UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
UAM Zaklad Bioenergetyki
Prof. dr hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz Poznan, 06.05.2024
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

Wydziat Biologii
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Katarzyny Lorencik
pt. ,,ldentyfikacja sciezek transferu elektronoéw w oddechowym alternatywnym
kompleksie lll na podstawie mutagenezy i badan biochemicznych”

Prof. dr hab. Artura Osyczki z Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagielonskiego w Krakowie od wielu lat z powodzeniem zajmuje sie
funkcjonowaniem komplekséw przeksztalcajgcych energie w bionach bioclogicznych.
Kierowana przez niego i dra Roberta Ekiera, jako promotora pomocniczego, praca doktorska
mgr Katarzyny Lorencik skupia sie na badaniu na poziomie molekularnym $ciezek transferu
elektronéw w oddechowym alternatywnym kompleksie Il (ACHI) bakterii Flavobacterium
johnsoniae. W pierwszej czesSci Doktorantka, wykorzystujgc skonstruowany przez siebie
system genetyczny do delecji i komplementacji gendw podjednostek kompleksu ACII,
badata Sciezki przenoszenia elekironéw w obreloie kofaktoréw hemowych tych podjednostek
oraz miedzy oksydazg aas. W drugiej czesci Doktorantka oczyszczata ACIIl z wybranych
mutantow F. johnsoniae a takze okreslone podjednostki ACIll ze skonstruowanych mutantéw
Escherichia coli. Wyizolowane biatka postuzyty do miareczkowania optycznego hemoéw c¢
ACIIl a takze do badania aktywnosci kompleksu ACIII.

Formalny opis rozprawy

Praca przedstawiona do recenzji napisana jest zwieztym i jasnym jezykiem, zawiera,
co nalezy podkresli¢, tadng oprawe graficzng. W catej pracy mozna znalez¢ nieliczne
literéwki i drobne btedy stylistyczne. Swiadczy to o starannosci Doktorantki podczas
przygotowywania rozprawy.

Praca jest dos¢ obszerna, obejmuje 157 stron i zawiera 53 ryciny (2 w zatgcznikach) i
12 tabel (4 w zatgcznikach). Ukiad pracy jest typowy i obejmuje: spis tresci, wykaz skrotow,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty, metody, wyniki,
dyskusje, podsumowanie, spisy rysunkow i tabel oraz - liczacg 156 pozycji - bibliografie, w
wiekszosci ztozong z pozycji literaturowych opublikowanych w ostatnich 10 latach. Na koncu
rozprawy umieszczono 4 zatgczniki a takze informacje, ze opisane wyniki stanowily
podstawe publikacji w Microbiology Spectrum, w ktérej Doktorantka jest pierwszym autorem.

Uwagi:
- W pracy wystepujg pewne bitedy redakcyjne na przykiad: brak przypisanych zrédet
literaturowych w niektérych fragmentach Dyskusji, niejednolity zapis pozycji literaturowych
(tytutow artykutéw), czesty brak wiekszych spacji miedzy poszczeg6inymi akapitami (wobec
braku wcigg).

Jednakze wszystkie te niedociggniecia, o ktérych wspominam z obowigzku
recenzenta, nie sg istotne, biorgc pod uwage wartoS¢ merytoryczng ocenianej pracy
doktorskiej.
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Merytoryczna ocena rozprawy

Poprzedzajagcy cze$¢ doswiadczalng, liczacy 20 stron Wstep stanowi przeglad
aktualnego stanu wiedzy dotyczacej struktury i funkcjonowania oddechowego faficucha
transportu elektronéw bton przeksztatcajacych energie. We Wstepie Doktorantka w sposob
zwiezly opisata hemy, klastry zelazowo-siarkowe (Fe-S) i chinony oraz poszczegéine
reduktazy, oksydoreduktazy i oksydazy koncowre tancucha transportu elektronéw. Nastepnie
scharakteryzowata alternatywny kompleks Il (ACIIl), stanowigcy gtéwny przedmiot jej badan.
Opisata takze zalety bakterii F. johnsoniae jako dogodnego uktadu modelowego do badan
drog/sciezek transferu elektrondéw w tym kompleksie. Piszgc Wstep Doktorantka siegneta do
najwazniejszego pismiennictwa dotyczacego omawianych zagadnien.

Pytania/uwagi:
- Ryc. 1.14. Doktorantka poréwnata proponowane $ciezki transferu elektronéw przez ACIII u
réznych bakterii. Zabrakio poréwnania Sciezek transferu protonéw. Co obecnie wiadomo na
temat translokacji protonéw w ACIIl F. johnsoniae?
- W punkcie opisujgcym F. johnsoniae jako organizm modelowy brakuje schematu fancucha
transportu elekironéw u tej bakterii. Czy dehydrogenaza bursztynianowa jest, jak to wynika z
analizy tekstu, jedyng reduktazg menachinonu u F. johnsoniae?

Rozdziaty Materiaty i Metody (tacznie 33 strony) zawierajg wyczerpujace i staranne
opisy wykorzystywanych materiatdbw i stosowanych metod badawczych. Uwage zwraca
roznorodno$¢ stosowanych technik, $wiadczaca o wszechstronnosci Doktorantki w pracy
doswiadczalnej zaréwno w technikach inzynierii genetycznej i metodach biochemicznych czy
biofizycznych. Nalezy podkresli¢, ze tworzac system do manipulacji genetycznych w obrebie
genéw ACIIl, Doktorantka opracowata 3 konstrukty do delecji i 26 konstruktéw do ekspresiji
gtdéwnie w F. johnsoniae (w tym 2 w E. coli).

Pytania/uwagi:
- Zastanawiajg mnie okres$lenia: ,pelet” zamiast ,0sad” czy ,nadsgcz”’ zamiast ,supernatant”
stosowane w opisie izolacji bton czy biatek.
- Punkt 4.25. Przygotowujgc prébki blon do tlenometrii EPR, otrzymane osady bton
inkubowano z malonianem aby chroni¢ miejsce katalityczne dehydrogenazy bursztynianowej
przed szczawiooctanem. Skad zagrozenie szczawioctanem w praparatach bionowych
teoretycznie bez rozpuszczalnych enzyméw cykiu Krebsa?
- Punkt 4.30. Co sprawia, ze biatko mdA izoluje sie z E. coli w postaci catkowicie
zredukowanej?
- Brakuje punktu Analiza statystyczna, nawet jesli tylko cze$¢ otrzymanych wynikéw ma
charakter iloSciowy. Nie uwzgledniono analizy statystycznej tych wynikéw.

W rozdziale Wyniki, ktéry obejmuje 36 stron, Doktorantka zwieZle przedstawita wyniki
kolejno realizowanych zadan badawczych stanowigcych odpowiedzi na pytania zawarte w
rozdziale Cel pracy. Na podkreslenie zastuguje sposéb prowadzenia czytelnika przez
poszczegdine punkty wynikoéw, ktére prezentowane w logicznej kolejnosci tworzg spojng
catosc.

Doktorantka opracowata system genetyczny dia bakterii F. johnsoniae do delecji i
komplementacji genéw ACIll, co wazne z mozliwoscig regulacji poziomu ekspresji biatek z
wektora plazmidowego aby zapobiec letalnosci bakterii. Doktorantka wykazata bowiem, ze
komplementacja mutantéw delecyjnych ze zbyt duzg ekspresjg podjednostek ActA i ActE
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prowadzi do zmian letalnych. Doktorantka skonistruowata szereg mutantow tych hemowych
podjednostek ACIIl. Jak wynika z badan z uzyciem mutantéw delecyjnych, usuniecie
podjednostki ActA powoduje utrate aktywnosci oksydazy aas (akceptora elektronéw z ACHI)
oraz nieobecno$¢ ActE w btonach bakterii. Natomiast usunigcie podjednostki ActE nie
wptywa na przenoszenie elektronéw miedzy ACII a oksydazg koricowa, co sugeruje rozdziat
Sciezek transferu elektronéw na poziomie styku podjednostek ActA i ActE. Analiza zuzycia
tlenu przez mutanta ActA (AA) wykazata istnieinie dodatkowej (obok kompleksu AClll-aa; i
cytochromu bd), niezaleznej od tlenu i wrazliwej na cyjanek, $ciezki transferu elektronow
utleniajgcej menachinol. Badania z mutantem pozbawionym ruchomej domeny ActA (mdA)
potwierdzity, ze hem mdA jest bezpos$rednim donorem elektronéw dia oksydazy aas.

W drugiej czesci Doktorantka opisata rézne metody oczyszczania kompleksu ACIII
technikg chromatografii powinowactwa, w tym z wykorzystaniem mutanta z dotgczong do
podjednostki ActE metkg Strep. Ponadto stosujgc heterologiczng ekspresjie w E. coli,
Doktorantka wyizolowata i oczyscita rozpuszczalne biatko AcCtE oraz domene mdA.
Miareczkowanie potencjometryczne wyizolowanych bialek pozwolito na okreslenie
réownowagowych potencjatéw redoks dla hemoéw kompleksu ACIII, wykazujgc najwyzsze
wartosci dla heméw ActE i mdA. Wykorzystujac wyizolowane biatka, Doktorantka zbadata
takze aktywnos$¢ ACIII, mierzac reakcje mdA z muteing AmdA oraz oksydazg aas.

Pytania/uwagi:
- Rys. 5.1C (lewa strona) i Rys. 5.9. Watpliwosci budzi zestawienie dwoch wycietych
fragmentéw zelu/i (?).
- Czy prébowano otrzymaé podwéjnego mutanta ActA i ActE (AAAE)?
- W pracy mierzono aktywno$é kompleksu ACIHII w wyizolowanych blonach F. johnsoniae
wykorzystujgc tlenometrie EPR. Czy uzyteczny bytby pomiar aktywnosci ACIIl w catych
bakteriach wykorzystujgc elektrode tienowg?
- Czy do badania podjednostek kompleksu ACllil-oksydaza aa; probowano stosowaé rozdziat
w zelu niedenaturujgcym (Blue-Native PAGE)?
- Rys. 5.16. Doktorantka opisujac izolacje biatka AA pisze, ze ,wyizolowano oksydaze aas
wolng od zanieczyszczen innymi biatkami z hemami ¢”. A co z widocznym hemem b?

Liczacy 32 strony i podzielony na kilka porzadkujacych punktéw rozdziat Dyskusja w
zasadzie wyczerpuje problemy wynikajace z wynikbw wiasnych na tle w pelni
wykorzystanych wynikéw innych grup badawczych. Doktorantka solidnie i krytycznie
przedyskutowata otrzymane wyniki, konczac rozdziat opisem dalszych badan, w ktérych
mozliwe jest wykorzystanie skonstruowanego przez nig systemu genetycznego do delecji i
komplementacji genéw. Podobnie jak catosé pracy, rozdziat Dyskusja czyta sie dobrze.

Pytania/uwagi:
- Rys. 6.2. Brakuje referenciji literaturowej na podstawie, ktérej przygotowano ten rysunek.
- Rys. 6.4. Opisujac cztery proponowane $ciezki transferu elekironéw z puli menachinolu,
Doktorantka nie odnosi sie do kwesti ich udzialu w tworzeniu protonowej sity
elektrochemiczne;j.
- Str. 119. Biorgc pod uwage dyskusje wynikow, jak wyttumaczy¢ wieksze zuzycie tlenu
podczas utleniania bursztynianu z cyjankiem w bftonach WT (poprzez Sciezke 3, z ktorg
konkuruje nie zuzywajaca tlenu $ciezka 2) w stosunku do bton mutanta AA (poprzez $ciezke
3) (Rys. 5.7)?
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Podsumowanie

Wspomniane wczes$niej uwagi nie majg wplywu na mojg bardzo pozytywng ocene
przedstawionej pracy, jej wartosci merytoryczneyj oraz znaczenia przeprowadzonych badan.
Opracowany przez doktorantke system do manipulacji genetycznych w obrebie podjednostek
ACIll z F. johnsoniae stanowi nowe narzedzie do badania molekularnego mechanizmu
dziatania tej oksydoreduktazy, ktére moze by¢ takze wykorzystane do badania innych biatek
bakteryjnych. Wykorzystanie inzynierii genetycznej i technik biochemicznych pozwolito na
identyfikacje Sciezek transferu elektronéw w obrebie superkompleksu AClll-aas. Biorgc pod
uwage merytoryczng warto$¢ i nowatorsko$¢ pracy, duzg pracochtonnosé i réznorodnosé
doswiadczen i analiz, uwazam ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pozn. zm.). Whnioskuje zatem o dopuszczenie mgr
Katarzyny Lorencik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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