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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Emilii Reszczynskiej
»Badanie oddzialywania bialek wiazacych barwniki karotenoidowe z blonami lipidowymi

w ukladach modelowych”

Naukowe znaczenie tematyki badawczej i cel rozprawy

Badania podstawowe czgsto majg odniesienie do praktyki, czy to w medycynie czy w biotechnologii. | tak jest
tym razem. Poznanie oddzialywan molekularnych mig¢dzy biatkami, karotenoidami i blonami lipidowymi moze
wyjasni¢ droge transportu karotenoidow z fazy wodnej do fazy lipidowej. Okreslenie tych zaleznosci jest kluczowe
dla okreslenia mechanizmoéw transportu karotenoidéw do bton komorkowych, w szczegdlnosci do komorek
siatkowki oka, gdzie ich zawartos¢ jest bardzo wysoka. Rozszerzenie wiedzy podstawowej o biofizycznych
procesach transportu karotenoidow moze z czasem okazac si¢ przydatne w leczeniu schorzen siatkowki oka takich

jak starcze zwyrodnienie plamki z6he;j.

Uwagi ogélne

Przedstawiona do oceny praca zostala wykonana w Zakladzie Biofizyki Instytutu Fizyki WMFil i w
Zakladzie Biofizyki Instytutu Biologii i Biochemii WBiB UMCS pod kierunkiem prof. dr hab. Wieslawa I.
Gruszeckiego. Zaklad Biofizyki Instytutu Fizyki prowadzi dlugoletnie badania nad wlasnosciami ukladow wiazacych
karotenoidy, a zgromadzony dorobek naukowy i doswiadczenie badawcze w tej dziedzinie jest ogromne. Praca byla
realizowana w ramach projektu TEAM pt.: ,Molecular Spectroscopy for BioMedical Studies” finansowanego przez
FNP.

Praca doktorska ma formg klasyczna, z podzialem na typowe dla prac eksperymentalnych rozdziaty. Rozprawe
rozpoczyna streszezenie oraz nieco niepetny wykaz skrétow. Wstep liczy 30 stron maszynopisu w tym 19 rysunkow.
Zagadnienia metodyczne udalo si¢ opisa¢ Autorce na 10 stronach positkujac si¢ 5 rysunkami. Wyniki badan zostaty
przedstawione w liczacym 30 stron rozdziale ,,Wyniki i badan i dyskusja™ zawierajacym 24 rysunki i 4 tabele. Cel
badan i wnioski badan zajmuja po jednej stronie maszynopisu. Doktorantka zacytowala 91 pozycji literatury,
prezentujgcych szeroki zakres tematow dotyczacych struktury, biodostepnosci, wystepowania i znaczenia

karotenoidéw a takze budowy badanych bialek, siatkowki oka oraz zagadnien metodycznych.
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Wszystkie wyniki prezentowane w rozprawie doktorskiej weszly w sktad publikacji w Archives of
Biochemistry and Biophysics 584 (2015)125-133, gdzie Doktorantka jest pierwszym z pigciu autorow a promotor
autorem korespondencyjnym.

Strona edytorska pracy, m.in. graficzne przedstawienie wynikow jest staranne. Rysunki wmontowane sa w
tekst, co tadnie wyglada, powoduje jednak, ze niektore zestawienia rysunkow sa zbyt male co utrudnia ich analize.
Dane ilosciowe sa dokladnie opracowane statystycznie, natomiast przy wynikach reprezentatywnych nie zawsze
wiadomo ile wykonano powtorzen danego eksperymentu. Opisy wynikow nie zawsze, zdaniem recenzenta, sa jasno

uporzadkowane, co utrudnia ich interpretacjg.

Uwagi szczegolowe

Prace rozpoczyna duzy, i zréznicowany tematycznie Wstgp. Autorka przedstawia na poczatku budowe
molekularna transferazy glutationowej (GST) oraz albuminy z surowicy wolowej (BSA), bialek bedacych
przedmiotem badan. Omawia strukture drugo-, trzecio- i czwartorzedowa oraz dos¢ ogodlnie ich wilasnosci
biologiczne. W tej czesci wstgpu wyraznie zabraklo mi doktadniejszego omowienia reakcji katalizowanej przez GST.
W zwiazku z celem pracy przydatby sie wydzielony podrozdzial analizujacy struktur¢ GST i BSA pod katem
mozliwosci przylaczenia karotenoidow, szczegolnie ze znane sa modele molekularne badanych biatek i motyw
wiazacy w biatku OCP (orange carotenoid protein). Autorka nieco poruszyta kwestie oddziatywan GST ze zwigzkami
drobnoczasteczkowymi, ale odniosla to tylko do wigzania glutationu, a wiadomo, Ze ten enzym moze wiaza¢ szereg
zwiazkow nie bedacych jego substratami. Szkoda takze, ze Autorka nie omowita whasnosci BSA czy HSA (albuminy
ludzkiej) w wigzaniu czasteczek hydrofobowych, co mozna by odnosi¢ do wiazania karotenoidow. Bylby to ciekawy
element pracy, chociaz teoretyczny, ale dajacy wyobrazenie o interakcjach karotenoidow z biatkami na poziomie
molekularnym.

W dalszej czegsci wstepu Autorka charakteryzuje karotenoidy, glownie pod wzgledem ich wiasnosci
spektralnych, wystgpowania oraz w szczego6lnosci roli luteiny i zeaksantyny w siatkéwce oka. Ciekawym
fragmentem wstepu jest rozdzial omawiajacy droge karotenoidéw z przewodu pokarmowego do krwi, przestrzeni
migdzykomorkowej i docelowo do wnetrza komarek. Doktadniej przedstawiono oddziatywania karotenoidow z
lipidami, tworzenie miceli w przewodzie pokarmowym i prawdopodobny mechanizm transportu przez blone
cytoplazmatycznag.

Dwa kolejne rozdzial majace omowi¢ kompleksy barwnikowo-biatkowe w zasadzie odnosza sie do biatka
GSTP1 (izoformy m GST) i albuminy. Brakuje mi w tym miejscu omowienia takze innych biatek wigzacych i
przenoszacych Kkarotenoidy, bylby to dowdd na powszechnos¢ tego zjawiska. Kontynuacja rozdzialow o
kompleksach biatkowo-karotenoidowych jest opis budowy siatkowki oka w kontekscie wystepowania w komorkach
swiatloczutych zeakasantyny i luteiny oraz opisanie roli karotenoidow w starczej degeneracji plamki zéttej. Wybor
biatka GSTP1, obecnego w siatkowce oka, jako przedmiotu badan wydaje si¢ oczywisty. | prawdopodobnie dlatego
Autorka dokfadniej je charakteryzuje. Czy BSA, homolog albuminy ludzkiej (HSA), wybrano jako drugie biatko

przenoszace karotenoidy czy tez, biorge pod uwage odmienno$é¢ budowy jako uktad poréwnawezy?
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W nastepnych rozdzialach oméwiono budowe dwuwarstwy lipidowej, organizacje karotenoidow w
érodowisku lipidowym i polarnym oraz zasade tworzenia sztucznych bton lipidowych. Zabrakio mi w tej czgsci
wspomnienia o teoriach wiaczaniu bialek do dwuwarstwy lipidowej, co jest w duzej mierze przedmiotem badan
Autorki.

Cel badan zostal przez Doktorantke okreslony jasno, cho¢ zdawkowo. Za to rozdzialy poswigcone Metodyce
sa szczegOtowe. Autorka omawia otrzymywanie barwnikow, zeaksantyny oraz luteiny, procedury ich oczyszczania
oraz charakterystyke zakupionych p-karotenu, GSTPI i BSA. Dokladnie oméwiono metody spektroskopowe
UV/Vis, FTIR, dichroizm kotowy i spektroskopie Ramana oraz metodyk¢ otrzymywania i charakterystyki blon
jednowarstwowych, dwuwarstwowych i liposoméw a takze schemat otrzymywania kompleksow biatkowo-
karotenoidowych i procedure wbudowywania bialek i kompleksow do bton. Wedtug mnie podrozdziat o analizie
widm FTIR (str. 67) umieszczony w czesci ,, Wyniki badan i dyskusja™, lepiej pasowalby do czgsci metodycznej.
Metodyka opisana jest w taki sposob, ze umozliwia doktadne powtdrzenie eksperymentow.

Autorka przedstawila uzyskane w czasie wykonywania pracy wyniki wspdlnie z ich dyskusja w rozdziale
Wyniki badan i dyskusja. Spowodowalo to powstanie szeregu krotkich rozdziatéw podzielonych gléwnie wedlug
stosowanych uktadow doswiadczalnych badanych przy zastosowaniu dobranej odpowiednio metodyki. Ukfad ten
jest zbiezny z publikacja w ABB i podobnie jak w publikacji, kazdy zestaw wynikéw zakonczony jest krotkim
podsumowaniem, a ostateczne wnioski sa w wypunktowane w ostatnim rozdziale.

Autorka starala sie rozwiazaé trzy zagadnienia badawcze (i) forme wiazania karotenoidow z biatkami, (ii)
wplyw zwigzania Karotenoidow na strukture bialek, (iii) oddzialywania kompleksow biatko-karotenoid z blong
lipidowa — okreslenie mechanizmu udziatu badanych biatek w przenoszeniu karotenoidow do blony lipidowej.

(i) Autorka stwierdzila istnienie réznic migdzy wiazaniem przez biatka B-karotenu a luteiny i zeaksantyny. W
roztworze [P-karoten wiaze si¢ z bialkami w formie monomerycznej, a luteina i zeaksantyna tworza formy
zagregowane typu H (card-pack) i J( head to tail). Jednak wydaje sig, Ze i luteina i zeaksantyna silniej zwiazane z
powierzchnig biatka tworza H-agregaty i prawdopodobnie rowniez formy monomeryczne. Czy mozna w tym
przypadku mowi¢, podobnie jak dla lipidow acylowych, o otoczee biatka (annufus) z silniej i stabiej zwiazanymi
karotenoidami?

Doktorantka stwierdzila takze roznice w wiazaniu karotenoidow, szczegdlnie zeaksantyny, przez BSA i GST.
Czy da sie wytlumaczy¢ te obserwacje inng trzecio- i czawartorzedowa struktura tych biatek?

(ii) Wyniki uzyskane metoda IR wskazuja na pojawienie si¢ form zagregowanych BSA w obecnosci B-
karotenu, za to zeaksantyna wydaje si¢ indukowa¢ zmiany w strukturze trzeciorzgdowej BSA i GST. Czy mozna te
réznice wigzac z roznica polarnosci tych karotenoidow?

(iii) Autorka okreslita kinetyke wbudowywania bialek i kompleksow biatkowo-karotenoidowych do blon
lipidowych i wykazala, ze do bton wbudowuja sie¢ zaréwno same biatka jak i kompleksy biatkowo-karotenoidowe.
Pomiar widm absorbancji, widm Ramana oraz pomiar oporu wlasciwego blon jednoznacznie wskazuje ze agregaty
karotenoidowe zwigzane z biatkami przechodza w blonie do fazy lipidowej, przyjmujac charakterystyczne w tej fazie
potozenie molekularne. Takze nieznacznie zmienia si¢ konformacja bialek po ich inkorporacji do blony. Czy miataby

tutaj nastepowa¢ zamiana otoczki ,karotenoidowej™ na . lipidowg™?

»
UW:
® [ywa stulecia

Dobry poczatek
llji Miecznikowa 1, pokoj 213D 02-096 Warszawa 3
tel. 48 22 55 43 213, fax; 48 22 55 43 221
e-mail: garstka@biol.uw.edu.pl



Przeprowadzone doswiadczenia moga stuzy¢ na dowod istotnej roli BSA i GST w przenoszeniu karotenoidow
z fazy wodnej do fazy lipidowej. Mechanizm ten moze mie¢ miejsce w komarkach cechujacych si¢ duza zawartoscia
karotenoidow w blonach, tak jak w przypadku zewnetrznego segmentu (ROS) komarek swiattoczultych siatkowki

oka.

Whiosek koncowy:

Oceniajac rozprawg doktorska Pani mgr Emilli Reszezynskiej pragne stwierdzic, ze zarowno poziom uzyskanych
danych eksperymentalnych, sposob ich wykonania jak i ich znaczenie poznawcze zashuguja na wysoka ocene.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi istotny wkiad w poznanie oddzialywan biatka-karotenoidy jak
i mechanizmow zwiazanych z transportem karotenoidow poprzez faze wodna do bton lipidowych. Wyniki
przedstawione w rozprawie zostaly opublikowane w uznanym czasopismie, czyli poddane wnikliwej recenzji przez
specjalistow zajmujacych si¢ podobna co Doktorantka tematyka. Moje uwagi dotycza pewnych elementow
wprowadzenia do tematu i dyskusji wynikow ale nie wplywaja istotnie na oceng pracy. Niektore uwagi sa pytaniami
rozpoczynajacymi dyskusj¢ i pewnie wykraczajacymi poza zakres rozprawy doktorskiej. Doktorantka jest ponadto
wspotautorka trzech innych publikacji, ktorych wyniki nie sa zwiazane z tematem pracy doktorskiej, cho¢ jedna praca
jest metodycznie Scisle zwigzana z doswiadczeniami prezentowanymi w rozprawie.

Praca doktorska Pani mgr Emilii Reszczynskiej spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim.
Doktorantka wykazala si¢ sporymi umieje¢tnosciami praktycznymi, szczegdlnie opracowujgc i realizujgc trudne
doswiadczenia zwigzane z formowaniem bton lipidowych i badaniem inkorporacji bialek i komplekséw biatkowo-
karotenoidowych. Zachowala takze spory krytycyzm w stosunku do otrzymanych wynikow nie formutujac za daleko
idacych hipotez.

Podsumowujac oceng rozprawy doktorskiej zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i

Biotechnologii UMCS o dopuszczenie Pani mgr Emilii Reszezynskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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