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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Ptonki

~Agregacja biatka Rbs1 i jego wplyw na kontrole cykiu

komdrkowego u drozdzy Saccharomyces cerevisiae”

1. Ocena merytoryczna
a) trafno$¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnoé¢

W komdrkach, rozdziat faz biatek jest scisle regulowany, aby utrzymac metastabilny stan kondensatow
molekularnych i unikng¢ ich dalszej agregacji w warunkach stresu proteotoksycznego. Prowadzi to do
stworzenia nieobtonionych struktur, stanowigcych podstawe wielu rodzajow tzw. granul. Do ich
powstania przyczyniajg sie odziatywania biatko-biatko i biatko-RNA.

Temat podjety przez Autorke dotyczy drozdzowego biatka Rbs1- jego struktury i petnionej funkcji,
szczegdlnie w odniesieniu do Polimerazy Il RNA oraz jego wtasciwosci priono-podobnych.

Temat podjety przez Autorke jest istotny i aktualny. Po pierwsze dotyczy badan molekularnego
mechanizmu wspomagania formowania Pol lll przez Rbs1. Po drugie jest zwigzany ze zdolnoscg Rbs1
do tworzenia agregatéw wewnatrzkomadrkowych, a proces regulacji rozdziatu faz biatek w warunkach
normalnych i stresowych jest nadal stabo poznany.

b) uzyskane rezuitaty i ich znaczenie dla nauki

Uzyskane wyniki wykazaly, iz Rbsl wigze sig z kompleksem Polimerazy lll, bierze udziat w jego
sktadaniu i moze ulatwia¢ jego translokacje do jadra. Rowniez, dzieki wnikliwej analizie
bioinformatycznej Autorka wyszukata pokrewienstwo biatka Rbs1 do rodziny biatek zawierajacych
domernie R3H i powigzanych ¢ ludzkim biatkiern ARPP21. W dalszych badaniach udalo Jej sig pokazac
znaczacy wplyw tej domeny na m.in. supresje fenotypu mutanta rpc 128-10007, charakteryzujgcego
sie zaburzonym sktadaniem kompleksu Polimerazy lll, a tym samym translacji, oraz zdolnosci do
tworzenia agregatow przez biatko Rbsl w warunkach jego nadekspresji. Co wiecej, praca zawiera
charakterystyke powstajgcych agregatow, dostarcza informacji na temat ich nieamyloidowego
charakteru i sugeruje ich role w fizjologii komarki drozdzy. Wyniki dysertacji zostaty wykorzystane w
artykutach opublikowanych w Cell Cycle oraz Molecular and Cellular Biology o wspdiczynniku
oddziatywania odpowiednio IF = 3.3 i 3.7. Artykuly wchodzgce w skiad rozprawy to prace wysokiej
jakosci. Dobrze i klarownie napisane, zawierajgce wnikliwe analizy. Ryciny sg estetyczne i przejrzyste.
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Sukces publikacyjny wskazuje na jakos¢ prezentowanych danych, a podczas procesu publikacji zostaty
one juz pozytywnie zweryfikowane przez specjalistow.

c) poprawno$¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna

Oceniana rozprawa doktorska zostata napisana po polsku. Mimo, iz Doktorantka nie ustrzegta sie
btedow stylistycznych i interpunkcyjnych, rozprawa napisana jest klarownie oraz poprawnie pod
wzgledem formaino-jezykowym. Natomiast przekfad na angielski Streszczenia mogiby by¢
staranniejszy i bardziej zgodny z polskg wersja jezykowa.

2. Ocena metodologiczna
a) dobér literatury i umiejetnoé¢ jej wykorzystania

Autorka dobrata odpowiednig literature, cytujgc adekwatne prace oraz wyciggajac wiasciwe wnioski.
W kilku miejscach mozna byto zdecydowaé na aktualniejsze opracowania i wykorzystaé je w we
wstepie i dyskusji.

b) poprawno$¢ formutowania probleméw badawczych

Wartos¢ merytoryczna rozprawy nie budzi zastrzezen. Gtéwnym celem badan prowadzonych byto
dogtebniejsze scharakteryzowanie funkcji biatka Rbs1 i w toku badan udato sie naswietli¢ zaréwno
pozytywne, jak i negatywne aspekty jego zwiekszonej produkcji w komdrkach drozdzy. Doktorantka
zainicjowata swojg praca ciekawy problem badawczy dotyczacy agregacji biatka Rbsl. Ponadto,
logicznie sformulowata powigzane hipotezy badawcze i z powodzeniem je udowodnifa. Praca opiera
sig na przemyslanym i dobrze zaplanowanym i wykonanym cykiu dodwiadczen. Jednoczesnie wyniki
uzyskane przez Autorke stanowig istotny wkiad do wiedzy na temat mechanizméw potencjalnych
zaburzen transkrypcyjnych zwigzanych z tendencjg do agregacji czynnikéw odpowiedzialnych za
funkcjonalnosé polimeraz.

c) trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawczych

Doktorantka wykorzystata szereg metod badawczych. W ich zakres wchodzg metody biologii komérki,
biologii molekularnej i analizy bioinformatyczne. Wydaje sig, ze Autorka rozwaznie dobrata narzedzia
badawcze.

d) prawidtowo$¢ struktury pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa przedstawiona zostata na 151 stronach, podzielona na czesci,
obejmuijace: streszczenie w jezyku poiskim i angielskim, wstep, materialy i metody zastosowane w
pracy, wyniki oraz dyskusje. Praca ma zatem prawidtowy ukiad i struktury podziatu tresci.

Dyskusyjny jest tytut, sugerujacy zwigzek miedzy agregacjg Rbs1 oraz wptywem tego procesu na cykl
komorkowy, czego ta praca bezposrednio nie dotyczy. Wstep jest diugi i zaczyna sie od opisu procesu
agregacji w komorkach. Imponujaca jest ilos¢ przekazywanej informacji, ale zastanawiam sie nad ich
wtasciwg selekcjg i odpowiednim ustawieniem w kolejnosci waznosci. Wydaje mi sie, ze najistotniejsza
cze$é, to ta, dotyczaca samego biatka Rbsl, a zajagta niewielka, ostatnig cze$é¢ wstepu. Natomiast
agregacja stanowi wazny, ale ostatni rozdziat w czesci eksperymentalnej i podobnie tak bym go
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umiescit we wstepie. Rowniez wybér informacji do wstepu, szczegélnie do czedci o agregacji mogtby
by¢ bardziej selektywny, a informacje uporzadkowane. Brakuje tabel podsumowujgcych rodzaje
agregatow/granul, ich charakterystyke, molekularne podstawy itp. W czeéci eksperymentalnej zawarte
hipotezy sg dobrze uzasadnione, a wnioski wyciggniete z obserwacji prawidtowe. Czyta sie te czeéé
swobodnie. Eksperymenty zostaty przeprowadzone z dbatosciag o kontrole, ale brakuje dokfadniejszych

analiz statystycznych eksperymentow.

Dyskusja jest odpowiednio zwigzta, aczkolwiek szczegdtowa i poszerzona o dodatkowe informacie z
najnowszych wynikéw z Pracowni. Podobato mi sie wiele fragmentdw na temat zaobserwowanych
fenotypow i funkcji biatka Rbs1 w procesie sktadania Pol Il RNA oraz mechanizmdéw molekularnych
odpowiedzialnych za agregacje Rbs1 i jego wtasciwosci prionowych. Jednak w podsumowaniu trudno
byto mi sie rozeznac, co jest hipotezg, a co zostato zweryfikowane eksperymentalnie.

Ogolnie, praca mogtaby by¢ staranniejsza, gdyz zawiera wiele btedéw jezykowych. Dodatkowo, brakuje
na jednej z figur histogramu cyklu komorkowego jednego z mutantow. Wystepuijg tez niescistosci, np.:
w opisie metody byly 3h, a w czesci eksperymentalnej 2h, na wykresie byto 20%, a w tekscie 2%. To sg
moze drobiazgi, ale $wiadczg o niestarannosci w przygotowaniu tej rozprawy.

3. Uwagi
Brakuje odniesien do nazw i skrétow angielskich pojeé.
Na stronie 52, punkt 6.15 zastosowana metoda nie jest opisem profilowania rybosomow.

W punkcie 6.17: ,Ustalanie globalnego poziomu translacji’’ moje pytanie dotyczy wykonania
procedury. Czy zgodnie z protokotem komérki hodowane byly w pozywce pozbawionej metioniny?
Brakuje tej informacji.

7.2.1, duzy fragment tego podrozdziatu nie dotyczy badania fenotypu mutanta; skfaniatabym sie do
wydzielenia kolejnego podrozdziatu: analiza modelu struktury Pol Il RNA

Punkt 7.2.2, strona 71. Na zdjeciach przedstawiajgcych morfologie komdrek w kontrascie fazowym
trudno odczytac skale, rowniez brakuje opisu zastosowania kontrastu fazowego w metodach. Czy byta
réwniez rozwazana opcja zbadania kontrolnie morfologii i proliferacji komdrek mutanta rpc128-1007
nadekspresjonujacego Rbs1 ze zmutowang domeng R3H?

W podrozdziale 7.2.3 wyniki skupity sie bardziej na pokazaniu, ze obnizona transkrypcja tRNA nie jest
przyczyng opodznionego wyjscia z fazy G1 cyklu komorkowego i tego powinien dotyczy¢ tytut.

Punkt 7.3.1, strona 79. Tytut podrozdziatu magtby by¢ bardziej precyzyjny, tak jak sformutowano go w
spisie tresci: Domena R3H negatywnie wptywa na stabilnos¢ plazmidu lub ekspresje Rbs1

Rys. 13., poziom prekursorowego tRNA jest wyzszy w podwdjnym mutancie niz w rpcl128-1007, ale
jesli sie wezmie pod uwage wszystkie prekursory tRNA, szczegdlnie t(L), to nadal to rézni sie od
szczepu dzikiego; pytanie, czy to nie mogloby mie¢ wplywu na postep cykiu komdrkowego w

podwdjnym mutancie?

Rys. 14, brakuje histogramu rpc128-1007
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Rys. 17., ma jakiej podstawie przyjeto istotno$¢ statystyczng p<0.1?

Rys. 21, panel B, brakuje transformantow zawierajgce plazmid kontroiny z mCherry.
Rys. 25., brakuje analizy mutantow Rbs1.

Rys.26, proszg o wyjasnienie przyjetej strategii liczenia procentu kolokalizacji agregatéw Rbs1-mCh z
okreslonymi granulami, ze wzgledu na to, ze suma kolokalizacji z poszczegdlnymi markerami znacznie
przekracza 100%.

4. Pytania

1. W jaki sposob agregaty Rbs1 mogtyby sie przyczynia¢ do zwigkszonej opornosci komérek drozdzy na
jony cynku?

2. Jak nadekspresja Rbs1 wptywa na aktywno$¢ polimerazy Il w szczepie WT?

3. Dlaczego nadprodukcja biatka Rbs1 ze zmieniong domeng R3H nie powoduje obnizenia poziomu
translacji? Czy moze to by¢ zwigzane z niemoznoscig zmutowanego biatka do wigzania sekwengji
regulatorowych 3'UTR?

4. Rys. 30, jaki jest zwigzek miedzy niezdolnoscig do tworzenia agregatéw przez Rbsl a stabszym
wzrostem hodowli w czasie stresu?

4. Czy biatko Cdc48 reguluje granulacje Rbs1?
5. Ocena

Moja ocena rozprawy doktorskiej mgr Marty Ptonki zatytutowanej: ,Agregacja biatka Rbs1 i jego
wptyw na kontrole cyklu komdrkowego u drozdzy Saccharomyces cerevisiae” jest pozytywna. Badania
naukowe stanowigce podstawe tej pracy doktorskiej s3 na wiasciwym poziomie technicznym i
merytorycznym. Uwazam, ze rozprawa spefnia warunki okreslone ustawie o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wnosze o dopuszczenie mgr Marte
Ptonke do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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