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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Beaty Rysiewicz
pt. ,Znaczenie N koncowego fragmentu Gai3 w procesie lokalizacji blonowej

trimerycznego biatka G”

W mojej opinii trudno, przeceni¢ jest znaczenie biatka G posredniczgcego
w przekazywaniu sygnatow ze srodowiska zewnetrznego do wnetrza zywej komorki,
przez co stanowigcych wazne ogniwo proceséw regulacyjnych w organizmach.
Polipeptydami wigzgcymi biatko G sg réwniez liczne receptory btonowe, w tym
odpowiedzialne za procesy widzenia. Okazuje sie réwniez, iz receptory btonowe
wigzgce biatko G sg celem farmakologicznym wielu lekéw, co czyni tematyke
badawczg podjetg w ramach pracy doktorskiej pani mgr Beaty Rysiewicz nie tylko
bardzo interesujgca z powodéw poznawczych, ale réwniez bardzo istotng w aspekcie
praktycznym. W ramach projektu doktorskiego podjeta zostata bowiem préba
szczegotowego wyjasnienia roli jaka odgrywa N koricowy fragment podjednostki Gai3

w formowaniu funkcjonalnej struktury supramolekularnej biatka G w $rodowisku

KATEDRA BIOFIZYKI pl. Marii Curie-Skiodowskiej 1, 20-031 Lublin
Instytut Fizyki tel: (81) 537 62 50

Wydziat Matematyki, Fizyki i Informatyki fax: (81) 5376191

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej e-mail: info@biofizyka.umcs.lublin.pl



membranowym. Cel ten, jest moim zdaniem bardzo ambitny i doskonale wpisuje sie

w oczekiwania miedzynarodowej spotecznosci naukowe;.

Praca doktorska pani mgr Beaty Rysiewicz wykonana zostata w Zaktadzie
Biochemii Fizycznej na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagielloriskiego w Krakowie pod kolektywnym kierunkiem pani prof. dr hab. Marty
Dziedzickiej-Wasylewskiej oraz pani dr hab. Agnieszki Polit prof. UJ, petnigcej funkcje
promotora pomocniczego. Rozprawa doktorska zredagowana zostata w jezyku
polskim, na 110 stronach standardowego maszynopisu, plus dodatkowe stronice
poswiecone zestawieniu cytowanego pi$miennictwa (248 pozycji na 22 stronach) oraz
aneksom (przedstawionym na 13 stronach). Po wykazie skrotow, bardzo pomocnym
w lekturze pracy, oraz streszczeniach opracowanych w jezykach polskim jak
i angielskim, czyniacym zado$¢ wymaganiom formalnym, Doktorantka zamiescita spis
tresci, stanowigcy niejako przewodnik po dalszych czesciach dysertacji. Zapewne
w kategoriach ,chochlika drukarskiego” skomentowa¢ mozna fakt, iz w spisie tresci
pozycja ,Cel pracy” awansowata o kilkkanascie stron w poroéwnaniu z faktyczng trescig
rozprawy. Osobiscie, bardzo sobie cenie tresci zamieszczone w ramach rozdziatu
zatytutowanego ,Wstep”, w ramach ktérego dokonano przegladu najbardziej aktualnej
wiedzy oraz pogladow dotyczacych aspektow strukturalnych oraz funkcjonalnych
biatka G oraz receptorbw GPCR. W ramach koncowej czesci tego rozdziatu
sformutowane zostaly te czastkowe, jak i strategiczny cel pracy doktorskiej, jakim byto
zbadanie znaczenia lipidacji biatka Gai3, roli dimera Gy oraz regionu polizasadowego
Gai3 na asocjacje tego biatka z btong oraz formowanie funkcjonalnego kompleksu
trimerycznego biatka G. W ramach kolejnego rozdziatu, zatytutowanego ,Materiaty
i metody” Doktorantka przedstawita szczegoty dotyczace uzyskiwania projektowanych
polipeptydéw oraz metody ich badania, w tym w oparciu o obrazowanie
7 zastosowaniem techniki FLIM. W moim odczuciu, poziom precyzji tych opisow
w petni odpowiada standardom prac naukowych. Weditug koncepcji Doktorantki,
kolejny rozdziat zatytutowany ,Wyniki” zredagowany zostat w oparciu o podstrukture

odzwierciedlajgcg kolejne etapy projektu doktorskiego. Byty to, miedzy innymi,



zadania badawcze zwigzane z uzyskaniem odpowiedniego wektora plazmidowego
biatka Gai3, obrazowaniem zmodyfikowanych biatek fuzyjnych, pomiarami
wewnatrzkomoérkowego cAMP oraz badaniami oddziatywania biatka Gai3 z lipidami in
vitro. Poziom trudnosci zadan zwigzanych bezposrednio z projektowaniem oraz
nadekspresja w komorkach odpowiednich konstruktow biatkowych budzi moj
najwyzszy podziw i uznanie. Podkresli¢ chciatbym jednak réwniez w tym miejscu
bardzo wysoki poziom zaawansowania oraz kunszt obrazowania zwigzanego
z kolokalizacjg oraz podejsciem FLIM-FRET, opierajgcym sie na precyzyjnych
analizach bezpromienistego transferu energii wzbudzenia elektronowego pomiedzy
fluoroforami integralnie zwigzanymi z badanymi biatkami w oparciu o analizy czasow
zaniku fluorescencji. Uzyskane wyniki zinterpretowane zostaly oraz poddane
obszernej i wieloaspektowej dyskusji w ramach kolejnego rozdziatu zatytutowanego
,Dyskusja’. Koncowy fragment tego rozdziatu, zatytutowany ,Wnioski korncowe”
zawiera zestawienie konkluzji z przeprowadzonych analiz, ktére zdaniem Doktorantki
stanowig szczegdlnie o wartosci pracy doktorskiej. Generalnie, w petni zgadzam sig
z tym zestawieniem. Szczegolnie interesujace oraz wazne z perspektywy poznawczej
sg W mojej opinii rezultaty wskazujgce na kluczowe znaczenie lipidacji podjednostki
Gai3 w jej lokalizacji btonowej a posrednio w formowaniu funkcjonalnego kompleksu
trimerycznego biatka G. Kolejnym uzyskanym wynikiem podobnie wysokiej rangi jest,
w moim odczuciu, ukazanie roli polizasadowego N-korica biatka Ga oddziatujacego
efektywnie na drodze sit elektrostatycznych z ujemnie natadowanymi fosfolipidami.
Oddziatywania te wptywajac w znacznym stopniu na lokalizacje membranowg biatka
modulowa¢ mogg szybkos¢ catego taricucha przekazywania sygnatow w komérce,

ktérego element stanowi aktywnos$¢ biatka G.

Poza bardzo wysoka warto$cig merytoryczna pracy doktorskiej pani mgr Beaty
Rysiewicz chciatbym rowniez zwréci¢ uwage na jej wysoki poziom edytorski, zarébwno
w aspekcie precyzji tekstu jak i jakosci grafik. Mégtbym zaproponowac Autorce

nieliczne korekty. Ponizej zamieszczam ich krétka liste:



. Cele szczegotowe wyliczane sg na str. 18 poczawszy od pozycji 2. zamiast

1

W moim odczuciu, wzér zamieszczony na str. 38 nie jest poprawny.
Sktadniki po prawej stronie znaku rownosci zawierajg w liczniku dodawanie
wielko$ci roznigeych sie jednostkami (wielkosci bezwymiarowe + sekundy).
W wielu miejscach pracy odwotania do rysunkéw w tekscie zamieszczane
sg w mianowniku, np. str. 50: ,Na Rysunek 11 przedstawiono...”. Proponuje
uzywanie rowniez innych przypadkow.

Str. 71., 6. wiersz od gobry, proponuje ,wykorzystania® w miejsce
2wykorzystaniu”.

Str. 83., Rysunek 35., grafika jest czarno-biata za§ w podpisie istnieje
dodatkowo odwotanie do koloru niebieskiego.

Str. 88., 2. wiersz od géry, proponuje ,coulumbowskie® w miejsce
Jkolumbowskie”, chociaz spotykane sa powszechnie rdzne wersje

przymiotnika od nazwiska odkrywcy prawa Coulomba.

Praca doktorska pani mgr Beaty Rysiewicz, jako opracowanie bardzo obszerne,

wieloaspektowe i interesujgce, rodzi rowniez pytania natury poznawczej. Niektore

z nich formutuje ponizej:

1.

Wiele waznych i interesujgcych informacji dotyczacych lokalizacji biatek
w komorkach oraz oddziatywan pomiedzy biatkami uzyskanych by¢ mogto
dzieki wigczeniu czgsteczek fluoroforow do struktury polipeptydow.
Zastanawiam sie czy te stosunkowo niewielkie modyfikacje, uwzgledniajac
olbrzymie masy molekularne biatek, nie mogg mie¢ jednak wptywu na ich
wiasciwosci, ktore mogtyby z kolei wptywa¢ na obserwowane efekty? Na
przyktad oddziatywania miedzy podjednostkami kompleksow. Ciekaw

jestem zdania Doktorantki na ten temat.




2. Bardzo wartosciowym jest w mojej ocenie podejscie FLIM-FRET

umozliwiajgce badanie oddziatywania podjednostek biatka w naturalnych
uktadach btonowych. Analizy czaséw zycia fluorescencji poszczegoinych
barwnikow wskazujg na zaniki typu dwueksponencjalnego. Zastanawiam sie
jakie moga by¢ przyczyny pojawiania sie dwéch sktadowych kinetycznych
pojedynczych chromoforow? Ciekawym jest réwniez, w mojej opinii,
iz transfer energii wzbudzenia elektronowego skraca jedynie krétszg
sktadowg czasu zycia fluorescencji donora. Czy moze to oznaczac

wystepowanie dwoch frakcji biatka Gai3 sprzezonych z barwnikiem citrine?

. Zastanawiam sie, czy fakt, iz do lipidacji podjednostek biatka Gai3 natura
wykorzystuje jednoczesnie dwoch kwasow ttuszczowych o réznej dtugosci
(C14 oraz C16), charakteryzujgcych sie réznymi wiasciwosciami
dynamicznymi w temperaturach fizjologicznych, mozna interpretowac jako
swoistego rodzaju dostosowanie umozliwiajgce lokalizacje biatka na granicy
faz biony lipidowej charakteryzujgcych sie rézng ptynnoscig, na przyktad na

obrzezach tratw membranowych?

. Wiele wynikow badan prezentowanych w ramach rozprawy doktorskiej
wskazuje na istote proceséow molekularnych prowadzacych do formowania
agregatow biatkowych. O ile zarbwno spektroskopia typu CD jak i FTIR
wydajg sie poréownywalnie dobre do analizy struktury drugorzedowej biatek,
wydaje mi sie, iz ta druga technika badawcza moze okaza¢ si¢ bardziej
dostosowana do badania formowania struktur supramolekularnych biatek.

Ciekaw jestem opinii Doktorantki na ten temat.



Konkluzja

Formutujac konkluzje chciatbym stwierdzi¢, iz pani mgr Beata Rysiewicz
przedstawita bardzo wartosciowa rozprawe doktorska, opierajgca sie na wynikach
zaprojektowanych w sposob przemyslany i precyzyjny oraz przeprowadzonych z duza
starannoécig prac badawczych. Uzyskane wyniki poddane zostaty analizie oraz
wieloaspektowe] dyskusji w oparciu o najbardziej aktualne pozycje pismiennictwa, co
pozwala wnioskowac o erudycji Doktorantki i jej doskonatym warsztacie naukowym.
Doktorantka jest wspoétautorkg trzech artykutdw naukowych $cisle powigzanych
z tematyka rozprawy.

Moim zdaniem, przedstawiona przez panig mgr Beate Rysiewicz rozprawa
doktorska zawiera rozwigzania niezwykle aktualnych, interesujgcych oraz waznych
problemow naukowych, wnosi do nauki Swiatowej znaczacy postep, spetiajgc tym
samym wymagania stawiane w postepowaniach doktorskich, czynigc zado$é
warunkom okreslonym w art. 187. Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r., poz. 478 z pozniejszymi zmianami). W zwigzku
Z powyzszym, uprzejmie wnosze o dopuszczenie pani mgr Beaty Rysiewicz do
dalszych etapow postepowania doktorskiego, w szczegdlnosci do publicznej obrony.

W mojej opinii, bardzo wysoki poziom wyzwan poznawczych przedmiotowe;
pracy doktorskiej, jakoS¢ merytoryczna przeprowadzonych badan oraz ranga
uzyskanych wynikow pozwalajg dodatkowo sgdzi¢ o tej pracy jako wyrdzniajgcej.

W zwigzku z powyzszym, sktadam roéwniez wniosek o rozwazenie mozliwosci
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wyrdznienia przedtozonej mi do oceny rozprawy.




