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Pani Réza Szatkowska uzyskata tytut magistra Biotechnologii o specjalnosci Biotechnologia Molekularna
25.06.2014 r. Tytut magistra zostat nadany przez Wydziat Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warmirisko-
Mazurskiego w Olsztynie. Nastepnie kandydatka rozpoczeta studia doktoranckie na Wydziale Chemicznym
Politechniki Warszawskiej. Kandydatka ubiega sie o nadanie stopnia doktora po raz pierwszy. Przedstawiona
mi do oceny rozprawa doktorska mgr Rozy Szatkowskiej zostata wykonana w Laboratorium Systemow i Biologii
Syntetycznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Prace badawcze zostaty przeprowadzone
pod kierunkiem dr hab. inz. Matgorzaty Adamczyk.

Badania przeprowadzone w ramach przedstawionej mi rozprawy dotyczyly charakterystyki zmian strategii
metabolicznych indukowanych przez modulacje aktywnosci polimerazy trzeciej. Polimeraza trzecia odpowiada
za produkcje kluczowych dla funkcjonowania komérki niekodujgcych RNA takich jak tRNA, Rnazy P, 5SRNA, U6
snRNA czy 7SL RNA. Poziom dostepnych tRNA czy 5SRNA moze wptywac na wydajnos¢ translacji, natomiast
poziom U6 snRNA bedzie miat wptyw na splicing, a 7SL RNA na prawidtowy poziom i lokalizacje biatek w
komdrce. Translacja jest procesem kluczowym dla funkcjonowania, a biatka sg najliczniejszym strukturalnym i
funkcjonalnym elementem komérki. Dodatkowo wiekszo$¢ energii produkowanej przez szybko dzielacy sig
komérke drozdzowg jest zuzywana wtasnie na produkcje biatek. Poprzez modulacje aktywnosci polimerazy
trzeciej mozna wiec posrednio wptywaé na proces produkcji biatek, a co za tym idzie na ekonomie
energetyczng catej komorki. Produkcja tRNA przez polimeraze trzecig musi wigc by¢ regulowana w zaleznosci
od warunkéw, a komérki rosngce wolno lub poddane stresowi Srodowiskowemu zmniejszajg aktywnos¢
polimerazy Ill. Jedynym jak do tej pory poznanym regulatorem aktywnosci polimerazy trzeciej jest jej represor
biatko Maf1, ktére jest konserwowane u wszystkich eukariota. Wczesniejsze prace wykazaty ze genetyczne
manipulacje prowadzace do zwiekszenia lub zmniejszenia aktywnosci polimerazy trzeciej prowadza do zmiany
w strategii metabolizmu zrédta wegla i wtasnie doktadne opisanie tych zmian oraz préba zaproponowania
mechanizmu odpowiedzialnego za ich indukcje autorka postawita sobie za cel.

Aby zatozony cel osiggnaé autorka uzywa dwu dobrze scharakteryzowanych mutantéw drozdzy piekarniczych.
Szczep z delecjg wspomnianego juz genu MAFI ktérego produkt jest supresorem aktywnosci polimerazy
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trzeciej jest tutaj wykorzystany jako model zwiekszonej aktywnosci polimerazy. Szczep rpc128-1007 z mutacjg
punktowg w podjednostce Retl polimerazy trzeciej, ktory zostat zidentyfikowany jako supresor fenotypu
delecji MAF1, zostat tutaj uzyty jako model zmniejszonej aktywnosci polimerazy trzeciej. Jesli chodzi o
metabolizm cukréw to szczep z delecjg genu MAF1 wykazuje staby wzrost na niefermentowalnym Zrédle wegla
- glicerolu, natomiast szczep z mutacjg polimerazy trzeciej radzi sobie stabiej na glukozie - podtozu
fermentowalnym. Na niefermentowalnym zrdédle wegla komérki drozdzy uzyskujq energie gtéwnie w procesie
oddychania, natomiast drozdze rosngce na glukozie uzyskujg energie na drodze fermentacji. Fenotypy
badanych szczepéw sugeruja wiec, ze manipulacja aktywnoscig polimerazy trzeciej prowadzi do zmian w
strategii metabolizmu energetycznego komarki.

W celu charakterystyki metabolizmu badanych szczepéw autorka zastosowata imponujgcy zestaw
adekwatnych metod biologii molekularnej i genetyki. Przede wszystkim przeprowadzono ilosciowg analizg
proteomu badanych szczepéw. Nastepnie przeanalizowano aktywnosci wybranych enzyméw szlaku
metabolizmu wegla, wyznaczono ilosci wybranych metabolitow czy okreslono kinetyke przebiegu kluczowych
proceséw. Z pomocg metod Western blot czy real time PCR zbadano poziomy RNA i biatek wybranych
regulatoréw. Z uzyciem znakowanych izotopem analogéw zrédet wegla przeprowadzono analize przeptywu
metabolitéw w $ciezce metabolizmu wegla. Dodatkowo przedstawiono analize interakcji biatek metodami
mikroskopii fluorescencyjnej.

Otrzymane przez autorke pracy wyniki potwierdzaja, ze modulacja aktywnosci polimerazy trzeciej prowadzi
do zmian w metabolizmie wegla. Metabolizm wegla jest regulowany przez sygnaty srodowiskowe, gtéwnie
dostepnosé zrédta wegla, w tym przypadku glukozy. Zmiana aktywnosci polimerazy trzeciej powoduje, ze
komérki modulujg swéj metabolizm niezaleznie od $rodowiska, innymi stowy zostaje aktywowany jaki$
wewnatrzkomérkowy sygnat indukujgcy obserwowang zmiane, ktéry jest dominujacy wzgledem sygnatow
$rodowiskowych. W szczegélnosci autorka zaobserwowata, ze u drozdzy wykorzystujacych glukoze jako
gléwne zrédto wegla zwiekszenie aktywnosci polimerazy trzeciej powoduje dodatkowa indukcje glikolizy,
akumulacje cukréw zapasowych — glikogenu i trehalozy, a takie zwigkszenie aktywnosci szlaku
pentozofosforanowego. Tymczasem zmniejszenie aktywnosci polimerazy powoduje inhibicje glikolizy i
mniejszg akumulacje cukréw zapasowych, koreluje to tez ze stabszym tempem wzrostu takiego szczepu na
podtozu z glukozg. Autorka zauwaza takze znacznie zwigkszong aktywnos¢ Sciezek biosyntezy aminokwasow
w szczepie ze zmutowang polimerazg trzecia i celnie identyfikuje Zzrédto tej indukcji —czynnik transkrypcyjny
Gcen4, ktéry jest jednym z gtéwnych kontroleréw metabolizmu aminokwaséw w komérce. Autorka wykazuje,
ze szczep z delecja MAF1, a co za tym idzie z bardziej aktywng polimeraza, ma obnizong aktywnos¢ cyklu
kwaséw trikarboksylowych. Jest to szczegélnie widoczne na niefermentowalnym Zrédle wegla. Autorka
sugeruje, ze ta inhibicja jest gtéwnym powodem stabego wzrostu szczepu z delecja MAF1 na glicerolu, a
mutacja rpc128-1007 polimerazy trzeciej powoduje rewersje tego fenotypu przez przywrécenie prawidtowego
funkcjonowania cyklu kwaséw trikarboksylowych.

Reasumujac, autorka osiagneta zatozone cele pracy i przedstawita wnikliwg analize metabolizmu wegla w
komérkach z rézng aktywnoscia polimerazy trzeciej. Wiele eksperymentéw wykonanych przez autorke miato
na celu identyfikacje $ciezek, ktére posrednicza w generowaniu zmian metabolicznych w badanych mutantach.
W tym kontekécie najwazniejszym odkryciem jest identyfikacja indukcji Gen4. W obu szczepach ze zmieniong
aktywnoscig polimerazy zaobserwowano indukcje tego czynnika, ale jest ona szczeg6lnie mocna w szczepie z
obnizong aktywnoscig polimerazy trzeciej. Z kolei indukcja Gend, ktory jest czynnikiem transkrypcyjnym, jest
w stanie wyttumaczy¢ wiele ze zmian obserwowanych w mutancie ze zmniejszong aktywnoscig polimerazy.
Oprécz zwigzku z Gend autorka zidentyfikowata takze ciekawe powigzania z innymi czynnikami
zaangazowanymi w modulacje metabolizmu wegla, mam tu na mysli zmiany w aktywnosci kinazy biatkowej
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zaleznej od cAMP (PKA) zaobserwowane w obu szczepach, a takze odkrycie interakcji miedzy biatkiem Mafl a
czynnikami powigzanymi z translacjg i regulacjg drozdzowej kinazy SNF1 aktywowanej poziomem AMP.
Sciezki metaboliczne a takze strategie metabolizmu energetycznego sg konserwowane wsrdd eukariota,
podobnie jak regulacja polimerazy trzeciej, dlatego mechanizmy zidentyfikowane przez autorke bedzie mozna
z duzym prawdopodobieristwem odnie$¢ do innych organizméw. Co istotniejsze zaburzenia metabolizmu
energetycznego ale tez defekty aktywnosci polimerazy trzeciej lezg u podstaw wielu jednostek chorobowych.
W dyskusji autorka zwraca uwage, ze duzo aspektow metabolizmu szczepu z delecjg genu MAF1 przypomina
metabolizm komdrek rakowych. Komarki rakowe takze moga mie¢ zwiekszony poziom RNA-transportujacych
i czesto charakteryzujg sie podwyzszong glikolizg i uniezaleznieniem od sygnatéw Srodowiskowych. Te
podobiefstwa a takze fakt, ze efekt ten moze by¢ ,odwrdcony” przez inhibicje polimerazy dodajg
dodatkowego znaczenia otrzymanym wynikom. W moim odczuciu temat poruszony i wyniki otrzymane w
pracy sg istotne zaréwno z perspektywy biologii podstawowej jak i mogg by¢ pomocne w zrozumieniu podstaw
fenotypdw chordb zwigzanych z defektami aktywnosci polimerazy trzeciej.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim, z zastosowaniem klasycznego uktadu podziatu
tekstu na: wstep, materiaty i metody, wyniki, dyskusje oraz spis literatury. Dodatkowo wyodrebnione zostaty
pomocne sekcje okreslajgce gtéwne cele projektu badawczego oraz podsumowujgce otrzymane wyniki. Wstep
zostat poprzedzony streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Zamieszczony wykaz skrétéw tabel i rycin
pomaga w szybkim poruszaniu sie po tekscie. PiSmiennictwo uzyte w rozprawie nie budzi moich zastrzezen.
Praca pod wzgledem edytorskim przygotowana zostata starannie. Zastrzezenia moze budzi¢ wybdr szarej
czcionki do opisu rycin, ktéry powoduje, ze te sekcje trudniej sie czyta. Ryciny sg jednak przygotowane
starannie i dobrze dopetniajg tekst. W moim przekonaniu tekstowi brakuje troche wigcej zwigztosci, jednak
generalnie autorka wywigzata sie dobrze z zadania opisu stanu wiedzy, swoich wynikéw a takze ich dyskusji.
Rozdziat ,wstep” stanowi dobre wprowadzenie do tematyki badan. Autorka przedstawia w nim aktualny stan
wiedzy dotyczacy analizowanych mutantéw polimerazy trzeciej. Nastgpnie autorka opisuje najwazniejsze
Sciezki sygnalizacyjne zaangazowane w metabolizm glukozy. Opis skupia sie na procesach ktore sg istotne w
kontekscie przeprowadzonych w projekcie badan Sciezce kinazy PKA oraz kinazy SNF1. Metabolizm
energetyczny drozdzy to temat badany od dziesiecioleci, w czasie ktérych zebrano bardzo duzg ilo$¢ informacji
o tym procesie. Autorka w swojej rozprawie udowadnia, ze z tematem zapoznana jest bardzo dobrze. Jednak
w mojej opinii w tym rozdziale zabrakto troche zwigztosci. Praca zyskataby na atrakcyjnosci, gdyby autorka w
bardziej jasny i syntetyczny sposéb wyjasnita interakcje miedzy réznymi Sciezkami regulacji metabolizmu
wegla. Z drugiej strony miatem wrazenie, ze Sciezka sygnatowa przez kinaze TOR i jej wptyw na metabolizm
wegla mogtby by¢ lepiej opisany.

Rozdziat ,Materiaty i Metody” zawiera poprawny opis metod i materiatéw badawczych zastosowanych w
pracy. Zastosowana metodyka badan jest odpowiednia, a zakres stosowanych metod bardzo szeroki, od
biochemii poprzez genetyke, metabolomike, proteomike, analize danych az do technik mikroskopowych.
Opanowanie przez autorke wszystkich wymienionych technik jest bardzo imponujace i dodatkowo wptywa na
wysoka ocene pracy. Nalezy tez zauwazy¢ duzg ilo$¢ szczepéw drozdzowych skonstruowanych przez autorke
w trakcie wykonywania projektu.

W rozdziale ,Wyniki” autorka szczegétowo opisuje przeprowadzone eksperymenty. Oprdcz technicznego
opisu eksperymentdw i ich wynikow autorka wtaczyta tu takze elementy dyskusji i dos$¢ szerokie wyjasnienia
motywacji przeprowadzenia poszczegdlnych testow. Jest to jak najbardziej uzasadnione ze wzgledu na
szerokos$¢ podejmowanego tematu. W centrum catej pracy znajduje sie analiza proteomiczna, na podstawie
ktérej wyciggane sg wnioski i stawiane hipotezy badawcze, ktére autorka sprawdza eksperymentalnie. Drugim
najwazniejszym eksperymentem jest moim zdaniem analiza przeptywu metabolitéw w $ciezce metabolizmu
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wegla. Badanie to zostato przeprowadzone w ramach kolaboracji z naukowcami z Institute of Metabolism and
Systems Research, University of Birmingham, a wspétpraca finansowana byta dzieki prestizowemu EMBO
Short-Term Fellowship. Ta udana miedzynarodowa wspoétpraca dobrze $wiadczy o zdolnosci autorki do
kolaboracji z innymi naukowcami. Generalnie wykonane eksperymenty uktadajg sie w logiczny ciag,
technicznie praca jest wykonana dobrze i starannie, a odpowiednie kontrole sg opisane. Najwazniejsze
odkrycia i konkluzje osiggniete w ramach projektu sg wymienione przez autorke w rozdziale podsumowujgcym
prace i mozna je stresci¢ w kilku punktach:
® Modulacja aktywnosci polimerazy trzeciej prowadzi do zmian metabolizmu komérki, zmiany te s
niezalezne od $rodowiska mozna wiec stwierdzi¢, ze sygnat wewnatrzkomérkowy generowany przez
zwiekszenie lub zmniejszenie aktywnosci polimerazy jest dominujacy wzgledem sygnatow
Srodowiskowych. '
] Delecia MAF1 powoduje zwiekszenie aktywnosci Sciezki glikolizy, a takze szlaku
pentozofosforanowego i $ciezek akumulacji glikogenu i trehalozy oraz glicerolu.
® Mutacja rpc128-1007 powoduje obnizenie aktywnosci Sciezki glikolizy i zmniejszenie relatywnej ilosci
enzymow glikolitycznych.
W obydwu badanych mutantach dochodzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego Gen4.
Zmiany proteomu obserwowane w mutancie polimerazy rpc128-1007 mogg by¢ w duzej mierze
wyttumaczone przez aktywno$é Gen4.
® W przypadku obydwu badanych mutantéw zauwazono obnizong aktywnos¢ cyklu kwasow
trikarboksylowych na fermentowalnym zrédle wegla. Metabolity z cyklu kwaséw trikarboksylowych s3
za to przekierowane do syntezy aminokwasow.

® W obydwu badanych szczepach zaobserwowano podwyzszony poziom acetyl koenzymu A i
wywnioskowano, ze jest to wynikiem zwigkszenia aktywnosci reakcji anaplerotycznych cyklu kwasoéw
trikarboksylowych.

® Fenotyp wzrostowy szczepu z delecja MAF1 na pozywce z glicerolem w podwyzszonej temperaturze

jest rezultatem obnizonej aktywnosci cyklu kwaséw trikarboksylowych i przekierowania metabolitow
w strone syntezy alaniny. Natomiast supresja tego fenotypu przez mutacje polimerazy trzeciej
nastepuje dzieki zwiekszeniu aktywnosci cyklu kwaséw trikarboksylowych w takim szczepie.

® Opisano zmiany aktywnosci kinazy PKA, w szczepie z mutacja polimerazy zaobserwowano aktywacje
PKA niezaleznie od zrédta wegla, natomiast w szczepie z delecjg MAF1 zaobserwowano zmniejszong
aktywnos¢ PKA na podfozu z glicerolem. Co ciekawe redukcja aktywnosci PKA poprzez nadekspresjg
jej inhibitora biatka Bcyl miata odwrotny efekt na akumulacje glicerolu i trehalozy w badanych

szczepach.

® W obydwu szczepach zaobserwowano zmniejszong ilo$¢ biatka Pho85, co sugeruje zmiany w
homeostazie fosforu.

° Zasugerowano, ze samo biatko Mafl moze regulowaé metabolizm cukréw, gdy zlokalizowane jest w

cytoplazmie, $wiadczyé o tym moze wykryta fizyczna interakcja tego biatka z czynnikami

zaangazowanymi z represje glukozowa.
W rozdziale ,Dyskusja” autorka w ciekawy sposéb podsumowuje otrzymane wyniki oraz wyciaga z nich
logiczne wnioski. Najwazniejsze konkluzje pokrywaja sie z przytoczonymi juz przeze mnie punktami. Mnie
szczeg6lnie zainteresowata przedyskutowana mozliwo$¢ post-transkrypcyjnej regulacji stabilnosci lub
translacji niektérych RNA w badanych mutantach. Dodatkowo krétko, lecz bardzo klarownie oméwiona jest
mozliwo$¢ zastosowania regulatoréw aktywnosci polimerazy trzeciej w terapii nowotworowej. Podsumowujac
autorka udowadnia swoja szeroka wiedze na temat regulacji metabolizmu, a takze zdolnos¢ taczenia faktow i
wyciggania logicznych wnioskow.
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Znaczaca cze$¢ wynikow otrzymanych w pracy zostata opublikowana w powszechnie znanych czasopismach o
miedzynarodowym zasiggu: PLOS One oraz Biochemical Journal. W pierwszym przypadku autorka jest jednym
2 dwu autoréw publikacji razem ze swoim promotorem, natomiast w publikacji w Biochemical Journal, Pani
Réza jest pierwszym autorem. Biorac pod uwage, ze czgs$¢ wynikéw opisanych w rozprawie doktorskiej nie
znalazta sie w sktadzie publikacj, mozna sie spodziewa¢, ze opisana tutaj praca zaowocuje nastepnymi
artykutami. Dodatkowo wyniki otrzymane w pracy zaowocowaly zgtoszeniem patentowym dotyczacym metod
otrzymywania trehalozy. Nalezy doda¢, ze autorka jest tez wspotautorem pracy opublikowanej w BMC
Microbiology dotyczacej innego tematu. Potwierdza to szeroki zakres zainteresowan naukowych i zdolnosci
autorki do kolaboracji z innymi naukowcami. Dorobek naukowy autorki oceniam jako bardzo dobry.

Ponizej wymienig kilka zagadnien do ktérych chciatbym, aby autorka sig odniosta:

1. Chciatbym zwrdci¢ uwage na moim zdaniem niekompletng analizg proteomu. Autorka skupia sie na analizie
biatek, ktérych poziom w badanych mutantach jest statystycznie istotnie wyzszy lub nizszy wzgledem szczepu
dzikiego, ale tylko na tych, ktére zostaty zidentyfikowane jako zmieniajgce poziom w obu badanych szczepach.
Takie kryterium jest usprawiedliwione faktem, ze autorka skupia sig¢ na procesach, ktdére korelujg ze
zmieniajaca sig aktywnoscia polimerazy trzeciej. Jednak brakowato mi oméwienia zmian charakterystycznych
dla poszczeg6lnych mutantow.

2. Projekt skupia sie na badaniu konsekwencji modulacji aktywnosci polimerazy trzeciej na metabolizm wegla
(glikolizg i cykl kwasow trikarboksylowych). Autorka logicznie zaklada, ze za obserwowane zmiany
odpowiadajg czynniki kontrolujgce metabolizm wegla takie jak kinaza PKA czy SNF, jednak nie jest
przekonujaco wyjasnione jaki sygnat moze generowa¢ obserwowane zmiany. Bezposrednim skutkiem
zaburzenia aktywnosci polimerazy trzeciej jest zmiana poziomu tRNA, czy autorka mogfaby przedyskutowac
hipotetyczny mechanizm faczacy aktywno$¢ polimerazy trzeciej z metabolizmem wegla? Czy obserwowane
zmiany moga wywodzic sig z zaburzen translacji spowodowanych deregulacja pozioméw tRNA? Badania z
laboratorium Jeffa Collera pokazuja, ze iloé¢ dostepnego tRNA moze wplywaé na efektywnos¢ translacji, a ta
jest skorelowana ze stabilnoécig transkryptow. Dodatkowo badania laboratorium Rachel Green pokazuj, ze
nieefektywna translacja i kolizje rybosoméw moga generowac odpowiedZ stresowq poprzez aktywowanie
kinazy Gen2, ktora jest tez regulatorem translacji czynnika transkrypcyjnego Gend.

3. Jestem ciekaw, czy sa dane na temat zdolnosci do oddychania tlenowego badanych szczepOw takie jak
zuzycie tlenu czy zmiany potencjatu bfony mitochondrialnej. Wolniejszy wzrost mutanta polimerazy trzeciej
na podfozu z glukoza moze sugerowac, ze szczep ten W wiekszym stopniu niz kontrola uzywa oddychania
tlenowego do produkcji energii na podtozu fermentowalnym. Z drugiej strony, nowe badania z laboratorium
Markusa Ralsera wskazuja, ze drozdze z zahamowang zdolnoécig oddychania moga akumulowa¢ zelazo w
mitochondriach, co prowadzi do zahamowania aktywnosci cyklu kwasow trikarboksylowych. Autorka
saobserwowata zahamowanie aktywnosci cyklu kwasow trikarboksylowych w obydwu badanych mutantach,
czy moze to by¢ spowodowane zaburzeniami oddechowych funkcji mitochondriéw?

Podsumowujac, rozprawe doktorskg Pani magister Rozy Szatkowskiej oceniam wysoko. Praca powieksza
obszar wiedzy na temat konsekwencji zaburzen aktywnosci polimerazy trzeciej i bedzie miata duze znaczenie
dla dalszych badari w tym obszarze. Atutem pracy jest jej multidyscyplinarnos¢, duza iloé¢ otrzymanych
wartoéciowych wynikoéw i szerokie spojrzenie na omawiany temat. Szczegdlnie dane proteomiczne uzyskane
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w wyniku projektu bedg uzyteczne do rozwoju badan nad konsekwencjami zaburzer aktywnosci polimerazy.
Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego konsekwencji modulacji aktywnosci polimerazy
trzeciej .dla komorki eukariotycznej. Praca potwierdza i doktadnie opisuje wptyw aktywnosci polimerazy
trzeciej na metabolizm wegla a otrzymane wyniki sugeruja, ze manipulacja aktywnoscig polimerazy moze by¢
celem terapii przeciwnowotworowych. Biorac to wszystko pod uwage stwierdzam, ze przedstawiona mi do
oceny praca spetnia kryteria stawiane pracom doktorskim i zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie magister Rézy Szatkowskiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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