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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Szajwaj pt.
,Oddzialywanie katalitycznej podjednostki rycyny na maszynerie

translacyjna”
I. Znaczenie badan opisanych w rozprawie doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska napisana zostala pod
kierunkiem promotora prof. dr hab. Marka Tchorzewskiego i promotora
pomocniczego dr Leszka Wawi6rki. Opisane badania wykonane zostaly w Zakladzie
Biologii Molekularnej Wydziatu Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie w ramach
projektu badawczego finansowanego z grantu OPUS przyznanego przez Narodowe
Centrum Nauki. Przedmiotem badan jest wplyw katalizowanej przez rycyng
depurynacji petli sarcynowo-rycynowej (SRL), zlokalizowanej w duzej podjednostce
rybosomalnej, na proces translacji w komoérkach drozdzowych. Opisane badania
wpisuja sie w problematyke badawcza od wielu lat z powodzeniem podejmowang w
Zakladzie Biologii Molekularnej UMCS. Rycyna jest jedna z lepiej opisanych
ro$linnych substancji toksycznych, a jej wplyw na komorki zostal szeroko opisany.
Pomimo znanego mechanizmu dzialania i komorkowego celu aktywno$ci rycyny, brak
jest informacji w jaki sposob dezaktywacja rybosomoéw, w wyniku katalizowanej przez
rycyne depurynacji petli SRL, prowadzi do $mierci komoérki na drodze apoptozy.
Uwazam, ze dzieki wykorzystaniu przez doktorantke bogatego warsztatu badawczego
ukierunkowanego na drozdzowy aparat translacyjny, niniejsza rozprawa w duzym

stopniu przyczynia sie do zapelnienia tej luki poznawczej.



II. Formalna ocena rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma typowy uklad dla wigkszo$ci prac
dyplomowych, liczy 121 stron i sklada sie z nastepujgcych rozdzialow: Streszczenie,
Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja i Streszczenie w jezyku
angielskim. Nastepnie doktorantka wskazuje Zrédlo finansowania opisanych badan
i dorobek naukowy. Rozprawe zamyka spis zacytowanej literatury, liczacy 186 pozycji.
W pracy zamieszczono 45 rysunkow i 4 tabele. Moim zdaniem, ze wzgledu na duza
ilo§¢ doswiadczen opisanych w rozprawie, uzasadnione byloby dodanie rozdziatlu
zawierajacego najwazniejsze wnioski wyciagniete z uzyskanych wynikow

Rozprawa zostala przygotowana bardzo starannie pod wzglgdem
graficznym, edytorskim i jezykowym, a nieliczne bledy literowe dostrzezone przez
recenzenta nie umniejszaja wartoéci rozprawy i nie jest konieczne wskazywanie ich w
tej recenzji. Wszystkie ryciny sa bardzo czytelne i wyczerpujaco opisane, a
przedstawione na nich zdjecia zeli agarozowych, jak tez struktury biatek i kwasow
nukleinowych sg wysokiej rozdzielczosci.

Reasumujgc, strona formalna przedstawionej rozprawy doktorskiej

prezentuje wysoki poziom i nie budzi wigkszych zastrzezen.

III. Merytoryczna ocena rozprawy

Tytul rozprawy, cho¢ w pelni odpowiada treéci pracy, moim zdaniem jest
zbyt og6lny, bardziej adekwatny bylby np. ,Wplyw depurynacji petli sarcynowo-
rycynowej katalizowanej przez rycyne na drozdzowy aparat translacyjny”. Tytul pracy
sugeruje, ze rycyna moze w rozny sposob bezposrednio oddzialywa¢ na proces
translacji, podczas gdy obserwowane i opisane zmiany w funkcjonowaniu aparatu
translacyjnego drozdzy sa konsekwencja wysoce specyficznej aktywnosci rycyny, czyli
depurynacji petli SRL.

We wstepie zawierajacym 9 podrozdzialow doktorantka dokonala
wyczerpujacego przegladu literatury dotyczacej charakterystyki rycyny pod katem jej
syntezy, struktury, komorkowej dystrybucji i aktywnosci biologicznej. Duzo uwagi
poéwiecono konsekwencjom aktywnosci toksyny w komérkach eukariotycznych.
Ponadto doktorantka szczegdlowo przedstawia mechanizm oddzialywania rycyny z
petla sarcynowo-rycynowa oraz wplyw depurynacji na aktywno$¢ rybosomow w

procesie translacji. Zamieszone we Wstepie informacje sg aktualne, trafnie dobrane i



bardzo dobrze wprowadzaja czytelnika w eksperymentalng czeSci pracy. Warto
ponadto zwrdcié uwage na tatwosé z jaka doktorantka porusza sie po zagadnieniach
dotyczacych translacji w komorce eukariotycznej, co wskazuje na dojrzalo$¢ naukowa
doktorantki w zakresie podjetej problematyki badawczej.

Celem niniejszej rozprawy jest okreslenie wplywu depurynacji petli SRL
katalizowanej przez rycyne na aparat translacyjny. Doktorantka jako model
eksperymentalny wykorzystala opracowany przez siebie szczep drozdzy
Saccharomyces cerevisiae zdolny do kontrolowanej ekspresji katalitycznej
podjednostki rycyny. Sformulowano cztery cele badawcze obejmujace nadekspresje
rycyny w komorkach drozdzy, okreSlenie poziomu depurynacji petli SRL, zbadanie
wplywu tej modyfikacji na wydajnoé¢ i dokladno$¢ aparatu translacyjnego oraz na
fenotyp drozdzy. Doktorantka stawiajgc powyzsze cele, podjela sie trudnego zadania
uzupelnienia luki poznawczej, ktora istnieje w obszarze wiedzy na temat zaleznosci
pomiedzy specyficzng aktywnoécia rycyny w komorce, a jej metabolicznymi
konsekwencjami. Pojety cel rozprawy jest ambitny i nowatorski oraz wymaga duzego
doéwiadczenia badawczego, zar6wno na etapie przeprowadzania do$wiadczen jak
rowniez opracowywania i interpretacji wynikow.

W rozdziale Materialy i Metody doktorantka przedstawia zastosowane
liczne metody i techniki badawcze wykorzystywane w biologii molekularne;,
mikrobiologii i biotechnologii. Co zrozumiale, najwiecej uzytych technik stuzy do
badania aktywnosci translacyjnej rybosomu. Wszystkie metody zostaly opisane w
sposbb szczegdlowy, a jednocze$nie zrozumialy, umozliwiajac czytelnikowi
powtorzenie do$wiadczen. Ponadto kilka metod zobrazowano graficznie, co
dodatkowo ulatwia zrozumienie przebiegu danego do$wiadczenia. Zastosowanie tak
bogatego i wyrafinowanego warsztatu badawczego, wymaga po pierwsze znaczacego
obycia laboratoryjnego doktorantki, jak rowniez wsparcia ze strony promotorow
posiadajacych bogate doswiadczenie w badaniach nad procesem translacji.

W  kolejnym rozdziale doktorantka przedstawia wyniki prac
eksperymentalnych prowadzacych do realizacji postawionych celow badawczych. Po
pierwsze, opracowano szczep drozdzowy z indukowana ekspresja katalitycznej
podjednostki rycyny (RTA), co potwierdzono testem wzrostowym drozdzy i analiza
western blotting. Kolejnym krokiem bylo okreslenie poziomu depurynacji petli SRL
w rybosomach z zastosowaniem techniki RT-qPCR. Przeprowadzone analizy
wykazaly, ze najwyzszy stopien depurynacji petli SRL wystepuje po 6 h od indukcji
ekspresji rycyny i obejmuje 10,2 % rybosoméow w komérkach drozdzowych. Analiza



wydajnosci aparatu translacyjnego w takich warunkach dowiodla, Zze modyfikacja
petli SRL co prawda obniza tempo postinicjacyjnych etapow translacji, jednakze nie
wplywa radykalnie na obnizenie ogélnego poziomu translacji. Tozsame wyniki
przyniosta analiza profilu rybosoméw. Nastepnie autorka dowiodla, ze celem RTA w
komorce drozdzowej jest translacyjnie aktywna pula rybosoméw w komorce, do
ktorej nalezg polisomy i monosomy. W kolejnych do$wiadczeniach doktorantka
ocenila precyzje dzialania rybosomu z zastosowaniem systemu reporterowego
podwojnej lucyferazy. Badania te wykazaly, ze aktywnoé¢ podjednostki katalitycznej
rycyny zwiekszala czestotliwoéé bledow popelnianych przez rybosom, polegajacych na
czestszym wprowadzaniu blednego aminokwasu oraz czestszej zmianie ramki odczytu
o 1 nukleotyd w kierunku 5°. Jednakze nie stwierdzono korelacji tych zmian z
poziomem depurynacji petli SRL. Ostatnim krokiem badawczym przedstawionym w
rozprawie doktorskiej byly analizy fenotypowe komorek drozdzowych, w ktorych
indukowano ekspresje RTA. Te doéwiadczenia dowiodly, ze toksyna katalizujaca
depurynacje petli SRL nie powodowala $mierci komorek drozdzowych, natomiast
obnizala ich zdolno$é do podzialbw mitotycznych i generowania komérek potomnych.
Komérki bedace pod wplywem RTA zaledwie przez 10% swojego zycia wykazywaly
aktywnoé¢ reprodukeyjng, co znajdowalo odbicie w znacznie mniejszej iloSci
generowanych paczkéw. Badane drozdze przebywaly wieksza czes¢ zycia w etapie
postprodukeyjnym, co prowadzilo do zwigkszenia ich rozmiarow, spowodowanego
brakiem podzialow. Rozdzial Wyniki zostal napisany w sposob przejrzysty
i zrozumialy. Wszystkie postawione przez doktorantke cele badawcze zostaly
zrealizowane. Lektura tej czeéci rozprawy ukazuje po pierwsze ogromny naklad pracy
doktorantki, jak rowniez jej dojrzalo$¢ naukowa.

W Dyskusji doktorantka konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki z
danymi literaturowymi. Korzystajac z wynikow innych badaczy zestawia swoje dane z
wynikami badanh nad wplywem rycyny na komorki ssacze. Doktorantka wyjasnia, w
jaki sposob stosunkowo niewielka pula rybosoméw ze zmodyfikowang petla SRL
moze wplywaé na funkcjonowanie aparatu translacyjnego drozdzy. Na koncu
Dyskusji pojawia sie dobrze uzasadniona hipoteza, ze modyfikacja petli SRL przez
rycyne nie stanowi bezposredniej przyczyny zahamowania translacji, natomiast
indukuje szlak metaboliczny zarzadzajacy cyklem komoérkowym, co w konsekwencji

prowadzi do obnizenia aktywnosci aparatu translacyjnego.



Na zakonczenie oceny merytorycznej rozprawy, chce podkresli¢ pokazny
dorobek naukowy doktorantki w postaci czterech artykuléw opublikowanych w latach
2015-2017 w renomowanych czasopismach.

Korzystajac z przywileju recenzenta, zwracam sie do doktorantki z
nastepujacymi pytaniami:

- Czy doktorantka widzi szanse opracowania takiego szczepu drozdzy, w ktérym
bytaby mozliwoéé regulacji stopnia depurynacji petli SRL w rybosomach, bez udzialu
RTA, ktory to szczep moglby stanowié¢ kontrole pozytywna dla przeprowadzonych
badan? By¢ moze taka modyfikacja petli SRL bylaby mozliwa z zastosowaniem
technik genomicznych?

- Czy doktorantka ma wiedze na temat wplywu aktywnos$ci rycyny na poziom
fosforylacji aparatu translacyjnego?

- Ktory z uzyskanych wynikow doktorantka uwaza za najwazniejsze osiagniecie
naukowe oraz czy zamierza kontynuowa¢ prace badawcze w podjetym temacie, a jesli

tak to w jakim kierunku?
IV. Wnioski koncowe

Problematyka badawcza pojeta przez doktorantke jest bardzo aktualna,
a uzyskane wyniki maja istotne znaczenie dla poznania wplywu aktywnosci rycyny na
komorke eukariotyczng. Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska Pani mgr Moniki Szajwaj spelnia wymogi stawiane tego typu pracom i
dlatego wnosze do Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sklodowskiej o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto przez wzglad na bardzo ciekawy problem badaweczy,
zaangazowanie szerokiego spektrum nowoczesnych technik badawczych, jak tez
wysoka warto§¢ naukowg uzyskanych wynikow, wnosze do Wysokiej Rady o

wyrdznienie recenzowanej rozprawy stosowna nagroda.
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