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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana mgr. Damiana Kotakowskiego

p.t.: “Charakterystyka i funkcja wybranych domen i motywu FFAT

drozdzowego bialka Vps13 i ludzkiej choreiny”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Joanny Kaminskiej
w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie

Rozprawa doktorska Pana mgr. Kotakowskiego po$wigcona jest badaniom drozdzowego
biatka Vpsl13 i jego ludzkiego odpowiednika, choreiny, bedacej produktem genu VPS13A. W
szczegllnosci, Pan Kotakowski podjat si¢ scharakteryzowania wybranych domen tych biatek, ich
oddziatywan z lipidami (zwlaszcza  fosforanami  fosfatydyloinozytolu), lokalizacji
wewnatrzkomorkowej 1 funkcji w komoérce. Glownym modelem badawczym w rozprawie sg
drozdze Saccharomyces cerevisiae, u ktorych wystepuje jeden gen VPS13, w przeciwienstwie do
organizmu czlowieka z czterema genami VPS13A, B, C, D. Mutacje w ludzkich genach VPS13
wywotujg choroby, w tym np. rzadka chorobe neurologiczng, plgsawico-akantocytoze (ang. chorea-
acanthocytosis) wywotang mutacjami w genie VPS13A. Biatka z rodziny Vps13 sa to duze (ponad
3000 aminokwasow), wielodomenowe czasteczki zachowane w procesie ewolucji. Ich funkcje sg
nadal stosunkowo stabo poznane, cho¢ wydaje si¢, ze ich wielkos$¢ 1 liczne domeny determinuja
zaangazowanie w roézne procesy komorkowe, w tym transport pecherzykowy, autofagie,
organizacje cytoszkieletu czy tworzenie miejsc kontaktu bton (ang. membrane contact site, MCS)
pomiedzy roznymi organellami. Zwlaszcza ta ostatnia funkcja, tj. tworzenie 1 dziatanie miejsc
kontaktu blon, jest obecnie tematem intensywnych badan w dziedzinie biologii komoérki na swiecie.
Duze rozmiary biatek Vps13 utrudniajg ich badania strukturalne, biochemiczne czy funkcjonalne,
stad analiza poszczegdlnych domen, zastosowana przez Pana Kotakowskiego, wydaje si¢
uzasadnionym podej$ciem doswiadczalnym. Zaprezentowane W rozprawie wyniki badan rzucaja
nowe $wiatlo na funkcje domen APT1 i PH-like oraz motywu FFAT biatek Vps13. Stanowia wazny
przyczynek do literatury przedmiotu, poszerzajac nasza wiedze¢ o molekularnych i komérkowych
mechanizmach dziatania bialek z rodziny Vps13.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczaca 106 stron maszynopisu jest napisana w jezyku polskim i ma uktad typowy
dla rozpraw doktorskich. Rozpoczyna si¢ wykazem stosowanych skrotow i streszczeniami w jezyku
polskim i angielskim. Wstep (23 strony) zawiera 2 glowne rozdzialy. Po jednostronicowym
przedstawieniu celu pracy nastgpuje opis materiatdéw i metod (10 stron). Wyniki (40 stron) sa
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podzielone na 3 podrozdziaty. Dyskusja liczy 12 stron, po ktorej nastgpuje krotkie przedstawienie
perspektyw dalszych badan oraz podsumowanie i wnioski. Rozprawa konczy si¢ spisem literatury
zawierajacym 169 pozycji.

Ocena merytoryczna

Wstep rozprawy poswigcony jest dwom grupom zagadnien, przedstawionym w kolejnych
rozdziatach. Pierwszy rozdzial jest bardzo dobrym omowieniem aktualnego stanu wiedzy
dotyczacej genéw VPS13 i kodowanych przez nie biatek, ich budowy, lokalizacji w komorce i
procesdw komorkowych od nich zaleznych. W drugim rozdziale opisano regulacj¢ procesow
komorkowych przez fosforany fosfatydyloinozytolu, w tym metody badania oddziatywan lipidow z
biatkami oraz charakterystyk¢ oddziatywan fosforanéw fosfatydyloinozytolu z biatkami
efektorowymi. We wstepie zamieszczono jedng tabelg i pie¢ schematycznych rycin, dobrze
ilustrujacych omawiane zagadnienia. Pi§miennictwo, na ktérym oparty jest wstep, jest szerokie,
obejmujace zaréwno klasyczne pozycje opisujace identyfikacje genow VPS, jak rowniez najnowsze
publikacje dotyczace biatek z rodziny Vps13, takze z biezacego roku.

Wstep jest bardzo dobrym wprowadzeniem do rozprawy. Dobor tresci jest wlasciwy, ich
przedstawienie jasne, a tekst napisany ciekawie. Wstep $wiadczy o bogatej wiedzy Pana
Kotakowskiego w tematyce prowadzonych badan. Moje drobne uwagi sa natury edytorskiej. W
kilku miejscach w tek$cie sa odniesienia do nieistniejacych podrozdziatéw 1.3 czy 1.4 (np. strony
14, 16, 25, 26, takze w Wynikach strona 67) czy tez zamieszczono niewlasciwe odwotania do
rozdziatu 1.2 (strony 19, 25, 28). Treéci, do ktorych sa odniesienia przedstawiono w innych
podrozdziatach wstepu, wige jest omytka edytorska, nieco utrudniajaca czytanie. Ponadto, bi¢dnie
podano nazwy biatek HDAC6 (jako HADCS6, strona 26) oraz EEALl (jako EEA, strona 28).
Wreszcie, procesy rozrodcze czy rozwoju nie sg procesami wewnatrzkomérkowymi, jak napisano
na stronie 30: (Jony wapnia) ,,Reguluja niemal wszystkie procesy wewnatrzkomorkowe zaczynajac
od procesow rozrodczych, podzialéw komorki, rozwoju, procesach skurczu migsni czy uwalnianiu
neuroprzekaznikéw w komoérkach nerwowych, konczac na apoptozie (Berridge i wsp., 2003)”.

W kolejnym rozdziale, poprawnie uzasadniono i sformutowano Cel pracy, jako
,charakterystyke wybranych domen, biatka Vpsl3 1 choreiny, wigzacych biatka 1 lipidy oraz
okreslenie ich roli w lokalizacji 1 funkcjonowaniu tych biatek”. Cel gtowny osiggnigto poprzez
realizacj¢ szesciu celow szczegdtowych.

Rozdzial Materialy i metody zawiera 11 podrozdziatow, w ktdrych opisano uzyte szczepy
drozdzy 1 konstrukty DNA, a nastgpnie techniki biochemiczne analiz biatek (Western blot,
oczyszczanie bialek, badania oddziatywan biatek z lipidami i GTPazg Arfl), test sekrecji
karboksypeptydazy Y, badania z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej i analizy
bioinformatyczne in silico. Zastosowane metody zostaty poprawnie dobrane do zalozonych celow.
W wigkszos$ci opis metod jest doktadny i wystarczajaco szczegdtowy do powtdrzenia doswiadczen,
cho¢ w przypadku przeciwciat nalezatoby poda¢ nie tylko producenta i rozcieficzenie, ale rowniez
konkretny numer katalogowy (niektorzy producenci oferuja kilka przeciwciat przeciwko jednemu
biatku). Z kolei w opisie metod mikroskopii nie podano jakiego obiektywu ani filtrow uzywano,
zabrakto takze przedstawienia jak analizowano obrazy pod wzgledem ilosciowym (np. czy dane
struktury byty zliczane rgcznie czy automatycznie, jakie byly kryteria ich rozpoznawania, itp.).

Rozdziat Wyniki zawiera 25 rycin prezentujacych rezultaty badan Doktoranta wraz z
opisem przeprowadzonych do§wiadczen, uzasadnieniem ich wykonania 1 wnioskami wyciggnietymi
na podstawie uzyskanych wynikoéw. Pierwsza cze$¢ badan byta poswigcona charakterystyce domen
APT1 drozdzowego biatka Vps13 oraz ludzkiej choreiny. Pan Kotakowski udowodnit, ze domeny
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APT1 sa niezbedne do prawidtowego dziatania tych biatek, cho¢ wzajemnie nie sa funkcjonalnie
wymienialne. W przypadku biatka Vps13, domena APT1 decyduje o jego lokalizacji w miejscach
kontaktu blon siateczki $rdédplazmatycznej zwigzanej z jadrem i wakuoli (NVJ, ang. nucleus-
vacuole junction). W przypadku choreiny, Doktorant odkryl, ze jej domena APT1 wigze dwa
rodzaje fosforanow fosfatydyloinozytolu: PI3P i PISP, przy czym wigzanie do PI3P jest regulowane
przez dwuwartosciowe jony metali, takie jak wapn i magnez. Z kolei patogenna mutacja 12771R w
domenie APTI1, wystepujagca u pacjentow z plasawico-akantocytozg, zmienia lokalizacje
wewnatrzkomorkowa choreiny. W drugiej cze¢sci badan, Pan Kotakowski charakteryzowat, za
pomoca metod genetycznych i biochemicznych, oddzialywanie biatka Vpsl3 i GTPazy Arfl.
Doktorant wykazat, ze oddziatywanie to zachodzi poprzez domen¢ PH-like biatka Vpsl3, ktora
wigze PI(4,5)P2. W czesci trzeciej, podczas badan funkcjonalnosci motywu FFAT biatka Vps13,
Pan Kotakowski odkryt role tego bialtka w regulacji wielkosci i liczby ciatek lipidowych w
komorkach drozdzy.

Wysoko oceniam poziom naukowy uzyskanych wynikow, ktore sg efektem dobrze
zaplanowanych i poprawnie wykonanych eksperymentow. Doktorant logicznie argumentuje
dlaczego wykonal okreslone doswiadczenia i wysnuwa wilasciwe wnioski na podstawie uzyskanych
rezultatow, bez ich nadinterpretacji. Swiadczy nie tylko o sprawnosci technicznej, ale réwniez
dojrzatosci naukowej Pana Kotakowskiego.

Mam nastepujace uwagi | pytania do tej czesci rozprawy:

- Jak juz wspomniatam powyzej, w doswiadczeniach wykorzystujacych ilo$ciowa analize
obrazéw mikroskopowych, zabrakto mi szczegdtdéw jej przeprowadzenia. Dotyczy to Ryc. 6D, 7A,
21D, 28, 29 i 30.

- Ryc. 10 i dalsze, ktore przedstawiajag wyniki wigzania do liposomow, gdzie obliczano
stosunek bialek zwigzanych z poszczegdlnymi liposomami do biatka natozonego (input). Jakg ilos¢
biatka natozonego zawieraja przedstawione bloty oznaczone ,,Input” (ktére w zasadzie powinny by¢
czegscig jednego blotu z probkami badanymi, dla spojnosci analiz ilosciowych)?

- Rozdziat 4.1.5 i Ryc. 12: stwierdzenie, ze ,,wigzanie GST-hAPT1% do PI3P wykazywato
niskie powinowactwo we wszystkich badanych warunkach”. Na jakiej podstawie uznano to
powinowactwo za niskie? Wigzanie to jest porownywalne do wigzania GST-hAPT1 i GST-hAPT1*
w obecnosci EDTA (Ryc. 10).

- Rozdziat 4.1.7 i Ryc. 14: Doktorant stwierdza, ze: ,,podwyzszony poziom wapnia prowadzi
do obecnosci domeny GFP-hAPT1* w wielu matych strukturach rozproszonych po catej komorce
(Ryc. 14A)”. Na przedstawionych obrazach mikroskopowych barwienie domeny GFP-hAPT1* jest
praktycznie niewidoczne i przez to niemozliwe do interpretacji.

- Ryc. 18: jako kontroli, zabraklo mi dla poréwnania barwienia VPS13-GFP bez
nadekspresji genu MCP1, w obu badanych szczepach.

- Rozdziat 4.2.2 1 Ryc. 21: wydaje si¢, ze przy zastosowanej rozdzielczosci obrazowania nie
jest mozliwa wizualizacja pojedynczych pecherzykdéw optaszczonych klatryng (o $rednicy zwykle
nie przekraczajacej 100 nm). Badano prawdopodobnie wigksze skupiska klatryny, np. fatki klatryny
(ang. clathrin patches).

- Rozdzial 4.2.4 i Ryc. 24, badanie oddzialywan domen PH-like i Arfl. Przedstawiono
wyniki do§wiadczen z uzyciem jedynie Arfl-GTP, podczas gdy standardem w badaniach GTPaz
jest porownywanie oddziatywan danego biatka z GTPazg zaréwno zwigzang z GTP, jak i GDP — i
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tej ostatniej kontroli mi zabraklo. Mam rowniez zastrzezenie techniczne: dlaczego blot kontroli
samego GST jest osobny i ma ewidentnie inny czas ekspozycji membrany przy wywotywaniu?
Wreszcie, skad wiadomo, ze Arfl tworzy dimery i oligomery odporne na dziatanie SDS i widoczne
na zelu SDS-PAGE?

- Rozdzial 4.3.1: pojecie ,,stresu SDS” nie zostato jasno wyttumaczone. Cho¢ to okreslenie
pojawia si¢ juz w streszczeniu, nie zostatlo omowione we Wstepie w kontekscie biatka Vps13. Nie
zostato tez wprowadzone w Wynikach, gdzie pojawia si¢ juz wylacznie we wniosku, iz motyw
FFAT biatka Vps13 nie jest potrzebny w odpowiedzi na stres SDS. Ponadto, wcze$niej, na str. 63
pojawiajg si¢ okreslenia ,,Stres proteotoksyczny” oraz ,,stres proteolityczny”. Czy sg to w tym
wypadku synonimy?

Dyskusja rozprawy jest obszernym, rzetelnym i ciekawym omdwieniem wynikow i ich
znaczenia w szerokim kontek$cie dostepnej literatury przedmiotu, dotyczacej zaréwno modeli
drozdzy, jak 1 komoérek ludzkich. Nie mam zastrzezen do tej czesci rozprawy, ktora swiadczy o
wiedzy i dojrzatosci naukowej Doktoranta. Dyskusja jest ilustrowana trzema schematycznymi
rycinami, ktore ulatwiaja zrozumienie dyskutowanych modeli molekularnych wigzania bialek
Vpsl3 do blon czy ich mozliwego udzialu w niepgcherzykowym transporcie lipidow miedzy
btonami. Na zakonczenie rozprawy, Pan Kotakowski identyfikuje cztery zasadnicze pytanie do
rozstrzygnigcia w dalszych badaniach biatek Vps13 oraz poprawnie formutuje ostateczne wnioski
ze swoich badan.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest napisana bardzo starannie, praktycznie bez btgdow literowych, z nielicznymi
btedami interpunkcyjnymi, w wigkszo$ci poprawnym jezykiem naukowym. Wymieni¢ parg
niedociggnigc i niespojnoscei, aby ich unika¢ podczas pisania kolejnych tekstow:

- Raza kilkukrotnie powtarzane zargonowe okreslenia ,biatka wyrazano” albo
»eksprymowano”. To geny (a nie biatka) ulegaja ekspresji, a biatka mozna produkowaé w
bakteriach (i takie poprawne sformutowanie takze pojawia si¢ w rozprawie). Podobnie mozna
wyciszy¢ ekspresje genu, nie Sam gen.

- Niespojne uzywanie réznych skrotow na okreslenie tych samych wyrazen: godz/h,
PI3P/PI(3)P/PtdIns(3)P, PI4P/PI(4)P/PtdIns(4)P, i dalsze fosforany fosfatydyloinozytolu (np. w
legendzie do Ryc. 8 w porownaniu do wykazu skrétow), okreslane jako difosforany/bisfosforany,
trifosforany/trisfosforany, itd.

- Analizy wykonywane ,,przy udziale mikroskopii fluorescencyjnej” powinny by¢ okreslone
jako wykonywane z uzyciem czy z wykorzystaniem mikroskopii.

- llo$¢ cialek lipidowych, cystern czy prac powinna by¢ okreslona jako liczba ciatek, cystern
czy prac, ze wzgledu na ich policzalnos¢.

Te niedostatki edytorskie nie wptywajg jednak na odbior i zrozumiato$¢ catej rozprawy.
Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr. Damiana Kotakowskiego podejmuje istotne pytania
naukowe z dziedziny molekularnej biologii komorki. Przedstawione w rozprawie do$wiadczenia
zostaly poprawnie zaplanowane, wykonane i zinterpretowane, a ich wyniki poszerzaja nasza wiedzg¢
o strukturze i funkcji biatek Vps13. O ich znaczeniu $wiadczy fakt, Zze znaczna czg$¢ rezultatow
zaprezentowanych w rozprawie zostala opublikowana w roku 2020 w pracy, ktora ukazata si¢ w
BBA Biomembranes i ktorej Pan Kotakowski jest pierwszym autorem. Ponadto Doktorant jest
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wspotautorem dwoch publikacji doswiadczalnych oraz wspdtautorem pracy przegladowej w
Postepach Biochemii, napisanej wraz z Panig Promotor.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wszystkie wymogi ustawowe
stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie 0 dopuszczenie Pana mgr. Damiana Kolakowskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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