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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Manickiego pt: ,Biochemiczna
rekonstrukcja komplekséw biatkowych zaangazowanych w mitochondrialng
biogeneze centréw zelazo-siarkowych”

Centra zelazo-siarkowe stanowig jedng z podstawowych i najbardziej
rozpowszechnionych w biatkach grup kofaktoréw metalicznych. Z ich udziatem
zachodza fundamentalne dla biologii komoérki procesy, takie jak transfer elektronu w
uktadach bioenergetycznych. W poznaniu dziatania centr Zelazo-siarkowych (FeS)
istotne sg dwa obszary wiedzy. Obszar pierwszy obejmuje poznanie wtasciwosci fizyko-
chemicznych tych centr, ich interakcji z otoczeniem biatkowym i z s3siadujgcymi
kofaktorami w tancuchach kofaktoréw. Obszar drugi, to poznanie biogenezy
powstawania biatek zawierajgcych centra FeS, a w szczegoélnosci proceséw zwigzanych z
formowaniem si¢ tych centr i ich inkorporacjg do bialek. Wtasnie w ten drugi nurt
badan wpisuje sie przedstawiona mi do recenzji praca doktorska pana mgr Mateusza
Manickiego. W pracy tej mgr Manicki stawia sobie za cel zmapowanie oddziatywania
pomiedzy biatkami rusztowania molekularnego (Isul), desulfurazy cysteinowej (Nfs1) i
frataksyny (Yfh1), stanowigcych rdzen kompleksu syntezy centr FeS. Jest to bardzo
aktualne i istotne zagadnienie o fundamentalnym znaczeniu poznawczym dla obszaréow
z dziedziny biochemii i biofizyki, w tym w szczegélnosci - bioenergetyki molekularne;.

Praca zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Jarostawa Marszatka, w
renomowanym zespole badawczym zastuzonym w odkrywaniu tajnikéw natury
zwigzanych z procesami biogenezy biatek zawierajgcych centra zelazo-siarkowe. W
2012 roku miatem przyjemno$¢ zapoznaé sie z osiggnigciami prezentowanymi w
ramach innego doktoratu zwigzanymi z oddzialywaniem pomiedzy biatkiem Isul a
biatkiem typu Jacl. Fakt, iz obecna rozprawa dotyczy oddzialywan zwigzanych z
wczeéniejszymi etapami catego procesu biogenezy, wskazuje na systematyczng i
systemowg aktywno$¢ zespotu ukierunkowang na kompleksowe wyjasnienie
wszystkich aspektéw biogenezy tych biatek.

Rozprawa zredagowana zostata w jezyku polskim, na 129 stronach maszynopisu. Uktad
tezy doktorskiej jest klasyczny i opiera sie o podziat na 7 rozdziatéw uzupetnionych
nienumerowanym Streszczeniem i Celem pracy.

Pierwszy rozdziat, wstepny, jest przejrzystym i zwieztym wprowadzeniem o charakterze
przegladu literaturowego opisujacym wspoiczesny stan wiedzy zwigzany w wybranymi
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zagadnieniami z obszaru struktury i funkcji biatek zawierajgcych centra FeS, ich
biogenezy, a takze oddzialywan pomiedzy biatkami. Nalezy zwr6ci¢ uwage, ze w
rozdziale tym podkreslone sg niewyja$nione dotad zagadnienia, ktére bezposrednio
nawigzujg do celéw pracy. Sam cel umieszczony jest w formie krétkiego paragrafu
zatytutowanego Cel pracy na osobnej stronie umieszczonej bezposrednio po wstepie.
Jest on jednakze wystarczajgco informatywny i precyzyjny, niosgc w sobie elementy
streszczenia. Bardzo podoba mi sie precyzja i staranno$¢ z jaka przygotowane zostaty
rozdziaty trzeci Materiaty, oraz czwarty Metody. Najwazniejszymi rozdziatami rozprawy
stanowigcymi o jej wyjatkowej wartoéci w procesie poznawania uwarunkowan
powstawania centr FeS sg kolejne rozdzialy obejmujagce Wyniki oraz Dyskusjg. Wyniki
podzielone s3 na podrozdzialy zaopatrzone w bardzo informatywne tytuly
wypunktowywujgce najwazniejsza idee i mys$l przewodnig danego podrozdziatu, co
nadaje przejrzysto$¢ i ulatwia $ledzenie samych wynikéw. Poziom dyskusji, jej
wieloaspektowo$¢, wnikliwo$¢ i precyzja sformutowan wskazujg na dojrzato$¢ naukowg
oraz wysoka erudycje Doktoranta. Bardzo ciekawa i doglebna analiza poréwnawcza
whasnoéci strukturalnych i enzymatycznych badanych komplekséw oddziatujacych
powierzchniami natywnymi badZz zmodyfikowanymi przez mutageneze punktowg
umiejetne dopasowuje interpretacje wynikéw doswiadczalnych z przewidywaniami
opartymi na modelowaniu i danymi literaturowymi. Doktorant nawigzuje przy tym do
najnowszych publikacji, w tym réwniez pod koniec rozdziatu szczegétowo omawia
prace opublikowang w tym roku w trakcie przygotowywania tekstu rozprawy.

Do najwazniejszych osiggnie¢ naukowych prezentowanych w Wynikach i Dyskusji
zaliczy¢ nalezy:

1. Wykazanie, ze frataksyna wigze si¢ do uprzednio uformowanego kompleksu
biatek Isul i Nfs1, a nie oddziatuje z Zadnym z tych biatek osobno.

2. Zdefiniowanie za pomocg ukierunkowanej mutagenezy reszty kwasow
asparaginowego i glutaminowego na powierzchni Yfh1, oraz trzech arginin na
powierzchni Nfs1 odpowiedzialnych za molekularne oddziatywanie Yfh1 i Nfs1.

3. Wykazanie, Ze tryptofan na powierzchni biatka Yfhl oraz motyw PVK na
powierzchni Isul sg odpowiedzialne za molekularne oddziatywanie Yfh1iIsul.

4. Zaproponowanie mechanizmu, w ktérym utworzenie si¢ kompleksu Isul i Nfs1
skutkuje uformowaniem sie kieszeni wiazacej frataksyne, a jej przylaczenie
skutkuje zwigkszeniem aktywnosci enzymatycznej Nfsl. Elementem tego
mechanizmu jest intrygujgca hipoteza zaktadajgca role motywu PVK z biatka Isul
jako przelgcznika allosterycznego, ktory wptywaltby bezposrednio na
konformacje mobilnej petli desulfurazy kierujac jg w strong Isul.

Lektura rozprawy doktorskiej nasuneta mi ciekawe spostrzezenia do dalszej dyskusji:

1. Czy badany i opisywany w pracy szlak syntezy centréw FeS dotyczy konkretnego
typu klastra, czy jest uniwersalny? Co decyduje o stereo-specyficznosci w
powstawania wielu typow centréw FeS?

2. Praca opisuje powierzchnie oddzialywan zaangazowane w tworzenie sig
specyficznych komplekséw biatkowych. Ciekawy jestem natomiast opinii
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Doktoranta na temat dynamiki formowania sie tychze komplekséw? Jak dtugo
one trwajg, co decyduje o wymianie komplekséw w trakcie sekwencji
proponowanej na Rys. 33. Co decyduje o tym, ze kompleksy si¢ rozpadajg.
Czesciowo jest to zaadresowane na koncu dyskusji, ale chciatbym zachegcic
Doktoranta do szerszych dywagacji na ten temat.

Czy badana byta obecnos$¢ uformowanego klastra FeS w kompleksie Yfh1-Isul-
Nfs1, badz Isul-Jacl, metodami spektroskopowymi? Czy sg jakie$ dane
literaturowe na ten temat? Czy wiadomo co$ na temat wlasnosci tychze centr w
kompleksach, na ile sg rozne/podobne od wilasnosci centr w biatkach
docelowych?

Na ile, zdaniem Doktoranta, badanie oddzialywan w oparciu o metode
precypitacji, w ktorej jedno z oddzialujacych biatek (Yfh1) jest zfuzjowane z
czasteczkg S-Transferazy Glutationu i unieruchomione na zlozu agarozowym,
odpowiada warunkom naturalnym?

Czy wprowadzenie mutacji punktowych w rejonach powierzchni biatek odlegtych
od proponowanych w pracy domen reakcyjnych bedzie miato widoczny efekt na
oddziatywanie miedzy biatkami? Czy wiadomo co$ na ten temat?

W $wietle stosowanych w pracy podstawien w gtéwnej mierze alaninowych (a
takze inwersji tadunku) ciekawe moglyby by¢ efekty podstawien na inne grupy
funkcyjne. Czy byly prowadzone badania w tym kierunku. Jesli nie, co Doktorant
mogtby zaproponowac?

Majgc na wzgledzie propozycje zamieszczong na stronie 68 (gorny akapit)
chciatbym zacheci¢ Doktoranta do szerszej spekulacji na temat molekularnego
sposobu w jakim lizyna 136 z Isul mogtaby wptywa¢ na hamowanie aktywnosci
desulfurazy.

Mam tez pytanie: czy wyniki przedstawione na Ryc. 11 B, C; 14 B, 18 A, 20, 23 B, 24, 26 A
pochodzga z jednej serii pomiaréw, czy tez sa dla nich dostepne stupki btedow?

Chciatbym podkresli¢ bardzo wysoki poziom edytorski rozprawy, tak w aspekcie
jezykowym jak i graficznym (m.in. bardzo staranne i eleganckie ryciny i schematy). W
efekcie jest niewiele miejsc, w ktérych mozna autorowi zaproponowa¢ wprowadzenie
korekt:

1.
2.

o

»Rycina” 2 na str 8 to w zasadzie ,Schemat” reakgji.

Str13 - 1 wers w legendzie do Ryc. 5 - powinno chyba by¢ ,biatka rusztowania
molekularnego”

Str 25, podrozdz. 2.1 wszystkie E. coli powinny by¢ italikiem., tak samo E.coli na
str 85

Na str 26 od razu pojawiajg sie plazmidy kodujgce potréjne mutacje, a nie ma
informacji wyjasniajgcej czy s tez mutacje pojedyncze

Str 26, wers 4 od dotu powinno by¢ ,kierujgcej go”

Str 32, wers 5 ,,dedykowanymi”

Str 57, Ryc 14 C sformutowanie ,schematyczne przedstawienie wynikow” nie jest
zbyt trafne, jest to raczej ,schemat proponowany w oparciu o uzyskane wyniki”
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8. Rozdzial dyskusja zyskalby w moim odczuciu na przejrzystoéci gdyby
wprowadzi¢ tematyczne podrozdziaty odpowiednio zatytutowane.

9. Powinno sie wyjasni¢ co oznacza symbol a na schemacie na str 92.

10.Na str. 108. w cytowaniu poz. 162 i 166 z 2016 roku dobrze bytoby umiesci¢
numer DOI celem ulatwienia odszukania pracy w bazie danych (domyslam sig ze
numery stron i vol. byly w trakcie pisania rozprawy niedostgpne).

Formutujgc konkluzje chciatbym stwierdzi¢, ze Pan mgr Mateusz Manicki przedstawit
bardzo warto$ciows rozprawe doktorska, zredagowang na podstawie wynikow cyklu
precyzyjnych, przemyslanych i znakomicie przeprowadzonych prac badawczych. Wyniki
te s3 nowatorskie i przyczyniaja sie do lepszego zrozumienia molekularnych
mechanizméw oddziatywania typu biatko-biatko lezacych u podstaw fundamentalnych
proceséw warunkujacych biogeneze biatek zawierajgcych centra FeS. Wazna czg$¢ tych
wynikéw zostala opublikowana na tamach artykulu w renomowanym czasopiSmie
Journal of Biological Chemistry, gdzie Doktorant wystepuje w charakterze pierwszego
autora. Ponadto Doktorant jest wspotautorem w dwoch innych pracach (w BBA-
Mol.Cell.Res oraz Mol. Biol. Evol.).

Majgc na wzgledzie przedstawiong powyzej opinig, uwazam ze prezentowana rozprawa
doktorska spetnia wszystkie wymogi Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym do uzyskania stopnia doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.
Walory samej rozprawy, w szczegélno$ci naukowa waga osiggnigtych w jej ramach
wynikéw, sprawiajg ze rozprawe doktorska postrzegam jednoznacznie jako
wyrozniajacg. Gratulujac Doktorantowi tak warto$ciowej pracy zwracam sig z prosbg do
Rady Naukowej Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed o
dopuszczenie mgr Mateusza Manickiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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