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Rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Smejda

pt. ,Molecular characterization of human KTI12”

Biatka stanowig okoto 25-30% masy wiekszosci komarek zwierzecych. Uwaza sie, ze w
kazdym momencie w komérkach znajduje sie okoto dziesieciu tysiecy réznego typu biatek, a

ich stezenie wacha sig od kilku milionédw do pojedynczych czgsteczek na komorke.

O ile proces syntezy nowego tancucha polipeptydowego zostat juz dosy¢ dobrze
wyjasniony, o tyle mechanizmy odpowiedzialne za odpowiednie tempo produkcji nowych

czgsteczek biatka sg ciggle dalekie od petnego poznania.

Jednym z takich mechanizméw regulujgcych synteze nowego fancuch
polipeptydowego jest modyfikacja nukleozydéw transferowego RNA polegajgca na
specyficznym, kontrolowanym na drodze enzymatycznej, przytaczeniu do réinych
fragmentow tRNA szeregu czasteczek chemicznych (takich jak reszta fosforanowa,
metylowa, acetylowa i wielu innych). Owe modyfikacje nastepuja w odpowiedzi na
zmieniajgce sie warunki metaboliczne i sygnalizacje miedzykomdrkows, ale moga byé takze

efektem réznych stanow patologicznych.

Wydaje sig, ze jednym z  najistotniejszych  fizjologicznie  sposobdw
regulacji/modyfikacji czasteczki tRNA moze by¢ mechanizm modyfikacji nukleozydow
antykodonu. Proces ten jest regulowany poprzez aktywnos$é enzymatyczng kompleksu
biatkowego Elongator. Kompleksu, ktérego poznanie zawdzieczmy w duzej mierze badaniom

grupy, w ktorej Doktorantka wykonywata swoje badania podczas studidw doktoranckich.



Doktorantka podczas pracy doktorskiej skupita sie na zbadaniu wtasciwosci ludzkie]
formy biatka regulatorowego kompleksu Elongator, biatka KTI12 (Toxin Insensitive 12).
Badania przeprowadzone przez zespdt profesora Sebastiana Glatta wykazaty bowiem, ze
biatko Kti12 pochodzace z grzybdw (Chaetomium thermophilum) jest strukturalnie zblizone
do biatka PSTK (prokariotyczna RNA-zaleina kinaza O-phosphoserylowa, O-phosphoseryl-
tRNA kinase, ekspresjonowana jednak takze przez komorki eukariontéw, w tym Homo
sapiens) i jest zaangazowane jest w biosynteze selenocysteiny poprzez regulacje aktywnosci
Elongatora. Co wigcej, istnieje szereg doniesieri pokazujgcych, ze mutacje réznych biatek

tworzgcych kompleks Elongator sg powigzane z wieloma schorzeniami (PMID: 33658722).

Tak wigc tematem badawczym Doktorantki byto sprawdzenie, czy ludzka forma biatka
Ktil2, KTI12, wykazuje podobne wtasciwosci do biatka PSTK i czy zaburzenie prawidtowej
funkcji/stezenia biatka KTI12 bedzie miato odzwierciedlenie w zmianie parametréw
morfologicznych oraz fizjologicznych i biochemicznych komérki. Zadaniem wynikajacym z
powyzszego planu byto réwniez poszukiwanie nowych partneréw biatkowych oddziatujgcych
z KTI12 w ludzkich komorkach nowotworowych (PC-3 i HEK293T) i nietransformowanych

nowotworowo (fibroblasty linii BJ).

W trakcie swoich badan Doktorantka z powodzeniem uzyta szeregu technik
biochemicznych, biologii molekularnej i komérkowej, co wysoko $wiadczy o jej zdolnosciach

eksperymentalnych.

Potwierdzita Ona, iz tak jak w przypadku biatka PSTK i Kti12, biatko KT112 wykazuje
aktywnos¢ ATPazowa, co raczej nie byto zaskoczeniem. Doktorantka odkryta jednak, ze

regulacja aktywnosci obu biatek przez tRNA jest inna.

Badajac partneréw KTI12, Doktorantka przedstawita przekonujace dowody, ie
komorkowym partnerem biatka sg przede wszystkim biatka Elongatora oraz, by¢ moze,
biatko MINDY-3. Co ciekawe, wsrdd potencjalnych partneréw biatka KTI12 (techniki co-
immunoprecypitacji i BiolD2 pokazujg oczywiscie bardzo wiele hipotetycznych partneréw)
nie wystgpowaty biatka, o ktorych wiadomo, Ze oddziatujg z PSTK. Wskazuje to na inne

mechanizmy regulacji aktywnosci Elongatora, co Doktorantka dosy¢ wyczerpujaco dyskutuje.

Najwigkszym ,niepowodzeniem”, ktdre jest zarazem sukcesem badawczym, byto

odkrycie przez Doktorantke, Zze obnizenie ekspresji KTI12 nie wptywa na podstawowe



parametry komorkowe: proliferacje, zywotnos$¢ i migracje, chociaz znaczaco obniza poziom
karbamoilometylourydyny w tRNA*® i tRNAYS. Odkrycie to niewatpliwie komplikuje uktad
badany, ale biorgc pod uwage ilos¢ choréb zwigzanych z nieprawidtowym dziataniem KT1112,

powoduje ze obiekt badawczy staje sie jeszcze ciekawszym.

W tym przypadku mozna sie jednak zastanawia¢, czy brak obserwowalnego wptywu
na komorki moze nie wynika¢ z wyboru modelu komérkowego? Doktorantka sprawdzata
efekty wyciszenia KTI12 w wyselekcjonowanych liniach komdrek nowotworéw oraz
fibroblastow, ktéra jednakze charakteryzujg sie dosyé specyficzng biologig (np. zdolnosé do
bardzo duzej liczby podziatdéw, chyba ponad 70). Skoro wyciszenie ELP3 dawato wspaniate
efekty, to moze w badanych liniach KTI12 nie petni z jaki$ powoddéw swojej kanonicznej

funkcji regulatora Elongatora?

Swojg drogg, efekty wyciszenia ELP3 byly bardzo wyraine, ale pomimo okoto 10-
krotnej redukcji ilosci ELP3, Doktorantka nadal obserwowata sporg aktywnos¢ migracyjna

komorek. Jaki wigc moze by¢ udziat Elongatora w procesie ruchliwosci komérek?

O ile sposob przedstawienia wynikéw bardzo mi sie podoba: jest czytelny (poza
tabelg 29: wielko$¢ czcionki jest niezbyt duza; prosze dotgczaé wersje elektroniczna) i
staranny, to mam pewne watpliwosci ogladajgc wyniki kilku WB. Ot6z niezbyt zgadzajg mi sie
masy biatek z opisem w figurach (nawet biorgc pod uwage niezbyt duza precyzje rozdziatu
elektroforetycznego). | tak np. na Figurze 10 przeciwciata wykrywajg KTI112 o masie 35 kDa,
gdy tymczasem masa KTI12 wynosi raczej okoto 38 kDa. To nie jest duzy zarzut, jako ze ze!
nie byt bardzo rozwinigty. Ale dlaczego konstrukt KTI12-Myc-FLAG ma mase az okoto 48
kDa? Wydaje sie, ze jest to troche za duza masa (nie umiatem znaleié¢ w tekécie wielkoéci
uzytego konstruktu, ale patrzac sie na WBs, to jest on jest zaskakujaco duzy). Figura ta
wzbudza wigcej pytai w kontekscie nastepnej Figury (Fig. 10): skoro przeciwciata skierowane
przeciw KTI12 oddziatujg silnie z biatkiem o masie ponizej 35 kDa, ktére obecne jest we
frakcji jadrowej, to dlaczego na Figurze 11 (subkomérkowa lokalizacja KTO12 z

wykorzystaniem tych samych przeciwciat) nie widzimy sygnatu jadrowego?

Podsumowujgc: uwazam, ze rozprawa doktorska Pani Marty Smejda wnosi cenne

informacje dla rozumienia zaréwno funkcjonowania, jak i fizjologicznej roli biatka KT112, a



moje nieliczne watpliwosci nie umniejszajg catoksztattu jakosci odkry¢ zaprezentowanych w
pracy. Owe niejasnosci, ktérych Doktorantka jest najwyrazniej $wiadoma, jako ze je
dyskutuje, sprawiaja, ze temat badawczy jest jeszcze bardziej intrygujacym. llos¢
réznorodnych technik z powodzeniem zastosowanych podczas pracy na tematem pokazuje,

ze Doktorantka jest w petni gotowa do owocnej pracy naukowe;.

Tak wigc uwazam, ze rozprawa w petni spetnia warunki okre$lone w artykule 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 596; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365,z 2010 .
Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455) i wnosze o dopuszczenie Pani
mgr Marty Smejdy do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w

dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczes$nie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.

Dariusz Rakus



