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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Ptonki
pt. ,Agregacja biatka Rbs1 i jego wptyw na kontrole cyklu komérkowego u
drozdzy Saccharomyces cerevisie” wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr
hab. Magdaleny Boguty oraz promotora pomocniczego dr Malgorzaty Ciesli w
Zakiadzie Genetyki Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w
Warszawie

Rozprawa doktorska mgr Mart Plonki dotyczy okreslenia jak nadprodukcja i agregacja
biatka Rbs1 wptywa na kontrole cyklu komérkowego w komérkach modelowego organizmu
drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae. Biorac pod uwage stale rosnaca iloé¢
doniesied o znaczeniu agregacji biatek w licznych chorobach cztowieka realizacja takiego
tematu wpisuje si¢ w aktualne trendy badawcze, ma znaczenie nie tylko poznawcze, ale
moze mie¢ réwniez znaczenie medyczne, dlatego wybér celu pracy jest jak najbardziej
uzasadniony.

Pierwsze wzmianki o genie RBS1 dotycza jego roli jako wielokopijny supresor genéw
PSK1, PSK2 (koduja kinazy serynowo-treoninowe z domeng Pas) czy RPC128 (koduje
podjednostke C128 polimerazy III RNA). Wiadomo, ze biatko Rbsl wchodzi w interakcje z
wieloma biatkami np. zaangazowanymi w: transport mRNA, regulacje degradacji mRNA,
obrébke tRNA, inicjacje translacji, represje translacji, biogeneze rybosoméw, biatkami
prionowymi, czy eksportyna. Do tej pory pokazano, ze w warunkach fizjologicznych biatko
to lokalizuje sie w cytoplazmie. Dotychczasowe dane sugerujg takze udziat biatka Rbsl w
oddziatywaniu z podjednostkami AC40, AC19 oraz ABC27 kompleksu Pol III RNA i jego
transport do jadra komdrkowego.

Wykonane przez mgr Marte Plonke analizy bioinformatyczne pozwolity na wykazanie
homologéw drozdzowego biatka Rbs1 w genomach rdznych eukariontéw, w tym cztowieka.
Pokazata podobienstwo Rbsl do biatek wigzacych RNA przede wszystkim w NH2-kohcu
homologicznych sekwencji, wskazujac tam obecno$é¢ domen wigzania RNA: R3H i nieco
dalej SUZ. Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej wykazata, ze biatko Rbs1 jest w
wiekszosci nieustrukturyzowane (wyjatek stanowi domena R3H) i poza domenami wigzania
RNA, zawiera sekwencje LCR (o niskim poziomie skomplikowania) oraz potencjalng domene
prionowa (pPrD). Skonstruowanie zmutowanej wersji genu RBS1 (zamiany Arg57Ala i
His61Ala) w obrebie domeny R3H umozliwito wykazanie istotnej roli tej domeny w wigzaniu




RNA i supresji fenotypu mutanta rpc128-1007. Zbadata takze, wykorzystujac m.in. technike
cytometrii przeptywowej, wplyw nadekspresji Rbsl na progresje cyklu komérkowego
mutanta rpc128-1007 wykazujac, ze jest to specyficzna supresja wzgledem zamiany
wysoce konserwatywnej reszty Gly1007 na reszte alaniny w Rpc128. Mutacja Gly1007Ala w
Rpc128 wplywa na zaburzenie sktadania kompleksu lub obnizenie aktywnosci Pol III RNA
czego konsekwencja jest obnizenie syntezy tRNA oraz objawy fenotypowe takie jak
wrazliwo$é na niskg temperature (fenotyp cs), rézowe zabarwienie i zmiana morfologii
(staja sie wieksze) kolonii oraz zatrzymanie w fazie G1 cyklu komoérkowego (zmniejszona
iloé¢ komoérek paczkujacych), jak wykazata Doktorantka powyzsze cechy niwelowata
nadekspresja Rbsl. Wykorzystujac komérki drozdzy posiadajace dodatkowo mutacje w
genie MAF1 (koduje negatywny regulator Pol III RNA) mgr Marta Ptonka wykazata, ze
zatrzymanie komoérek w fazie G1 cyklu komérkowego spowodowane jest przede wszystkim
zaburzeniem sktadania kompleksu Pol III RNA w mutancie rpc128-1007 a nie obnizeniem
aktywnosci tego kompleksu. Potwierdzita role Rbsl w sprzezeniu sktadania kompleksu Pol
III RNA z cyklem komérkowym pokazujac, ze nadekspresja Rbsl przynajmniej cze$ciowo
przyspiesza wyjscie z fazy G1 cyklu komoérkowego podwdjnego mutanta poprzez
wspomaganie sktadania kompleksu Pol III RNA. Doktorantka zbadata takze wpilyw
nadekspresji dzikiej wersji biatka Rbsl oraz wersji Rbsl ze zmutowana domeng wigzania
RNA - R3H na komérki typu dzikiego potwierdzajac hipoteze, ze zwiekszona ilo$¢ biatka
Rbsl negatywnie wptywa na wzrost, co moze by¢ skorelowane ze zdolnoscig wigzania RNA
(tego efektu nie zaobserwowano dla zmutowanej wersji Rbs1) oraz obniza globalny poziom
translacji poprzez oddziatywanie z biatkami rybosoméw. Autorka pokazata, ze aktywna
domena R3H w biatku Rbsl, przy jego nadekspresji, dziata negatywnie i powoduje
obnizenie poziomu, ale nie stabilnosci biatka Rbs1 stawiajac hipoteze, ze nadekspresja Rbs1
moze mie¢ efekt toksyczny dla komoérek z prawidiowa biogeneza Pol III RNA. Istotng role
aktywnej domeny R3H w Rbs1 wykazata tez w kontekscie tworzenia agregatéw biatka Rbs1.
W szeregu doswiadczen z wykorzystaniem nadekspresji Rbs1 w wersji dzikiej i pozbawionej
potencjalnej domeny prionowej (pPrD) Pani Marta Plonka pokazata, ze pojedyncze,
cytoplazmatyczne agregaty Rbsl: 1) nie majg formy amyloidéw, ani cech typowych
priondw, 2) powstajg gtdwnie w fazie stacjonarnej w zaleznosci od warunkéw wzrostu
komorek, 3) sa strukturami dynamicznymi, ich agregacja jest odwracalna, 4) giéwnie
lokalizujg sie z granulami fazy stacjonarnej, 5) domena pPrD sprzyja, lecz nie jest
niezbedna do ich powstania, 6) na powstanie w mniejszym stopniu wptywa domena R3H.
Doktorantka wysnuta wnioski, iz za tworzenie agregatow mogq odpowiada¢ oddziatywania
Rbs1 zaréwna z RNA jak i innymi biatkami obecnymi w granulach, ale np. oddziatywanie z
helikazg Upfl hamuje agregacje Rbsl. Doktorantka przeprowadzita takze analize wptywu
jondw cynku na tolerancje komérek drozdzy i pokazata, ze delecja genu RBS1, a zwiaszcza
nadprodukcja Rbsl z aktywna domeng R3H, wplywajg na zwigkszenie tolerancji. Jony



cynku takze powoduja wzrost ilosci agregatéow Rbsl a za ich powstanie odpowiadataby
potencjaina domena prionowa.

Rozprawa liczy 150 stron a jej uktad jest typowy dla prac doktorskich, z podziatem na:
zwigzte Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Spis skrétéw, Cel pracy, Wstep
teoretyczny, Materialy, Metody, Wyniki, Dyskusje z podsumowaniem, Wnioski oraz
witasciwie dobrang i cytowana Bibliografie (320 pozycji literaturowych i 7 stron
internetowych). Nalezy podkresli¢c, iz cze$¢ wynikéw przedstawionych w recenzowanej
pracy zostata opublikowana w 2019 roku w renomowanym czasopi$mie z listy filadelfijskiej
Cell Cycle o IFz010 3,699 i punktacji MNiSW - 100, w ktérym mgr Marta Plonka jest
pierwszym autorem oraz w 2015 roku w pracy wieloautorskiej, w ktorej mgr Marta Plonka
jest kolejnym autorem, w Molecular and Cellular Biology (IF2015 4,427, 35 pkt. MNiSW).
Opublikowanie prac w tak dobrych czasopismach s$wiadczy o wysokim poziomie badaih
prowadzonych przez Doktorantke oraz Zespoét Zakitadu Genetyki Instytutu Biochemii i
Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, ktéry od wielu lat, z duzym sukcesem
publikuje wyniki dotyczace biogenezy tRNA u drozdzy Saccharomyces cerevisie.

Rozprawg mgr Marty Ptonki otwiera dos¢ nietypowo rozdziat ,Cel pracy”, w ktérym
Doktorantka sformutowata jasno i jednoznacznie 4 cele badawcze, ktére sg zgodne z
tematem rozprawy.

W drugim, obszernym (31 stron) rozdziale rozprawy ,Wstepie teoretycznym”, w
oparciu o najnowsze dane literaturowe, Doktorantka przedstawita charakterystyke, rodzaj
agregatéw biatkowych oraz ich zwigzek ze starzeniem i chorobami neurodegeneracyjnymi
cztowieka. Czes¢ wprowadzenia poswiecona jest polimerazie III RNA, jej budowie, sktadaniu
kompleksu oraz powigzaniu z cyklem komérkowym. Wstep konczy podrozdziat, w ktérym
Autorka omdwita aktualne informacje o biatku Rbsl. Rozdziat ten stanowi dobre
wprowadzenie do problematyki rozprawy, takze ze wzgledu na wiasciwie dobrane i
opracowane ilustracje. Wiedza przekazana jest w konkretny, przystepny, zwiezty i klarowny
sposdb. Pod wzgledem merytorycznym i jezykowym wprowadzenie napisane jest dobrze,
pewne zastrzezenia mozna mie¢ do sformutowan, ktére wymagalyby wyjasnienia lub
precyzyjnego ujecia: podrozdziat 4.6.1 ,agregaty wyizolowane z moézgdw starych myszy”,
podrozdziat 4.7.2 ,W tym momencie cyklu komdrkowego tDNA znajduje sie w poblizu
kompleksu poréw jadrowych, gdzie jest zakotwiczone za pomocg nukleoporyn Nup60 i
Nup2 oraz kohezyny” (sugerujac, ze chodzi o 1 kohezyne, podczas gdy jest to nie 1
kompleks biatek kohezynowych).

Kolejne dwa rozdziaty zatytutowane ,Materiaty”, ,Metody” (18 stron) zawierajq
informacje  odnosnie  wykorzystanych materiatdw  oraz  stosowanych metod
eksperymentalnych. W swoich badaniach Doktorantka wykorzystata szereg metod biologii
molekularnej i komodrkowej drozdzy, wiasciwych do rozwigzania probleméw bedacych
przedmiotem rozprawy doktorskiej. Rozdziat ten jednak budzi najwiecej zastrzezen. Opis

stosowanych metod nie zawsze jest na tyle precyzyjny, by istniata mozliwo$¢ powtdrzenia



opisywanych doswiadczen, np. warunki wytrzasania z kulkami, warunki sonikacji (6.24, czy
probki pomiedzy cyklami byty w lodzie?), warunki ligacji (6.8, 6,19), warunki wirowania
(brak temp. w 6.2, 6.20, 6.26), warunki transferu biatek (6.12, 6.13). Znalazty sie tez
sformutowania o charakterze zargonowym: ,faze wodng z plazmidem” (6.1), ,DNA
plazmidowe, ktére transformowano do bakterii, gdzie zostato namnozone” (6.18), ,bufor do
probek” (6.13), ,oddawano do sekwencjonowania” oraz takie wymagajace wyjasnienia np.
,Namnozone fragmenty DNA oraz fragmenty (jakie?) plazmidéw sekwencjonowano” (6.7).
Wtaéciwsze bytoby podanie stezenia stosowanych enzymoéw niz ilosci (6.4). Czy w rozdziale
6.8 Doktorantce chodzito o mutageneze ukierunkowana (btad edytorski — mutageneza
kierowana?)?. Prositabym o wyjasnienie czy w rozdziale 6.9 Autorce chodzito o izolacje
catkowitego DNA z komérek drozdzy (w rozdziale Wyniki str. 79 takie okreslenie sie
znajduje)? W tej czesci brakuje mi takze informacji np. ile razy powtarzano analizy Western
blot.

W rozdziale ,Wyniki”, sktadajacym sie z 4 podrozdziatéw (48 stron), Doktorantka
przedstawita gtéwne osiagniecia realizowanych badan, ktére odpowiadaja zatozeniom
zawartym w celu pracy. Opisane s jasno i precyzyjnie, poprzedzone krétkim
wprowadzeniem teoretycznym, kazdy etap badar jest szczegétowo uzasadniony, zaréwno w
zakresie strategii badawczej, wyboru kontroli czy techniki badawczej a wyciagane wnioski
sg poprawne. Wyniki zostaty zaprezentowane w formie graficznej w postaci 25 bardzo
starannie przygotowanych, w wigkszosci wieloelementowych, rysunkéw i 3 tabel, ktérych
jako$é nie budzi zastrzezen. Na podkreslenie zastuguja: warsztat metodyczny, duza ilos¢
wykonanych badan i zebranych danych. Lektura tej czesci pracy byta bardzo interesujaca.
Do tej czesci pracy mam 1 uwage dotyczaca Rys. 26C czy w panelu ,natozone” dla préby z
Rbs1R3H-mCh jest prawidtowa fotografia, bo nie wida¢ tam kolokalizacji z Pab1-GFP a
zdjecie wydaje sie by¢ identyczne jak w panelu ,Pab1-GFP"”? Mam takze pytania do Autorki
pracy i prosze o komentarz: Jakie byly przestanki za wyborem genu CLNI1 jako genu
referencyjnego w reakcji qPCR (Rys. 16C), czy byla wykonana analiza z innym genem
referencyjnym? Jak mozna zinterpretowac wyniki zebrane w tabeli Rys. 16D (chodzi o
réznice miedzy np. [RBS1] a [RBS1-Myc])? W jakiej fazie wzrostu znajdowaty sie komoérki
drozdzy w doswiadczeniu opisanym jako Rys. 23? Czy byto wykonane doswiadczenie z
innymi jonami (niz cynku), w celu zbadania ich wptywu na tworzenie agregatéw Rbs1?

W 11 stronicowej ,Dyskusji”, podzielonej na 6 czesci, autorka dobrze opisata i
ostroznie, ale tez krytycznie przedyskutowata wiasne wyniki z danymi literaturowymi.
Podjeta préby wyttumaczenia watpliwych wynikéow. Dyskusje konczy  krétkie
~Podsumowanie” i ,Wnioski”, w ktérych doktorantka w zwiezty sposéb dokonata syntezy
przeprowadzonych badan, a nastepnie w postaci 7 punktéw zebrata najwazniejsze
osiggniecia i konkluzje. Ciekawa dyskusja pobudzita do zadania pytan, w zwigzku z tym
chciatabym prosi¢ o odniesienie sie mgr Marty Ptonki, podczas obrony, do nastepujacych

zagadnien: czy Doktorantka mogtaby zaproponowac jakie dodatkowe eksperymenty mozna



byloby wykonac¢, aby sprawdzi¢ jak struktura Rbsl wptywa na tworzone przez to biatko
agregaty oraz jako podsumowanie uzyskanych wynikoéw zasugerowac schemat obrazujacy
funkcje Rbsl w komorce drozdzy S. cerevisiae? Poniewaz opisane w pracy badania byty
przeprowadzone w warunkach nadekspresji, prosze o odpowiedz na pytanie: czy i kiedy w
naturalnych warunkach nadekspresja Rbsl w komérkach drozdzy mogtaby odgrywaéd
fizjologiczne znaczenie?

Praca od strony edytorskiej przygotowana jest starannie. Drobne btedy interpunkcyjne,
edytorskie, stylistyczne we wszystkich czesciach pracy, skroty myslowe (nieliczne, np.
aminokwas, zamiast reszta aminokwasowa; N koniec biatka, zamiast aminowy koniec
biatka), (w ,Bibliografii” w 31, 72, 100, 167 pozycjach btedy w tytule, niekompletne dane w
pozycjach 127, 178) uchybienia, ktére z obowigzkdéw recenzenta musze wymieni¢, nie majg
one jednak wptywu na wartos¢ naukowg recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Podsumowujac, cykl doswiadczen wykonanych w ramach pracy doktorskiej przez Panig
mgr Marte Ptonke stanowi solidng, dobrze przemyslang, poprawnie wykonang i opisang
prace naukowq, ktérg oceniam bardzo wysoko. Doktorantka zrealizowata zatozenia i cel
pracy, a uzyskane oryginalne wyniki opublikowata. Uwazam, Zze recenzowana praca
doktorska odpowiada wszystkim ustawowym wymogom stawianym rozprawom doktorskim
okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Na tej podstawie sktadam wniosek
do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie mgr Marty Plonki do dalszych etapdéw

przewodu doktorskiego.
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