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1. Charakterystyka formalna rozprawy

Przedlo2ona do recenzii rozprawa doktorska mgr piotra 
J. pietrasa iest oparta na

zestarr'ie trzech arrykul6w (dw6ch oryginalnych artykul6w naukowych i iednei pracy

przeglqdowej). Doktorant iest pierwszym autorem we wszystkich pracach wchodzqcych

w sklad dziela. Czasopisma, w kt6rych ukazaly siq artykuly, to periodyki uznane i cenione

w Srodowisku naukowym na arenie kraiowej [praca przegl4dowa] lub miqdzynarodowei

(dwa artykuly oryginalne).

Sama rozprawa dokorska skonstruowana jest zgodnie z nowoprzyiQq,,m systemem,

gdzie wspomniane publikacie stanowi4 iei zasadniczq czqs6. Calo56 manuskryptu zostala

opatrzona wprowadzeniem do tematu, podsumowaniem, oraz wnioskami. W osobnych

podrozdzialach om6wiono poszczeg6lne publikacie skladaiqce siq na dzielo. Ka2d4 z

publikacii wchodzqcych w sklad dziela scharakteryzowano poprzez kr6tki, ale tresciwy
komentarz, prezentujEcy kontekst badari, cel danei pracy, gl5wne wyniki i wnioski.

Komentarze sa napisane precyzyinym .iqzykiem naukowym, konstruowane zdania sq

logiczne, a kolejne paragraff s4 powiEzane.



W rozdziale czwartym zawarto przedmiotowe artykuty naukowe, w kt6rych

zaprezentowano kompletn4 metodykq oraz opracowane wlmiki wraz z ich om6wieniem i

dyskusi4. Niezbqdn4 dla wykonania recenzii dokumentaciq uzupelnial4 oswiadczenia

Doktoranta, potwierdzone przez Pani4 Promotor, w kt6rych opisano zakres

przeprowadzony ch przez Niego prac. Syntetyczna charakterystyka dorobku naukowego

mgr Pietrasa (przedstawiona w rozdziale pierwszym) pozwala zorientowa6 sie w

pozostalych dokonaniach naukowych Doktoranta, w tym min w wystapieniach

konferencyinych, uczestnictwie w wydarzeniach promuiecych naukq, oraz realizowanych

proiektach badawczych. Reasumuiec strukturq rozprawy, stwierdzam, Ze konstrukcja

pracy iest klarowna i logiczna, a dokumentacia kompletna.

Zapoznanie siq z rzeczonymi artykulami naukowymi, iak r6wnie2 z zal4czonymi

oSwiadczeniami o wkladzie w powstanie publikacri, pozwala uznaC, 2e wklad Doktoranta

w prueprowadzenie badaIl prezentowanych w rozprawie iest wiodqcy'

2. Przedmiot rozprawy i uzasadnienie podiQcia tematyki badawczei

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Pietrasa dotyczy sp6inego

tematycznie zagadnienia - mechanizm6w odpowiedzi saccharomyces cerevisiae na

lagodne, przejSciowe stresy abiotyczne, ze szczeg6lnym uwzglqdnieniem 1)

heterogeniczno6ci rybosom6w w odniesieniu do bialek rybosomalnych' 2) zmian w

morfologii poiedynczych kom6rek, 3) aktywnosci translacylnei, oraz 4) kinetyce wzrostu

populacji kom6rek w warunkach regeneracyinyclt"

we wstqpie Doldorant bardzo ciekawie omawia mechanizmy odpowiedzi na stres w

kom6rkach dro2d2owych, podaj4c przyklady z obszaru regulacji transkrypcji (sieci

regulacyine zale2ne od czynnika transkrypcyinego og6lnei odpowiedzi na stres - Hspl'

MAPK-Hog1 w stresie osmotycznym, Yap w stresie oksydacyjnym, sygnalizaciQ PKA-cAMP

w stresie glodu cukrowego, oraz interakcie czynnik6w transkrypcyinych Msn2/4 z

bialkami Snfl oraz TOR/Mtll, kt6re hamuie import Msn2/4 do iqdra kom6rkowego)'

Nastqpnie Doliitorant przechodzi do om6wienia mechanizm6w odpowiedzi na stres

funkcjonuiacych na etapach post-transkrypclnych, w tym na etapie translacii; przy okazii

szczeg6lowo opisuie zmienn4 struldurq rybosom6w powoluiac siq na dane literaturowe

dotycz4ce rozmaitych gatunk6w, tkanek i stadi6w rozwojowych. w zakresie regulacii

translacii dostarcza dowod6w literaturowych nie tylko z obszaru zmiennosci w obrgbie

skladu bialkowego rybosom6w, ale takZe w zwi4zku z regulacyinym oddzialywaniem

k6tkich niekoduracych fragment6w RNA (rancRNA; ang. ribosome associated noncodinS



RNAJ. Finalnie Doktorant przywoluie przyklady literaturowe wskazuiece na zmiany

strukturalne i morfologiczne kom6rek S. cerevisiae w odpowiedzi na czynniki stresowe,

asocjui4c okreslone fenotypy z konkretnymi czynnikami stresowymi.

Rzeczowe wprowadzenie do rozprawy stanowi bardzo przekonywujqce

uzasadnienie podjQcia tei tematyki badawczej. Z zaprezenlowanego stanu wiedzy mo2na

wywnioskowa6, 2e brak jest danych eksperymentalnych jednoznacznie wskazul4cych, czy

droid2e odpowiadai4 na stresy abiotyczne modulac,4 skladu bialkowego

rybosom6w (poza pionierskimi badaniami wskazujEcymi na zmienno66 w zale2noSci od

ir6dla wqglaJ. Wiadomo, 2e sklad ten iest zmienny, ale czy zaleLny od zadanych

warunk6w stresowych? Zasadno6d podjqcia badafi w tym zakresie dodatkowo

umocowujE wyniki zespolu, w kt6rJrm pracuie Doktorant, wykazujqce takq zale2no6d dla

rancRNA (poza rozpraw4). Dalej Doktorant stwierdza zainteresowanie odpowiedzi4

kom6rek droaday na stresy abiotyczne na poziomie morfotogii poiedynczych

kom6rek Cho( tutaj wydare siq, Le zalelnofici takie zostaly iu2 opisane, zaproponowane

podejJcie metodyczne {o czym p62niefi, uzasadnia dalsze badania w tym zakresie.

fednocze6nie, w zaprezentowanych dalei publikacjach, Doktorant znacznie poszerza

zakres swoich prac, poza ten wspomniany powyZej.

3. Zastosowane podeiscie metodyczne

fak Doktorant wskazuje w sekcji'3.3. GI6wne azy i osiqgniqcia rozpraw doktorskiej',

zasadniczJrm celem pracy doktorskiej bylo zbadanie szeregu parametr6w fiziologicznych,

biochemicznych i strukturalnych kom6rek.t cereyisiae po ekspozycji na szereg czjmnik6w

stresowych.

Zastosowane poderScia metodyczne zaprezentowane w dw6ch publikacjach

wynikowych, moZna skr6towo ujAC w nastepujacych punktach:

1. Ekspozycia kom6rek dro2d2owych na lagodne, przeisciowe czynniki stresowe

(P2-r'BM i P3-FGB),

. Metodycznie cel ten zrealizowano poprzez czasowe (15 min, ustalone na

podstawie wczeSnieiszych publikacji i prac wlasnych zespofu) nara2enie

kom6rek S. cerevisiae bgd4cych w fazie wzrostu logarytmicznego na

dzialanie 10 lagodnych, przel6ciowych warunk6w stresowych: szok

cieplny, zimna, wysokiego zasolenia, ekspozycja na promieniowanie UV,

warunki beztlenowe, wysokie pH, gl6d aminokwasowy, gl6d cukrowy,



szok hipoosmotyczny i szok hiperosmotyczny. fako marker

prawidlowoSci doboru czasu i intensywno5ci czynnika stresowego

zastosowano poziom ekspresji trzech gen6w markerowych (HSP.12,

GPD1, EXol); badany RTqPCR (P3-FGB).

2. Charakterystyka skladu bialkowego rybosom6w (P2; IJBMI,

. Metodycznie cel ten zrealizowarlo poprzez zastosowanie techniki LC-

HRMS (spelrtrometrii mas o wysokiei rozdzielczoic| poprzedzonei

rozdzialem chromatograficznym LC odpowiednio przygotowanych

peptyd6wJ. Rybosomy izolowano na drodze ekstrakcji bialek ze struldur

kom6rkowych, frakcionowania przez ultrawirowanie, a peptydy do

analizy LC-HRMS poprzez redukciq, alkilaciq i trypsynowanie. W trakcie

analizy danych spektrometrycznych odpowiednio potraktowano dane

pochodzace z bialek paralog6w przy ocenie: 1) stechiometrii danego

biatka fsuma dla obu paralog6wJ, 2) reprezentacii poszczeg6lnych

paralog6w (dane zebrane na podstawie r62nicui4cych peptyd6w).

3. Ocena aktywnosci translacyine, droZdZy po ekspozycii na czynniki stresowe (P2-

IIBM),

. W tym obszarze zastosowano dwa protokoly: 1) okre6lenie zasobno6ci

frakcii polisom6w do monosom6w (ultrawirowanie, frakcionowanie w

gradiencie sacharozy i pomiar absorbancji w poszczeg6lnych frakcjach),

2) znakowanie metaboliczne - znakowanie nowo zsynteqzowanych

bialek znakowane izotopowo metioninq (3sS-Methion'neJ.

4. Charalderystyka kinetyki wzrostu populacii drozdiry uprzednio nara2onych na

warunki stresowe [P3-FGB],

o W fym obszarue bardzo szczeg6lowo badano parametry kinetyczne

wzrostu populacii kom6rek w hodowlach regeneracyinych (po ustaniu

czynnika stresowego) w przedzialach 30 min, 4 h i 70 h. W ka2dym z

przedzial6w analizowano odmienne parametry i wnioskowano o

odmiennych wta5ciwo6ciach. W nalkr6szym przedziale - okreSlano czas

zr6wnania gqstosci hodowli z hodowl4 kontroln4 (ang. recovery time), w

kolejnym przedziale - czas Podwojenia populacii (ang. doubling time), a



5. Charakterystyka zmian strukturalnych, biochemicznych i fizjologicznych

dro2d2y uprzednio naraionych na warunki stresowe na poziomie pojedynczo-

kom6rkowym (P3-FGBJ,

o W tym zakresie zastosowano c)rtometriQ przeptywowq w celu

oszacowania liczebno5ci martwych kom6rek (barwienie iodkiem

propidyny; IPJ, a dane potwierdzono stosuiac podw6ine barwienie -
kom6rek martvvlrch i 2ywych (lP i Hoechst) a nastqpnie obrazowanie przy

uiyciu mikroskopu konfokalnego.

r Jako novum metodyczne wtei pracy wykorzystano technikq ilo6ciowego,

bezznacznikowego obrazowania fazowego z wykorzystaniem

mikroskopu holotomograficznego HT-zH, generujEcego obrazy 2D. Po

uwzglgdnieniu indeksu refrakcji mo2liwe bylo skonstruowanie bardzo

przydatnych tomogram6w 3D. Dziqki zastosowaniu tej techniki, mozliwe

bylo nie tylko obrazowanie 3D, ale takZe ilo5ciowe okreilenie zawarto6ci

dw6ch gl6wnych skladnik6w kom6rkowych - calkowitei iloSci bialek

oraz lipid6w.

Aby zrealizowat zalozone cele badawcze, Do}<torant zastosowal szereg

zr62nicowanych podejSd eksperymentalnych, kt6re w spos6b adekwatny odnosity siQ

do stawianych cel6w szczeg6lowych. Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera

wyniki dobrze zaplanowanych, wielokierunkowych badari, o bardzo szerokim

zakresie metodycznym. PragnQ podkre6li6 wysokq |ako36 przeprowadzonych prac

badawczych, na kt6r4 skladajA wszechobecne liczne powt6rzenia doSwiadczefi wraz

z adekwatnq analizE statystyczn4, oraz stosowanie alternat,,wnych podeisi

eksperymentalnych potwierdzai4cych/pogtqbiaiAcych uprzednie wyniki (np.

cytometria przeptywowa i mikroskop konfokalny; profilo\4/anie polisomowe i

znakowanie metaboliczne 3sS-Met). trecznie te elementy przyczyniai4 siq do bardzo

wysokiej jakoSci wiarygodnych wynik6w. lest to bardzo wysoka wartosi tei pracy-

w przedziale naidlu2szym - dlugost trwania fazy wzrostu

logarytmicznego i stacionarnej, gestosd hodowli w fazie stacjonarner.

Tutai bardzo precyzyinie okreSlono, jak naleiy rozumie6 poszczeg6lne

pomiarowane parametry.



4, Kluczowe osiqgniqcia i wnioski uzyskane w toku realizacii pracy

W opinii tego recenzenta, do kluczowych osiqgniqt naukowych przedstawionych w

rozprawie naleZe:

. Dostarczenie przekonywui4cych danych eksperymentalnych potwierdzai4cych

r6inicow4 inkorporaciq bialek rybosomalnych do rybosom6w w odpowiedzi na

wybrane warunki stresowe w S. cerevisiae. SpoSr6d 74 zidentyfikowanych bialek

rybosomalnych, 14 {45o/o) z malei podiednostki i 8 (190lo) z du2el podiednostki

rybosomalnei wykazywalo istotnie zr6znicowanE reprezentacig w rybosomach

pod wplywem stresu (P2).

. Wykazanie istotnych r6znic w stosunku wystqpowania siedmiu (33%o) paralog6w

bialek rybosomalnych (spo6r6d 21 par paralog6w wykrytych wpracy Doktoranta).

W tym zakresie - wykazanie szczeg6lnie drastycznego r6inicowego udziatu

paralog5w biatek RPSl i RPS 7 w strukturze rybosom6w w zale2noici od zadanego

czynnika stresowego (gl6d cukrowy, szok cieplny; Fig.3. P2J

. Powiazanie poszczeg6tnych czynnik6w stresowych z molekularnq odpowiedzia

kom6rki w zakresie badanych parametr6w w toku iednolitego sp6jnego cyklu

eksperymentalnego. W tym zakresie, powiezanie np. i) stresu wysokiego zasolenia

ze zwiqkszeniem reprezentacii 3 bialek rybosomalnych w rybosomach {zwlaszcza

eL42), il) ekspozycii na dzialanie UV i gi6d cukrowy na niemal calkowite

zahamowanie translacji, iii) stres5w temperaturowych, pH, anoksli oraz glodu

aminolorasowego i cukrowego na utrate integralnosci powlok kom6rkowych, iv)

ograniczenie p4czkowania przy hiperosmolarno6ci, v) kulistei morfologii i malei

objqto5ci pEczk6w przy zasoleniu i hipoosmolarno3ci, viJ wykazanie zale2noSci

pomiqdzy liczbq i objqto6cia wakuoli/cial lipidowych a ekspozycj4 na

promieniowanie UV, czy stres hiperosmotyczny [tych naibardziei ograniczajqcych

prze2ywalno56 .S. cercviiae; Pl-dodatnichJ (P2 i P3l.

. Charakterystyka zmian w budowie tr6l-wymiarowej kom6rek dro2dZowych

nara2onych na dzialanie wybranych czynnik6w stresowych, dziqki zastosowaniu

holotomografii. W tym zakresie, udokumentowanie, Ze zmiany morfologiczne

indukowane przez czynniki stresowe dotycza gi6wnie objQtosci i dtugoSci

kom6rek, ale nie sferycznoSci. Wykazanie, ie czynniki stresowe o

najdrastycznieiszym dzialaniu nie powodui4 zmian w integralno6ci powlok

kom6rkowych, ale przyczyniaie siq do zaburzefi pqczkowania.



Wyniki uzyskane w toku prac eksperymentalnych, po trafnej interpretacji biologicznei i

szczeg6iowym przedyskutowaniu z dostqpnymi danymi literaturowlzni, pozwolily na

sformulowanie wniosk6w. Postawione wnioski sq uzasadnione i w pelni poparte

przedstawionymi danymi eksperymentalnymi.

5. Komentarze

Szczeg6lowa lektura publikacji skladaj4cych siq na dzielo pozwala na znalezienie

odpowiedzi na wigkszo56 pytari poiawiaiecych siQ w trakcie czytania streszczonei,

polskorqzycznei czgsci rozprawy. Dostarczone dane i interpretacie sq przekonywuiace.

Chcialabym jednak zaprosi6 Doktoranta do podjQcia naukowej dyskusii na poniZsze tematy

w trakcie publicznei obrony;

1. W moim odczuciu Doktorant w swoiei rozprawie wydaje siq nieco wymiennie

stosowae pojqcia 'odpowiedi na warunki stresowe' i 'adaptacia do warunk6w

stresowych'. Czy w opinii Doli:toranta kazda odpowiedl to adaptacia? Cry w swoich

pracach Doktorant badal 'odpowiedz' czy 'adaptaciQ'? Jak technicznie podej6d do

badania iednego i drugiego?

2. Chcialam poznad opiniQ Doktoranta na temat teorii podwojenia genomu (WGD -
whole genome duplication) w filogenezie dro2dZy [iest to powiezane z obecno6ciE

paralog6w bialek rybosomalnych). Czy Doktorant bardziei sklania siq ku teorii, Ze w

genomie S. cerevisiae paralogi powstaly wskutek podwolenia genomu, czy ie

naipierw doszlo do skrzyiowania dw6ch blisko spokrewnionych gatunk6w, a

nastqpna duplikacia byla mechanizmem umoiliwiaiecym odzyskanie plodnosci?

3. Czy selo,vencie wstawione (an8. Expansion sequences) w rRNA takze podlegaia

zmianom w odpowiedzi na czynniki Srodowiskowe? Czy tak4 zmiennosd

zaobserwowano iedynie dla rancRN A (zvi1zar.e z rybosomami niekoduj4ce RNA)?

4. W badaniach zespolu Prof. Grzywacz, w kt6rych Doktorant bral udzial, lyflr'l<azano, Ze

fragmenty RNA powstale z tRNA (tD R, ang. tRNA-derived fragments) regului4 proces

translacii w odpowiedzi na czynniki stresowe (tworzec kompleks

tDR/rybosom/aminoacylaza tRNAJ. w naszych badaniach

do i.o r 0.1 pokazaliSmy, ie stres



hiperosmotyczny (3 Osm/kg; 3696 sorbitolu) prayczynia siq globalnego

ograniczenia syntezy aminoacylaz IRNA (relatywnie obniiona reprezentacia liSaz

aminoacylo-tRNA) specyficznych dla wielu aminolnaras6w, iak r6wnie2 bialek

zaanga2owanych w biogenezq rybosom6w, oraz czynnika elongacii translacji eEF-1.

Oczywiscie spos6b zadania i intensywno6t czynnika stresowego sq odmienne.

Podobnie iak gatunek dro2d2y. Ale czy Doktorant widzi sp6inoSf w tych wynikach,

czy raczej uzyskane dane s4 wykluczalEce? lak m6gtby wygl4dai hipotetyczny

mechanizm dzialania na tym etapie regulacii translacii z udzialem rybosomu-tRNA-

aminoacylaza tRNA?

5. Chcialabym te2 poprosid o komentarz do czqSci technicznei/metodycznei sposobu

zadania czynnik6w stresowych. Metodyka implementacji czynnik6w sftesowych

zastosowana przez Doktoranta iest dla mnie nieintuicyina (co nie znaczy, ze

nieprawidlowa). O ile czas ekspozycli na crynnik stresowy zostal dobrany na

podstawie wczesnie.jszych doswiadczeii (zespolu i innych autor6wl, to dob6r

intensywno6ci czynnika stresowego nie zostal wyiasniony. W iaki spos6b

zadecydowano, jak dany czynnik wprowadzi6 (podaZ stqZonego Nacl czy sorbitolu,

buforu o innym pH, zmieszanie medi6w o r62nych temperaturach). Czy mai4c iui
obecne doiwiadczenie w prowadzeniu takich prac eksperymentalnych, Doktorant

wprowadzilby czynniki stresowe w inny spos6b?

6. Na jakiej podstawie wybrano gen EXOT [P3, FCB] na marker stresu w kom6rkach

dro2d2owych?

7. Bardzo wysoko oceniam zastosowanie nowego i ciekawego narzqdzia w badaniach

nad biochemiq/strukturq kom6rek dro2dZowych w odpowiedzi na warunki

stresowe (mikroskopia holotomograficzna). Czy przeprowadzono walidac.,q

skutecznoSci holotomografii w szacowaniu/okreSlaniu zawartoSci bialek i lipid6ww

wyznaczonych strukturach 3D? Czy producent dostarcza takich informacji?

Komentarze pomnieisze: Cel rozprawy podany w rozdziale 3.1 iest zbyt sk4py. W mojej

ocenie, Doktorant wykonai znaczenie szerze.i zakroione badania, niz to, co podano w qrm

rozdziale.



6. Znaczenie badaf i posumowanie

W ocenianej rozprawie doktorskiei mgr Piotra J. Pietrasa na uwagq zasluguie bardzo

ciekawa, jeszcze nienazbyt przebadana tematyka, wysoka iako56 przeprowadzonych

badari, ciekawe i kompleksowe podej6cie eksperymentalne, oraz waga odkryd.

Niniejsza praca dostarcza dowod6w i wyja6nieti, dlaczego powszechnie znane,

uproszczone przedstawienie dogmatu o ekspresji gen6w (DNA-RNA-biatkoJ powinno

zostai uzupelnione nie tylko o 'regulacla transkrypcii przez czyn\iki transkrypcyjne' oraz

'modyfikacje potranslacyjne' (co iest czqsto wprowadzone), ale takze 'regulacja translacji

przez rybosomy' (zar6wno biatka lak i rancRNAJ. ]est to nie tylko bardzo ciekawe, ale i

brzemienne w skutkach, m.in. dla badarl aplikaclnych.

,est to tak2e pierwszy raz, kiedy spotykam sig z koncepciq 'kodu rybosom6w', kt6ra

jest bardzo ciekawa i dostarcza interesujqcych (i obecnie udokumentowanych) wyjainieri

na temat braku liniowosci na drodze transkrypcia-translacia. W mojei opinii

przedstawiona rozprawa doktorska stanowi merytorycznie wartoSciowy i nowatorski

wklad do Swiatowej nauki. Podjete w niej zagadnienia sa interesujece zar6wno dla

naukowc6w pracujqcych w obszarze biologii molekularne.j, biologii kom6rki, biologii

system6w, ale tak2e tych zajmuj4cych sig badaniami aplikaryjnymi, jak np. ulepszaniem

milcoorganizm6w o znaczeniu przemyslowym w kontekicie ich wykorzystania do

nadprodukcji bialek w stresuiecych warunkach bioprocesu.

7. Wniosek koricowy

W moiej ocenie przedlo2ona do recenzii rozprawa doktorska mgr Piotra J. Pietrasa

spelnia warunki okreSlone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

l/dyaszym i nauce (Dz. U. z 7018, poz. L668 ze zm.) oraz w Sposobie postqpowania w

sprawie nadanie stopnia doktora w IChB PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowei IChB

PAN nr 40/202 5/lnternet/RN-140 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskuiq do Rady

Naukowej IChB PAN o dopuszczenle mgr Piotra l, Pietrasa do dalszych etap6w

postqpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauki Scisle i przyrodnicze, w

dyscyplinie nauki biologiczne. Ponadto, biorEc pod uwagq wysokq wartosf merytoryczn4

zaprezentowanych badafi, oraz doskonale wymierne skutki prary naukowei Pana Piotra J.

Pietrasa wnoszq o wyr6inienie rozprawy.

Poznai,23-04-2025 litt,U (tt'.,,,,t 
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