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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Lukasza Kowalskiego
pt. ,Pozamitochondrialne czynniki wptywajace na import i degradacje
bialek mitochondrialnych” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab.
Agnieszki Chacinskiej oraz dr Piotra Bragoszewskiego w Laboratorium
Biologii Mitochondriow - Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu

Warszawskiego

Kontrola jakosci biatek za posrednictwem szlaku ubikwityna-proteasom
jest podstawowym mechanizmem zapewniajgcym homeostaze komorek.
Zaburzenia degradacji biatek, ktore nie ulegty translokacji do docelowego
kompartmentu, nie zostaly na czas usuniete lub zostaty ZzZle sfatdowane i
wykazujg wiasciwosci agregacyjne, moga prowadzi¢ do przyspieszonego
starzenia, niekontrolowanej proliferacji, dysfunkcji czy nawet $mierci komorek.
Zaburzenia proteostazy sg réwniez przyczyng wielu choréb cztowieka, w tym
neurodegeneracyjnych, nowotworowych i choréb serca, stad tez dogtebne
poznanie mechanizméw kontroli jakosci biatek we wszystkich aspektach ma nie
tylko znaczenie poznawcze, ale takze medyczno-aplikacyjne. Stosunkowo mato
wiadomo na temat mechanizmdédw degradacji prekursorowych biatek
mitochondrialnych i znaczenia tego procesu w réznych warunkach
fizjologicznych i stresowych oraz w relacji do procesu importu biatek do
mitochondridow i funkcjonalnosci samych mitochondriow. Warto podkresli¢, ze
obecnie temat ten jest intensywnie badany w wielu o$rodkach na Swiecie. Grupa
prof.  Agnieszki  Chacinskiej = wykazata  wczesniej, ze  prekursory
mitochondrialnych biatek przeznaczonych do przestrzeni miedzybtonowej
mitochondridow ulegajg ubikwitynacji i degradacji w proteasomie, zaréwno w

warunkach zaburzen importu biatek do mitochondriow jak i w warunkach




fizjologicznych, co sugeruje istotng role szlaku ubikwityna-proteasom w
regulacji poziomu tych biatek (Brgagoszewski i wsp., Mol Cel Biol, 2013). W
kolejnej publikacji (Wrébel i sp., Nature, 2015) wykazano, ze akumulacja
mitochondrialnych biatek prekursorowych w cytosolu wywotuje stres
komodrkowy, ktéry aktywuje globalng odpowiedz na poziomie transkryptomu i
proteomu skutkujaca inhibicjg syntezy biatek i zwiekszeniem aktywnosci szlaku
ubikwityna-protesom. Efektem tej odpowiedzi jest z jednej strony zmniejszenie
syntezy nowych biatek prekursorowych, a z drugiej strony szybsza degradacja
Zle zlokalizowanych biatek mitochondrialnych.

Kontynuujgc badania nad mechanizmami kontroli jakosci biatek
mitochondrialnych mgr tukasz Kowalski postanowit zbada¢ mechanizm
ubikwitynacji modelowego biatka Cox12, ktdre jest importowane z cytosolu do
przestrzeni  miedzybtonowej  mitochondriow w  komodrkach  drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Doktorant udowodnit, ze Cox12 podlega
ubikwitynacji, a proces ten zalezy m.in. od enzymu koniugujacego ubikwityne
E2 Ubc4 oraz ligazy ubikwityny E3 Rsp5, przy czym poziom ubikwitynacji Cox12
zwieksza sie w sytuacji obnizenia jego importu do mitochondriéw, co wykazano
dla wariantéw Cox12 ze zmutowanymi resztami cysteiny. Ponadto mgr tukasz
Kowalski odkryt, ze pofgczenie Cox12 z ubikwityng blokuje import biatka
fuzyjnego do mitochondridéw, co sugeruje, ze naturalnie ubikwitynowane biatka
prekursorowe rowniez nie sg wydajnie importowane do mitochondriéw ze
wzgledu na zablokowanie kanatu translokacyjnego przez czgsteczke ubikwityny.
Obserwacja ta podsunefa tez pomyst, aby zbada¢ komdrkowg odpowiedz na
zahamowanie importu do mitochondridw, poprzez zablokowanie translokatoréow
dzieki ekspresji biatka fuzyjnego b2-tFT zawierajgcego fragment biatka
cytochromu b2 z presekwencjg kierujacq do translokatora TIM23 w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej oraz C-koncowego fragmentu tFT zawierajacego
domene wolno fatdujqcego sie biatka mCherry oraz wariantu GFP (tzw.
superfolder GFP) o szybko fatdujacej sie i bardzo stabilnej strukturze
trzeciorzedowej. W pierwszej serii eksperymentéw doktorant eksprymowat
biatko b2-tFT w kilkudziesieciu wyselekcjonowanych mutantach delecyjnych
pozbawionych znanych biatek zwigzanych z procesami proteostazy w celu
zbadania wptywu zablokowania translokatoréw mitochondrialnych na wzrost
komdrek mutantdéw oraz zmierzenia w nich stabilnosci biatka b2-tFT. Dodatkowo

przeprowadzono analize proteomiczng w celu identyfikacji interaktomu b2-tFT.



Uzyskane przez doktoranta wyniki pozwolity na wytypowanie szeregu biatek
zaangazowanych w eliminacje skutkéw zatkania translokatorow w
mitochondriach lub/i ich odblokowania. Wsrdd zidentyfikowanych kandydatéw
sq m.in. biatka szlaku ubikwityna-proteasom, biatka opiekuncze oraz biatka
zaangazowane w mitofagie.

Praca zostata napisana w jezyku angielskim, stylem naukowym, czyta sie
ja bardzo dobrze, a pod wzgledem edytorskim jest bez zarzutu. Rozprawe
otwiera dosy¢ krotki 11-stronicowy wstep z zaledwie jedng rycing, w ktérym
doktorant opisat szlaki importu biatek do mitochondriéw, podstawy dziatania
szlaku ubikwityna-proteasom oraz aktualny stan wiedzy o roli tego szlaku w
kontroli jakosci biatek mitochondrialnych. W szerszym kontekscie opisu
proteostazy w relacji do mitochondridw zabrakio mi chociaz kroétkiego
omoéwienia roli mitochondriow w degradacji biatek cytosolowych, mechanizmoéow
tworzenia pecherzykow z mitochondriow oraz mitofagii. W tym rozdziale brakuje
mi takze schematéw ilustrujgcych szlak importu i dojrzewania biatek przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriow czy tez mechanizmy degradacji prekursorow
biatek mitochondrialnych w cytosolu. Zamieszczenie takich rycin znacznie
utatwitoby lekture tego rozdziatu i zrozumienie omawianych mechanizmow
kontroli jakosci biatek mitochondrialnych. Cele pracy zostaly precyzyjnie
sformutowane i w petni odpowiadajq tematowi rozprawy. W rozdziale
zatytutowanym Materiaty i Metody opisano doktadnie i wyczerpujaco wszystkie
zastosowane materiaty i procedury badawcze z wyjatkiem metody cytometrii
przeptywowej, w opisie ktdorej zabrakto informacji w jaki sposéb byty
przygotowywane probki komdrek do pomiaréw w cytometrze przeptywowym.

Uzyskane wyniki zostaty starannie opisane i zaprezentowane w postaci
dobrze zaprojektowanych rycin. Eksperymenty wykonano z wuzyciem
niezbednych kontroli, a uzyskane dane sg wysokiej jakosci. Uzycie szerokiego
zestawu nowoczesnych metod i rozwiniecie nowych narzedzi badawczych
pozwolito doktorantowi na uzyskanie wielu interesujacych wynikow i wysuniecie
daleko idacych wnioskéw. W tej czesci zabrakio mi jednak kilku elementéw,
ktére, jak sie domyslam, nie zostaty wykonane albo z powodu braku czasu albo
byty wykonane przez inng osobe z zespotu.

Pierwsza cze$¢ wynikow dotyczaca analizy ubikwitynacji biatka Cox12
powinna by¢ uzupetniona o pomiary szybkosci degradacji/czasu poéttrwania

biatek analizowanych wariantéw Cox12 ze zmutowanymi resztami cysteinowymi



i lizynowymi w poréwnaniu do biatka typu dzikiego po zastosowaniu inhibitora
syntezy biatek. Wyniki takiej analizy dla wariantow Cox12 ze zmutowanymi
wszystkimi resztami cysteiny lub lizyny w komérkach typu dzikiego oraz
mutantow ubc4 i rsp5-19 zamieszczono w publikacji Kowalski i wsp. (BMC
Biology, 2018). Taki dopiero komplet wynikéw pozwala w petni na udowodnienie
roli ubikwitynacji w degradacji Cox12. Ponadto w przypadku biatka wariantu
Cox12-C-Free, ktérego poziom jest niezwykle niski, prawie niewykrywalny na
blotach pokazanych w pracy, zaczatem sie zastanawiac czy ekspresja tego biatka
nie jest defektywna. Dopiero analizy Western blot z publikacji przekonaty mnie,
ze Cox12-C-Free powstaje w komorce, ale jest wysoce niestabilne. Chociaz dalej
sie zastanawiam czy tak niski poziom tego biatka jeszcze przed dodaniem
cykloheksymidu mozna ttumaczy¢ wytgcznie jego degradacjg, zwiaszcza gdy
wersja niezmutowana po dodaniu DTT ulega rownie szybkiej proteolizie?

Doktorant prébowat tez zidentyfikowa¢ miejsca ubikwitynacji w biatku
Cox12. Wprowadzenie pojedynczo czterech z siedmiu reszt lizyn do sekwencji
mutanta pozbawionego wczesniej wszystkich reszt lizynowego nie spowodowato
przywrdécenia ubikwitynacji. Rozwigzanie tego problemu wymagatoby
utworzenia mutantow wielokrotnych w rdéznych kombinacjach, co mogtoby
doprowadzi¢ do identyfikacji reszt lizyn, ktére podlegajgq ubikwitynacji.
Rozumiem, ze jest to pracochtonne, ale bytoby wazne w kontekscie uzyskania
petnego obrazu mechanizmu ubikwitynacji i degradacji biatek mitochondrialnych
w cytosolu. W przypadku uzyskanych przez doktoranta wariantéw Cox12
zawierajacych pojedyncze reszty lizyny, mozna by np. zbadac¢ czy nie zmniejsza
sie stabilnos¢ tych biatek w poréwnaniu do hiperstabilnego wariantu Cox12-K-
Free po dodaniu cykloheksymidu i DTT. Mogtby to by¢ bardziej czuty test niz
wykrywanie ubikwitynowanych form biatka.

Szkoda rdéwniez, ze doktorant nie podjat proby zbadania jak ligaza
ubikwityny Rsp5 rozpoznaje Cox12 jako substrat albo przynajmniej
przedyskutowat ten watek w ostatnim rozdziale. Na przyktad czy mogtyby miec
w tym udziat biatka adaptorowe dla Rsp5 z rodziny arestyn, ktére wchodzg w
interakcje z kwasnymi fatkami w sekwencji substratéw? Co ciekawe Cox12
zawiera dwie takie kwasne tatki: 3-DQE-5 i 68-DD-69. Z drugiej strony
wykazano, ze w warunkach stresu cieplnego zZle sfatdowane biatka ulegajg
ubikwitynacji przez Rsp5 w czym posredniczy biatko opiekuncze Ydji,

zawierajgce motyw PY, jako biatko adaptorowe dla ligazy ubikwityny (Fang et



al., Nat Cell Biol. 2014; 16: 1227-1237). Jak wykazat doktorant w badaniach
proteomicznych biatko Ydjl wchodzi w interakcje z biatkiem fuzyjnym b2-tFT,
co moim zdaniem mogtoby sugerowac¢ role Ydjl w kontroli jakosci biatek
mitochondrialnych i jest bardziej prawdopodobne niz rola w tym procesie
arestyn, ktére regulujg ubikwitynacje biatek btonowych. Szkoda, ze nie podjeto
takiego watku w pracy, co stanowitoby tez walidacje interaktomu biatka b2-tFT.

Ostatni méj komentarz do tej czesci pracy dotyczy sposobu przedstawienia
wynikow poziomu fluorescencji GFP i mCherry biatek fuzyjnych tFT i b2-tFT w
komorkach drozdzy przy pomocy cytometrii przeptywowej (ryc. 24 i 30). Aby w
petni oceni¢ poprawnos¢ uzyskanych wynikéw musiatbym zobaczy¢ przyktadowe
(np. dla jednego panelu Ryc.24A) dwuwymiarowe wykresy odczytéw poziomu
zielonej i czerwonej fluorescencji z zaznaczeniem zbioréw punktéw
odpowiadajacy komodrkach bez fluorescencji, pozytywnych dla GFP oraz
pozytywnych dla GFP i mCherry. I ostatnie pytanie: czy piszac o braku importu
Cox12-C-Free autor miat na mysli efekt retrotranslokacji z powodu braku
interakcji tego wariantu z Mia40 i nieutworzenia mostkéw disiarczkowych czy z
defektu importu przez bilone zewnetrzng 2z cytosolu do przestrzeni
miedzybtonowej?

Dyskusja pracy jest obszerna, wielowatkowa i dojrzata. Jednakze w duzej
czesci stanowi omdwienie wynikow i powtdrzenie tresci zawartych w rozdziale
Wyniki. Ta czes¢ mogtaby by¢ znacznie skrécona na rzecz poruszenia innych
watkéw, takich  jak = mozliwy mechanizm rozpoznawania biatek
mitochondrialnych przez ligaze Rsp5. Doktorant uzyskat w pracy wyniki
sugerujgce, ze biatka prekursorowe w formie ubikwitynowanej nie sg
importowane do mitochondridw ze wzgledu na zbyt duze rozmiary ubikwityny.
W zwigzku tym chciatbym poprosi¢ doktoranta o komentarz do pracy autorstwa
Lavie i wsp. (Ubiquitin-Dependent Degradation of Mitochondrial Proteins
Regulates Energy Metabolism. Cell Rep. 2018 Jun 5;23(10):2852-2863), w
ktérej pokazano, ze import ubikwityny do mitochondriéw w komadrkach ludzkich
jest mozliwy, podobnie jak proces ubikwitynacji i degradacji biatek w tych
organellach. Podobnie jak w przypadku , Wstepu” brakuje mi schematu/modelu
w postaci ryciny, ktéra w sposob syntetyczny podsumowataby uzyskane w pracy

nowe dla nauki dane.



Whniosek koncowy

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska w petni
odpowiada ustawowym wymogom stawianym rozprawom doktorskim, uzyskane
wyniki stanowig cenny wkiad w wiedze na temat kontroli jakosci biatek
mitochondrialnych oraz otwierajq nowe kierunki badan w tym zakresie. W
zwigzku z powyzszym skiadam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN o dopuszczenie mgr. tukasza Kowalskiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Rt Wipech

Prof. dr hab. Robert Wysocki



