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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anety Grabinskiej-Rogali:

,Oddziatywania systemu Hsp70 z substratem biatkowym oraz rola tych oddziatywan w zaleznej od
proteazy Lon degradacji substratu”

Centra zelazo-siarkowe (FeS) s3 jedng z najbardziej rozpowszechnionych grup kofaktorow
metalicznych w przyrodzie. Specyficzne wiasciwosci fizyko-chemiczne tych centr umozliwiajg
zachodzenie reakcji stanowigcych o aktywnosci enzymatycznej wielu biatek. S3 zatem istotnym
elementem samych centr aktywnych enzyméw gdzie anagazujg sig 'w odpowiednie reakcje
chemiczne, badz stanowig elementy taricuchéw kofaktorowych bioracych udziat w procesach takich
jak transfer elektronu w uktadach bioenergetycznych. W badaniach nad poznaniem dziatania centr
FeS wyrézni¢ mozna dwa podstawowe obszary wiedzy. Obszar pierwszy obejmuje poznanie samych
wiasciwosci fizykochemiczny tych centr, ich interakcji otoczeniem biatkowym i z innymi centrami w
uktadach wielokofaktorowych. Obszar drugi to poznanie biogenezy powstawania biatek
zawierajacych centra FeS, a w szczeg6lnosci proceséw zwigzanych z formowaniem sig tych centr i ich
inkorporacja do biatek.

Wiasnie w ten drugi nurt wpisujg sie badania od lat prowadzone przez renomowany w tej dziedzinie
zesp6t kierowany przez prof. dr hab. Jarostawa Marszatka a wraz z nimi — przedstawiona mi do
recenzji praca Pani mgr Anety Grabiriskiej-Rogali. W pracy tej doktorantka podejmuje nowatorskie
badania majace na celu poznanie molekularnego mechanizmu wigzania i uwalniania substratu przez
system angazujacy biatko szoku cieplnego (Hsp70) w procesie biogenezy biatek zawierajacych centra
FeS. Na wstepie nalezy podkresli¢, ze jest to wazne i aktualne zagadnienie w kontekscie
kompleksowego zrozumienia wszystkich aspektéw biogenezy biatek FeS, i ma fundamentalne
znaczenie poznawcze dla wielu obszaréw z dziedziny biochemii, biofizyki i biologii komérki. W tym
kontekscie wyniki przedstawione w tej pracy i ich analiza w znaczacy sposéb poszerzyly naszg wiedzg,
co w najwiekszym skrécie podsumowaé mozna w trzech najwazniejszych osiagnigciach pracy:

- dokonaniu biochemicznej rekonstrukcji potréjnego kompleksu skiadajgcego sig¢ z biatka
opiekuriczego Hsp70(Ssq1), biatka pomocniczego JDP(Hsc20) i substratu biatkowego Isul i wykazaniu,
7e tworzenie sie tego kompleksu przebiega dwu-etapowo (tzn. do efektywnego oddziatywania z Ssq
potrzebne jest wczeéniejsze utworzenie kompleksu Hsc20-Isul)

- opisaniu strukturalnych element6w i dynamiki molekularnych oddziatywan zachodzacych w obrebie
w.w. kompleksu

- scharakteryzowaniu wptywu biatek JDP/Hsp70 na degradacje biatka rusztowania IscU przez
proteaze Lon.

Rozprawa zredagowana zostata jezyku polskim w typowym ukfadzie obejmujacym streszczenie (w
tym dodatkowo streszczenie w j. angielskim), wstep, cele pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusje
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oraz bibliografie. W rozdziale ,Wstep” doktorantka w zwigzly i przejrzysty sposob wprowadza
wybrane zagadnienia z obszaru biogenezy biatek FeS i wiedzy jaka dysponujemy o uktadach
biologicznych ktére zaangazowane s3 w ten proces, by doprowadzi¢ do sformutowania gtéwnych
celéw pracy przedstawionych w formie siedmiu pytan. Sekcja ,Wyniki” jest dobrze osadzona w
eksperymentach wykonanych wczesniej i stopniowo przeprowadza czytelnika przez coraz bardziej
skomplikowane badania wykonane przez doktorantkg. Uwage zwraca bardzo duza staranno$¢
wykonania rycin: kazdemu zelowi SDS-PAGE towarzyszy analiza densytometryczna, a schematy
oddziatywari badanych na biosensorze sg wyraznie zaznaczone kolorami zgodnie z wykresami
kinetyki co bardzo utatwia zrozumienie wynikéw. W tym miejscu nalezy doceni¢ starannosc¢ i
koncepcyjne przemyslenie opisywanych eksperymentdw: samo tworzenie potréjnego kompleksu
Ssql*-Hsc20-Isul zostato stwierdzone za pomoca techniki precypitacji komplekséw, powtarzajac
eksperyment stosujac biatka fuzyjne z GST na kazdej podjednostce. Doktorantka stosowata tez liczne
wymagane w tego typu eksperymentach kontrole, a takze uzywata wariantéw biatek z
wprowadzonymi pojedynczymi lub wielokrotnymi mutacjami. Wyraznie zaznaczone jest co byto
wykonywane osobiécie przez doktorantke, a co we wspotpracy. Kolejny rozdziat ,Dyskusja” obejmuje
cztery i pot strony maszynopisu. Cho¢ moze wydawac sig to niezbyt duzo, doktorantka w syntetyczny
i przejrzysty sposéb ttumaczy w nim uzyskane wyniki i prezentuje swoje opinie odnoszac sig do
literatury, omawiajac biatka mitochondrialne, ewolucjg organizméw oraz stawiajgc bazujace na tych
wynikach hipotezy, ktére mozna weryfikowa¢ w dalszych badaniach. Syntetyczna dyskusja jest
pochodng faktu, iz caly szereg wnioskéw i mechanistycznych konsekwencji zostat juz przestawiony
przy omawianiu wynikdw w poprzednim rozdziale.

Lektura rozprawy doktorskiej nasuneta mi nastepujace uwagi i spostrzezenia:

1. Ze wzgledu na stosunkowo duzg ilo$¢ stosowanych skrotow, zdecydowanym utatwieniem
bytoby umieszczenie listy skrétow.

2. We wstepie brakowato mi szerszego oméwienia samych biatek zawierajgcych centra FeS iich
roli w ukfadach biologicznych, z podaniem przyktadéw. Akapit na str 15 odnoszacy sie do
tego zagadnienia wydaje sie zbyt skrotowy.

3. W metodzie 4.7: Pomiar hydrolizy ATP Hsp7. Brakuje cytowania skad pochodzi wartosc
molowego wspoétczynnika ekstynkcji dla NADH, a wartos¢ podana przez doktorantke (6440)
rézni sie od znanej mi wartosci (6220 M-1*cm-1).

4. W Celach pracy: szkoda, ze nie wszystkie punkty celéw zostaty zaopatrzone wyjasnieniami
(tekst w italiku), a takze 3 punkt nie bedacy pytaniem wydaje sie nie do korica pasowac¢ do
formuty pytan zastosowanej w pozostatych punktach.

5. Pomiar interferometrii biowarstwy nie jest powszechnie stosowng metoda, dlatego pomocny
bytby bardziej szczegétowy opis samej metody w punkcie 4.10, wyjasniajacy czytelnikowi
fizyczne podstawy rejestrowanych sensogramow.

6. W nawiazaniu do samych wynikéw pomiaréw przeprowadzonych w.w metodq: zastanawiam
sie czy z przebiegéw kinetycznych rejestrujacych formowanie potréjnego kompleksu nie
mozna by byto pokusi¢ sig¢ o liczbowe oszacowanie czasow formowania poszczegdlnych
komplekséw zamiast uzywac okreslen "szybki wzrost sygnatu", "szybkie wigzanie
poczatkowe, po ktérym nastepowato wolniejsze wigzanie".

7. Majac na wzgledzie postulowane oddziatywania elektrostatyczne miedzy dodatnio

natadowanymi resztami lizynowymi biatka Hsc20 a ujemnie natadowang resztg kwasu
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asparaginowego biatka Ssq1 — zastanawiam sie czy analizowany byt moze wptyw sity jonowej
na to oddziatywanie. Jesli nie, to jak w ocenie Doktorantki, sita jonowa mogtaby wptywac na
kinetyke formowania kompleksow.

Z obowigzku recenzenta zwrdci¢ musze uwage na nieliczne i na prawde drobne niedociggnigcia
jezykowe, zwtaszcza kalki z jezyka angielskiego, np.:

- "frakcje zawierajgce czyste biatko IscUGST zagescitam poprzez wirowanie (3500 g; 15 min.; 4°C;
Sigma; rotor 11192) w Centricon o wielkosci poréw 10 kDa (Amicon® Ultra, Millipore)" - polski
odpowiednik Centrikona to koncentrator wirowkowy

- dodanie do hodowli IPTG do finalnego stezenia réwnego - koricowego

- Po naniesieniu supernatantu z oczyszczanym biatkiem — nadsqczu

Powyisze uwagi w zaden sposéb nie umniejszaja mojej bardzo wysokiej oceny pracy doktorskiej Pani
Grabinskiej -Rogali. Jest to wyjatkowo dobrze przemyslane i ciekawie napisane opracowanie
naukowe. W moim przekonaniu praca swiadczy o duzej dojrzatosci doktorantki przy planowaniu,
wykonywaniu, interpretowaniu i dyskutowaniu wynikéw badari naukowych. Wyniki te jaki i ich
interpretacja w znaczacy sposob poszerzaja naszg wiedze na temat biogenezy biatek FeS i majg zasieg
miedzynarodowy, o czym $wiadczy¢ moze fakt, ze czes¢ wynikdw omawianych w pracy zostata juz
opublikowana w prestizowym czasopismie J. Mol. Biol. gdzie doktorantka jest jednym z trzech
réwnorzednych pierwszych autoréw (pozycja 106 w spisie literatury, w trakcie recenzji opublikowana
w czasopismie).

Majac na wzgledzie przedstawiong powyzej opinie, uwazam, ze prezentowana rozprawa doktorska
spetnia wszystkie wymogi niezbedne do uzyskania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie naukowej biotechnologia. Dlatego tez zwracam sie do Wysokiej Rady
Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Marii Anety
Grabinskiej-Rogali do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Walory samej rozprawy, w
szczeg6lnosci wyjatkowa naukowa waga osiggnietych w jej ramach wynikéw i proponowanego
modelu oddziatywari pomiedzy biatkami zaangazowanymi w proces biogenezy biatek FeS sprawiajq,
ze rozprawe doktorska postrzegam jednoznacznie jako wyrdzniajacy i dlatego wnosze o jej
uhonorowanie stosowng nagroda.
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