Recenzja
rozprawy doktorskiej pana magistra inzyniera Piotra Pietrasa pod tytutem:
»Wptyw stresu abiotycznego na heterogenicznos¢ rybosomow i regeneracje komorek

Saccharomyces cerevisiae: Analiza aktywnosci translacyjnej i morfologii”

Wartos$¢ naukowa rozprawy i wiedza naukowa kandydata

Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej koncentrowaty sie na wptywie krétkotrwatego
stresu srodowiskowego na komorki drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Szczegdlng wartos$é naukowa stanowi
pogtebiona analiza heterogenicznosci rybosoméw — zagadnienia nowego i dynamicznie rozwijajgcego sie
w biologii molekularnej. Autor umiejetnie powigzat swoje ustalenia z aktualnymi hipotezami dotyczgcymi
istnienia ,,wyspecjalizowanych rybosoméw” oraz tzw. ,kodu rybosomalnego”, ktére mogg odgrywac istotng
role w regulacji ekspresji genéw, réznicowaniu komérek, a takze w rozwoju choréb, takich jak nowotwory
czy rybosomopatie. Wyniki uzyskane przez doktoranta wpisujg sie w coraz liczniejsze doniesienia wskazujace,
ze rybosomy mogag réznic sie sktadem biatkowym i RNA, co podwaza tradycyjny paradygmat rybosomow jako
jednorodnych, uniwersalnych maszyn translacyjnych.

W pracy zastosowano zaawansowane metody analityczne (w tym wysokorozdzielcza spektrometrie
masowg (LC-HMRS) do analizy sktadu rybosoméw, profilowanie polisomowe w celu oceny aktywnosci
translacyjnej oraz holotomografie — wysokorozdzielcze obrazowanie fazowe — do obserwacji zmian
morfologicznych komérek). Badania przeprowadzone przez autora $wiadczg o jego dojrzatosci naukowej
i samodzielnosci badawczej. Praca wyrdznia sie kompleksowym podejsciem do analizy zmian sktadu
rybosomoéw w odpowiedzi na réznorodne stresory, dostarcza bezposrednich dowodéw na zmiennos¢
biatkowego sktadu rybosomoéw oraz wskazuje na jej funkcjonalne konsekwencje. Tym samym rozprawa
wnosi nowg perspektywe do zrozumienia heterogenicznosci rybosomaéw i ich roli w komérkowej odpowiedzi
na stres, otwierajgc nowe kierunki badan w tej dziedzinie.

Wartos¢ naukowa rozdziatoéw/artykutow:

Publikacja 1. Polskojezyczna praca przegladowa nie zawiera nowych danych eksperymentalnych,
jednak jej znaczenie naukowe przejawia sie w kompleksowej syntezie aktualnego stanu wiedzy na temat
subpopulacji rybosoméw réznigcych sie sktadem biatkowym, modyfikacjami rRNA oraz stechiometrig
sktadnikéw. Autorzy szczegétowo omowili wptyw tych réznic na selektywnosé translacji mRNA, co stanowi
istotne uzupetnienie dyskusji o funkcjonalnej heterogenicznosci rybosomow w literaturze przedmiotu.

Publikacja 2. Badanie dostarcza kluczowych dowoddéw empirycznych dotyczacych wptywu stresu
srodowiskowego na sktad biatkowy rybosoméw u drozdzy. Zidentyfikowano 74 biatka rybosomalne, z czego
22 (14 z podjednostki matej RPS i 8 z duzej RPL) wykazywaty istotne statystycznie zmiany ilosciowe pod

wptywem stresoréw: promieniowania UV, niedoboru glukozy, szoku termicznego, wysokiego zasolenia,



warunkéw beztlenowych i gtodzenia aminokwasowego. Dodatkowo, jako efekt stosowanych streséw
zaobserwowano znaczgce zmiany w proporcjach 7 paralogéw biatek rybosomalnych. Te zmiany korelowaty
ze zmiennoscig aktywnosci translacyjnej rybosoméw, sugerujac, ze heterogenicznos$¢ rybosoméw moze by¢
jednym z mechanizmoéw adaptacyjnym komdrek do przetrwania stresu.

Publikacja 3. Artykut wyrdznia sie pionierskim wykorzystaniem holotomografii — bezinwazyjnej
techniki obrazowania 3D — do analizy zywych komoérek drozdzy poddanych stresowi. Metoda umozliwita
precyzyjng charakterystyke zmian morfologicznych (ksztatt, objetosé, sferycznosé), biochemicznych
(zawarto$¢ biatek i lipidéw) oraz strukturalnych (uszkodzenia $ciany komérkowej) na poziomie pojedynczych
komérek. Innowacyjne potaczenie analiz morfometrycznych z oceng zywotnosci populacji ujawnito istotng
heterogennos¢ odpowiedzi na stres, co poszerza perspektywy badawcze w zakresie mechanizméw

adaptacyjnych i zastosowan biotechnologicznych.

Wartos$¢ merytoryczna rozprawy i merytoryczne przedstawienie zagadnien przez kandydata

Publikacja 1. Publikacja ma duze znaczenie merytoryczne i dydaktyczne. Autorzy przedstawiajg
najnowsze odkrycia dotyczgce heterogenicznosci rybosoméw, odwotujgc sie do aktualnych badan i literatury
naukowej. Mimo omawiania skomplikowanych zagadnien biologii molekularnej, tekst jest napisany w sposéb
zrozumiaty i stanowi zwiezty oraz przystepny materiat do nauczania akademickiego, umozliwiajac
zilustrowanie wspotczesnych koncepcji regulaciji ekspresji gendw na poziomie translacji. Moze by¢ takze
inspiracjg do tematéw prac licencjackich i magisterskich. Publikacja ta potwierdza i dokumentuje
ugruntowang wiedze teoretyczng mgr. Piotra Pietrasa w zakresie biologii molekularnej stresu komérkowego.

Publikacja 2. Publikacja prezentuje nowoczesng metodologie, wykorzystujgcg wysokorozdzielczg
spektrometrie mas (LC-HRMS), a dane sg przedstawione w sposéb przejrzysty. Artykut dostarcza cennych
informacji na temat dynamicznych zmian w skfadzie rybosoméw w odpowiedzi na stres, co moze by¢
podstawg do dalszych badan nad regulacjg translacji.

Publikacja 3. Artykut dostarcza szczegétowych danych na temat wptywu réznych streséw na fizjologie
i morfologie drozdzy. Wykorzystanie mikroskopii 3D pozwala na doktadng analize zmian strukturalnych
komorek. Publikacja jest dobrze udokumentowana i moze stuzy¢ jako cenne zrédto informacji dla badaczy

zajmujacych sie fizjologig drozdzy i ich adaptacja do stresu.

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy
Rozprawa zostata przygotowana jako spdjny tematycznie cykl trzech artykutéw naukowych, ktére
jednak, dos¢ niefortunnie, nie stanowig czesci gtéwnej rozprawy, lecz zostaty dotgczone na korcu jako

»Zatgczniki publikacyjne”.



Rozprawa rozpoczyna sie Streszczeniem (w jezyku polskim i angielskim), po czym nastepuja: Rozdziat
1. Aktywnos¢ naukowa i osiggniecia doktoranta oraz Rozdziat 2. Lista powigzanych tematycznie publikacji
naukowych sktadajgcych sie na rozprawe doktorskq. Ciesze sie, ze tresci rozdziatow 1 i 2 zostaty dotgczone
do rozprawy, jednak uwazam, ze powinny stanowic¢ zatgczniki, a nie poczgtkowe rozdziaty. Dodatkowo, lista
publikacji wymaga uaktualnienia, poniewaz publikacja 3 jest juz opublikowana, a nie ,przyjeta do druku”.
Rozdziat 3 nosi nieprecyzyjny tytut: Opis wynikéw rozprawy doktorskiej. W rzeczywistos$ci zawiera on
podrozdziaty: 3.1. Cel rozprawy; 3.2. Wstep (ktory zawiera cytacje w formie numerycznej); 3.3. Gféwne tezy
i osiggniecia rozprawy doktorskiej (ten i kolejne podrozdziaty nie majg juz cytacji, a uwazam, ze powinny je
zawieraé). W podrozdziale 3.3. znajdujg sie kolejne pod-podrozdziaty, ktére wedtug mnie sg najwazniejszymi
czeSciami rozprawy doktorskiej, gdyz zawierajg skrotowe przedstawienie publikacji wchodzgcych w sktad
rozprawy. Uwazam, ze wiasnie tutaj rowniez powinny znalez¢ sie oryginalne publikacje, ktére stanowig
meritum pracy doktorskiej. Kolejny podrozdziat 3.4. to Podsumowanie, bedace jednostronicowym
streszczeniem podrozdziatu 3.3..Nastepnie pojawia sie podrozdziat 3.5. Finansowanie badari w ramach
rozprawy doktorskiej, gdzie mam pytanie dotyczgce wymienionego projektu NCN UMO-
2014/13/D/NZ1/00061 oraz , funduszy statutowych”, poniewaz te zrodfa finansowania nie s3 wymienione w
zadnej z publikacji stanowigcych cykl artykutéw rozprawy. Rozdziat 3 koriczg podrozdziaty 3.6. Spis
uzywanych skrétéw oraz 3.7. Bibliografia, ktdrej uktad jest dosé niekonwencjonalny, tzn. stosuje zapis w
formie: imie przed nazwiskiem, z czym dotad sie nie spotkatam. Dodatkowo nie rozumiem, dlaczego spis
bibliografii dotyczy tylko podrozdziatu 3.2., podczas gdy uwazam, ze powinna by¢ réwniez w rozdziale 3.3..
Ostatni Rozdziat 4. to Zatqczniki publikacyjne (czyli gtéwne dzieto doktoranta; zamienione kolejnoscia, tzn.
publikacja opisana w tresci jako 2 jest trzecim zatgcznikiem) oraz Oswiadczenia doktoranta i wspdtautorow.
Nie do korica jest to zgodne z opisem, poniewaz dotgczone sg tylko o$wiadczenia doktoranta i promotorki
(ktora jest wspotautorka wszystkich wykazanych publikacji), co najprawdopodobniej spetnia wytyczne Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN. W rozdziatach 1-4 nie ma zadnych rysunkéw ani tabel.
Natomiast ilustracje, schematy i rysunki w poszczegélnych artykutach zostaty starannie przygotowane i w
wiekszosci czytelnie opisane. Rozprawa jest dobrze napisana pod wzgledem jezykowym.
Podsumowujgc, mimo pewnych zastrzezen, uwazam, ze rozprawa doktorska spetnia kryteria poprawnosci

redakcyjne;j.

4. Pytania i/lub uwagi krytyczne na ktére oczekuje odpowiedzi kandydata w czasie obrony:

Cel catej rozprawy zostat sformutowany jako ,,analiza mechanizméw adaptacyjnych” (str.9), a w
polskojezycznych czesciach rozprawy wielokrotnie sugerowane jest, ze wyniki obu prac dostarczajg ,,nowych
dowodow na istnienie mechanizmow translacyjnej adaptacji do warunkéw stresowych” (str. 4). Uwazam, ze

zasadnosc tych stwierdzen nie zostata dostatecznie uzasadniona empirycznie, a przedstawiona konkluzja



wyprzedza dane. Obydwie prace eksperymentalne stanowigce rozprawe doktorskg analizujg raczej
zmienno$¢ powstajgcy pod wptywem niewielkich, krétkotrwatych streséw srodowiskowych. Mechanizmy
adaptacyjne analizowane w pracy 3 to badanie ekspresji trzech genoéw (HSP12, GPD1, EXO1) zwigzanych z
odpowiedzig na stres. Natomiast analizowana zmienno$c¢ fenotypowa komérek (morfologia, ilos¢ lipidéw,
objetos¢), tempo podziatu i $miertelnos¢ to wskazniki tego, ze mechanizmy potencjalnie adaptacyjne zaszly
(jesli dostosowanie szczepdw eksperymentalnych nie jest istotnie nizsze niz szczepéw kontrolnych) — ale
same w sobie nie sg pierwotnymi mechanizmami, tylko ich konsekwencja. We wstepie pracy 2 autorzy pisza:
While the concept of specialized ribosomes contributing to proteome modulation as a stress response is
tempting, conclusive experimental evidence is still missing. We have therefore aimed at characterizing the
heterogeneity of yeast ribosomes in the aspect of ribosomal protein composition as a response to
environmental stresses. Oznacza to, ze autorzy dobrze rozumiejg, iz zmiany obserwowane w sktadzie
rybosoméw w odpowiedzi na stres srodowiskowy, cho¢ mogg sugerowac udziat w adaptacji komoérkowej, nie
stanowig same w sobie dowodu na istnienie mechanizmu adaptacyjnego. Aby takg funkcje im przypisac,
konieczne jest wykazanie, ze zmiany te sg regulowane, a nie przypadkowe, oraz ze przyczyniajg sie do
poprawy przystosowania komaérki do niekorzystnych warunkdw — na przyktad poprzez zwiekszenie
przezywalnosci lub selektywng translacje gendw stresowych. W tym kontekscie obserwacja zmiennosci
rybosomoéw stanowi raczej hipoteze niz potwierdzony mechanizm adaptacyjny.

Zgodzitabym sie z takim zdefiniowaniem celu rozprawy, gdyby publikacje 2 i 3 byty zaplanowane jako jedna,
wieksza catos¢ badawcza i gdyby w jednym eksperymencie potwierdzono, ze stres powoduje zmiennos$¢
molekularng (rybosomoéw) i fenotypowa (komérek) prowadzgcg do zwiekszonego dostosowania
(przezywanie, odrastanie i inne parametry dostosowania); a dodatkowo przeprowadzono by eksperymenty
bezposrednie poréwnujace przezywalnos¢ komdrek posiadajgcych rybosomy o réznym skfadzie biatkowym
w warunkach stresu, pokazujgc funkcjonalny charakter zmian. Dodatkowym potwierdzeniem mogtoby by¢
pogorszenie odpowiedzi stresowej po zablokowaniu, np. poprzez delecje okreslonego biatka rybosomalnego.
Podsumowujgc, uwazam, ze cel catej rozprawy doktorskiej mogtby by¢ lepiej sformutowany, nawigzujac na
przyktad do jej tytutu (, Wptyw stresu abiotycznego na heterogenicznosé rybosomow i regeneracje komorek
Saccharomyces cerevisiae: Analiza aktywnosci translacyjnej i morfologii”), a znaczenie adaptacyjne
obserwowanej zmiennosci wymaga jeszcze potwierdzenia empirycznego.

Do obu publikacji eksperymentalnych wybrano auksotroficzny szczep haploidalny BY4741 (MATa; his34,
leu2A, metl5A, ura3A). Wydaje mi sie, ze szczegdlnie w przypadku badania stresow aminokwasowych lepszy
bytby szczep prototroficzny. Co byfo powodem wyboru witasnie tego szczepu? Jaki wptyw taki wybdr moze
miec na uzyskane wyniki, na przyktad w zakresie morfologii komdrek?

W publikacji 3 analizowano krzywe wzrostu populacji po zastosowaniu warunkdéw stresowych. Prébke

populacji przenoszono do $wiezego, ptynnego podtoza YPD, a nastepnie monitorowano wzrost przez 0,5; 4



oraz 70 godzin. Interesuje mnie, jakie byto poczatkowe zageszczenie komorek oraz jaka byta objetos¢
odrastajgcych populacji i populacji kontrolnej. Nie jest dla mnie jasne, czy przedstawione na wykresach
krzywe (Fig. 2, 3 i 4) pochodz3 z jednego eksperymentu odrastania i ciggtych pomiaréw, czy tez sg to krzywe
z oddzielnych inkubacji monitorowanych przez rézny czas odrastania (0,5, 4 i 70 godzin). Wyniki
zaprezentowano na rycinach 3, 4 i 5 oraz w tabelach 1i 2. O$ OY wykreséw opisana jest jako ,normalised
ODeoo” - prosze o wyjasnienie, na czym polegata normalizacja oraz jaki byt jej cel. Bytabym réwniez
zainteresowana zobaczeniem nienormalizowanych wykreséw, poniewaz potencjalne réznice w poczgtkowe;j
liczbie komoérek zdolnych do wzrostu mogg istotnie wptywadé na ksztatt krzywej. Zastanawia mnie takze brak
fazy lag we wszystkich zaprezentowanych krzywych - czy wynika to z przedstawienia jedynie fragmentéw
danych? W naszych witasnych badaniach, nawet przy zachowaniu identycznych warunkéw $rodowiskowych,
nie udato sie catkowicie wyeliminowac fazy lag. Czy krzywa kontrolna przedstawiona na rycinie 4 jest Srednia
z kilku powtdrzen? Dlaczego w tabelach nie zamieszczono odchylen standardowych dla wynikdw (brak jest
rowniez odchylen standardowych w tabeli 1 w publikacji 2)?

W pracy zauwazytam roéwniez drobne uwagi redakcyjne, ktére nie wptywajg na mojg ocene koricowq i na
ktore nie oczekuje odpowiedzi podczas obrony rozprawy doktorskiej. Jesli jednak mogg by¢ przydatne w

przysztosci, chetnie je przekaze autorowi.

6. Ocena korncowa

Stwierdzam, ze Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Piotra Pietrasa spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz.
1668 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej 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 Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Piotra

Pietrasa do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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