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Recenzja zostata przygotowana na podstawie powotania na recenzenta przez Rade

Naukowg Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN z dnia 13 marca 2025 roku.

1. Charakterystyka formalna rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Piotra ]. Pietrasa jest oparta na
zestawie trzech artykutéw (dwéch oryginalnych artykutéw naukowych i jednej pracy
przegladowej). Doktorant jest pierwszym autorem we wszystkich pracach wchodzacych
w skiad dzieta. Czasopisma, w ktérych ukazaty sie artykuty, to periodyki uznane i cenione
w $rodowisku naukowym na arenie krajowej (praca przeglagdowa) lub miedzynarodowej
(dwa artykuty oryginalne).

Sama rozprawa doktorska skonstruowana jest zgodnie z nowoprzyjetym systemem,
gdzie wspomniane publikacje stanowig jej zasadnicza cze$é. Catos¢ manuskryptu zostata
opatrzona wprowadzeniem do tematu, podsumowaniem, oraz wnioskami. W osobnych
podrozdziatach oméwiono poszczegélne publikacje sktadajace sie na dzieto. Kazda z
publikacji wchodzacych w sktad dzieta scharakteryzowano poprzez krétki, ale tresciwy
komentarz, prezentujacy kontekst badan, cel danej pracy, gtéwne wyniki i wnioski.
Komentarze s3 napisane precyzyjnym jezykiem naukowym, konstruowane zdania s3

logiczne, a kolejne paragrafy sg powiazane.



W rozdziale czwartym zawarto przedmiotowe artykuly naukowe, w ktérych
zaprezentowano kompletng metodyke oraz opracowane wyniki wraz z ich oméwieniem i
dyskusja. Niezbedng dla wykonania recenzji dokumentacjg uzupetniajg oswiadczenia
Doktoranta, potwierdzone przez Panig Promotor, w ktérych opisano zakres
przeprowadzonych przez Niego prac. Syntetyczna charakterystyka dorobku naukowego
mgr Pietrasa (przedstawiona w rozdziale pierwszym) pozwala zorientowa si¢ w
pozostalych dokonaniach naukowych Doktoranta, w tym m.in. w wystgpieniach
konferencyjnych, uczestnictwie w wydarzeniach promujgcych nauke, oraz realizowanych
projektach badawczych. Reasumujgc strukture rozprawy, stwierdzam, ze konstrukcja
pracy jest klarowna i logiczna, a dokumentacja kompletna.

Zapoznanie sie z rzeczonymi artykutami naukowymi, jak réwniez z zalaczonymi
oéwiadczeniami o wktadzie w powstanie publikacji, pozwala uzna¢, ze wktad Doktoranta

w przeprowadzenie badan prezentowanych w rozprawie jest wiodacy.

2. Przedmiot rozprawy i uzasadnienie podjecia tematyki badawczej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Pietrasa dotyczy spéjnego
tematycznie zagadnienia - mechanizméw odpowiedzi Saccharomyces cerevisiae na
tagodne, przejciowe stresy abiotyczne, ze szczegélnym uwzglednieniem 1)
heterogenicznosci rybosoméw w odniesieniu do biatek rybosomalnych, 2) zmian w
morfologii pojedynczych komérek, 3) aktywnosci translacyjnej, oraz 4) kinetyce wzrostu
populacji komérek w warunkach regeneracyjnych.

We wstepie Doktorant bardzo ciekawie omawia mechanizmy odpowiedzi na stres w
komérkach drozdzowych, podajac przyklady z obszaru regulacji transkrypcji (sieci
regulacyjne zalezne od czynnika transkrypcyjnego ogblnej odpowiedzi na stres - Hspl,
MAPK-Hog1 w stresie osmotycznym, Yap w stresie oksydacyjnym, sygnalizacje PKA-cAMP
w stresie glodu cukrowego, oraz interakcje czynnikéw transkrypcyjnych Msn2/4 z
bialkami Snfl oraz TOR/Mtl1, ktére hamuja import Msn2/4 do jadra komérkowego).
Nastepnie Doktorant przechodzi do oméwienia mechanizméw odpowiedzi na stres
funkcjonujacych na etapach post-transkrypcyjnych, w tym na etapie translacji; przy okazji
szczegblowo opisuje zmienng strukture rybosoméw powotujac sie na dane literaturowe
dotyczace rozmaitych gatunkéw, tkanek i stadi6w rozwojowych. W zakresie regulacji
translacji dostarcza dowodéw literaturowych nie tylko z obszaru zmiennosci w obrebie
sktadu biatkowego rybosoméw, ale takze w zwiazku z regulacyjnym oddziatywaniem

krétkich niekodujacych fragmentéw RNA (rancRNA; ang. ribosome associated noncoding



RNA). Finalnie Doktorant przywotuje przyklady literaturowe wskazujgce na zmiany
strukturalne i morfologiczne komérek S. cerevisiae w odpowiedzi na czynniki stresowe,
asocjujgc okreslone fenotypy z konkretnymi czynnikami stresowymi.

Rzeczowe wprowadzenie do rozprawy stanowi bardzo przekonywujace
uzasadnienie podjecia tej tematyki badawczej. Z zaprezentowanego stanu wiedzy mozna
wywnioskowac, ze brak jest danych eksperymentalnych jednoznacznie wskazujacych, czy
drozdze odpowiadajg na stresy abiotyczne modulacja skiadu biatkowego
rybosomoéw (poza pionierskimi badaniami wskazujgcymi na zmienno$¢ w zaleznosci od
Zrodta wegla). Wiadomo, Ze skilad ten jest zmienny, ale czy zalezny od zadanych
warunkéw stresowych? Zasadno$¢ podjecia badan w tym zakresie dodatkowo
umocowujg wyniki zespotu, w ktérym pracuje Doktorant, wykazujgce taka zaleznos¢ dla
rancRNA (poza rozprawg). Dalej Doktorant stwierdza zainteresowanie odpowiedzig
komérek drozdzy na stresy abiotyczne na poziomie morfologii pojedynczych
komérek. Cho¢ tutaj wydaje sie, ze zaleznosci takie zostaly juz opisane, zaproponowane
podejscie metodyczne (o czym pézniej), uzasadnia dalsze badania w tym zakresie.
Jednocze$nie, w zaprezentowanych dalej publikacjach, Doktorant znacznie poszerza

zakres swoich prac, poza ten wspomniany powyzej.

3. Zastosowane podej$cie metodyczne

Jak Doktorant wskazuje w sekcji ‘3.3. Gidwne tezy i osiqgniecia rozprawy doktorskiey’,
zasadniczym celem pracy doktorskiej byto zbadanie szeregu parametréw fizjologicznych,
biochemicznych i strukturalnych komérek S. cerevisiae po ekspozycji na szereg czynnikéw

stresowych.
Zastosowane podej$cia metodyczne zaprezentowane w dwdch publikacjach

wynikowych, mozna skrétowo ujaé¢ w nastepujacych punktach:
1. Ekspozycja komérek drozdzowych na tagodne, przejsciowe czynniki stresowe
(P2-1JBM i P3-FGB),

¢ Metodycznie cel ten zrealizowano poprzez czasowe (15 min, ustalone na
podstawie wczesniejszych publikacji i prac wlasnych zespotu) narazenie
komorek S. cerevisiae bedacych w fazie wzrostu logarytmicznego na
dziatanie 10 tagodnych, przejéciowych warunkéw stresowych: szok
cieplny, zimna, wysokiego zasolenia, ekspozycja na promieniowanie UV,

warunki beztlenowe, wysokie pH, gtéd aminokwasowy, gtéd cukrowy,



szok hipoosmotyczny i szok hiperosmotyczny. Jako marker
prawidtowoéci doboru czasu i intensywnosci czynnika stresowego
zastosowano poziom ekspresji trzech genéw markerowych (HSP1Z,

GPD1, EX01); badany RTqPCR (P3-FGB)

2. Charakterystyka skladu biatkowego rybosoméw (P2; [JBM),

Metodycznie cel ten zrealizowano poprzez zastosowanie techniki LC-
HRMS (spektrometrii mas o wysokiej rozdzielczosci, poprzedzonej
rozdziatem chromatograficznym LC odpowiednio przygotowanych
peptyd6éw). Rybosomy izolowano na drodze ekstrakcji biatek ze struktur
komérkowych, frakcjonowania przez ultrawirowanie, a peptydy do
analizy LC-HRMS poprzez redukgje, alkilacje i trypsynowanie. W trakcie
analizy danych spektrometrycznych odpowiednio potraktowano dane
pochodzace z bialek paralogéw przy ocenie: 1) stechiometrii danego
biatka (suma dla obu paralogéw), 2) reprezentacji poszczegélnych

paralogéw (dane zebrane na podstawie réznicujgcych peptydow).

3. Ocena aktywnosci translacyjnej drozdzy po ekspozycji na czynniki stresowe (P2-

IJBM),

W tym obszarze zastosowano dwa protokoty: 1) okreslenie zasobnosci
frakcji polisoméw do monosoméw (ultrawirowanie, frakcjonowanie w
gradiencie sacharozy i pomiar absorbancji w poszczeg6lnych frakcjach),
2) znakowanie metaboliczne - znakowanie nowo zsyntetyzowanych

biatek znakowang izotopowo metioning (3°S-Methionine).

4. Charakterystyka kinetyki wzrostu populacji drozdzy uprzednio narazonych na

warunki stresowe (P3-FGB),

W tym obszarze bardzo szczegbétowo badano parametry Kkinetyczne
wzrostu populacji komérek w hodowlach regeneracyjnych (po ustaniu
czynnika stresowego) w przedziatach 30 min, 4 h i 70 h. W kazdym z
przedziatéw analizowano odmienne parametry i wnioskowano o
odmiennych wtaéciwoéciach. W najkrétszym przedziale - okreslano czas
zréwnania gestosci hodowli z hodowla kontrolna (ang. recovery time), w

kolejnym przedziale - czas podwojenia populacji (ang. doubling time), a



w przedziale najdluzszym - dhlugos§é trwania fazy wzrostu
logarytmicznego i stacjonarnej, gesto$¢ hodowli w fazie stacjonarnej.
Tutaj bardzo precyzyjnie okreslono, jak nalezy rozumie¢ poszczegélne

pomiarowane parametry.

5. Charakterystyka zmian strukturalnych, biochemicznych i fizjologicznych
drozdzy uprzednio narazonych na warunki stresowe na poziomie pojedynczo-
komérkowym (P3-FGB),

e W tym zakresie zastosowano cytometrie przepltywowg w celu
oszacowania liczebnosci martwych komoérek (barwienie jodkiem
propidyny; IP), a dane potwierdzono stosujgc podwoéjne barwienie -
komérek martwych i zywych (IP i Hoechst) a nastepnie obrazowanie przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego.

s Jako novum metodyczne w tej pracy wykorzystano technike ilosciowego,
bezznacznikowego obrazowania fazowego z  wykorzystaniem
mikroskopu holotomograficznego HT-2H, generujacego obrazy 2D. Po
uwzglednieniu indeksu refrakcji mozliwe bylo skonstruowanie bardzo
przydatnych tomograméw 3D. Dzieki zastosowaniu tej techniki, mozliwe
byto nie tylko obrazowanie 3D, ale takze ilosciowe okres$lenie zawartosci
dwoéch gtéwnych skladnikéw komoérkowych - catkowitej ilosci biatek

oraz lipidéw.

Aby zrealizowa¢ zalozone cele badawcze, Doktorant zastosowal szereg
zroznicowanych podejs$¢ eksperymentalnych, ktére w sposéb adekwatny odnosity sie
do stawianych celéw szczegétowych. Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera
wyniki dobrze zaplanowanych, wielokierunkowych badaf, o bardzo szerokim
zakresie metodycznym. Pragne podkre$li¢ wysoka jako$§¢ przeprowadzonych prac
badawczych, na ktéra skladaja wszechobecne liczne powtdrzenia do$wiadczen wraz
z adekwatng analiza statystyczng, oraz stosowanie alternatywnych podejs¢
eksperymentalnych potwierdzajacych/pogtebiajacych uprzednie wyniki (np.
cytometria przeplywowa i mikroskop konfokalny; profilowanie polisomowe i
znakowanie metaboliczne 35S-Met). Lacznie te elementy przyczyniaja sie do bardzo

wysokiej jakosci wiarygodnych wynikow. Jest to bardzo wysoka warto$c¢ tej pracy.



4, Kluczowe osiagniecia i wnioski uzyskane w toku realizacji pracy

W opinii tego recenzenta, do kluczowych osiagnig¢ naukowych przedstawionych w

rozprawie naleza:

Dostarczenie przekonywujacych danych eksperymentalnych potwierdzajacych
réznicowa inkorporacje biatek rybosomalnych do rybosoméw w odpowiedzi na
wybrane warunki stresowe w S. cerevisiae. Spoéréd 74 zidentyfikowanych biatek
rybosomalnych, 14 (45%) z matej podjednostki i 8 (19%) z duzej podjednostki
rybosomalnej wykazywato istotnie zréznicowang reprezentacj¢ w rybosomach
pod wplywem stresu (P2).

Wykazanie istotnych réznic w stosunku wystepowania siedmiu (33%) paralogéw
biatek rybosomalnych (spo$réd 21 par paralogéw wykrytych w pracy Doktoranta).
W tym zakresie - wykazanie szczegOlnie drastycznego réznicowego udziatu
paralogéw biatek RPS1 i RPS 7 w strukturze rybosoméw w zaleznosci od zadanego
czynnika stresowego (gtéd cukrowy, szok cieplny; Fig.3. P2)

Powiazanie poszczegélnych czynnikéw stresowych z molekularng odpowiedzig
komérki w zakresie badanych parametrow w toku jednolitego spéjnego cyklu
eksperymentalnego. W tym zakresie, powigzanie np. i) stresu wysokiego zasolenia
ze zwiekszeniem reprezentacji 3 biatek rybosomalnych w rybosomach (zwtaszcza
elL42), ii) ekspozycji na dziatanie UV i gtéd cukrowy na niemal catkowite
aminokwasowego i cukrowego na utrate integralnosci powlok komérkowych, iv)
ograniczenie paczkowania przy hiperosmolarnosci, v) kulistej morfologii i matej
objetosci paczkéw przy zasoleniu i hipoosmolarnosci, vi) wykazanie zaleznosci
pomiedzy liczba i objetoscia wakuoli/ciat lipidowych a ekspozycja na
promieniowanie UV, czy stres hiperosmotyczny (tych najbardziej ograniczajacych
przezywalno$¢ S. cerevisiae; PI-dodatnich) (P2 i P3).

Charakterystyka zmian w budowie tréj-wymiarowej komdrek drozdzowych
narazonych na dziatanie wybranych czynnikéw stresowych, dzieki zastosowaniu
holotomografii. W tym zakresie, udokumentowanie, ze zmiany morfologiczne
indukowane przez czynniki stresowe dotycza glownie objetosci i dilugosci
komérek, ale nie sferycznosci. Wykazanie, Ze czynniki stresowe o
najdrastyczniejszym dzialaniu nie powoduja zmian w integralnosci powlok

komérkowych, ale przyczyniajg sie do zaburzen paczkowania.



Wyniki uzyskane w toku prac eksperymentalnych, po trafnej interpretacji biologicznej i
szczegbtowym przedyskutowaniu z dostepnymi danymi literaturowymi, pozwolily na
sformutowanie wnioskéw. Postawione wnioski s3 uzasadnione i w pelni poparte

przedstawionymi danymi eksperymentalnymi.

5. Komentarze

Szczegbtowa lektura publikacji skladajacych sie na dzielo pozwala na znalezienie
odpowiedzi na wiekszo$¢ pytan pojawiajacych sie w trakcie czytania streszczonej,
polskojezycznej czesci rozprawy. Dostarczone dane i interpretacje sg przekonywujace.
Chciatabym jednak zaprosi¢ Doktoranta do podjecia naukowej dyskusji na ponizsze tematy

w trakcie publicznej obrony:

1. W moim odczuciu Doktorant w swojej rozprawie wydaje sie nieco wymiennie
stosowac pojecia ‘odpowiedZ na warunki stresowe’ i ‘adaptacja do warunkow
stresowych’. Czy w opinii Doktoranta kazda odpowied? to adaptacja? Czy w swoich
pracach Doktorant badat ‘odpowiedZ’ czy ‘adaptacje’? Jak technicznie podej$¢ do

badania jednego i drugiego?

2. Chcialam pozna¢ opinie Doktoranta na temat teorii podwojenia genomu (WGD -
whole genome duplication) w filogenezie drozdzy (jest to powiazane z obecnoscia
paralogéw biatek rybosomalnych). Czy Doktorant bardziej sktania sie ku teorii, ze w
genomie S. cerevisiae paralogi powstaty wskutek podwojenia genomu, czy ze
najpierw doszlo do skrzyzowania dwoéch blisko spokrewnionych gatunkéw, a

nastepna duplikacja byta mechanizmem umozliwiajacym odzyskanie ptodnosci?

3. Czy sekwencje wstawione (ang. Expansion sequences) w rRNA takze podlegajg
zmianom w odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe? Czy taka zmiennosc

zaobserwowano jedynie dla rancRNA (zwigzane z rybosomami niekodujace RNA)?

4. W badaniach zespotu Prof. Grzywacz, w ktérych Doktorant brat udziat, wykazano, ze
fragmenty RNA powstate z tRNA (tDR, ang. tRNA-derived fragments) regulujg proces
translacji w odpowiedzi na czynniki stresowe (tworzac kompleks
tDR/rybosom/aminoacylaza tRNA). W naszych badaniach
(https://doi.org/10.1007/s00253-021-11731-y) pokazali$my, ze stres




hiperosmotyczny (3 Osm/kg; 36% sorbitolu) przyczynia sig globalnego
ograniczenia syntezy aminoacylaz tRNA (relatywnie obnizona reprezentacja ligaz
aminoacylo-tRNA) specyficznych dla wielu aminokwaséw, jak réwniez biatek
zaangazowanych w biogeneze rybosomoéw, oraz czynnika elongacji translacji eEF-1.
Oczywiécie sposéb zadania i intensywno$¢ czynnika stresowego sa odmienne.
Podobnie jak gatunek drozdzy. Ale czy Doktorant widzi spéjno$é w tych wynikach,
czy raczej uzyskane dane sa wykluczajace? Jak mégtby wygladac hipotetyczny
mechanizm dziatania na tym etapie regulacji translacji z udziatlem rybosomu-tRNA-

aminoacylaza tRNA?

5. Chciatabym tez poprosi¢ o komentarz do czeéci technicznej/metodycznej sposobu
zadania czynnikéw stresowych. Metodyka implementacji czynnikéw stresowych
zastosowana przez Doktoranta jest dla mnie nieintuicyjna (co nie znaczy, Ze
nieprawidtowa). O ile czas ekspozycji na czynnik stresowy zostat dobrany na
podstawie wczesniejszych doswiadczen (zespolu i innych autoréw), to dobér
intensywnoéci czynnika stresowego nie zostal wyjasniony. W jaki sposéb
zadecydowano, jak dany czynnik wprowadzi¢ (podaz stezonego NaCl czy sorbitolu,
buforu o innym pH, zmieszanie medidéw o réznych temperaturach). Czy majac juz
obecne do$wiadczenie w prowadzeniu takich prac eksperymentalnych, Doktorant

wprowadzitby czynniki stresowe w inny sposéb?

6. Na jakiej podstawie wybrano gen EX0O1 (P3, FGB) na marker stresu w komérkach
drozdzowych?

7. Bardzo wysoko oceniam zastosowanie nowego i ciekawego narzedzia w badaniach
nad biochemig/struktura komoérek drozdzowych w odpowiedzi na warunki
stresowe (mikroskopia holotomograficzna). Czy przeprowadzono walidacje
skuteczno$ci holotomografii w szacowaniu/okreslaniu zawarto$ci biatek i lipidow w

wyznaczonych strukturach 3D? Czy producent dostarcza takich informacji?

Komentarze pomniejsze: Cel rozprawy podany w rozdziale 3.1 jest zbyt skapy. W mojej
ocenie, Doktorant wykonat znaczenie szerzej zakrojone badania, niz to, co podano w tym

rozdziale.



6. Znaczenie badan i posumowanie

W ocenianej rozprawie doktorskiej mgr Piotra ]. Pietrasa na uwage zastuguje bardzo
ciekawa, jeszcze nienazbyt przebadana tematyka, wysoka jako$¢ przeprowadzonych
badan, ciekawe i kompleksowe podejscie eksperymentalne, oraz waga odkryé¢.
Niniejsza praca dostarcza dowoddéw i wyjasnien, dlaczego powszechnie znane,
uproszczone przedstawienie dogmatu o ekspresji genow (DNA-RNA-biatko) powinno
zosta¢ uzupetnione nie tylko o ‘regulacja transkrypcji przez czynniki transkrypcyjne’ oraz
‘modyfikacje potranslacyjne’ (co jest czesto wprowadzone), ale takze ‘regulacja translacji
przez rybosomy’ (zaréwno biatka jak i rancRNA). Jest to nie tylko bardzo ciekawe, ale i
brzemienne w skutkach, m.in. dla badan aplikacyjnych.

Jest to takze pierwszy raz, kiedy spotykam sie z koncepcja ‘kodu rybosoméw’, ktéra
jest bardzo ciekawa i dostarcza interesujgcych (i obecnie udokumentowanych) wyjasnien
na temat braku liniowosci na drodze transkrypcja-translacia. W mojej opinii
przedstawiona rozprawa doktorska stanowi merytorycznie wartosciowy i nowatorski
wkiad do Swiatowej nauki. Podjete w niej zagadnienia sg interesujace zaréwno dla
naukowcoéw pracujgcych w obszarze biologii molekularnej, biologii komoérki, biologii
systemow, ale takze tych zajmujacych sie badaniami aplikacyjnymi, jak np. ulepszaniem
mikroorganizméw o znaczeniu przemystowym w kontekscie ich wykorzystania do

nadprodukcji biatek w stresujgcych warunkach bioprocesu.

7. Wniosek koncowy

W mojej ocenie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Piotra ]. Pietrasa
spetnia warunki okres$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018, poz. 1668 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w
sprawie nadanie stopnia doktora w IChB PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej IChB
PAN nr 40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskuje do Rady
Naukowej IChB PAN o dopuszczenie mgr Piotra ]. Pietrasa do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauki $ciste i przyrodnicze, w
dyscyplinie nauki biologiczne. Ponadto, bioragc pod uwage wysoka warto$¢ merytoryczng
zaprezentowanych badan, oraz doskonate wymierne skutki pracy naukowej Pana Piotra J.

Pietrasa wnosze o wyréznienie rozprawy.

Poznan, 23-04-2025



