+
0
=
i
o
2
c
)

Wroctawski

@)

WYDZIAL BIOTECHNOLOGII

ZAKEAD BIOTECHNOLOGII BIALEK
ul. Joliot-Curie 14a
50-383 Wroctaw

tel. +48 71 375 28 89

www.biotech.uni.wroc.pl

Wroctaw, 28 lutego 2019 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Wojciecha Delewskiego

»Molekularny mechanizm oddziatywania domeny-J biatka Jacl z partnerskim Hsp70 w procesie
biogenezy centréw zelazo-siarkowych”

Centra zelazowo-siarkowe wystepujg w wielu, istotnych dla zycia komarki, biatkach. Biorg one
udziat np. w oddychaniu, syntezie ATP, metabolizmie kwaséw nukleinowych lub regulacji ekspresji
gendéw. Biogeneza centrow zelazowo-siarkowych u organizméw eukariotycznych odbywa sie
w mitochondriach przy udziale biatka Isu. Nastepnie sg one przenoszone do biatek docelowych
w wieloetapowym, skomplikowanym procesie w ktédrym u drozdzy S. cerevisiae posredniczy
wyspecjalizowane biatko Hsp70 Ssql, pomocnicze biatko posiadajgce domene-J (Jacl) oraz czynnik
wymiany nukleotydu Mgel. Molekularne podstawy biogenezy centréw zelazowo-siarkowych sg
badane od wielu lat, brakuje jednak szczegdétowego opisu oddziatywania biatek Jacl:Ssql. Celem
pracy mgr. Wojciecha Delewskiego byto szczegétowe poznanie mechanizméw oddziatywania
pomiedzy biatka Jacl a Hsp70 w procesie biogenezy centréw zelazo-siarkowych. Praca zostata
zrealizowana w grupie profesora Jarostawa Marszatka, posiadajgcego znaczgcy dorobek w badaniach
biatek opiekuriczych oraz centréw zelazowo-siarkowych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 98 stron i zostata podzielona na rozdziaty: Streszczenie,
Wstep, Cel pracy, Wyniki, Metody oraz Bibliografie. W liczagcym 11 stron Wstepie, autor rozprawy
przedstawit molekularne procesy stojgce za biogenezg centrow zelazowo-siarkowych. Rozdziat
rozpoczyna ogélne omédwienie ich roli w organizmach zywych. Nastepnie doktorant wprowadza
czytelnika w zagadnienia zwigzane z biogenezg centrow w organizmach eukariotycznych. Autor
rozprawy przedstawia trzy poznane systemy centréw, przedstawiajgc szczegdétowo ten zwigzany
z mitochondriami. Omawia wystepujace w nim biatka oraz wzajemne zaleznosci pomiedzy nimi. W
dalszej czesci wstepu, doktorant przedstawia udziat biatek opiekuniczych Hsp70 w transferze centrow
zelazo-siarkowych do biatek docelowych. Opisuje strukturalne oraz funkcjonalne aspekty aktywnosci
tych biatek, przedstawia molekularny mechanizm oddziatywania z biatkami JPD oraz NEF. Nastepnie
mgr Delewski opisuje drozdzowy system transferu centréw Zzelazowo-siarkowych, przedstawiajac
czytelnikowi biatka bedace przedmiotem badan opisanych w rozprawie. Wstep koriczy opisem
zagadnien zwigzanych z ewolucjg mitochondrialnego systemu Hsp70. Rozdziat ten jest napisany
bardzo klarownie. W sposdb zwiezty mgr Delewski wprowadza czytelnika w trudne zagadnienia
zwigzane z molekularnymi mechanizmami biosyntezy centréw Zzelazowo-siarkowych. Znakomitym
uzupetnieniem dla opisanych w tekscie zagadnien sg, przejrzyste i systematyzujgce wiedze ryciny.




W rozdziale Metody mgr Delewski szczegdtowo przedstawit stosowang w pracy metodyke badan.
Opis procedur jest napisany przejrzyscie i pozwala czytelnikowi doktadnie odtworzyé opisany tok
postepowania z preparatami.

Do najwazniejszych wynikéw mgr. Delewskiego opisanych w rozprawie zaliczam:

e Woykazanie, ze podstawienia alaninowe w obrebie motywu HPD domeny-J biatka Jacl
oddziatujacego z HSP70, majg rézny wptyw na zywotnos¢ S. cerevisiae i S. pombe. W tych
organizmach biatkami partnerskimi dla Jacl sg odpowiednio, Ssql oraz mtHsp70. Doktorant
uzywajac serii plazmidéw kodujacych zmutowane biatka, zaobserwowat, ze drozdze S. cerevisiae
toleruja mutacje alaninowe w motywie HPD w warunkach optymalnych dla wzrostu, natomiast
w warunkach stresu termicznego podstawienia takie sg letalne.

e Okreslenie jak mutacje w biatku Jacl z S. cerevisiae i S. pombe wptywajg na szybkos¢ kinetyki
hydrolizy ATP przez odpowiednie biatko HSP70. Z uzyciem znakowanego izotopowo ATP doktorant
wyznaczyt parametry reakcji, ktére wykazaty réznice w powinowactwie do biatek opiekunczych.
Biatko Jacls, ma prawie 100x nizsze powinowactwo do mtHsp70 niz Jacls. do Ssql. Ponadto
zaobserwowat, ze oddziatywanie Jacls,:mtHsp70 jest bardzo wrazliwe na podstawienia
w motywie HPD.

e Sprawdzenie jak podstawienia w motywie HPD wptywajg na tworzenie kompleksu Hsp70:Isul
w obecnosci wariantéw Jacl z S. cerevisiae i S. pombe. Za pomocg rekombinowanych biatek,
uzytych do testéw pull down, doktorant okredlit, ze Jacls, promuje formowanie kompleksu
z mniejszg wydajnoscig niz Jacls,, ponadto podstawienia w motywie HPD powodujg utrate
zdolnosci  Jaclg, do tworzenia kompleksu mtHsp70 z Isul-GST. Woyniki otrzymane
z eksperymentow in vivo oraz na rekombinowanych biatkach wskazaty, ze mechanizm wigzania
Jacl do Hsp70 jest rézny dla systeméw syntezy centréow zelazowo-siarkowych z S. cerevisiae i S.
pombe oraz, ze moze to by¢ zwigzane z budowq biatek Jac w tych drozdzach.

e Przeprowadzenie analiz poréwnawczych sekwencji oraz rozktadu tadunkéw w domenach J biatek
Jac, ktére pozwolito na wytypowanie reszt aminokwasowy potencjalnie odpowiedzialnych za
oddziatywanie z biatkiem Hsp70 Ssql. W kolejnym kroku, doktorant otrzymat wielokrotnie
podstawiony wariant biatka, dla ktérego w eksperymentach in vitro zaobserwowat spadek
powinowactwa do Ssql. Dodatkowo otrzymany przez niego wariant zawierajgcy mutacje
zmieniajgce fadunek oraz podstawienie w domenie HPD, byt nieaktywny in vitro oraz letalny
in vivo.

e Doktadne okreslenie zaangazowanych poszczegdlnych reszt biatka Jacls. w oddziatywanie z Ssql.
Na podstawie modelu kompleksu Jacls.:Ssql doktorant otrzymat cztery warianty biatka Jacls,
w ktérych specyficzne, dodatnio natadowane aminokwasy zostaty podstawione alaninami. Analiza
aktywnosci ATPazowej Ssql oraz zdolnosci do formowania kompleksu Ssql:lsul w obecnosci
wariantdw Jacls. pozwolita na identyfikacje dwdch kluczowych dla oddziatywania reszt
aminokwasowych.

e Woykazanie, ze mutacje dwdch kluczowych reszt odpowiadajgcych za oddziatywanie z biatkiem
Ssql istotnie zaburzajg aktywnos$¢ ATPazowq oraz s3g letalne w warunkach szoku cieplnego dla
S. cerevisiae. Doktorant otrzymat podwdjnie podstawione biatko Jacls, RR/AA, dla ktdrego
przeprowadzit analize oddziatywanie z Ssql oraz wykonat pomiar formowania kompleksu
Ssql:lsul w obecnosci muteiny Jacls.. Ponadto, uzywajgc roinego rodzaju pozywek



wymuszajgcych metabolizm tlenowy okreslit, Zze analizowany mutant zaburza funkcjonowanie
mitochondridw oraz ze drozdze, posiadajgce muteine Jacl, sg wrazliwe na szok cieplny.

e Przeprowadzenie analizy miejsca oddziatywania domeny ATPazowe] biatka Ssql z Jacls.. Na
podstawie modelu kompleksu Jacls.:Ssql doktorant otrzymat cztery warianty pojedynczo oraz
dwa podwdjnie podstawione biatka Ssql. Nastepnie przeprowadzit pomiary aktywnosci
wariantédw Ssql w obecnos$ci Jacls, oraz wigzania do Isul. Otrzymane wyniki potwierdzity udziat
czterech ujemnie natadowanych reszt domeny ATPazowej Ssql w oddziatywaniu z Jacls., sposrod
nich dwie reszty petng kluczowa role dla funkcjonowania Ssq1l.

e Potwierdzenie miejsca oddziatywania Jacls.:Ssql za pomocg miejscowo-specyficznego sieciowania
chemicznego. Na podstawie modeli kompleksu doktorant zaprojektowat, a nastepnie otrzymat,
sze$¢ mutein biatka Jacl, zawierajgcych nienaturalny fotoreaktywny aminokwas,
p-benzoilo-L-fenyloalanine. Nastepnie, po weryfikacji ktdre z otrzymanych biatek tworzg kompleks
Ssql:lsul, przeprowadzit reakcje sieciowania w obecnosci mutein Ssql, potwierdzajac, ze
oddziatywanie Jacl:Ssql odbywa sie poprzez natadowane reszty z domeny-J Jacl oraz z domeny
ATPazowej Ssql.

W rozdziale Dyskusja autor rozprawy bardzo trafnie podsumowuje otrzymane przez siebie wyniki.
Jednoczesnie przedstawia czytelnikowi szerokg analize zaleznosci funkcjonalnych oraz ewolucyjnych
biatek, biorgcych udziat w biogenezie centréw zelazowo siarkowych.

Mam nastepujgce pytania oraz uwagi:

Jakie sg fizjologiczne stezenia biatek Jacl, Isul oraz Ssql w komdrkach drozdzy? Jak majg sie one do
warunkéw eksperymentow in vitro?

Jakie byty wydajnosci nadprodukcji biatek?

Dlaczego do pomiardw stezen nie zastosowano prostszych metod, np. pomiaru absorpcji lub metody
Bradforda?

Jakie stezenia biatek byty uzywane do pomiaréw denaturacyjnych, czy nie obserwowano precypitacji?

Na stronie 48 jest napisane ,,czterech dodatnio natadowanych reszt domeny ATPazowej Ssql”, czy na
pewno chodzi o tadunek dodatni?

Nie znalaztem odnosnika do ryciny 35, na rycinie 18 niewtasciwie oznaczono mutanty.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca prezentuje bardzo wysoki poziom, jej autora
cechuje dojrzato$é¢ naukowa i gteboka analiza wynikédw. Doktorat jest napisany w sposéb
przemyslany, zwiezle i bardzo starannie. Zamieszczone schematy utatwiajg zrozumienie
przedstawionych zagadnien osobie nie zajmujgcej sie bezposrednio tematem rozprawy. Majgc na
uwadze jakos¢ przedstawionej do recenzji rozprawy oraz opublikowanie jej wynikdw w bardzo
dobrych czasopismach naukowych, wnosze do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej mgr. Wojciecha Delewskiego stosowng nagroda.



Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr. Wojciecha Delewskiego
»Molekularny mechanizm oddziatywania domeny-J biatka Jacl z partnerskim Hsp70 w procesie
biogenezy centréw zelazo-siarkowych” jest wysoce pozytywna, a rozprawa spetnia warunki ujete
stosownymi przepisami. Wnosze o dopuszczenie przez Rade Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego mgr. Wojciecha
Delewskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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