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pt. , Identyfikacja nowych sekwencji aminokwasowych kierujacych biatka do
peroksysoméw w drozdzach Saccharomyces cerevisiae”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgra Bfazeja Kempinskiego
zostata wykonana pod kierunkiem naukowym Pana dr hab. Marka Skonecznego w Zaktadzie
Genetyki Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Kierowany
przez niego zespdt od lat prowadzi badania dotyczgce biogenezy peroksysomow,
a w szczegolnosci mechanizméw importu biatek do wnetrza tych struktur.

Problematyka rozprawy doktorskiej dotyczy identyfikacji nowych sekwencji
aminokwasowych, ktére umozliwiajg kierowanie biatek do peroksysomow. Peroksysomy sg
organellami, ktére odgrywajg wazng role w komérce. Nalezg one do wysoce adaptacyjnych
i wszechstronnych organelli, ktéore petnig réznorodne funkcje metaboliczne. Funkcjonalnos¢
peroksysoméw w duzej mierze zalezy od wtasciwego importu biatek, ktére sg syntetyzowane
na wolnych rybosomach w cytosolu, a tym samym wymagajg odpowiedniego mechanizmu
identyfikacji oraz transportu do miejsca docelowego. Biatka macierzy peroksysomalnej sg
importowane posttranslacyjnie w stanie ztozonym, czasem nawet oligomerycznym, co
mozna uzna¢ za charakterystyczng cechg mechanizmu importu biatek peroksysomalnych
Kierowanie biatek do peroksysoméw zalezy od obecnosci sekwencji kierujacej (PTS), ktéra
jest rozpoznawana przez receptory PTS znajdujgce sie w cytosolu. Dane literaturowe
wskazujg na istnienie dwdch dobrze poznanych sygnatdw kierujgcych biatka do wnetrza
peroksysomoéw. Jest to sekwencja PTS1 rozpoznawana przez biatko receptorowe Pex5p za
posrednictwem domeny tetratrikopeptydowej (TPR) i sekwencja PTS2, rozpoznawana przez
biatko receptorowe Pex7p za pomocg domeny WD-40. Receptory PTS przenosza



tadunek na btone peroksysomalng, gdzie stajg sie nastepnie czescig przejsciowych porow
importowych, a nastepnie uwalniajg fadunek do swiatfa peroksysomow.

Réznorodnosé¢ funkcjonalna peroksysomdéw moze stanowic istotny czynnik w adaptacji
komérek do réznych warunkéw srodowiskowych. Jest to realizowane miedzy innymi przez
zmiany funkcji metabolicznych, a co za tym idzie zmiany sktadu enzymatycznego tych
organelli, dostosowywane do potrzeb komérki. Badania dotyczace tego zagadnienia
pokazaty, ze ta réznorodnosc¢ funkcjonalna peroksysomoéw opiera sie na skomplikowanej
regulacji ekspresji gendéw i importu biatek peroksysomalnych. Pomimo, iz dotychczasowa
wiedza na temat importu biatek peroksysomalnych jest stosunkowo obszerna, to mechanizm
ten nie zostat w petni wyjasniony i wiele waznych zagadnieh wymaga dalszych analiz. Warto
w tym miejscu podkreslic, ze w niektdrych organizmach, w tym rdéwniez u drozdzy
S. cerevisiae, zidentyfikowano biatka, ktérych transport do peroksysoméw odbywa sie
w sposéb niezalezny od wspomnianych juz sygnatéw PTS1 i PTS2, cho¢ jest on zalezny od
receptora Pex5p. Pozwala to na przypuszczenie, ze receptor Pex5p wykazuje podwadjng
funkcje, uczestniczac réwniez w alternatywnym mechanizmie importu, zaleznym od
hipotetycznego sygnatu PTS3. Przyktadem tego typu biatek u drozdzy jest oksydaza acylo-
CoA (AOx) czy tez acetylotransferaza karnitynowa (Cat2p), ktére wykorzystujg do transportu
N-koricowg czes¢ receptora Pex5p zamiast domeny TPR, ktéra to domena zaangazowana jest
w oddziatywanie z sygnatem PTS1.

Rola peroksysoméw, poczatkowo sprowadzana do nieznacznej odpowiedzialnosci za
funkcjonowanie komérki, w miare rozwoju wiedzy na ich temat, szczegélnie w ostatnich
latach, okazuje sie by¢ duzo bardziej znaczgca. Sugeruje to réwniez coraz czesciej stosowane
okreslenie, odnoszgce sie do peroksysomow, ze sg to wielozadaniowe organelle, ktére petnig
kluczowg role w licznych procesach biochemicznych w metabolizmie komoérki. Ponadto
wszelkiego typu zaburzenia struktury peroksysomoéw na skutek mutacji i dysfunkcji genow
PEX badz tez gendw kodujgcych biatka zwigzane z biogenezg tych struktur, stanowia podtoze
patogenetyczne chordb peroksysomalnych. Argumenty te dowodza, ze podjeta przez
Doktoranta tematyka jest aktualna i wpisuje sie w potrzebe szczegdtowego wyjasnienia
mechanizmu importu biatek peroksysomalnych w tym poprzez pokazywanie nowych sciezek
czy tez analize czynnikdw, ktére poprzez wptyw na import biatek mogg modulowad
aktywnos¢ peroksysomow.

Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byto scharakteryzowanie alternatywnego
mechanizmu importu biatek do peroksysoméw. Pomoc w realizacji celu, jaki wyznaczyt sobie
Pan mgr Bfazej Kempinski, stanowity precyzyjnie sformutowane cele szczegétowe
obejmujgce: (i) scharakteryzowanie sygnatu PTS3 w polipeptydzie jednego z kluczowych
biatek peroksysomalnych jakim jest oksydaza acylo-CoA oraz (ii) zidentyfikowanie kolejnych
biatek drozdzy S. cerevisiae, ktdérych transport do wnetrza peroksysoméw odbywa sie
szlakiem zaleznym od PTS3. Istotne dla realizacji postawionego celu byto réwniez
szczegotowe okreslenie poszczegdlnych etapdédw prac badawczych, wtasciwy dobér metod
badawczych oraz dobrze przemyslany uktad doswiadczalny.



OCENA MERYTORYCZNA

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgra Btazeja Kempiniskiego
posiada strukture typowa dla prezentacji wynikéw doswiadczalnych i sktada sie z 8
rozdziatow obejmujgcych kolejno: Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja,
Literatura, Publikacje. Cato$¢ rozprawy poprzedzona jest zwieztym Streszczeniem w jezyku
polskim oraz angielskim przedstawiajgcym zrealizowane zadania badawcze. Rozprawa
doktorska liczy 119 stron, na ktdrych znalazto sie 29 rycin (9 rycin zamieszonych zostato
w rozdziale , Wstep”, a pozostate 20 w rozdziale ,Wyniki”), 9 tabel (2 tabele zamieszone
zostaty w rozdziale ,\Wstep”, 6 w rozdziale ,Materiaty” i 1 w rozdziale ,Wyniki”) oraz 235
pozycji literaturowych, z ktérych znaczacg czes$é¢ stanowig prace wydane w ostatnich
dziesieciu latach.

Wstep stanowigcy logiczne i konsekwentne wprowadzenie czytelnika w zagadnienie,
ktorego dotyczy rozprawa doktorska opisany jest na 21 stronach. W oparciu o stosowng
wzgledem tematyki literature Doktorant dokonat opisu aktualnej wiedzy na temat
peroksysomdéw, a w szczegdlnosci ich budowy, funkcji czy podstawowych proceséw jakie
majg miejsce wewnatrz tych struktur jak np. B-oksydacja. Najobszerniej rozdziat ten traktuje
o imporcie biatek do wnetrza peroksysomdw, co nie dziwi, poniewaz odnosi sie wprost do
tematu rozprawy. Na uwage zastuguje fakt, ze Doktorant przedstawiajgc aktualng wiedze na
temat réznych sciezek importu biatek do peroksysoméw wskazuje rdwniez obszary,
w ktérych widoczne s3g niedostatki wiedzy i potrzebe analizy tych zagadnien, czego
przyktadem moze by¢ zacytowany fragment tekstu: ,Natura tego hipotetycznego sygnatu,
zwanego czasem PTS3 i struktura rejonu Pex5p rozpoznajgcego ten wewnetrzny sygnat
pozostajq nieznane.” Informacje zawarte we Wstepie, oparte na szerokim zakresie danych
literaturowych, przedstawione s3 w sposéb klarowny, a czytelnosci opisywanym
mechanizmom dodajg dobrze dobrane ryciny i tabele utatwiajgce zrozumienie nie zawsze
prostej materii poruszanych zagadnien.

Zaznaczone we Wstepie braki danych literaturowych odnosnie importu biatek
peroksysomalnych w sposdéb niezalezny od sygnatéw PTS1 i PTS2 staty sie inspiracjg do
podjecia badan stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy. Zaréwno cel gtéwny rozprawy
jak i sformutowane na jego bazie dwa cele szczegétowe, zostaty okreslone w sposdb
jednoznaczny i sg w petni zgodne z tematem rozprawy doktorskiej. Celem gtéwnym
rozprawy byto scharakteryzowanie alternatywnego mechanizmu importu biatek
peroksysomalnych. W oparciu o ten cel Doktorant sformutowat dwa cele szczegdtowe:
scharakteryzowanie hipotetycznego sygnatu PTS3 w polipeptydzie oksydazy acylo-CoA oraz
zidentyfikowanie kolejnych biatek drozdzy S. cerevisiae, ktérych transport do wnetrza
peroksysoméw odbywa sie szlakiem zaleznym od PTS3.

Realizacja zatozonego celu badan zostata oparta o dobrze przemyslany uktfad
doswiadczalny oraz metody i techniki badawcze wykorzystywane w genetyce czy biologii
molekularnej. Szczegdtowy opis wykorzystanych w badaniach szczepdow drozdzy S. cerevisiae



zostat zamieszczony w rozdziale Materiaty. Znajduje sie tam wykaz szczepdw pochodzgcych
z kolekcji Zaktadu Genetyki jak i szczepdw skonstruowanych na potrzeby realizacji
zaplanowanych badan wraz ze szczegdétowym opisem ich konstrukcji. W podobny sposdb
przedstawiono rowniez wykaz plazmidéw wykorzystanych przy realizacji zadan badawczych.
W rozdziale tym znalazty sie réwniez informacje dotyczace szczepdw bakterii wykorzystanych
do konstrukcji plazmidéw. Opis metod wykorzystanych do realizacji zaplanowanych zadan
badawczych przedstawiony zostat w rozdziale Metody. Wsrdd opisanych metod i technik
badawczych znalazty sie miedzy innymi: metody wykorzystywane do konstrukcji plazmidéw
i transformacji komérek drozdzy, metody wykorzystywane do konstrukcji haploidalnych
i diploidalnych szczepdw drozdzy, test dwuhybrydowy stosowany w celu identyfikacji reszt
aminokwasowych oksydazy acylo-CoA uczestniczacych w jej oddziatywaniu z biatkiem
Pex5%36292 mikroskopia fluorescencyjna do analizy wydajnos$ci importu do peroksysomow
biatek wyznakowanych metkg GFP, chromatografia powinowactwa do jondw niklu do
poszukiwania biatek importowanych za posrednictwem sygnatu PTS3 czy tez spektrometria
mas do identyfikacji biatek.

Cze$¢ doswiadczalna pracy zostata przedstawiona w rozdziale Wyniki, gdzie znalazto
sie szerokie spektrum wykonanych przez Doktoranta analiz. Uzyskane wyniki Doktorant
zaprezentowat na 20 rycinach i w formie 1 tabeli. Caty cykl badan zostat podzielony na dwa
watki tematyczne, a prezentacja uzyskanych wynikéw zostata usystematyzowana w sposdb
tworzgcy pewien logiczny cigg, zmierzajacy do uzyskania odpowiedzi na sformutowane
pytania, stanowigce jednoczesnie cele szczegétowe pracy.

Pierwsza cze$¢ badan miata na celu ustalenie, ktére reszty aminokwasowe w polipeptydzie
oksydazy acylo-CoA biorg udziat w oddziatywaniu z N-koricowgq czescig biatka receptorowego
Pex5p i tym samym sg istotne dla importu tego biatka do peroksysoméw. Do opracowania
strategii badawczej Doktorant wykorzystat wczesniejsze osiggniecia naukowe prac zespotu,
ktére wskazywaty na wspoétistnienie w Pex5p dwdch domen rdznigcych sie specyficznoscia:
domeny oddziatujgcej z PTS1 i zawierajgcej powtdrzenia TPR oraz domeny zlokalizowanej
w obrebie N-terminalnej czesci receptora. Przy czym zasugerowano, ze to wtasnie domena
zlokalizowana w N-koricowej czesci receptora Pex5p jest zaangazowana w rozpoznawanie
postulowanego sygnatu PTS3 i decyduje o imporcie do peroksysoméw biatek posiadajgcych
taki sygnaft, czego przyktadem jest oksydaza acylo-CoA czy acetylotransferaza karnitynowa
(Cat2p). W ramach realizacji tego celu rozprawy doktorskiej Doktorant przeprowadzit szereg
starannie zaplanowanych badan zwigzanych z identyfikacjg reszt aminokwasowych
tworzacych postulowany sygnat PTS3 oksydazy acylo-CoA. Stosujac narzedzie mutagennej
reakcji PCR stworzyt biblioteki plazmidéw kodujgcych przypadkowo zmienione warianty
biatka AOx, co pozwolito mu na uzyskanie puli klonéw drozdzowych, zawierajgcych plazmid
pGAD424-Pex5p*3¢-292 oraz pGBT9-AOx z przypadkowo wprowadzong mutacjg w obrebie
genu POX1 (Rys. 12). Szczegdtowa analiza wyselekcjonowanych klonédw pozwolita z kolei na
identyfikacje podstawied aminokwasowych, ktérych efektem bylo wzmocnienie badz
ostabienie oddziatywania z Pex5p'3¢2°2 (w obrebie fragmentu miedzy 136 a 292
aminokwasem receptora Pex5p) (Tab. 9). Dla sprawdzenia czy podstawienia aminokwasowe



w AOx, zaburzajace oddziatywanie z Pex5p majg réwniez wplyw na import AOx do
peroksysoméw in vivo, Doktorant wykorzystat komodrki szczepu BY4741 pex5A pox1A
komplementowane plazmidami kodujgcymi natywng lub odpowiednio zmieniong wersjg
biatek fuzyjnych AOx-GFP oraz plazmidem pRS413-Pex5 kodujgcym receptor Pex5p, a takze
plazmidem kodujgcym marker peroksysomalny mRFP-SKL lub PTS2-dsRed (Rys. 16, 17).
Podsumowujgc te czes¢ badan Doktorant udokumentowat, ze:

— Reszty aminokwasowe w polipeptydzie oksydazy acylo-CoA uczestniczagce w jej
oddziatywaniu z N-koricowg czescig receptora Pex5p sg wazne dla importu tego biatka
do peroksysoméw in vivo

— Wskazane reszty aminokwasowe nie tworzg ciggtej sekwencji jak ma to miejsce
w przypadku sygnatéw PTS1 czy PTS2, a skupione sg w dwdch rejonach natywnej
struktury trzeciorzedowej tego biatka: na powierzchni oraz w otoczeniu czasteczki FAD,
petnigcej role kofaktora. Na tej podstawie wysunieto przypuszczenie, ze hipotetyczny
sygnat PTS3 odpowiedzialny za kierowanie oksydazy acylo-CoA do peroksysomow
zakodowany jest nie tyle w sekwencji aminokwasowej polipeptydu co w strukturze
sfatdowanego biatka

Druga cze$¢ badan miata na celu poszukiwanie innych, poza oksydazg acylo-CoA czy
acetylotransferazg karnitynowg, biatek drozdzy S. cerevisiage importowanych do
peroksysomdéw nowg drogg i identyfikacje reszt aminokwasowych istotnych dla ich importu,
co pozwolitaby na wyodrebnienie cech wspdlnych ich sygnatéw PTS3 i sformutowanie
ogdlnych cech budowy tego sygnatu. Punktem wyjscia do poszukiwania takich biatek byto
ustalenie przez Doktoranta kryteridw, ktére powinno spetnia¢ biatko, aby mozna byto uznag,
ze jego transport odbywa sie postulowanym, alternatywnym szlakiem. W tym celu przyjeto
nastepujgce warunki: (i) transport biatka do peroksysoméw wymaga obecnosci receptora
Pex5p, (ii) biatko jest transportowane do peroksysomédw mimo braku sygnatu PTS1,
a w przypadku obecnosci tego sygnatu jego usuniecie nie ma wptywu na lokalizacje
peroksysomalng, (iii) transport biatka do peroksysomow nie wymaga obecnosci receptora
Pex7p, co pozwala na wykluczenie transportu zaleznego od sygnatu PTS2.
Wykorzystujgc metode chromatografii powinowactwa do jonéw niklu Doktorant wytypowat
nowe biatko, zidentyfikowane nastepnie metodg spektometrii mas jako Fox2p, ktére
oddziatuje z N-koricowym rejonem receptora Pex5p (Rys. 18-20). Z kolei analizy jakoSciowe
oparte na mikroskopii fluorescencyjnej i wykorzystaniu biatka fuzyjnego z metkg GFP
pozwolity Doktorantowi na doktadniejsze scharakteryzowanie importu biatka Fox2p do
peroksysomoéw (Rys. 21-27) m.in. poprzez analize wydajnosci tego procesu ocenianej na
podstawie liczby komdrek wykazujgcych kolokalizacje biatek fuzyjnych z markerem
peroksysomalnym (Rys. 28-29). Podsumowujgc te czes¢ badan Doktorant udokumentowat,
ze:

— Transport biatka Fox2p do peroksysoméw jest zalezny zaréwno od sciezki PTS1 jak i od

hipotetycznej sciezki PTS3
— Import biatka Fox2p do peroksysomoéw odbywa sie niezaleznie od mechanizmu ,,piggy
back” opartego na tworzeniu kompleksu z biatkiem posiadajacym sygnat PTS1 lub PTS2



— W imporcie biatka Fox2p do peroksysoméw, poza receptorem Pex5p, uczestniczy
rowniez receptor Pex9p, a ich udziat mozna oszacowaé odpowiednio na ok. 90% i 10%

— Import biatka Fox2p z udziatem receptora Pex9p nie wymaga sygnatu PTS1

— Fox2p jest kolejnym biatkiem drozdzy S. cerevisiae wykorzystujgcym hipotetyczny sygnat
PTS3 do importu do peroksysoméw

Wyniki badan stanowigce podstawe przedtozonej przez Doktoranta rozprawy,
przeprowadzone z zastosowaniem szeregu nowoczesnych technik i w oparciu o réznorodne
podejscia metodyczne, stanowig istotny wktad w poszerzanie wiedzy na temat importu
biatek peroksysomalnych, co jest niewatpliwie duzym osiggnieciem. Podkresli¢ réwniez
nalezy, ze czes$¢ z tych wynikéw znalazta sie w pracy opublikowanej w wysokiej rangi
czasopismie Journal of Cell Science, gdzie Pan mgr Btazej Kempinski jest drugim autorem.
Wiele z uzyskanych wynikéw prowokuje do stawiania nowych pytan, a przez to do
kontynuacji badan, co sam Doktorant w wielu miejscach podkresla.

Prace konczy rozdziat Dyskusja, gdzie Doktorant dokonuje omdwienia uzyskanych
przez siebie wynikéw w Swietle dostepnej i aktualnej literatury przedmiotu. W mojej ocenie
istotnym uzupetnieniem catosci pracy bytoby zwiezte podsumowanie uzyskanych wynikow
w formie wnioskéw, co datoby czytelnikowi syntetyczny obraz dokonan uzyskanych przez
Doktoranta.

Podsumowujgc, przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska prezentuje wysoki

poziom merytoryczny badan. Podjeta w pracy problematyka importu biatek do
peroksysoméw jest aktualna i bardzo istotna, szczegdlnie jesli wezmiemy pod uwage, ze
zaburzenia w funkcjonowaniu peroksysoméw stanowig podtoze wielu schorzen. Koncepcja
pracy jest spdjna, a eksperymenty zaplanowane zostaty z duzg starannosciag i znajomoscia
warsztatu metodycznego, co sprzyjato osiggnieciu pozytywnego efektu w rozwigzaniu
postawionego problemu badawczego. Co wazne, interpretacja uzyskanych wynikéw
przedstawiana byta w sposdb jednoznaczny, niewykraczajgcy poza uzyskane dane.
Rozprawa przygotowana zostata w sposdb staranny, cho¢ doktorant nie ustrzegt sie
drobnych niedociggnie¢ edytorskich, btedéw gramatycznych czy niescistosci np. str. 62 ,,...w
celu zaindukowania peroksysomow.”, str. 63 ,,...rozdzielano na zelu akrylamidowym...”, str.
56 oznaczenia stosowane przy zdjeciach na Rys. 16 zapisane sg w jezyku angielskim, na
wszystkich pozostatych oznaczenia sg one w jezyku polskim. Te nieliczne uwagi nie wptywaja
jednak na mojg pozytywng ocene merytoryczng rozprawy.

Pytania problemowe

Wobec pozytywnej oceny przedstawionej w niniejszej recenzji, nie zgtaszam istotnych
zastrzezen, ktdre wymagatyby szczegdétowego wyjasnienia ze strony Doktoranta.

Kierujgc sie jednak witasnymi zainteresowaniami, chciatabym przedyskutowaé¢ podczas
obrony rozprawy doktorskiej dwie kwestie. Pierwsza dotyczy potencjalnych mechanizméw
regulacji poziomu biatka Pex5p. Biatko Pex5p jako receptor sygnatu PTS1 jest waznym



elementem mechanizmu importu biatek do peroksysoméw. Stad mechanizm jego regulacji
wydaje sie by¢ istotny dla utrzymania wtasciwej funkcjonalnosci peroksysoméw. Moje
pytanie dotyczy zatem sposobu regulacji receptora Pex5p w komérce. Druga kwestia dotyczy
natomiast peksofagii bedacej selektywna wobec peroksysoméw forma autofagii i jej roli
w regulacji dynamiki peroksysomow. Czy istnieja dane badi przestanki wskazujace na
zwigzek miedzy importem biatek do peroksysomow a procesem peksofagii?

WNIOSEK KONCOWY

Podsumowujac, chciatabym stwierdzi¢ iz przedstawiong mi do recenzji rozprawe
doktorskg oceniam bardzo wysoko, a zaprezentowane uwagi nie obnizajg tej wartosci.
Uwazam zatem, ze rozprawa doktorska Pana mgra Bfazeja Kempinskiego spetnia ustawowe
wymagania stawiane pracom doktorskim (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki wraz z kolejnymi
poprawkami). Dlatego tez zwracam sie do Rady Naukowe] Instytutu Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pana mgra Btazeja Kempirskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie doceniajgc wysoka wartos¢ naukowa rozprawy
wnosze o jej wyrdznienie.
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