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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Karoliny Biesiadeckiej zatytutowanej
"Eksperymentalny test hipotez wyjasniajacych zaleznos¢ miedzy tempem ewolucji
molekularnej i poziomem ekspresji genow".

Wprowadzenie:

Fakt, ze geny kodujace biatka réznig sie tempem ewolucji znany jest od poczatkéw badan nad
ewolucjg molekularna, czyli od lat 70 tych XX wieku. Rdznice te sg znaczace. Przyktadowo
sekwencja genow kodujacych histony zmienia sie w czasie ewolucji kilkadziesigt razy wolniej
niz sekwencja kodujgca finbrynogeny odpowiedzialne za krzepliwosé krwi. Poczgtkowo réznice
w tempie ewolucji molekularnej przypisywano réznej funkcji biatek. Wydawato sie oczywiste,
ze histony niezbedne dla przezycia kazdej komdrki eukariotycznej, oddziatujgce z DNA i innymi
biatkami, muszg ewoluowac wolniej, bo wigksza czes¢ ich sekwencji zaangazowana jest w
réznorodne funkcje. Podczas, gdy sekwencja fibrynogenu moze sie zmieniaé szybko, bo nie ma
znacznego wptywu na jego funkcje jako elementu strukturalnego skrzepu. Rozumujgc w ten
spos6b wyjasniano réznice w tempie ewolucji biatek. Sytuacja zmienita sie na poczatku XXI
wieku, kiedy dostepnosc coraz wiekszej liczby sekwencji genéw kodujgcych biatka pozwolita na
badanie tempa ich ewolucji metodami statystycznymi. Zadano pytanie: jakie czynniki
wptywajg na tempo ewolucji biatek? Szybko okazato sig, ze trudno te czynniki zdefiniowac i
jeszcze trudniej wykazac ich wptyw na tempo ewolucji. Po wielu prébach zidentyfikowano
jeden taki czynnik: poziom ekspresji genu kodujacego biatko. Okazato sie, ze moze on wyjasni¢
ok. 30% réznic w tempie ewolucji biatek. Biatka, ktérych geny ulegaja ekspresji na wysokim
poziomie ewoluuja wolniej niz biatka eksprymowane na niskim poziomie. Ta reguta ma
zastosowanie do réznych biatek niezaleznie od ich funkcji. Kolejny problem stanowito
wyjasnienie tej zaleznosci. Najpopularniejsze sa dwie hipotezy. Pierwsza oparta o obserwacje,
ze biatka s3 wysoce niestabilnymi molekutami, ktore tatwo agreguja, zwtaszcza gdy pojawig sie
zmiany ich sekwencji bedace skutkami mutacji. Powstajace agregaty mogg by¢ toksyczne dla
komaorki. Dlatego dobdr naturalny powinien ogranicza¢ zmiany sekwencji biatek
syntetyzowanych na wysokim poziomie, bo ich agregacja moze skutkowaé powstaniem
wigkszych ilosci toksycznych ztogéw. Druga hipoteza zaktada, ze biatka syntetyzowane na
wysokim poziomie zaangazowane sg w wiekszg liczbe oddziatywan funkcjonalnych i
strukturalnych, a wiec mutacje tych biatek mogg zaburzac¢ wiele réznych aspektéw biologii
komorki. Warto zwrdéci¢ uwage, ze hipotezy te nie s3 wzajemnie sprzeczne i obie mogg
wyjasniac niskie tempo ewolucji biatek syntetyzowanych na wysokim poziomie. Dla



biochemika hipotezy te brzmig wiarygodnie, poniewaz opieraja sie na dobrze znanych
molekularnych wtasciwosciach biatek. Doéwiadczalna weryfikacja tych hipotez zastuguje wiec
na szczegdlng uwage. To byto celem ocenianej rozprawy, w ktorej testowano wptyw
nadprodukgji biatek réznigcych sie tempem ewolucji molekularnej na tempo wzrostu drozdzy
Saccharomyces cerevisiae.

Strategia badawcza:

Badania oparto o nadprodukcje w komérkach drozdzy biatek paralogicznych, czyli takich, ktére
s3 produktem duplikacji genu, réznigcych sie poziomem ekspresji i tempem ewolucji
molekularnej. U przodka S. cerevisiae doszto do duplikacji catego genomu i dlatego
dysponujemy duzg liczba paralogdw, ktére spetniajg powyzsze kryterium. Dodatkowo, drozdze
piekarnicze to idealny organizm modelowy do kontrolowanej nadprodukcji biatek oraz do
pomiaru tempa wzrostu w réznych warunkach hodowli.

Mocne strony: Uwazam, ze przeprowadzenie badar z uzyciem drozdzy piekarniczych byto
bardzo dobrym pomystem. Szczep do nadprodukcji oraz uzyty zestaw plazmidow
przygotowano bardzo starannie i testowano pod wzgledem powtarzalnoéci- to wielka zaleta
przyjetej strategii badawczej. Zastosowano réwniez znacznj liczbe warunkéw hodowli, o
ktérych wiadomo, ze wptywaja na wiasciwosci biatek komérkowych - tym samym stworzono
warunki uwrazliwiajgce komarki na nadprodukcje biatek. Zadbano o to by pomiary tempa
wzrostu byty powtarzalne. Oprécz pomiaréw wptywu poziomu nadprodukcji biatka na tempo
wzrostu drozdzy w réznych warunkach hodowli testowano réwniez bezposrednia konkurencje
pomigdzy szczepami nadprodukujacymi paralogi. Podsumowujac, postawiono bardzo jasna
hipoteze badawcza: nadprodukcja biatka ewoluujacego szybciej powinna powodowac wieksze
zahamowanie tempa wzrostu drozdzy- jezeli prawdziwa jest hipoteza, ze agregaty takiego
biatka sg bardziej toksyczne dla komérki. Hipoteze tg weryfikowano za pomocg dobrze
zaprojektowanych i starannie kontrolowanych do$wiadczen. Bardzo wysoko oceniam strategie
badawczg zastosowang w ocenianej rozprawie.

Stabe strony: Mam jedno zastrzezenie. Warunkiem weryfikacji hipotezy o wiekszym
negatywnym wptywie nadprodukcji biatek ewoluujgcych szybko jest jednakowy poziom
nadprodukcji obu paralogdw- tego ewoluujgcego szybko i eksprymowanego w natywnych
warunkach na niskim poziomie oraz tego ewoluujgcego wolno i eksprymowanego normalnie
na wysokim poziomie. Do oceny poziomu biatek w ekstrakcie komérkowym zastosowano test
immunologiczny polegajacy na detekcji znacznika domeny ZZ bakteryjnego biatka A. To dobra
metoda pomiaru poziomu biatek w ekstraktach komérkowych, ale nalezato by ja zweryfikowa¢é
poprzez pomiar metodg alternatywna. Mam na mysli rozdziat elektroforetyczny ekstraktu
komorkowego w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) potaczony z detekcja
nadprodukowanego biatka zaréwno za pomocg metody wykrywajacej biatko jak tez metody
immunologicznej. Pozwolitoby to na obserwacje potozenia prazka nadprodukowanego biatka
w zelu i jego zgodnos¢ ze spodziewana masa czasteczkowa. Sprawdzono by réwniez czy
znacznik wykrywany jest tylko w prazku biatka czy tez w warunkach nadprodukcji dochodzi do
degradacji biatka i istnieje pula wolnego znacznika. Sprawdzono by takze czy stosowany
znacznik jest wykrywany na tym samym poziomie dla par paralogéw. Dodatkowe pomiary
mozna by przeprowadzi¢ dla wybranych paralogéw réznigcych sie znacznie poziomem
ekspresji oraz tempem ewolucji. Proponowane do$wiadczenie kontrolne, ktére jest tatwe do
przeprowadzanie, nie wptywa na mojg pozytywng ocene strategii badawczej.



Interpretacja wynikow:

Mocne strony: Wyniki uzyskane w wyniku realizacji badan sg fascynujgce. Jednoznacznie
pokazano, ze to nadprodukcja biatka ewoluujgcego wolno ma silniejszy efekt negatywny na
tempo wzrostu drozdzy. Uzyskany wynik zaprzecza hipotezie méwigcej, ze wolne tempo
ewolucji tych biatek ma zapobiegac ich toksycznosci w warunkach nadprodukcji. Pokazuje
rowniez, ze biatka ewoluujgce szybko nie sg, tak jak sie spodziewano, bardziej toksyczne w
warunkach ich nadprodukcji. Drugi ciekawy wynik to obserwacja, ze nadprodukcja biatek o
wiekszej masie czasteczkowej silniej hamuje tempo wzrostu drozdzy. Nalezy rowniez
nadmienic, ze w pracy potwierdzono obserwacje, ze tempo ewolucji biatek zalezy od poziomu
ich ekspresji. Wykazano réowniez negatywny zwigzek pomiedzy tempem wzrostu a dystansem
ewolucyjnym w obrebie par paralogéw. Czyli wraz ze wzrostem dystansu geny wolniej
ewoluujgce wykazujg wiekszy efekt szkodliwy na tempo wzrostu. Pokazano réwniez, stosujgc
bezposrednig konkurencje pomiedzy szczepami nadprodukujgcymi pary paralogow, ze
konkurencje wygrywaja szczepy nadprodukujace szybko ewoluujgcego paraloga i ze efekt ten
jest proporcjonalny do dystansu ewolucyjnego pomiedzy paralogami. Czyli, ze geny
ewoluujace wolniej sg bardziej szkodliwe w warunkach nadprodukcji. Analizowano réwniez jak
wtasciwosci fizyko-chemiczne oraz biologiczne biatek, opisane za pomocg réznych parametréow
obliczanych lub pobranych z baz danych, wptywajg na poziom ich ekspresji w warunkach
doswiadczalnych opisanych w tej pracy. Wykazano, ze masa czgsteczkowa biatka wptywa
negatywnie na jego poziom zrealizowanej ekspresji a posrod cech biologicznych takim
czynnikiem jest udziat biatka w procesie translacji i strukturze rybosomu. Podsumowujac
wysoko oceniam sposéb interpretacji wynikow i pomystowos¢ doktorantki w poszukiwaniu
czynnikow, ktore mogtyby ttumaczy¢ obserwowane zaleznosci.

Stabe strony: Istotnym czynnikiem wptywajacym na tempo ewolucji sekwencji biatka jest jego
struktura. Temu zagadnieniu nie poswiecono w pracy zbyt wiele uwagi. To jest okazja do
zadania pytania: Jak struktura biatka moze wptywac na tempo ewolucji jego sekwencji? Czy
mozna zdefiniowac parametry strukturalne w taki sposéb, ze mozliwa bytaby analiza
statystyczna wptywu tego czynnika na tempo ewolucji? Poniewaz powigzanie wtasciwosci
strukturalnych biatka z tempem jego ewolucji nie jest proste- brak dyskusji tego problemu w
rozprawie nie wptywa na mojg wysokg oceng interpretacji uzyskanych wynikéw.
Zasygnalizowanie tego problemu ma na celu poszerzenie dyskusji w ramach publicznej
obrony.

Uktad pracy:

Mocne strony: Od poczatku czytatem tg prace z wielkim zainteresowaniem. Streszczenie
dobrze opisuje problem i sposéb jego rozwigzania oraz czytelnie podsumowuje otrzymane
wyniki. Wstep zawiera informacje niezbedne dla zrozumienia przyjetej strategii badawczej.
Opisano w nim zaréwno organizm modelowy jak tez ewolucje biatek na drodze duplikacji
genu, ktéra prowadzi do powstania paralogow. Wiele miejsca poswiecono kosztom syntezy i
utrzymywania biatek w komérce. W oddzielnych rozdziatach oméwiono proces degradacji
biatek i ich nadprodukcje. Wreszcie bardzo obszernie przedstawiono hipotezy ttumaczace
réznice w tempie ewolucji polipeptydéw. Ten rozdziat byt dla mnie szczegdlnie interesujacy,
gdyz prowadze badania nad paralogami mitochondrialnego biatka Hsp70 réznigcymi sie
zaréwno funkcjg jak tez poziomem ekspresji i tempem ewolucji. Moim zdaniem ten rozdziat
jest dobrym podsumowaniem wspétczesnych hipotez na temat przyczyn zmiennoéci tempa
ewolucji biatek. Materiaty i metody napisane sg bardzo starannie i przejrzyicie. Zawieraja
wszystkie informacje niezbedne dla zrozumienia strategii badawczej. Wyniki podzielono na
rozdziaty opisujgce poszczegélne doswiadczenia oraz préby korelacji réznych wiasciwosci



biatek z wynikami do$wiadczen. Kazdy taki rozdziat zaczyna sie od pytania, potem
przedstawiane sa wyniki lub zatozenia analizy a nastepnie ich interpretacja. W dyskusji
wrdcono do hipotez dotyczacych tempa ewolucji biatek przedstawionych we wstepie
konfrontujac je z wynikami uzyskanymi w tej pracy. To pozwolito zweryfikowaé hipotezy
dotyczace tempa ewolucji biatek w kontekscie uzyskanych wynikéw. W spisie cytowanych
publikacji (223 pozycje) znalaztem wszystkie znane mi prace poswiecone zagadnieniu tempa
ewolucji biatek i wiele wigcej. Rozprawe koAczy obszerny suplement zawierajacy graficzng
prezentacje wynikow, ktore w tekscie gtdwnym podsumowano za pomoca tabel i schematéw.
Zawiera on réwniez laboratoryjne opisy poszczegélnych procedur badawczych. To ostatnie
bardzo mi sig podoba. Podsumowujac uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich,
zawiera wszystkie niezbedne elementy i jest poszerzony o dodatkowe informacje
wyczerpujgce wszystkie zagadnienia opisywane w rozprawie.

Stabe strony:

Zastanawiam sig czy praca nie bytaby prostsza do czytania, gdyby we wstepie przedstawiono
tylko wybrane hipotezy dotyczace tempa ewolucji biatek. Te, ktére byty bezposrednig
inspiracj do podjgcia badan doswiadczalnych. A nie wszystkie, ktére omawiane sa w dyskusiji.
Cel pracy powinien by¢ skrécony do jednego zdania- kolejne streszczanie zaburza ciagtosé
tekstu. W wynikach opisy rysunkéw sa zbyt lakoniczne. Dobra zasadg jest, gdy mozna $ledzi¢
wywod autora ogladajac rysunki i czytajac podpisy bez koniecznosci siegania do tekstu. W
przypadku rysunkéw przedstawiajgcych wyniki, ktérych interpretacja nie jest prosta bez
bardzo uwaznego przygladania sie rysunkowi np. Ryc. 6 i Ryc. 7 przydataby sie pomoc
graficzna, ktéra utatwiataby rozpoznanie gtéwnych trendéw. Pytanie do doktorantki: Czy
mogtaby Pani w czasie obrony przedstawi¢ powyzsze ryciny w bardziej czytelnej formie?
Dyskusja jest troche chaotyczna. Dobra zasada jest rozpoczecie dyskusji od wynikéw
uzyskanych w pracy a dopiero pézniej omawianie ich na tle danych literaturowych.
Spodziewatem sig, ze na poczatku dyskusji przeczytam krytyczng analize gtéwnych wynikéw
oraz faktu, ze s one sprzeczne z powszechnie znang hipotezg. Dopiero potem chciatem sie
dowiedzie¢, jak majg sie one do innych hipotez znanych z literatury. Nie kazda z tych hipotez
jest réwno cenna i w réwnym stopniu oparta na solidnych podstawach doswiadczalnych i
teoretycznych. To troche umyka w dyskusji. Podsumowujac: dobre strony uktadu pracy
zdecydowanie przewazajg. Uktad pracy oceniam jako adekwatny do prezentowanych
wynikow.

Jezyk i terminologia

Mocne strony: Prace czyta sie bardzo dobrze. Styl pracy bardzo mi sie podoba- jest prosty i
logiczny. Praca napisana jest w jezyku polskim- co moze wydawac sie prostsze. Trzeba jednak
podkreslic, ze w jezyku polskim nie istnieje ustalona terminologia, ktérg mozna bezposrednio
stosowac do opisu wszystkich wyniki badan biochemicznych i ewolucyjnych prezentowanych
w rozprawie. To zmusito autorke do wypracowania wtasnej terminologii. Na ogét z sukcesem.

Stabe strony:

W kilku przypadkach natknatem sie na niezrecznosci jezykowe:

str. 31 ...obfitos¢ biatek... nie jestem przekonany, ze to najlepszy termin na okreslenie
wysokiego stezenia lub wysokiego poziomu biatka w komérce- ale moze to nie jest zty termin-
prosze o kilka stéw na ten temat w czasie obrony publicznej.

str. 33 ...wprowadzono do dobrze poznanego tta genetycznego... powinno byé wprowadzono
do szczepu, ktérego tto genetyczne jest dobrze poznane



str. 48 ...o negatywnym efekcie, badanych czynnikéw na obnizenie tempa wzrostu przy
nadekspresiji... bardzo skomplikowane podwdjne przeczenie!

str. 49 .... Czynniki dodatkowe miaty srednio wyrazny wptyw negatywny na MGR,

ale generalnie nie zmieniaty rankingu (wzglednej wielkosci) poszczegdlnych indywidualnych
efektow nadekspresji.- nie zrozumiatem o co chodzi?

str. 69 ...ograniczen konstrukcyjnych... chyba chodzi o ograniczenia strukturalne

str 70 ...wptyw uktadu kodonéw... chyba wptyw wykorzystania kodonéw

str. 71 ...w dobrym Srodowisku... chyba w optymalnych warunkach wzrostu...

W kontekscie catego tekstu tych niezrecznosci nie byto wiele.

Podsumowanie:

Recenzowang prace oceniam bardzo wysoko. Doktorantka zastosowat wspotczesne metody
doswiadczalne i analityczne, aby odpowiedzie¢ na klasyczne pytanie ewolucji molekularnej.
Dzigki rygorowi intelektualnemu stawianych pytan, starannosci przeprowadzonych
doswiadczer oraz ich rzetelnej analizie uzyskane wyniki stanowig istotny wktad do wiedzy na
temat biologicznych mechanizmoéw odpowiedzialnych za zmienne tempo ewolugji genow
kodujacych biatka. Jestem przekonany, ze publikacje przygotowane w wyniku realizacji tych
badan beda rozpoznawane i dobrze cytowane. Doktorantka wniosta wigc oryginalny i wazny
wktad do wiedzy biologicznej co jest warunkiem niezbgdnym do uzyskania stopnia naukowego
doktora. Wnosze do Rady Wydziatu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego o
umozliwienie mgr Magdalenie Karolinie Biesiadeckiej przystgpienia do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie za wzgledu na duzg warto$¢ naukowg otrzymanych
wynikéw i rzetelne opracowanie rozprawy doktorskiej wnosze o jej wyréznienie stosowna
nagroda.
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