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Recenzja pracy doktorskiej mgr Blazeja Michala Kempinskiego
pt. Identyfikacja nowych sekwencji aminokwasowych kierujacych biatka do peroksysomow w
drozdzach Saccharomyces cerevisiae
Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Genetyki Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN pod kierunkiem dr hab. Marka Skonecznego.

Peroksysomy, organelle powszechnie obecne w komorkach organizmoéw eukariotycznych,
pelnia bardzo wiele funkcji metabolicznych. Biora udziat w neutralizacji nadtlenku wodoru,
detoksykacji komorki wystawionej na dziatanie metanolu i etanolu, oksydacji kwasow
thuszczowych, rozktadzie ksenobiotykow, syntezie aminokwaséw oraz cholesterolu. Jedng z
najbardziej uniwersalnych funkcji peroksysomow jest B-oksydacja kwasow tluszczowych, co
w przypadku komoérek zwierzat jest szlakiem alternatywnym do szlaku mitochondrialnego, a w
komorkach grzybow i roslin odbywa si¢ tylko w proksysomach. Najwieksze nagromadzenie
peroksysomow ma miejsce w komorkach watroby i nerek. Aby organelle te mogly prawidtowo
petié¢ swoje funkcje, do ich wnetrza musza przedostaé si¢ biatka zaangazowane W procesy
metaboliczne. W B-oksydacji kwasow thuszczowych w komorkach drozdzy Saccharomyces
cerevisiae biorg udzial m.in. oksydaza acylo-CoA (AOx), katalaza A (Ctalp) oraz
wielofunkcyjny enzym Fox2p. Mimo do$¢ intensywnych badan, caty czas istniejg luki w
wiedzy dotyczacej mechanizmdéw odpowiedzialnych za import bialek do peroksysomow.
Import odbywa si¢ zarowno dzigki biatkom na state zwigzanym z btong peroksysomoéw, jak i
krazacym migdzy cytoplazma a ich wne¢trzem. Biatka docelowo dziatajace w peroksysomach
posiadaja tzw. sygnaly kierujace do peroksysomow, PTS (peroxisomal targeting signal).
Dotychczas dobrze poznano i opisano dwa takie sygnaty, PTS1 i PTS2 i w przypadku kazdego
z nich inne bialka, peroksyny, sa odpowiedzialne za rozpoznanie sygnalu. Pewne dane
wskazuja, ze istnieje jeszcze trzeci sygnal kierujacy biatka do peroksysomow, PTS3,
zakodowany nie na koncu, ale wewnatrz polipeptydu. Dotychczas byly to jednak
przypuszczenia i brak byto bezposrednich dowodoéw na jego obecno$¢. Wyjasnienia tego

zagadnienia podjat si¢ Doktorant. Dodatkowo postanowil znalez¢ jeszcze inne, niz poznane
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dotychczas, biatka peroksysomalne, ktore przedostaja si¢ do peroksysomoéw wykorzystujac
hipotetyczny sygnat PTS3.

Poznanie funkcjonowania peroksysomow oraz mechanizmu odpowiedzialnego za
transport biatek do ich wngtrza jest istotnym problemem badawczym, gdyz organelle te sa
wszechobecne w komorkach zwierzecych i ros§linnych, co czyni badania uniwersalnymi z
punktu widzenia biologii komorki. Majag one réwniez aspekt praktyczny, gdyz
zidentyfikowano wiele chordb czlowieka, u podstaw ktorych lezy brak lub nieprawidtowe
funkcjonowanie peroksysomow. DO najpowazniejszych nalezy spektrum zespotu Zellwegera,
choroba spowodowana catkowitym brakiem wytwarzania peroksysomow w tkankach.
Charakteryzuje si¢ ona gromadzeniem kwasow tluszczowych w ptynach ustrojowych, w
wyniku czego dochodzi do uposledzenia funkcji wielu narzgdow takich jak watroba, nerki,
szkielet, jak rowniez do powaznych zaburzen neurologicznych.

Celami pracy bylo udowodnienie obecnosci i scharakteryzowanie budowy sygnatu
importu do peroksysomow PTS3 w oksydazie acylo-CoA oraz zidentyfikowanie jeszcze
innych biatek, ktorych transport odbywa si¢ poprzez hipotetyczny sygnat PST3. Cele sg jasno
okreslone, oparte na przekonujacych przestankach wynikajacych z wczesniejszych badan
prowadzonych przez dr hab. Skonecznego, jak i na danych literaturowych.

Odnoszac si¢ do strony formalnej, rozprawa ma uktad typowy dla tego rodzaju opracowan,
liczy 108 stron i zawiera: spis treSci, streszczenie po polsku i angielsku, wykaz stosowanych
skrotow, wstep teoretyczny, cele pracy, opis materiatow 1 metod, wyniki, dyskusje oraz bogata
bibliografie (zawierajacg 235 pozycji). W tekscie zamieszczono 29 rycin i 9 tabel, 1/3 rycin
ilustruje tresci opisane we Wstepie. W pracy znajduje si¢ podsumowanie, ale brak jest
wypunktowanych wnioskow. Dysertacja napisana jest w sposob jasny, tadnym polskim
jezykiem naukowym i jest przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim. Zawiera
jedynie nieliczne i bardzo drobne btedy czy niezreczne sformutowania (zamieszczone ponizej
w Uwagach). Ryciny sa bardzo estetyczne, przemyslane i czytelne. Pewien niedosyt budzi
wykaz skrotow, ktory nie zawiera wszystkich wykorzystanych w rozprawie, a z drugiej strony
uwzglednia skroty do$¢ oczywiste lub takie, ktore moglyby znalez¢é si¢ tylko w sekcji
opisujacej materialy 1 metody. Zastrzezenia dotycza réwniez zbyt skrotowego opisu metodyki.

Wstep jest napisany bardzo jasno, zwigzle i zawiera wszystkie informacje niezbedne do
zrozumienia zagadnienia oraz przestanki stanowigce punkt wyjscia do podjecia badan
bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej. Autor dokonuje przegladu aktualnej wiedzy, a
sposob, w jaki to robi §wiadczy o dobrej orientacji Doktoranta w zagadnieniach bedacych
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przedmiotem badan. Doktorant szczegdtowo opisuje budowe i funkcje peroksysomow oraz
dostgpng wiedze o imporcie bialek do tych struktur komorkowych. Szczegdlny nacisk
polozony jest na import bialek do peroksysoméw droga zalezng od PTS1 i PTS2, jak rowniez
zwrocona jest uwaga na istnienie importu niezaleznego od obecnosci tych sygnatow. Dobrze
uzasadniono znaczenie tego procesu dla funkcjonowania peroksysomoéw. Ostatni rozdziat
Wstepu poswiecony jest chorobom wynikajgcym z wadliwie funkcjonujacych peroksysomow,
co w pelni uzasadnia waznos$¢ 1 uniwersalnos$¢ prowadzonych badan. Wstep wzbogacony jest 9
rycinami i dwoma tabelkami, co jest bardzo pomocne w $ledzeniu opisanego zagadnienia.
Ryciny przygotowane sg bardzo starannie i ich dobor jest uzasadniony. Rozdziat ten stanowi
rzeczywiscie bardzo dobry wstep do przedstawienia celu pracy, zawiera istotne informacje bez
obcigzania szczegotami i czyta si¢ go bardzo dobrze.

Materiaty i Metody nie zawsze zawierajg dostatecznie szczegotowy opis. Niedosyt budzi
odwotywanie si¢ jedynie do opisu podanego przez producenta. Wydaje si¢ by¢ stosownym
opisanie, choéby z zarysie, jak dana metoda byla wdrozona przez Doktoranta. Rozdziat
Materiaty zawiera tabelki bardzo dokladnie opisujace wykorzystane podczas realizacji pracy
szczepy drozdzy i plazmidy. Osobng tabelkg przygotowano dla szczepdéw i1 plazmidow
skonstruowanych na potrzeby pracy, jak i tych, pochodzacych z innych zrodet. Mimo uwag do
opisu nalezy podkresli¢, ze metodyka jest bogata, komplementarna i adekwatna do podjetych
badan.

Rozdzial Wyniki Doktorant zaczyna od przedstawienia przestanek bedacych inspiracjg do
podjetych badan. Poswigcona jest temu rycina 10, obrazujaca wyniki uzyskane wczesniej przez
dr hab. Skonecznego oraz dwie strony tekstu. Mozna dyskutowaé, czy to jest odpowiednie
miejsce na umieszczenie tego fragmentu, czy nie powinien si¢ on znalez¢ we Wstepie, przed
Celem pracy. Wedlug mojej opinii, tak byloby lepiej. Wyniki zostaly zobrazowane na 19
rycinach i w jednej Tabeli. Sg one przedstawione w sposob logiczny i uporzadkowany.
Wykonanie poszczegélnych etapow jest uzasadnione, a wyniki dobrze opisane i zilustrowane
rycinami. W kilku miejscach pojawiaja si¢ jednak pewne bardzo drobne niescistosci i biedy
(zamieszczone w uwagach ponizej). W przypadku czgsci wynikow bardzo wskazana bylaby,
obok analizy jakoSciowej, rowniez analiza ilosciowa, co wzmacnialoby istotnos¢ uzyskanych
wynikéw. Dotyczy to dolnego zdjecia znajdujacego si¢ na rycinie 16 oraz rycin od 21 do 25.

Efektem realizacji pracy doktorskiej byto wykazanie, ze hipotetyczny sygnat PTS3 nie jest
zakodowany w cigglej liniowej sekwencji, jak ma to miejsce w przypadku PTS1 i PTS2, tylko

wynika ze struktury obszaru powierzchniowego natywnego biatka. Poszukiwanie nowego
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biatka importowanego do peroksysomow przy wykorzystaniu potencjalnego sygnatu PTS3
przyniosto efekt i Doktorant wykazat, ze podobny mechanizm dotyczy biatka Fox2p. Wigze si¢
ono z Pex5p, ale nie klasycznie w jego c-koncowym rejonie, a jego transport moze odbywaé
si¢ mimo niefunkcjonalnego sygnalu PTS1. Import jest rowniez niezalezny od PTS2 oraz
importu ,,na barana”. Pokazano ponadto, ze nawet przy braku Pex5p transport moze si¢
odbywaé, cho¢ z mniejszym nasileniem, a za import odpowiedzialne jest Pex9p. WyniKi
dotyczace Fox2p, oprocz zobrazowania importu na zdjeciach, zostaty zanalizowane ilo$ciowo,
co bardzo wzmacnia istotno$¢ poczynionych obserwacji.

Podsumowujac, czes¢ doswiadczalng oceniam pozytywnie, uzyskane wyniki sg dobrze
przedstawione i przekonujace, a ich interpretacja nie budzi zastrzezen. W pracy brak jasno
sformulowanych wnioskow. Doktorant z duza ostrozno$cia podchodzi do interpretacji
otrzymanych wynikow, unika kategorycznych stwierdzen i jest $wiadom koniecznosci
dalszych badan, co $§wiadczy o jego dojrzatosci.

Dyskusja nie jest dtuga, ale trudno si¢ nie zgodzi¢, Ze jest wystarczajaca. Pierwszy jej
rozdzial po raz kolejny opisuje uzasadnienie do podjecia badan i cz¢$ciowo jest powtorzeniem.
W rozdziale 6.1 Autor stawia hipotezy, ktore wydaja si¢ by¢ punktem wyjscia do badan
podjetych w pracy doktorskiej. Jednakze na koncu tego rozdzialu wymienione hipotezy
nazywane sg wnioskami, co powoduje pewna konsternacj¢. Autor sprobowat skonfrontowaé
otrzymane dane z wynikami dostepnymi w literaturze. Ale nalezy podkresli¢, ze brak jest
danych dotyczacych importu z udziatem PTS3 (oprocz pracy opublikowanej przez zespot, w
ktorym pracowal Doktorant) i Autor glownie dyskutuje otrzymane przez siebie wyniki, zresztg
W interesujacy i przemyslany sposob.

Ponizej przedstawiam zagadnienia, do ktorych chciatabym, aby Doktorant si¢ odnidst i
ktore, mam nadzieje, przyczynig si¢ do ciekawej dyskusji podczas obrony:

e Sygnat PTS1 jest sygnatem uniwersalnym. Sygnat PTS2 jest obecny w biatkach
ro$linnych, brak go w biatkach peroksysomalnych u C. elegans i D. melanogaster. Co
wiadomo o biatkach posiadajacych ten sygnat u ssakow? We Wstegpie wspomniano
tylko o tym, ze u ssakow jest ko-receptor dla sygnatu PTS2, a w Dyskusji, ze jest on
prawie u wszystkich grup systematycznych. Brak jednak jasnej informacji o udziale
tego typu sygnatu w komoérkach ssakow. Czy PTS2 ma znaczenie w tych komorkach w
imporcie bialek? Jezeli tak, to takie informacje powinny si¢ znalez¢ we wstepie. Jezeli
nie, to jaki jest potencjat translacyjny otrzymanych wynikéw na mechanizmy transportu

biatek do peroksysoméw u czlowieka? Jakie sa przestanki, ze sygnat PTS3 moze
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odgrywa¢ rol¢ w imporcie w komorkach cztowieka? Czy i w jaki sposob poznanie
PTS3 przyblizy nas do zrozumienia i opracowania potencjalnych terapii w chorobach
bedacych wynikiem nieprawidtowego dziatania peroksysomow? W Dyskusji jest to, co
prawda, zasygnalizowane, ale bardzo, bardzo skrétowo i mato wyczerpujaco.

e Autor napisal, ze otrzymane wyniki sa przestanka do uznania pewnego rejonu w AOx
za obszar tworzacy sygnat PTS3. Ale czy jest to jednoznaczne z uzyskaniem dowodu,
ze taki sygnal rzeczywiscie istnieje? Czy raczej konieczne jest poszukiwanie dalszych
niezbitych dowodow? Jezeli tak, to jakie badania Doktorant by zaproponowat?

e Z drugiej strony, otrzymane wyniki wskazuja, ze rzeczywiScie istnieje jaki$ inny
sposob na wchodzenie AOx do peroksysomow, ale czy mozna okresli¢, ze import
odbywa si¢ dzigki obecnos¢ kolejnego sygnatu PTS i nazwaé go PST3, skoro to nie jest
liniowa sekwencja? Moze lepsza bytaby jaka$ inna nazwa dla takiego rodzaju importu?

e Wyniki dotyczace analizy importu Fox2p sposobem ,na barana” nie sg w peni
przekonujace. Na zdjeciach umieszczonych na rycinie 22, tylko w jednej z trzech
komorek fox2A i Fox2p-GFP obserwowany jest import. Bardzo brakuje danych
ilosciowych.

e Z kolei w przypadku analizy heterodimeréow Foxp2 z AOx lub Cat2p, na podstawie
przedstawionych wynikéw mozna powiedzie¢, ze Fox2p nie potrzebuje do wejscia ani
Cat2p, ani AOx. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze Fox2p tworzy je z innym biatkiem i
dlatego wchodzi do peroksysomow.

e (Czesto w komorkach obserwowane sa roznice w liczbie peroksysomow. Czy niewielka
ich liczba moze $wiadczy¢ o zaburzeniach w ich powstawaniu, co mogloby przektada¢
si¢ na import biatek, a tym samym by¢ niespecyficznym efektem, niezaleznym od
intencji badacza?

e Jak transfekcja wplywata na liczbg i aktywnos¢ peroksysomow? Czy nie obserwowano
negatywnych niespecyficznych efektow wynikajacych z samej procedury? Czy
wiadomo, czy plazmidy nie powodowaly dodatkowych zmian w genomowym DNA?

e Na jakiej podstawie wyodrebniono stabo widoczny prazek pokazany na rycinie 18? Ten
zaznaczony czerwonym prostokatem nie wydaje si¢ by¢ jedynym mozliwym.

Uwagi
e  Peroksysomy charakteryzuja si¢ indukowalnoscia”. Skrot myslowy. Rozumiem, ze ich

liczba moze zmienia¢ si¢ pod wplywem Srodowiska, stresu itp.
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e W tym celu geny te przeniesiono do plazmidow”- skrot myslowy.

e (Odnosnik w tekscie do Tabeli 1 znajduje si¢ na str. 17, a sama tabela duzo dalej, na
stronie 21. Tabela powinna by¢ blizej, bo to utrudnia czytanie. Podobnie rycina 9,
odnosnik jest na str. 17, a rycina na 20.

e Rozbieznos¢ miedzy tekstem a rycing. Na rycinie 11 jest 305 pz, a w tekscie 308.

e NALD - adrenoleukodystrofia - niepetne wytlumaczenie skrotu w opisie do tabelki.
Prawidlowe rozszerzenie skrétu pojawia si¢ w tekscie

e Rycina 17 - brak podpisu na osi Y

e Rycina 28 - srodkowa kolumna nie ma odpowiadajacego zdjecia. Szkoda, bo reszta ma.

Podsumowujac, podjety temat jest interesujacy i uniwersalny z puntu widzenia biologii
komorki. Doktorantowi udato si¢ zrealizowaé zamierzone cele. Rozprawa wskazuje na szeroka
wiedze¢ Doktoranta, zarowno praktycznag jak i teoretyczng. Doswiadczenia byty pracochtonne,
zaplanowane i przeprowadzone prawidlowo, a wyniki zinterpretowane wlasciwie.
Wykorzystany warsztat metodyczny byl nowoczesny, bogaty i optymalny dla realizacji celow
pracy. Znaczna czgs¢ wynikow zostata opublikowana w Journal of Cell Science, gdzie
Doktorant petni role rownorzgdnego pierwszego autora. Uwagi krytyczne, badz subiektywny
niedosyt informacyjny nie wptywaja na ogolng dobrg oceng pracy.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny praca mgr Btlazeja Kempinskiego spetnia
wszystkie warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 z poprawkami
wprowadzonymi Ustawa z dnia 18 marca 2011 r o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz.882). Dlatego tez z catym
przekonaniem zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie 0 dopuszczenie mgr Blazeja Kempinskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego i popieram wniosek o nadanie mu stopnia naukowego doktora.
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