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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Beaty Rysiewicz
pt. ,,Znaczenie N koncowego fragmentu podjednostki Gai3
w procesie lokalizacji blonowej trimerycznego biatka G”

Praca doktorska Pani mgr Beaty Rysiewicz zostala wykonana w Zaktadzie Biochemii
Fizycznej Wydziatu Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.
Jej promotorem jest profesor dr hab. Marta Dziedzicka-Wasylewska a promotorem
pomocniczym dr hab. Agnieszka Polit, profesor UJ

Przedmiot rozprawy i uzasadnienie podjecia tematu

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska opisuje wyniki badan, ktorych
bezposrednim celem byto zbadanie znaczenia wybranych czynnikoéw takich jak lipidacja,
dimer Gy oraz region polizasadowy, w procesie asocjacji z blong komorkowa biatka Gaui3,
a takze wykonanie analogicznej analizy roli tych czynnikéw dla asocjacji z blong
komorkowg biatka Gas. Gai3 i Gas sg podjednostkami biatek nalezacych do rodziny
heterotrimerycznych bialek G, ktére sg gloéwnymi partnerami receptoréw blonowych
tworzacych rodzing GPCR (G-protein-coupled receptor). Kierowany przez prof. Marte
Dziedzicka-Wasylewska Zespot Zaktadu Biochemii Fizycznej, ma znaczace doswiadczenie
metodyczne w biochemicznych i biofizycznych analizach funkcji GPCR 1 duze osiagnigcia
publikacyjne w tej tematyce, a wigc omawiana praca doktorska jest osadzona w jednym z
gléwnych nurtow badawczych Zaktadu. GPCR reprezentuja najwigksza rodzing biatek
sposrod biatek kodowanych przez ludzki genom. Zlokalizowane w btonie komorkowej
odbieraja i po aktywacji przetwarzajg sygnaly zewnegtrzne, uruchamiajgc nastepnie
wewnatrzkomérkowe procesy dzieki ktorym wywolywane sg roznego typu fizjologiczne

efekty. Za posrednictwem GPCR dziataja miedzy innymi ré6znego rodzaju neuroprzekazniki

ul. Smetna 12 e-mail: ifpan@if-pan.krakow.pl tel: +48 12662 32 20
31-343 Krakow www.if-pan.krakow.pl +48 12662 32 05
+48 12662 32 49

fax: +48 12637 45 00



Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

aminergiczne i aminokwasowe, hormony, chemokiny, odoranty jak rowniez mogag je
stymulowac czynniki fizykalne jak fotony $wiatta. W ten sposob GPCR s3 takze wplatane w
wiele schorzen, migdzy innymi schorzenia neuropsychiatryczne, neurodegeneracyjne czy
kardiologiczne. A co za tym idzie, farmakoterapia tych schorzen jest w duzym stopniu
ukierunkowana na oddzialywanie lekow bezposrednio na GPCR badz wykorzystywanie
GPCR w sposob posredni, poprzez spowodowang przez lek modulacje sygnatu
docierajacego do receptora. Etapem krytycznym dla przekazania sygnalu od receptora
btonowego do wewnatrzkomodrkowych enzymoéw efektorowych jest asocjacja biatka G z
btong komorkowa w ktoérej znajdujg sie receptory 1 ten proces byt szczegodlnie analizowany
w toku ocenianej rozprawy doktorskiej. Od rodzaju podjednostek a biatka G zalezy rodzaj
uruchamianego sygnatu wewnatrzkomorkowego — czy bedzie to stymulacja lub hamowanie
cyklazy adenylowej, a w konsekwencji stymulacja lub hamowanie generacji cyklicznego
AMP, albo czy po aktywacji fosfolipazy C zapoczatkowana bedzie hydroliza btonowych
fosfatydyloinozytoli. W ten sposob nasuwajg si¢ wazne pytania 0 mechanizmy
oddziatywania pomiedzy partnerami biatko G — GPCR oraz o czynniki wptywajace na
modulacje procesu asocjacji biatka G. Chociaz te procesy byly i sg nadal intensywnie
badane jednak jeszcze wiele pytan czeka na odpowiedz. Zatem wybor tematu rozprawy jest
dobrze uzasadniony, a wyniki badan zawarte w recenzowanej pracy dostarczaja nowych

informacji i mogg znalez¢ zastosowanie w strategiach opracowywania nowych lekow.

Formalny opis rozprawy
Rozprawa liczaca 110 stron ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Rozprawe
rozpoczynajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz liczacy 17 stron Wstep,
zawierajacy 4 gldéwne podrozdzialy 1 szereg mniejszych podrozdziatow, ktore wprowadzaja
czytelnika w zakres badan opisanych w rozprawie. Po Wstepie, jako osobny rozdziat,
Doktorantka zamiescita zatozenia i cel gtdowny oraz cele szczegotowe rozprawy, a nastepnie
opis materialdow i metod. Rozdziat ten podzielony na 2 gtdéwne czgsci, dotyczace osobno
materialow i osobno opisujace metody, zawiera 11 mniejszych podrozdziatow i obejmuje 21
stron. Wyniki, liczace 38 stron podzielone zostaly na 9 podrozdziatéw. Nastepujaca po tym
rozdziale Dyskusja (14 stron), podzielona na 4 mniejsze podrozdzialy omawia
najwazniejsze problemy naukowe rozprawy. Praca doktorska mgr Beaty Rysiewicz konczy
si¢ syntetycznymi wnioskami, rozdzialem obejmujacym bibliografic oraz aneksami
zawierajgcymi mapy plazmidow, przykladowe obrazy mikroskopowe dla analizowanych
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uktadow Gai3 i Gas, zestawienia szczegdlow analizy Gai3 przy pomocy narzedzia
ProtParam (Expasy) oraz tabeli pokazujacej wartosci krytyczne statystyki T
wykorzystywanych w tescie Grubbsa na punkty odstajace. Na podkreslenie zastuguje fakt
duzej liczebno$ci pozycji pismiennictwa cytowanego w rozprawie — 248 prac, w
przewazajacej czesci pochodzacych z okresu ostatniego dziesieciolecia i adekwatnie

cytowanego.

Ocena merytoryczna

Wstep oceniane] rozprawy jest napisany w sposOb przystepny 1 interesujacy,
réwnoczesnie omowione w nim zostaty wszystkie zagadnienia konieczne dla zrozumienia
zardbwno celow rozprawy jak i uzyskanych wynikow. Pierwszy podrozdzial zatytulowany
,Heterotrimeryczne biatka G opisuje budowe 1 funkcje poszczegdlnych podjednostek
biatek G: o, B iy, wchodzacych w sktad trimeru. W Tabeli 1 przedstawiono klasyfikacje
funkcjonalng biatek G dokonang w oparciu o wlasnosci podjednostki o, wyrdzniajac 4 klasy
trimerycznych biatek G: Gai/o, Gas, Gal2/13 i Gag/11l oraz wskazano rodzaj lipidowej
modyfikacji potranslacyjnej jakiej moga podlega¢ Ga. poszczegdlnych klas trimerycznych
biatek G. W sposob klarowny omoéwione zostaly funkcje dwoch domen Ga, GTP-azowej i
helikalnej oraz trzy regiony Ga, ktore sg postulowane jako zaangazowane w interakcje z
receptorem. W Tabeli 2 zestawiono podjednostki Gf i Gy produkowane w komorkach
ludzkich. Interakcja GPCR z dimerem Gy odgrywa role w zapewnieniu styku Go Zz
receptorem. Dimer Gy pelni tez inne funkcje, na przyktad zwigzane z oddziatywaniem na
kanaty wapniowe bramkowane napigciem w wyniku czego dochodzi do hamowania
uwalniania  neurotransmiterow. W  kolejnych czgsciach  Wstgpu  Doktorantka
scharakteryzowata modyfikacje lipidowe podjednostek Go i Gy, odpowiednio N-
mirystylacje i S-palmitylacj¢ dla Gai oraz prenylacji w przypadku Gpy. Nast¢pnie przeszta
do omoéwienia receptoréw sprzezonych z biatkami G, ze szczegdlnym uwzglednieniem
receptorow dopaminowych, ws$rdod ktorych znajduja si¢ przedstawiciele powigzani z
biatkiem Gi i1 biatkiem Gs. Dwa kolejne podrozdzialy Wstepu zostaly poswiecone
omoOwieniu budowy btony komodrkowej i obecnym koncepcjom opisujacym S$rodowisko
blony komoérkowej oraz oddzialywaniu biatka z dwuwarstwa lipidowa. Wstep zamyka
podrozdziat opisujacy metody badania oddziatywania bialek btonowych, w tym metody
mikroskopowe — mikroskopii elektronowej, ktore zrewolucjonizowaty obserwacje biatek

btonowych w zywej komorce. Jednoczes$nie Autorka uzmystawia czytelnikowi jak wielkim

ul. Smetna 12 e-mail: ifpan@if-pan.krakow.pl tel: +48 12662 32 20
31-343 Krakow www.if-pan.krakow.pl +48 12662 32 05
+48 12662 32 49

fax: +48 12637 45 00



Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

wyzwaniem s3 badania bialek btonowych ze wzgledu na ich niestabilno$¢ poza natywnym
srodowiskiem. Rozdzial Wstepu zostal takze zilustrowany czterema rysunkami,
obrazujacymi kolejno struktur¢ czwartorzedowa trimerycznego biatka G, kompleks biatko
G — receptor GPCR (D2), drzewo filogenetyczne receptorow GPCR z podziatem na klasy 1
drzewo filogenetyczne receptoréw dopaminowych. W mojej opinii lektura tego rozdziatu
bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia opisywane w dalszych czeSciach
rozprawy doktorskiej, zawiera wszystkie informacje istotne dla zrozumienia pracy i
swiadczy o rozleglej wiedzy Autorki. Mam tutaj tylko drobne uwagi, ktore z obowiazku
recenzenta przedstawiam:

1. str. 1, linia 1 jest,,mulit merem” zamiast multimetrem

2. uzywanie okreé$lenia ,.kompartyment” (np. str. 12, linia 6 od gory; i str. 151 16), a w
innych miejscach , kompartment”, wymaga ujednolicenia

3. na str. 5, konformacje przetacznika I i przelacznika Il i ich znaczenie w konteksScie
aktywno$ci podjednostki Ga zasluguja, moim zdaniem, na nieco bardziej szczegdtowe
omoOwienie.

Cele rozprawy zostaly jasno sprecyzowane i zamieszczone jako osobny rozdziat.
Dla realizacji gtownego celu, ktorym bylo zbadanie znaczenia lipidacji, dimeru GBy oraz
regionu polizasadowego w procesie asocjacji z blong komorkowa biatka Gai i dokonanie
analizy poréwnawczej tych procesow dla Gas, sformutowano 5 celow szczegdtowych.
Badania, ktorych wyniki opisano w rozprawie skupiaty si¢ na nastepujacych zadaniach: 1)
zbadanie kolokalizacji z btong komoérkowa form dzikich oraz mutein biatek Gai3 i Gas
jako monomerow oraz trimeréw z Gfy; 2) zbadanie zmian lokalizacji Gai3 w btonie
komodrkowej wywotlanych przez utrate czesci fadunku w regionie polizasadowym; 3) analiza
funkcjonalnosci réznych uktadow trimerow formy dzikiej biatka Gai3, mutein Gai3
pozbawionych palmitylacji lub mirystylacji oraz mutein Gai3 z zaburzonym dodatnim
tadunkiem w regionie N koncowej helisy; 4) analiza oddzialywania biatka Gai3
pozbawionego obu kotwic lipidowych z réznymi klasami lipidow in vitro w uktadzie
modelowym; 5) analiza oddziatywania dzikich lub zmutowanych biatek Gai3 oraz Gas z
liposomami in silico z zastosowaniem metody dokowania.

Materialy i Metody — stanowig obszerny rozdzial zawierajacy opisy wszystkich
zastosowanych metod. Cele rozprawy doktorskiej mgr Beata Rysiewicz zrealizowala
przeprowadzajac szereg dobrze zaplanowanych i konsekwentnie wykonanych doswiadczen,
w ktorych stosowata liczne techniki wspotczesnej biologii komoérkowej i molekularnej,
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biochemii i biofizyki. Wykorzystywane metody to, miedzy innymi, hodowle komorkowe,
hodowle bakteryjne, mutageneza, klonowanie, oczyszczanie biatka Gai3, obserwacje i
analizy mikroskopowe roznego typu, w tym FLIM-FRET, pomiar cAMP metodg ELISA,
analiza ekspresji biatek, immunodetekcja, western blotting, analizy bioinformatyczne i inne.
Uzyskane dane poddano wnikliwym analizom statystycznym. Rozdzial zostal napisany w
sposOb systematyczny 1 wystarczajaco doktadny, aby wykaza¢ bardzo dobre opanowanie
przez Autorke bogatego warsztatu metodycznego. W dwudziestu tabelach zestawione
zostaty uzywane odczynniki, bufory, pozywki, plazmidy, startery, opisane parametry reakcji
PCR, cechy spektralne fluoroforow wykorzystywanych w obserwacji mikroskopowej. Na
umieszczonych w tym rozdziale 3 rysunkach pokazano m.in., widma wzbudzenia oraz
emisji, przyktadowa krzywa zaniku fluorescencji. Zastosowane procedury wymagaty
duzego naktadu pracy ze wzgledu na stopien skomplikowania i czasochtonno$¢. Nie mam
krytycznych uwag do tego rozdzialu. Recenzowang prace oceniam wysoko pod wzgledem
metodycznym.

Wyniki sa najobszerniejszym rozdziatem rozprawy. Uzyskane wyniki przedstawiono
na 31 rysunkach, z ktorych czes¢ stanowia zdjecia elektroforezy DNA produktéw reakcji
PCR, zdjecia analiz biatek metoda western blot i zdjgcia z mikroskopu konfokalnego oraz
wykresy obrazujace poziomy wewnatrzkomorkowego cAMP w réznych analizowanych
uktadach doswiadczalnych, mutein Gai3 i1 innych. Ryciny cechuje przejrzysta konstrukcja,
sg prawidtowo i1 wystarczajaco szczegotowo opisane. W rozdziale zamieszczone zostaly
takze 22 tabele, zawierajace gtownie wyniki analiz statystycznych uzyskanych danych
eksperymentalnych: statystyki opisowe wspotczynnika korelacji Pearsona, statystyki
opisowe wartosci analizowanych réznymi testami (T-Studenta, Test Grubbsa).

Rozdzial Wyniki rozpoczyna szczegélowy opis wykonanej mutagenezy — mutacji
punktowej, ktora polegata na substytucji wybranych reszt aminokwasowych na alaninowg w
biatkach fuzyjnych Gai3-citrine i Gas-citrine. W celu zniesienia lipidacji wprowadzono
reszt¢ alaninowg zamiast reszty glicynowej w pozycji 2 tancucha polipeptydowego lub
reszty cysteinowej w pozycji 3. Stosujac substytucje kodonoéw dla reszt aminokwasowych
zasadowych na reszte alaninowa Autorka przygotowata konstrukty Gai3 PB1 i Gai3 PB2,
w ktorych zostal zniesiony dodatni tadunek w dwoéch fragmentach N-koncowej helisy
podjednostki  Gai3. Przygotowane plazmidy byly nastgpnie wykorzystane w
mikroskopowych badaniach kolokalizacji oraz FLIM-FRET. Przygotowano wektor
plazmidowy pET28a+ zawierajacy sekwencje biatka Gai3, ktory byl nastgpnie
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wykorzystywany przy ekspresji biatka Gai3 w systemie bakteryjnym. W ten sposob zostaty
wytworzone ,,narzedzia molekularne” niezbedne dla realizacji dalszych zaplanowanych
badan. W kolejnym etapie przeprowadzono obrazowanie lokalizacji komoérkowe;j
zmodyfikowanych biatek fuzyjnych — stworzonych mutein. A nastepnie Autorka dokonata
analizy kolokalizacji aby oceni¢ lokalizacje poszczegolnych uktadow trimeréw w blonie
komodrkowej oraz siateczce Srodplazmatycznej. W tym przypadku znakowano podjednostke
Ga fluoroforem citrine, a siateczkg $rodplazmatyczng i blong komoérkowa dwoma innymi
fluoroforami, odpowiednio RFP i Deep Red. Muteiny wykorzystywane w badaniach zostaty
takze zweryfikowane pod wzgledem funkcji odnoszacej si¢ do ich zdolnosci do hamowania
cyklaz adenylowych, co oceniano poprzez pomiary stezenia wewnatrzkomorkowego cAMP.
Whyniki jakie uzyskata Autorka z pomiaru poziomu cAMP, w komorkach transfekowanych
Gai3 oraz roznymi uktadami dimerow Gpy, potwierdzily hipoteze o znaczeniu dimera Gy
w efektywnosci aktywacji Gow przez receptor D2. Badania wykonane w ostatnich etapach
projektu dotyczyly analizy oddziatywania Gai3 z lipidami (z wykorzystaniem techniki dot
blot) oraz obejmowaty analizy bioinformatyczne z wykorzystaniem narz¢dzia HADDOCK i
oparte o badanie wigzania — dokowania. Analiza in silico oddziatywania bialek z
fosfolipidami blonowymi wskazala na najsilniejsze oddziatywanie Goai3 1 Gas z
fosfolipidem DOPG o ujemnym tadunku.

Przeprowadzone w ocenianej rozprawie badania dostarczyty wielu interesujacych i
nowych informacji o charakterze odkry¢ naukowych. Uzyskane wyniki badan pozwolity
pani mgr Beacie Rysiewicz na stwierdzenie, ze dla bialka Gai3 lipidacje, zaro6wno
mirystylacja jak i palmitylacja, majg nadrzedne znaczenie w utrzymaniu lokalizacji
btonowej, i ze obecno$¢ dimera GPy nie rekompensuje braku lipidacji. Natomiast w
przypadku biatka Gas utrata jednej z lipidacji uposledza asocjacj¢ z btong, ale w tym
przypadku efekt moze by¢ rekompensowany oddzialywaniem z dimerem Gpy. Nastepnie,
wykazata zréznicowane znaczenie regionu polizasadowego w lokalizacji blonowej dla
badanych bialek G, ktory w przypadku Gas odgrywa znaczaca role, a mniejszg w
przypadku Gai3, chociaz nadal jest tutaj wazny dla btonowej lokalizacji trimera biatka G.
Doktorantka stwierdzita, ze oddziatywanie reszt aminokwasowych N-konca biatka Ga
odbywa si¢ glownie poprzez oddziatywania elektrostatyczne z ujemnie naladowanymi
fosfolipidami. Poczynita takze wazne obserwacje odnosnie roli dimera GBy. Wykazata, ze
obecny w badanym uktadzie dimer Gy ma wplyw na lokalizacj¢ trimera biatka G w
przestrzeni btony komoérkowej i siateczki Srodplazmatycznej i takze wptywa na lokalizacje
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trimerycznego biatka G wzgledem receptora dopaminowego D2. Ponadto, jak Doktorantka
zauwaza, dimer Gy, wptywajac na lokalizacje¢ btonowg Ga, moze modulowaé efektywnosc¢
przekazywania sygnatu generowanego w konsekwencji stymulacji receptora GPCR.
Uwazam, ze wyniki zostaly przedstawione w sposdb klarowny i logicznie uporzagdkowany 1
nie budza zadnych zastrzezen.

Dyskusja jest mocng strong rozprawy, wszystkie wyniki zostaty skrupulatnie
omoéwione, przedyskutowane na tle bogato i odpowiednio cytowanego pisSmiennictwa I
podsumowane w postaci wnioskow koncowych. Sposéb prowadzenia dyskusji rozprawy
doktorskiej pokazuje, ze mgr Beata Rysiewicz posiada duza wiedzg i zdolno$¢ Krytycznego
podejécia do wilasnych wynikow. Pomimo duzej ilosci wynikéw Dyskusja jest dobrze
osadzona w uzyskanych danych. Wyniki maja nowatorski charakter i wnosza do nauki
istotne warto$ci. Zamieszczone przy koncu Dyskusji wnioski wskazuja wyraznie ze cele
rozprawy zostaty osiggnicte. Zardwno przy czytaniu Dyskusji jak i calej dysertacji mozna
zauwazy¢ utrzymywanie przez Doktorantke logistycznej dyscypliny, stosowanej przy
pisaniu rozprawy i logiczny ciag przyczynowo skutkowy zaplanowanych do§wiadczen, co
sprawilo, ze czytanie tekstu dysertacji bylo dla mnie nie tylko obowigzkiem, ale takze
przyjemnoscia.

Ocena edytorskiej strony rozprawy: Oceniana rozprawa ma dopracowang szate¢
graficzng i, co warte podkreslenia, w catoSci jest opracowana bardzo starannie. Tekst
rozprawy zostal napisany w sposdb klarowny, 1 nie budzi zastrzezen pod wzgledem
poprawnos$ci jezykowej. Doktorantce udato si¢ zdecydowanie unikngé wigkszej liczby
btedow edytorskich, chociaz pojedyncze jednak zauwazylam i z obowigzku recenzenta
wykazuje: str. 29 — powinno by¢ ,,potencjalne”, str. 79 — podpis pod Rysunkiem 32 powinno
by¢ ,,po”, str. 86 — powinno by¢ ,,na wigzanie”, str. 99 — powinno by¢ ,,w pracach tych nie
zaobserwowano”. Nazewnictwo cyklaza adenylowa lub adenylanowa powinno by¢
ujednolicone w obrebie rozprawy. ,,Retikulum endoplazmatyczne” ma nazwe w jezyku

polskim — siateczka Srodplazmatyczna.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, rozprawe doktorskg mgr Beaty Rysiewicz oceniam wysoko.
Przeprowadzone do$wiadczenia zostaly starannie zaplanowane i wykonane. Rozprawa
zawiera interesujace wyniki, ktore nosza cechy odkry¢ naukowych. Doktorantka wykazata
si¢ odpowiednig wiedzg i umiejetnoscig prowadzenia badan naukowych. Poprawny styl i
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logiczny uktad dysertacji, odpowiednio cytowana literatura, sposob przedstawienia i
omowienia wynikow wskazuja na dobre opanowanie przez Doktorantke warsztatu pracy
naukowej. Przytoczone powyzej nieliczne niedopatrzenia edytorskie nie majg wptywu na
warto$¢ naukowa ocenianej rozprawy i nie umniejszajg mojej bardzo dobrej oceny. Ponadto
wyniki stanowigce podstawe rozprawy zostaty juz cze$ciowo opublikowane w dwodch
pracach: w Cell Communication and Signaling (BMC) oraz Cells (MDPI), w ktorych
Doktorantka jest drugim autorem.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,,Znaczenie N
konicowego fragmentu podjednostki Gai3 w procesie lokalizacji blonowej trimerycznego
biatka G” autorstwa mgr Beaty Rysiewicz spelnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1668 z pozn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego 0 dopuszczenie mgr Beaty Rysiewicz do
dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Whiosek o wyrodznienie pracy doktorskiej

W zwigzku z moja wysoce pozytywng oceng i majgc na uwadze nowatorski charakter
badan oraz wysoka warto$¢ naukowg rozprawy, ktorej wyniki zostaly juz cze$ciowo
opublikowane w renomowanych czasopismach, wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Beaty
Rysiewicz.
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