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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anety Grabinskiej-Rogali

,0ddziatywania systemu Hsp70 z substratem biatkowym oraz rola tych oddziatywan w zaleznej
od proteazy Lon degradacji substratu”

Pomimo wielu lat badan nad mechanizmem dziatania biatek opiekunczych HSP70 wazne
elementy zwigzane z ich aktywnoscia biologiczng sa ciagle niepoznane. Te polipeptydy
wspotpracujgc z biatkami posiadajacymi domene ] (JDP) kontrolujg nie tylko homeostaze biatek
komdrkowych, ale rowniez wyspecjalizowane procesy, takie jak biogeneza centréw zelazowo-
siarkowych (FeS) lub uwalnianie zawartoS$ci pecherzykdéw optaszczonych klatryna. Aktywnos¢
biologiczna biatek HSP70 zwiazana jest z oddzialywaniem z polipeptydowym substratem,
domeng | oraz hydroliza ATP. Poznanie molekularnego mechanizmu tworzenia potrdjnego
kompleksu Hsp70(ATP)-JDP substrat uczestniczacego w biogenezie FeS bylo zasadniczym
tematem rozprawy doktorskiej Pani mgr Anety Grabinskiej-Rogali. Praca zostata zrealizowana
pod opieka profesora Jarostawa Marszatka, posiadajacego znaczacy dorobek naukowy
w badaniach biatek opiekunczych oraz odpowiednie zaplecze aparaturowe do przeprowadzenia

tego typu analiz. Promotorem pomocniczym rozprawy byt dr. hab. Rafat Dutkiewicz.

Recenzowana praca liczy 90 stron i zostata podzielona w tradycyjny sposob na rozdziaty:
Streszczenie, Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja oraz Bibliografia. Wstep
pracy liczy 15 stron, zostal napisany starannie i zawiera wszystkie elementy konieczne do
zrozumienia przeprowadzonych badan. Doktorantka napisata ta cze$¢ pracy w sposéb bardzo
zwiezly, ilustrujac przedstawione tresci za pomoca klarownych rycin. Zamieszczony we wstepie
opis skomplikowanej maszynerii biatkowej biorgcej udzial w biogenezie centréw FeS jest
szczegotowy, zawiera kluczowe informacje o biatkach opiekunczych, rusztowania oraz
pomocniczych pochodzacych z organizmoéw prokariotycznych oraz eukariotycznych. Koncowy
podrozdziat wstepu przedstawia informacje o degradacji biatek rusztowania przez proteazg Lon.
Omawiajgc rozne sktadowe systemu biogenezy FgS oraz mechanizm jego powstawania Mgr

Grabinska-Rogala umiejetnie wskazata, ktére etapy sa mato poznane lub nieznane i wymagaja




dalszych badan, co konsekwentnie stato sie przedmiotem jej pracy opisanej w dalszej czesci

rozprawy.

W rozdziale Metody Doktorantka szczegétowo przedstawila stosowana w pracy metodyke
badan. Opis procedur jest napisany klarownie i pozwala czytelnikowi odtworzy¢ opisany tok
postepowania z preparatami oraz wykonane w pracy eksperymenty.

Do najwazniejszych wynikéw mgr Grabinskiej-Rogali opisanych w rozprawie zaliczam:

Otrzymanie 26 natywnych, homogennych, rekombinowanych biatek pochodzacych z E. coli oraz
S. cerevisiae, na ktérych zostaly przeprowadzone dalsze badania.

Analize aktywno$ci wariantu T239A biatka ATPazy Ssql* celem wykazania braku aktywnosci
ATPazowej w stanie wolnym oraz w obecno$ci |DP Hsc20, Mgel oraz Isul. Otrzymany wynik

pozwala zrozumiec stabilnos¢ potrojnego kompleksu Ssq1*-Hsc20-Isul.

Wykazanie, ze oddziatywanie biatkowego rusztowania, na ktérym zachodzi synteza FeS (Isul)
z kieszenig wiazacg substrat domeny SBD HSP70 (Ssql) jest konieczne do powstania
potréjnego kompleksu z biatkiem JDP (Hsc20) a sekwencja LPPVK biatka Isul oddziatujgca z
Ssql w obrebie kieszeni wigzacej substrat jest niezbedne dla formowania tej struktury.
Doktorantka zaobserwowata, ze mutacja Ssql* V472F zaburza, a F462S catkowicie
uniemozliwia wigzanie substratu in vitro. Badania przeprowadzono z zastosowaniem mutantow

Ssql, ktére wezedniej sprawdzono pod katem poprawnego zwinigcia biatka.

Zaobserwowanie, ze Hsc20 oraz Isul mogg oddzialywa¢ samodzielnie z 67Ssql*, ale
w wysokich, niefizjologicznych stezeniach tych biatek. Doswiadczenia przeprowadzono dla
szeregu stezen Hsc20 lub Isul, analizujgc efektywnos¢ powstawania kompleksu oraz stosujac

jako kontrole mutanty Hsc20 oraz Isul nietworzgce kompleksu z Ssql.

Zbadanie Kkinetyki powstawania kompleksow badanych biatek w czasie rzeczywistym.
Doktorantka przeprowadzila szereg pomiarow z uzyciem techniki interferometrii
biowarstwowej. Analizy z uzyciem immobilizowanego IsulST potwierdzily wcze$niejsze
ohserwacje dotyczgce oddzialywania partneréw oraz wykazaty stechiometrie 1:1:1 dia
kompleksu Ssql*-HscZ0-Isul, ponadto zaobserwowano dwufazowg kinetyke wigzania. Dalsze
analizy wykazaly, ze w pierwszym, bardzo szybkim etapie Hsc20 wigze Isul, nastepnie

kompleks Hsc20-Isul duzo wolniej oddziatuje z Ssql.

Analizy tworzenia potréjnego kompleksu z uzyciem wariantéw biatek, zawierajacych mutacje
zaburzajgce oddziatywania pomiedzy poszczegdlnymi skladowymi kompleksu. Doktorantka

wykonata szereg pomiardéw kinetycznych, uzywajgc wariantéw bialek HscZ0 oraz Ssql



potwierdzajac, Zze mutacje w rejonie oddzialywan biatko-biatko pomiedzy komponentami

potrdjnego kompleksu hamuje jego formowanie.

Eksperymentalne potwierdzenie istnienia dodatkowego miejsca oddzialywania pomiedzy
domeng CTD biatka Hsc20 a NBD biatka Ssq1. Wykonujac pomiary kinetyczne z uzyciem mutein
Hsc20, w ktoérych podstawiono dodatnio naladowane reszty 132 oraz 172, mgr Grabinska-

Rogala wykazata, Ze te faricuchy boczne sa niezbedne dla formowania potrojnego kompleksu.

Przeprowadzenie analizy degradacji biatka rusztowania - drozdzowego IscU przez proteaze Lon
oraz wykazanie, ze biatka opiekunicze HscB oraz SBD-HscA podobnie jak desulfuraza cysteinowa
(IscS) chronig je przed proteoliza. Dodatkowo doktorantka wyznaczyta powinowactwo
pomiedzy IscU a HscB, SBD-HscA oraz IscS. Otrzymane wyniki wskazuja, ze biatka opiekuncze

poprzez kontrole degradacji IscU wplywaja na jego poziom w komaérce.

Tok postepowania w pracy oraz analiza wynikéw jest logiczna i sklada sie w spodjng catosé.
Dyskusja podsumowujaca otrzymane wyniki zostala napisana bardzo dobrze. Doktorantka
krytycznie analizuje rezultaty swoich badan poréwnujac je z aktualnymi danymi literaturowymi.
Otrzymane w pracy wyniki sg wartoSciowe, a zaproponowany mechanizm formowania
potrojnego kompleksu jest kolejnym waznym krokiem w zrozumieniu dziatania bialek

opiekuriczych.
Praca jest napisana starannie, praktycznie nie zawiera btedéw. Do doktorantki mam kilka pytan:
Jaki jest $redni czas istnienia kompleksu Hsp70{ATP)-]DP-substrat w komérkach (in vivo)?

Czy HSP70 moze wigza¢ inne trifosforany nukleozydéw i czy moze to wplywaé na jego

aktywno$§¢?

Jaki moze by¢ powdd krétkiego czasu pottrwania biatka Isul. Czy moze uczestniczy¢ w innych
procesach/zaburzac inne procesy komérkowe i z tego powodu jest szybko degradowane?

Czy dimery biatek tworzone przez GST moga wplywaé na mechanizm lub kinetyke dziatania
analizowanych bialek? Czy podejmowano préby immobilizacji bialek do sensora w inny sposéb,
niz za pomocg GST (np. przez grupy aminowe, His-tag)?

Na wykresach przedstawiajacych Kinetyke oddzialywania IscU z HscB dla stezent ponad 1 pM
mozna zauwazy{ znaczgce zaburzenia (Rycina 23). Czy wykconano pomiary oraz analizy
oddzialywania dla szeregu stezen biatek ponize 1 uyM?

Podsumowujac, badania wykonane przez doktorantke znaczaco poszerzajg wiedze na temat
molekularnych podstaw aktywnosci biatka HSP70. Moja ocena przedlozonej do recenzji
rozprawy doktorskiej ,0ddzialywania systemu Hsp70 z substratem biatkowym oraz rola tych
oddzialywan w zaleinej od proteazy Lon degradacji substratu” jest wysoka, a rozprawa spelnia
warunki okreélone w art. 187 ust 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie



wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018, poz. 1668 ze zm.). Wnosze o dopuszczenie mgr Anety
Grabinskiej-Rogali przez Rade Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
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