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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Trybus, p.t.: ,,BIALKO EFR3A JAKO POTENCJALNY
PARTNER FLOTYLINY 2 ORAZ MOZLIWY ORGANIZATOR TRATW SPOCZYNKOWYCH?”,
wykonanej w Zaktadzie Cytobiochemii Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod

kierunkiem prof. dr hab. Aleksandra F. Sikorskiego oraz promotora pomocniczego dr Anity
Hryniewicz-Jankowskiej

Tematyka badan i cele rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Trybus to opracowanie naukowe, ktdrego tematyka
dotyczy préby okreslenia organizacji i mechanizmdw regulacji spoczynkowych domen - tratw w btonie
plazmatycznej komorek zwierzecych. Wyniki wczesniej prowadzonych przez zespét prof. Aleksandra
F. Sikorskiego badan wskazuja na to, ze specyficzne oddziatywania biatek z rodziny flotylin i biatka
MPP1 sa prawdopodobnie odpowiedzialne za organizacje i rozmieszczenie tratw btonowych w
komdrkach erytroidalnych. W zwigzku z powyzszym mgr Magdalena Trybus w rozprawie doktorskiej
zalozyla, ze tworzenie sieci biatkowej opartej na flotylinie, oddziatujacej ze specyficznymi lipidami,
lezy u podstaw mechanizmu tworzenia domen - tratw w komarkach, w ktérych poziom biatka MPP1
jest niski; postanowita zatem zidentyfikowa¢ biatka oddziatujace z flotylina.

Trzeba juz na wstepie stwierdzi¢, ze ten cel zostal zrealizowany. Zastosowanie przez
Doktorantke chromatografii powinowactwa pozwolito zidentyfikowa¢ EFR3A jako biatko, ktore
potencjalnie oddziatuje z flotyling 2. Wykazano, ze biatko EFR3A jest stabilnym sktadnikiem frakcji
otrzymanej z komérek HelLa wzbogaconej w tratwy lipidowe, a jego obecno$¢ w tej frakcji okazata si¢
wrazliwa na usunigcie cholesterolu z blony. Wyciszenie ekspresji genu kodujacego biatko EFR3A w
komorkach HeLa KnD spowodowato zmniejszenie uporzadkowania blony plazmatycznej komorek, a
takze wptyneto na zalezne od EGF wewnatrzkomorkowe stezenie jondw wapnia.

Nalezy podkreslic, ze wyniki uzyskane przez mgr Magdaleng Trybus pozwalaja na
wyciagnigcie wniosku, ze flotylina 2 i biatko EFR3A wzajemnie oddziatuja ze soba, 0 czym jak dotad

nic byto zadnych informacji w literaturze przedmiotu i dostepnych bazach danych. Ponadto,
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oddziatywania pomiedzy flotyling 2 a biatkiem EFR3A wydaja si¢ odpowiedzialne za organizacje i

regulacje funkcjonowania tratw btonowych, a takze procesy zwigzane z kontrolg cyklu komoérkowego.

Formalny opis rozprawy

Recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska mgr Magdaleny Trybus podsumowuje wyniki
badan przeprowadzonych w Zakladzie Cytobiochemii Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego, w pracowni kierowanej przez prof. Aleksandra F. Sikorskiego. Praca zostata napisana
zrozumialym jezykiem, jakkolwiek mozna dyskutowaé¢ z niektorymi stwierdzeniami lub uzytymi
terminami. Praca zawiera wszystkie niezbedne elementy, ktore powinny by¢ zawarte w rozprawie
doktorskiej. Czes¢ doswiadczalna poswiecona jest oddziatywaniom biatka EPR3A z flotyling 2 i
mozliwym udziale tego kompleksu w tworzeniu i stabilizacji wyspecjalizowanych domen blony
plazmatycznej — domen spoczynkowych — tratw.

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Trybus liczy tacznie 127 stron, a jej uktad jest typowy dla
takich opracowan. Prac¢ rozpoczyna szczegdlowy spis tresci, Streszczenia w polskiej i angielskiej
wersji jezykowej oraz wykaz stosowanych skrotow. W czesci literaturowej pracy — Wstepie —
Doktorantka zaprezentowata koncepcje tratw btonowych, opisujac w oparciu o najnowszg literature
przedmiotu ich sktadniki, funkcje, potencjalny udziat w patogenezie oraz mechanizmy regulacji tratw
btonowych. Zebrata takze informacje na temat markerow tratw btonowych — flotylin i biatka EFRS3.
Wstep zostal wzbogacony W pogladowe ryciny i schematy ulatwiajace zrozumienie przedstawionych
zagadnien.

W liczacym 4 strony rozdziale Zalozenia i cele pracy Doktorantka uzasadnita zakres
prowadzonych badan Kolejny rozdziat rozprawy doktorskiej dotycza czgsci metodycznej,
szczegblowo opisujacej zastosowane w pracy Materialy i metody badawcze. Najobszerniejszy z
rozdzialow, liczacy 38 stron, to opis uzyskanych Wynikow, po ktorym nastepuje Dyskusja wynikow
z danymi otrzymanymi przez innych badaczy, Wnioski koncowe oraz Bibliografia zawierajagca w

kolejnosci cytowan 151 pozycji literaturowych, w wigkszos$ci z ostatnich 5 lat.

Ocena merytoryczna rozprawy

Czgs¢ literaturowa — Wstep — to obszerne i solidne kompendium wiedzy wprowadzajace
czytelnika w zagadnienia rozprawy. Wedtug obecnie przyjmowanych teorii, ktorych zwolennikiem jest
rowniez mgr Magdalena Trybus, w btonie plazmatycznej komodrek zwierzecych wystepuja dynamiczne
struktury — nanodomeny, takie jak kompleksy biatkowo-lipidowe (prekursory tratw o srednicy < 10 nm
i czasie zycia < 0,1 ms), tratwy spoczynkowe, domeny o $rednicy > 10 nm i czasie zycia | sek. oraz

stabilne platformy sygnatowe — mikrodomeny — o srednicy kilku mikrometrow, powstajace w wyniku
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taczenia si¢ wielu tratw spoczynkowych. Tratwy zbudowane sg z lipidéw 1 charakterystycznych biatek,

takich jak flotyliny i biatka MPP1. Wszechobecnie wystepujace W organizmach eukariotycznych

flotyliny sa jednymi z gtownych bialek tratw blonowych. Naleza do rodziny biatek, ktore
charakteryzujg si¢ wystepowaniem w ich czgsteczkach domeny SPFH (stomatyna/prohibityna/flotyliny
oraz HfIK/C).

Zarowno tratwy spoczynkowe, jak i mikrodomeny/platformy sygnalizacyjne poprzez wptyw na
zmiany ruchliwo$ci oraz zmiany konformacyjne wynikajace z asocjacji/dysocjacji biatek z tymi
domenami wplywaja na ich aktywnos$¢, petnigc kluczowa role w regulacji wielu waznych proceséw
biologicznych, takich np. jak przekazywanie sygnatow pochodzacych z receptorow czynnikow wzrostu
zwigzanych z proliferacja 1 kontrolg ruchliwos$ci komorek. Uczestnicza tez w transporcie lipidow i
biatek. Wszystkie te procesy sprawiaja, ze tratwy blonowe odgrywaja wazng role w procesach
zwigzanych z odpornoscia, oddzialywaniami patogen-gospodarz, w rozwoju stanu przedrakowego i
innych.

Chce jeszcze raz podkresli¢, ze bardzo wysoko oceniam czes¢ literaturowa rozprawy, ktéra
zawiera wszystkie niezb¢dne informacje potrzebne do zrozumienia podstaw teoretycznych i zalozen
podjetych badan. Informacje te podane sg w sposob czytelny i konkretny, a ich dobor jest wlasciwy.
Czes¢ literaturowa niewatpliwie Swiadczy o bardzo duzej wiedzy Doktorantki oraz sprawnos$ci w
przedstawianiu tej wiedzy. Ten interesujacy rozdzial nasuwa szereg pytan, na ktorych odpowiedz
prositabym w trakcie publicznej obrony rozprawy.

1) W rozprawie mgr Magdalena Trybus przedstawia mechanizmy molekularne prowadzace do
wytworzenia wyspecjalizowanych domen w btonie plazmatycznej komoérek erytroidalnych. Czy te
mechanizmy mogg dotyczy¢ takze innych typow komorek?

2) Czy mozna poprosi¢ o szersze wyjasnienie udziatu tratw blonowych w regulacji st¢zenia jondw
wapnia w komorkach erytroidalnych?

3) Jaka jest prawidlowa nazwa biatka EFR3A czy Efr3a, bo obie formy funkcjonujg w literaturze
przedmiotu. Ta sama uwaga dotyczy nazwy genu.

4) W pracy zastosowano skrot ASD, ktory zostat przettumaczony jako spektrum autyzmu. Czy to
prawidtowy termin?

5) Nie tylko we wstepie, ale w innych rozdziatach rozprawy Doktorantka uzywa terminow
minterakcje”, ,,ekspresja biatka”, ,,wysoce konserwatywny region biatka”. Dlaczego, skoro istniejg
polskie odpowiedniki powszechnie stosowane w literaturze naukowej: w kolejnosci
,oddzialywania”, ,,ekspresja genu kodujacego biatko” lub po prostu ,,synteza biatka”, , fragment
sekwencji zachowany w ewolucji”.

Cele i zalozenia pracy zostaly poprawnie 1 jasno sformutowane, a cze¢$¢ doswiadczalna zostata

starannie zaprojektowana. Doktorantka nie tylko uzasadnita rodzaj i zakres prowadzonych badan, ale
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przedstawila dane pozwalajace na lepsze zrozumienie przez czytelnikow zatozen pracy. Nalezy
podkresli¢, ze tego typu praktyka nie jest czgsto spotykana.

Materialy i metody, przedstawione w kolejnym rozdziale, zostaty dobrane wtasciwie do
zatozonych celow. Warsztat doswiadczalny Doktorantki zastuguje na szczegolnie wysoka ocene ze
wzgledu na swoje bogactwo i rdéznorodno$¢é. Obejmowat badania morfologii komdrek, biochemii
bialek i proteoliposomow, mikroskopi¢ fluorescencyjng, mikroanalizy z wykorzystaniem metod
proteomicznych i wiele innych. Opis zastosowanych materiatdéw i wigkszosci metod jest niezwykle
szczegotowy, bogato ilustrowany rycinami i schematami. Taka szczegétowos$¢ umozliwi przysztym
kontynuatorom badan powtdérzenie wykonanych doswiadczen. W badaniach tratw blonowych
Doktorantka postuzyta si¢ liniami komorkowymi HelLa i MCF7 wywodzacymi si¢ z ludzkich komdrek
raka szyjki macicy oraz raka piersi, zakupionymi w American Type Culture Collection. Ponadto
zaprojektowano i wyhodowano linie komorkowe z obnizong zawartoscig biatka EFR3A i komorki z
sekwencje ,,rescue”. W tym celu mgr Magdalena Trybus wprowadzita do komodrek HelLa wektor
lentiwirusowy zawierajacy sekwencje ShRNA przypadkows dla ,,scrambled” i komplementarng do
sekwencji kodujacej biatko EFR3A. Podobnie uzyskata linie MCF7 KnD EFR3A i ,scrambled”.
Dodatkowo, aby sprawdzi¢, czy otrzymane wyniki dotyczace organizacji blony w komoérkach KnD
EFR3A nie sg przypadkowym efektem, Doktorantka przeprowadzita transfekcje komorek KnD EFR3A
wektorem ratunkowym. tzw. ,,rescue”. W sekwencji mRNA EFR3A wprowadzita cztery ciche mutacje
w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez shRNA obecne w komorkach KnD, tak aby komérki KnD
mogtly syntetyzowaé EFR3A. Pozwolilo to na przeprowadzenie badan kontrolnych, co jest bardzo
wazne 1 podnosi warto§¢ uzyskanych wynikow. Dodatkowo, mgr Magdalena Trybus wykorzystata
metody biologii molekularnej, biochemiczne i biofizyczne, co pozwolito uzyska¢ dodatkowe dowody
na oddziatywanie flotyliny 2 z biatkiem EFR3A.

W rozdziale Wyniki uzyskane dane doswiadczalne zostaly przedstawione na 34
rozbudowanych rycinach i w 4 tabelach. Generalnie, doswiadczenia zostaty poprawnie zaplanowane,
zawieraja niezb¢dne proby kontrolne i sg jasno opisane, a uzyskane wyniki sg przekonujace. Co bardzo
wazne, znaczna cz¢§¢ wynikow bedacych podstawa pracy doktorskiej zostata wystana do redakcji
czasopisma o zasi¢gu migdzynarodowym Cellular and Molecular Biology Letters w postaci pracy
doswiadczalnej, ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem. Czasopismo charakteryzuje si¢ wysokim
wspoétczynnikiem oddziatywania IF, ale praca nie zostala jeszcze poddana opiniowaniu recenzentow

(https://www.researchsquare.com/article/rs-2294219/v1).

W Dyskusji Doktorantka ponownie omawia uzyskane wyniki, zestawiajac je z dostgpna
wiedzg literaturowg. Rozwaza tez mozliwe mechanizmy molekularne powstawania tratw btonowych i
udzialu w tym procesie bialek z rodziny flotylin i bialka EFR3A. Doktorantka jest §wiadoma
ograniczen swoich badan prowadzonych ex vivo i in vitro i koniecznosci ich dalszej weryfikacji w

modelach lepiej odzwierciedlajacych warunki in vivo.
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Rozprawe konczg Whnioski koncowe, bedace w duzym stopniu ponownym streszczeniem

wykonanych badan i uzyskanych wynikoéw. Nie mam do tego rozdziatu zastrzezen.
Whiosek koncowy

Mimo zgloszonych przeze mnie drobnych uwag krytycznych, rozprawa doktorska
przygotowana przez mgr Magdalen¢ Trybus prezentuje wysoki poziom naukowy. Jest to autorskie
opracowanie naukowe, ktore spelnia wszystkie standardy stawiane opracowaniom tego typu.
Jednoznacznie stwierdzam, ze przeprowadzone prace badawcze, analiza danych do$wiadczalnych i
przeprowadzona dyskusja naukowa zrealizowane zostaly przez Doktorantke w sposob nie budzacy
zastrzezen. Opracowanie zostalo bardzo dobrze przygotowane pod wzglgdem metodycznym i
merytorycznym, z wykorzystaniem profesjonalnej analizy otrzymanych danych naukowych, wnoszgc
istotny wktad poznawczy w mechanizmy organizacji i regulacji funkcji domen spoczynkowych
komorek zwierzgcych. Nalezy takze dodaé, ze mgr Magdalena Trybus jest wspotautorka 1 artykutu
przegladowego i 1 pracy doswiadczalnej zgloszonej do druku w Cellular and Molecular Biology
Letters, powstate] na podstawie wynikéw badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskie;j.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art.187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630) i wnosze do Wysokiej Rady Naukowej
Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego 0 dopuszczenie mgr Magdaleny Trybus
do dalszych etapdéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i

przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.
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