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Recenzja pracy doktorskiej mgr Moniki Dzwierzynskiej pt. , Interakcja ludzkich

rybosomalnych biatek P z katalityczng podjednostka rycyny”.

Bez watpienia jednym z najwiekszych osiggnie¢ nauk biologicznych przetomu XX i XXI
wieku byto okreslenie struktury czasteczkowej rybosoméw a jednoczesnie zrozumienie
molekularnego mechanizmu procesu translacji — przekodowania sekwencji mRNA na
sekwencje aminokwasowg biatka bedacego , produktem” danego genu. Ten olbrzymi postep
dokonat sie dzigki skonsolidowanym wysitkom naukowcéw z wielu krajéw i instytucji a jego
randze swiadczy fakt, ze trdjka z nich, Venkatraman Ramakrishnan, Thomas A. Steitz i Ada E.
Yonath zostata w roku 2009 uhonorowana Nagroda Nobla w dziedzinie chemii. Rybosom,
centralny element maszynerii translacyjnej to ogromny, wielosktadnikowy kompleks
rybozymo-proteinowy, ktoéry w wyniku interakcji z partnerujgcymi makroczasteczkami
dokonuje sekwencyjnego dekodowania informacji zawartej w tréjkach nukleotydowych
polimeru mRNA i skoordynowang z tym synteze wigzan peptydowych kolejnych
aminokwasow okreslonej sekwencji. Oprécz centrum dekodujgcego zlokalizowanego na
mniejszej podjednostce rybosomalnej oraz centrum peptydylotransferazy wystepujgcego na
duzej podjednostce, bardzo waing role w funcjonowania rybosomu odgrywa centrum
GTPazowe zlokalizowane na duzej podjednostce a postrzegane jako gtdwny element
zasilajgcy maszynerig translacyjng w energie i zapewniajacy kierunkowg kinetyke procesu
translacji (elongacje). Eukariotyczne centrum GTPazowe zawiera w swojej strukturze
charakterystyczny ,kciuk”, strukture zbudowana m.in. z rybosomalnego biatka ul.10 oraz
unikalnych dla eukariontéw biatek P1/P2. Pentameryczny kompleks ul.10(P1-P2),, jako
kluczowy dla prawidtowego funkcjonowania rybosomu jest celem molekularnym szeregu
toksyn z grupy Ribosomal Inactivating Proteins (RIP). W tym biatka rycyny pochodzacej z
racznika pospolitego, jednej z najniebezpieczniejszych toksyn, ktorej podjednostka
katalityczna przytacza sie do centrum GTPazowego i katalizuje reakcje usuwania adeniny ze
znajdujacej sie w poblizu petli sarcynowo-rycynowej rybosomalnego RNA, co w konsekwencji
prowadzi do zablokowania funkcji catego kompleksu rybosomu na etapie cyklu
elongacyjnego.

Celem badawczym pracy doktorskiej mgr Dzwierzynskiej byto okreslenie roli biatek P,
oraz roli ich wysoce konserwatywnych fragmentéw C-terminalnych w interakcjach z biatkiem
z grupy RIP, rycyng. Istotg pracy byto otrzymanie rekombinowanych biatek P1, P2 oraz
katalitycznej podjednostki rycyny wykorzystujac heterologiczny uktad ekspresji oraz
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wykorzystanie metod bioanalitycznych do scharakteryzowania tych rekombinowanych
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struktur a nastepnie analiza powinowactwa i interakcji dimerow biatek P1-P2 z katalityczng
podjednostkg rycyny. Wsréd celow szczegotowych znalazto sie okreslenie roli w tych
oddziatywaniach konserwatywnego fragmentu C-koricowego biatek P, co zrealizowano
poprzez konstrukty genetyczne pozwalajacych na otrzymanie tzw. delecyjnych form tych
biatek, z ktérych usunieto 16 ostatnich aminokwasow. Doktorantka prawidtowo zaplanowata
i szczegétowo opisata zastosowane metody badawcze: przygotowanie konstruktow
genetycznych, ich heterologiczng ekspresje w Escherichia coli, metody oczyszczanie oraz
charakterystyke biochemiczng i biofizyczng metodami chromatografii SEC, dichroizmu
kotowego, skaningowej fluorymetrii nano-roznicowej oraz spektrometrii mas; sama analiza
interakcji dimeréw biatek P1-P2 (oraz ich form delecyjnych) z katalityczng podjednostka
rycyny zostatfa zrealizowane za pomocg termoforezy mikroskalowej oraz interferometrii bio-
warstwowej. W toku badar wyznaczono wartosci statych dysocjacji komplekséw P1-P2 z
katalityczna podjednostka rycyny; wykazano, ze C-terminalne regiony tych biatek petnig
kluczowa role w tworzeniu tych interakcji, z zauwazalng dominacja fragment C-koricowego
biatka P1. Wyniki sugeruja, ze nie tylko same fragmenty C—terminalne ale takze globalna
organizacja przestrzenna heterodimeru P1-P2 eksponujacego C—koricowy fragment biatka P1
zapewnia wiasciwg orientacje promujaca interakcje z biatkami klasy RIP. Wyniki majg istotne
znaczenie dla zrozumienia opisywanych proceséw a znaczaca czes¢ rezultatow oraz
podstawowe wnioski przedstawione w recenzowanej pracy doktorskiej zostaly
opublikowane w artykule naukowym ,Human ribosomal P1-P2 heterodimer represents an
optimal docking site for ricin A chain with a prominent role for P1 C-terminus”
opublikowanym w 2017 roku w Scientific Reports; doktorantka jest jednym ze wspotautorow
tej publikacji.

Praca doktorska ma klasyczny uktad. Cato$¢ rozpoczyna sig od teoretycznej czesci
wstepnej, w ktorej autorka opisuje topologig matej i duzej podjednostki rybosomu, strukture
centréw aktywnych odpowiadajacych za: (i) dekodowanie mRNA, (ii) peptydylotransferaze i
(iii) GTPazowa elongacje, szczegdly strukturalne biatek P oraz biatka rycyny. Po czym
nastepuje sformutowanie celu pracy, bardzo szczegdtowym opisaniem materiatow i
zastosowanych réznorodnych metod eksperymentalnych a nastepnie omoéwienie wynikow i
ich dyskusja. Cafto$¢ pracy zamyka streszczenie w jezyku angielskim oraz bibliografia
sktadajaca sie z 227 odnosnikdw literaturowych, z ktorych 156 (69%) to pozycje
opublikowane w XXI wieku. Na podkreslenie zastuguje fakt, bardzo obszernego (i w mojej
opinii miejscami zbyt szczegétowego) ilustrowania przedstawianych tresci przy pomocy
modeli molekularnych komplekséw poszczegdlnych podjednostek rybosomalnych, miejsc
aktywnych, oddziatywan miedzymolekularnych, ktére uzyskano w badaniach biologii
strukturalnej sktadnikéw ukfadu rybosomu. W mojej opinii czg$¢ wstgpna pracy doktorskiej
zyskataby na przejrzystosci, gdyby doktorantka zdecydowata sie¢ na umieszczenie jednej
bardziej popularnonaukowej ilustracji schematycznie przedstawiajacej podjednostki
rybosomu oraz ogélny kinetyczny mechanizm procesu translacji realizowanego przez ten
kompleks.
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W tak obszernej pracy oczywiscie nie udato sie unikngé pewnych btedéw czy

niejasnosci, z obowigzku recenzenta chce wspomnie¢ o kilku takich przypadkach. (i) W
streszczeniu na str. 10 pojawia sie biedne przettumaczenie metody size exclusion
chromatography jako ,chromatografia jonowymienna” — jestem wtaéciwie pewien, ze btad
ten mogt wynikac¢ z pospiechu przygotowania abstraktu na koricowych etapach redakcji
pracy doktorskiej: Autorka w gtéwnym tekscie pracy doktorskiej juz prawidtowo opisuje SEC
jako ,sita molekularne”, filtracje zelowa” itp. (np. str 64). (ii) Na stronie 23 pojawia sie
chyba niefortunne przettumaczenie pojecia ,harpin loop” jako ,szpilki do wtoséw”, podczas
gdy ten czesto wystepujacy w biologii strukturalnej motyw (ni¢ polipetydu gwattownie
zawracajgca o 180 stopni) powinien by¢ raczej przettumaczony na polski jako ,wsuwka do
wtosow”. (iii) Na dole strony 42 doktorantka do opisu sieci oddziatywan pomiedzy
sktadnikami  kompleksu aP1(CDT)-aEF1a-GDP/GTP uzywa sformutowania »Wigzania
hydrofobowego”, ktére w $wietle definicji IUPAC poje¢ lipofiliwos¢ i hydrofobowogé jest
nieprawidtowe. W skrécie, hydrofobowos¢ to zjawisko, ktére obserwujemy w polarnym
srodowisku wodnym, gdy niepolarne czasteczki lub ich fragmenty wykazuja tendencje do
agregacji wynikajaca ze spontanicznego dazenia do ukrycia niepolarnych powierzchni przed
kontaktem z czasteczkami wody [E. Rutkowska, K. Pajak, K. Jézwiak, Lipophilicity — methods
of determination and its role in medicinal chemistry, Acta Polonia Pharmaceutica, 2013;
70(1), 3-18]. Termodynamicznie, ta entropowo indukowana tendencja nie ma charakteru
»Wigzania” rozumianego jako przycigganie dwu partneréw; nie istnieje gdy np. érodowisko
wodne zostanie zamienione na prdinig. W opisywanym przypadku doktorantka powinna
uzy¢ bardziej precyzyjnego pojecia ,interakcji/oddziatywann hydrofobowych” wzglednie
wigzann o charakterze niepolarnym. (iv) W sekcji opisujacej spektrometrie mas autorka
stwierdza, ze jest to metoda analityczna, ktéra ,pozwala obliczy¢ mase z doktadnosécia do
pojedynczych atoméw” (str. 67). Wypada mi sig z tym nie zgodzi¢: wspotczesne aparaty
pozwalajg mierzy¢ stosunek m/z z doktadnoscia/rozdzielczoscig przekraczajacg 10™ jednostki
masy atomowej. (v) W kilku przypadkach zauwazytem nieprawidtowe lub niekompletne
formatowanie opiséw odnosnikéw literaturowych; sg to pozycje 22, 43, 191, 205.
Wszystkie te oméwione wyzej przypadki nie stanowig jednak powaznych uchybien i nie
wptywajg na pozytywng ocene przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej.

W podsumowaniu, pozytywnie oceniam warto$é merytoryczng i naukowg pracy
doktorskiej mgr Moniki Diwierzynskiej, jak rowniez ogélng wiedze Kandydatki w obszarze
biologii maszynerii translacyjnej. W opinii recenzenta praca doktorska pt. ,Interakcja
ludzkich rybosomalnych biatek P z katalityczng podjednostka rycyny” jest przejrzyécie
przedstawiona, prawidfowo zaprojektowana i udokumentowana, a dotyka waznego
zagadnienia strukturalnych oddziatywan pomiedzy miejscem GTPazowym eukariotycznego
rybosomu a znanymi toksynami klasy RIP. Tym samym spetnia wymogi formalne i
merytoryczne stawiane pracom doktorskim przez stosowne akty prawne oraz normy
zwyczajowe srodowiska naukowego. W zwigzku z tym wnioskuje do Wysokiej Rady Instytutu



Nauk Blologlcznych Unlwersytetu Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr

Moniki Dzwierzyriskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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