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Recenzja

Rozprawy Doktorskiej pani mgr Julii Magdaleny Majewskiej

»Analiza strukturalno-funkcjonalna oddzialywania desulfurazy cysteinowej Nsfl1(Isd11)
z bialkami uczestniczgcymi w syntezie centréow zelazowo-siarkowych”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Jarostawa Marszatka
w katedrze Biologii Molekularnej i Komdrkowe;j
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego

i Uniwersytetu Medycznego

Centra zelazowo-siarkowe stanowig grupy prostetyczne wielu biatek, biorgcych udziat w
waznych procesach na terenie calej komoérki, czesto z udziatem transferu elektronéw. Etapy
oraz enzymy Katalizujace procesy syntezy centréw zelazowo-siarkowych, wystepuja zarowno
w organizmach prokariotycznych, jak réwniez eukariotycznych. Mechanizmy te sg stosunkowo
mocno, lub nawet bardzo mocno, zachowane ewolucyjnie, jednak dalekie od pelnego
zrozumienia. W kontekscie fundamentalnego znaczenia procesu syntezy centrow zelazowo-
siarkowych oraz zaburzen, jakie wystepuja w wielu chorobach ludzkich, doktadne jego
poznanie pozostaje waznym zadaniem badawczym. Wlasnie tej tematyki badawczej dotyczy
przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Julii Majewskiej. Celem rozprawy
doktorskiej mgr Julii Majewskiej byto poglebienie wiedzy na temat oddziatywan gléwnych
biatek odpowiedzialnych za synteze centréw zelazowo-siarkowych w mitochondriach oraz
poznanie znaczenia tych oddzialywan i ich dynamiki dla funkcjonowania zaréwno szlaku jak i
calej komorki. Badanie opisane w rozprawie doktorskiej sa wykonane z uzyciem prostego

eukariotycznego organizmu modelowego, drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

INTERNATIONAL INSTITUTE OF MOLECULAR AND CELL BIOLOGY IN WARSAW

4 Ks. Trojdena Street, 02-109 Warsaw, Poland phone: (48 22) 597 07 00, fax: (48 22) 597 07 15
secretariat@iimcb.gov.pl www.iimcb.gov.pl



Formalny opis rozprawy oraz ocena strony edytorskiej

Rozprawa doktorska jest napisana po polsku. Gléwna czes¢ pracy liczy prawie 100 stron
i ma strukture dos¢ klasyczng z podziatem na Streszczenie, Wstep, Materiaty, Metody, Wyniki
oraz Dyskusje wraz z podsumowaniem. Rozprawe konczy obszerny i wyczerpujacy spis
literatury. Streszczenie w sposob syntetyczny przedstawia opisane w rozprawie wyniki. Dos¢
obszerny wstep rozprawy wprowadza w zagadnienia biologii centrow zelazowo-siarkowych,
ich roli w komérce oraz syntezy z uwzglednieniem ewolucyjnych podobienstw i réznic. Wstgp
jest opatrzony wieloma przejrzystymi oraz estetycznymi rycinami. Niektére z rycin
prezentowalyby si¢ lepiej, gdyby zostaty powiekszone w catosci, lub tylko napisy, zajmujac
cale miejsce przeznaczone dla nich na stronie (np. Rycina 2). Brakuje réwniez jasnego
przedstawienie nazewnictwa (np. w postaci tabelki), w szczegdlnosci gdy dyskutowane sg
biatka z réznych organizméw. Czasami tez zdarzaja si¢ niejasne zdania. Zdanie ze Srodka
strony 17 zaczynajace si¢ ,,Struktura frataksyny zostata zachowana w toku ewolucji, natomiast
badania....” pozostaje dla mnie stabo niezrozumiate. To powoduje, ze wstgp, ktory jest dobrym

podsumowaniem wiedzy czyta si¢ nie bez pewnych trudnosci.

Materialy i Metody sa obszerng czescig pracy, i daja wyobrazenie o réznorodnosci
technik uzywanych przez doktorantke w czasie badan. W badaniach doktorantka uzyta
znaczacej liczby roznych konstruktow i wariantow biatek, ktére opisata w Metodach. Dla
jasno$ci polecalabym umieszczenie ich w tabeli, ktora ulatwilaby czytelnikowi oraz w
szczegolnosci cztonkom grupy, zainteresowanych kontynuacjg badan, w szybkim rozeznaniu
si¢ w pochodzeniu i charakterystyce plazmidow, z uwzglednieniem referencji do oryginalne;j
publikacji. W obecnej formie nie jest dla mnie jasne, czy uzyte wektory oraz ich warianty
zostaly opublikowane. Doktorantka na poczatku podrozdziatu pt. ,,Wektory plazmidowe”
wyjasnia, ze wektory zostaly przygotowane w ramach wspolpracy z dr Schilke z University
Wisconsin-Madison. Czy to oznacza, ze autorem wszystkich konstruktéw jest dr Schilke, czy
moze obie autorki braly udzial w ich konstrukcji? Rozprawa doktorska jest praca jedno-
autorskg i zlotym standardem jest opisanie udzialu w wykonaniu materialéw (podobnie jak
eksperymentow  pomocniczych wykonanych przez innych badaczy) w sposob
niepozostawiajacy watpliwosci. Rozdziat Metody zostat dobrze przygotowany i nie mam tu

zadnych uwag krytycznych.
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Wyniki sa opisane w sposob logiczny i przejrzysty. Ryciny prezentujace wyniki
eksperymentalne sg zasadniczo czytelne, cho¢ podobnie jak w przypadku Ryciny 2, moglyby
mie¢ zwigkszone czcionki bez zabierania wigcej miejsca. Stowo ,,inwariantne” nie powinno sig
znalez¢ w tekscie napisanym w jezyku polskim. Dyskusja jest obszerna i wskazuje na
znajomos¢ tematyki oraz umiejetnos¢ umieszczenia bogatych danych eksperymentalnych
otrzymanych przez doktorantke¢ w szerszym kontekscie. W czgsci dyskusji znajdujg si¢ trzy

ryciny, z ktorych jedna w sposéb graficzny przedstawia podsumowanie otrzymanych wynikow.

Jako kolejng drobng wade natury edytorsko-formalnej uznaj¢ brak wyraznego
stwierdzenia, czy i ktore wyniki bedgce czg¢scia rozprawy doktorskiej sa opublikowane. Fakt,
czy wyniki przeszly rygorystyczny proces tzw. ,peer review” jest istotng informacja, ktora
naprawde warto si¢ pochwali¢. Ta krytyka nie przeszkadza w stwierdzeniu, ze przedstawiona

rozprawa doktorska prawidlowo zredagowana oraz dopracowana graficznie.

Ocena merytoryczna

Wyniki zawarte w rozprawie doktorskiej to spojna tematycznie analiza etapdw syntezy
centréw zelazowo-siarkowych oraz oddziatywan bialek skupionych wokét biatka-rusztowania
Isul. Isul oddziatuje z serig bialek, ktére sag odpowiedzialne za dostarczenie siarki oraz zelaza
do Isul. Do tych bialek nalezy kompleks desulfurazy cysteinowej Nfsl(Isd11) oraz Ythl
(frataksyna). Struktury wigkszosci bialek, ktore byly obiektem tej pracy, byly rozwigzane dla
organizmoéw innych niz S. cerevisiae. Na bazie dostgpnych danych Doktorantka przeprowadzifa
modelowanie struktur biatek drozdzy w kompleksach w celu wytypowania tych czesci biatek,
ktére sa miejscem ich miejscem kontaktu. Nastepnie przeprowadzita biochemiczne badania
odziatywan, jak réwniez ich znaczenia dla fizjologii komdrki. Reszty aminokwasowe
zaangazowane w wigzanie Nfs1(Isd11) i Isul sg zachowane ewolucyjnie i ich zmiana prowadzi
do $mierci komorki na skutek braku tworzenia si¢ kompleksu. Podobna strategia zostata uzyta
do analizy kompleksu Nfs1(Isd11)-Isul-Yth. Tu sytuacja byta jednak bardziej skomplikowana,
poniewaz reszty aminokwasowe w obrgbie Nfsl wytypowane jako wazne dla oddzialywan w
tym kompleksie trojsktadnikowym stanowiag rowniez sygnat dla waznej do zycia lokalizacji
jadrowej. W zwigzku z tym Doktorantka zastosowata pelny inwencji sposoéb dostarczenie
drugiej kopii biatka Nsfl pozbawionego sekwencji sygnatowej, kierujacej do mitochondriéw
zapewniajac w ten sposob w petni funkcjonalng jadrowa kopie Nsfl i tym samym mozliwos¢

badania znaczenie zmian dla interakcji majgcych miejsce w mitochondriach. W wyniku badan
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znaleziono i udowodniono miejsce wigzania Ythl. Ta interakcja nie jest niezbedna dla zycia.
W tym kontekscie chcialabym przedyskutowaé z Doktorantka wynik, pozornie sprzeczny z
powyzszym i wskazujacy, ze reszty argininy Nfs] odpowiedzialne za miejsce wigzania Ythl
sa jednak dla zycia komorki niezbedne. Doktorantka zaproponowata w Dyskusji inng role, jaka
moze petni¢ ten obszar. Czy moze dochodzi¢ w tym przypadku do ciekawej gry z kopig bialka
pozbawiong presekwencji, jakiego$ efektu dominujacego? Czy sprawdzana byla komérkowa
lokalizacja tego wariantu?

Z wielu zaprezentowanych w pracy wynikéw najciekawszy to udowodnienie, ze wigzanie
Nfs1(Isd11) oraz biatka Jacl - zaangazowanego w etap rozpoczynajacy przekazanie dojrzatych
centrow do biatek akceptorowych - do Isul wzajemnie si¢ wykluczaja. Doktorantka pokazuje
to w przekonujacy sposdb w oparciu o modelowanie struktur, mutagenez¢ i biochemiczng
analiz¢ oddziatywan. To odkrycie rzuca nowe $wiatto na dynamike i wzajemna wspétzaleznosé
etapow syntezy centrow zelazowo-siarkowych.

Bardzo wysoko oceniam wyniki uzyskane przez Doktorantke, zaréwno ich jakos¢ jak i
warto$¢ naukowa. W przypadku zmiany migracji zmutowanego wariantu Yfhl (Rycina 19120)
nalezaloby pokaza¢ markery wielkosci? Zmiana wydaje si¢ by¢ dos¢ duza. Czy mozliwa jest
inna interpretacja, np. zmiana w modyfikacjach post-translacyjnych?

Chciatabym skorzysta¢ z mojej pozycji Recenzenta i poddaé¢ pod dyskusje dosé
enigmatyczng sprawe metabolizmu/dostarczania zelaza do mitochondriach oraz w szerszym
kontekscie wzajemnego dialogu migedzy réznymi przedziatlami komdrkowymi. We wstepie do
pracy nie ma podanych zbyt duzo informacji na ten temat. Ta problematyka wydaje mi si¢
interesujgca i wazna, poniewaz to zaburzenia w stezenie zelaza sa jednym z gldwnych
mianownikow patologii zwigzanych z defektami w syntezie centréw zelazowo-siarkowych.

Przedstawione powyzej uwagi sg zdeterminowane moja checia zaspokojenia ciekowosci,
poznania opinii Doktorantki, dyskusji i nie maja wptywu na moja wysoka ocen¢ naukowe;j
wartosci pracy. Zaré6wno wartos¢ merytoryczng rozprawy, znaczenie uzyskanych wynikow i

kompetencje Doktorantki oceniam bardzo dobrze.

Podsumowanie
Rozprawa doktorska p. mgr Julii Majewskiej to obszerna i wszechstronna analiza

kompleksow tworzonych przez biatka zaangazowane w synteze centréw zelazowo-siarkowych.
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Wartos¢ merytoryczna pracy jest bardzo wysoko. Moje drobne uwagi krytyczne dotycza
gléwnie czesci edytorskiej pracy.

Przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim i okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z
pdzniejszymi zmianami). Dorobek naukowy kandydatki w pelni uzasadnia nadanie stopnia
naukowego doktora nauk biologicznych. W zwigzku z powyzszym, wnosze do Rady Naukowe;j
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Uniwersytetu
Medycznego o przyjecie pracy i dopuszczenie pani mgr Julii Magdaleny Majewskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Bazujac na wysokiej jakosci badaf opisanych w
rozprawie, chcialabym zglosi¢ rozprawe p. mgr Julii Magdaleny Majewskiej do wyrdznienia
przez Rade Miegdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

B (havin'sta

Agnieszka Chacinska
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