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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ewy Niedziatkowskiej pt. ,,The influence of

posttranslational modifications on interactions between histone H3 and Survivin”

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Recenzowana praca doktorska dotyczy strukturalnych podstaw rozpoznawania
element6w chromatyny i kompleksu biatkowego CPC (Chromosomal Passenger Complex),
odpowiedzialnego za ochrong stabilno$ci genomu poprzez koordynacje z cytokineza rownej
segregacji zduplikowanych chromosoméw. W sktad CPC wchodzi kinaza Aurora B i biatka:
Borealina, Surwiwina i INCENP. Prawidtowa segregacja chromosoméw wymaga, by
mikrotubule wychodzace z przeciwlegtych biegunéw wrzeciona kariokinetycznego
przytaczyty si¢ jednoczesnie do swoich rejonéw wigzania na naprzeciwlegltych
powierzchniach zduplikowanych chromosoméw (tzw. kinetochor6w), w celu ich odciggnigcia
do przeciwnych biegunéw komoérki. W trakcie mitozy, CPC jest kierowany przez borealing i
surwiwing do rejonu potaczenia zduplikowanych chromosoméw (tzw. wewngtrznego
centromeru). Borealina przytacza si¢ do histonu H2A fosforylowanego na treoninie 120,
natomiast surwiwina oddziatuje z histonem H3 fosforylowanym na treoninie 3 przez kinaze
Haspin.
Doktorantka postawita sobie w pracy za cel zbadanie podtoza molekularnego oddziatywania
surwiwiny z histonem H3 w kontek$cie specyficznosci kierowania PCP do wewng¢trznego
centromeru, a takze ewentualnego znaczenia dla tej funkcji waznych modyfikacji H3 —
metylacji i acetylacji lizyny 4.
Ze wzgledu na fundamentalne znacznie kontroli prawidlowej segregacji chromosoméw dla
normalnej proliferacji komdrek, identyfikacja i szczegétowe rozpoznanie na gruncie
strukturalnym wtasciwosci biochemicznych i molekularnych podstaw specyfiki interakcji

miedzy H3 i surwiwina, majq nie tylko bardzo duze znaczenie poznawcze, ale otwierajq takze



droge do wielu r6znych badan, w tym takze potencjalnie istotnych z punktu widzenia etiologii
i terapii choréb, w szczegdlnosci o podtozu nowotworowym. 7 tego powodu, tematyke

rozprawy uznaj¢ za wyjatkowo aktualng i nadzwyczaj wazna merytorycznie.

Szczegotowe cele rozprawy i zastosowane metodyki badawcze

Doktorantka postawita sobie, jako podstawowy cel rozprawy, wyjasnienie na gruncie
biochemicznym i biofizycznym specyfiki wigzania kompleksu CPC lub jego elementéw z
Xenopus i cztowieka, do niezmodyfikowanego i zmodyfikowanego przez fosforylacje
treoniny 3, N-koncowego fragmentu histonu H3. W szczegdlnosci, zamierzata analizowa¢
powinowactwo obu badanych interaktoréw i zidentyfikowaé aminokwasy w surwiwinie,
ktére odpowiadaja oddziatywanie z H3 i rozpoznanie jego charakterystycznej modyfikacji
poprzez fosforylacjg treoniny 3. Postanowita réwniez zbada¢ wptyw na to oddziatywanie
temperatury i pH. Powyzsze analizy miaty na celu wyjasnienie réznic w wigzaniu fragmentu
H3 przez surwiwing cztowieka i Xenopus. Dodatkowym celem byta préba wyjasnienia roli
w wigzaniu surwiwina-H3 potranslacyjnych modyfikacji lizyny 4 histonu H3.
Do realizacji powyzszych zamierzen zastosowala w pelni adekwatne, nowoczesne i
skomplikowane techniki z zakresu genetyki i biologii molekularnej, biochemii biatek,
krystalizacji 1 analizy strukturalnej bialek za pomoca dyfrakcji rentgenowskiej, biofizycznych
metod analizy oddziatywan biatek oraz analiz bioinformatycznych.
Zastosowane w pracy metody dos§wiadczalne byly w petni odpowiednie dla realizacji

przyjetego przez doktorantke podejs$cia badawczego.

Najwazniejsze uzyskane wyniki
Rozprawa przedstawia rezultaty kilkudziesieciu obszernych, starannie zaplanowanych i

poprawnie wykonanych do§wiadczen. Najwazniejsze uzyskane wyniki to:

1. Szczegoétowa charakterystyka oddzialywan N-koncowego fragmentu histonu H3 1
fragmentu kompleksu CPC z Xenopus, tacznie z wyznaczeniem statej dysocjacji i
udowodnieniem, ze fosforylacja treoniny 3 w H3 wzmacnia sit¢ wiazania.

2. Ustalenie, na podstawie analizy krystalograficznej, atomowych determinant wigzania
ludzkiej surwiwny i N-konca H3, z wykazaniem i potwierdzeniem za pomocg
ukierunkowanej mutagenezy roli aminokwaséw charakterystycznych dla biatek z

domeng BIR.



3. Wyjasnienie réznic w powinowactwie do fosforylowanego na T3 histonu H3
pomigdzy surwiwing ludzka i z Xenopus, odmiennym sktadem aminokwasowym obu
surwiwin, w szczegblnosci obecnoscig u Xenopus w konkretnym miejscu rejonu
wiazania H3 argininy zamiast histydyny, jak u cztowieka, oraz wynikajaca stad
odmienng zaleznos$cia fosfospecyficznosci obu surwiwin od pH.

4. Wykazanie, ze w przeciwienstwie do metylacji lizyny 4 histonu H3, acetylacja tej

lizyny zmniejsza site wigzania H3 z surwiwina.

Znaczenie wynikow

Wyniki uzyskane w przedstawionej rozprawie, przede wszystkim wykazanie roli fosforylacji
treoniny 3 histonu H3 w wigzaniu sie¢ surwiwiny, wnosza nowy i znaczacy wkiad w poznanie
molekularnych podstaw specyficznego kierowania do centromeréw komplekséw CPC,
jednego z kluczowych stadiéw w procesie prawidtowej segregacji chromosomoéw
mitotycznych. Wykazanie zalezno$ci wigzania H3-surwiwina od pH oraz potencjalnego
znaczenia dla sity wigzania modyfikacji potranslacyjnch lizyny 4 H3, otwiera nowe
interesujace obszary badan nad mozliwymi systemami regulacji tego procesu u réznych

organizméw.

Komentarze i uwagi krytyczne

Nie mam istotnych zastrzezen do jakosci przedstawionych wynikéw, ani do sposobu ich
przedstawienia, ktory jest kompletny, wyczerpujacy i jasny. Autorka wykazuje doskonata
orientacje w literaturze naukowej, przy czym dotyczy to zaréwno specjalistycznej tematyki
pracy jak i jej szerszego biologicznego kontekstu, w szczegdlnosci w odniesieniu do zjawiska
podziatéw komoérkowych i regulatorowej roli chromatyny. Dyskusja jest zwigzta, ale bardzo
trafna i krytyczna, zwlaszcza w odniesieniu do proponowanych ogdlniejszych modeli, jak na

przykiad ewentualnej regulacyjnej roli wewnatrzkomérkowego pH.

Autorce nie udalo si¢ oczyszczenie ludzkiego kompleksu CPC, zatem catos¢ badan
poréwnawczych musiata prowadzi¢ postugujac si¢ wylacznie jego fragmentem w postaci
surwiwiny. Na str. 69 autorka odnosi si¢ do zaobserwowanych w pomiarach za pomoca
polaryzacji fluorescencji i ITC r6znic w powinowactwie do H3 miedzy izolowanag a

potaczong w kompleksie CPC surwiwing z Xenopus. By¢ moze, jak pisze, jest to istotnie
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tylko réznica wynikajaca z odmiennych metod, ale zaréwno w tym miejscu, jak i w Dyskusji
brakuje mi obszerniejszego oméwienia roli pozostatych elementéw w wiazaniu surwiwiny do
H3. Z jakich powodéw autorka od poczatku nie zdecydowata si¢ na badania nad izolowana
surwiwing? Co do roli modyfikacji potranslacyjnych H3 innych niz fosforylacja treoniny 3 —
czy nie ma przestanek do badania nie tylko modyfikacji H3K4? Ciekaw jestem opinii autorki
na ten temat. Powyzsze uwagi nie wptywaja na mojq bardzo wysokg oceng jakosci
wykonania i merytorycznej zawartosci rozprawy. Praca napisana jest poprawnym angielskim i

jest przyjemna w czytaniu.

Whniosek koncowy:

Rozprawa zawiera poprawnie zaprojektowane i wykonane doswiadczenia naukowe, w
ktérych uwzgledniono wszystkie niezbedne kontrole. Wyniki sg w petni oryginalne i
zawieraja wyrazny element nowosci naukowej. Zostaty przedstawione w pracy w sposéb
kompletny i przejrzysty, a wnioski wyciagnigte na ich podstawie sa w petni uzasadnione.
Najwazniejsze osiagnigcia pracy zostaty opublikowane w postaci dwdch prac naukowych, w
Science (2010) i Mol. Biol. Cell (2012). Ze wzgledu na powyzszg opini¢ oraz na
wyrézniajaca si¢ wysoka jako$¢ merytoryczng rozprawy, wnosz¢ do Rady Wydziatu

Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego:

o dopuszczenie mgr Ewy Niedzialkowskiej do dalszych etap6w przewodu doktorskiego i

o rozwazenie mozliwo$ci wyréznienia jej rozprawy.
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