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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Moniki Dzwierzynskiej zatytutowanej ,, Interakcja
ludzkich rybosomalnych bialek P z katalityczng podjednostkq rycyny” wykonanej pod
kierunkiem promotora Prof. dr hab. Marka Tchoérzewskiego oraz Promotora Pomocniczego dr
Przemystawa Greli w Katedrze Biologii Molekularnej, na Wydziale Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Temat podjety przez doktorantke wpisuje si¢ w bardzo wazny nurt naukowy z zakresu
szeroko pojetej maszynerii translacyjnej. Celem badawczym w niniejszej pracy bylo
zdefiniowanie roli poszczegélnych biatek P, a przede wszystkim roli indywidualnych
fragmentéw C-terminalnych w interakcji z bialkiem RIP (ang. Ribosmoal Inactivaicing
Proteins) - rycyna. Podjeto dziatania w celu szczegdlowego zbadania interakcji ludzkich
kompleksow biatek P oraz ich form delecyjnych z katalityczna podjednostka rycyny (RTA).
Nalezy podkresli¢, ze pomimo wielu lat badan w tej tematyce, interakcja bialek RIP z
rybosomalnymi biatkami P nie byla dokladnie zbadana, dlatego prowadzenie badan
naukowych w tym zakresie jest w petni potrzebne i uzasadnione.

Recenzowana monografia posiada ukltad typowy dla prac o charakterze
eksperymentalnym. Tekst obejmuje 171 stron i sktada si¢ z nastgpujacych czesci: Wykaz
skrotow, Streszczenie, Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Abstrakt,
Bibliografia, Wykaz publikacji i osiggnie¢ autora.

Zasadniczym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie interakcji
katalitycznej podjednostki rycyny (biatka z grupy RIP) z poszczegdlnymi elementami CTD w
obrebie ludzkich biatek P1 i P2. Pierwszym etapem bylo otrzymanie rekombinowanych,
pelnych biatlek P1/P2, ich form delecyjnych P1AC/P2AC, (pozbawionych 16 reszt
aminokwasowych na C-terminalnym koncu) oraz biatka RTA. Tak otrzymane struktury biatka
rekombinowanego wykorzystano do uformowania poszczegélnych komplekséw biatkowych:
natywnego heterodimeru P1-P2, heterodimeréw delecyjnych - P1-P2AC, P1AC-P2, P1AC-
P2AC oraz homodimerow P2-P2 i P2AC-P2AC. Nastepnie uzyskane dimery bialek P
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przeanalizowano pod katem strukturalnym z wykorzystaniem metod biofizycznych, takich jak
SEC, CD, nanoDSF czy ,native”-MS. Na podstawie otrzymanych wynikéw Doktorantka
zaproponowala model interakcji heterodimeru P1-P2 z biatkiem RTA.

W czegsci teoretycznej rozprawy nazwanej wstepem Doktorantka opisuje w bardzo
przystepny sposob stan wiedzy na temat topologii i struktury rybosomu. Opisuje matg i duza
podjednostke rybosomalna, a nastgpnie przechodzi do szczegbtowego opisu centréw
aktywnych. Kolejny podrozdzial jest po§wigcony biatkom z grupy RIP.

Czes¢ dysertacji nazwana materialy i metody jest bardzo szczegdtowo zaprezentowana
na 18 stronach. Doktorantka opisuje kazda etap projektowania obiektu badawczego oraz
proces oczyszczania uzyskanych biatek. Opisuje w bardzo przystepny sposdb zasade dziatania
kazdej z wykorzystywanej metody analitycznej, co nadaje tej pracy bardzo edukacyjny
charakter. Wszystkie opisane protokoly pomiarowe opracowano optymalizujgc warunki
pozyskania i przygotowania materiatu do badan, ilo$¢ dostepnego materiatu, oraz
charakterystyke otrzymanych izolatow. Na uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka
przeprowadzajac charakterystyke biochemiczna i biofizyczng otrzymanych rekombinowanych
bialek zastosowata jedna z najnowoczesniejszych metod spektrometrii mas w warunkach
niedenaturujgcych ,,Native -MS”’.

Czes¢ pracy dotyczaca wymnikow jest rowniez bardzo obszernie opisana na 55
stronach. Czes¢ badawcza zostata podzielona na 4 etapy - cytuje:

,»,a) Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie ludzkich biatek rybosomalnych P1, P2 oraz ich
form delecyjnych P1AC/P2AC, pozbawionych 16 reszt aminokwasowych na C - terminalnym
koncu biatek P1 i P2;

b) Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie katalitycznej podjednostki rycyny — RTA;

c) Charakterystyka biochemiczna i biofizyczna otrzymanych rekombinowanych bialek z
wykorzystaniem metod chromatograficznych, dichroizmu kotowego oraz spektrometrii mas.
d) Analiza interakcji dimer6w biatek P1-P2 z katalityczng podjednostka rycyny za pomoca
termoforezy mikroskalowej - MST oraz interferometrii bio-warstwowej - BLL.,,

Whnioski koncowe zostaly i przedstawione w formie podsumowania oraz przejrzyste;
ryciny. Za$ dyskusja wynikow obejmuje 16 stron. Z przeprowadzonych wynikéw badan
wynika, ze heterodimeryczna konformacja PI1-P2 w obrebie struktury ,kciuka”
rybosomalnego stanowi optymalne miejsce wigzania RTA oraz wskazano, ze fragmenty CTD
bialek P1 i P2 maja nieréwnocenng rol¢ w interakcji z RTA, z biatkiem P1 jako zasadniczym
elementem wigzacym toksyny RIP.

Obowigzkiem recenzenta jest takze krytyczny komentarz ocenianej pracy. Po
przeczytaniu calo$ci nasuwa mi si¢ jednak kilka pytan:

1. W zwigzku z mozliwoscia modyfikacji post-translacyjnych w postaci fosforylacji w
obrgbie C-konca biatek P, czy Doktorantka zastanawiata si¢ jaki wplyw moze
odgrywa¢ wprowadzenie grupy fosforanowej na badane oddziatywania?



2. Doktorantka w przedstawionej rozprawie nie uzasadnila wyjasniajagco dlaczego to
wlasnie rycyna jako biatko typu II zostato wybrane jako gtéwny obiekt badawczy, nie
podjeta réwniez dyskusji na temat czy inne biatka z tej samej grupy oddziatywalyby w
ten sam sposéb?

3. Doktorantka prezentuje badania interakcji dimeréw biatek P1-P2 z katalityczng
podjednostka rycyny za pomocag kilku technik m.in. interferometrii biowarstwowej
(ang. bio-layer interferometry, BLI) oraz termoforezy mikroskalowej (ang. microscale
thermophoresis, MST). W wyniku badan uzyskano nieco rozbiezne wyniki wartosci
Kd — w przedstawionej dysertacji brakuje analizy poréwnawczej uzyskanych
wynikow.

4. W niniejszej rozprawie doktorskiej Pani mgr Dzwierzynska nie podejmuje dyskusji
jaki wplyw oddzialywania rycyny (RTA) z badanym ukladem dimeréw P1-P2 moze
miec¢ ich N terminalna cz¢$¢ biatka?

Tematyka przedstawionej pracy badawczej jest bardzo wazna i ciekawa. Niestety
tylko cze$¢ wynikow badan zostata dotychczas opublikowana. Czy Doktorantka bedzie
podejmowala dalsze dzialania, ktére doprowadza do opisania uzyskanych wynikow w
formie kolejnych publikacji naukowych?

Recenzowana dysertacja Doktorantki zostala opracowana zgodnie z zasadami przyj¢tymi
dla prac doswiadczalnych. Napisana jest poprawng polszczyzng i jest przejrzyscie
opracowana graficznie. Praca zawiera Wykaz skrotow, ktorych Autor prezentuje 38 na 2
stronach maszynopisu. Jest 6 tabel i 88 rycin. Odpowiednio dobrane piSmiennictwo, liczace
227 pozycji, w przewazajacej cze¢sci pochodzi z ostatnich lat jest wykorzystane 1 zacytowane
wlasciwie. Jest to glownie literatura fachowa, anglojezyczna, publikowana w znanych,
liczacych si¢ czasopismach. Jej wykorzystanie w pracy, zar6wno we wstepie, jak 1 w dyskusji,
$wiadczy o umiej¢tnosci korzystania z zasobéw pismiennictwa naukowego oraz o dobrym
tematycznym rozeznaniu.

Niestety, przy redagowaniu pracy Autorka popetnita kilka bledéw edytorskich, np. str.
135 ,,wysokoczgsteczkowych agregatow” a powinno by¢ ,,wielkoczasteczkowych” oraz
wystgpilty tzw. , literowki” co oczywiscie jest nieuniknione i w zaden sposob nie wplywa na
warto$¢ pracy, np. str. 9, 62, 63, 86.

Warto$¢ merytoryczna niniejszej rozprawy doktorskiej jest istotnie bardzo wazna, a Pani
mgr Monika Dzwierzyniska skutecznie opanowata umiej¢tno$¢ planowania, a nastgpnie
sukcesywnej realizacji badan naukowych. Wykazala dobre zrozumienie zagadnien
teoretycznych z zakresu tematu, znajomos$¢ zastosowanych metod badawczych oraz potrafi
podsumowac i omowi¢ wyniki wlasne w odniesieniu do publikacji innych autorow.

Na koniec chcialam podkresli¢ caloksztalt pracy Doktorantki. Oprocz dorobku
zwigzanego bezposrednio z tematyka pracy doktorskiej 1 praca o wartosci IF 4,61 (zgodnie z
rokiem opublikowania). Pani mgr Monika DZwierzynska jest wspotautorem réwniez 2 innych
prac. Podsumowujgc jej catkowity dorobek naukowy to 3 prace. Prowadzone badania
finansowane byty w ramach projektu naukowego Narodowego Centrum Nauki, projekt OPUS
(UMO-2014/13/B/NZ1/00953), grantu National Institute of Health AI072425 oraz NIH
TWO008418 Fogarty International Center Collaboration Award (FIRCA).
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Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia wymogi formalne i merytoryczne
stawiane w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (z dn. 14 marca 2003 r. z pdZniejszymi zmianami). Na tej podstawie
wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii
Curie- Sklodowskiej w Lublinie o przyjecie niniejszej rozprawy i dopuszczenie mgr
Moniki Dzwierzynskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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