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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Damiana Kotakowskiego pod tytutem:
»Charakterystyka i funkcja wybranych domen i motywu FFAT drozdzowego biatka Vps13 i ludzkiej
choreimy”

Tematyka badan i cele rozprawy

Rozprawa doktorska autorstwa Pana mgr Damiana Kotakowskiego to opracowanie
posiadajace dwa powigzane oblicza naukowe; z jednej strony Autor skupia sie na okresleniu funkcji
drozdzowego biatka Vpsl13 czy jego ludzkiego homologa choreiny; a z drugiej strony stara sie
przyblizy¢ role tego biata w patogenezie rzadkiej chorobie nerodegeneracyjnej zwanej plasawica-
akantoctozg (ang. chorea-acanthocytosis — ChAc). Praca ta to przyktad mariazu nauk podstawowych
z aspektami aplikacyjnymi, co w dalszej przysztosci moze otworzy¢ droge do opracowania terapii dla
schorzenia ChAc. Tematem przewodnim jest biatko choreina nalezagca do duzej rodziny biatek
Vps13. Funkcja tego biatka nie zostata doktadnie zdefiniowana, a biatko to znajdowane jest jako
element bton komérkowych, wchodzac w sktad charakterystycznych struktur, zwanych MCS —
Membrane Contact Site. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, iz biatka Vps13 to dtugie polipeptydy,
ktére posiadajg ponad 3100 reszt aminokwasowych, a zatem nalezy podkresli¢ iz rozmiary biatka
stanowia duze wyzwanie analityczne. W zwigzku z tym Autor skupit swoje zainteresowania na kilku
fragmentach biatka Vpsi3, tj. domeny: APT1, PH oraz motyw FFAT wykorzystujac drozdzowy model
eksperymentalny. Pan mgr Damian Kotakowski z powodzeniem zastosowat szeroki wachlarz technik
analitycznych z zakresu biochemii, biologii molekularnej i biologii komérki, co czyni Go osobg o
wysokich kompetencjach eksperymentalnych. Nalezy podkresli¢, iz prowadzone badania dotyczgce
funkcji biatek Vps13 s3 przedmiotem wieloletnich badarn macierzystego laboratorium Doktoranta,
totez Jego praca kontynuujaca te badania osadzona jest tematycznie i metodycznie w solidnych
zasobach wiedzy specjalistyczne;j.

Ocena pracy

Przedstawiona do oceny praca doktorska to opracowanie naukowe przygotowane w
klasycznym uktadzie, zawierajgcym, streszczenie, wprowadzenie wraz z celami pracy, materiaty i
metody, wyniki, dyskusja oraz w korncowej czesci praca zostata zaopatrzona w dziat perspektywy i
podsumowanie; prace konczy zestaw literatury. Dodatkowo, opracowanie poprzedza dorobek
naukowy Doktoranta, wskazujac ze jest on pierwszym autorem publikacji w uznanym czasopi$mie
naukowym - BBA-Biomembranes oraz dodatkowo jest On wspdétautorem trzech publikacji
naukowych. Ponadto, Autor uczestniczyt w szeregu miedzynawowych zjazdach naukowych, co
wskazuje, na Jego wysoka aktywnos¢ w spotecznosci naukowe;j.

Pierwsza cze$¢ opracowania to autorskie opracowanie stanu wiedzy na temat biatek Vps13.
Poczatkowo, Doktorant skupit swoja uwage na aspekcie bio-medycznym w powigzaniu z rodzing
biatek Vps13, wskazujac ze szereg mutacji w tych biatkach wywotuje tzw. choroby rzadkie jak juz
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wspomniana ChAc czy zespdt Cohena, ale takze biatka te powigzano z takimi stanami
patologicznymi jak choroba Parkinsona, cukrzyca czy nawet nowotworzenie. Szczegélna uwaga
zostat poswiecona strukturze biatek Vps13, czego wyrazem jest przygotowana rycina 1, bedaca
doskonatym podsumowaniem analizy strukturalnej rodziny biatek Vps13. Autor, opisat wszystkie
elementy strukturalne wchodzace w zakres biatek Vpsl3, w szczegdlnosci zwrdcit uwage na
drozdzowe biatko oraz jego ludzki homolog zwany choreing. Z racji na ogromne rozmiary biatka
Vps13, ilos¢ elementow strukturalnych jest imponujgca; Autor w sposéb wyczerpujacy nie tylko
dokonat analizy strukturalnej ale takze baczng uwage zwrdcit na aspekt funkcjonalny, co tworzy
ciekawe kompendium wiedzy strukturalno-funkcjonalnej na temat choreiny i jego homologow.
Duzo uwagi zostato poswiecone domenie APT1, ktéra jest jednym z zasadniczych obiektow
badawczych Doktoranta, wskazujac na jej kluczowq role w wigzaniu fosforanu fosfatydyloinozytolu
(P13P), a w szczegdlnosci wskazat na ciekawg mutacje w tej domenie I277R, ktdra zostata powigzana z
choroba ChAc. Ponadto, Jego zainteresowanie takze zostato skierowane na domene PH, ktéra wraz
z domeng ATG_C gra kluczowa role w interakcji biatka Vps13 z mitochondriami. Dalsza cze$¢
opracowania to zwrdcenie uwagi na aspekt funkcjonalny biatek Vps13. Autor podkreslit ze biatka
Vps13 to przede wszystkim biatka btonowe, ktére wystepujg w potaczeniu z licznymi organellami
komorki, jak: mitochondria, aparat Golgiego, endosomy, ciata lipidowe i peroksysomy. Ale co
istotne, szereg tych biatek wystepuje w miejscach kontaktu organelli, w strukturach zwanych MCS -
Membrane Contact Site, co czyni je kluczowymi elementami w kontroli utrzymania wtasciwej
architektury organelli w komérce. Ponadto, Autor zwrdcit uwage na mato poznany aspekt dziatania
biatek Vps13, tj. udziat w utrzymaniu homeostazy lipidowej w komodrce, wskazujac ze biatka te
wystepujg w kompleksie z tzw. ciatkami lipidowymi, a tym samym mogg wptywaé na metabolizm
lipidéw, jak na przyktad transport pochodnych fosfatydyloinozytolu. Ciekawym aspektem wstepu w
doktoracie jest podjety aspekt techniczny prac badawczych. W nawigzaniu do biatek Vps13 oraz ich
powigzania z metabolizmem lipidéw, Autor scharakteryzowat metody badania oddziatywan lipidow
z biatkami, a przede wszystkim nakreslit role pochodnych fosfatydyloinozytolu w modulowaniu
interakcji bton z licznymi biatkami efektorowymi, ktére stanowig kluczowy element wielu szlakéw
zwigzanych z transmisjg sygnatu w komorce. Podejscie ciekaw, rzadko spotykane, wskazujace na
fakt iz Autor posiada gteboky swiadomosé, ze sukces w badaniach to doskonale opanowany
warsztat badawczy, co pozwala na dostarczenie odpowiedzi na kluczowe pytania naukowe.

Podsumowujac, wstep przygotowany przez Pana mgr Damiana Kotakowskiego to autorskie
opracowanie stanu wiedzy na temat biatek Vpsl13, ktére charakteryzuje sie spdjng narracja
naukowa, ktadac nacisk na aspekty bio-medyczne w kontekscie funkcji choreiny, nie zapominajac o
aspektach warsztatu naukowego, ktéry stanowi klucz do sukcesu. Opracowanie to wskazuje na
gruntowng wiedze merytoryczng Autora, oraz pokazuje krytyczne podejscie do problemu, co
zapewne umozliwia kreatywng prace naukowa.

Druga czes¢ pracy doktorskiej to prezentacja czesci doswiadczalnej, ktdra sktada sie z trzech
elementdéw: charakterystyka domeny APT1; charakterystyka domeny PH w obrebie biatek Vps13,
oraz analiza funkcjonalna motywu FFAT.
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Pierwsza czes¢ pracy do analiza funkcjonalna domeny APT1; Doktorant czerpigc z zasobéw
wiedzy specjalistycznej zespotu badawczego kierowanego przez dr hab. Joanne Kaminskg zmapowat
pozycje domeny APT1 w biatku Vps13, biorac za cel uktad drozdzowy jak i ludzi homolog — choreine.
Jako model eksperymentalny wykorzystat drozdie S. cerevisiae, doskonaty model do wszelkich
dziatann analitycznych z racji na ogrom narzedzi genetyczno/biochemicznych jakie sg dostepne dla
tego organizmu modelowego. Pierwsze pytanie, jakie zostato zadane to czy drozdzowa domena
APT1 moze by¢ komplementowana przez jej ludzki odpowiednik. Podejscie to, nalezy do jednych z
podstawowych podejs¢ badawczych, poniewaz umozliwia to opracowanie modelowego uktadu
eksperymentalnego, w ktérym wykorzystywane sg drozdze do analizy szlakéw metabolicznych z
wyzszych eukariontéw. W tym celu Doktorant przygotowat liczne hybrydowe uktady genetyczne,
np. zamiany drozdzowej domeny APT1 na jej ludzki odpowiednik. Wykorzystujgc mutant drozdzowy
vps134 komplementowany otrzymanymi uktadami genetycznymi, niestety okazato sie, ze ludzka
domena hAPT1 nie komplementuje funkcjonalnie domeny drozdiowej. Jednakze, z analizy tej
wynika, ze brak tej domeny w drozdzowym biatku Vps13 nie przywraca tzw. dzikiego fenotypu
mutanta, co pozwolito stwierdzi¢ Doktorantowi, ze domena ta jest kluczowym elementem w
funkcjonowaniu biatka Vps13. Rozszerzeniem analiz funkcjonalnych domeny APT1 byta analiza
subkomorkowej lokalizacji biatka Vps13-GFP oraz jego formy delecyjnej. Doktorant wykorzystujac
szereg markerow np. dla edosoméw, struktur NJV, ciatek lipidowych czy mitochondriow przesledzit
zachowanie sie biatek Vps13, wskazujac ze domena yAPT1 jest istotnym elementem w kierowaniu
Vps13 do takich struktur jak NJV, zas pozostata lokalizacja Vps13 jest APT1 niezalezna. W dalszych
krokach, Doktorant zwrdcit sie¢ w kierunku analiz in vitro w celu charakterystyki odziatywania
domeny APT1 z fosfolipidami. Wykorzystat oczyszczone rekombinowane biatka w fuzji z GST, yAPT1
czy hAPT1 do analiz biochemicznych; Doktorant do analizy integralnosci biatek wykorzystat westen
blotting — WB; w tym miejscu mam pytanie, co Doktorant rozumie przez stowo ‘integralnos¢ biatka’,
sformutowanie jest uzyte w kontekscie weryfikacji biatka rekombinowanego; uwazam, ze WB nie
jest idealng metoda to analizy integralnosci biatka, jesli integralnos¢ biatka rozumiemy w formie
zachowania jego struktury i funkcji. Wykorzystujac metode PIPstrips wskazat, ze yAPT1 czy hAPT1
wigzg 3-fosforan fosfatydyloinozytolu, zas hAPT1 wykazywat dodatkowo wigzanie takie innych
pochodnych fosfolipidow w przeciwienstwie do yAPT1 — uwypuklajgc réznice miedzy tymi dwoma
domenami z réznych organizméw. W opisie tych doswiadczenn Doktorant ‘nieco’ naduzywa stowa
powinowactwo, poniewaz nie mierzyt On dynamiki oddziatywan i nie wyznaczat wartosci Kd, co
niestety nie uprawnia Go do uzycia stowa powinowactwo. Pomimo tych drobnych niescistosci
semantycznych, Autor doskonale zdaje sobie sprawe z ograniczen metody PIPstrips, a zatem
zastosowat komplementarng metode z wykorzystaniem liposoméw, dodajac dodatkowy element
analityczny w formie wptywéw jonéw Mg?* czy Ca?*. Analiza ta przyniosta ciekawe obserwacje,
wskazujgc ze yAPT1 wigze efektywnie 3-fosforan fosfatydyloinozytolu niezaleznie od obecnosci
jonéw, w przeciwienstwie do hAPT1, ktéra wykazuje zalezno$¢ pozytywna od obecnosci Mg?* czy
Ca?* w stosunku to tego fosfolipidu jak i do innej formy, 5-fosforan fosfatydyloinozytolu. Bardzo
ciekawg analizg, wykonang przez Doktoranta, to badanie wptywy mutacji l.47R w domenie hAPT1,
ktora zostata opisana jako mutacja wystepujaca w schorzeniu ChAc; analiza z wykorzystaniem
liposomdéw wskazata, ze zmutowana domena mniej efektywnie wigze fosfolipidy, co wnosi nowe
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spojrzenie na etiologie choroby ChAc. Wykonane badania zostaty suplementowane dodatkowymi
analizami z wykorzystaniem homologicznej domeny yAPT1a z drozdzowego biatka Atg2, wskazujac,
ze domena ta podobnie jak jej homologi z biatek Vps13 efektywnie wigze 3-fosforan
fosfatydyloinozytolu jednakze w tym przypadku tylko w obecnodci jonéw Ca?. W ramach
kontynuacji watku eksperymentalnego w tematyce domena hAPT1, Autor okredlit ze C-terminalny
fragment 11-aa jest odpowiedzialny za wigzanie jonéw Mg? czy Ca?* w tej domenie co moina
interpretowac jako utrata kooperatywnosci w wigzaniu 3-fosforanu fosfatydyloinozytolu. Analizy
wykonane przez Doktoranta nie budza zastrzezen, ale jeden aspekt mozna uzna¢ jako podejscie
dyskusyjne, a mianowicie (jak juz pisatem powyzej) analiza WB nie moze by¢ uzyta, jak pisze Autor,
do oceny ‘jednorodnosci i integralnosci’ otrzymanego biatka rekombinowanego; mysle ze szereg
analiz biofizycznych powinno by¢ zastosowanych do walidacji jakosci oczyszczonego biatka
rekombinowanego, z SDS-PAGE na czele aby pokaza¢ czystos¢ uzytego biatka oraz np. CD do
wskazania integralnosci strukturalnej. W tym miejscu nasuwa si¢ dodatkowe pytanie, co Autor sqdzi
0 wykorzystaniu takich technik jak MST, BLI, SPR czy ITC do analizy powinowactwa i kinetyki
oddziatywan miedzy biatkiem a lipidami, czy te techniki moga by¢ uzyteczne w kontekicie
przeprowadzonych analiz. W dalszych krokach, prace biochemiczne in vitro, zostaty uzupetnione o
analizy in vivo. Wykorzystujagc model drozdzowy Doktorant wskazat ze domeny yAPT1 i hAPT1
zachowujg sie w komérce drozdzowej podobnie - w obecnosci jonéw Ca?* - co moze wskazywaé o
funkcjonalnym ich podobienstwie; a w zwigzku z tym interesujace byto by przeprowadzenie
komplementacji mutanta drozdzowego vpsi34 w obecnoéci Ca*; jednakze obserwowane
zachowanie sie tych biatek moze by¢ obarczone btedem, poniewaz, jak zauwazyt Autor, wydaje sie
ze mogg sie one akumulowaé w komdrce jako agregaty zwigzane nadprodukcjg biatka; w zwigzku z
tym czy rozpatrywano zmiang systemu ekspresji, czy to z wykorzystaniem tzw. wektoréw nisko-
kopijnych, czy moze regulacja ekspresji np. z wykorzystaniem regulatorowego systemu, np. Teton/off.

Kolejna cze$¢ pracy doktorskiej to analiza wzajemnych zaleznodci funkcjonalno-
strukturalnych biatka Vps13 w stosunku do szeregu partnerow biatkowych, wraz z rola domeny PH.
Jako pierwszy krok, to analiza zaleznosci funkcjonalnej Vps13 i biatka Arfl, ktore stanowi istotny
element w rekrutacji wielu biatek do struktur takich jak np. mitochondria czy inne elementy
zawierajgce btony komdrkowe. Wykorzystujgc przygotowany zestaw termo-wrazliwych mutantéw
drozdzowych (arf1-3 arf2A i arf1-3 arf24 vps134) Autor wskazat, ze istnieje tzw. genetyczne
powigzanie funkcjonalne miedzy Vps13 i Arf1, pokazujac brak wzrostu potrojnego mutanta arf1-3
arf24 vps134 na podtozu z glicerolem w podwyziszonej temperaturze; autor pisze, ,Oznacza to ze
geny ARF1 i VPS13 wykazuja oddziatywanie genetyczne ...
stwierdzeniem, jednakze w nastepnym zdaniu Doktorant stwierdza »Moze to wskazywa¢ na to ze
biatko Vps13 dziata niezaleznie od biatka Arfl w procesach wptywajacych na funkcjonowanie
mitochondridw” — mam wrazenie, ze pojawia sie w tym miejscu niespdjnosé koncepcyjna, co

n

— W rzeczy samej, zgadam sig¢ z tym

sktonito Autora do takiego stwierdzenia. Podobng analize Autor wykonat wykorzystujac inny uktad
selekcyjny, kanawaning; pojedyncze delecyjne mutanty drozdzowe czy to w genie ARF1 czy VPS13
wykazujg wrazliwoéé na kanawanine, a ponadto potrojny termowrazliwy mutant wykazuje znacznie
podwyzszong wrazliwoéé na ten zwigzek, co ponownie wskazuje na synergizm funkcjonalny, a tym
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samym moze sugerowac powiazanie funkcjonalne; ale w opisie tego doswiadczenia Autor stwierdza
»Defekt wzrostu mutanta potrdjnego arf1-3 arf2A vps134 jest addytywny, roénie on znacznie gorzej
od pozostatych mutantéw przy stezeniu kanawaniny 1,25 pg/ml, Ryc. 22” ale w nastepnym zdaniu
pisze: ,Sugeruje to ze biatko Vps13 i GTPaza Arfl dziataja niezaleznie w procesie endocytozy” —
dlaczego Doktorant stawia taka teze? Moim zdanie potwierdzeniem powigzania funkcjonalnego,
jest kolejna analiza wykonana przez Doktoranta, w ktérej wykorzystat On technike chromatografii
powinowactwa, wskazuje, ze istnieje potencjat do interakcji domeny PH yVps13/hVps13 z biatkiem
Arfl. Na potwierdzenie tego faktu, Doktorant wykonat analize subkomérkowej lokalizacji biatka
hybrydowego yPH-GFP w mutantach delecyjnych, vps13A4 oraz arf1-3 arf2A vps13 4, co wskazato na
kooperatywno$é w dziataniu domeny PH i biatka Arfl w kompartymencie trans-Golgi. Dodatkowo,
Autor przeanalizowat oddziatywania funkcjonalne Vps13 z jego potencjalnym biatkiem efektorowym
Mcp1, pokazujac ko-lokalizacje tych biatek w komérkach drozdzowych w mitochondriach; ponadto
analizy genetyczne wskazaty, ze nadekspresja biatka Mcpl nawet w mutancie arf1-3 arf2A
czgsciowo przywraca fenotyp dziki, tji. wzrost na podioiu z glicerolem; dodatkowo analiza
morfologii mitochondriéw wskazata kooperatywno$é¢ w dziataniu biatka Mcp1l z Vpsi3; mysle ze
mozna sie pokusi¢ o wniosek, ze takowa kooperatywnosé wystepuje takze migdzy Mcp1 i Arfl, na
bazie zaprezentowanych analiz. Dlatego tez, nie do konca zgadzam si¢ ze stwierdzeniem
Doktoranta, cytuje ,Powyisze wyniki wskazujg, ze oba biatka Vpsi3 i Arfl wpltywajg na
funkcjonowanie mitochondriéw, lecz dziatajg one niezaleznie od siebie” — mysle, ze mozna zatozy¢,
ze takowa zalezno$¢ wystepuje, oczywiscie bez stwierdzenia jasnej konfiguracji tych zaleznosci. W
mysl tych eksperymentéw, Autor przeprowadzit analize sekrecji hydrolazy wakuolarnej, ktéra ulega
efektywnej sekrecji w mutancie vps134; zatem ponownie wykorzystujac termo-wrazliwe mutanty
arfl-3 arf2A czy arfl1-3 arf2A vps134 wskazat, ze w tym przypadku nie zaobserwowat wyraznego
synergizmu, tj. ilos¢ wydzielanej do podtozg hydrolazy wakuolarnej nie zmienita sie w sposéb
istotny. A zatem, na bazie przeprowadzonych analiz mozna stwierdzi¢, ze zaleznoéci funkcjonalne
miedzy biatkiem Vps13 a Arf1 wystepuja, ale tylko w okreslonych szlakach metabolicznych.

Ostatni element pracy to analiza roli motywu FFAT biatka Vps13. Motyw ten zostat
zidentyfikowany przez Doktoranta w biatku Vps13, w jego centralnej czesci. Informacje literaturowe
donoszy, ie biatka posiadajace motyw FFAT s3 zaangazowany w interakcje z biatkami
transbtonowymi, a motyw ten gra kluczowa role w tej interakcji. Zatem, Doktorant przygotowat
konstrukt genetyczny z mutacjami punktowymi Fis»A i AisuR, a nastgpnie wykonata analize
funkcjonalng wykorzystujac mutant delecyjny vps134; do analizy wykorzystat dwa uktady
analityczne, cechy fenotypowe (wrazliwoéé na SDS czy kanawaning) oraz zaangazowanie Vpsli3 w
regulacje wielkosci ciatek lipidowych. Niestety, analizy komplementacji mutanta delecyjnego
wskazaty, ze motyw FFAT w biatku Vps13 nie ogrywa istotnej roli w stresie zwigzanym z obecnoscia
detergentu SDS oraz obecnoé¢ zmutowanego biatka nie wptywa na wzrost komaorek drozdzowych w
obecnosci kanawaniny; ponadto z analiz tych wynika, ze obecnosci tego motywu nie mozna
powigzac z regulacjg biogenezy ciatek lipidowych. Przeprowadzone analizy, to dobry przykfad
dziatai w zakresie prac, ktére mozna nazwac ‘high risk — high gain’, w ktérych eksploracja naukowa
nie zawsze korczy sie pozytywnym wynikiem, ale cytujac stowa Plutarcha: ‘Poczatkiem zwyciestwa
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jest odwaga’, i whasnie z takich dziatan sktada sie biologia eksperymentalna, a Doktorant nie wahat
sie podjac¢ ryzyka.

Podsumowujac, Pan mgr Damian Kotakowski wykorzystujgc bardzo szerokie spektrum technik
analitycznych, poczawszy od analiz w zakresie genetyki drozdzy, poprzez techniki biologii
molekularnej, biochemii i biologii komdrki scharakteryzowat funkcjonalnie role domen APT1 i PH
rodziny biatek Vpsl3, w bardzo szerokim zakresie czego rezultatem jest znaczace rozszerzenie
naszej wiedzy na temat funkcjonowania tego biatka, ale co rownie wazne, nie tylko w kontekscie
podstawowych aspektéw poznawczych, ale takze rzucit swiatto na patogeneze choroby ChAc. Tak
szeroki zakres przeprowadzonych prac badawczych oraz narracja naukowa w dyskusji, wraz z
zamieszczeniem zintegrowanych modeli funkcjonowania biatka Vps13 w komorce eukariotycznej,
wskazuje ze mgr Damian Kotakowski posiada wysokie umiejetnosci w zakresie planowania,
przeprowadzania prac badawczych, analizy danych eksperymentalnych oraz interpretacji wynikow.

Whniosek koncowy

Przedstawiona do oceny praca doktorska to opracowanie naukowe, przedstawiajace
autorskie dokonania naukowe Pana mgr Damiana Kotakowskiego, ktére spetnia standardy stawiane
opracowaniom tego typy. Stwierdzam, ze sposéb prezentacji danych eksperymentalnych wraz z
analiza wynikéw i przeprowadzona dyskusja naukowa zrealizowane zostaty przez Doktoranta w
sposob nie budzacy zastrzezen. Praca doktorska reprezentuje wysoki poziom metodyczny i
merytoryczny, z dojrzata analiza danych eksperymentalnych. Podsumowujac, rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016r. poz.882) i wnosze do
Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, o dopuszczenie Pana mgr Damiana
Kotakowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lublin 31.08.2020 Prof. dr hab. Marek Tchdorzewski
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