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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Joanny Podkalickiej

pt. ., Wplyw biatka MPP1 na organizacj¢ tratw spoczynkowych w blonach

komoérkowych”

Blona komoérkowa nie jest jedynie prostg bariera oddzielajaca wnetrze komorki
od srodowiska zewngtrznego. Od wielu lat wiemy, Ze jest to niezwykle skomplikowana
struktura odpowiedzialna za wiele proceséw kluczowych dla funkcjonowania komérki.
Odbiciem tej ztozonosci jest migdzy innymi wystepowanie niezwyklej dynamiki
powstawania i zanikania nano- i mikrodomen lipidowo-biatkowych majacych wplyw na
wiele funkcji blony komérkowej.c Domeny te zwane tratwami blonowymi powstajg w
wyniku oddzialywan pomig¢dzy niektérymi lipidami i biatkami obecnymi w blonie.
Obecnie nie budzi juz watpliwosei twierdzenie, ze specyficzne warunki generowane w
obrgbie tych struktur majg istotne znaczenie dla przebiegu wielu procesow
biologicznych. Jednak najwigksze zainteresowanie budzi rola tratw blonowych w
procesach zwigzanych z transdukcja sygnalu do wnetrza komorki. Liczne badania
Jednoznacznie wskazuja na ich istotng role w procesach transdukeji i propagacji
przesylanego sygnalu w komorce. Model ten jest niezwykle atrakcyjny poniewaz
opisuje i wyjasnia mechanizmy umozliwiajace powstawanie czgsto  bardzo
skomplikowanych i wielosktadnikowych komplekséw koniecznych dla poprawnego
przesylania sygnatéw. Badania tych mechanizméw  doprowadzily do powstania
koncepcji, ze rozpoczgte w blonie komdrkowej procesy przesytania sygnalu nie zalezg
jedynie od zwigzania przez receptor liganda lecz ich charakter i przebieg jest mocno
uzalezniony od mikro§rodowiska w jakim znajduje si¢ aktywowany receptor. Model ten
wprowadza mozliwo$¢ dodatkowej regulacji procesu przesylania sygnatu poprzez
oddziatywanie receptora z okre$lonymi biatkami i lipidami obecnymi w tratwach

blonowych i moze, chociaz w czedci, thumaczy¢é olbrzymig réznorodnos$é¢ sygnatéw
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biologicznych indukowanych przez bardzo zblizone $ciezki sygnatowe. Jednym z
najstabiej poznanych aspektéw funkcjonowania tratw blonowych jest mechanizm lezgcy
u podstaw inicjowania i powstawania spoczynkowych tratw blonowych. Tego wiasnie
zagadnienia dotyczy przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Joanny
Podkalickiej. Celem pracy bylo opracowanie modelu pozwalajacego na wykazanie, ze
biatko MPP1 odpowiada za organizacj¢ stabilnych tratw spoczynkowych a przez to
wplywa na przebieg procesdw transdukeji sygnatu w komorce. Badania tego aspektu
przesyfania sygnatu w komorce sg jak najbardziej uzasadnione i bez watpienia wpisujg
si¢ w najbardziej wspotczesne kierunki badan tych zjawisk. Przedstawiona do oceny
praca jest rozwinigciem i kontynuacja wczesniejszych badan prowadzonych przez grupe
prof. dr hab. Aleksandra F. Sikorskiego w Zakladzie Cytobiochemii Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego. Tematyka pracy wynika zatem =z
wieloletnich doswiadczen zespolu w badaniach rozmaitych aspektéw funkcjonowania

blony komorkowe;.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 126 stron. W tekscie
zamieszczono 34 ryciny, 4 tabelg i cytowano 213 pozycji literaturowych. Rozprawa
doktorska Pani Joanny Podkalickiej nie odbiega pod wzgledem kompozycyjnym od
ogolnie akceptowanego ukladu tego typu opracowan. Po przedstawieniu wykazu
skrotow 1 obszernym streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim,
Doktorantka w bogato ilustrowanym wstgpie, przedstawia ogdlng charakterystyke
struktury blon biologicznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem budowy i funkcji tratw
blonowych. Na szczegélne podkreslenie zastuguje dokladne omowienie pluséw i
minusow stosowanych obecnie metod badania tratw btonowych. Jest to o tyle istotne, ze
ze wzgledu na male rozmiary i duzg dynamike, sa to struktury do$¢ trudne do izolacji i
badania. Bardzo zatem istotna dla prawidlowej interpretacji otrzymanych wynikow jest
orientacja w ograniczeniach stosowanej metodologii. Wstep konczy omowienie
struktury i funkcji biatka MPP1 oraz roli palmitoilacji jako regulatora funkcji biatek.
Trochg szkoda, ze Autorka nie poswiecita wigcej miejsca omawianiu roli mikrodomen
blonowych w takich procesach jak choc¢by migracja komoérek, gdzie znaczenie
ptynnosci blon pojawialo si¢ juz wielokrotnie. Rozumiem jednak, ze nie to bylo
tematyka pracy doktorskiej i zapewne jedynie wspomnienie o takiej zalezno$ci jest

wystarczajagce z punktu widzenia poprawno$ci konstrukcji pracy. Z drobnych
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niescistoéci wydaje mi sig, ze skrot TGF-o oryginalnie wywodzi sie od nazwy
transforming growth factor a nie tumor growth factor. Podsumowujge, sposob
napisania wprowadzenia do rozprawy doktorskiej §wiadczy o bardzo dobrej orientacji
Autorki w zagadnieniach bgdgcych przedmiotem recenzowanej pracy. Wstep napisany
jest przejrzyscie i bardzo dobrze uzasadnia celowo$¢ podjecia badan bedacych
przedmiotem pracy doktorskiej a konstrukcja tego rozdzialu w naturalny sposob

prowadzi do sformutowania jasnego i dobrze umotywowanego celu pracy.

W rozdziale ,Materialy i metody” autorka zawiera wyczerpujgce informacje
dotyczace stosowanych metod eksperymentalnych. Opis stosowanych metod jest jasny i
obszerny, stwarzajgcy przez to mozliwos¢ powtorzenia opisanych doswiadczen.
Zastosowane w pracy metody do$wiadczalne sa bez watpienia whasciwe do rozwigzania
problemu bedacego tematem pracy doktorskiej. Autorka obok metod biologii
molekularnej, zastosowala cala palete metod biochemicznych i biofizycznych, a takze
mikroskopowych, pozwalajagcych na badania procesow na poziomie pojedynczej
komorki. Nie do konca jest jedynie jasne dla recenzenta co Autorka rozumie pod
pojeciem % konfluencji komorek. O ile dobrze zrozumiatem, praca zostala wykonana
na komorkach nieadherujacych zatem okreslanie obszaru naczynia pokrytego przez
komorki, a tak zwykle rozumiemy % konfluencji, musialo by¢ dos¢ klopotliwe i

niejednoznaczne.

Gléwne osiggnigcia swoich badan Pani mgr Joanna Podkalicka przedstawita w
rozdziale ,,Wyniki”. Punktem wyjscia pracy byly wczesniejsze badania Zespotu Prof.
Sikorskiego wskazujace, ze bialo MPP1 odpowiada za powstawanie tratw lipidowych w
blonach komérkowych erytrocytow. Jednakze, jak zauwaza sama Autorka, wyniki tych
badan ze wzgledow metodycznych wymagaly dalszej weryfikacji. W zwigzku z tym
pierwszym celem pracy byto opracowanie modelu umozliwiajgcego przeprowadzenie
takich badan. Za taki model uznano btony komérkowe pecherzykow GPMVs
otrzymanych z nieadherujacych komorek HEL, zaréwno kontrolnych jak i z obnizonym
poziomem biatka MPP1. Badania te Autorka rozpoczgta od charakterystyki
wykorzystywanych komorek, stwierdzajac, ze rzeczywiscie w komorkach MPP1KnD
mozna zaobserwowac stabilne obnizenie poziomu zaréwno mRNA jak i biatka MPP1.
Obserwacje te zostaly uzupelnione obrazowaniem lokalizacji biatka MPP1 w blonie

komorkowej metodami mikroskopowymi. Wydaje mi si¢ jednak, ze Rys. 13 byltby
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znacznie bardziej pogladowy gdyby zamieszono w nim wynik z komoérek MPP1KnD
nawet, a moze zwlaszcza dlatego, ze byt negatywny. Kolejnym krokiem byto
opracowanie metody otrzymywania pecherzykow GPMV z komorek HEL a nastepnie
ich charakteryzacja. W tych doswiadczeniach wykazano, ze otrzymane pecherzyki
GPMVs wykazujg obecnos¢ MPP1 i dodatkowo pewna ilos¢ tego biatka wykazuje
lokalizacje btonowa. Ponadto badania lokalizacji aktyny w pecherzykach pozwolity na
stwierdzenie, ze szkielet aktynowy nie jest zaangazowany w powstawanie
indukowanych chemicznie pgcherzykow a czgs¢ biatka MPP1 bezposrednio moze
wigza¢ si¢ z blong komérkowq. Po wstepnych badaniach charakteryzujgcych
pecherzyki GPMVs Autorka mogtla przejs¢ do gtéwnej tematyki pracy przeprowadzajgc
badania dotyczace wptywu obecnosci biatka MPP1 na ptynnosé¢ btony pecherzykow
GPMVs. Doswiadczenia te jednoznacznie wykazaty znaczace zmiany stopnia
uporzadkowania blon pecherzykow pochodzgcych z komorek z obnizonym poziomem
biatka MPP1. Przeprowadzone dwoma niezaleznymi metodami do$wiadczenia
pokazaly, ze blony tych pecherzykdéw cechowaly si¢ wyzsza pltynnoscig w stosunku do
blon kontrolnych. Warto tu podkresli¢, ze wynik ten otrzymano metodami analizy
pojedynczych komorek/pecherzykow i jest on przedstawiony bardzo elegancko i
przekonywujaco. Co cieckawe, badania z zastosowaniem sondy laurdan-C wykazaly
réwniez wystgpowanie wyraznej separacji faz lipidowych w blonach pecherzykow.,
Separacja ta nie byla co prawda widoczna przy zastosowaniu drugiej sondy di-4, ale jak
rozumiem bylo to zwigzane z r6znymi warunkami temperaturowymi w tych

eksperymentach?

Przedstawione rezultaty dos¢ wyraznie sugerowaly, Ze rzeczywiscie biatko
MPP1 moze mie¢ znaczenie w formowaniu tratw lipidowych w blonie. Aby jednak
wykluczy¢ inne mozliwosdci Autorka przeprowadzita szereg eksperymentow
kontrolnych. Migdzy innymi wykazata, ze obserwowane zmiany plynnosci bton nie
byty spowodowane zmianami sktadu lipidowego, czyli powinny wynika¢ wlasnie ze
zmian w organizacji blony. Co wigcej Autorka zdajac sobie sprawe, ze wyciszanie
ekspresji genow moze prowadzi¢ do roznych niespecyficznych efektow potwierdzita
swoje wnioski w ukladzie, ktorym przywrdcita ekspresje biatka MPP1 w komoérkach
MPP1 KnD.
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Kolejne eksperymenty pozwolity wykazac, ze w wyniku wyciszenia ekspresji
biatka MPP1 maja miejsce zmiany wlasciwosci fizykochemicznych btony polegajace na
obnizeniu temperatury, w ktdrej dochodzito do zaniku widocznych faz lipidowych w

pecherzykach GPMVs.

Pierwsza czgs$¢ pracy konczy si¢ bardzo dobrze udokumentowanym wnioskiem,
ze biatko MPP1 wplywa na plynno$¢ blony bez zmian w jej sktadzie lipidowym co
moglo sugerowac, ze rzeczywiscie moze bra¢ udziat w organizacji tratw btonowych.
Jesli jednak taki wniosek byt stuszny to nalezato spodziewac sig, ze zmiany
spowodowane brakiem tego biatka powinny mie¢ odbicie w procesach transdukc;ji
sygnatu przez receptory zalezne od funkcjonowania tratw. W serii bardzo tadnych i
jednoznacznych interpretacyjnie eksperymentéw Doktorantce udato sie wykazag, ze
komorki pozbawione MPP1 majg wyrazne zaburzenia w przesylaniu sygnatu przez
receptor insulinowy i receptor c-kit. Co cickawe, réznice nie byly obserwowane na
poziomie fosforylacji receptora ale dopiero na poziomie aktywacji kinazy Erk1/2.
Kolejne doswiadczenia wykazaly, ze kluczowe dla tego zjawiska byly réznice w
aktywacji bialka H-Ras, ktora dla komoérek pozbawionych MPP1 byto bardzo obnizona.
Obserwacja ta doskonale wpisywala sie we wczesdniejsze doniesienia wskazujace, ze
biatko H-Ras wymaga dla swojego dziatania obecnosci funkcjonalnych tratw

lipidowych.

Recenzowang pracg konczy rozdziat ,,Dyskusja”, w ktorym autorka krytycznie i
ostroznie ocenia wlasne wyniki na tle danych literaturowych. By¢ moze nalezato jednak
w tym rozdziale ograniczy¢ nieco powtarzanie opisu otrzymanych wynikéw co

mogloby skutkowa¢ wigkszg spdjnoscig tej czesci rozprawy

Podsumowujac, Pani mgr Joanna Podkalicka jednoznacznie wykazata, ze biatko MPP1
jest odpowiedzialne za formowanie spoczynkowych tratw lipidowych. Wyniki te sg
oryginalne i niezwykle interesujgce. W sposob znaczacy przyczyniajg si¢ do lepszego
zrozumienia funkcjonowania i powstawania w komarce tratw blonowych. Wyniki te
pozwalajg rowniez na weryfikacje¢ hipotez przedstawionych we wczesniejszych pracach
zespolu oraz otwieraja wiele interesujacych mozliwos$ci kontynuacji prac dotyczacych
tej tematyki. Czytajac pracg nasuwaly mi si¢ liczne mozliwosci kontynuacji tych

cieckawych badan. Po pierwsze, rola tratw lipidowych w modyfikacji sygnatu
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przesylanego do komorki wykazuje pewne podobienstwa do roli pecherzykow
endocytarnych w procesach modyfikacji transdukcji, propagacji i wzmacnianiu sygnatu
w komdree. Co wigeej tratwy blonowe sg rowniez $cisle zwigzane z procesem
endocytozy. Czy zdaniem Doktorantki istnieje mozliwosé, ze niektére obserwowane
efekty zaburzenia przesylania sygnatu w wyniku dysfunkcji tratw blonowych moga by¢
zwigzane z zaburzeniami przebiegu endozytozy a przez to zmianami w sposobie
przesylania sygnatu? Drugie pytanie dotyczy wspomnianej we wstepie roli tratw w
procesie migracji komorek. Czy znane sg jakie$ dane wskazujgce na odmienng
organizacj¢ tratw blonowych w tak zwanych komérkach blebujacych w stosunku do

komorek poruszajacych si¢ dzigki wytwarzaniu lammelipodium?

Oprocz wynikéw przedstawionych w pracy doktorskiej Pani mgr Joanna
Podkalicka jest wspotautorkg 5 prac naukowych opublikowanych w bardzo dobrych
czasopismach takich jak m.in. Advances in Experimental Medicine and Biology
(IF=2), BBA Reviews on Cancer (IF= 7,5), BBA Molecular Cell Research (IF=5,3)
oraz JBC (IF=4.,6). Prace te byly juz cytowane 20 krotnic w literaturze $wiatowe;.
Wyniki pracy doktorskiej zostato juz cze$ciowo opublikowane lub przygotowywane na

podstawie otrzymanych wynikéw prace sg juz wystane do redakcji.

Podsumowujge, zaréwno dorobek naukowy jak i rozprawe doktorska mgr
Joanny Podkalickiej oceniam bardzo wysoko. W moim przekonaniu autorka uzyskata
wartosciowe, stanowigce nowo$¢ naukowg wyniki, ktore otwieraja szerokie
perspektywy badawcze na przyszto$¢. Przedstawiona do oceny praca spetnia wszelkie
wymogi ustawowe i uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych
w dyscyplinie biochemia. Uwazam réwniez, ze praca zastuguje na wyrdznienie.
Wnoszg zatem o dopuszczenie przez Wysokg Rade Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu  Wroclawskiego Pani mgr Joanny Podkalickiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego

O

(Zbigniew Madeja)
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