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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Lukasza Kowalskiego
pt. ,,Pozamitochondrialne czynniki wplywajace na import i degradacje bialek
mitochondrialnych”
wykonanej pod Kierunkiem Prof. dr hab. Agnieszki Chacinskiej oraz promotora
pomocniczego Dr Piotra Bragoszewskiego z Centrum Nowych Technologii

Uniwersytetu Warszawskiego

Mitochondria uczestniczg w wielu niezwykle waznych procesach biologicznych, takich jak
wytwarzanie energii, biosynteza centréw zelazo-siarkowych i hemu, sygnalizacja komoérkowa,
specjalizacja, wzrost i S$mier¢ komoérki, czy tez kontrola cyklu komérkowego. Proteom
mitochondrialny, czyli zestaw wszystkich bialek obecnych w mitochondriach, jest wspottworzony
przez okoto tysige biatek, z ktérych przytlaczajaca wigkszos¢ powstaje w cytozolu na bazie matrycy
genomowego DNA. W zwigzku z tym wigkszos¢ biatek mitochondrialnych jest importowana z
cytoplazmy. Podstawowg role w tym procesie odgrywajg kompleksy biatkowe zlokalizowane w
zewngtrznej i wewngtrznej blonie mitochondrialnej. Ich skladniki rozpoznajg importowane biatka
jak 1 umozliwiajg ich translokacje przez blony lub ich wbudowanie w blony. Dynamiczna natura
obu typow translokaz pozwala na sortowanie bialek o odmiennych mechanizmach importu. Poza
tym istotng role w imporcie odgrywaja bialka zlokalizowane w cytoplazfnie, przestrzeni
migdzybtonowe;j i matriks mitochondrialnej. Zakl6cenia w imporcie biatka do mitochondriow moga
stanowi¢ przyczyne nowej klasy chorob pochodzenia mitochondrialnego, co potwierdza kluczowe
znaczenie procesu importu biatka dla prawidtowego dzialania mitochondridow.

Aby zachowa¢ komoérkowg homeostaze, syntezie i transportowi biatek towarzysza systemy
kontroli jakosci. Systemy takie mogg usuwaé Zle sfatdowane lub nieprawidlowo zlokalizowane

- biatka. Selektywng degradacje tych biatek zapewnia miedzy innymi system ubikwityna-proteasom
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(ang. Ubiquitin proteasome system, UPS). Wiele przestanek wskazuje, ze pula biatek kierowanych
do mitochondrialnej przestrzeni migdzybtonowej (ang. Intermembrane space of mitochondria,
IMS) moze by¢ degradowana wlasnie przez UPS. Procesy odpowiedzialne za import i dojrzewanie
biatek oraz ich degradacje nie powinny by¢ rozpatrywane w oderwaniu od siebie. Uczestnicza one
bowiem w tworzeniu réwnowagi i zaburzenie ktéregokolwiek z procesdéw wplywa na pozostate.

Pan mgr Lukasz Kowalski, realizujac projekt doktorski, przeprowadzit analizy wiasnie w
kontekscie wielostronnych zaleznosci w obrebie catej komorki. Jako przedmiot badan Doktorant
wybral bialko Cox12, ktére reprezentuje biatka IMS. Celem badafi bylo zidentyfikowanie
czynnikéw decydujgcych o ubikwitynacji biatka Cox12, zaréwno zewnetrznych (enzymy
zaangazowane w proces ubikwitynacji) oraz wewnetrznych (wlasciwosci biatka Cox12 niezbedne
dla jego ubikwitynacji). Ta cze$¢ badan objeta réwniez wzajemny wplyw procesow ubikwitynacji i
importu. Otrzymane wyniki pozwolity Autorowi na rozpoczgcie kolejnej czesei projektu, w ktorej
badat konsekwencje importu do mitochondriow biatek posiadajgcych domeny o trwalej strukturze
trzeciorzgdowej. W celu odtworzenia takich warunkéw w komoérkach drozdzy mgr fukasz
Kowalski przeprowadzil ekspresje biatka fuzyjnego kierowanego do mitochondriéw, ktore

zawieralo w swojej sekwencji stabilnie sfatldowang domene biatka zielonej fluorescencii.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 123 strony i zostala napisana w jezyku
angielskim. Praca ma uklad typowy dla tego rodzaju opracowan. Rozpoczyna sie spisem tresci,
streszezeniem po angielsku i po polsku, wstep liczy 11 stron. Po sprecyzowaniu jakie sg gléwne
cele pracy znajduje si¢ liczacy 10 stron rozdzial ,,Materialy i Metody”. Wyniki liczg 48 stron, a po
nich nastgpuje 18 stronicowa dyskusja oraz konkluzje, ktére podsumowujg gtéwne osiagniecia
Autora podczas realizacji projektu doktorskiego. Rozprawa koriczy 10 stronicowym zatacznikiem

obejmujgcym tabele oraz 15 stronicowym pismiennictwem.

Ocena merytoryczna

Wstep Autor rozpoczyna od ogélnego omdwienia struktury, roli mitochondrii oraz proteomu
tych organelli. Nastgpnie przechodzi do bardziej szczegétowej charakterystyki importu biatek do
mitochondriéw ze szczeg6lnym naciskiem na oméwienie maszynerii biatkowych zaangazowanych
w ten proces. Biogeneza biatek mitochondrialnych jest szczeg6lnie zlozona, poniewaz mitochondria

posiadaja dwie blony, zewngtrzng (OM, ang. outer membrane) i wewnetrzng (IM, ang. inner
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membrane), ktére oddzielajg od siebie przestrzen miedzyblonows (IMS, ang. intermembrane space)
1 macierz mitochondrialng. Pierwszy kompleks biatkowy, ktéry Doktorant opisuje to kompleks
translokazy zewnetrznej bfony mitochondrialnej (TOM, ang. translocase of the outer mitochondrial
membrane), ktéry jest zaangazowany w przenoszenie prekursoréw biatek przez blone zewnetrzna
OM. Nastepnie przechodzi do opisu $ciezek sortowania biatek w mitochondriach, niemniej gléwnie
nacisk stawia na doktadng charakterystyke maszynerii bialkowych zaangazowanych w transport
biatek do przestrzeni miedzyblonowej IMS. Z tego tez wzgledu w pracy znajduje sie wyczerpujacy
opis strukturalno-funkcjonalny maszynerii biatkowej przestrzeni miedzyblonowej (MIA, ang.
mitochondrial IMS import and assembly machinery) oraz kompleksu translokazy wewnetrznej
btony mitochondrialnej (TIM23, ang. inner membrane presequence translocase).

W dalszej czgsci wstgpu Autor opisal mechanizmy odpowiedzialne za kontrole jakosci w
mitochondriach, ktére pozwalaja na wykrycie uszkodzonych, nieprawidtowo sfatdowanych lub Zle
zlokalizowanych bialek. W tej czgéci wstgpu Doktorant skoncentrowal sie na jednym z
podstawowych systeméw komorki pozwalajacych na demontaz nieprawidlowych bialek, a
mianowicie na systemie ubikwityna-proteasom. Proteasom to kompleks odpowiedzialny za
degradacje bialek. Natomiast biatka przeznaczone do zniszczenia znakowane sa poprzez
doczepienie czgstek ubikwityny. Badania wielu zespoléw badawczych, w tym zespolu Prof.
Agnieszki Chacinskiej i Dr Piotra Bragoszewskiego, wskazujg ze system ubikwityna-proteasom
sprawuje Scista kontrole nad nowymi biatkami ktére sa w drodze do swojego miejsca
przeznaczenia. Nie mam zadnych uwag do tej czesci rozprawy, jest napisana w sposéb
wyczerpujacy, absolutnie czytelny i zrozumialy. Jedyna moja sugestia jest taka, ze Autor mogt
poprze¢ swoje rozwazania wigksza ilodcig prostych schematéw, ktére ulatwityby zrozumienie

opisanych, czesto bardzo skomplikowanych proceséw.

Cele pracy sa precyzyjne i jasno postawione

Rozdzial Materialy i metody sklada si¢ z dwoch po sobie nastepujacych podrozdziatéw
(podrozdzial Materialy i podrozdzial Metody), ktére w sposéb jasny i bardzo szczegOlowy
przedstawiajg opisy materialéw i metod wykorzystywanych w pracy doktorskiej. Dokladne i
rozbudowane opisy przeprowadzonych doswiadczen dodatkowo podkreslajg duzy wysitek wlozony
przez Doktoranta w realizacje projektu badawczego. Przygotowane opisy z pewnoscia umozliwig
ewentualne powtorzenie do§wiadczen bez wiekszych trudnosci. Na szczeg6lne uznanie zastuguje

takze fakt, ze Doktorant postugiwat si¢ szerokg gama metod badawczych.
3
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Rozdzial Wyniki zostal starannie przygotowany oraz dobrze udokumentowany rysunkami. Do
najwazniejszych wynikow otrzymanych przez mgr F.ukasza Kowalskiego zaliczam :

e Wykazanie, ze oslabienie importu biatka Cox12 do mitochondriéw powoduje jego
zwigkszong ubikwitynacje.

e Wykazanie, ze biatka Ubc4 (enzym E2) oraz Rsp5 (ligaza ubikwitynowa) biorg udziat w
ubikwitynacji Cox12.

e Pokazanie na przykladzie biatka Cox12, Zze przylgczenie ubikwityny do bialka
prekursorowego moze uniemozliwi¢ jego import do mitochondriéw.

e Pokazanie w oparciu o modelowe biatko fuzyjne z wprbwadzone; domeng o trwalej
strukturze trzeciorzgdowej, ze taka domena powoduje blokade importu oraz utkniecie biatka
na etapie mitochondrialnych translokaz, co z kolei prowadzi do uogdlnionego zaburzenia
procesu importu.

e Wytypowanie potencjalnych biatek zaangazowanych w odpowiedZz komorkows na
zablokowanie mitochondrialnych kanatéw importu oraz potwierdzenie ze réwniez w tym

przypadku, niezwykle istotng rol¢ odgrywa system ubikwityna-proteasom.

Dyskusja jest napisana bardzo dobrze. Autor umiejetnie dyskutuje swoje wyniki i przemyslenia w
oparciu o dane literaturowe, a tytuly podrozdzialéw jeszcze raz podkreslajg najistotniejsze badane

problemy.

Lektura rozprawy doktorskiej nasunegta mi kilka pytan do dalszej dyskusji

Na wstepie mam pytanie o szczegdél techniczny metody (strona 23): Dlaczego podczas
do$wiadczen, w ktérych badano inhibicj¢ proteasomu z wykorzystaniem inhibitora MG132
zmodyfikowano pozywke minimalng — nie dodawano siarczanu amonu, tylko 0,1% proline oraz
0,003 % roztwor SDS? Czy zmiana ta jest podyktowana wlasciwo$ciami chemicznymi inhibitora
MG132?

Drozdze z delecjg genu COXI2 traca zdolno$¢ wzrostu na pozywce zawierajgcej glicerol jako
zrodto wegla, defekt ten moze by¢ komplementowany poprzez ekspresje dzikiej formy Cox12rLac.
Niemniej wzrost jest mniej efektywny niz szczepu dzikiego drozdzy (strona 36, rysunek 4B). Czy
efekt ten moze by¢ spowodowany obecnoscig znacznika FLAG w obrebie biatka Cox12? Czy
sprawdzano jak ekspresja Cox12 bez znacznika komplementuje delecje COX12 ?

Nizszy poziom zmutowanych wersji biatka Cox12 z wprowadzonymi mutacjami w obrebie czterech
cystein jest konsekwencja zwigkszonej ubikwitynacji takich wariantéw biatka i dalej ich degradacji
przez proteasom. Pan Lukasz Kowalski w doswiadczeniu z inhibitorem MG132 jednoznacznie
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wykazal, ze w jego obecnosci poziom biatek Cox12 z mutacjami w obrebie pojedynczych cystein
wraca do poziomu biatka typu dzikiego, niemniej w przypadku biatka Cox12 C-FREE ten efekt jest
tylko polowiczny (strona 41, rysunek 8). Jak Doktorant moze wythumaczy¢ ten wynik?

Czy planowane sg dalsze badania, ktorych celem bedzie identyfikacja, ktore reszty lizyny w obrebie
biatka Cox12 ulegajg ubikwitynacji? Czy mozliwe byloby przeprowadzenie tego typu analiz na
oczyszczonych biatkach?

W drozdzach z delecjg genu UBC4 zaobserwowano wyrazny wzrost poziomu natywnego biatka
Cox12 gtéwnie w temperaturach 19°C i 28°C, efekt ten nie jest tak znaczny w temperaturze 37°C
(strona 49, rysunek 15A). Czy autor ma jaka$ hipoteze, ktéra wyjasniataby mniejszg akumulacje
Cox12 w 37°C ?

Czy eksperymenty cytometrii przeptywowej, ktorych wyniki zostaly przedstawione na rysunku 24
(strona 60) oraz rysunku 30 (strona 68) zostaly wykonane w biologicznych powtérzeniach? Nie
zostaly podane odchylenia standardowe.

Czy istnialy jakie§ szczegélne przestanki, ktore kierowaly Doktorantem, ze wybral akurat biatka
Mdj1, Ripl, Cox4, Atp20, Qcr6, Qcr8, Corl, Cox8 do tworzenia fuzji z fragmentem tFT lub
sfGFP? '

Praca pozwolila na wytypowanie potencjalnych biatek zaangazowanych w odpowiedz komérkowg
na zablokowanie mitochondrialnych kanatow importu. Czy do takiego defektu czesto dochodzi w
komoérce? Czy Doktorant, w oparciu o wytypowane cytozolowe biatka, moglby pokusi¢ si¢ o
zaproponowanie roboczego modelu odpowiedzi komorkowej na tego typu zaburzenie?

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest na napisana w zrozumialy sposob i poprawnym jezykiem. Od strony edytorskiej jest
przygotowana bardzo starannie. Nie znalazlem zadnych niezgrabnych sformutowan, czy wiekszych
pomytek w rycinach, czy w tekscie. Z mniejszych pomylek wskazatbym na nastepujgce btedy:

1. “...the detailed mechanism of the ubiquitination of such proteins remained known.” (strona 6),

4

a powinno by¢ “...the detailed mechanism of the ubiquitination of such proteins remained
unknown.”

2.“Isolated mitochondria were flash freezed...” (strona 24),

a powinno by¢ “...flash frozen...”;

3.“.... overexpression of newsly created fusion proteins...” (strona 59),

a powinno by¢ “...overexpression of newly created fusion proteins...”;

4.“...only very small fraction of theprecursor protein is exposed...” (strona 82),
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a powinno by¢ “...only very small fraction of the precursor protein is exposed...”;
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5.“.the levels of the control protein (Rps29a) were almost equal (Fig. 34 and
Fig. 34). (strona 93),

a rozumiem, ze powinno by¢ “...the levels of the control protein (Rps29a) were almost equal (Fig.
33 and Fig. 34).

6.Zdjecia z mikroskopii konfokalnej nie zawierajg skali (strona 55, rysunek 20A)

Podsumowanie

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca jest na bardzo dobrym poziomie. Poszczegblne
eksperymenty zostaly przeprowadzone w sposob przemyslany, a otrzymane wyniki sg nowatorskie i
stanowig podstawe do dalszych badan. Cze$¢ badan zostato opublikowanych w bardzo dobrym
czasopismie z listy filadelfijskiej jakim jest BMC Biology. Autor rozprawy w dojrzaty naukowo
sposob podchodzi do otrzymanych rezultatow, a na ich podstawie wyciaga racjonalne wnioski, co
Swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Autora do pracy naukowej, o umieje¢tnosei
zdefiniowania problemu badawczego i jego rozwigzania.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr Fukasza ’Kowalskiego
»Pozamitochondrialne czynniki wplywajace na import i degradacje biatek mitochondrialnych” jest
wysoce pozytywna, a rozprawa spelnia warunki okreslone stosownymi przepisami. Wnosze o
dopuszczenie przez Rade Naukowsa Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w
Warszawie mgr Lukasza Kowalskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Bazujgc na
wysokiej jakosci badan opisanych w rozprawie, chciatbym zglosi¢ rozprawe mgr Fukasza
Kowalskiego do wyrdznienia przez Rade Naukowa Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskie;j

Akademii Nauk w Warszawie.
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