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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Stepien

»Zaburzenia inicjacji replikacji genomowego DNA jako czynnik regulujacy dtugos¢ zycia
drozdzy Saccharomyces cerevisiae w modelu chronologicznego i replikacyjnego
starzenia”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Instytucie Biologii
Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego. Promotorem rozprawy jest dr hab.

Mateusz Moton, prof. UR.

Rozprawa ma charakter hybrydowy, sktadajg sie na nig trzy prace eksperymentalne o zasiegu
migedzynarodowym opublikowane w latach 2022 i 2024 oraz klasyczny manuskrypt powtérnie
prezentujgcy wyniki zawarte w tych publikacjach. We wszystkich pracach Pani mgr Karolina
Stepien jest pierwsza autorkay. Pozostali wspotautorzy ztozyli stosowne oswiadczenia, z ktérych
wynika, ze zdecydowana wiekszos¢ wynikéw zostata uzyskana przez pierwszg autorke. Publikacja
»Depletion of the Origin Recognition Complex Subunits Delays Aging in Budding Yeast” ukazata sie
w czasopismie Cells o wspotczynniku oddziatywania (IF) 6.0; praca ,Disorders in the CMG helicase
complex increase the proliferative capacity and delay chronological aging of budding yeast”
zostata zaakceptowana do druku w Biochimica Biophysica Acta Molecular Cell Research (IF 4.6); a
publikacja “Restricting the level of the proteins essential for the regulation of the initiation step of
replication extends the chronological lifespan and reproductive potential in budding yeast” w

Biogerontology (IF 4.4).

A) Znaczenie i oryginalnos¢ tematu naukowego

Starzenie jest skomplikowanym procesem biologicznym, na ktéry sktadajg sie liczne systemy o

réznym poziomie regulacji. Zrozumienie tych mechanizméw pozwoli lepiej zrozumie¢ zaburzenia,



ktére pojawiajg sie wraz z wiekiem. Pomimo wielu badan etiologia starzenia pozostaje ciagle stabo
poznana. Ze starzeniem zwigzane jest wystepowanie schorzen neurodegeracyjnych i rozwoj
nowotworow. Z powodu swojej skomplikowanej natury i czasu potrzebnego do rozwoju fenotypu,
starzenie jest trudne do badan bezposrednio na ludziach. Alternatywgq jest wykorzystanie modeli
linii komoérkowych. Linie ze ,znokautowanymi” lub trwale wyciszonymi genami metabolizmu DNA
sg jednym z takich modeli. Projekt pracy doktorskiej oceniany w tym raporcie elegancko
kontynuuje poszerzanie wiedzy w tym zakresie. Doktorantka postawita przed sobg ambitny cel
zidentyfikowania zwigzku pomiedzy zaburzong inicjacja replikacji a starzeniem w komdrkach
drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae, modelowego organizmu eukariotycznego.
Przeprowadzona analiza molekularna szeregu heterozygotycznych mutantéw w kontekscie dwdch
obecnie scharakteryzowanych hipotez starzenia doprowadzita do odkrycia, ze zaburzenia inicjacji
replikacji moga miec istotny wptyw na przebieg starzenia replikacyjnego i chronologicznego

drozdzy oraz potencjat metaboliczny i reprodukcyjny komérek.

B) Zatozenia rozprawy i uzyskane wyniki

Gtownym celem pracy byto wykazanie roli inicjacji replikacji na starzenie heterozygotycznych
mutantow drozdzy S. cerevisiae w modelu replikacyjnego oraz chronologicznego starzenia oraz
wptyw tego zaburzenia na procesy komodrkowe, takie jak przebieg cyklu komérkowego oraz profil
biochemiczny komérki. Badania zostaty zaplanowane prawidtowo, zgodnie z poszczegdlnymi
elementami postawionych hipotez, a przeprowadzenie ich w modelowym organizmie S. cerevisiae
w pefni uzasadnione. Drozdze doczekaty sie bogatego pisSmiennictwa naukowego m.in. w
badaniach nad replikacja i senescencja. Do waznych wynikéw uzyskanych podczas badan nalezy
stwierdzenie, ze zaburzenia inicjacji replikacji na poziomie komplekséw ORC i CMG nie wptywaja
na catkowita dfugos¢ zycia komérek w modelu starzenia relikacyjnego, podczas gdy perturbacje
inicjacji replikacji na poziomie biatek lowPICC prowadzg do skrdcenia catkowitej dtugosci zycia
komdrek aktywnych mitotycznie. Z kolei zaburzenia inicjacji replikacji na poziomie kompleksow
ORC, CMG oraz biatek regulujacych lowPICC prowadza do opdznienia starzenia chronologicznego.
Podczas starzenia chronologicznego zachodzi tez haploidyzacja wszystkich komoérek drozdzy S.
cerevisiae. Co ciekawe, okazato sie, ze brak pojedynczych allelli genéw kodujgcych gtéwne
podjednostki kompleksu inicjujgcego replikacje uwrazliwiat komorki nie tylko na czynniki

wprowadzajgce do DNA pekniecia dwuniciowe, ale takze na takie, ktére wywotujg uszkodzenia



oksydacyjne. Uwazam, ze interesujagca byloby w przysztosci praca nad dalsza doktadng

charakterystyka tych heterozygot w kontekscie utrzymania stabilnego genomu drozdzy.

C) Ocena strony formalnej rozprawy

Uktfad tekstu, typowy dla prac promocyjnych, zostat zredagowany przejrzyscie, jest to klasyczny
manuskrypt sktadajacy sie ze 94 stron, podzielony na kilka rozdziatéw, z ktérych kazdy stanowi
mniejszg catos¢. Cytowana literatura stanowi solidng podstawe badanej i omawianej tematyki —
zacytowano ponad 138 publikacji. Rozprawe uzupetnia materiat dodatkowy w postaci odbitek

trzech publikacji oraz wskazanych tu juz oswiadczen wspoétautorow.

- Zwiezte Wprowadzenie, liczace zaledwie 9 stron, jest tadnie skomponowane, zapewnia przeglad
wiedzy na temat procesu inicjacji replikacji oraz wspoétczesnych teorii na temat mechanizmoéow
starzenia w komorkach drozdzy S. cerevisiae na ktérych Doktorantka przeprowadzita catosé
badan zawartych w rozprawie. Tekst zostat wsparty bardzo dobrze dobranymi i przygotowanymi

ilustracjami.

Zaproponowane cele badawcze zostaty dobrze okreSlone i sg spdjne ze stanem wiedzy w
badanej dziedzinie. Co godne podkreslenia, Autorka pokusita sie tez na zaproponowanie hipotez,

ktore zostaty przedstawione w postaci odrebnego rozdziatu.

- Sekcja Materiaty i Metody uwzglednia wszystkie niezbedne szczegoty, ktore z pewnoscig beda
pomocne dla zainteresowanych kontynuacjg badan nad tematykg zaprezentowang w tej pracy.
Materiat badawczy stanowit zbiér heterozygotycznych komérek S. cerevisiae, niosacych tylko po
jednym allellu kodujagcym szereg biatek niezbednych dla prawidtowego uformowania sie
kompleksu inicjacyjnego replikaciji.

- Podjete doswiadczenia w celu udzielenia odpowiedzi na pytania naukowe, ktére pojawity sie
podczas badan, zostaty starannie zaprojektowane i wykonane przy uzyciu skutecznych podejsc z
wykorzystaniem wachlarza technik biologii komaérki, molekularnych i biofizycznych. Otrzymane
wyniki pokazujg, ze Doktorantce udato sie zrealizowa¢ wszystkie zatozone cele. Nie mam
zastrzezen do analizy statystycznej, ktéra zostata prawidtowo wykonana i zaprezentowana. Moje
zaostrzenia budzi jedynie fakt niskiej rozdzielczosci niektorych figur, tak, ze nie mozna ich
odczyta¢, nie positkujac sie tymi samymi rycinami zamieszczonymi w publikacjach. Ponadto
wydaje mi sig, ze pod kazda figurg ,przeklejong” z opublikowanych prac powinien znalezé sie

stosowny odnosnik.



- Dyskusja jest wnikliwa i wiasciwie konfrontuje uzyskane dane z dostepng literaturg przedmiotu.
Dostarczone wyjasnienia i interpretacja danych dowodzg, ze Pani Karolina Stepieri prezentuje
wysoki poziom wiedzy i dojrzatos¢ naukowa, ktéra umozliwia jej samodzielne prowadzenie

badan.

- Whioski kofczace prace zebrane sg w zwiezte punkty; zawierajg one najwazniejsze refleksje
ptynace z ocenianej tu rozprawy, co pozwala czytelnikowi w jasny sposéb oceni¢ zawartosé

catfosci.

D) Pytania i uwagi
Po przeanalizowaniu rozprawy mysle, ze jest kilka interesujgcych kwestii, ktére moga

zastugiwac na dalsze oméwienie podczas obrony pracy doktorskiej.

a) Sekcja Materiaty i Metody, str. 24: Dlaczego zdecydowano sie wybraé tak niski wspdtczynnik
istotnosci jak p < 0.001? Zazwyczaj stosuje sie wartosé p < 0.05.

b) Sekcja Wyniki, str. 33, 34, 36 i 37, Figury 4-6A-B: Doktorantka pisze, ze zaobserwowane réznice
pomiedzy gestoscig optyczng a rzeczywistg liczbg komérek w 1 ml moga wynikac z réznic w ich
morfologii. Czy przeprowadzono stosowne doswiadczenia w celu potwierdzenia tej hipotezy,
tj. ocene wielkosci komérek, przezroczystosci, ziarnistosci czy grubosci $ciany komérkowej? A
jesli nie, to jakie metody mozna by zastosowaé w tym celu?

c) Str. 34 i 36, Figury 4E i 5E: Jaka moze by¢ przyczyna wyzszej aktywnosci metabolicznej
komarek heterozygotycznych w stosunku do homozygotycznych?

d) Str. 43: Wydaje mi sig, ze podrozdziat 7.4 powinien znalez¢ sie na poczatku opisu wynikow.

e) Str. 45-47, podrozdziat 7.5: Jaka moze by¢ przyczyna czestszych dwuniciowych peknie¢ DNA w
komérkach ORC/orcA oraz SLD3/sld3A po potraktowaniu ich czynnikiem wprowadzajacym
stres oksydacyjny? Czy sg jakieS dane wskazujgce na zwiekszony poziom uszkodzen

oksydacyjnych, takich jak np. 8-oksyguaniny?

E) Ocena koricowa

Oceniana przeze mnie praca odznacza sie wysoka jakoscig, zaréwno pod wzgledem
merytorycznym jak i metodologicznym. Badania wykonane przez Doktorantke s oryginalne i
nowatorskie. Uzyskane wyniki wnosza nowe, istotne ustalenia w zakresie opisu mechanizméw

komdrkowych regulujacych procesy starzenia w warunkach stresu replikacyjnego, w tym dtugosci i
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jakosci zycia post-reprodukcyjnego. S3 zarazem punktem wyjécia do dalszych dociekan
badawczych. Biorgc pod uwage zainteresowanie terapiami opdzniajgcymi procesy starzenia oraz
poprawiajgcymi jakos¢ zycia, uwazam wybdr problemu badawczego za w petni uzasadniony. Praca
moze mie¢ wpltyw na przyszte zastosowania translacyjne w postaci opracowania nowatorskich
strategii terapeutycznych. Nalezy zauwazyé, ze zawarta w niej interpretacja wynikéw jest
rzeczowa, pozbawiona nadinterpretacji, co wskazuje na krytyczne podejscie do otrzymanych
danych oraz $wiadczy o tym, ze Pani Karolina Stepien jest dojrzalym badaczem w petni
zastugujgcym na stopiert doktora. Fakt opublikowania catosci wynikéw w recenzowanych
periodykach naukowych posiadajacych wspoétczynnik wptywu pozytywnie i dostatecznie weryfikuje
wartos$¢ rozprawy. Na tej podstawie, stwierdzam, iz przedstawiona do oceny praca w petni
spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789).
Zwracam sie¢ zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Rzeszowskiego o jej przyjecie i dopuszczenie mgr Karoliny Stepieri do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie bioragc pod uwage zawarto$¢ recenzowanej pracy, jej poziom
naukowy, istotno$¢ tematyki oraz dorobek naukowy Autorki w postaci publikacji wnioskuje do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Rzeszowskiego o wyréznienie tej

rozprawy doktorskiej.

dr hab. Elzbieta Speina




