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Ocena pracy doktorskiej pani mgr Rézy Szatkowskiej pt.
“The effects of RNA polymerase lll activity on carbon metabolism in the
Saccharomyces cerevisiae model organism”

Oceniana praca doktorska zostata wykonana na wydziale Chemii Politechniki
Warszawskiej pod kierunkiem pani dr hab. Matgorzaty Adamczyk. Autorkg pracy jest
pani mgr Roza Szatkowska, ktéra studiowata na Uniwersytecie Warminsko-
Mazurskim w Olsztynie, gdzie wykonata réwniez swojg prace magisterska. Wydziat
Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warmirnsko-Mazurskiego w Olsztynie nadat jej
tytut magistra Biotechnologii o specjalnosci Biotechnologia Molekularna 25.06.2014 r.
Studia doktoranckie mgr Réza Szatkowska rozpoczeta w grudniu 2014 r na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskie;.

W pracy podjeto prébe wykazania zwigzkéw miedzy metabolizmem
komérkowym a poziomem ekspresji genéw kodujacych tRNA. Do badania tych
zaleznosci wybrano komorki drozdzy Saccharomyces cerevisiae, jako organizm
dobrze scharakteryzowany, dla ktérego wypracowano wiele dogodnych technik
laboratoryjnych umozliwiajacych szczegétowg analize biochemiczng, genetyczng i
fenotypowa. Co wiecej, dla tego organizmu, uzywanego czgsto jako model komarki
eukariotycznej, istniejg rowniez obszerne bazy danych i szereg narzedzi
informatycznych umozliwiajacych prowadzenie analiz bioinformatycznych, w tym
mozliwo$é analizy danych proteomicznych czy badania $ciezek metabolicznych,
wraz z antycypacja wplywu jaki bedg mialy zmiany poziomu czy aktywnosci
enzyméw biorgcych udziat w danych szlakach na ich efektywno$é. Do
przeprowadzenia badan wybrano szczepy drozdzowe scharakteryzowane uprzednio
w literaturze jako szczepy o zmienionej ekspresji genow kodujgcych tRNA i
wykazujace zwigzki tej ekspresji z metabolizmem wegla. Wiadomo, ze ekspresja
genow tRNA regulowana jest zaleznie od Zrédta wegla dostepnego komérkom; w
obecnosci glukozy tRNA jest intensywnie transkrybowane, podczas gdy w obecnosci
glicerolu transkrypcja tych genéw zamiera. Odpowiedzialne za ten efekt jest biatko
Maf1, negatywny regulator polimerazy RNA Ill, ktérego lokalizacja komérkowa
zmienia sie wraz z wyczerpaniem si¢ fermentowalnego Zrédta wegla z
cytoplazmatycznej na jadrowa, co owocuje wyciszeniem ekspresji genéw tRNA. W
pracy wykorzystano fakt, ze w szczepie maffA ekspresja genéw tRNA jest stale
wysoka, natomiast w szczepie rpc128-1007, w ktérym podstawienie aminokwasowe
Gly1007Ala obecne w jednej z podjednostek polimerazy RNA lll (Ret1, inaczej
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Rpc128 lub Pds2) skutkuje obnizona ekspresja genéw tRNA bez wzgledu na
dgstepne Zzrodto wegla. Wyniki zaprezentowane w ocenianej pracy pokazujg jak
wiele mozna sie dowiedzie¢ o regulacji procesdéw metabolicznych umiejetnie stosujac
dostepne technologie, wykorzystujac do tego dwa szczepy o przeciwstawnych
fenotypach i szczep kontrolny.

. Rozprawa ma posta¢ monografii o dlugosci 267 stron, napisanej w jezyku
angielskim, opatrzonej streszczeniem w jezyku polskim. Praca ma ukfad typowy dla
prac eksperymentalnych, z podziatem na rozdziaty. Sktadajg sie na nig: wstep (25
stron), opisu celu pracy, materiatébw i metod (46 stron), oraz wynikéw (73 strony),
dys‘kusji (35 stron), podsumowania oraz bibliografii (509 pozycji). W pracy
umlgszczono ponadto spis tabel, rycin i skrétow uzytych w tekscie, oraz zatgcznik
zawierajgcy dodatkowe tabele i ryciny.

Wstep jest napisany przejrzyscie, przedstawia informacje konieczne do
$wiadomego $ledzenia dalszej czesci rozprawy doktorskiej. Opisano w nim
zaleznoéci pomiedzy polimerazg RNA Il a jej regulatorem Maf1, regulacje lokalizacji
komorkowej i aktywnosci Mafl na drodze fosforylacji/defosforylacji w kontekscie
warunkow  wzrostu, z naciskiem na dostepne Zrodla wegla, oraz
wprowadzajacych/zdejmujacych reszty fosforanowe enzyméw, jak rowniez

szczepow maf1A i rpc128-1007. Przedstawione zostaty takze §ciezki regulacyjne
nadzorujace odpowiedz komérek na réznego rodzaju stresy, w tym gtodzenie
glukozowe, oraz ich wzajemne relacje. W koricu, omoéwione zostaty mechanizmy
pobierania glukozy i alternatywnych Zrédet wegla.

Celem pracy bylo przeprowadzenie analizy poréwnawczej szlakow
metabolicznych, gtéwnie metabolizmu wegla, szczepdw maf1A i rpc128-1007,
charakteryzujacych sie zmieniong (odpowiednio, nadmierng lub sttumiong) ekspresja
genow tRNA.

Materialy i Metody uzyte w toku doswiadczer zostaly opisane wyczerpujgco.
Zwraca uwage duza réznorodno$é zastosowanych w pracy metod. Poczynajac od
klasycznych technik genetycznych i biologii molekularnej, ktérych zastosowanie
umozliwito m.in. przygotowanie koniecznych do prowadzenia badar szczepow (43 z
sposréd 83 skonstruowaia Doktorantka), poprzez liczne testy biochemiczne i
biofizyczne, obejmujace réwniez analize proteomu, metody bioinformatyczne, az po
techniki mikroskopowe.

W tym rozdziale szczegélnie czgsto pojawia sig problem, ktory jest obecny

ostatych cze$ciach rozprawy, mianowicie ignorowanie zasad zapisu

takze w poz
ch dla organizmu Saccharomyces

nazw gendéw, mutacji, czy fuzji genowych przyjety
cerevisiae. Tabela 1, zawierajaca genotypy uzytych w trakcie realizacji badan
szczepéw drozdzowych jest peina tego rodzaju btedéw. Co wigcej, brak
konsekwencji w stosowaniu nawet ,autorskich” wersji zapisu; zdarza sie, ze
Doktorantka stosuje rézne warianty zapisu tej same]j mutacji nawet na jednej stronie
czy w obrebie jednej ryciny (np. Fig.18, hxk2A vs hxk2-A i hxk14 vs hxk1-4). )
W zwigzku z tym proszg © przedstawienie zasad zapisu nazw biatek, genow, mutacji

i fuzji genowych ustalonych dla drozdzy S. cerevisiae.
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W sekcji 3.2.4 Doktorantka pisze o ,homologous recombination of yeast
cells”. Co$ takiego nie istnieje. Rekombinacja homologiczna to proces dotyczacy
DNA a nie komoérek. W tym samym akapicie mowa o ,medium lacking selective
nutrient”, chodzi raczej o ,medium lacking nutrient used for selection”. Takich
niefortunnych sformutowan jest zresztg w tek$cie rozprawy wiece;.

W sekcji 3.2.27 dotyczacej przygotowywania préb wyznakowanych '°C do
celow analizy NMR przedstawiony jest inny schemat hodowania szczepu rpc128-
1007 niz szczepow maf1A i kontroli. Rozumiem che¢ uniknigcia selekcji rewertantow
w czasie hodowli szczepu rpc128-1007 w obecnoséci glukozy, niemniej stosowanie
roznych Zzrodet wegla podczas hodowli poréownywanych szczepéw do celéw
znakowania moze mie¢ wplyw na wydajno$¢ znakowania i na ostateczne wyniki.
Czy nie lepiej rozwazy¢ hodowle szczepdéw na podiozu z glicerolem i §ladowg ilo$cig
glukozy?

Rozdziat Wyniki jest bardzo obszerny ze wzgledu na duza liczbe wynikéw
zawartych w 46 figurach. Przejscie przez te olbrzymig liczbe danych utatwia sposéb
ich przedstawienia. Wiekszos¢ podrozdziatow sekcji Wyniki rozpoczyna racjonaine
uzasadnienia podjecia danych badan a koriczy krotka konkluzjg pozwalajacg na
przejscie do nastepnych etapéw pracy. Percepcje ufatwiaja klarowne, dobrze
przygotowane schematy. Nalezy tez doceni¢ starannos¢ i estetyke licznych
wykreséw zamieszczonych w rozprawie. Szkoda, ze na niektérych z nich zabrakto
informacji o istotnoéci statystycznej otrzymanych wynikoéw (np. Fig. 9, 10, 24, 39).
Niektére z podpiséw rysunkéw nie sg precyzyjne. Przyktadem moze by¢ tu podpis
Fig. 10, w ktorym mowa o ,Mig1, Rtg1 and Tup1 cellular concentration”, gdy
tymczasem analizowane sg poziomy tych biatek, a nie ich stezenia. Nota bene, na
zadnym z obrazéw przedstawiajgcych wynik hybrydyzacji typu western nie
zaznaczono lokalizacji poszczegélnych prazkéw wzorca mas, co uniemozliwia
okre$lenie masy wykrywanych w doswiadczeniu biatek. Brak kontroli negatywnych
uniemozliwia z kolei weryfikacje specyficznosci otrzymanych sygnatow.

Podpis Fig. 12 informuje: ,Mth1 protein has increased stability in the yeast strain with
lowered RNAP Il activity”, gdy tymczasem ponownie analizowano poziom biatka, a
nie jego stabilno$¢. Poniewaz okreslenia ,stability” oraz ,concentration”, uzywane
zamiast ,level” w kontekscie poréwnywania pozioméw biatek, pojawiajg sie nie tylko
w podpisach rysunkéw, ale réwniez w tekscie rozprawy, a nawet w tytule
podrozdziatu (np. 4.1.4), zachodzi obawa, ze Doktorantka nie uswiadamia sobie
roznicy ich znaczen. Stad moje pytania:

Jak mozna by byto ckresli¢ stezenie biatka w komorce?

Jakimi metodami mozna okresli¢ stabilno$¢ biatka?

Chciatabym sie réwniez dowiedzie¢ dlaczego w eksperymencie analizujgcym poziom
biatka Mth1, ktérego wyniki przedstawiono na Fig. 12, zastosowano technike
immunoprecypitacji, podczas gdy w innych przypadkach, np. podczas analizy
poziomu biatek Mig1, Rtg1 i Tup1 (Fig.10) jej nie stosowano, tylko badano poziom
biatek w ekstraktach komérkowych?

Do normalizacji sygnatéw analizowanych biatek Doktorantka stosuje Vma2. Prosze
wyjasni¢ skad sie biorg duze réznice intensywno$ci sygnatéw Vma2 uzyskanych w
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roznych do$wiadczeniach dla probek przygotowanych z komorek szczepé-w
niosgcych te same mutacje (maffl i rpc128-1007), roznigcych sie wylgcznie
obecnoscia metek (zwykle HA) przytaczonych do réznych biatek (Fig. 12, 34, 42, 43,
48)? Zaktadam, ze gdyby Doktorantka zauwazyla wptyw dodania takiej metki do
okreslonego biatka na jego funkcje biologiczne, nie stosowataby takiego sposobu
detekgciji.

Czy zdaniem Doktorantki, poziomy analizowanych biatek, normalizowane do kontroli
dajgcej zréznicowane sygnaty w kolejnych do$wiadczeniach, sg wiarygodne?

Fig. 34 przedstawia m.in. kwantyfikacj¢ wynikéw analizy poziomu Gcn4. Moim
zdaniem kwantyfikacja ta nie przystaje do obrazu przedstawionego blotu.
Przeprowadzona przeze mnie analiza densytometryczna zatgczonego blotu
potwierdza moje watpliwosci. Albo wybrano do przedstawienia w rozprawie odlegty
od pozostatych powtérzen biologicznych wynik, albo nalezy przeprowadzic
kwantyfikacje ponownie. Z analizy przedstawionego blotu wynika, ze poziomy Gcn4
w analizowanych trzech szczepach sa podobne, tylko w warunkach hodowli na
glukozie ich poziomy sg troche wyzsze niz w warunkach hodowli na glicerolu.
Przypominam, ze uzyskany wynik jest podstawa p6zniejszych analiz i wnioskéw.

Skoro juz mowa o wynikach eksperymentéw, ktére mogg by¢ Zrédiem
pochopnych wnioskéw, to chciatabym zwréci¢ uwage na sposéb przeprowadzenia
prostego eksperymentu poréwnujgcego tempo wzrostu analizowanych szczepoéw.
Wsrdd badaczy rozpowszechniony jest btedny zwyczaj wyznaczania krzywych
wzrostu wzgledem ODggo. Tymczasem, wzrost ODggo nie zawsze koreluje z tempem
podziatow komorek. Jest wypadkowg tempa ich podziatéw, oraz ich cech
morfologicznych, takich jak wielko$¢, przeziernosé, grubosc sciany. Co wiecej, cechy
te moga ulega¢ zmianom pod wptywam stresu. Zdecydowanie bardziej wiarygodnym,
mimo, ze bardziej meczgcym sposobem analizy krzywych wzrostu komoérek jest
wyznaczanie ich na podstawie liczby komérek na jednostke objetosci hodowli. Przy
okazji, trudno nazywa¢ krzywa wzrostu wynik przedstawiony na Fig.26 C, skoro
komoérkom nie dano szansy nawet na 3 podziaty. Tak krotki czas prowadzenia
doswiadczenia nie wystarczy, by zobaczy¢ efekt auksotrofii, co bylo celem tego
doswiadczenia, bo na tyle podzialdbw wystarczajg zwykle zapasy
wewnatrzkomérkowe.

Powad, dla ktédrego, mimo zdarzajgcych sie niedociagnieé, przedstawiona do
oceny praca mi si¢ podoba, to specyficzny sposéb zadawania pytarn o nature
procesow biologicznych i wynikajacy z tego podejscia logiczny ciag
eksperymentalny. Wychodzac z prostej obserwacji, 2e poziom ekspresji
transporteréw glukozy jest zmieniony w szczepach maf1A i rpc128-1007 w stosunku
do poziomu obserwowanego w szczepie typu dzikiego oraz zalezny od Zrédia wegla
dostgpnego w podiozu, wysnuto $mialg hipoteze o zaleznosci metabolizmu
komdrkowego od dostgpnosci puli tRNA. Nastepnie, angazujgc coraz to nowe, w tym
globalne technologie, przeprowadzono eksperymenty umozliwiajace wykazanie, ze
istotnie taki zwigzek istnieje. Wskazano, ze opiera sie on na wzajemnym
oddziatywaniu migdzy $ciezkami sygnatowymi przekazujacymi informacje o
zasobach s$rodowiska, w tym o poziomie glukozy, oraz o potencjale wewnetrznym,
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ktérego markerem jest m.in. poziom dostepnosci substratéw do syntezy biafek.
Praca przyniosta wiele danych o zmianach zachodzacych w metabolizmie wegla, gdy
komorki, ze wzgledu na defekt genetyczny, uniemozliwiajgcy ptynne dostosowywanie
ekspresji genéw warunkujacych potencjat wzrostowy (tu puli tRNA) do sygnatéw
zewnetrznych nie sg zdolne do prawidlowej reakcji na zmieniany $rodowiskowe.
Mozna tu upatrywac zwigzkéw ze zmianami zachodzacymi w metabolizmie komérek
nowotworowych. Ponadto, praca przyniosta nowe dane o regulacji proceséw
komérkowych, tak na poziomie efektoréw, takich jak transportery glukozy czy
enzymy ze szlakow metabolizmu wegla, jak i ich regulatoréw, dziatajacych na
réoznych etapach ekspresji genow.

Dyskusja jest wnikliwa i obszerna. Podsumowuje uzyskane wyniki i
konfrontuje je z danymi opublikowanymi przez innych badaczy. Dyskusja to
zdecydowany atut tej pracy, $wiadczy nie tylko o dobrej znajomosci literatury
przedmiotu, ale réwniez o umiejetnosci krytycznej oceny wiasnych wynikéw i
umiejetnosci stawiania dalszych pytarn. Stowem Dyskusja $wiadczy o dojrzatosci pani
mgr Rézy Szatkowskiej jako badacza.

Pani mgr Réza Szatkowska przedstawita wartosciowg rozprawe doktorska,
prezentujacg wyniki przeprowadzonych przez nig badari eksperymentalnych, ktore
umozliwity wysnucie waznych z naukowego punktu widzenia wnioskéw. Doktorantka
wykazata sie dojrzatoscia naukowag w interpretacji rezultatéw serii dobrze
przemyslanych eksperymentéw przeprowadzonych z wykorzystaniem bogatej palety
szczepéw drozdzowych niosgcych w genomie odpowiednie mutacje badz
konstrukcje, ktérych wprowadzenie umozliwia $ledzenie lokalizacji komérkowej biatek
lub tez ich interakcji. Opanowata réwniez bardzo szeroki wachlarz technik, co w
rezultacie umozliwito uzyskanie nowych, istotnych informacji, pozwalajgc na lepsze
zrozumienie powigzan migdzy pozornie odlegtymi procesami regulacjg transkrypcji
tRNA i metabolizmem komérkowym. Podsumowujac, recenzowana praca w petni
speinia warunki stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora, okreslone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018r. (z pozniejszymi zmianami) Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668).

Gratulujgc Doktorantce oraz jej pani Promotor uzyskania wazkich wynikéw, z
przyjemnoécig wnosze do Rady Naukowe;j Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Warszawskiej o dopuszczenie pani mgr Rozy Szatkowskiej do dalszych,
przewidzianych przepisami, etapéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na wartosé
naukowg pracy oraz opublikowanie duzej czesci wynikéw w liczacych sie
migdzynarodowych czasopismach wnioskuje réwniez o wyrdznienie rozprawy
stosowng nagroda.
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