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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Kamila Deryto pt.:

»Rybosomalne centrum GTPazowe jako element adaptacji komdrki do warunkéw stresowych”

I. Ocenaformalna

Rozprawa doktorska mgr Kamila Deryto powstata w Zaktadzie Biologii Molekularnej Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej (UMCS) w Lublinie. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Marek Tchérzewski a
promotorem pomocniczym dr Barbara Michalec-Wawidrka. Praca ta wpisuje sie w tematyke badawcza
zespotu, ktory ma znaczace osiggniecia w badaniach struktury i funkcji rybosomowych biatek tworzacych

kciuk rybosomalny. Praca ma postaé klasycznej dysertacji.

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy rybosomowego centrum GTPazowego (GAC), a modwigc
precyzyjniej poznania roli biatek formujacych strukture GAC w procesie adaptacji komérek do warunkdw
stresu jaderkowego. Magister Kamil Deryto skupit sie na roli biatek Mrt4, uL10, P1i P2, wykorzystujgc w
swoich badaniach niezwykle precyzyjne analizy lokalizacji subkomdrkowej tych biatek w pojedynczych
komorkach (a wiec w uktadzie in vivo) a takze analizy biochemiczne, przeprowadzane in vitro. Chociaz
od dawna znamy strukture rybosomu a takze mechanizm przeprowadzanej przez rybosom biosyntezy
polipeptydow, jestesmy jeszcze bardzo daleko od zrozumienia molekularnych detali regulacji tego
procesu, zwfaszcza w organizmach eukariotycznych. Pisze o tym aby podkresli¢, ze tematyka wybrana
przez Doktoranta i jego Promotora jest w petni oryginalna a zaplanowane i wykonane przez mgr Kamila

Deryto doswiadczenia odpowiadajg na wazne biologiczne pytania.

Celem ocenianej rozprawy byto zbadanie roli GAC w adaptacji metabolizmu komérki do warunkéw

stresowych zaréwno na poziomie biogenezy rybosomdw jak i dojrzatych, aktywnych translacyjnie
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rybosomow. Oba cele badawcze uwazam za bardzo ambitne, a uzyskane przez Doktoranta wyniki sg w
pefni oryginalne i bardzo ciekawe. Spetniony zostat zatem wymdg nowatorstwa badan
zaprezentowanych jako rozprawa doktorska. Z punktu widzenia tematyki, wyboru obiektu badan oraz
postawionego problemu badawczego oceniana rozprawa nie budzi zadnych zastrzezen. Warto$é
naukowa pracy najlepiej obrazuje fakt, ze uzyskane przez mgr Kamila Deryto wyniki zostaty juz
opublikowane w dwdch artykutach, ktore ukazaty sie w znanych czasopismach naukowych, w Biochimica

et Biophysica Acta - Molecular Cell Research oraz International Journal of Biochemistry and Cell Biology.

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr Kamila Deryto w petni spetnia warunki formalne stawiane
rozprawom doktorskim, zaréwno pod wzgledem formy jak i oryginalno$ci tematu a takze poziomu

naukowego przedstawionych w niej wynikdw.

I Ocena merytoryczna

Uktad rozprawy jest bardzo przejrzysty, a lekture utatwiajg bardzo dobrze przygotowane ryciny zawarte
w czgsci opisujacej uzyskane wyniki. Dodatkowo, zaprezentowane schematy w $wietny i dobry do
zapamigtania sposob pokazujg stosowane metody. Wykonanie takiego schematu jest prawdopodobnie

dos¢ proste a znacznie utatwia pdzniejszg analize wynikdw.

Wszystkie opisane w rozprawie wyniki naukowe zostaty bardzo wnikliwie skonfrontowane z danymi
opublikowanymi wczeséniej przez innych badaczy. Ta polemika z danymi uzyskanymi przez innych oparta
jest na dobrze dobranej literaturze naukowej i wskazuje, ze mgr Kamil Deryto znakomicie zna literature
naukowg poswiecong tematyce pracy. Dobrg i gruntowng znajomo$¢ literatury dostrzegtam takze
podczas czytania czesci wstepnej rozprawy, ktéra doskonale wprowadzita mnie w tematyke. Rozprawe
mgr Kamila Deryto kofczy krétki rozdziat, w ktérym podsumowuje on uzyskane przez siebie wyniki oraz
przedstawia opracowany model adaptacji metabolicznej rybosomalnego centrum GTPazowego w

stresie jgderkowym.

Wszystkie przedstawione w rozprawie wyniki naukowe uzyskane przez mgr Kamila Deryto sg niezwykle
interesujace i w petni oryginalne. Juz sam fakt ich opublikowania w dobrych czasopismach naukowych,
Swiadczy o duzej wartosci naukowej ocenianych wynikéw. W obu przypadkach prace przeszly
najprawdopodobniej kilka rund ostrej krytyki ze strony wymagajgcych recenzentéw, a to co trafito do
mojej oceny zostafo juz przez Autora zapewne gruntownie poprawione. Zatem moja rola oceniajgcego
jest nieco utatwiona. Niemniej chciatabym sie odnie$¢ do kilku spraw, jakie nasunety mi sie podczas

analizy pracy.



Podczas omawiania wynikéw dotyczacych lokalizacji w komorce biatek Mrt4 i jego wariantu
delecyjnego, Mrt4i.,17 Autor powotuje sie na ,znaczng heterogennosé tej subkomodrkowe;j
lokalizacji. W jaki sposéb byta ona obserwowana?

W efekcie obserwowanej heterogennosci lokalizacji, Doktorant zdecydowat sie na
przeprowadzenie analiz na ,populacji 400 komodrek w trzech niezaleznych powtdrzeniach
biologicznych”. Czy zatem tgcznie poddano analizie 1200 komédrek? Ponadto, ze wzgledu na
toczaca sie dyskusje w definiowaniu ,powtdrzenia biologicznego” przy analizie linii
komdrkowych, poprosze o komentarz i doprecyzowanie co stanowito powtdrzenie biologiczne:
czy byta to inna hodowla tej samej linii, czy hodowle prowadzone byty réwnolegle czy w odstepie
czasowym czy tez zdecydowano uzy¢ inng linie komorkowg?

Badania lokalizacji wszystkich wariantow Mrt4 przeprowadzone na duzej liczbie komodrek
pozwolity na analize statystyczng wynikow. Doktorant obserwowat juz w warunkach
kontrolnych réznice w lokalizacji Mrt4 i Mrt4,.217: forma natywna zlokalizowana jest niemal w
catodci w jaderku i cytoplazmie, natomiast forma delecyjna jedynie w 70% (pozostate 30%
wyfgcznie w cytoplazmie). O ile réznice w lokalizacji tych form Mrt4 obserwowane w stresie
wywotanym ActD s3 dobrze przedyskutowane, to nie znalaztam wyjadnienia sytuacji
obserwowanej w warunkach kontrolnych. Bardzo prosze o komentarz.

Przy analizach biochemicznych z wykorzystaniem techniki hybrydyzacji typu western blot (tu
dodatkowa uwaga edytorska: nie widze potrzeby uzywania wielkich liter przy nazwie techniki)
na rysunku 19 przedstawiono jedynie wyniki dla formy delecyjnej biatka Mrt4. S one bardzo
przekonujace i dobrej jakosci ale réwnolegle powinny zostaé przeprowadzone takie same
analizy dla natywnej formy biatka. Powotanie sie na wynikiinnej pracy, ze wzgledu na np. réznice
techniczne w przeprowadzaniu eksperymentdw, jest moim zdaniem niewystarczajgce. Poza
tym, zaktadam, ze przedstawiono wynik reprezentatywny, bedacy odzwierciedleniem kilku
przeprowadzonych eksperymentéw, jednak tej informacji zabrakto w opisie rysunku czy tez w
rozdziale opisujgcym metode.

Przy analizach FRAP-AC komorki poddawano oémiogodzinnej inkubacji z ActD podajac przy tym
informacje, ze ,0$mio-godzinna inkubacja z ActD nie jest toksyczna dla komdrek Hela, a
usuniecie ActD z podtoza hodowlanego w petni przywraca ich wzrost i podziaty”. Czy to jest
obserwacja wfasna czy tez doniesienie literaturowe? Konieczny bytby w tym miejscu
odpowiedni odnosnik do konkretnego zrédta.

Analizy FRAP-AC prowadzono po pieciu godzinach od usuniecia ActD z podtoza. Jakie jest

uzasadnienie wyboru takiego punktu czasowego?



7. Wyniki FRAP-AC wskazaly jednoznacznie, ze uwalnianie biatka uL10 z rybosomu jest
nieodwracalne, bez mozliwosci ponownej asocjacji z rybosomem. Jakie, Pana zdaniem, mogtoby
byC uzasadnienie tej sytuacji? Czy ,stresowe rybosomy” pozbawione uL10 przyjmujg inng
strukture kciuka? Czy tez raczej chodzi o intensywne wykorzystanie uwolnionego biatka do
innych, pozarybosomowych celéw? Poza tym, czy istniejg dane literaturowe modwigce o
aktywnosci translacyjnej podczas stresu jaderkowego?

8. Bardzo podoba mi sie zaproponowany model adaptacji metabolicznej centrum GTPazowego do
stresu jgderkowego. Interesuje mnie Pana zdanie na temat tego, czy adaptacja GAC na
niedojrzatych i dojrzatych rybosomach zachodzi réwnolegle w komdrkach? | czy taki mechanizm
odpowiedzi na stres nie jest zbyt drastyczny dla komdérki: nie doéé, ze nowe rybosomy nie

dojrzewaja to dodatkowo dojrzate ulegajg deaktywacji.

Wszystkie przedstawione powyzej komentarze w najmniejszym stopniu nie majg na celu umniejszania
wartosci merytorycznej pracy, ktérg oceniam bardzo wysoko. Moje uwagi majg raczej charakter

polemiczny i s3 podyktowane checig dyskus;ji.

1. Whioski koricowe

Rozprawe doktorska mgr Kamila Deryto oceniam bardzo wysoko. Autor przedstawit w niej oryginalne i
interesujace wyniki naukowe. Oceniana praca spetnia z nawigzka wszystkie warunki stawiane
rozprawom doktorskim. Dlatego zwracam sie do Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Marie Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr Kamila Deryto do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczednie, z uwagi na wyjgtkowo wysoki poziom zaprezentowanych w rozprawie
wynikow oraz oryginalnos¢ podjetego tematu badawczego wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

mgr Kamila Deryto stosowng nagroda.
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