CENTRUM
NOWYCH
TECHNOLOGI! TRs 7AW"

ul. S. Banacha 2¢, 02-097 Warszawa
TEL.: + 48 22 55 43 600, FAX: +48 22 55 43 606, E-MAIL: sekretariat@cent.uw.edu.pl

www.cent.uw.edu.pl

Warszawa, 12 kwietnia 2018

Prof. dr hab. Joanna Trylska
e-mail: joanna@cent.uw.edu.pl
tel: (22) 55 43 600

Rada Wydziatu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej

Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Kamila Deryto

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgra Kamila Deryto zatytutowana "Rybosomalne
centrum GTPazowe jako element adaptacji komdrki do warunkéw stresowych" zostata przedtozona
Radzie Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej. Rozprawa zostata
wykonana w Zakfadzie Biologii Molekularnej pod kierunkiem promotora prof. dra hab. Marka
Tchérzewskiego oraz dr Barbary Michalec-Wawiérki jako promotora pomocniczego.

Celem pracy badawczej byto okreslenie roli centrum GTPazowego rybosomu eukariotycznego w
regulacji translacji w warunkach stresu.

Proces translacji jest kluczowym elementem zycia komérki, gdyzw tym procesie na bazie
informacji zawartej w mRNA produkowane sg biatka. Kluczowa role w tym procesie petni rybosom,
kompleks rybonukleoproteinowy, ktéry jest "stanowiskiem pracy" dla mRNA, tRNA oraz zewnetrznych
czynnikéw biatkowych. Translacja jest niezwykle skomplikowana, sktada sie z kilku etapow, a kazdy z
nich, oprécz rybosomu, wymaga precyzyjnego dziatania wielu innych elementéw. Nie tylko tRNA czy
mRNA s3 kluczowe ale takze wtasciwe translacyjne czynniki biatkowe, ktére w odpowiednim etapie
translacji muszg sie przytagczy¢ i potem oddysocjowaé od rybosomu. Proces ten jest takze niezwykle
dynamiczny, nie tylko z powodu dyfuzji i wigzania sie czynnikéw biatkowych, ale takze samej dynamiki
wewnetrznej rybosomu.

Translacja nie jest procesem spontanicznym w komdrce ale wymaga energii, ktéra pochodzi z
hydrolizy GTP. GTP jest "przynoszone do rybosomu" przez czynniki translacyjne i w odpowiednich
etapach translacji energia jest uwalniana z GTP przy udziale fragmentu duzej podjednostki rybosomu
nazwanego centrum GTPazowym. W rybosomach eukariotycznych centrum GTPazowe jest w
podjednostce 60S i stanowigje tzw. petla sarcynowo-rycynowa, petla tiostreptonowa oraz kciuk
rybosomowy ztozony z biatek uL10, uL1l i dimeru P1-P2. Translacja, jak i inne procesy komédrkowe, jest
regulowana ale nie poznaliSmy jeszcze wszystkich mechanizmdw, ktére za te regulacje odpowiadajg. Na
pewno zachodzi regulacja na poziomie inicjacji translacji, gdyz w tym etapie bierze udziat wiele
czynnikéw biatkowych.

W ostatnich latach coraz wiecej uwagi poswieca sie wiec regulatorowej funkcji rybosomu.
Powstata hipoteza, ze rybosomy sg heterogenne i ta réznorodnos$¢ odpowiada za ich rézng funkcje.
Réznorodnos¢ strukturalna moze wynikaé z rdéinych biatek rybosomowych (zmiany ich ilosci,
modyfikacji potranslacyjnych) lub modyfikacji rRNA. Wynika to pewnie z koniecznosci dostosowania sie



translacji do réznych warunkéw S$rodowiska. W laboratorium prof. Tchérzewskiego, promotora
rozprawy, badania regulacji translacji na poziomie rybosomdéw byty sg prowadzone od wielu lat. W
wyniku tych badan okazato sie, ze wainym elementem regulatorowym jest GAC, czyli centrum
GTPazowe rybosomu. Biatka wchodzgce w sktad GAC, na réznych etapach formowania rybosomu, byty
wiec przedmiotem badan mgra Deryto.

Rozprawa doktorska mgra Kamila Deryto zostata napisana w jezyku polskim i jest standardowo
podzielona na kilka gtéwnych rozdziatow: Wstep, Cel Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie. Rozprawa zawiera tez obszerng bibliografie odwotujaca do 189 artykutow.

W Rozdziale | zatytutowanym Wstep autor opisuje funkcje i strukture rybosomu. Przedstawia
historyczny rys jak odkryto istnienie rybosoméw. Skupia sie gtéwnie na rybosomach eukariotycznych,
gdyz te sg przedmiotem jego badan. Opisuje doktadniej GAC, czyli centrum GTPazowe rybosomu i
poréwnuje GAC u réznych organizmoéw. Omawia takze proces formowania sie dojrzatych rybosoméw w
komorkach, czyli ich biogeneze. Skupia sie na tworzeniu centrum GTPazowego podczas biogenezy
rybosomu, gdyz jest to ostatni wazny etap dojrzewania podjednostki pre-60S. Okazuje sie, ze zamiast
kompleksu biatek P1/P2 w pre-60S odnajdujemy biatko Mrt4, ktére jest paralogiem biatka ulL10.
Wymiana biatek do osiggniecia przez strukture GAC formy dojrzatej strukturalnie jest wiec istotnym
etapem biogenezy rybosomu. Dodatkowo taka wymiana moze petni¢ role regulatorowa, gdyz zamiana
Mrt4 na ull0 wymaga udziatu fosfatazy. Czes¢ procesdéw zachodzi w cytoplazmie a cze$¢ w
nukleoplazmie, co komplikuje badanie tych procesow.

W kolejnej czesci Wstepu autor rozprawy omawia regulatorowe funkcje rybosomu, opisuje
teorie wyspecjalizowanych rybosomoéw oraz inne funkcje biatek rybosomowych. Okazuje sie, ze
rybosomy mogg sie roznié takze w ramach jednego organizmu. Podkresla, ze teoria regulacji ekspres;ji
informacji genetycznej na poziomie translacji nie jest nowa ale nie wszystkie jej aspekty zostaty
zbadane. Wyspecjalizowane rybosomy sg tego przyktadem, a takze zmiennos¢ biatek w GTPazowym
centrum rybosomu, ktore byto przedmiotem badan autora rozprawy.

W Rozdziale Il przedstawione sg krétko cele rozprawy. Gtéwnym celem autora byto zbadanie
roli biatek wchodzgcych w sktad GAC (uL10 i dimeru P1-P2) w komdrkach eukariotycznych w warunkach
stresu. W szczegdlnosci mgr Deryto chciat zbadad jak fosforylacja i obecnos¢ C-korica biatka Mrt4, ktére
w procesie dojrzewania rybosomu jest wymieniane na ulL10, wptywajg na adaptacje metabolizmu
komoérki w warunkach stresu. Skupit sie takze na wewnatrzkomérkowej lokalizacji biatka uL10.
Zastosowat rézne techniki biochemiczne oraz mikroskopii konfokalnej.

W Rozdziale Ill Materiaty i Metody autor rozprawy przedstawia eksperymentalne protokoty
badawcze. Najpierw techniki genetyczne (uzyte wektory DNA i przygotowanie konstruktow
genetycznych), potem opisuje warunki hodowli linii komoérkowych, frakcjonowanie komorek i
analize Western-Blot, a nastepnie techniki mikroskopii konfokalnej, ktérymi obrazowat komorki.

Rozdziat zatytutowany Wyniki poswiecony jest opisaniu wynikdw autora. Rozdziat ten zostat
podzielony na dwa gtéwne podrozdziaty. Pierwszy podrozdziat dotyczy udziatu biatka Mrt4, ktére
wystepuje w niedojrzatych rybosomach i jest zamieniane w procesie biogenezy podjednostki 60S na
uL10, oraz wariantéw Mrt4, w przystosowaniu komorki do warunkdéw stresu. Drugi podrozdziat dotyczy
biatek uL10, P1 i P2 struktury GAC w dojrzatych rybosomach i funkcji tych biatek w warunkach stresu
komodrkowego.

Jesli chodzi o role biatka Mrt4 to mgr Deryto przebadat cztery jego warianty: biatko natywne,
biatko nie zawierajagce C-konca, biatko w ktérym reszty seryny zastgpiono albo resztami alaniny albo
kwasu glutaminowego. Biatko Mrt4 jest zachowane ewolucyjnie w komérkach eukariotycznych, jednak
region jego C-konca jest zréznicowany. Wiadomo, ze taki C-kofAcowy fragment jest fosforylowany przez
kinaze CK2 w biatkach P, jednak do tej pory nie zbadano jak jest w przypadku biatka Mrt4. Po



przygotowaniu wariantéw Mrt4 w fuzji z biatkiem DsRed, autor zbadat wewnatrzkomadrkowa lokalizacje
(jaderkowa badz cytoplazmatyczng) tych biatek w komadrkach Hela w warunkach stresu i bez. Warunki
stresu indukowane byty réznymi antybiotykami.

Stres wywotany aktynomycyng D to tzw. stres jaderkowy; jaderko jest odpowiedzialne za synteze rRNA i
pierwsze etapy biogenezy rybosomodw, gdyz wiekszos¢ biatek rybosomowych jest transportowana z
cytoplazmy do jaderek w celu formowania pre-rybosomoéw. Tak wiec stres jgderkowy powinien
hamowac¢ wczesne etapy biogenezy rybosomdw. Stres wywotany leptomycyng B miat okresli¢ wptyw
hamowania pdzniejszych etapéw formowania sie rybosomdéw, mianowicie eksportu z jadra do
cytoplazmy. W niektérych doswiadczeniach uzyto tez czasteczek 5-fluorouracylu, ktéry hamuje
biogeneze rybosomu na pdznych etapach formowania sie 28S rRNA.

W wyniku obrazowania w réznych warunkach stresu oraz kolokalizacji biatek Mrt4 z biatkiem
YFP-fibrylaryna i analiz Western-Blot autor stwierdzit, ze C-koniec Mrt4 wptywa na lokalizacje biatka w
stresie jgderkowym indukowanym aktynomycyng D. Wariant Mrt4 bez C-korica byt zlokalizowany w
cytoplazmie a nie i w cytoplazmie i jgderku. Podobnie wariant, ktéry miat ufosforylowany C-koniec
zaburzat zdolnos¢ przemieszczania biatka Mrt4 miedzy jadrem a cytoplazma.

W drugiej czesci rozdziatu Wyniki autor zajmowat sie lokalizacjag wewnatrzkomérkowa biatek
wchodzgcych w sktad GAC, uL10 i dimeru P1/P2. Badania wykazaty, ze biatko uL10 moze sie pojawia¢ w
formie niezwigzanej z rybosomem. Autor wiec dalej badat szybkos¢ dyfuzji tego biatka oraz kilku innych
(m.in. uL16 i uL4) wewnatrz komarek technikg FRAP. Biatka byty skoniugowane, albo na N- albo na C-
koncu z fluorescencyjnym biatkiem GFP. Biatka, ktdre integrowaty sie z rybosomem wykazywaty niska
mobilnos¢, a biatka wolne wykazywaty duzg ruchliwos¢. Okazato sie, ze biatko uL10 skoniugowane z GFP
w warunkach stresu jgderkowego akumuluje sie w cytoplazmie, najprawdopodobniej w formie
monomerycznej. Ten fakt nie byt do tej pory znany, gdyz biatko w warunkach natywnych w komdrce nie
wykazuje innej mobilnosci w cytoplazmie, wiec jest najpewniej zwigzane z rybosomem. Ponadto
procedura doswiadczalna, ktdérg autor opracowat pozwolita po raz pierwszy zbada¢ mobilnosé
rybosomu wyznakowanego fluorescencyjnie w komérkach eukariotycznych.

W nastepnych etapach pracy autor analizowat mobilno$¢ heterodimeru P1/P2, ktéry takze
wchodzi w sktad GAC, aby sprawdzi¢ czy mobilno$¢ biatek P1/P2 jest skorelowana z mobilnoscig uL10.
W warunkach natywnych dimer P1/P2 byt zasocjowany z rybosomem ale w warunkach stresu
wywotanego aktynomycyng D miat tez zwiekszong ruchliwos¢, choé nie tak bardzo jak koniugat GFP-
ulL10.

Dodatkowo, mgr Deryto potwierdzit zjawisko akumulacji uL10 w cytoplazmie pod wptywem
stresu jgderkowego ale wywofanego innym czynnikiem, 5-fluorouracylem, ktéry oddziatuje na
pozniejsze etapy biogenezy rybosomu (blokuje dojrzewanie 28S i 18S RNA). Aby stwierdzi¢, czy
obserwowane zjawisko nie jest specyficzne tylko dla komodrek Hela, mgr Deryto przeanalizowat
tez mobilno$¢ biatka uL10 w innych komadrkach, mianowicie w komdrkach fibroblastow mysich NIH3T3,
i otrzymat podobne wyniki jak dla komérek Hela, czyli biatko uL10 akumulowato sie w cytoplazmie w
warunkach stresu.

Dalej autor rozprawy chciat sprawdzi¢, czy obecno$é wolnego biatka uL10 w cytoplazmie wynika
z jego oddysocjowania od rybosomu czy ulL10 jest biatkiem nowo syntezowanym. Zastosowat inne
biatko fluorescencyjne, fotoaktywne, o nazwie Dendra, ktére tez skoniugowat z biatkiem uL10 na N-
koricu, podobnie jak w przypadku koniugatu z GFP. Tutaj autor takze potwierdzit, ze w warunkach
stresu wywotanego aktynomycyng D biatko uL10 wystepuje nie tylko w rybosomie 80S, ale takze we
frakcji cytoplazmatycznej. Dyfuzja ulL10 wzrastata w takich warunkach, co potwierdzono réznymi
technikami obrazowania fluorescencyjnego. Ogdlnie wczesniejsze wyniki z uzyciem GFP zostaty
potwierdzone przy uzyciu biatka Dendra. Nastepnie, zeby odpowiedzie¢ na pytanie jakie jest Zzrddto



uL1l0 w cytoplazmie w warunkach stresu autor zastosowat technike FRAP-AC, ktéra umozliwita mu
monitorowanie mobilnosci koniugatéw Dendra-ulL10, ktére przed wprowadzeniem stresu
komodrkowego byty zasocjowane z rybosomem. Takie monitorowanie potwierdzito, ze uL10 pojawiajgce
sie w cytoplazmie pochodzg z uwolnienia sie uL10 z rybosomdw. Ostatni etap badaid miat na celu
sprawdzenie, czy uwolnienie uL10 z rybosoméw do cytoplazmy w stresie jgderkowym jest procesem
odwracalnym po usunieciu stresu. Okazato sie, ze jest to proces nieodwracalny i biatko uL10 nie
asocjuje ponownie z rybosomem po usunieciu stresu.

Kolejny rozdziat to Dyskusja, w ktorej autor podkresla wage regulacji translacji na poziomie
samych rybosoméw czy ich biogenezy, ktéra moze by¢ korzystna dla komérki w przypadku koniecznosci
szybkiego reagowania na stres. Podaje tez przyktady innych biatek rybosomowych oraz fosforylacji
biatek, u ktdrych tez stwierdzono pewne funkcje regulatorowe w warunkach stresu. W Dyskusji sg
jednak gtéwnie wnioski z wynikéw badan autora.

Po Dyskusji znajduje sie Podsumowanie z proponowanym schematem jak centrum GTPazowe
dostosowuje sie do stresu jgderkowego, dorobek naukowy autora rozprawy, streszczenie w jezyku
angielskim i spis literatury.

Czytajac rozprawe zainteresowato mnie kilka kwestii dotyczacych wynikéw badan i mam
tez kilka uwag dotyczgcych prezentacji.

- Rozprawa jest napisana w jezyku polskim natomiast wszystkie rysunki okreslane sgi w tekscie i w
podpisach jako Fig. Lepiej byto uzy¢ skrétu Rys. i odwotywaé sie w tekscie do rysunkow a nie Fig. Stowo
Figura nie jest stosowane w polskojezycznych publikacjach w kontekscie rycin czy rysunkéw.

Strona 4, srednica 20-25 nm dotyczy rybosomdéw bakterii bo eukariotyczne a zwtaszcza ludzkie sg chyba
wieksze?

Szkoda, ze wszystkie rysunki we Wstepie zostaty skopiowane z publikacji innych i zaden nie zostat
wykonany przez autora. W czesci Wyniki podpisy pod wykresami i opisy osi sg bardzo stabej jakosci,
przynajmniej na moim wydruku.

W rozprawie brakuje mi jakiegos$ wstepu teoretycznego dotyczacego metodyki badawczej. W rozprawie
znajdujemy raczej opisy techniczne, tak jak w publikacjach, a nie ma ogdlnego pogladowego podejscia
do technik, ktérego bym oczekiwata w rozprawie doktorskiej. Dopiero w Wynikach pojawiaja sie jakie$
wyjasnienia, ale tylko dotyczace technik mikroskopii konfokalnej.

Nie jest dla mnie jasne co oznaczajg btedy na wykresach (jak byty liczone, $rednia i SD?) oraz oraz jaka
jest istotnosc statystyczna rdznic.

Biatko GFP ma tendencje do dimeryzacji. Czy brano to pod uwage i czy moze uzywano jakiego$ mutanta
GFP zapewniajgcego forme monomeryczng w komdrkach? Chyba, ze wiadomo, ze koniugaty GFP z
innymi biatkami nie dimeryzuja.

Czy biatko uL10 jest tez podobne strukturalnie do biatka Mrt4, czy co$ na ten temat wiadomo?

Rozprawa zawiera troche drobnych jezykowych pomytek. Nie obnizajg one wartosci rozprawy jednak
czesc z nich dla porzadku wypisze.



- GAC jest czescig rybosomu, stanowi jego element, wiec lepiej chyba pisa¢, ze GAC znajduje sie w duzej
podjednostce rybosomalnej a nie "na" tej podjednostce.

- strona 19, dodatkowy nawias (kolor z6tty))

- strona 25, powinno by¢ "za pomocg antybiotyku G418"

- w wielu miejscach nie ma odstepu (spacji) po liczbie a przed jednostka lub raz jest odstep a raz go nie
ma, np. str. 34, 561nm, str. 29, 50ul

- strona 38, powinno by¢ "zastgpié"

- strona 48, podpis pod rysunkiem 22, powinno by¢ "powtérzeniach"

- strona 67, podpis pod rysunkiem 37, powinno by¢ "strzatka"

- strona 68, podpis pod rysunkiem 39, powinno by¢ "wybranym"

- stroan 78, powinno by¢ "nie jest w stanie"

- strona 87, powinno by¢ "w obrebie"

Podsumowujgc, mgr Deryto podjgt prébe zbadania mechanizméw adaptacji komorki do
warunkow stresu, w szczegdlnosci roli niektérych biatek rybosomowych w procesie biogenezy
rybosomu. Jednym z biatek byto biatko o nazwie Mrt4, ktére wigze sie z podjednostkg pre-60S w
jaderku i jest nastepnie wymieniane na wtasciwe biatko ulL10 (paralog Mrt4) w dojrzatych
cytoplazmatycznych rybosomach. Badania pozwolity autorowi na zaproponowanie roli regulatorowe;j
Mrt4 w procesie dojrzewania rybosoméw, w szczegdlnosci formowania dojrzatej struktury GAC, w
warunkach stresu jagderkowego. Autor pokazat takze unikalne zachowanie sie innego biatka tworzgcego
dojrzata strukture GAC w translacyjnie kompetentnych rybosomach, mianowicie biatka uL10. Biatko to
w warunkach stresu akumuluje sie w cytoplazmie jako wolne biatko nie zwigzane z rybosomem. Taka
akumulacja sugeruje jakie$ pozarybosomalne funkcje tego biatka. Rybosomy nie zawierajgce uL10 nie s3
zdolne do syntezy biatek, a po zdjeciu stresu biatko uL10 nie asocjuje ponownie z rybosomem. uL10
najprawdopodobniej oddziatuje z innymi biatkami w cytoplazmie. Tak wiec autor pokazat, ze biatka
struktury GAC moga mieé funkcje regulatorowe. Dodatkowo, autor rozprawy przyczynit sie do
opracowania nowego protokotu eksperymentalnego pozwalajgcego na $ledzenie dynamiki nowo
powstatych biatek w komdrkach. Wykorzystat tez wiele technik obrazowania pod mikroskopem
konfokalnym, z réznymi biatkami fluorescencyjnymi i techniki te opanowat perfekcyjnie.

Warto podkresli¢, ze mgr Deryto ma juz bardzo dobry dorobek publikacyjny w czasopismach z
listy JCR. Tematyka rozprawy zawiera sie w dwdch publikacjach (w BBA - Molecular Cell Research i Int. J.
Biochemistry and Cell Biology). W jednej z publikacji mgr Deryto jest pierwszym autorem. Oprécz tego
mgr Deryto jest wspétautorem pieciu innych prac.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgra Kamila Deryto stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, potwierdza ogdlng wiedze autora w dyscyplinie naukowej oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wobec tego rozprawa doktorska mgra Deryto spetnia
wszystkie warunki ustawy o tytule naukowym i stopniach naukowych. W zwigzku z tym wnosze o
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dopuszczenie mgra Kamila Deryto do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



