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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Trybus

pt. ,,.Biatko EFR3A jako potencjalny partner flotyliny 2 oraz mozliwy organizator tratw

spoczynkowych”

Blona komoérkowa nalezy do tych struktur komdrkowych bez ktorych komorka
nie moze w zadnym stopniu funkcjonowaé. Nie bez powodu wiekszos¢ tak zwanych
testow zywotnosci komorkowej oparta jest na okresleniu integralnosci btony
komorkowej. Poczatkowo btona komorkowa postrzegana byta nie bez racji jako przede
wszystkim bariera oddzielajaca wnetrze komorki od $rodowiska zewngtrznego. Obecnie
doskonale widzimy, ze jest to nie tylko bariera a rowniez w pewnym sensie ,,0kno na
swiat” komorki, ktore w bardzo precyzyjny sposob pozwala na wymiang ze
srodowiskiem zarowno informacji jak i materii. Poniewaz wtasnie wymiana informacji
od wielu lat jest w centrum zainteresowania biologow komorkowych nic dziwnego, ze
badania ostatnich lat dotyczace dynamiki powstawania i zanikania nano- i mikrodomen
lipidowo-biatkowych majacych wptyw na wiele funkcji btony komérkowej, w tym na
Sposob odbierania informacji, przykuwa uwage wielu badaczy na calym S$wiecie.
Domeny te zwane tratwami blonowymi powstaja w wyniku oddziatywan pomiedzy
niektorymi lipidami i bialkami obecnymi w btonie i majg istotne znaczenie dla
przebiegu wielu proceséw biologicznych. Jednak najwigksze zainteresowanie budzi rola
tratw blonowych w procesach zwigzanych z transdukcja sygnalu do wnetrza komorki.
Model tratw blonowych jest niezwykle atrakcyjny poniewaz opisuje i wyjasnia
mechanizmy umozliwiajgce powstawanie czesto bardzo skomplikowanych i
wielosktadnikowych kompleksow koniecznych dla poprawnego przesytania sygnatu i
wskazuje, ze natura sygnatu nie zalezy jedynie od zwigzanego przez receptor liganda
lecz jego charakter i przebieg jest mocno uzalezniony od mikrosrodowiska w jakim

znajduje si¢ aktywowany receptor. Istnienie mozliwosci dodatkowej regulacji procesu
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przesytania sygnalu poprzez oddziatywanie receptora z okreslonymi biatkami i lipidami
obecnymi w tratwach blonowych moze rowniez thumaczy¢ olbrzymia réznorodno$¢
sygnatow biologicznych indukowanych przez bardzo zblizone $ciezki sygnatowe.
Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Magdaleny Trybus dotyczy jednego
z najstabiej poznanych aspektow funkcjonowania tratw btonowych jakim jest
mechanizm inicjowania ich powstawania. Praca ta jest kontynuacja prowadzonych
wczesnie] w Zespole Promotora Doktorantki, Prof. dr hab. Aleksandra F. Sikorskiego,
badan, w ktorych wykazano miedzy innymi istotng rol¢ w tym procesie biatka MPP1,
ktore odpowiadato za organizacje stabilnych tratw spoczynkowych. Poniewaz jednak
niektore typy komorek nie wykazujg ekspresji tego biatka pojawito si¢ zasadne pytanie
jaki w tym przypadku moze by¢ mechanizm tego zjawiska. W szczegdlno$ci praca
doktorska Pani mgr Magdaleny Trybus miata na celu odpowiedz na pytanie czy biatko
EFR3A moze by¢ w tym przypadku partnerem flotyliny 2 i bra¢ udziat w organizacji
tratw spoczynkowych. Badania tego aspektu powstawania tratw btonowych w komorce
sa jak najbardziej uzasadnione 1 bez watpienia wpisuja si¢ w najbardziej wspotczesne
kierunki badan tych zjawisk. Warto réwniez podkresli¢, ze praca powstala w Zespole

majacym wieloletnie dos§wiadczenia w badanach funkcji tratw blonowych w komorce.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 127 stron. W teksScie
zamieszczono 47 rycin, 4 tabele i cytowano 151 pozycji literaturowych. Rozprawa
doktorska Pani mgr Magdaleny Trybus nie odbiega pod wzgledem kompozycyjnym od
ogoblnie akceptowanego ukladu tego typu opracowan i sklada si¢ z nastgpujacych
rozdzialow: streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, spis uzywanych skrotow,
wstep, cele pracy, materialty i metody, wyniki, dyskusja, wnioski i literatura. W
zwigztym, bogato ilustrowanym, 20-stronicowym wstepie Autorka interesujgco
przedstawila zestaw informacji umozliwiajacy czytelnikowi zrozumienie cato$ci pracy.
W przedstawionym wstgpie Doktorantka przedstawia ogolna koncepcje tratw
btonowych w komorce, ich rolg¢ w procesach patologicznych oraz mechanizmy regulacji
powstawania tratw blonowych. Szczegdlng uwage Autorka poswigca roli w tych
procesach markera tratw blonowych — flotyliny. W ostatniej czeSci Wstepu
przedstawiono czytelnikowi najwazniejsze informacje dotyczace biatka EFR3A.
Jakkolwiek wstep bardzo dobrze i bez niepotrzebnych dluzyzn wprowadza czytelnika w

tematyke pracy prositbym Doktorantke o rozwinigcie bardzo interesujacej tezy, ktéra
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zostala w skrétowej formie zasygnalizowana na stronie 23. Autorka wspomina, zZe
tratwy blonowe s3 atrakcyjnym celem terapeutycznym w roéznych procesach
patologicznych. Jako jeden z lekoéw, ktory mogiby wptywaé na funkcjonalnos$¢ tratw
btonowych wymieniona jest tu simwastatyna. Poniewaz jest to doskonale znany lek na
obnizenie poziomu cholesterolu nie dziwi, ze moze wptywa¢ na funkcjonowanie tratw
btonowych i modyfikowanie przesytanie sygnatu w komorce. Statyny sg jednak réwniez
inhibitorem izoprenylacji istotnej dla prawidlowego funkcjonowania na przyktad
matych biatek G z rodzi Rho. Czy obecnie stan wiedzy pozwala rozstrzygnaé, ktory z
tych mechanizméw dziatania statyn jest bardziej istotny z punktu widzenia wydajno$ci

przesytania sygnatu za posrednictwem matych biatek G?

Podsumowujac, sposob napisania wprowadzenia do rozprawy doktorskiej
$wiadczy o bardzo dobrej orientacji Autorki w zagadnieniach bedacych przedmiotem
recenzowanej pracy. Wstep napisany jest przejrzyScie i bardzo dobrze uzasadnia
celowos$¢ podjecia badan bedacych przedmiotem pracy doktorskiej a konstrukcja tego
rozdzialu w naturalny sposéb prowadzi do sformulowania  jasnego 1 dobrze

umotywowanego celu pracy.

W rozdziale ,Materialy i metody” autorka zawiera wyczerpujace informacje
dotyczace stosowanych metod eksperymentalnych. Opis stosowanych metod jest jasny i
obszerny, stwarzajacy przez to mozliwos¢ powtdrzenia opisanych doswiadczen.
Zastosowane w pracy metody doswiadczalne sg bez watpienia wtasciwe do rozwigzania
problemu bedacego tematem pracy doktorskiej. Autorka obok metod biologii
molekularnej, zastosowata cala palet¢ metod biochemicznych 1 biofizycznych, a takze
mikroskopowych, pozwalajacych na badania procesow na poziomie pojedynczej
komorki. Prositbym jedynie o wyjasnienie czy w badaniach odpowiedzi wapniowej po
stymulacji EGF z zastosowaniem barwnika Flou 4 wykonano jakas$ kontrole pozytywna

np. pomiar sygnatu po dodaniu jonoforu (np. jonomycyny)?

Gloéwne osiggniecia swoich badan Pani mgr Magdalena Trybus przedstawita w
rozdziale ,,Wyniki”. Punktem wyjscia pracy byly wczesniejsze obserwacje Zespotu
Prof. Sikorskiego wskazujace, ze biatko MPP1 wchodzac w interakcje z biatkami z
rodziny flotylin odpowiada za powstawanie tratw lipidowych w komorkach
erytroidalnych. Jednakze, biatko MPP 1 ulega ekspresji na wysokim poziomie jedynie
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w niektorych typach komorek cztowieka. Obserwacja ta nasungta zatem pytanie jakie
biatko petni funkcje MPP1 w tych typach komorek, w ktérych nie ma jego ekspresji. W
serii dobrze zaplanowanych eksperymentéw Autorka jednoznacznie wykazata, ktore
biatko moze petni¢ takg funkcje w komorkach raka szyjki macicy HelLa 1 komorkach
raka sutka MCF7 czyli w liniach komérkowych charakteryzujacych si¢ staba ekspresja
biatka MPP1. W szczegdlnosci, eksperymenty w ktorych rekombinowang flotyling 2
unieruchamiano w ztozu pozwolity na zidentyfikowanie za pomocg techniki MS/MS 1
chromatografii powinowactwa biatka EFR3A jako potencjalnego partnera flotyliny 2.
Wystepowanie oddziatywan pomiedzy flotyling 2 i EFR3A potwierdzono metoda
koimunoprecypitacji. Nalezy podkresli¢, ze interakcja pomigdzy tymi dwoma biatkami
nie byta do tej pory przez nikogo opisana w literaturze i nie ma takich informacji w
zadnej bazie danych dotyczacej takich oddziatywan. Kolejnym waznym odkryciem
Doktorantki bylo stwierdzenie, ze biatko EFR3A lokalizuje si¢ we frakcjach DRM i
lokalizacja ta jest wrazliwa na usuniecie z blony komérkowej cholesterolu. Obserwacje
te sugerowaty, ze EFR3 A moze by¢ poszukiwanym organizatorem spoczynkowych
tratw blonowych. Z tego wzgledu w kolejnych eksperymentach Doktorantka sprawdzita
jak obnizenie ekspresji tego biatka w badanych komorkach przektada si¢ na parametry
fizykochemiczne btony komoérkowej charakteryzujace tratwy btonowe. W komorkach z
obnizonym poziomem EFR3A stwierdzono zmniejszone uporzagdkowanie btony
plazmatycznej zaréwno catych komorek jak i indukowanych pgcherzykéw GPMV.
Rowniez spektroskopia korelacji fluorescencji wykazata zwigkszong ruchliwo$¢ sondy
tratwowe] w komorkach KnD EFR3A. Bardzo istotnym uzupetnieniem tych badan bylo
wykazanie, ze transfekcja komorek KnD EFR3A wektorem ,,rescue” kodujacym
EFR3A powoduje powrot warto$ci parametrow fizykochemicznych btony
plazmatycznej do stanu wyjsciowego. Co wigcej, w kolejnych doswiadczeniach
Doktorantka przedstawita przekonywujace dane wskazujace, ze obnizenie ekspresji
EFR3A, a wigc zapewne réwniez zaburzenie powstawania stabilnych tratw btonowych,
powoduje zmiany w sygnalizacji wapniowej w komorce oraz zmiany w przebiegu cyklu

komorkowego.

Reasumujac, Autorka otrzymata ciekawe i oryginalne wyniki, po raz pierwszy

wskazujace, ze biatko EFR3A moze petni¢ podobne funkcje jak MPP1, wchodzac w
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interakcje z flotyling 2 i odgrywajac kluczowa rolg¢ w organizacji tratw btonowych w

stanie spoczynku.

Lektura tej czgsci pracy nasuneta mi kilka uwag i pytan o ustosunkowanie si¢ do

ktorych chcialbym poprosi¢ Doktorantke:

1/ Pierwsze pytanie ma charakter bardzo ogo6lny. Czy mozna w tej chwili przedstawic
jakas hipoteze taczaca rodzaj biatka bedacego partnerem flotyliny w organizacji tratw
btonowych z pochodzeniem tkankowym komorki? Wydaje si¢, ze biatkko MPP1 jest
charakterystyczne dla komorek erytroidalnych. By¢ moze biatko EFR3A wystepuje gtownie
w komorkach pochodzenia epitelialnego. A jak sytuacja wyglada na przyktad w przypadku
fibroblastow?

2/ Czym rdznig si¢ od siebie dwa rz¢dy dot blotow prezentowane na rycinie 13 B?

3/ Na rycinie 17 jako kontrole pokazano tzw ,,input” bedacy pelnym lizatem
komorkowym. Na ryc. 17A jest on jednak oznaczony mianem input 10% podczas gdy na ryc.
17B jest to sam input. Na czy polega roznica? Na rozcienczeniu probki?

4/ W rozdziale V1.2.1 Autorka przedstawia bardzo ciekawe i sugestywne wyniki
wplywu obnizenia poziomu cholesterolu na lokalizacj¢ biatka EFR3A 1 EGFR we frakcji
DRM. Nawigzujac do jednego z moich poprzednich pytan, czy Autorka zastanawiata si¢ nad
mozliwo$cig zrobienia analogicznego eksperymentu na komorkach hodowanych przez
dhuzszy czas w obecnosci ktorej$ ze statyn?

5/ Wydaje mi sig¢, ze interpretacj¢ wynikow wptywu poziomu biatka EFR3A na
przebieg cyklu komoérkowego znacznie utatwilby pomiar aktywnosci proliferacyjnej
poszczegblnych linii komdrkowych. Czy probowano przeprowadzi¢ takie doswiadczenie?

6/ Po jakim czasie od stymulacji EGF zrobiono zdjecia prezentowane na ryc. 43? Czy
wykonano analize intensywnosci fluorescencji w funkcji czasu? To znaczy czy po dodaniu
EGF mozna byto zobaczy¢ wzrost poziomu wapnia w cytoplazmie w jakims konkretnym

punkcie czasowym po stymulacji?

W 11 stronicowym rozdziale ,,.Dyskusja” Autorka krytycznie 1 ostroznie ocenia
wlasne wyniki na tle danych literaturowych a w kolejnym rozdziale pt. ,,Wnioski”

przedstawia gtdéwne osiggni¢cia badawcze i konkluzje ptynace z przeprowadzonych badan.
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Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani Magdaleny Trybus ma klasyczny ksztatt
przygotowanego specjalnie na t¢ okazje manuskryptu. Warto jednak wspomnie¢, ze materiaty
przedstawione w tej pracy zostaty rownie wykorzystane w dwoch publikacjach, w ktorych
Doktorantka jest pierwszg autorka. Jedna z tych prac jest artykutem przegladowym i byta juz
pigciokrotnie cytowana w literaturze §wiatowej. Natomiast druga jest klasyczng praca
doswiadczalna, ktora jest juz dostepna w formie elektronicznej i zawiera wickszo$¢ wynikow

zaprezentowanych w pracy doktorskiej.

Podsumowujac, zaréwno dorobek naukowy jak i rozprawe doktorskg Pani mgr
Magdaleny Trybus oceniam bardzo wysoko. W moim przekonaniu Autorka uzyskata
wartosciowe, stanowigce nowo$¢ naukowa wyniki, ktore otwierajg perspektywy badawcze na
przyszto$¢. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2017 r. poz.1789 ze zm.) w zwigzku z art.179 ust.1 i 2 ustawy z 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawg - Prawo o szkolnictwie wyzszym i1 nauce (Dz.U. 2018
po0z.1669). Wnosze zatem o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Trybus przez Wysoka Rade
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage wszystkie poczynione wczesniej
uwagi, zwracam si¢ do Wysokiej Rady z wnioskiem o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia

ocenianej pracy.

Elektronicznie
podpisany przez
< //)ﬁ// Zbigniew Madeja
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