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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Jolanty Zelasko

,,Badanie oddzialywania kwasu fosfafydowego z bialkiem mTOR oraz wplyw cholesterolu na

tg interakcjg"

wykonana pod kierunkiem dr hab. Aleksandra Czogalli, prof.IfWr,

na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego

i przedstawiona Radzie Wydzialu Biotechnologii na tym Uniwersytecie.

Badania oddziaLywuh lipid6w zmal<rocz4steczkami takimi jak bialka czy kwasy nukleinowe

stanowi4 wuhny wklad do zrozumienia proces6w kom6rkowych. Przykladem takich badari jest

rozprawa doktorska mgr Jolanty Zelasko, kt6ra skoncentrowala sig na oddziatywaniach kwasu

fosfatydowego z biatkiem mTOR oraz wptyw cholesterolu na tg interakcjg. Biatko mTOR naleZy do

jednych zwrtniejszych biatek w kom6rce, jestzaanguZowane m. inn. w kontrolg jej wzrostu, a kwas

fosfatydowy reguluje aktywnoS6 kinazy mTOR popruez wiapanie sig z domen? FRB tego bialka.

Jednak dokladny mechanizm i specyficznoS6 tego wi4zaniapozostaj4 slabo poznane.

Celem badari bylo:

a) okreSlenie wpfwu struktury laricuch6w acylowych badanych cz1steczek kwasu

fosfatydowego na oddzialywanie z domen4 FRB bialka mTOR. Sprawdzenie, jaki wplyw na

specyficznoSd interakcji ma dlugoS6 laricuch6w kwas6w tfuszczowych i liczba wystgpuj4cych

w nich wiryafi podw6jnych,

b) okre5lenie znaczenia cholesterolu w regulacji oddziat).rruaniamigdzy badanymi PA a domen4

FRB bialka mTOR,

c) por6wnania mobilnoSci domeny FRB oddziatuj qcej z dwuwarstwami lipidowymi bogatymi

w kwas fosfatydowy oraz analiza kinetyczna oddzialyrvania na poziomie molekulamym w

czasie rzeczywistym badanych czqsteczekkwasu fosfatydowego z domen? FRB.



Rozprawa jest napisana w jgzyku polskim, zawierag8 stron, w tym: streszczenie w jgzyku polskim i
angielskim, Wkaz skr6t6w, spis ilustracji i tabel, wstgp, zalozenia i cel badari, materialy i metody
badawcze, opis wynik6w badaf, dyskusjg, wnioski, spis literatury zawierajqcy 228 pozycji oraz spis
publikacj i i doniesief konferencyjnych.

Doktorantka w czgsci ,,Wstgp" opisuje: blony biolo giczne i ich oddziatyrv anie z bialkami,
strukturg i funkcje bialka mToR, scieZki syntezy kwasu fosfatydowego, wpf.w wlasciwosci
fizykochemiczne kwasu fosfatydowego na jego oddziatywanie zbialkami, znaczeniewi4zania sig
kwasu fosfatydowego do domeny FRB tego biatka oraz wplyw cholesterolu na organizacjg blon.
Chociaz doktorantka pisze,Ze aktywacja mToRC 1 jestuzalezniona od rekrutacji kompleksu do blony
lizosom6w, a blona kom6rkowa, zewngtrznablona mitochondrium i pgcherzyki endosomalne l4czone
s4 z procesem aktywacji mTORC2, brakuje poglgbionej analizy prac zwiy,anych z lokalizacjq
membranow4 biatka mToR. Jest to wahne zagadnienie, gdyzbadania oddziatywafi lipidu z domen1
FRB biatka Doktorantka prowadzi m. inn. przy uhyciu pgcherzyk6w lipidowych. Recenzent ma
nastEpuj 4ce pytani a w zw iryku w powyZszy m rczdzialem:

- jakie s4 dowody do5wiadczalne wskazuj?ce na lokalizacjg bialka mTOR na roznych blonach
kom6rkowych?

- jaki jest charakter oddzialywafibialka mTOR ztymiblonami? Czybialkoto posiada domeny, kt6re
wnikaj4 do warstwy hydrofilowej lub hydrofobowej blon?

W czgSci: "Materialy i Metody" Doktorantka przedstawia materialy, kt6rych uiywala w
swoich badaniach. Nastgpnie opisuje metody, kt6re stosowala, czyli nadekspresj a i oczyszczanie
bialek rekombinowanych FRB, FRB-GFP i GFP, analiza struktury domeny FRB metod4 dichroizmu
kolowego, metoda FAT BLOT do szacowania wiqzania wybranych lipid6w z domenq FRB,
przygotowanie i charakterystyka duzych jednowarstwowych pgcherzyk6w lipidowych. Analizg
oddziatywania kwasu fosfatydowego (PA) z domen4 FRB Doktorantka przeprowadzila metodami:
flotacji liposom6w w gradiencie ggstoSci sacharozy, mikroskopii fluorescencyjnej (gdzie sondg
fluorescencyjn4 Rh-PE u21to jako marker olbrzymich pgcherzyk6w lipidowych w kanale
czerwonym, a domen9 FRB w fuzji z GFP w kanale zielonym), odzysku fluorescencji po
fotowybieleniu (FRAP) oraz interferometrii biowarstwowej (BLI). Wg Recenzenta, technika BLI nie
zostala opisana dostatecznie szczegSlowo, dlatego Recenzent ma nastgpuj4ce pltania w rwiryku w
powyzszym rozdzialem:

- dlaczego pomiary BLI mog4 pokazywai oddziatywania lipid-bialko?

- jak oblicza sig stale kinetyczne ztychpomiar6w?



W czg6ci pracy pt. "Wyniki" Doktorantka przedstawia swoje oryginalne badania dotycz4ce:

- klonowania sekwencji koduj4cej domeng FRB, mutagenezy i selekcji pozytywnych klon6w,

optymalizacj i warunk6w nadekspresj i i oczyszczania bialek rekombinowanych FRB i FRB-GFP oraz

analizy struktury domeny FRB metod4 dichroizmu kolowego

- wiqzania *ybranych lipid6w z domen4 FRB metod4 FAT BLOT

- przygotowania i charakterystyki duzych jednowarstwowych pgcherzyk6w poprzezpomiar wartoSci

potencjalu Zetaoruz pomiar rozktadu wielkoSci liposom6w

- wptywu stopnia nasycenia i dtugoSci laricuch6w acylowych kwasu fosfatydowego (PA) na

interakcje FRB-PA stosuj4c test flotacji oraz mikroskopig konfokaln4

- wptywu cholesterolu nawiqzanie FRB-PA stosuj4c test flotacji oraz mikroskopig konfokaln4

- specyficznoSci wi4zania FRB wzglgdem PA stosuj4c test flotacji oraz mikroskopig konfokaln4

- podobieristw pomigdzy oddzialyrvaniem FRB z PA o r62nej strukturze azachowaniem sig FRB na

powierzchni bton badanej technik4 FRAP

- analizy kinetyki wi4zaniabadanych uklad6w metod4 BLI.

Recenzent ma nastgpuj4ce pytania w zwiryku w powy2szymrozdzialem;

- metoda FAT BLOT polega na unieruchomieniu wybranych lipid6w na podtoZu nitrocelulozowym,

a nastgpnie inkubacji membrany w obecnoSci bialka. Czy lipid wiqie sig czgSci4 hydrofobow4

(w6wczas biatko oddziatuje zczE1ciqhydrofilow4lipidu) czy teZ lipid wi4ze sig czgSci4 hydrofilow4

(w6wczas bialko oddziatuj e z czE(ci4 hydrofobow4 lipidu) ?

- w metodzie FRAP w kanale fluorescencyjnym odpowiadaj4cym emisji fluorescencji GFP, gdy

badana domena FRB (w fuzji z GFP) oddzialuje z lipidem blonowym, szybkoSd odzysku

fluorescencji jest wolniejsza w stosunku do tego, co byloby obserwowane, gdyby lipid blonowy nie

wi4zal sig z bialkiem. Czry szybko5d odzysku fluorescencji w badanym ukladzie wynika z dyfuzji

lateralnej lipid6w do wypalonego obszaru blony czy te?zdalszego (niezaleZnego od dyfuzji lateralnej

lipid6w) wiqzania sig domen FRB (obecnych w roztworze wodnym) do lipid6w pgcherzyka

lipidowego w wypalonym obszarze blony?

W oparciu o uzyskane wyniki badari autorka sformulowala nastgpuj4ce Wnioski:

- domena FRB wi4zg sig do blon bogatych w PA

- budowa PA, nasycenie laricuch6w acylowych i ich dtugo66 moduluje zdolnoS6 oddzialywania z

domen4 FRB

- obecnoSd cholesterolu zmienia charakter wiqzania FRB z PA w spos6b zalehny od budowy

molekularnej PA.



Recenzent ma nastgpuj4ce pltania w zwi4zku w powyZszymrozdziatem;

- jaki jest wniosek z analizy podobieristw pomigdzy oddziatywaniem FRB zPA o r62nej strukturze a

zachowaniem sig FRB na powierzchni blon badanej technik4 FRAP?

- czy zwigkszenie nasycenia laricuch6w acylowych i ich dtugoSci zwigksza czy teZ zmniejsza

zdolnoS6 oddziat5.rvan ia P A z domen4 FRB ?

- z czego mo2e wynikad wptyw cholesterolu na wiqzanie sig domeny FRB z pA?

Doktorantka jest wsp6lautorem czterech artykul6w w czasopismach naukowych (w Em
ttzech artykul6w znajdujqcych sig na tzw. ,,LiScie Filadelfijskiej") oraz siedmiu komunikat6w

konferencyjnych. Odbyta r6wniez kilka sta|y i praktyk naukowych w laboratoriach

m ikrob iolo g iczny ch oritz w ramach programu,,Erasmus,,.

Oceniam wysoko rozprawg doktorsk4 mgr Jolanty Zelasko. Doktorantka przeprowadzrla

wiele pracochtonnych analiz przy uzyciu zaawansowanych technik eksperymentalnych, dokonala

analizy wynik6w, i w efekcie otrzymala wartoSciowe dane wskazuj4ce na to, ze struktura czgsci

hydrofobowej kwasu fosfatydowego jest istotna dla oddziatywania tego lipidu z bialkiem mTOR.

Praca jest starannie opracowana od wzglgdem edytorskim, jednakze Doktorantka nie ustrzegla sig

kilku drobnych blgd6w, tzw.liter6wek i kilku niezbyt poprawnych stylistycznie sformulowari. Nie

sqdzi, aby bylo wskazane wymienianie ich w tym miejscu, bowiem nie maj4 wptywu na moj4 wysok4

ocen9 rozprawy. Rozprawa doktorska prezentuje og6ln4 wiedzg teoretyczn4 Doktorantki w
dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejgtnoSd samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a

przedmiotem rozprary doktorskiej jest oryginalne rorwiqzanie problemu naukowego.

Reasumuj4c vryruZam opinig, 2e przedtohonapruez mgr Jolantg Zelasko rozprawadoktorska

w petni odpowiada warunkom Ustawy,,Prawo o szkolnictwiewyaszymi nauce" itzasadnianadanie

stopnia naukowego doktora nauk Scislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Zwtacam sig do Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersl.tetu Wroclawskiego z wnioskiem o

przyjgcie rczprary i dopuszczenie mgr Jolanty Zelasko do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.
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