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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pt. ,,Analiza funkcjonalna rybosomalnych bialek-P na modelu

Saccharomyces cerevisiae” autorstwa Pani mgr Elizy Molestak

Rozprawa doktorska zostala przygotowana pod opiekg promotorska Pana Prof. dr. hab. Marka
Tchorzewskiego i dr. Leszka Wawiorki (promotora pomocniczego) w Zakladzie Biologii Molekularnej
Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Glownym problemem poruszonym w dysertacji jest okreslenie funkcji jaka pelnig rybosomalne
biatka P lokalizujagce si¢ w centrum odpowiedzialnym za uwalnianic energii zawartej
w wysokoenergetycznych wigzaniach GTP, ktora jest wykorzystywana w procesie translacji. Autorka zadata
sobie réwniez pytanie o znaczenie multiplikacji tych bialek w rybosomie. Do badan wykorzystata modelowy
organizm — drozdze S. cerevisiae dzikiego szczepu oraz mutanty z kompleksem bialek P o zmienione;
strukturze. Podjgcie si¢ rozwigzania wspomnianych probleméw badawczych uwazam za wazne poznawczo
zadanie naukowe, ktére mozna rozpatrywa¢ takze w kontekécie pozyskiwania danych, istotnych
z praktycznego punktu widzenia — dotyczacych mechanizmu dziatania antybiotykéw, potencjalnie
uzytecznych w leczeniu chorob wywolywanych przez grzyby.

Temat rozprawy doktorskiej jest zgodny z problematykg poruszong w jej tresci. Dysertacja
ma strukturg typowa dla prac, w ktérych prezentowane i omawiane sg wyniki badan eksperymentalnych.
Kazdy z rozdzialow zawiera wilasciwe mu informacje i jest przygotowany w profesjonalny sposob —
niebudzgcy zastrzezen pod wzgledem merytorycznym. Co wazne, w pracy zachowane zostaly proporcje
objgtosci i jakosciowe migdzy poszczegdlnymi czesciami, a to pozwala wysoko ocenié nabyta przez Pania
Magister umiejetnos¢ prezentowania wynikéw wiasnych badan. We ,,Wstepie” oméwila budowe rybosomu
prokariotycznego i eukariotycznego, blizej scharakteryzowala struktur¢ i funkcje centrum GTPazowego,
prezentujgc szczegotowo jego udzial w procesie translacji. Dalej przeprowadzita synteze¢ danych
literaturowych o znaczeniu bialek P dla funkcjonowania centrum GTPazowego oraz scharakteryzowala ich
znaczenie w procesach, nie zwigzanych z translacjg. Wszystkie przedstawiane dane sg poparte dobrze

cytowang literaturg naukowa, w przewazajacej czg$ci opublikowang w ostatnich latach. Uwage zwraca
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krytyczne podejscie do poruszanych probleméw — Pani Magister precyzyjnie systematyzuje wiedze
podkreslajac te aspekty, ktore s3 w pelni scharakteryzowane, ciagle badane i te, ktore wymagaja poznania.
Za wazne uwazam prezentowanie danych o funkcji sktadowych rybosomu w szerokim ujeciu — nie tylko
strukturalnym, czy dotyczacym roli zwigzanej z translacjg, ale takze odnoszacych sie do zjawisk
obserwowanych na poziomie komorki, czy calego organizmu. We ,,Wstepie” Autorka zamiescila duzg liczbe
schematow (zaczerpnigtych z cytowanych pozycji literaturowych), ktore ulatwiajg zrozumienie opisow
dotyczacych szczegdtowo charakteryzowanych struktur.

Mam takze kilka uwag krytycznych w odniesieniu do rozdzialu ,,Wstep”. Autorka postuguje sie

wielokrotnie pojeciem ,,domena Zycia” omawiajac podobiefistwa i roznice strukturalne rybosoméw oraz ich
sktadowych u organizméw reprezentujacych rézne grupy. Wystarczyloby uzyé pojecia domeny, tak jak
w przypadku nazw innych jednostek w systemie klasyfikacji organizméw — nie méwimy przeciez
o krolestwie zycia, typie zycia, czy gromadzie zycia. Zastrzezenie o podobnym charakterze mam
do powszechnie (niestety) stosowanego pojecia ,,organizmy zywe” — jest to przyklad tautologii, bo organizm
jest w swej istocie zywy; jesli co$ nie jest zywe to nie moze by¢ okreslane jako organizm.
Poza tym, kilka informacji zawartych we ,,Wstepie” wymaga doprecyzowania i rozwiniecia. Na stronie 27
rozprawy Pani Magister pisze o petli sarcynowo-rycynowej i jej roli w kontekscie hydrolizy GTP, a pod
koniec opisu wspomina o aktywacji czasteczki wody”, ktéra w konsekwencji ,indukuje hydrolize
y-fosforanu w czgsteczce GTP” — cheialbym spytaé, co nalezy rozumieé pod pojeciem ,aktywacja czasteczki
wody”, czy chodzi po prostu o jej mobilizacj¢ i pozycjonowanie? Omawiajac mechanizmy lezace u podstaw
regulacji aktywnosci centrum GTPazowego Pani Magister zwraca uwage na wazne zjawisko modyfikaciji
C-konca bialek P, jednak swoj wywdd konezy dosé ogdlnym stwierdzeniem o tym, ze modyfikacje te moga
by¢ konsekwencjg odpowiedzi komérki ,,na zmieniajace sie warunki srodowiskowe”. Prosze Pania Magister
0 rozwinigeie tego zagadnienia podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej. Moim zdaniem
we ,,Wsigpie” brakuje takze pelnej charakterystyki antybiotykéw, ktore Autorka wykorzystywala przy
analizie funkcjonalnej translacji, a przede wszystkim oméwienia ich wplywu na fizjologie komorki. Nie jest
to uwaga krytyczna (szczegélnie, ze sporo danych o antybiotykach znajdziemy w rozdziale ,, Wyniki”),
ale sugestia, ze temat roli antybiotykow w regulacji funkcji rybosoméw np. w kontekscie ich wykorzystania,
jako $rodkéw przeciwgrzybiczych, moglby by¢ bardziej zaakcentowany we wprowadzeniu do dysertacji,
a potem szerzej oméwiony podczas dyskusji uzyskanych wynikow. Podrozdzial, w ktérym Pani Magister
omawia inne funkcje biatek P, niz te zwiazane z translacja, jest bardzo dobrze przygotowany i zawiera wiele
cennych informacji, cho¢ niektére wydaja mi si¢ nazbyt ogdlne, wziawszy pod uwage range dysertacji.
Przyktadem moze by¢ informacja o nadekspresji biatka uL10 w komérkach nowotworowych, i tu, moim
zdaniem, brakuje doprecyzowania o jakich typach nowotworéw mowa, bo okreslenia nowotwory
ginekologiczne, czy jelita grubego lub watroby to pojecia na tyle ogélne, Ze niewiele mowiace.

Cele badawcze przedstawione przed Panig Magister sg jednoznaczne. Ich sformutowanie poprzedza
krotki wywadd o problemie, ktory mozna potraktowaé jako zbior hipotez badawczych, do ktérych weryfikacji

miala doprowadzi¢ realizacja tych celow. Autorka za wazne uznala wykonanie charakterystyk fenotypow
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mutantéw drozdzy ze zmienionym kompleksem bialek P, aby okresli¢ jaki efekt wywieraja te modyfikacje
w obrgbie centrum GTPazowego na potencjal rozwojowy i zywotnos$¢ komorek. Ponadto, postanowita
przeprowadzi¢ analizy, ktérych celem bylo ustalenie efektow jakie wywieraja modyfikacje bialek P
na translacj¢ w kontekscie regulacji ilosciowej tego procesu. Uznata za istotne okreslenie znaczenia tych
biatek dla precyzji dekodowania informacji genetycznej w czasie translacji.

Kazdy z wytyczonych celow zostal zrealizowany z wykorzystaniem odpowiednich narzedzi
badawczych, przy zachowaniu wysokich standardéw, co moim zdaniem daje gwarancje, Zze wyniki
prezentowane w dysertacji sa wartosciowe naukowo. Réznorodnos$é metod eksperymentalnych, ktore Pani
Magister wykorzystata podczas prowadzenia badan, jest imponujgca. Co wigcej, wiele z nich wymaga
ogromnego doswiadczenia i wiedzy z zakresu biologii molekularnej, a takze precyzji oraz zdolnosci
manualnych. A z tym, co fatwo zauwazyé po analizie prezentowanych wynikéw, Pani Magister poradzila
sobie doskonale. W moim przekonaniu podziw budzié moze takze wielowatkowe podejscie do kazdego
problemu, a przy tym postugiwanie si¢ réznymi narzedziami badawczymi do poszukiwania odpowiedzi na
te same pytania, co tylko utwierdza mnie w przekonaniu, ze wyniki prezentowane w rozprawie doktorskiej
sa bardzo cenne i pod wzgledem jakosci spelniajace §wiatowe standardy. Opis wykorzystanych metod
badawczych nie jest ograniczony jedynie do rozdziatu »Materialy i metody”. Autorka prezentuje procedury
i narzgdzia badawcze takze w rozdziale ,,Wyniki” — zabieg ten uwazam za wlasciwy, bo zdecydowanie
utatwia lekturg rozprawy.

Mam dwie uwagi dotyczace procedur badawczych. Opis metody stosowanej do analizy powierzchni
profili polisoméw ogranicza si¢ do informacji o uzyciu stosownego oprogramowania i tego, ze powierzchnie
obliczano dla frakcji 408, 60S i 80S oraz frakeji polisomalnych — tu spodziewatbym si¢ szerszego opisu,
szczegblnie, ze metoda ta nie zostala omowiona takze w rozdziale »Wyniki” lub skrotowo pod rycinami
z wykresami (a taki sposob prezentowania wynikéw Autorka stosowata w przypadku innych danych).
Badania majace za cel charakterystyke fenotypu mutantow polegaty migdzy innymi na poddaniu komorek
wplywowi czynnikow stresowych, takich jak szok osmotyczny, temperatura odbiegajaca od optymalnej dla
rozwoju oraz wysokie pH. Autorka jednak nie precyzuje dokladnie, ktorych zwigzkow uzyta do wywotania
szoku osmotycznego (byly to prawdopodobnie chlorki sodu i potasu oraz sorbitol — cZego mozna sie
domysla¢ na podstawie danych z ryciny 19 i bardzo ogélnego opisu na stronie 37). Trudno wywnioskowaé
na czym polegalo wywolanie szoku temperaturowego oraz szoku pH.

Wyniki zaprezentowane w dysertacji sa bardzo dobrze opracowane, a ich liczba imponujgca.
W pierwszej kolejnosei Pani Magister przeanalizowala fenotyp mutantow wykazujac, ze komorki szczepu
pozbawionego wszystkich bialek P majg zaburzony cykl komérkowy, a aberracja ta dotyczy fazy G1 cyklu.
Mutacja ta ma takze ewidentny wplyw na metabolizm drozdzy, bo uposledza zdolnos¢ do wykorzystywania
przez komorki niefermentowalnych Zrodet wegla. Autorka postawita teze, ze podlozem tych zmian
sq zaburzenia jakosciowe, a nie ilosciowe w mechanizmie translacyjnym. Wykazala bowiem, ze brak biatek
P na rybosomie nie zmienia zadnego z etapéw translacji i nie ma wplywu na dynamike tego procesu.

Udowodnita jednoczesnie, ze obecnos¢ biatek P w rybosomach odgrywa kluczows role w precyzji odczytu
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informacji genetycznej. Co wigcej dowiodla, ze istnieje korelacja migdzy liczba kopii biatek P, a poziomem
popelnianych przez rybosom bledow podczas odczytu informacji z mRNA — bowiem wzrost liczby
brakujgcych dimerow skutkuje zwigkszeniem liczby btedow popetnianych przez maszyneri¢ translacyjng.
Tym Pani Magister udowodnita, ze multiplikacja bialek P ma znaczenie dla precyzji z jaka rybosomy
rekrutuja wlasciwe aa-tRNA. Za bardzo ciekawy uwazam wynik uzyskany przy badaniach, w ktérych
Autorka korzystata z konstruktow genetycznych i ktory wskazal na to, ze nawet niewielka pula rybosomoéw
w komoree, cechujacych sig brakiem biatek P wywiera dominujgcy negatywny wpltyw na komorki szczepu
dzikiego. Przeprowadzone na tej podstawie rozumowanie o ksztattowaniu maszynerii translacyjnej przez
tworzenie wyspecjalizowanych rybosoméw uwazam za bardzo inspirujace i wazne przy rozpatrywaniu
wplywu réznych czynnikéw natury egzo- i endogennej na proces translacji. Bardzo cenne sa takze dane,
ktore weryfikuja poglad o mechanizmie dziatania sordarinu, ktéry za sugestia Autorki moze dzialad
na terminacje i recykling.

Analizujgc opis ,,Wynikow” natknalem si¢ na kilka niescistosci, ktére moim zdaniem wymagaja komentarza
i wyjasnienia podczas obrony rozprawy doktorskiej. Na rycinie 17 pokazany jest obraz blon z biatkami P,
identyfikowanymi za pomoca przeciwcial; zaznaczone =zostaly bialka w formie fosforylowanej
i niefosforylowanej — na jakiej podstawie Autorka dokowala takiego rozréznienia?

Na rycinie 20 zaprezentowala dane poréwnawcze dotyczace czasu generacji komarek u szczepu dzikiego
i mutantow, a istotne statystycznie roznice miedzy warto$ciami oznaczyla gwiazdkami. Jednak niejasne jest,
Cczy oznaczenia te dotyczg pordwnania wartodci uzyskanych dla mutantéw i szczepu dzikiego, czy takze
migdzy dwoma badanymi mutantami? Czy jedna gwiazdka dla danych kazdego z mutantow wskazuje,
ze migdzy opisujacymi je wartosciami nie ma statystycznie istotnych réznic? A jesli takie réznice sg,
to prositbym Panig Magister o komentarz w tej sprawie podczas obrony, bo zagadnienie to wydaje si¢ bardzo
interesujace. Podobne pytanie mam co do danych prezentowanych na wykresie stupkowym, znajdujacych sie
na rycinie 24. Skomentowania wymaga tez ,,wstawka” na rycinie 26, bo znajdujgcy si¢ pod nig opis jest
niejasny — czy wszystkie dane o wydajnosci translacji u mutantéw sa odnoszone do danych dla szczepu
dzikiego, czy moze w obrgbie grup, ktore traktowano i nie traktowano cykloheksymidem; w opisie ryciny
brakuje takze informacji jakie dane przypisano stupkom czarnym, a jakie szarym. Podobnego
doprecyzowania wymaga opis na rycinie 33.

Na stronie 67 dysertacji pojawia si¢ niespdjnos¢ opisu wynikéw z prezentowanymi danymi — Autorka zle
oznaczyla ryciny, bo brakuje tej z numerem 28. Przy zalazeniu, ze rycina zamieszczona w dysertacji miedzy
rycinami 27 i 29 ma wtasnie numer 28, to trudno zrozumieé zdanie, ze (cyt.) .Zastosowane niskie stezenie
(50 ng/ml) cykloheksymidu redukuje wydajnosé procesu translacji dla komoérek szczepu dzikiego
do poziomu obserwowanego dla komérek mutanta drozdzowego ul.104,1,2 bez dodatku antybiotyku (Fig.
28)”, w sytuacji, gdy na tej ,,zle oznaczonej” rycinie brak danych o mutantach. Chyba, ze Autorka odnosi
te dane do ryciny poprzedniej, czyli 27, ale w takim przypadku informacja taka powinna pojawi¢ sie w

opisie.
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Komentujac wyniki uzyskane podezas analiz profili polisoméw Autorka poréwnuje dane, ktore zamiescila
przy wykresach — w ich géornym prawym rogu (np. o stosunku polisoméw do monosoméw, jak na rycinach
27, ,27/28”, 29, 35, 36, 37). Pisze, w tym przypadku, o réznicach lub braku réznic migdzy warto$ciami
ocenianych parametréw, ktoére cechuja komérki o danym fenotypie, czy bedace w okreslonym stanie
fizjologicznym, ale nie powotuje si¢ na wyniki analiz statystycznych. Prosilbym o komentarz na ten temat.

Rozdzial ,,Dyskusja” jest w mojej ocenie bardzo dobrze przygotowany. Nalezatoby si¢ zastanowic,
czy pierwsze pigc i pol strony (z trzynastu, jakie ma ten rozdzial) nalezalo gléwnie poswigcié przegladowi
literatury naukowej. Nie krytykuje jednak takiej formuly, bo Autorka zawarta w tym opisie wiele cennych
informacji, ktore albo nie pojawily sie we ~Wstgpie”, albo byly wczesniej prezentowane z innej
perspektywy. Przedstawienie wlasnych wynikéw na tle literatury specjalistycznej oraz ich interpretacja sa
bardzo dojrzale. Pani Magister wyciggajac wnioski z wlasnych badan doskonale rozréznia te, na podstawie
ktorych mozna sformutowac tezy (i tu przedstawia liczne argumenty potwierdzajac ich stusznosé) oraz te,
ktore moga by¢ podstawg do formulowania hipotez wymagajacych udowodnienia. Jest
to wazna umiejetnos¢, ktorg w czasie studiow i pracy zdobyta Autorka i ktéra moim zdaniem nalezy docenic,
bo swiadezy o Jej dojrzatosci i samodzielnosci, jako pracownika naukowego. Zreszta kwestii tej mozna by
poswigci¢ znacznie wigeej uwagi, bo Pani Magister jest wspolautorkg 6 prac z listy JCR, co na tym etapie
kariery zawodowej nalezy traktowaé jako bardzo duze osiggnigcie. ,,Dyskusja” koficzy si¢ podsumowaniem,
ktére de facto jest oméwieniem modelu, przedstawionego w formie czytelnej grafiki, obrazujgcego jak moga
dziata¢ rybosomy z defektem w strefie, gdzie lokalizujg sie biatka P.

Z racji bycia recenzentem jestem zmuszony do zwrdcenia Autorce uwagi na powtarzajgce si¢
w rozprawie bledy, ktére nie majg wplywu na oceng merytoryczna i moja wysoce pozytywna o niej opinie.
Podczas przygotowywania innych tekstéw sugerowalbym Autorce baczniejsze zwracanie uwagi
na interpunkcje, a szczegélnie stawianie przecinkéw przed spojnikiem rozlacznym ,,a” oraz ,.czy”, gdy
wystgpuje w zdaniu w formie partykuty oraz przed zaimkiem »jak”, wprowadzajacym wypowiedz
podrz¢dng. Podobnie proponuje dokladniejsze sprawdzanie tekstow manuskryptow, aby w przysziosci
ustrzec si¢ bledéw ortograficznych np. odnoszacych sie do tacznego zapisu partykuty ,,nie” z przystéwkami
odprzymiotnikowymi i przymiotnikami. Zwracam takze uwage Autorce, Ze stow »1108¢" 1 ,liczba” nie mozna
swobodnie, tzn. wymiennie, stosowaé w polaczeniu z rzeczownikami niepoliczalnymi i policzalnymi.

Mam takze kilka uwag dotyczacych samego podziatu tresci dysertacji. Jeli tekst dzielimy na czesci,
czyli rozdzialy, nadajac im numery, a rozdzialy dodatkowo na podrozdzialy, a te z kolei na sekcje, to liczba
czgsci na kazdym poziomie podziatu powinna wynosi¢ dwa lub wiecej. Gdy w podrozdziale wyrézniona jest
tylko jedna sekcja, to po co ja w ogoéle wyrézniaé. A wiasnie takiego podzialu tekstu dokonala Doktorantka
w rozdziale ,,Wstep™.

Podsumowujac uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Elizy Molestak w oryginalny sposob
rozwigzuje problem naukowy. Jej tres¢ swiadczy o tym, ze Autorka posiada duzg ogdlng wicdze teoretyczng
w dziedzinie oraz w zakresie przeprowadzonych badan. Wskazuje na zdobycie przez Pania Magister

samodzielnosci i dojrzalosci w realizowaniu prac badawczych. Zatem rozprawa spelnia wymagania
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okreslone w art. 13 Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule
w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pozniejszymi zmianami). Na tej
podstawie przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sklodowskiej w Lublinie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Elizy Molestak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage ponadprzecigtng jakogé prezentowanych w dysertacji wynikow
oraz bardzo dojrzala ich interpretacje, z przekonaniem zwracam sig do Wysokiej Rady o uhonorowanie Pani
Magister stosowng nagroda za rozprawe, przewidziang regulaminem Uniwersytetu Marii  Curie-

Sklodowskiej.
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