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Recenzja rozprawy doktorskiej Mikotaja Sokotowskiego

Rozprawa doktorska zatytutowana ,Triggers of the thiolation cascade - biochemical and structural
analysis of sulfur transfer in the tRNA modification pathway” zostata przygotowana przez Pana Mikotaja
Sokotowskiego pod opieka promotorska dr hab. Sebastiana Glatta. Praca zostata przediozona Radzie
Dyscypliny Nauk biologicznych Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Gtéwnym celem pracy badawczej przedstawionej w niniejszej dysertacji jest charakterystyka strukturalna
i funkcjonalna enzymow kaskady tiolacyjnej - Uba4, Urml oraz kompleksu Ncs2/Ncs6, prowadzacych do
powstania modyfikacji, tiolanu urydyny U34 transferowego RNA (tRNA). Wyniki przedstawione w pracy sg
nowe, wczesniej niepublikowane i stanowig uzupetnienie badan dotychczas publikowanych przez grupe.

Praca doktorska mgra Mikotaja Sokotowskiego zostata napisana w jezyku angielskim. Tres¢ pracy jest
zgodna z tematem wskazanym w tytule. Uktad tresci jest wtasciwy i prawidtowy dla danego formatu. Praca
jest standardowo podzielona na kilka gtéwnych rozdziatéw: Streszczenie, Wstep, Cele Pracy, Materiaty,
Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie. Autor wykorzystat obszerng bibliografie odwotujaca sie do 138
artykutéw naukowych. Autor stosuje w pracy odpowiedni dla tego formatu jezyk i terminologie. Spis tresci
przygotowanyjest prawidtowo. W pracy brakuje spisu skrotow oraz listy tabel i rycin. Praca jest przejrzysta,
rzeczowa oraz starannie przygotowana. Tekst opatrzony jest 42-ma rycinami i 24-ma tabelami. Ryciny sg
starannie przygotowane, opisy na nich umieszczone sg czytelne. Bibliografia zostata odpowiednio uzyta w
tekscie i we wiasciwy sposdb uzyta do dyskusji wynikow.

Pierwszy rozdziat, Wstep, autor rozpoczyna zwieztym opisem procesu biosyntezy biatka oraz przybliza role
tRNA w tym procesie. Nastepnie przybliza tematyke modyfikacji tRNA, opisuje role modyfikacji w
translacji, typy modyfikacji w zaleznosci od ich lokalizacji i roli. Nastepnie, autor opisuje kaskade
tiolacyjna, jej poszczegdlne etapy, enzymy zaangazowane W nastepujgce po sobie reakcje. W trzecim,
ostatnim podrozdziale Wstepu, autor dyskutuje konsekwencje braku modyfikacji tRNA u cztowieka.

Nastepnie, autor przedstawia szczegOlowe Cele badawcze, ktérych zadaniem jest charakterystyka
strukturalna i funkcjonalna enzymow kaskady tiolacyjnej - Uba4, Urml oraz kompleksu Ncs2/Ncs6. W tym:
(1) analiza strukturalna kompleksu Uba4/Urml przy wykorzystaniu techniki mikroskopii krio-
elektronowej; (2) odtworzenie in vitro reakcji tiokarboksylacji przeprowadzanej przez enzym Uba4; (3)
analiza roli konserwatywnych cystein Uba4; (4) ustalenie punktéw kontrolnych w tiokarboksylacji dla
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kompleksu Uba4/Urm1; (5) analiza form posrednich w zaleznosci od substancji redukujacej oraz zrédta
siarki; (6) badanie interakcji pomiedzy Uba4/Urml z innymi biatkami kaskady tiolacyjnej; (7)
optymalizacja ekspresji biatek Ncs2 oraz Ncs6 oraz proby analizy ich struktur metodami krystalizacji oraz

mikroskopii krio-elektronowej.

W rozdziale Materialy, autor podaje listy odczynnikow i sprzetéw wykorzystanych w eksperymentach oraz
wymienia sekwencje starterow DNA uzytych do przygotowania konstruktéw do ekspresji biatek
rekombinowanych, ich mutantéw, plazmidéw uzytych do badan, szczepdw bakterii wykorzystywanych do
ekspresji biatek oraz buforéw uzytych do oczyszczania biatek i przeprowadzania reakcji enzymatycznych.

W rozdziale Metody, autor opisuje protokoty, z ktérych korzystat w celu realizacji zadan badawczych.
Opisane jest przygotowanie konstruktéw, w tym mutantéw, do heterologicznej ekspresji biatek kaskady
tiolacyjnej, oczyszczanie biatek rekombinowanych z wykorzystaniem etykietek, heparyny. Przedstawione
sg rowniez krétkie protokoty dla metod wykorzystanych w analizach oligomerycznosci oczyszczonego
biatka, interakcji biatko-biatko, badania struktury. A nastepnie sg opisane warunki przeprowadzania

reakcji enzymatycznych.

Sekcje Wyniki autor podzielit na dwie czesci: (1) dotyczacg Uba4/Urml oraz (2) Ncs2/Ncs6. Pierwszg czesc¢
autor rozpoczyna od opisu danych literaturowych dotyczacych analiz strukturalnych biatek Uba4 |
kompleksu Uba4/Urm1. Informacje te mogtly by¢ réwniez umieszczone we Wstepie.

Nastepnie autor opisuje swojg strategie oczyszczania biatek Uba4, UrmlzChaetomium thermophilum oraz
tworzenia ich kompleksu. Nastepnie pokrétce opisuje préby analiz struktury kompleksu Uba4/Urml przy
wykorzystaniu mikroskopii krio-elektronowej. W sposéb zwiezty przedstawia proces analizy danych,
rekonstrukcji 3D, problemy zwigzane z preferowang orientacjg kompleksu na tzw. ‘gridach’. A nastepnie,
autor przedstawia przyblizony model strukturalny kompleksu Uba4/Urml. Autorowi udato sie uzyskac
kompleks o przyblizonej rozdzielczosci 5,66A. Niska rozdzielczos¢ moze sugerowaé obecnos¢ wiecej niz
jednej konformacji biatek/kompleksu. Z racji tego, ze nie jest to wynik pozwalajacy na opisanie szczegotow
struktury, autor podjat probe sortowania stanéw strukturalnych kompleksu Uba4/Urml. W kolejnym
podrozdziale, autor opisuje reakcje tiokarboksylacji Urml przez Uba4. Autor bada poszczegodlne etapy tej
reakcji, adenylacje, formacje tioestrowego wigzania pomiedzy Uba4-Urml. Autor monitoruje postepy
reakcji wykorzystujac elektroforeze w zelu poliakrylamidowym. W badaniach wykorzystywane sg zar6wno
biatka z Ch. thermophilum i z Saccharomyces cerevisiae. Wyniki adenylaciji i tioestryfikacji sg rowniez
monitorowane przy wykorzystaniu spektrometrii mas. Nastepnie, autor bada udzial czterech cystein
(C132, C202, C305, C397, numeracja Ch. thermophilum) zlokalizowanych w centrum katalitycznym Uba4 w
tworzeniu tioestrow i w konsekwencji, zdolno$¢ do przeprowadzenia reakcji tiokarboksylacji. Autor
przygotowal pojedyncze, podwdjne, potréjne i poczwdrne mutanty z substytucjg cysteiny alaning.
Wykazat, ze obecnos$¢ C202 i C397 jest niezbedna do przeprowadzenia tiokarboksylacji. Natomiast frakcja
opisanych w pracy mutantéw ma zdolno$¢ do tworzenia niekanonicznych tioestréw, przy braku
mozliwosci przeprowadzenia reakcji tiokarboksylacji. By opisa¢ szczegétowo mechanizm tiokarboksylacji,
autor bada réwniez wplyw egzogennej substancji redukujgcej i wykazuje, ze nie jest on potrzebny do
zakoriczenia reakcji. Nadmiar Uba4 jest wystarczajgcy do petnej tiokarboksylacji Urml, ale Urml nie
zostaje uwolniony z kompleksu, prawdopodobny udziat disiarczku acylu w formy posredniej, nawet w
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obecnosci egzogennego reduktora. Nastepnie autor pokazuje, ze obecnos$¢ Swiezego Urml jest
prawdopodobnie konieczne do uwolnienia tiokarboksylowanego Urml oraz, ze obecnosé¢ DTT
kompensuje reakcje tiokarboksylacji Urm1-C202 i Urm1-C397. Autor pokazuje, ze Urm1-Uba4 tioester musi
by¢ chroniony in vivo od substancji redukujgcych takich jak L-cysteina.

W drugiej czesci Wynikéw, autor opisuje analizy kompleksu Ncs2/Ncs6. Ich zadaniem jest transfer siarki z
Urm1-COSH na tRNA, prowadzac do powstania modyfikacji, tiolanu urydyny U34. Autor przedstawia
optymalizacje ekspresji gendéw Ncs2 oraz Ncs6é z S. cerevisiae oraz S. pombe, ktére okazujg sie
nierozpuszczalne w bakteryjnym systemie ekspresji. Biosynteza biatek Ch. thermophilum prowadzi do
otrzymania rozpuszczalnych produktow. Nastepnie autor przedstawia proces oczyszczania biatek. Ncs2
wydaje sie by¢é monomerem, za$ Ncs6 wystepuje w kilku stanach oligomerycznych. Autor potwierdzit
stabilne i silne oddziatywanie pomiedzy biatkami Ncs2-Ncs6 wykorzystujagce metody biochemiczne |
biofizyczne. A nastepnie badat oddziatywanie Ncs2/Ncs6 z biatkiem Urml potwierdzajac wigzanie Ncs6 z
Urm1l. Ncs2 nie wykazato wigzania z Urm1, a autor sugeruje, na podstawie wynikéw, jego role jako biatka
wspierajacego/stabilizujacego/regulujacego dla Ncs6. W kolejnych etapach badan, autor pokazuje
wigzanie Ncs2, Ncs6, Ncs2/Ncs6, ale nie Uba4d i Urm4, do tRNA, co jest w zgodzie z rolg tych biatek w
kaskadzie modyfikacji tRNA.

W trzeciej czesci Wynikow, autor opisuje modele strukturalne kompleksu Ncs2/Ncs6 wygenerowane przy
pomocy algorytmu Phyre i Alphafold oraz opisuje proby krystalizacji kompleksu.

W Dys/ct/sj/autor rozwaza powody dla ktoérych nie powiodta sie analiza strukturalna kompleksu Uba4/Urml
przy wykorzystaniu mikroskopii krio-elektronowej oraz dyskutuje préby optymalizacji kompleksu. Autor
dyskutuje relacje Uba4/Urml ze znanymi enzymami aktywujacymi ubikwityne El w odniesieniu do
mechanizmu dziatania enzyméw, ich struktury. Oraz dyskutuje proby krystalizacji kompleksu Ncs2/Ncs6.
Autor konczy Dyskusje rozwazaniami na temat roli Ncs2 w kaskadzie tiolacyjnej

Podsumowujqgc, autorowi pracy udato sie opisa¢ mechanizm reakcji enzymatycznej prowadzonej przez
Uba4/Urm1. Autor zbadat role form posrednich reakcji tiokarboksylacji: adenylacji, tioestryfikacji oraz
disiarczanu acylu. Rekonstrukcja struktury kompleksu Uba4/Urml, chociaz o niskiej rozdzielczosci,
pozwolita na opisanie pewnych szczegétdéw kompleksu, zwilaszcza w odniesieniu do danych
biochemicznych i biofizycznych. Autor opisat oddziatywanie Urml z Ncs6 oraz badat role Ncs2. W niniejszej
pracy zaprezentowano analizy poszczegdlnych etapéw kaskady tiolacyjnej prowadzace do powstania
modyfikacji tiolanu urydyny U34 tRNA.

Komentarz merytoryczny:

1 Autor wykorzystuje w badaniach geny biatek pochodzgce z Chaetomium thermophilum. Jest to
organizm, dla ktérego optymalna temperatura wzrostu, a w konsekwencji rowniez optymalna
temperatura reakcji enzymatycznej, to 50-55°C. Jednak autor przeprowadzat reakcje w
temperaturze 37°C. Niedopasowanie temperatury do reakcji moze skutkowaé niskg aktywnosci,
co mozemy zaobserwowac w pracy. Jaki byt powod dla ktérego wybrano takg temperature?
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1 Oczyszczanie biatek kodowanych przez geny pochodzace z organizmow termofilnych
niejednokrotnie mozna oczyszcza¢ poprzez podgrzanie supernatantu. Czy autor prébowat tej
metody?

1 Autor mégt w sposéb bardzie systematyczny opisywac¢ wyniki dla enzymoéw z S. cerevisiae oraz Ch.
thermophilum. W pracy wyniki sie przeplataja, podobnie z numeracjg aminokwasow.

1 Autor magtby doda¢ do pracy uliniowienia sekwencji aminokwasowych badanych biatek wraz z
zaznaczonymi cysteinami oraz elementami strukturalnymi.

1 Postep reakcji enzymatycznych monitorowany na zelach poliakrylamidowych mogt byé
skwantyfikowany np. przy wykorzystaniu Fiji ImageJ.

1 Czy byly podjete proby oczyszczenia kwasow nukleinowych, ktore oczyszczaty sie wspdlnie z
kompleksem Ncs2/Ncs6?

1 W tekscie autor uzywa skrétu CAA zamiast CCA do opisu konca tRNA.

1 Brakuje listy skrétow.

1 Metody wykorzystane w badaniach mogtyby by¢ opisane we wstepie.

1 W materiatach brakuje szczegdtowego opisu szczepdw uzytych w pracy (Tabela 14)

1 Rozprawa zawiera nieznaczne pomyiki jezykowe. Nie obnizajg one wartosci pracy.

Niniejsza prace oceniam bardzo dobrze. Autor prawidtowo planuje eksperymenty i rozwigzuje napotkane
trudnosci. Widaé ogrom pracy wiozony w badania, nawet jesli nie wszystkie zamierzone cele zostaty
osiggniete. Wyniki stanowig kontynuacje zagadnienn badanych w laboratorium promotora i z pewnoscig
beda opublikowane w bardzo dobrym czasopismie.

Stwierdzam, ze praca doktorska Pana mgra Mikotaja Sokotowskiego spetnia warunki okreslone w artykule
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1668 z pdzn.
zm.). Zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauk biologicznych Uniwersytetu Jagielloriskiego o dopuszczenie
Pana mgra Mikotaja Sokotowskiego do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych.

Dr hab. Agata Starosta

INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI www.ibb.edu.pl secretariate”) ibb.waw.pl Strona4z 4
POLSKIEJ AKADEMII NAUK Tel.: +48 22 592 21 45, Faks: +48 22 592 21 90

ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa, Polska NIP: 5261039742, REGON: 000325819


ww.ibb.edu.pl
ibb.waw.pl

