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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha Delewskiego ,,Molekularny
mechanizm oddziatywania domeny-J biatka Jac1 z partnerskim Hsp70 w procesie

biogenezy centréw zelazo-siarkowych”.

Opisane w rozprawie badania dotycza specyficznosci oddziatywania dwéch biatek
zaangazowanych w proces biogenezy centrow zelazo-siarkowych (FeS). Centra te pojawity
sig¢ w ewolucji wczesnie i do dzis, réwniez w ztozonych organizmach, wchodzg w sktad
struktury biatek petnigc istotne funkcje w przekazywaniu tadunkéw, katalizie czy
przetwarzaniu informacji genetycznej. U eukariontéw centra FeS powstajg w
mitochondriach, a ich rola w biatkach taicucha oddechowego jest szczegdlnie wazna.
Znaczenie tych centréow dodatkowo zwieksza fakt, ze defekty w ich sktadaniu prowadza do
szeregu patologii u ludzi. Proces biogenezy centréw FeS jest ciekawy i ztozony. W proces ten
zaangazowane jest wiele komplekséw biatkowych, ktére zwierajg miedzy innymi biatka szoku
cieplnego. Mechanizm dziatania tych komplekséw nie jest szczegétowo poznany.
Przedstawiona Rozprawa skupia sie na poznaniu mechanizmu specyficznosci oddziatywania
migdzy biatkami wystepujacymi w S. cerevisiae i zaangazowanymi w transfer centrum FeS:
Ssql z rodziny Hsp70 oraz Jacl zawierajgcym domene J (tzw. biatko JDP). Rolg domeny J jest
oddziatywanie z Ssql i wiaczanie aktywnosci ATPazy biatka opiekuriczego. To z kolei

prowadzi do przekazania centrum FeS do biatka docelowego.

Zwigzty wstep pracy w przejrzysty sposéb przedstawia zaréwno proces biogenezy
centréw FeS, jak i biatka z ten proces zaangazowane. Sporo uwagi poswiecone jest aspektom
ewolucyjnym. Wstep dobrze nakierowuje czytelnika na problem badawczy i uzasadnia jego

podjecie. Ryciny sa dobrze przygotowane i pomagajg w zrozumieniu tematu badan.

Podjete przez Doktoranta zagadnienie jest istotne. Oddziatywanie Ssql-Jacl jest
stosunkowo stabo zbadane. W poszczegdlnych organizmach rézne biatka Hsp70 oraz JDP
oddziatujg ze sobg w procesie transferu centrum FeS. Zagadnienie to ma to wiec istotny

aspekt ewolucyjny. Dlatego w mojej opinii trafnym pomystem byto poréwnanie oddziatywari
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Ssql-Jaclz S. cerevisiae (Sc) z analogicznym oddziatywaniem w S. pombe (Sp), w ktérym brak
jest wyspecjalizowanego biatka Hsp70, a w biogeneze centréw FeS zaangazowane jest

wielofunkcyjne/generalne biatko opiekuricze mtHsp70.

Jakos¢ merytoryczng badan wtasnych Doktoranta oceniam wysoko. Doktorant osiggnat
zatozony cel i zidentyfikowat determinanty sekwencyjne/strukturalne specyficznosci
oddziatywania Ssql-Jacl. Doktorant zastosowat trzy réine podejécia dos$wiadczalne, aby
zbadac znaczenie zidentyfikowanego wczesniej motywu HPD w oddziatywaniu Ssql-Jacl (dla
Sc) oraz mtHsp1-Jacl (dla Sp). Substytucje w tym motywie byty czeéciowo tolerowane dla Sc i
catkowicie zaburzaty funkcje kompleksu dla Sp. Na podstawie modeli strukturalnych i analizy
sekwencji Doktorant stwierdzit, ze w biatku Jacl wystepuja reszty natadowane i wykazat ich
znaczenie dla oddziatywania. W Jacl R37 oraz R41 grajag gtéwng role w mediowaniu
oddziatywania Jac1-Ssql. W Ssql reszty o komplementarnych tadunkach D246 oraz E253 sg
kluczowe dla tej interakcji. Znaczenie tych reszt Ssql Doktorant potwierdzit metoda
sieciowania chemicznego z wykorzystaniem biatka Jacl z nienaturalnym tworzacym
potaczenia kowalencyjne aminokwasem. Konkluzja ptyngca tych badan jest taka, ze w
oddziatywaniu bierze udziat sie¢ oddziatywan elektrostatycznych, ktéra w ewolucji ulega
modyfikacjom wptywajac na specyficznos¢ wigzania miedzy poszczegdlnymi biatkami w

danym organizmie.

W swoich badaniach Doktorant zastosowat wachlarz metod od testéw in vivo —
doswiadczen genetycznych w drozdzach S. cerivisiae oraz S. pombe, przez biochemie biatek,
testy enzymatyczne, badanie oddziatywari biatko-biatko i metody biofizyczne. Wiele
doswiadczen zostato zaprojektowanych na podstawie informacji o strukturze biatek. Uznanie
wzbudza réwniez fakt zastosowania metody wprowadzania nienaturalnych aminokwaséw do
sekwencji biatka, ktéra jest technicznie trudna. Biatka te zostaty uzyte w doswiadczeniach
sieciowania chemicznego, ktérych celem byto potwierdzenie udziatu wytypowanych reszt
aminokwasowych w oddziatywaniach biatkowych. Szerokie podejécie doéwiadczalne z
uzyciem komplementarnych metod pozwolito Doktorantowi przekonujgco udokumentowac

swoje odkrycia.
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W pracy zwraca uwage starannos¢ planowania doswiadczen, w tym uwzglednienie

niezbednych doswiadczenn kontrolnych. Doktorant testowat na przyktad integralnosé
strukturalng substytucyjnych wariantéw biatek przed ich uzyciem w doswiadczeniach
biochemicznych. Inny przyktad to potwierdzenie sktadu komplekséw sieciowanych
chemicznie metoda spektrometrii mas. Trzeci przyktad to zweryfikowanie, ze obecno$é
wielofunkcyjnego biatka opiekuriczego Sscl w Sc nie wptywa na uzyskane wyniki. Przyktady
te potwierdzajg, ze Doktorant bardzo rzetelnie i w sposéb dobrze przemyslany prowadzit

swoje doswiadczenia.

Gtoéwna opisana w Rozprawie trudnosc¢ techniczna, na ktérg natknat sie Doktorant, to
niemoznos$¢ oczyszczenia biatka Isul z S. pombe. Doktorant byt zmuszony uzywaé w swoich
doswiadczeniach biatka z S. cerevisiae. Doktorant charakteryzowat biochemicznie aktywnoé¢
ATPazy Hsp70 w obecnosci Jacl oraz Isul, czego celem byto wykazanie réznic tej aktywnosci
dla wariantéw biatka Jacl z substytucjami reszt aminokwasowych. Jak sam wskazuje, uzycie
w tych doswiadczeniach kombinacji biatek z dwéch réznych gatunkéw drozdzy moze by¢
powodem obserwowanych réznic aktywnosci. Budzi uznanie, ze Doktorant poszukiwat
rozwigzania tego problemu przez oczyszczenie biatka Isul z innego grzyba: C. thermophilum
(Ct) i jego wykorzystaniu w pofaczeniu z pozostatymi biatkami kompleksu z S. cerevisiae i S.
pombe. Niemniej jednak tutaj réwniez miedzygatunkowe mieszaniny biatka moga zaburzaé
wyniki. Jest na przyktad mozliwe, ze biatko Ct jest ewolucyjnie blizsze biatku Hsp70 z Sp niz Sc
i stad skuteczniej go aktywuje. Prosze Doktoranta o przedyskutowanie, jakie inne
doswiadczenia kontrolne mozna wykonaé¢, aby wykluczy¢ te komplikacje. W tym kontekscie
pomocne bytoby réwniez przedstawienie w Rycinie 9 grzyba C. thermophilum w drzewie
filogenetycznym oraz przyréwnania sekwencji aminokwasowych biatek Isul ze wszystkich

trzech gatunkow.

Zwraca uwage, ze w niektdrych doswiadczeniach brak jest stupkéw btedéw oraz
wartosci tych btedéw dla parametréw kinetycznych (np. Rycina 13 B, C). Prositbym o
wyjasnienie. W pracy zabrakto mi przyréwnania petnych sekwencji biatek Jacl. W Rycinie 17
pokazano jedynie bardzo krotki fragment sekwencji, ktéry nie pozwala na ocene

podobienstwa tych biatek.
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Dyskusja opisuje interpretacje wynikdw w szerszym kontekscie ewolucyjnym. Jest
wyczerpujgca i dojrzata. Ostatnia cze$¢ pracy to opis materiatéw i metod przygotowany
dobrze i szczegétowo. Opis ten powinien umozliwi¢ powtdrzenie doswiadczen bez wiekszych
trudnosci. Praca jest napisana w zrozumiaty sposob i poprawnym jezykiem. Od strony
edytorskiej jest przygotowana bardzo starannie. Nie znalaztem zadnych wigkszych pomytek
ani w rycinach ani w tekscie. Z mniejszych pomytek wskazatbym na literéwke w numeracji

reszt w ostatniej linii rozdziatu 3.7 (strona 42).

Doktorant jest wspétautorem dwdch prac. W pierwszej pracy mgr Wojciech Delewski
jest dzielonym pierwszym autorem i opisuje ona znaczng czes¢ wynikéw z Rozprawy. Ukazata
sig ona w bardzo dobrym czasopismie Molecular Biology and Evolution. W drugiej pracy,

opublikowanej w Journal of Biological Chemistry, Doktorant jest Srodkowym autorem.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa opisuje badania naukowe na
wysokim poziomie technicznym i merytorycznym. Stanowi waziny wktad w zrozumienie
mechanizmu biogenezy centréw FeS. Uwazam, ze rozprawa spetnia warunki okreslone
ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
i z petnym przekonaniem stawiam wniosek o dopuszczenie Pana mgr Wojciecha Delewskiego
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Roéwnoczesnie, biorgc pod uwage wysoki
poziom merytoryczny rozprawy, bardzo istotne pole badan oraz sukces publikacyjny wnosze

0 wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

Dr hab. Marcin Nowotny
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