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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Hanny Tutaj zatytulowanej:
»The rise and fitness effect of chromosomal instability in the budding yeast
Saccharomyces cerevisiae”

Rozprawa doktorska Pani mgr Hanny Tutaj zatytulowana ,The rise and fitness effect of
chromosomal instability in the budding yeast Saccharomyces cerevisiae” wykonana zostala na wydziale
Biologii Uniwersytetu Jagiellonskiego, w Instytucie Nauk o Srodowisku, w zespole Genetyki
Ewolucyjnej kierowanym przez prof. dr hab. Ryszarda Korong. Promotorem tej pracy byt szef zaktadu,
Pan profesor Ryszard Korona, a ko-promotorem Pani dr hab. Katarzyna Tomala. Praca jest czescia
prowadzonych w zespole badan dotyczacych czynnikdéw prowadzacych do niestabilnosci genetycznej
komérek, z wykorzystaniem paczkujgeych drozdzy jako organizmu modelowego. W przedtozonej do
oceny pracy, czynnikami, ktorych wplyw na stabilno$¢ genetyczna komorek analizowano byly cechy
fizyczne genomu oraz zaburzenia rownowagi transkrypcyjnej.

Rozprawa doktorska pani mgr Hanny Tutaj jest obszerna, obejmuje: Streszczenie, Wstep,
potraktowane jako trzy kolejne rozdzialy dwie publikacje (Genetics, 2022 [IFs yeor 4.2];
Current Genetetics, 2019 [IFs yeor 2.4]) 1 jeden manuskrypt udostgpniony on-line [https:
/f'www .biorxiv.org/content/10.1101/2023.03.12.532261v2], wszystkie prace z wiodaca rolg Doktorantki;
oraz Dyskusje. Cel pracy nie zostat wydzielony, tylko przedstawiony dos¢ obszernie w koficowej partii
Wstepu wraz z zarysem eksperymentéw przeprowadzonych podczas realizacji projektu doktorskiego,
ktérych doktadniejszy opis zawarty jest w kolejno przedstawionych trzech manuskryptach.

W Streszczeniu Doktorantka odnosi si¢ do dwoch pojeé, z ktdérymi czytelnik bedzie sie stykat
przez cala rozprawe doktorska, mianowicie LOH 1 CIN.

Definiujgc CIN (ang. chromosome instability) Doktorantka pisze : "Niestabilnos¢ chromosomowa
(CIN), definiowana jako zwigkszona czestos¢ wystepowania bledéw podczas podziatdéw komdrkowych,
ma istotne implikacje dla zdrowia czlowieka i procesu starzenia sie.”

Nie zgadzam si¢ z tg definicjg. CIN to po prostu niestabilno$¢ chromosoméw. Nazwa nie definiuje
przyczyn, konsekwencji ani procesu czy organizmu, ktérych to zjawisko, obserwowane powszechnie w
przyrodzie, dotyczy. Niekiedy z CIN mamy do czynienia, poniewaz doszlo do nieprawidtowosci podczas



podziatu komérkowego, ale innym razem z CIN mamy do czynienia, poniewaz doszto do
nieprawidtowosci podczas replikacji, doszto do uszkodzefi DNA, ktére nie zostaly naprawione lub tez ich
naprawa doprowadzita do zmian w strukturze chromosomu. Jedyna cecha wspdlna mechanizméw
prowadzacych do CIN, to fakt, ze komorki wykazujace te ceche nie zostaty usuniete z populacii,
zawiodly zatem systemy kontroli jakodci lub egzekucja $mierci komérkowe;.

Dalej Doktorantka pisze: ,,W pierwszym rozdziale przedstawiam czynniki genetyczne |

stodowiskowe, ktére rozpoznatam jako przyczyniajace sie do wzrostu utraty heterozygotycznosci (LOH),
wskazujacego na nieprawidtowosci w procesie mitotycznego podziatu komorkowego.”
I tu ponownie nie moge si¢ zgodzi¢. Utrata heterozygotycznosei (ang. loss of heterozygosity)
niekoniecznie wskazuje na nieprawidfowosci w przebiegu mitozy. Utrata heterozygotycznosci (LOH),
jest definiowana jako utrata jednego z alleli, ktére o tej heterozygotycznosei stanowig. Sama Doktorantka
przedstawiajagc we Wstgpie mechanizmy, ktére moga prowadzié do LOH, pisze nie tylko o
niedoskonatosciach mitozy ale i o ,nie efektywnej” (nalezatoby raczej powiedzie¢ o ,wprowadzajacej
biedy” [ang. error-prone]) naprawie DNA. Za$ na rysunku | umieszcza m.in. takie podpisy jak BIR (ang.
break-induced replication) czy NHEJ (ang. non-homologous end joining). Przy okazji, na
przedstawionym schemacie brak jeszcze dwoch dciezek rekombinacii prowadzgcych do zmian w
naprawianej sekwencji DNA moggcych prowadzi¢é do LOH — SSA (ang. single-strand annealing) oraz
MIIR (ang. multi-invasions-induced rearrangements). SSA jest podéciezka rekombinacji homologiczne;j,
Wykorzystuja,cq mikrohomologie wystepujace w poblizu uszkodzenia DNA, znajdujace si¢ na tej samej
nici. Sciezka rekombinacji nieuprawnionej MIIR wykorzystuje mikrohomologie obecne na réznych
chromosomach. Efekty dziataf tych $ciezek naprawy sa rézne; pierwsza prowadzi do delecji, druga do
translokacji, duzych rearanzacji chromosomalnych lub do powstania chromosoméw o strukturze
rozgatezionej.

Polska wersja streszczenia jest wersja niedoskonata. Znajduja sie tam stwierdzenia, ktérych nie
powinno tam by¢. Nie bede przytaczaé ich wszystkich, ale bez watpienia nie nalezy pisac:
»Oszacowalam tez o ile spowalnia sie chronologiczne tempo powstawania LOH?, podczas gdy
Doktorantka pisze tak naprawd¢ o zmianach w poziomie LOH podczas chronologicznego starzenia.
Tempa zmian nikt w tej pracy nie okresla. Nie mozna pisa¢ o ,funkcji genéw”, liscie »ZENOwW
zaangazowanych w podzial komérkowy” czy jakiekolwiek inne procesy biologiczne, ani o liscie ,,gendw,
ktérych nadmiernie obfite produkty destabilizowaly genom”. Nie wydaje sie tez zasadne pisanie o
~rozmnazaniu” w kontekécie drozdzy, zwlaszcza, gdy mowa o proliferacji. Jednak o ile streszczenie
napisane w jezyku polskim zawiera niezrgczne sformutowania, o tyle cala praca pisana w jezyku
angielskim czyta sig doskonale. Napisana jest poprawng angielszczyzng i z uzyciem bogatego
sfownictwa. Poza kilkoma btedami typu ,.dampened” zamiast ,,damped” uzyte w kontekscie ograniczonej
ekspresji grupy gendw.

We Wstepie Doktorantka przedstawia w skrocie zagadnienia, z ktérymi mierzyé sie bedzie
nastepnie eksperymentalnie. Przedstawia m.in. znane dotychczas przyczyny, wybrane mechanizmy i
potencjalne skutki niestabilnosci chromosomalnej, w szczegdlnosci rearanzacji DNA i zmian liczebnosci
chromosoméw. Chetnie asocjuje przedstawiane zagadnienia z sytuacjami chorobowymi w komérkach
ssakow, zwracajgc uwage na istniejace analogie. We Wstepie znajduje sie réwniez przeglad wybranych
metod stosowanych w badaniach prowadzonych z uzyciem komérek drozdzy, umozliwiajacych
okreslenie czestosci rearanzacji DNA czy anauploidii.

Trzy kolejne rozdzialy to cykl dwdéch publikacji i jednego dostepnego on-line manuskryptu
skladajace si¢ na Wyniki. Kolejno poruszane sa tam rdzne aspekty niestabilnoéci genetycznej drozdzy



Saccharomyces cerevisiae. W pierwszej z przedstawionych prac analizie poddano wplyw cech fizycznych
chromosoméw drozdzowych na ich niestabilno$¢ mierzong poziomem LOH. Analizowano réwniez
wplyw czynnikéw stresowych, w tym glodzenia na t¢ niestabilnoéé. Stwierdzono zaleznos¢ czestosci
LOH od miejsca, w ktoére wstawiono geny markerowe pozwalajace na pomiar LOH (1); cech fizycznych
rejonu chromosomalnego (2); warunkéw wzrostu. W drugiej z przedstawionych prac zapytano o to czy
silna nadprodukcja biatek drozdzowych, osiagana poprzez episomalng ekspresje¢ kodujacych je gendw
spod regulowanego promotora, wptywa na poziom LOH analizowanych szczepow. Stwierdzono, Ze stata
nadprodukcja biatek zwiazanych z progresja cyklu komérkowego i podziatami komdrkowymi prowadzi
do podwyzszonego poziomu LOH. Podobny efekt powoduje wysoka ekspresja bialek zwigzanych z
metabolizmem siarki. Wykazano réwniez, ze czgstos¢ LOH i mechanizm prowadzacy do LOH ulegaja
zmianom w zaleznosci od zrodia wegla w podlozu, przy czym, w szczepach rosnacych na galaktozie
czgsto$¢ LOH wzrasta, glownie za sprawg utraty catego chromosomu. W trzeciej z przedstawionych prac
analizowano losy diploidalnych komérek drozdzowych monosomicznych pod wzgledem jednego z
chromosomow. Stwierdzono, m.in. negatywny wplyw monosomii na wzrost szczepdw. Dane
transkryptomiczne sugerowaty brak wyraznych roznic w transkrypcji genow zlokalizowanych na
chromosomie monosomicznym wzgledem typowego diploida., Obserwowano natomiast efekty
kompensacyjne sprowadzajace si¢ do zwigkszonej ekspresji gendw kodujacych podjednostki
rybosomalne, biatka opiekuncze uczestniczace w faldowaniu nowo syntetyzowanych biatek, a takze
ograniczenie ekspresji gendéw kodujgcych podjednostki proteasomu czy bialka opiekuncze kierujgce inne
do degradacji. Szczerze mowiac, to wlasnie tg, nieopublikowana jeszcze pracg uwazam za najdonioslejsze
osiagnigeie tej rozprawy doktorskiej. Wykorzystanie nicoczekiwanego wyniku otrzymanego przy okazji
poprzednio prowadzonych prac do stworzenia unikalnego narzedzia badawczego, pozwalajacego na
eksploracje catkiem nowego aspektu niestabilnosci genetycznej komoérek, uwazam za ceche definiujaca
prawdziwego badacza. Dostrzezenie uchylonych drzwi i wyjscie przez nie na catkowicie nieznane
terytorium jest zdecydowanie mniej bezpieczne niz ,rewizytowanie” znanych rejondw (chotby i w
sposdb lepiej zorganizowany niz robiono to uprzednio) czy niz proste odwrdcenie warunkdéw progowych
eksperymentu (badano brak lub niedomiar, zapytajmy co si¢ stanic gdy mamy do czynienia z
nadmiarem). Aby podja¢ si¢ takiego zadania trzeba juz odwagi dojrzatego badacza. Wyniki tego
eksperymentu nagradzaja za podjgte ryzyko. Wykryto m.in. niemozno$¢ stabilnego usunigcia
chromosomoéw VII i XIII. A to zacheca do uchylenia kolejnych drzwi... Ta droga, jak wiadomo, nie ma
konca, ale zycze Pani mgr Hannie Tutaj i calemu zespotowi bezpiecznej mozliwoscei kontynuacji badan.

W Dyskusji mgr Hanna Tutaj troszke¢ inaczej niz zrobiono to w Dyskusji poszczegdlnych
publikacji powstalych podczas realizacji badan, komentuje uzyskane wyniki na tle literatury przedmiotu,
wykazujac, ze porusza si¢ w tej dziedzinie dosy¢ swobodnie.

O wysokim poziomie przygotowania mgr Hanny Tutaj do pracy badawczej §wiadczy detalicznodé
przedstawionych procedur eksperymentalnych, ilo$¢ wynikéw i sposéb opracowania uzyskanych danych,
przy czym na szczegodlna uwage zastuguje bogactwo zastosowanych metod statystycznych. O ile sposob
analizy otrzymanych danych zastuguje na uznanie, w sposobic planowania do$wiadczen mozna dopatrzy¢
si¢ uchybief. Jednym z nich jest zastosowanie w pierwszej w z przedstawionych prac testu pomiaru
poziomu LOH w analizowanych szczepach, w sposéb, ktéry uniemozliwia uzyskanie wiarygodnych
wynikow. Po pierwsze, prowadzi do generowania wyniku 0 dla wigkszosdci z powtdrzen biologicznych,
dla niektdrych z badanych szczepow. Po drugie, uniemozliwia zastosowanie mediany w dalszej analizie,
co w przypadku testow mutagenezy wyprzedzajacej, a locus URA3 wraz z selekcja na 5-FOA do takich
nalezy, jest kluczowe. Zdaje sobie sprawe, ze inny sposob wykonania eksperymentu na tej liczbie



szezepow, zwigkszajgcy objetodé analizowanych hodowli i zmniejszajacy gestosé wysiewu, co
umozliwitoby wzrost wystarczajacej liczbie klondw, generowatby wiele dodatkowej pracy. Doceniam tez
uczeiwe postawienie sprawy w sekcji metodycznej. Nie zmienia to jednak faktu, ze uzyskane wyniki
tracg przez to na wiarygodnosci.

Problematyczne wydaje si¢ réwniez zastosowanie, do uzyskania zwigkszonej produkeji biatek,
kolekeji szezepéw MORF. Skiada sig na to zardwno tlo genetyczne, nie dajace drozdzom szansy wzrostu
na podlozu gwarantujacym indukcje promotora GALIp (o czym wspominaja sami autorzy tej pracy), jak
réwniez zastosowanie, zamiast genow, fuzji genowych, co wpltywa nie tylko na funkcje kodowanych
przez te geny bialek, ale réwniez na trwalo§¢ zaréwno transkryptéw jak i biatek hybrydowych oraz
potencjalnie zaburza lokalizacj¢ komérkowa produktéw. Co wiecej, o wielu biatkach znanych ze swojej
lokalizacji jadrowej wiadomo, ze ich sygnaty lokalizacji jadrowej znajduja sie na C-koncu biatka. Zatem,
juz na wstepie eksperymentu swiadomie odcigto mozliwos¢ wychwycenia wiclu zaleznosei.

Swobodny sposéb przedstawiania zagadnieti zwiazanych z tematyka badawcza oraz sposob
prowadzenia dyskusji otrzymanych wynikéw potwierdza bardzo dobry poziom pracy naukowej mgr
Hanny Tutaj, a takze $wiadczy o wysokiej jakosci $rodowiska naukowego w ktérym ten doktorat byt
tworzony. Szkoda, ze sSrodowisko to nie uczy réwniez doceniania i cytowania prac badawczych
powstatych w innych laboratoriach w kraju, dotyczacych zblizonych zagadnien i réwnie pomocnych w
interpretacji danych jak cytowane wyniki badan wykonanych w laboratoriach zagranicznych.,

Badania przedstawione w tej rozprawie doktorskiej, ze wzgledu na ich przesiewowy charakter,
stwarzaja szerokie pole do dyskusji. W zwiazku z tym, prositabym Doktorantke do ustosunkowanie sig do
wymienionych ponizej kwestii zwiazanych z przedstawionymi wynikami, ich interpretacjg oraz doborem
metod eksperymentalnych. Pytania/uwagi dotyczg kolejnych watkéw tematycznych poruszanych w
rozprawie.

Rozdzial I:

. Jaki byt klucz doboru szczepdw rodzicielskich do do$wiadczenia?

. Jak Doktorantka tlumaczy réznice w poziomach LOH obserwowane w przygotowanych przez nig
szczepach, np. miedzy szczepami 10R w tle BY/BY, BY/IM975 i BY/ UWOPS05-227.2; 4R w tle
BY/BY, BY/IM975 i BY/ UWOPS05-227.2; lub 12R w tle BY/BY, BY/IM975 (Fig. 2), jak réwniez
roznice obserwowane miedzy szczepami 14R w tle BY/IM975 i BY/ UWOPS05-227.2; lub 6L w tle
BY/BY i BY/ DBVPG6044 (Fig.3)?

. Jak Doktorantka tlumaczy réznice w poziomach LOH liczonych na podstawie klonéw rosnacych na
podtozu z 5-FOA + G-418 albo na podiozu z 5-FOA? Dlaczego te réznice obserwowane sa tylko dla
pojedynczych szczepow (np. 14R i 1L w tle BY/IM975)?

. Czy istniejg roznice w dtugosci poszczegdlnych chromosoméw lub w organizacji przestrzennej genéw na
poszezegdlnych chromosomach pomiedzy uzytymi w doswiadczeniach szczepami o réznym tle
genetycznym? Jaki mogg mie¢ wplyw na wyniki uzyskane dla szczepéw hybrydowych?

. Czy zdaniem Doktorantki liczba genéw niezbgdnych do zycia zlokalizowanych na danym chromosomie
moze korelowac z czestoscia LOH obserwowang w analizowanych szczepach?

. W dyskusji wyraznie brakuje odniesien do prac zwigzanych z wplywem DSB na poziom LOH.
Znane s3 t.zw. ‘gorace miejsca’ DSBs wystepujace spontanicznie w genomie drozdzy [Biernacka i in.
Commun. Biol, 2018]. Czy zdaniem Doktorantki obecno$é tych miejsc w genomie wplywa na poziom
LOH w badanych przez nia szczepach?



7. Prositabym tez o skomentowanie wlasnych wynikoéw w kontekscie wynikéw przedstawionych w pracy
[Agmon i in. Nat Cell Biol. 2013].
8. Jaki byl klucz doboru stresow, ktérych wplyw na poziom LOH analizowano?

Uwagi metodyczne:

1) W pracy brak genotypdw analizowanych szczepow.

(Nawiasem mowigc, czy na pewno mowa o szczepie DBPVG6044, a nie DBVPG6044; w pracy
[Cubillos i in. 2009] nie ma mowy o pierwszym, a jest o drugim.)

2) W podiozu minimalnym jest wiele siarczanow, w tym siarczan amonu bedacy dla drozdzy zrodtem
azotu. Genetycyna (G-418) jest sprzedawana jako siarczan, co sprawia, ze antybiotyk konkuruje o
transportery ze zwigzkami znacznie dostgpniejszymi w podtozu (siarczan amonu 5 g/1 [~38 mM];
siarczan magnezu 500 mg/l [4 mM], siarczan manganu 0,4 mg/l, itd.) versus G-418 (400 mg/l; 692.7
g/mol [0,577 mM)]). Zatem konkurencja innych czasteczek w podlozu do G-418 to ok. 72,4:1. Trudno
si¢ w takich warunkach spodziewac $cistej selekcji, nawet uzywajac czterokrotnie wyzszego st¢zenia
G-418 niz stosowane zazwyczaj w podiozu petnym (100 mg/1).

3) Prowadzenie doswiadczenia, analizujacego poziom LOH w starzejacych si¢ komorkach, w 200 pl
objetosciach w szalkach titracyjnych, uwzgledniajgc $miertelnos$é glodzonych szczepdw, czterokrotne
pobieranie 2 x 10 ul (+/- blad pipetowania) oraz inkubacje w dos¢ wysokiej temperaturze, oznacza w
istocie stopniowe wysychanie, a zatem i zageszczanie tych hodowli.

Z jednej strony, to wyjasnia dlaczego dla niektorych szczepdw po 21 dniach glodzenia obserwowano
wickszg przezywalnosé niz na poczatku eksperymentu. Z drugiej strony, nalezy oczekiwac roznic w
poziomach LOH miedzy szczepami, ktére hodowane byty we wngtrzu szalki, a tymi hodowanymi na
jej obrzezach. Stad moja prosba o bardziej szezegdlowy techniczny opis przebiegu doswiadczenia. Jak
rozumiem wariant z plytkami tritracyjnymi wybrano w celu utatwienia prowadzenia doswiadczen z
duza liczbg szczepow. Czy zadbano o randomizacje ich ukfadu na szalkach w obrebie jednego i
pomiedzy powtdrzeniami biologicznymi?

Rozdziat I

1. Uzycie kolekcji MORF w doswiadezeniu opisanym w tej pracy budzi szereg watpliwosci. Kolekcja ta
zostata stworzona, by ulatwié oczyszczanie biatek i ich pdZniejsze analizy biochemiczne. Abstrahujac od
niefizjologicznego poziomu biatek nadprodukowanych w komdrkach drozdzy w warunkach indukeji,
mamy tu do czynienia z problemem nadprodukcji biatka hybrydowego. Bialko hybrydowe niekoniecznie
zachowuje funkcje molekularne bialka natywnego, moze mie¢ zmieniona lokalizacje komérkows,
trwatos$¢, podlegaé innym modyfikacjom, traci¢ zdolnos$é oddziatywania z innymi molekutami. Ponadto,
zastosowanie promotora GAL/p implikuje konieczno$é indukcji promotora poprzez zmiang zrodia wegla,
co niesie ze sobg zmiang ekspresji przeszlo trzystu gendw, oraz powoduje szereg innych zmian
organizacyjnych wewnatrz komorki, m.in. dotyczacych zmian priorytetéw w organizacji transportu,
translacji, degradacji czy dojrzewania biatek.
Czy Doktorantka sprawdzila, uzywajgc innego systemu ekspresji i natywnych alleli, czy obserwowane
fenotypy zwigkszonego poziomu LOH istotnie wynikaja z nadprodukcji wskazanych w do§wiadczeniu
przesiewowym biatek?

2. Skad, zdaniem Doktorantki, bierze si¢ réznica w czgstoéei utraty chromosomu V stwierdzona dla
komérek rosnacych na réznych zrodtach wegla?

3. Wyniki eksperymentalne wskazujg na uwiklanie bialek, zaklasyfikowanych jako uczestniczace w
procesie metabolizmu siarki, w utrzymywanie stabilnego genomu. W pracy przedstawiono hipotez¢ o



podwyzszonym ROS jako zrédle LOH. Mnie ta hipoteza nie przekonuje. Zrédtem moich watpliwosci jest
fakt, ze np. w szczepie nadprodukujgcym biatko Lsc2 wykazano ok. 4-krotny wzrost ROS, gdy
tymczasem w szczepie tym odnotowano ponad 650-krotny wzrost czestosci LOH.

Jakie inne hipotezy tlumaczace obserwowane fenotypy mozna zaproponowaé?

. W pracy podkresla si¢ znaczenie dla cyklu komérkowego biatek zwiazanych z metabolizmem -
glukan6w, a posrednio réwniez z punktem kontrolnym CWI, wsréd ktérych zostaly wymienione Kre8
(powinno by¢ Kre9), Msn1, Pcl8 i Upgl. Czy wplywu nadprodukcji Msn1 na wzrost LOH nie nalezy
upatrywac raczej w regulacji przez ten czynnik transkrypeyjny ekspresji takich gendw jak MUSSI czy
FIT3?

Uwagi metodyczne:

1) Narysunku | przedstawiajacym schemat doéwiadczenia oraz w towarzyszacych mu opisach
zaznaczono, ze po indukeji ekspresji endonukleazy Ho w szczepie Y258 (MATa) otrzymano diploida
ktérego nastgpnie ,,wyleczono” z plazmidu pHO i poddano sporulacji. Nie wspomniano jednak o
sposobie elekeji diploidéw. Zwykle indukcje endonukleazy Ho stosuje sie w celu zZmiany typu
piciowego drozdzy, a dopiero otrzymane haploidy o przeciwnym typie plciowym krzyzuje sie z
wybranym szczepem w celu uzyskania diploida. Jak robiono tym razem?

Czy przeprowadzono analiz¢ zawartosci DNA otrzymanych Szczepow, a przynajmniej szczepu
Luniversal mater”?

Schemat bytby bardziej czytelny gdyby uwzgledniono réznice morfologii pomigdzy haploidami a
diploidami.

2) Jak Doktorantka ttumaczy fakt, ze tylko 40% szezepdw wykrytych w tescie przesiewowym LOH
powtorzylo fenotyp podczas indywidualnej weryfikacji fenotypu?

3) Jaki rodzaj wolnych rodnikéw jest wykrywany w barwieniu z uzyciem CellROX Deep Red dye?
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- Jaki, zdaniem Doktorantki, jest pow6d, ze chromosomy VII i X111 ulegaja endoduplikacji niemal
natychmiast po ich utracie?

. Przeprowadzone doswiadczenia analizy transkryptoméw szezepow monosomicznych doprowadzily do
wniosku, ze istnieje szereg wspdlnych mechanizméw kompensacyjnych. Prositabym o skomentowanie
tych mechanizméw w kontekscie wynikéw (Jung i in., BMC Genomics, 201 1).

Uwagi metodyczne:

1) Rysunek 1b przedstawia zawarto$¢ poszezegdlnych rejonéw genomu drozdzy w analizowanych
metodg sekwencjonowania calo-genomowego poszczegdlnych szczepach monosomicznych. Wynik
uzyskany dla szczepu M16 sugeruje liczne zmiany towarzyszace monosomii chromosomu XVI.
Poniewaz w tekscie rozprawy nie znalaztam odniesienia do tego wyniku, poprosze o komentarz.

2) Czy Doktorantka uwaza okreslanie tempa wzrostu metodg wykorzystujaca TECAN Infinite (nie
‘Infinity’) reader za wiarygodna, w przypadku, gdy analizuje sie wzrost stosunkowo cigzkich i tatwo
opadajacych komorek drozdzy?

Czy okreslanie tempa wzrostu w oparciu o pomiary ODgg jest metodg wiarygodna?
Jakie moga by¢ przyczyny artefaktow uzyskiwanych ta metoda pomiaru? Czy istnieje alternatywna
metoda okreslania tempa wzrostu?

3) W sekeji ,,Epistasis for fitness” Doktorantka pisze ,,Regarding the yeast growth rate, effectively none
of single gene deletions can make it faster (Sliwa and Korona, 2005).” Poniewaz nasze wkasne



obserwacje nie zgadzajg sie z tym stwierdzeniem, zajrzalam do cytowanej pracy, gdzie pod koniec
wstepu widnieje zdanie: ,,Finally, using newly prepared and strictly isogenic constructs, we determined
that only about a dozen of the yeast gene deletions were slightly advantageous.” Skad wynikta ta
niezgodno$é? Obie prace pochodza z tego samego zespolu.

Czy zdaniem Doktorantki inne podejscie eksperymentalne walidujace tempo wzrostu szczepow z
kolekeji delecyjnej, moze prowadzi¢ do uzyskania odmiennych wynikdw? Mam tu na mysli nie tylko
inny technicznie sposéb oceny wzrostu ale np. przeprowadzenie eksperymentu przez analize wzrostu
rownolegltego versus réwnoczesnego (hodowle na szalkach titracyjnych lub replikach versus
wykorzystanie techniki genetycznych kodoéw kreskowych).

4) W sekeji 2.2 Materialéw 1 Metod (str. 82) Doktorantka opisujac sposéb doboru kolonii do dalszych
badan pisze: ,,Colonies identified in this way were often of different sizes suggesting that they were
genetically heterogeneous.” Po pierwsze, jesli mutacja ma wpltyw na tempo wzrostu, to nie znaczy, ze
kazda kolonia, w ktorej doszto do zmiany bedzie miata ten sam rozmiar, cho¢by dlatego, ze do zmiany
moglo dojsé w réznym czasie. Po drugie, z problemem ,,malych” 1 ,,duzych” kolonii zetkngt sig niemal
kazdy badacz pracujacy z mikroorganizmami przez kilka lat i w kazdym niemal przypadku
wyjasnienie tego fenomenu bylo inne. Co wigeej, czesto pasaz malej koloni prowadzi do powstania
zardwno malych jak i duzych kolonii potomnych. Podobnie jest z pasazem duzych kolonii. Na tej
podstawie wiele nie mozna wnosi¢. W przypadku, gdy obiektem badan jest szczep BY4743, dochodzi
jeszeze problem czestej spontanicznej utraty mtDNA (za ktdérg odpowiada kilka mutacji obecnych w
genomie tego szczepu), a co za tym idzie rdwniez problem niestabilnosci genetycznej komdrek.

5) Co doktadnie ma Doktorantka na mysli piszac w Dyskusji pracy: ,,Our findings align with the
prevailing conviction that transcriptional compensation in aneuploidy is rare, if it occurs at all (Hughes
et al., 2000; Torres et al., 2007, 2016).”?7
W swojej pracy Hughes pisze: ,,data show that the mRNA abundance of nearly every gene on trisomic
or monosomic chromosomes is altered, suggesting that in yeast there is no global dosage-
compensation mechanism to normalize expression from each gene (or chromosome).” Przy czym,
kluczowe jest stowo ,,nearly”. Z moich wiasnych doswiadczen wynika, ze choé ekspresja gendw
zlokalizowanych na chromosomie, ktorego duplikacja kompensuje utrate kluczowego dla zycia genu,
to jednak ekspresja pojedynczych gendw (w tym genu supresorowego zlokalizowanego na tym
chromosomie) wyraznie odstaje od przecigtnej.

Czy w wynikach otrzymanych przez Doktorantke wida¢ tego typu zdarzenia?

Czy mozna wskaza¢ inne mechanizmy kompensacji niskiego poziomu transkrypcji gendw
zlokalizowanych na niedoreprezentowanym chromosomie, ktére wyjasniatyby brak koniecznosci
podbijania ekspresji tych genow na poziomie transkrypcji? Wyniki Doktorantki dotyczgce szczepu M7
i M13 wskazuja, ze ograniczona ekspresja genow zlokalizowanych na danym chromosomie nie zawsze
jest dopuszezalna.

Podsumowujac, pomimo pewnych stabosci metodycznych wyrazonych w tej recenzji, ktérych
jednak trudno uniknaé prowadzac badania przesiewowe, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska Pani mgr Hanny Tutaj stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Co
wigcej, poruszana w tej rozprawie doktorskiej tematyka cho¢ niezwykle atrakcyjna jako problem do
rozwigzania, jest rowniez trudna technicznie w badaniach, ze wzgledu na niestabilnos¢ genetyczng
samych obiektow badan. Potrzeba nie tylko ciekawodci naukowej 1 wiedzy przedmiotu, ale réwniez silnej



determinacji i konsekwencji, by tego rodzaju badania prowadzi¢. Doktorantka najwyrazniej wszelkie
potrzebne do tej pracy talenty posiada, Prezentuje tez zdolnosci konieczne do samodzielnego
prowadzenia badan naukowych, takie jak umiejetnosé stawiania nowych pytan czy zdolnosé krytycznego
osgdu wiasnych wynikéw. Doktorantka wykazuje réwniez wiedze ogoélng w dziedzinie nauk scistych i
przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne. Tym samym, wszelkie wymagania stawiane Kandydatom
i zawarte 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 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365; z 2010
r. Nt 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228; z 2011 r. Nr 84, poz.455) zostaty spetnione. Dlatego zwracam si¢
do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellofiskiego o dopuszczenie Pani mgr Hanny
Tutaj do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne.

Z powazaniem,

Adrianna Skoneczna



