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Recenzja pracy doktorskiej Elizy Molestak
»~Analiza funkcjonalna rybosomalnych biatek-P na modelu Saccharomyces cerevisiae”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Elizy Molestak zostata wykonana pod kierunkiem
prof. Marka Tchérzewskiego. Kierowany przez niego zespot od lat z sukcesem zajmuje sie badaniem
struktury i funkcji rybosomalnego centrum GTPazowego odpowiedzialnego za stymulacje aktywnosci
czynnikdéw translacyjnych o charakterze GPTaz. Centrum GTPazowe jest konserwowanym
ewolucyjnie elementem duzej podjednostki rybosomalnej, ztozonym z petli rRNA o okreslonej
sekwencji i kompleksu biatek tworzacych charakterystyczng strukture stalk kciuka rybosomalnego. W
eukariotycznym rybosomie kompleks ten sktada sie z biatek uL11 i uL10, ktére stanowi kotwice dla
heterodimeréw biatek P1-P2, nie zwigzanych bezposrednio z rRNA. U drozdzy Saccharomyces
cerevisiae cztery rozne biatka P, P1A, P1B, P2A, and P2B, tworza dwa heterodimery,P1A-P2B i P1B-

- P2A. W tej formie biatka P sg zwigzane z wysoce specyficznym helikalnym rejonem C-terminalnej
czesci uLl0, zwanej domeng P i tworzg pentamer ulL10-(P1A-P2B)(P1B-P2A). Obecnos¢ domeny P
biatka uL10 jest wystarczajaca do funkcjonowania rybosomu i biatka P nie sg niezbedne. Badania in
vitro wykazaty, ze rybosomy eukariotyczne pozbawione biatek of P1/P2 s3 jednak uposledzone w
stymulacji hydrolizy GTP przez czynniki elongacyjne EF-1A and EF-2. Celem recenzowanej pracy
doktorskiej byto sprecyzowanie roli biatek P1/P2 w kontroli wzrostu modelowego organizmu
eukariotycznego, drozdzy Saccharomyces cerevisiae i regulacji translacji w komaérkach drozdzy w
uktadzie in vivo. Tak postawiony cel pracy zostat w petni zrealizowany. Wiekszos¢ danych
przedstawionych w pracy doktorskiej wchodzi w sktad publikacji, ktora ukazata sie ostatnio w
prestizowym czasopi$mie Molecular and Cellular Biology, ktorej mgr Eliza Molestak jest drugim
autorem.

Podsumowanie wynikow

Doktorantka wykorzystata poprzednie osiggniecia naukowe prac zespotu, ktore wskazywaty rejony
biatka uL10 niezaleznie wigzgce heterodimery P1A-P2B i P1B-P2A oraz skonstruowane w pracowni
mutanty drozdzowe ulL10 pozbawione jednego lub obu z tych rejonéw. W kontrolnym eksperymencie
Western blot potwierdzita obecnos¢ petnego biatka ull0 w szczepie dzikim i odpowiednio
skroconych form uL10 w mutantach. Potwierdzita réwniez, ze mutanty sg, odpowiednio, pozbawione
pojedynczego heterodimeru P1B-P2A lub obu heterodimerow P1A-P2B i P1B-P2A.

W ramach realizacji celu pracy doktorskiej Eliza Molestak przeprowadzita najpierw charakterystyke
fenotypowa mutantow. Stwierdzita, ze mutant uL10 pozbawiony obu heterodimerdéw biatek P rosnie
wolniej, szczegdlnie na pozywkach z mniej preferowanym przez drozdze Zrodtem wegla jak galaktoza,
zas$ na pozywce z glicerolem nie rosnie wcale. Defekt wzrostu tego mutanta na pozywce z galaktoza



byt komplementowany poprzez wprowadzenie dzikiej formy genu na plazmidzie. Natomiast
wprowadzenie do szczepu plazmidu zapewniajacego ekspresje zmutowanej formy ulL10 powodowato
defekt wzrostu na pozywkach z galaktoza i glicerolem, wskazujac na dominujgcy negatywny charakter
mutanta. Wynik ten zostat w interesujacy sposdb skomentowany w kontekscie konkurencyjnosci
wigzania do rybosomu formy uL10 niezdolnej do oddziatywania z heterodimerami biatek P.
Przeprowadzono rowniez wnikliwe badania, ktére dowodza, ze mutanty ul1l0 majg zaburzone
procesy zwigzane z podziatem, kontrolg cyklu komaérkowego i dtugosci zycia. Reasumujac, brak
zwigzanych do rybosomow biatek P ma szerokie konsekwencje dla fizjologii komorki, co doktorantka
w elegancki sposob wykazata.

Zasadnicza cze$¢ wynikow dotyczy analizy translacji w mutantach ulL10. Jestem pod wrazeniem
zdolnosci technicznych Elizy Molestak, jej umiejetnosci badania tempa wigczania znakowanej
metioniny do syntetyzowanych biatek i otrzymywania profili rybosomow. Aby zbadac wptyw
mutantéw ul10, a przez to multiplikacji biatek P, na tempo elongacji translacji in vivo, doktorantka
analizowata osobno inkorporacje **S-metioniny do catkowitej frakcji nowo-syntetyzowanych biatek i
frakcji biatek uwolnionych z rybosomu. Dzieki zastosowaniu odpowiednich kontroli i starannemu
wykonaniu eksperymentu, pokazata i w przekonywujgcy sposob opisata brak wptywu obecnoéci
biatek P na tempo elongacji translacji. Kolejny wynik negatywny przyniosta wnikliwa analiza profili
polisoméw w mutantach ulL10. Koricowy wniosek, ze zmiany w kompleksie biatek P z ulL10 nie
wpltywaja znaczaco na wydajnosc¢ aparatu translacji, cho¢ jest zaskakujacy, nie budzi watpliwosci ze
wzgledu na perfekcyjne wykonanie eksperymentow.

Analiza profili rybosomalnych w obecnosci cykloheksymidu sugerowata zmnieszong wrazliwosc
mutanta uL10,,1; Na ten antybiotyk, co zostato potwierdzone w testach wzrostowych. Wykazano
. zmniejszong wrazliwo$¢ mutantow uL10 na cykloheksymid i sordarin, a zwiekszong wrazliwos¢ na
G418, paromomycyne i higromycyne B, antybiotyki, ktére wptywajg na wiernosc translacji. Fenotypy
wzrostu znalazty odzwierciedlenie w wynikach analizy wydajnosci translacji w obecnosci G418 i
sordarinu. Obnizenie tempa inkorporacji **S metioniny w mutancie bylo mniejsze niz w szczepie
dzikim w obecnosci sordarinu, lecz wieksze niz w szczepie dzikim w obecnosci G418. Ciekawe wyniki
doktorantka uzyskata analizujgc wptyw sordarinu na profile polisoméw. W szczepie dzikim sordarin
powodowat zwiekszenie frakcji monosomoéw 80S w stosunku do polisomow, ktérych poziom byt
obnizony. Wynik ten moze wskazywac na blokowanie przez ten antybiotyk rekrutacji rybosomoéw 80S
do translacji. Natomiast w mutancie uL10,,5, blokada ta wydaje sie by¢ zniesiona, co sugeruje, ze
rybosomy pozbawione biatek P mogg by¢ w obecnosci sordarinu rekrutowane do aktywnej translacji.
W koricowej partii pracy doktorantka analizowata wptyw mutantéw uL10 na wiernos¢ translacji w
ukfadzie in vivo. Zastosowata w tym celu system reporterowy wykorzystujacy zalezng od btednosci
translacji ekspresje lucyferaz kodowanych przez odpowiednio zaprojektowane fuzje genowe. System
ten doktorantka poddata najpierw starannej walidacji w kontrolnym ukfadzie eksperymentalnym,
potwierdzajgc, znaczy poziom bteddw generowany przez G418 w szczepie dzikim. Wykazata
nastepnie, odpowiednio 2- i 3- krotny wzrost poziomu btedéw w odczytywaniu kodonéw w
testowanych mutantach uL10. Co wiecej, brak biatek P powodowat w mutancie uL10,,, znaczacy,
1,5 krotny, wzrost czestotliwosci zmian ramki odczytu o jeden nukleotyd w kierunku 3’ (-1
frameshift). Wyniki te majg charakter nowatorski — wskazujg na nieoczekiwang role biatek P w
kontroli wiernosci translacji, obejmujaca doktadnos¢ odczytu kodon-antykodon a takze translokacji
rybosomu po matrycy mRNA.



Komentarz merytoryczny

Recenzowana praca reprezentuje wysoki poziom merytoryczny badan z dziedziny podstawowej
biologii molekularnej. Podejmuje aktualny, bardzo istotny problem naukowy roli rybosomalnych
biatek P w regulacji translacji i kontroli metabolizmu komérki eukariotycznej.

Koncepcja pracy jest spojna, eksperymenty sg zaplanowane logicznie, tak aby wykorzystac kilka
podej$¢ do rozwigzania problemu w jaki sposob biatka P wplywaja na maszynerie translacyjng w
modelowym organizmie eukariotycznym, drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

Wykonanie eksperymentdw jest perfekcyjne, opracowanie jest staranne, a komentarze wiasciwie
wywazone. Whnioski i hipotezy postawione na podstawie uzyskanych wynikéw sg w petni
uzasadnione.

Dyskusja jest dojrzata i przedstawia rézne mozliwosci interpretacji wynikéw. Praca napisana jest w
sposdb, ktory wywotuje zainteresowanie tematem i pobudza do myslenia. Jest to ogromnga zastuga
doktorantki.

Mam tylko nieliczne zastrzezenia, ktére nie umniejszajg mojej pozytywnej opinii o recenzowanej
pracy. Wymienie rowniez komentarze, ktére chciatabym przedyskutowac podczas obrony pracy.

1. Wstep teoretyczny zbyt zdawkowo traktuje udziat GTPaz elF2, elF5B i eRF3 w kontroli
translacji u drozdzy. Pominieto takze kwestie oddziatywania tych czynnikéw translacyjnych z
centrum GTPazowym na rybosomie.

2. W rozdziale ,Materialy i Metody” nie wspomniano o analizie izoelektroogniskowania, ktora
doktorantka wykorzystata do identyfikacji poszczegolnych biatek P w wykorzystywanych w
pracy doktorskiej szczepach, zas panel dolny Rys. 17 przedstawiajacy wyniki tej analizy
zawiera fragmenty dwéch réznych blotéw.

3. We wstepnej analizie obecnosci biatek P w mutantach uL10 (Rys. 17) wzieto pod uwage tylko
frakcje rybosomalng. Czy w mutantach mozna sie spodziewac obecnosci wolnych biatek P w
cytoplazmie?. Czy niezwigzane z rybosomem biatka P moga miec¢ wptyw na translacje?

4. Brak wzrostu mutanta ullOpnn; na pozywce z glicerolem, a w szczegdlnosci brak
komplementacji tego defektu przez dzika forme genu kodujgcego uL10, sugeruje mozliwosc¢
nieodwracalnej degradacji mitochondrialnego DNA i przejécie tego szczepu w forme rho°.
Zmniejszona w stosunku do szczepu kontrolnego ilos¢ translacyjnie aktywnych rybosomow w
mutancie ul10an;,; mMoze wigza¢ sie z obnizonym tempem wzrostu tego mutanta
spowodowanym brakiem funkcjonalnych mitochondriéow. Czy taka ewentualnosc¢ zostata
wzieta pod uwage; prosze o komentarz podczas obrony.

5. Cenna jest obserwacja braku wzrostu komérek szczepu dzikiego traktowanych G418 na
podtozu z glicerolem/etanolem. Nie zgodzitabym sie jednak z hipotezg sformutowang w
dyskusji, ze defekt dekodowania informacji genetycznej moze mie¢ wplyw na translacje
specyficznych mRNA, obstajac przy pogladzie, ze ma on charakter globalny. Analogiczne
fenotypy (Gly-) opisano w literaturze dla mutantéw drozdzowych sup35 i sup45, w genach
kodujacych czynniki terminacji translacji. Mutanty te charakteryzujg sie wysokim poziomem
btednosci odczytéw kodondw stop u drozdzy i nie sg to efekty mRNA-specyficzne.
Prawdopodobnie tempo translacji jest nizsze gdy komérki rosng na podioiu z
niefermentowalnym Zrodiem wegla, gdyz tempo wzrostu jest obnizone. A wiec moze
specyfika translacji na podiozu z niefermentowalnym zrédiem wegla nie pozwala na



tolerowanie podwyzszonego poziomu btednosci w odczycie kodonéw. W czasie obrony pracy
chciatabym przedyskutowac ten problem.

6. Dyskusja, rozpoczyna sie od niezrecznego sformutowania, ze regulacja translacji jest
koncowym etapem kontroli proteomu komoérkowego. Za etap finalny uznatabym raczej
kontrolowang degradacje biatek.

Podsumowanie

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska w petni spetnia
wymogi ustawy o Tytule i Stopniach Naukowych i wnosze do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im.
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie dopuszczenie Pani mgr Elizy Molestak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysoka jakos$¢ wynikéw wnioskuje o wyrdznienie pracy

stosowng nagroda.
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