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Recenzja pracy doktorskiej Julii Kazmierczak-Baranskiej

»Charakterystyka funkcjonalna bialek z rodziny striatyn”

Ulegajac naturalnej pokusie klasyfikowania, biologowie zajmujacy si¢ funkcjami komoérek zwykli
niekiedy warto§ciowa¢ znaczenie funkcjonalne poszczegdlnych struktur, proceséw i szlakow
metabolicznych. Nie twierdze, ze to sklonno$¢ uzasadniona Iub usprawiedliwiona naukowo.
Gdyby$my jednak, mimo wszystko, probowali zracjonalizowaé¢ owa sktonnos¢ w odniesieniu do
systemu mikrotubul, bedacych w istocie rzeczy gtownym obszarem zainteresowan badawczych mgr
Julii Kazmierczak-Baranskiej, wowczas jako miar¢ biologicznego znaczenia tych struktur trzeba by z
pewnoscia przyja¢ wielos¢ warunkowanych przez nie zjawisk, ich kluczowa role w organizacji
zdarzen zachodzacych w cyklu komérkowym, udzial w mechanice ruchu i segregacji chromosomow,
lub chocby tylko liczbg towarzyszacych im i1 wspotdziatajacych z nimi biatek. Wszystko to jest
zarazem miarg skomplikowania problemoéw zwigzanych z funkcjonalng charakterystyka mikrotubul, a
tym samym 1 miarg trudno$ci prowadzonych nad nimi badan. Chociaz sg one wspomagane coraz
doskonalszymi technikami eksperymentalnymi, nasza wiedza o mechanizmach sterujacych dynamika
mikrotubul wcigz jeszcze wydaje si¢ by¢ lista probleméw nierozwigzanych. Wyjasnianiu czeéci z nich
poswiecona jest rozprawa doktorska mgr Julii Kazmierczak-Baranskiej. Inspiracjg i punktem wyjscia
Jej badan byly wyniki wczes$niejszych prac, zapoczatkowanych podczas podoktorskiego stazu dr
Marcina Cie$laka w University of Pennsylvania, a nastgpnie kontynuowanych w Zaktadzie Chemii
Bioorganicznej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN, pod kierunkiem prof. dr
hab. Barbary Nawrot.



Glownym przedmiotem badan Doktorantki jest tytulowa striatyna, nalezaca do niewielkiej
rodziny biatek; zalicza si¢ do nich takze biatko SG2NA i zineding. Striatyna wystepuje w komorkach
wielu tkanek, jednak szczegblnie wysoki poziom jej ekspresji jest typowy dla komoérek osrodkowego i
obwodowego ukladu nerwowego. Biatko to wyizolowane zostalo po raz pierwszy ze struktur
prazkowia moézgu szczura, a lokalizuje si¢ je przede wszystkim w kolcach dendrytycznych,
odbierajacych sygnaty synaptyczne z sasiednich neurondéw. Striatyny charakteryzujg si¢ mozliwoscig
heterooligomeryzacji oraz znaczng, ponad 80% homologia pod wzgledem sekwencji aminokwasow,
glownie w domenach odpowiedzialnych za interakcje z innymi biatkami. Pelnigc role platform, biorg
prawdopodobnie udzial w formowaniu ztozonych kompleksow biatkowych o zréznicowanych
funkcjach biologicznych. Obiektem swych prac do$wiadczalnych mgr Julia Kazmierczak-Baranska
uczynita transformowane i unie$miertelnione komorki linii HEK293T, ktére — cho¢ wyprowadzone z
ludzkich komorek embrionalnych nadnercza — wykazuja liczne cechy neuronalne i zblizony profil
ekspresji neurospecyficznych genow.

Jasno zdefiniowane zadania badawcze sformutowane w rozprawie doktorskiej mgr Julii
Kazmierczak-Baranskiej wigzg si¢ z obserwacjami sugerujagcymi wspolng lokalizacje striatyny i
mikrotubul. Zbieznos$¢ ta implikowa¢ moze ich zdolno$¢ do bezposredniego taczenia si¢ lub tworzenia
asocjacji za posrednictwem biatek MAP i tau, ktore towarzysza mikrotubulom i sg czynnikami ich
stabilizacji. To, co wydaje si¢ jednak szczegolnie istotnym i motywujacym aspektem poznawczym, to
mozliwos¢ regulacyjnego wptywu striatyn na funkcjonowanie uktadu mikrotubularnego i zalezne od
niego procesy komorkowe. Racjonalnym uzasadnieniem tak sformutowanej hipotezy jest udziat
striatyny w tworzeniu wielopodjednostkowego holoenzymu fosfatazy serynowo-treoninowej 2A
(PP2A), pethiacej kluczowa role w fosforegulacji biatek zaangazowanych w mechanizmach kontroli
przebiegu cyklu komodrkowego, replikacji DNA, transkrypcji, nowotworzeniu, morfogenezie,
sygnalizacji komoérkowej, apoptozie, rearanzacji struktur cytoszkieletu oraz wielu innych procesach.
Biatka z rodziny striatyn sg takze elementami stosunkowo niedawno zidentyfikowanych komplekséw
STRIPAK, w ktorych kolokalizacja fosfatazy PP2A i kinazy z rodziny GCKIII oraz zmienny sktad
innych komponentow tworzy¢é moze multifunkcyjny mechanizm biochemicznego przetacznika,
zdolnego zaréwno do autoregulacji, jak i aktywacji procesow komoérkowych uwarunkowanych
przemiennos$cia fosforylacji i defosforylacji substratow biatkowych.

Dla biologa, ktory podejmuje probg wyjasnienia cho¢by czesci sposrod wielu nierozwigzanych
jeszcze problemow zwigzanych z funkcjami aparatu mikrotubularnego, szczegdlnie istotne staje si¢
precyzyjne sformutowanie celéw poznawczych, wyznaczenie poszczegdlnych etapow badan i dobor
wlasciwych $rodkow do ich realizacji. Rozprawa doktorska mgr Julii Kazmierczak-Baranskiej dobrze
spelnia kazde z tych wymagan. Opisujac gtéwny cel swych poszukiwan, a wigc probe okreslenia
charakteru zwigzku pomigdzy strityng a mikrotubulami oraz potencjalnej roli tego zwigzku w regulacji

aktywnosci proliferacyjnej komorek HEK293T, Autorka przedstawia szczegdlowy plan zadan
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eksperymentalnych, anonsujac przy tym dostosowang do nich metodyk¢ badan. Informacje te
poprzedzaja dobrze skonstruowany ,,Wstep literaturowy”, ktorego pierwszy podrozdzial w zwigzly
sposob opisuje budowe i polarno$é mikrotubul, wyjasnia mechanizmy ich dynamicznej niestabilno$ci
zwigzane z polimeryzacjg i depolimeryzacja heterodimeréw a- i B-tubuliny oraz czynniki decydujace o
funkcjonalnym zroéznicowaniu mikrotubul, wsrod ktoérych Autorka wymienia obecnos¢ izoform
czagsteczek tubuliny, jej modyfikacje potranslacyjne i oddzialywania z biatkami MAP towarzyszacymi
mikrotubulom. Bardziej szczegdétowy wglad w aktualny stan wiedzy o budowie, lokalizacji i
biologicznych funkcjach biatka tau oraz izoform bialek MAP1 i MAP2 przedstawia Doktorantka w
kolejnym podrozdziale swojej rozprawy. W jej trzeciej czesci, na tle ogdlnych informacji o procesach
fosforegulacji, mgr Julia Kazmierczak-Baranska opisuje biatkowa fosfataze 2A, w ktorej funkcje
podjednostki regulatorowej holoenzymu petni¢ moga striatyny. Tej rodzinie biatek, znajdujacych si¢
w gléwnym nurcie zainteresowan badawczych Autorki, poswiecony jest kolejny podrozdziat
teoretycznego wstepu do Jej rozprawy. Stanowi on dobrze skonstruowany i usystematyzowany
przeglad aktualnego stanu wiedzy o stritynie, jej strukturze umozliwiajacej interakcje z wieloma
partnerami biatkowymi, o funkcjach przypisywanych poszczegdélnym domenom biatka oraz ich
potencjalnym znaczeniu w regulacji wielu proceséw komorkowych. Ta — moim zdaniem najciekawsza
czes¢ Wstepu — nie tylko wyjasnia homologie i réznice wielodomenowej organizacji czasteczek
striatyny, biatka SG2NA i zinedyny, ale przynosi takze opis wielu innych biatek, ktore wchodzac wraz
z fosfataza PP2A w sklad wielofunkcyjnego kompleksu STRIPAK o istotnym znaczeniu dla
prawidtowego rozwoju i funkcjonowania uktadu nerwowego. Jestem przekonany, ze po dokonaniu
odpowiednich uzupehien oraz starannej korekcie, informacje zawarte w tej czesci Wstepu, moglyby
stanowi¢ podstawe wartosciowego artykulu przegladowego. W koncowym podrozdziale opisu
teoretycznego, Autorka koncentruje si¢ na modelu swych badan. Charakteryzujac komorki linii
HEK293T, wprowadza czytelnika w kontekst wlasnego uktadu doswiadczalnego.

O rzeczywistej, merytorycznej warto$ci rozprawy doktorskiej i mojej wysoce pozytywnej
ocenie pracy mgr Julii Kazmierczak-Baranskiej decydujg przede wszystkim rezultaty Jej badan
wlasnych. Opis prawidlowo udokumentowanych wynikoéw, opatrzonych odpowiednimi testami
kontrolnymi, Autorka przedstawia tgcznie z dyskusjg nad efektami kolejnych etapow swojej pracy w
formie zwieztych komentarzy, dobrze osadzonych w kontekscie poszczegdlnych zadan badawczych.
W poszukiwaniu odpowiedzi na pytania, jakie wyznaczone zostaly poprzez precyzyjnie formutowane
cele poznawcze, Doktorantka zaangazowala bogaty zestaw metod wspotczesnej biologii molekularnej,
m.in. technik¢ immuno- i koimmunoprecypitacji, Western-blot, RT-PCR, frakcjonowanie i
ultrawirowanie, cytometri¢ przeptywowa, testy na aktywno$¢ kaspaz okreslajace stopien indukcji
apoptozy oraz test MTT do oceny liczby komorek linii HEK293T, a takze technik¢ wyciszania

aktywnosci genow poprzez transfekcje zaprojektowanymi dupleksami siRNA, immunohistochemig,



mikroskopie konfokalng. Szczegdtowy opis uzytych w swojej pracy materiatow i technik badawczych
zamie$cita Autorka w koncowej czegsci swojej rozprawy doktorskiej.

Opis wynikow wiasnych badan, Doktorantka rozpoczyna od analiz wskazujacych na wysoka
zawarto$¢ striatyny w lizatach komoérek HEK293T, zblizong poziomem do komorek ludzkiej
neuroblastomy SH-SYS5Y. Rownolegle przeprowadzone doswiadczenia potwierdzity takze obecnosé
wysokoczasteczkowych izoform nieufosforylowanych i ufosforylowanych biatek MAP2 oraz biatka
tau. Ta podstawowa weryfikacja staje si¢ dla mgr Julii Kazmierczak-Baranskiej punktem wyjscia do
Jej dalszych badan nad oddziatywaniem striatyny z katalityczng podjednostka biatkowej fosfatazy 2A,
tubuling i biatkami towarzyszacymi mikrotubulom. Krzyzowo zaprojektowane analizy z uzyciem
techniki Western-blot przynosza wynik potwierdzajacy specyficzne oddziatywanie striatyna-fosfataza
PP2A, jednak nie pozwalajg na potwierdzenie bezposrednich interakcji migdzy straityna a tubulinag,
mimo wyraznie dostrzegalnej w mikroskopie fluorescencyjnym kolokalizacji obu biatek w regionach
o wysokim stopniu zageszczenia mikrotubul. Komentujac ten wynik w $wietle badan innych autorow,
Doktorantka sugeruje posredni wptyw striatyny, poprzez innych partnerow biatkowych, podkreslajac
w tym Kontekscie role podjednostki regulatorowej B fosfatazy PP2A oraz znaczenie holoenzymu
PP2A w kontroli poziomu ufosforylowania biatek MAP?2 i stabilizacji mikrotubul. Poglad ten znajduje
poparcie w wynikach dalszych badan mgr Julii Kazmierczak-Baranskiej, ujawniajacych formowanie
si¢ kompleksoéw striatyny z wysokoczasteczkowa izoforma biatka MAP2. Zastosowanie techniki
Western-blot po koimmunoprecypitacji kompleksow biatkowych nie wykazuje jednak bezposrednie;j
asocjacji striatyny z biatkiem tau. Zgodnie z interpretacjg Doktorantki, zr6znicowanie zdolno$ci
striatyny do bezposredniego wigzania si¢ z czasteczkami MAP2 i tau wynika prawdopodobnie z
odmiennej lokalizacji i wewnatrzkomorkowych funkcji obu biatek.

Wisrod wielu istotnych osiggnigc rozprawy doktorskiej mgr Julii Kazmierczak-Baranskiej, do
najwazniejszych zaliczy¢ trzeba rezultaty Jej badan nad obnizeniem ekspresji gendéw striatyny,
SG2NA i zinedyny po transfekcji komorek linii HEK293T przy uzyciu siRNA o sekwencjach
komplementarnych do kodujacych regionéow dojrzatych czasteczek mRNA dla poszczegdlnych biatek.
Efektywno$¢ dziatania siRNA oceniana byta technika Western-blot w przypadku striatyny, natomiast
metodg RT-PCR w badaniach nad hamujgcym wplywem siRNA na ekspresje biatek SG2NA i
zinedyny. Obnizenie poziomu biosyntezy samej tylko striatyny w komoérkach HEK293T, poprzez
zastosowanie najskuteczniejszego ze skonstruowanych siRNA, prowadzi do dwukrotnego wzrostu
poziomu ufosforylowania MAP2, co — zgodnie z sugestia Autorki — wydaje si¢ potwierdza¢ udziat
striatyny w wewnatrzkomorkowej dystrybucji innych, wspoétdziatajacych z nig biatek, a wsrod nich
fosfatazy 2A. Naturalng konsekwencja uzyskanych wynikow staje si¢ wigc proba dokonania oceny
wplywu, jaki obnizona ekspresja genu striatyny wywiera¢ bedzie na aparat mikrotubularny komorek
HEK293T oraz na procesy uzaleznione od jego funkcjonalnej sprawnosci: tempo podziatow

mitotycznych, rozktad populacji w poszczegoélnych fazach cyklu komoérkowego oraz stopien indukcji
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apoptozy. Chociaz wyciszenie ekspresji genéw striatyny i skorelowana z tym hiperfosforylacja biatek
MAP2 powoduje jedynie niewielki procentowy wzrost liczby komorek zaklasyfikowanych do
subpopulacji GO/G1 i nieznaczne zmniejszenie wzglgdnej liczebnosci komoérek w fazie S, kazdy z
uzytych do transfekcji rodzajow siRNA powodowat wykrywalna testem MTT redukcje tempa wzrostu
populacji komoérek HEK293T. Kontrintuicyjnym efektem w tym konteksScie, moze wydawac si¢
ujawnione przez Doktorantke obnizenie aktywnosci proapoptotycznych kaspaz 3 i 7, co — Jej zdaniem
— wskazywa¢ moze na hipotetyczny udziat tych biatek w sterowaniu mechanizmami kontrolnymi
cyklu komoérkowego.

Celem kolejnych doswiadczen mgr Julii Kazmierczak-Baranskiej bylo sprawdzenie czy — a
jesli tak, to w jakim stopniu — do wzmocnienia wczesniej obserwowanych efektow przyczyni si¢
wyciszenie ekspresji nie tylko samej striatyny, ale takze — jednocze$nie — dwoch innych bialek jej
rodziny, SG2NA i zinedyny. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze zastosowanie mieszaniny siRNA
najskuteczniej obnizajacych poziom kazdej z trzech striatyn prowadzi do stosunkowo nieznacznego
tylko przyrostu wzglednej liczby komoérek w fazie GO/G1 (kosztem ich udzialu w fazie S) i w
niewielkim tylko stopniu nasila efekt spowolnienia tempa podziatéw komérek HEK293T. Wyciszenie
ekspresji wszystkich striatyn nie wptywa takze znaczaco na aktywno$¢ kaspaz 3 i 4.

Istotng wartosciag recenzowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej jest jej merytoryczna
spojnos¢, wyrazajaca sie jasnoscig sformutowanych celow i konsekwencja w realizacji planowanych
zadan badawczych. Niewatpliwym osiggnieciem mgr Julii Kazmierczak-Baranskiej sa nie tylko nabyte
przez Nig i w pelni udokumentowane mozliwosci, jakie stwarzajg nowoczesne techniki biologii
molekularnej, ale takze ich umiejetne uzycie w zmaganiach z rownie ciekawym, co trudnym
problemem dotyczacym biologicznej roli striatyn. Chociaz nie wszystkie wyniki odpowiadajg na
postawione przez Autorke pytania, w najmniejszym stopniu jednak nie nalezy tej uwadze nadawac
rangi zarzutu. Nasze doswiadczenia nie zawsze wykazuja zgodne z oczekiwaniami zaleznoS$ci
przyczynowo-skutkowe. To — moim zdaniem — oczywisty efekt tego, ze kazda zmiana w ilosci lub
biologicznej aktywnosci produktu biatkowego niemal zawsze ujawnia si¢ w kontekScie zbiorowym i
przynosi nie jeden lecz wiele skutkow naraz. Dzieje sie tak szczegdlnie czesto wowcezas, gdy nasze
eksperymentalne dziatania dotycza tych czynnikéw i mechanizméw, ktore umiejscowione sag wysoko,
nadrzednie w stosunku do koncowych efektow fenotypowych. By¢ moze jest tak w przypadku striatyn
poprzez wptyw, jaki bialka te wywierajg na biologiczne funkcje fosfatazy 2A.

Dos¢ rzadko spotykane w rozprawach doktorskich polgczenie wynikéw badan wlasnych z
elementami dyskusji, uktad rozdziatow pracy, jej styl oraz jakos¢ dokumentacji oceniam pozytywnie.
Pewne watpliwosci budzi we mnie sposob w jaki mgr Julia Kazmierczak-Baranska opisuje i komen-
tuje ilosciowe wyniki analiz systemu mikrotubularnego. Doktorantka w jednoznaczny sposob
utozsamia wzgledna zawarto$¢ a-tubuliny, wykrywalng metoda Western-blot, z — jak to wielokrotnie

okresla — iloscig mikrotubul. Wobec znacznej labilnos$ci tych struktur zastosowana technika badawcza
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— bez wzgledu na sposéb izolacji cytoszkieletu — pozwala jedynie na dokonanie szacunkowej oceny
liczby podjednostek biatkowych stanowigcych pule substratow, z ktorych zbudowane sg krotsze lub
dhuzsze mikrotubule, nie pozwala jednak na okreslenie ich liczebnosci, ktora tylko moze — ale nie musi
— korespondowac¢ z ich stabilnoscig. Kontrargumentem dla mojej tezy nie moze by¢ takze wzrost
poziomu o-tubuliny wywotany taksolem oraz spadek jej poziomu pod wpltywem nokodazolu, chociaz
skadinagd wiadomo, ze pierwszy z tych zwigzkow stabilizuje mikrotubule, a drugi prowadzi do ich
skracania. W kontekscie relacji migdzy pulg wolnej tubuliny a liczebno$cig mikrotubul pojawia si¢
wigc problem kontroli autogeniczne;j. Liczg tu na krétki komentarz Doktorantki podczas obrony tez Jej
rozprawy.

O ile moja wczesniejsza uwaga ma charakter polemiczny, bez wickszego wahania postawié¢
musze zarzut zbyt swobodnej interpretacji wymogu, jakim jest konieczno$¢ dokonania szczegdtowe;,
koncowej korekty pracy. Mysle tu przede wszystkim o sposobie cytowania literatury. Bez sukcesu
zakonczyly sie moje poszukiwania — W koncowym spisie bibliografii — okoto 17 Zrodtowych
publikacji anonsowanych w tekscie rozprawy. To szacunkowa liczba, bowiem trudno ustali¢ ja
doktadnie ze wzgledu na dos$¢ czeste btedy w datach publikacji. Dodatkowg trudno$é sprawia
stosowana przez Doktorantke prezentacja nazwiska tylko pierwszego autora. Prawdziwg zagadka byto
dla mnie takze wyjasnienie, ktora z dwoch prac zamieszczonych w spisie literatury cytuje
Doktorantka, jesli obie mialy szczeScie ukaza¢ si¢ w jednym roku, lecz na nieszczescie (dla
recenzenta), ich pierwszym autorem byla ta sama osoba. Rozwigzanie zagadki jest proste - trzeba
przeczytaé obie prace. Nie przyznam sig¢, jak dalece siggata moja dociekliwos¢.

Wszystkie te uwagi nie majg zadnego wplywu na koncowa, bardzo pozytywng ocene
rozprawy doktorskiej, dla ktdrej miarg rzeczywistej wartosci moga by¢ jedynie efekty pracy wlozonej
przez mgr Julie Kazmierczak-Baranska w osiagnigcie podjetych celoéw badawczych (co z pewnoscia
nie byto zadaniem tatwym), wnikliwo$¢ i1 rzeczowy opis przeprowadzonych analiz. Miatem przyjem-
no$¢ recenzowac dobrze wykonang prace o istotnym znaczeniu poznawczym; jej wyniki przyniosty
nie tylko cenne odpowiedzi na wiele waznych pytan, ale ukazaty takze szereg nowych probleméw. Z
uznaniem stwierdzam wiec, ze rozprawa doktorska mgr Julii Kazmierczak-Baranskiej 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. nr 65, poz. 593 z pdzniejszymi zmianami) i sktadam
Wysokiej Radzie Naukowej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi

wniosek o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie jej Autorki do publicznej obrony.
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