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Badanie oddziatywania kwasu fosfatydowego z biatkiem mTOR oraz

wptyw cholesterolu na te interakcje

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Jolanty Zelasko
zostata zrealizowana pod opiekg dr hab. Aleksandra Czogalli, prof. UWr w
Zaktadzie Cytobiochemii na Wydziale Biotechnologii  Uniwersytetu
Wroctawskiego. Rozprawa ma forme pracy pisemnej liczacej 98 strony. Jest
opatrzona streszczeniem w jezyku angielskim, co spetnia wymogi ustawy.

Celem badan realizowanych w trakcie doktoratu byto ustalenie czy diugosé
tancucha acylowego kwasu fosfatydowego (PA) i stopien jego nasycenia
wplywajg na specyficzno$¢ wigzania PA przez mTOR. Gtéwng hipotezg
badawczg przyjeta w pracy byto to, ze struktura chemiczna fancuchow
acylowych moduluje ekspozycje lipidow sygnatowych na powierzchni btony, a
co za tym idzie, posrednio wptywa na interakcje z biatkami. Struktura tancuchéw
acylowych lipidow bezposrednio wptywa na kluczowe dla wigzania biatek
parametry dwuwarstwy takie jak ptynnos¢, elastycznosé, grubos¢ i lokalna
krzywizna btony i stopien uporzgdkowania. Dlatego w pracy badawczej wybrano
trzy rézne kwasy fosfatydowe, réznigce sie dtugoscig i stopniem nienasycenia
tancuchow weglowodorowych. Ponadto Doktorantka zbadata wptywu obecnosci
cholesterolu w membranie lipidowej na oddziatywanie PA z domeng FRB biatka
mTOR.

Ocena umiejetnosci przygotowania opracowania naukowego

Rozprawa doktorska ma klasyczny ukiad, na ktéry sktada sie siedem
gtéwnych rozdziatéw. Prace rozpoczyna wykazu skrétow stosowanych w tresci
rozprawy, jest on niezwykle pomocny, gdyz praca zawiera bardzo duzo skrotow.
Rozdziat zatytutowany ,Wstep” prezentuje aktualny stan wiedzy dotyczacej
zagadnien poruszanych w pracy doktorskiej. Nastepnie Autorka przedstawita
zatozenia i cel pracy. Kolejny rozdziat zatytutowany ,Materiaty i Metody” zawiera

opisy stosowanych materiatéw i aparatury, procedur preparatyki prébek oraz
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sposobu przeprowadzenia poszczegolnych eksperymentow. W rozdziale tym
Doktorantka zawarta rowniez opis stosowanych metod badawczych.
Najwazniejszy rozdziat pracy =zatytutowany ,Wyniki" sklada sie z 11
podrozdziatow stanowigcych logiczng catosé. W dwdch ostatnich rozdziatach
Autorka zawarta dyskusje wynikbw oraz podsumowanie wnioskow swoich
badan.

Rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem. Zawiera liczne starannie
przygotowane schematy, wykresy, tabele oraz zdjecia mikroskopowe. Uktad
rozprawy wydaje sie uzasadniony i pomaga w Sledzeniu tresci. Podczas
redagowania tak obszernego opracowania Autorka nie ustrzegta sie drobnych
niescistosci w opisie i prezentacji swoich wynikow. Kilka przyktadow
przedstawiono ponize;.

W pracy Autorka wyznaczata stosujgc metode BLI podstawowe parametry
kinetyki wigzania, takie jak stata szybkosci asocjacji (Ka), stata szybkosci
dysocjacji (Kg¢) i réwnowagowa stata wigzania (Kp). Wyniki zostaly
przedstawione w tabeli 6. Jednak sposob obliczen tych parametréow nie zostat
opisany w pracy. Ponadto, Doktorantka byta niekonsekwentna w nazywaniu
tych parametréw nazywajg je w niektérych miejscach jako state asocjacji (Ka)
oraz state dysocjacji (Kq), co jest mylgce. Opis eksperymentow FRAP nie jest
kompletny. FRAP jaki skrot od Fluorescence recovery after photobleaching
wskazuje, ze eksperyment zaczyna sie od fotowybielania, niestety ten etap nie
zostat opisany w pracy.

W rozdziale pt. ,Whnioski” ostatnie zdanie (pkt. 4) ,Okreslono kinetyke
wigzania dla PA o réznej strukturze w obecnosci badz nieobecnosci CH i
uzyskano parametry Ka, Kd, KD” nie jest wnioskiem, a opisem tego co zostato
wykonane. Na stronie 46, Autorka napisata: ,Prébke przygotowano na 50 pl...”,
czy Autorka chciata napisa¢, ze probka miata takg objetos¢? Strona 51,
,chloroform/metanol/aceton/HCI (1N) — 2/1/0,5/0,1 v/v, stosowanie stezenia
normalnego nie jest zalecane przez Miedzynarodowg Unie Chemii Czyste;j i
Stosowanej.

Te niescistosci uchwycone w pracy nie stwarzajg klopotu podczas czytania

rozprawy, a tym bardziej nie wptywajg na wartos¢ naukowg catej pracy.

Ocena ogodlniej wiedzy doktorantki w dziedzinie naukowej zwigzanej z
tematem rozprawy doktorskiej
Praca doktorska p. Zelasko zawiera obszerny rozdziat zatytutowany Wstep,

ktéry zostat opracowany w oparciu o bogatg literature przedmiotu (Autorka
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zacytowata w nim az 184 oryginalnych prac badawczych). W tej czesci pracy
Autorka przedstawita w pieciu podrozdziatach wprowadzenie w tematyke
rozprawy. Doktorantka opisata m.in. czym sg btony komérkowe oraz rodzaje i
charakter  oddziatywan biatkowo-lipidowych. Bardzo  szczegotowo
przedstawiono strukture i funkcje biatka mTOR (mTOR — ang. mammalian lub
mechanistic target of rapamycine) oraz budowe kompleksow tego biatka. W
kolejnych podrozdziale Doktorantka opisata budowe domeny FRB (domena
wigzgca FKBP12-Rapamycyne), przez kitérg czgsteczki PA wigzg sie z biatkiem
MTOR. Nastepnie opisano wystepowanie i znaczenie kwasu fosfatydowego,
ktory jest regulatorem aktywnosci kinazy mTOR poprzez wigzanie sie z
domeng FRB. Doktorantka opisata $ciezki syntezy PA oraz witasciwosci
fizykochemiczne, w szczegdlnosci rownowagi kwasowo-zasadowe. Duzo uwagi
poswiecono na omoéwienie oddziatywania kwaséw fosfatydowych z domeng
FRB. Ostatni podrozdziat tej czesci pracy poswiecony zostat zaprezentowaniu
wptywu obecnosci cholesterolu na organizacje molekularng bton lipidowych.
Badania innych naukowcéw opisane w tym rozdziale sg dobrze dobrane i
pozwalajg czytelnikowi z zapoznaniem sie z tematyka, co Swiadczy o tym, ze
Autorka szczegdtowo zapoznata sie z dostepng literaturg w temacie swojej
pracy doktorskiej. Po zapoznaniu sie z tg czescig pracy pani mgr inz. Jolanty
Zelasko oraz po przeanalizowaniu przeprowadzonych przez Nig badan moge z
catkowitym przekonaniem stwierdzi¢, ze posiada ona ugruntowang wiedze w

dziedzinie nauki, ktérej dotyczy praca doktorska.

Ocena nowatorskosci badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej

Zakres prac badawczych podjetych przez panig mgr inz. Jolante Zelasko w
trakcie realizacji doktoratu byly dosy¢ szeroki i rozciggat sie od przygotowania i
oczyszczenia domen FRB, badania wptywu struktury fancuchéw acylowych PA
oraz obecnosci cholesterolu na oddziatywanie PA z domeng FRB biatka mTOR,
do okreslenia kinetyki tych oddziatywan. W mojej ocenie szczegdolnymi
osiggnieciami pracy doktorskiej pani mgr inz. Jolanty Zelasko sa:

- zoptymalizowanie procedury otrzymywania petni funkcjonalnej i poprawnie
sfatdowanej domeny FRB biatka mTOR w oparciu o komorki bakteryjne E. coli i
oczyszczanie metodg chromatografii powinowactwa. Doktorantka sprawdzita
rozne warunki ekspresji biatek w bakteriach oraz oczyszczania, co wymagato
duzych nakfadow pracy.

- okreslenie wptywu struktury tancuchoéw acylowych badanych PA na
oddziatywanie z domeng FRB biatka mTOR. Wykazano duzg specyficznos¢

procesu wigzania sie domeny FRB do PA w zaleznosci od dtugosci fancuchow
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acylowych oraz stopnia ich nienasycenia. W tych badaniach Doktorantka uzyta
trzech PA: 1-palmitoilo-2-oleilo-sn-glicero-3-fosforan (POPA), 1,2-palmitoilo-sn-
glicero-3-fosforan  (DPPA) oraz 1-stearylo-2-arachidonylo-sn-glicero-3-
fosforanu (SAPA). Uzyskane wyniki pokazaty, ze dlugos¢ i stopien nasycenia
tancuchow acylowych PA moze zmienia¢ jego dostepnos$¢ na powierzchni
btony, a tym samym ufatwiaé, bgdz utrudnia¢ oddziatywanie z biatkami.
Bardzo ciekawym wynikiem potwierdzajgcym specyficznos¢ oddziatywan z
DPPA, jest pokazanie lateralnej segregacji biatka na powierzchni
pecherzykow zawierajgcych nasycony PA, w przeciwienstwie do
rownomiernego rozktadu biatka na powierzchni liposomoéw z nienasyconym
PA. DPPA ponizej temperatury przejscia fazowego tworzy w membranach
lipidowy domeny, do ktérych moze przytgczac sie biatko.

+ okreslenie wptywu obecnosci cholesterolu w membranie na oddziatywania
miedzy badanymi PA a domeng FRB biatka mTOR. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki pokazujg, ze cholesterol moze spetnia¢ role modulatora
wigzania PA-domena FRB, nie jest natomiast czgsteczkg biorgcg udziat w
oddziatywaniu z biatkiem. Autorka pokazata, ze dla lipidow nienasyconych
(POPA i SAPA) obecnos¢ cholesterolu zwiekszyta frakcje zwigzanego
biatka, a dla nasyconego DPPA procent zwigzanego biatka spadt.
Cholesterol jest czgsteczka, ktéra wptywa na ptynno$é membrany lipidowej.
Wprowadzenie cholesterolu do membrany fosfolipidowej w fazie zelowej
zmniejsza jej uporzadkowanie i analogicznie zwigksza uporzadkowanie faz
ciektokrystalicznych, co przekfada sie na dostepnos¢ grup polarnych PA do
wigzania z domeng FRB.

Podsumowuijgc, pani mgr Zelasko zgromadzita bardzo interesujgcy materiat
badawczy. Nalezy podkresli¢, ze duza czes¢ wynikow otrzymanych w trakcie
realizacji pracy doktorskiej zostata juz opublikowana w publikacji Zelasko, J.;
Czogalla, A. Selectivity of mTOR-Phosphatidic Acid Interactions Is Driven by
Acyl Chain Structure and Cholesterol. Cells 2022, 11, 119
(https://doi.org/10.3390/cells11010119). W swoich badaniach Doktorantka
stosowata wiele zaawansowanych technik eksperymentalnych, m.in. analiza Fat
Bot, mikroskopia konfokalna z ilosciowg analizg obrazu i pomiarami FRAP oraz
pomiary interferometrii biowarstwowej (ang. Bio-layer interferometry, BLI),
umozliwiajgce obserwacje oddziatywan pomiedzy boczgsteczkami w czasie
rzeczywistym. Opisy przeprowadzonych eksperymentéw sg wystarczajgce, aby
mozna je bylo powtorzy¢ przez innych naukowcow. Uwazam, Zze sposob

przeprowadzenia doswiadczeh i opracowania ich wynikdw zastugujg na
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uznanie. Drobna sugestia do dalszych badan oddziatywan ligand-biatko, jako
dodatkowg metode, Doktoranta moze uzy¢ izotermiczng mikrokalorymetrie
titracyjng (ang. Isothermal titration calorymetry, ITC), ktéra pozwala uzyskac
informacje o parametrach termodynamicznych takich oddziatywar.

Whioski koricowe

Biorgc pod uwage wszystkie elementy oceny, osiggniete wyniki oraz sposéb
ich prezentacji i interpretacji stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa
doktorska pani mgr inz. Jolanty Zelasko pt. ,Badanie oddziatywania kwasu
fosfatydowego z biatkiem mTOR oraz wplyw cholesterolu na te interakcje”
spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim w swietle Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z
20222 r. poz. 574 z p6zn. zm.), dlatego wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pani Jolanty Zelasko do publicznej obrony.
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