doktorantka podkresla odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ pomiedzy zastosowang dawkg
promieniowania a poziomem akumulacji biatka dla obu polimeraz. Jest to oczywiscie ciekawa
obserwacja sugerujgca inny sposob tolerancji uszkodzen DNA indukowanych wiekszymi
dawkami promieniowania UV. Natomiast moim zdaniem warto by tez byto zwrdci¢ uwage na
fakt, ze niska dawka promieniowania wynoszaca 10 J/m? powoduje zwigekszenie poziomu
biatka dla badanych polimeraz w stosunku do warunkéw kontrolnych, i efekt ten jest znacznie
silniejszy dla Revl niz Pol eta. Kiedy naswietlanie nastepuje w trakcie fazy S obserwuje sie
okoto 6-krotny wzrost poziomu biatka dla polimerazy Pol eta, w poréwnaniu z okoto 2-krotnym
wzrostem w komorkach nienaswietlanych. Natomiast dla polimerazy Revl wzrost poziomu
biatka po naswietlaniu jest az okoto 80-krotny, w poréwnaniu z okoto 12-krotnym w komarkach

nienaswietlanych. Swiadczyé to moze o nieco odmiennym sposobie regulaciji i wykorzystaniu



obu polimeraz w odpowiedzi na promieniowanie UV, zwlaszcza jesli wezmie sie pod uwage
dane literaturowe o znacznie zwiekszonej wrazliwosci mutanta revlA na naswietlanie
promieniowaniem UV w czasie wychodzenia hodowli z fazy G1, ale nie G2, czego nie

obserwuje sie dla mutanta rad30A.

W podobny sposob opisuje Doktorantka wyniki eksperymentéw analizujgcych wplyw
hydroksymocznika na akumulacje badanych polimeraz. Polimerazy omawiane sg wspdlnie i
podkre$la sie wzrost ich poziomu w wydluzonej fazie S. Tymczasem w hodowlach
traktowanych hydroksymocznikiem widaé dwukrotny spadek maksymalnego poziomu
akumulacji biatka dla Revl w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych, podczas gdy dla Pol eta

nie obserwuje sie takiej réznicy.

Bardzo ciekawe jest wykazanie, ze w komérkach pozbawionych Rad9 naswietlanie komorek
znajdujacych sie w fazie S promieniowaniem UV o dawce 80 J/m? prowadzi do takiej samej
akumulacji biatka dla obu polimeraz jak w warunkach kontrolnych, podczas gdy w komaérkach
Szczepu wyjsciowego oraz pozbawionych Mrcl ta akumulacja nie nastepuje. Mutant rad9A jest
tez szczegolnie wrazliwy na naswietlanie promieniowaniem UV o dawce 80 J/m? w fazie S.
Sugeruje to, ze obserwowana dla duzych dawek promieniowania UV zmiana $ciezki tolerancji
uszkodzeh moze by¢ indukowana dzieki aktywacji punktu kontrolnego cyklu komérkowego
zaleznego od Rad9. Niestety w pracy nie podano wrazliwosci obu mutantow na dawki
promieniowania 10 i 50 J/m?, ani na hydroksymocznik, brak tez danych dla akumulacji
polimeraz w hodowlach mutantéw traktowanych hydroksymocznikiem, oraz kwantyfikaciji
western blotéw na rysunku 27. Nie mozna wiec poréwnac roli Rad9 i Mrcl w regulacji poziomu
biatka dla polimeraz Pol eta i Revl, kiedy w komérkach wystepuje odmienny rodzaj czy

mniejszy poziom uszkodzen DNA.

W Dyskusji Doktorantka omawia otrzymane wyniki na tle danych literaturowych méwigcych o
réznicach w budowie i funkcjach Pol eta i Revl, przedstawiajgc wynikajacg z Jej pracy teze o
wspélnej strategii regulacji poziomu biatek dla obu badanych polimeraz w odpowiedzi na
uszkodzenia DNA. Gtéwne elementy tej regulacji to przesuniecie akumulacji Pol eta i Revl z
fazy G2 do wydluzonej fazy S i brak akumulacji obu biatek po naswietlaniu komorek wysokimi
dawkami UV. Nalezy podkresli¢, ze doktorantka konstruuje model regulacji poziomu badanych
polimeraz w komaorce przez dwie odmienne sciezki kontroli cyklu komérkowego i ilustruje go
przejrzystym schematem. Jednakze skutki dziatania promieniowania UV i hydroskymocznika,
rodzaj wywotywanych uszkodzen, sposob aktywowania odpowiedzi komérkowej sg omawiane
bardzo ogolnie, bez uwzglednienia roznic wynikajgcych z dawki czy stezenia danego czynnika.
Powoduje to niescistosci w opisie, gdy na przyktad Doktorantka stwierdza, ze stres replikacyjny
powstaty w wyniku traktowania hodowli hydroksymocznikiem aktywuje punkt kontrolny zalezny

od biatka mediatorowego Mrcl, co prowadzi do akumulacji polimeraz Y w fazie S. Jednakze w



nietraktowanych hodowlach mutanta pozbawionego Mrc1 obie polimerazy akumulujg sie
nawet w nieco wyzszym stopniu niz w hodowlach szczepu wyjsciowego, natomiast w pracy nie
pokazano danych dla akumulacji polimeraz w hodowlach mutantéw traktowanych
hydroksymocznikiem. Moim zdaniem bardzo ciekawe i wartosciowe bytoby, gdyby Doktorantka
gtebiej przedyskutowata pozorne sprzecznosci wynikajgce z Jej wynikdw: z jednej strony
akumulacja badanych polimeraz w fazie S ma sie przyczynia¢ do zwiekszenia mozliwosci
naprawy uszkodzen na drodze TLS, a z drugiej zmniejszenie poziomu biatek tych polimeraz
prowadzi do zwiekszenia przezywalnosci komoérek w warunkach, gdy poziom uszkodzen DNA
jest wysoki. Ciekawa tez jestem, jak Doktorantka interpretuje otrzymane wyniki w kontekscie

dwdch modeli TLS, ktére omawia we Wstepie.

Bibliografia jest obszerna, ale niestety spis ten zostat przygotowany niestarannie. Brakuje
identyfikatoréw doi, forma cytowan jest niejednolita, a dla niektérych pozycji brakuje nazwy

czasopisma (np. pozycje 40 i 81).

Podsumowujgc, recenzowana praca doktorska dotyczy ciekawego zagadnienia i zawiera
wyniki o duzej wartosci poznawczej. Doktorantka wykazata sie umiejetnosciami praktycznymi
pozwalajgcymi na uzyskanie interesujgcych wynikow sugerujgcych istnienie istotnych réznic w
sposobach tolerancji uszkodzehn DNA indukowanych niskimi i wysokimi dawkami
promieniowania UV. Praca spetnia ustawowe wymogi stawiane pracom doktorskim i stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady
Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie

Pani mgr Aleksandry Sobolewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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