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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Jolanty Zelasko
»Badanie oddzialywania kwasu fosfatydowego z bialkiem mTOR oraz wplyw cholesterolu na
t¢ interakcje”
wykonana pod kierunkiem dr hab. Aleksandra Czogalli, prof. UWr,
na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego

i przedstawiona Radzie Wydzialu Biotechnologii na tym Uniwersytecie.

Badania oddziatywan lipidow z makroczasteczkami takimi jak biatka czy kwasy nukleinowe
stanowig wazny wkiad do zrozumienia procesow komoérkowych. Przykladem takich badan jest
rozprawa doktorska mgr Jolanty Zelasko, ktéra skoncentrowala sie na oddziatywaniach kwasu
fosfatydowego z biatkiem mTOR oraz wptyw cholesterolu na te interakcje. Biatko mTOR nalezy do
Jednych z wazniejszych biatek w komorce, jest zaangazowane m. inn. w kontrole jej wzrostu, a kwas
fosfatydowy reguluje aktywnos$¢ kinazy mTOR poprzez wigzanie sie z domeng FRB tego bialka.

Jednak dokfadny mechanizm i specyficznosé tego wiazania pozostajg stabo poznane.

Celem badan byto:

a) okreslenie wplywu struktury fancuchow acylowych badanych czasteczek kwasu
fosfatydowego na oddziatywanie z domeng FRB biatka mTOR. Sprawdzenie, jaki wplyw na
specyficznos¢ interakcji ma dtugosé tanicuchow kwasow thuszczowych i liczba wystepujacych
w nich wigzan podwdjnych,

b) okreslenie znaczenia cholesterolu w regulacji oddziatywania mi¢gdzy badanymi PA a domena
FRB biatka mTOR,

¢) poréwnania mobilnosci domeny FRB oddziatujacej z dwuwarstwami lipidowymi bogatymi
w kwas fosfatydowy oraz analiza kinetyczna oddziatywania na poziomie molekularnym w

czasie rzeczywistym badanych czasteczek kwasu fosfatydowego z domeng FRB.



Rozprawa jest napisana w jezyku polskim, zawiera 98 stron, w tym: streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wykaz skrotow, spis ilustracji i tabel, wstep, zatozenia i cel badan, materiaty i metody
badawcze, opis wynikéw badan, dyskusje, wnioski, spis literatury zawierajacy 228 pozycji oraz spis

publikacji i doniesief konferencyjnych.

Doktorantka w czesci ,,Wstep” opisuje: blony biologiczne i ich oddziatywanie z biatkami,
strukture i funkcje biatka mTOR, Sciezki syntezy kwasu fosfatydowego, wplyw wiasciwosci
fizykochemiczne kwasu fosfatydowego na jego oddziatywanie z biatkami, znaczenie wiazania sie
kwasu fosfatydowego do domeny FRB tego biatka oraz wplyw cholesterolu na organizacje bfon.
Chociaz doktorantka pisze, ze aktywacja mTORC]1 Jest uzalezniona od rekrutacji kompleksu do btony
lizosoméw, a blona komérkowa, zewnetrzna blona mitochondrium i pecherzyki endosomalne taczone
sa z procesem aktywacji mTORC2, brakuje poglebionej analizy prac zwiazanych z lokalizacja
membranowg biatka mTOR. Jest to wazne zagadnienie, gdyz badania oddzialywan lipidu z domena
FRB biatka Doktorantka prowadzi m. inn. przy uzyciu pecherzykéw lipidowych. Recenzent ma
nastgpujace pytania w zwiazku w powyzszym rozdziatem:

- jakie sa dowody doswiadczalne wskazujace na lokalizacje biatka mTOR na réznych blonach
komérkowych?

- jaki jest charakter oddziatywan biatka mTOR z tymi blonami? Czy biatko to posiada domeny, ktére
wnikajg do warstwy hydrofilowej lub hydrofobowej bton?

W czegsei: “Materiaty i Metody” Doktorantka przedstawia materiaty, ktorych uzywata w
swoich badaniach. Nastepnie opisuje metody, ktére stosowata, czyli nadekspresja i oczyszczanie
biatek rekombinowanych FRB, FRB-GFP i GFP, analiza struktury domeny FRB metoda dichroizmu
kofowego, metoda FAT BLOT do szacowania wigzania wybranych lipidéw z domena FRB,
przygotowanie i charakterystyka duzych Jjednowarstwowych pecherzykéw lipidowych. Analize
oddziatywania kwasu fosfatydowego (PA) z domeng FRB Doktorantka przeprowadzita metodami:
flotacji liposoméw w gradiencie gestosci sacharozy, mikroskopii fluorescencyjnej (gdzie sonde
fluorescencyjna Rh-PE uzyto jako marker olbrzymich pecherzykéw lipidowych w  kanale
czerwonym, a domen¢ FRB w fuzji z GFP w kanale zielonym), odzysku fluorescencji po
fotowybieleniu (FRAP) oraz interferometrii biowarstwowej (BLI). Wg Recenzenta, technika BLI nie
zostata opisana dostatecznie szczegétowo, dlatego Recenzent ma nastgpujace pytania w zwiazku w
powyzszym rozdziatem:

- dlaczego pomiary BLI mogg pokazywacé oddzialywania lipid-biatko?

- jak oblicza sie state kinetyczne z tych pomiaréw?
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W czesci pracy pt. “Wyniki” Doktorantka przedstawia swoje oryginalne badania dotyczace:

- klonowania sekwencji kodujacej domen¢ FRB, mutagenezy i selekcji pozytywnych klonow,
optymalizacji warunkéw nadekspresji i oczyszczania bialek rekombinowanych FRB i FRB-GFP oraz
analizy struktury domeny FRB metodg dichroizmu kotowego

- wigzania wybranych lipidoéw z domena FRB metoda FAT BLOT

- przygotowania i charakterystyki duzych jednowarstwowych pecherzykéw poprzez pomiar wartosci
potencjatu Zeta oraz pomiar rozktadu wielkosci liposoméw

- wplywu stopnia nasycenia i dtugosci fancuchoéw acylowych kwasu fosfatydowego (PA) na
interakcje FRB-PA stosujac test flotacji oraz mikroskopie konfokalna

- wplywu cholesterolu na wigzanie FRB—PA stosujac test flotacji oraz mikroskopig¢ konfokalna

- specyficznosci wigzania FRB wzgledem PA stosujac test flotacji oraz mikroskopie konfokalna

- podobienstw pomiedzy oddzialywaniem FRB z PA o réznej strukturze a zachowaniem si¢ FRB na
powierzchni bton badanej technika FRAP

- analizy kinetyki wigzania badanych uktadéw metoda BLIL.

Recenzent ma nastgpujace pytania w zwigzku w powyzszym rozdziatem:

- metoda FAT BLOT polega na unieruchomieniu wybranych lipidow na podiozu nitrocelulozowym,
a nastgpnie inkubacji membrany w obecnosci biatka. Czy lipid wigze si¢ czescig hydrofobowa
(wbéwczas biatko oddziatuje z czgscig hydrofilowa lipidu) czy tez lipid wiaze sie czegscig hydrofilowag
(wowczas biatko oddziatuje z czeScig hydrofobowa lipidu)?

- w metodzie FRAP w kanale fluorescencyjnym odpowiadajacym emisji fluorescencji GFP, gdy
badana domena FRB (w fuzji z GFP) oddzialuje z lipidem blonowym, szybkos$¢ odzysku
fluorescencji jest wolniejsza w stosunku do tego, co byloby obserwowane, gdyby lipid btonowy nie
wigzal si¢ z bialkiem. Czy szybkos$¢ odzysku fluorescencji w badanym uktadzie wynika z dyfuzji
lateralnej lipidéw do wypalonego obszaru btony czy tez z dalszego (niezaleznego od dyfuzji lateralnej
lipidow) wigzania si¢ domen FRB (obecnych w roztworze wodnym) do lipidéw pecherzyka

lipidowego w wypalonym obszarze btony?

W oparciu o uzyskane wyniki badan autorka sformutowata nastgpujace Wnioski:

- domena FRB wiaze sie do bton bogatych w PA

- budowa PA, nasycenie tancuchéw acylowych i ich dlugo$é¢ moduluje zdolnos¢ oddziatywania z
domeng FRB

- obecno$¢ cholesterolu zmienia charakter wigzania FRB z PA w sposéb zalezny od budowy

molekularnej PA.



Recenzent ma nastepujgce pytania w zwiazku w powyzszym rozdziatem:

- jaki jest wniosek z analizy podobieristw pomiedzy oddziatywaniem FRB z PA o réznej strukturze a
zachowaniem si¢ FRB na powierzchni bton badanej technika FRAP?

- czy zwigkszenie nasycenia tancuchéw acylowych i ich diugosci zwieksza czy tez zmniejsza
zdolnos¢ oddziatywania PA z domeng FRB?

- z czego moze wynika¢ wplyw cholesterolu na wigzanie si¢ domeny FRB z PA?

Doktorantka jest wspotautorem czterech artykutéw w czasopismach naukowych (w tym
trzech artykutéw znajdujacych si¢ na tzw. ,Liécie Filadelfijskiej”) oraz siedmiu komunikatow
konferencyjnych. Odbyta réwniez kilka stazy i praktyk naukowych w laboratoriach

mikrobiologicznych oraz w ramach programu ,,Erasmus”.

Oceniam wysoko rozprawe doktorska mgr Jolanty Zelasko. Doktorantka przeprowadzita
wiele pracochfonnych analiz przy uzyciu zaawansowanych technik eksperymentalnych, dokonata
analizy wynikow, i w efekcie otrzymata wartosciowe dane wskazujace na to, ze struktura czescel
hydrofobowej kwasu fosfatydowego jest istotna dla oddzialywania tego lipidu z biatkiem mTOR.
Praca jest starannie opracowana od wzgledem edytorskim, jednakze Doktorantka nie ustrzegla sig
kilku drobnych bledow, tzw. literowek i kilku niezbyt poprawnych stylistycznie sformutowan. Nie
sadz¢, aby bylo wskazane wymienianie ich w tym miejscu, bowiem nie maja wptywu na moja wysoka
oceng rozprawy. Rozprawa doktorska prezentuje ogélna wiedze teoretyczna Doktorantki w
dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a

przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Reasumujagc wyrazam opinig, ze przedtozona przez mgr Jolante Zelasko rozprawa doktorska
w petni odpowiada warunkom Ustawy ,.Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” i uzasadnia nadanie
stopnia naukowego doktora nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
Zwracam si¢ do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego z wnioskiem o

przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Jolanty Zelasko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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