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pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandra F. Sikorskiego

Rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Podkalickiej, pod troche enigmantycznym
tytulem ,,Wpltyw biatka MPP1 na organizacje tratw spoczynkowych w btonach komoérkowych”,
jest poswigcona wyjasnieniu mechanizmu stabilizacji mikrodomen blonowych wzbogaconych
w czasteczki cholesterolu przez biatko MPP1 (ang. membrane protein, palmitoylated 1, o m.cz.
55 kDa). Pewne kontrowersje zwigzane z tytulem pracy wynikaja z braku definicji terminu
Htratwa spoczynkowa’. Recenzent oczekuje, ze w trakcie obrony rozprawy doktorskiej Pani
mgr Joanna Podkalicka wyjasni znaczenie tego terminu, co jest bardzo wazne dla zrozumienia
wagi otrzymanych przez Doktorantke wynikow.

Nie ulega jednak watpliwosci, ze problem organizacji blon biologicznych w
plaszczyznie lateralnej, ich budowy domenowej 1 zwigzanego z tym podziatu funkcjonalnego
bton na rejony majace znaczenie regulatorowe i strukturalne, oraz mechanizmoéw regulacji
organizacji blon, jest jednym z najwigkszych wyzwan wspotczesnej biologii molekularne;j,
biochemii 1 biologii komorki. Wzrastajaca liczba publikacji na temat biatka MPP1 z rodziny
biatek MAGUK 1 jego roli w kompleksie dokujagcym szkielet spektrynowy blony komorek
erytroidalnych, w peini uzasadnia podjgcie przez mgr Joanne Podkalicka badan dotyczacych
funkcji biatka MPP1 w komorce. Tym bardziej, ze zgromadzone od momentu identyfikacji
biatka MPP1' informacje na temat jego budowy i funkcji (m.in. na temat obecnej w czasteczce
biatka zachowanej w ewolucji domeny SH3) sktonily badaczy do wysunigcia przypuszczenia,
ze biatkko MPP1 oddziatuje ze szkieletem komorki, uczestniczy w regulacji proliferacji, jest
elementem szlakow przekazywania sygnatow oraz polaczen miedzykomorkowych.

! Bryant PJ, Woods DF (1992) A major palmitoylated membrane protein of human erythrocytes shows
homology to yeast guanylate kinase and to the product of a Drosophila tumor suppressor gene. Cell 68:
621-622.
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Nalezy podkresli¢, ze zagadnienia domenowej budowy bton biologicznych sa od kilku
lat przedmiotem zainteresowan naukowych zespotu badaczy, kierowanego przez promotora
rozprawy, Pana prof. Aleksandra F. Sikorskiego. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze
Doktorantka podjeta w trakcie realizacji swojej rozprawy doktorskiej nowy temat badawczy
zwigzany w wyjasnieniem udziatu biatkka MPP1 w organizacji bton biologicznych komorek
erytroidalnych. W bazie danych Pub-Med mozna znalez¢ na ten temat tylko Kilka artykutow, z
czego wigkszo$¢ stanowig prace cztonkow zespotu kierowanego przez Pana prof. Sikorskiego,
w tym prace, ktorych wspotautorka jest Pani mgr Joanna Podkalicka.

Uktad rozprawy doktorskiej mgr Joanny Podkalickiej nie odbiega od przyjetych
powszechnie regul. Praca liczy ponad 120 stron i dzieli si¢ na pig¢ podstawowych
podrozdziatow: 22-stronicowy wstep teoretyczny, 5-stronicowy cel pracy, 14-stronicowy
rozdzial opisujacy uzyte w doswiadczeniach materiaty i zastosowane metody, 34-stronicowy
rozdzial zawierajacy opis uzyskanych wynikow i 29-stronicowa dyskusje (wraz z wnioskami
koncowymi). Wymienione rozdzialy poprzedzaja wykaz skrotow oraz rozbudowane
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Spis zacytowanej w pracy literatury liczy 213
pozycji (z czego zdecydowana wigkszos¢ pochodzi z XXI wieku). Na koncu pracy
zamieszczono spis publikacji Doktorantki (jakkolwiek trzeba si¢ tego domysla¢, bo w tytule
rozdziatu nie wymieniono nazwiska Doktorantki 1 w trakcie wykonywania pracy nazwisko
zostato zmienione) oraz Jej doniesien konferencyjnych.

Wstep pracy, liczacy 22 strony, jest bardzo ciekawa czescig rozprawy doktorskiej Pani
mgr Podkalickiej. Jest napisany jasno, zwi¢zle i zrozumiale, i daje mozliwos$¢ zapoznania si¢ z
tematem osobom nie zwigzanym z t3 dziedzing badan. Zawiera informacje na temat struktury
btony i wspotczesne poglady na temat jej budowy, ze szczegdlnym naciskiem na wtasciwosci
mikrodomen wzbogaconych w czasteczki cholesterolu. Doktorantka omawia takze znaczenie
palmitoilacji biatek dla ich wewnatrzkomoérkowej lokalizacji oraz wtasciwosci 1 funkcje biatka
MPP1. Rozdziat wstepny pracy jest nie tylko interesujacy, ale zawiera wiele pogladowych
schematow utatwiajacych lekture pracy. Obowigzkiem recenzenta jest wyliczenie pewnych
potknie¢ jezykowych i/lub nomenklaturowych, ktorych nie ustrzegla si¢ Doktorantka w tej
czesci rozprawy. Na przyktad na str. 17 pracy mozna bylo unikng¢ wyrazenia ,,kompozycja
lipidow” na rzecz ,sktad lipidowy btony”, na str. 20 ,limitu rozdzielczosci mikroskopii
optycznej” na rzecz ,ograniczenia rozdzielczosci mikroskopu optycznego”, na str. 21
,,asocjacji i dyspersji domen” na rzecz bardziej opisowego ,.,taczenia si¢ w wigksze domeny i
ich rozpadu”, a na str. 23 ,,sfingomielina posiada wysoce nasycone reszty" na rzecz wyrazenia
,Sfingomielina zawiera reszty nasyconych kwasow tluszczowych”. W trakcie lektury Wstepu
rodzi si¢ pytanie na temat mikrodomen lipidowych 1 ich rzeczywistego istnienia w blonie
komoérkowej. W zwigzku z tym uprzejmie proszg¢ 0 zaprezentowanie swojej opinii na ten temat
oraz w trakcie publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

Mimo zgloszonych powyzej drobnych zastrzezen, nie mam watpliwosci, ze z informacji
zawartych w czes$ci wstepnej rozprawy doktorskiej jasno wynikaja zatozenia i cele pracy.
Material zawarty w we wstgpnej czesci rozprawy pozwala dobrze zrozumie¢ zalozenia projektu
i zawiera praktycznie wszystkie elementy, na podstawie ktorych Doktorantka formuluje cele
pracy. Na podkreslenie zastluguje fakt, ze rozdziat ,,Cele i1 zatozenia pracy” zawiera takze
wczesniej opublikowane dane doswiadczalne, ktére podkreslajg zasadnos$¢ podjetych w trakcie
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pracy doswiadczen. A byly to doswiadczenia prowadzace do: 1) okreslenia zmian zawartosci
biatka MPP1 na wlasciwosci pecherzykow GPMVs odpowiadajgcych skladem btonie
komorkowej komorek linii erytroidalnych; 2) identyfikacja szlakow sygnatowych, w ktérych
mogloby by¢ zaangazowane biatko MPP1. W tej czesci pracy mozna byto unikngé okreslen
zargonowych takich jak: komorki zawiesinowe, wilasciwosci separujacych cieklych faz
lipidowych, tratwo-zalezne receptory blonowe, transdukcja sygnatu do wnetrza komorki. W
catej pracy nie znalaztam takze wyjasnienia skrétu GPMVs. Nie jest tez wlasciwe stosowanie
w skrotach w tekscie polskim koncowek liczby mnogiej z jezyka angielskiego, a wigc wlasnie
GPMVs czy PIPs.

Whyliczenie zagadnien opisanych we wstepie wskazuje jak ambitnego i trudnego zadania
podjeta si¢ Doktorantka i nalezy przyznac, ze z tego zadania wywigzata si¢ dobrze.
Szczegolnie cenne sg informacje zawarte w podrozdziale 6 ,,Wplyw determinowanych przez
MPP1 zmian struktury btony komorkowej na aktywacje ,tratwozaleznych” receptorow
btonowych — znaczenie fizjologiczne”, ktoére pokazuja dlaczego badania Doktorantki sg
cennym wkladem dla zrozumienia znaczenia, jakie majg mikrodomeny blonowe w organizacji
elementow szlakdéw sygnalowych w komorce.

Cze$¢ metodyczna rozprawy jest napisana jasno, a CcO najwazniejsze zawiera
wystarczajace szczegoty, ktore pozwolityby na powtorzenie doswiadczen przeprowadzonych
przez Doktorantkg. Ta cze$¢ bezsprzecznie stanowi prawdziwe zrodto wiedzy dla nowych
adeptow biochemii i1 biologii komorki. Zawiera takze szereg szczegotow, ktore powinny na
stale wejs¢ do kanonu prac doktorskich z biochemii 1 dziedzin pokrewnych. Nie ma
watpliwosci, ze zaproponowany przez Doktorantke bogaty zestaw metod jest adekwatny do
celu 1 zakresu zaplanowanych przez Doktoranta badan. Ich opis jest wyczerpujacy. Zawiera
takze szereg tabel, ktore pozwalajg na lepsze zrozumienie podj¢tej strategii badawcze;.

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci wielu, prawidlowo przygotowanych
fotografii i wykresow. Konstrukcja logiczna tej czesci pracy jest bardzo jasna i pozwala na
oceng wartosci uzyskanych obserwacji. Rozdziat wyniki dzieli si¢ na dwie gléwne czesci:
okreslenie wplywu biatka MPP1 na wilasciwosci fizykochemiczne btony komorkowe; w
uktadzie modelowym oraz probg wykazania, ze zalezne od biatka MPP1 zmiany w lateralnej
organizacji btony komorkowej spowodowane sg zaburzeniem powstawania funkcjonalnych
tratw spoczynkowych. Badania prowadzone przez Doktorantke zaowocowaly szeregiem
interesujacych, dobrze udokumentowanych wynikéw opisanych w bogato ilustrowanym
rozdziale rozprawy doktorskiej (39 stron, 22 rozbudowane ryciny zwierajace wiele kolorowych
fotografii). Stanowig one przyklad ciekawego powigzania wynikow do$wiadczen
prowadzonych na liniach komoérkowych z wynikami doswiadczen in vitro.

Najwazniejsze wyniki uzyskane przez Panig mgr Joanne Podkalicka mozna strescié
nastepujaco: 1) wykazano, ze biatko MPP1 jest niezbedne dla prawidtowej organizacji
funkcjonalnych tratw spoczynkowych w btonie komorek erytroidalnych; 2) wyniki uzyskane in
vitro $wiadczg o znaczacych zmianach stopnia uporzadkowania btony pecherzykow
otrzymywanych z komérek z obnizonym poziomem biatka MPP1 (btony tych pgcherzykow
cechowatly sie znacznie wyzsza ptynnoscia w stosunku do bton uzyskanych z komorek
kontrolnych); 3) brak biatka MPP1 pocigga za sobg zmiany wtasciwosci fizykochemicznych
bton, co moze Swiadczy¢ o zaniku stabilizacji istniejacych w btonie nanokompleksow
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biatkowo-lipidowych, a przede wszystkim zahamowaniu procesu sktadania nanokompleksow
w wigksze struktury przypominajgce tratwy spoczynkowe; 4) wyniki badan z zastosowaniem
komorek z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatkko MPP1 moga sugerowac udziat biatka
MPP1 w powstawaniu funkcjonalnych tratw spoczynkowych i posrednio w szlakach
przekazywania sygnatow biegngcych od receptorow btonowych IR oraz c-kit. Stwierdzono, ze
zahamowanie szlaku sygnatowego nastepuje na poziomie aktywacji biatka H-Ras, ktorego
aktywnos¢ jest scisle skorelowana z jego lokalizacja w tratwach spoczynkowych. A zatem po
raz pierwszy wykazano zwigzek pomiedzy zawartoscig biatka MPP1, a zdolnoscig biatka H-
Ras do aktywaciji.

Bardzo pozytywnag oceng tej czgsci rozprawy tylko w niewielkim stopniu zaburzaja
nieliczne niedociagnigcia (czgsto natury edytorskiej), ktorych wyliczenie jest obowigzkiem
recenzenta. Niektore z uzytych przez Doktorantke wyrazen, niosg znamiona zargonu
naukowego: nadekspresja biatek (str. 60 i nastgpne), transdukcja (transdukowana) (str. 60 i
nastgpne), blona natywna (str. 60 i nastepne), obserwacja preparatow w osi z (str. 62), czysta
btona (str. 63), wigksze skupiska o charakterze fazy cieklej (str. 63), znacznik fluorescencyjny
wykazujacy powinowactwo btonowe (str. 64), odseparowanie pecherzykow (str. 64 i nastepne),
detekcja biatek (str. 65 1 nastgpne), markery kompartmentow (str. 65 1 nastgpne), lokalizujac si¢
do frakcji (str. 66), przeklonowacé (str. 67), czas zycia fluorescencji (str. 72), separacja faz (str.
81), rozproszenie widocznych faz lipidowych (str. 83), tratwozalezne (str. 83 i nastgpne),
rezultaty (str. 90, ale w catej pracy). Pragng podkresli¢, ze powyzsze uwagi maja charakter
raczej edytorski.

Szczegblne zainteresowanie recenzenta wzbudzit podrozdziat 6 rozdzialu Wyniki, w
ktéorym mgr Joanna Podkalicka zebrala uzyskane przez siebie wyniki na temat mozliwych
szlakow przekazywania sygnatéw majacych swoj poczatek na terenie tratw spoczynkowych
oraz mechanizmow aktywacji biatka Ras. Bardzo prosz¢ o zaproponowanie do§wiadczen, ktore
moglyby w pelni udowodni¢ zwigzek pomiedzy aktywacja biatka H-Ras a bialkiem MPP1 i
jego zdolnoscig do regulacji organizacji tratw spoczynkowych w btonie.

W rozdziale ,,Dyskusja”, ktory wraz z wnioskami koncowymi obejmuje az 24 strony,
Doktorantka krytycznie ocenia najwazniejsze wyniki swojej pracy, konfrontujac je z pogladami
reprezentowanymi przez czolowych badaczy krajowych i zagranicznych. Bardzo dobre
wrazenie na czytelniku rozprawy wywotuje ostrozno$¢ Doktorantki w interpretacji uzyskanych
wynikéw, $wiadczaca o dojrzatosci naukowej Pani mgr Joanny Podkalickiej. Ta czgsé
rozprawy $wiadczy takze o Jej bardzo dobrej orientacji w obowigzujacych na $wiecie
pogladach dotyczacych budowy bton biologicznych i funkcji mikrodomen blonowych
wzbogaconych w cholesterol, ktére doktorantka nazywa w pracy tratwami spoczynkowymi.

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Joanny Podkalickiej znaczaco zwigksza nasza wiedz¢ na temat funkcji mikrodomen bton
komorek erytroidalnych wzbogaconych w cholesterol oraz udziatu biatka MPP1 z rodziny
kinaz guanylanowych zwigzanych z btonami (MAGUK) w regulacji powstawania tych
mikrodomen. Rozprawa zawiera szereg interesujacych, nowych obserwacji. Uzyskane przez
Panig mgr Joanng¢ Podkalicka wyniki pozwolily scharakteryzowa¢ mechanizm tworzenia si¢
tratw spoczynkowych w blonach komoérek erytroidalnych zalezny od biatka MPPI,
przyczyniajac si¢ tym samym do rozwoju wiedzy na temat regulacji struktury i funkcji btony
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komorkowej. Przedstawione wyniki moga sta¢ si¢ zarzewiem dalszych badan nad udziatem
biatek z rodziny MAGUK w regulacji powstawania domen btonowych oraz stwarzajg
mozliwosci opracowania nowych terapii choréb, w ktérych udziat tratw btonowych jest
niekwestionowany.

Drobne zastrzezenia zgloszone w niniejszej recenzji nie rzutujg na bardzo pozytywng
ocene pracy. Zglaszam zatem wniosek o uznanie rozprawy doktorskiej Pani Joanny
Podkalickiej za spetniajacg warunki okreslone w art. 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki 14 marca 2003 roku (Dziennik Ustaw nr 65, poz. 595
z pozniejszymi zmianami) i wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego 0 dopuszczenie Pani mgr Joanny Podkalickiej do dalszych etapoéw przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na znaczenie poznawcze uzyskanych wynikow, ich nowatorstwo i zakres
stosowanych metod oraz bioragc pod uwage dorobek publikacyjny Doktorantki (Pani mgr
Joanna Podkalicka jest wspotautorka trzech prac doswiadczalnych 1 dwoch prac
przegladowych, ktore ukazaty si¢ w renomowanych czasopismach naukowych, to jest w
Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research w 2014 roku, Advances in
Experimental Medicine and Biology w 2014 roku, Bioenergetics Biochimica et Biophysica
Acta-Reviews on Cancer w 2013 roku, w Journal of Biological Chemistry w 2012 i 2011 roku),
wnosze o wyroznienie ocenianej rozprawy doktorskiej.
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Warszawa, 15 wrze$nia, 2014 roku Joanna Bandorowicz-Pikula



