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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Julii Majewskiej, pt.:
,,Analiza strukturalno-funkcjonalna oddzialywania desulfurazy cysteinowej Nfs1(Isd11) z bialtkami
uczestniczgcymi w syntezie centréw Zelazo-siarkowych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Julii Majewskiej jest oryginalnym
opracowaniem, wykonanym pod kierunkiem prof. dr hab. Jarostawa Marszatka, w Pracowni Biochemii
Ewolucyjnej MWB UG i GUMed. Celem badan bylo okreslenie znaczenia oddzialywania desulfurazy
cysteinowej z biatkiem rusztowania molekularnego Isul oraz frataksyng Yfhl - bialkami zaangazowanymi
w synteze centréw zelazo-siarkowych w komoérkach Saccharomyces cerevisiae.

Centra zelazo-siarkowe wystepujace we wszystkich domenach zycia, s3 grupami prostetycznymi
wielu bialek enzymatycznych. Centra te sg niezbedne do prawidlowego funkcjonowania i przezycia
komérki, uczestniczac min. w procesach zwigzanych z przenoszeniem elektronéw, kataliza, regulacjg
ekspresji gendw, naprawg DNA, czy odpowiedzig na stres. Biatka odpowiedzialne za syntezg¢ centréw FeS
sg ewolucyjnie konserwowane od komorek bakterii do organizmu czlowieka.

W latach 90tych ubiegltego wieku opisano pierwszy operon kodujacy biatka uczestniczgce w
biogenezie centrum FeS bakteryjnej nitrogenazy w komorkach Azobacterium vinelandii. Odrzucono tym
samym teori¢ 0 spontanicznym tworzeniu si¢ centrow FeS w organizmach zywych. W procesie formowania
centrow FeS in vivo uczestniczy szereg wyspecjalizowanych biatek odpowiedzialnych za ich syntez¢ oraz
dostarczenie do biatek akceptorowych. W komdrkach bakterii wyrdznia sig trzy systemy biogenezy centrow
FeS: NIF (ang. nitrogen fixation), SUF (ang. sulfur mobilization) oraz ISC (ang. iron-sulfur cluster).
Natomiast komérki eukariotyczne odziedziczyly z komoérek prokariotycznych system SUF (obecny w
plastydach roslin) oraz ISC (obecny w mitochondriach). Mitochondrialny system ISC warunkuje synteze
pozamitochondrialnych (cytoplazmatycznych i jadrowych) biatek FeS.
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Zaburzenie prawidlowego funkcjonowania bialek zaangazowanych w biosynteze centrow FeS lub
bialek zawierajacych t¢ grupe prostetyczng prowadzi do nieprawidtowego funkcjonowania lub Smierci
komoérek mikroorganizméw oraz do rozwoju jednostek chorobowych u ludzi. Jedng z nich jest ataksja
Friedreicha, dziedziczna choroba neurodegeneracyjna, bedgca genetyczng ataksja autosomalng. Zaburzenie
syntezy frataksyny (wynikajgce z mutacji dynamicznych w pierwszym intronie genu kodujgcego to biatko)
prowadzi do zakl6cenia biogenezy centrow FeS, a w konsekwencji do akumulacji zelaza w mitochondriach
i stresu oksydacyjnego. Ponadto, zaburzenia biogenezy centrow FeS moze prowadzi¢ do miopatii
mitochondrialnej lub rzadkich form anemii sideroblastycznej. Rowniez dysfunkcja transferu centréw FeS do
kompleksu I tancucha oddechowego moze by¢ przyczyng mitochondrialnej encefalomiopatii.

W komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae biatka systemu ISC kodowane przez genom
jadrowy, zawierajg sekwencje Kierujgca, ktdra jest odcinana po zaimportowaniu biatlek do mitochondrium.
Synteza centrum FeS wymaga oddziatywania desulfurazy cysteinowej Nfsl, biatka rusztowania Isul oraz
frataksyny Yfhl. Bialko Yfhl reguluje aktywnosé¢ kompleksu biatka Nfsl z bialkiem Isd11; biatko
Nfs1(Isd11) dostarcza siarke do syntezy centrum w obrebie biatka Isul. Utworzone w obrebie biatka
rusztowania Isul centrum FeS, w kolejnym etapie, jest przenoszone na bialko akceptorowe. Proces ten
wymaga wspotdziatania wyspecjalizowanych biatek opiekunczych Jacl i Ssql. Biatko Jacl to biatko
pomocnicze typu J, ktore przenosi substrat Isul(FeS) na biatko Ssql nalezace do rodziny bialek
opiekunczych Hsp70. Badania zespotu prof. J. Marszatka z Pracowni Biochemii Ewolucyjnej skupiaja si¢
na wyjasnieniu molekularnych mechanizméw oddzialywan pomig¢dzy poszczegélnymi komponentami
systemu biogenezy centrum FeS w komoérkach drozdzy. Wyniki uzyskane przez mgr Juli¢ Majewska
dostarczyly nowej wiedzy dotyczacej mechanizmu odpowiedzialnego za przebieg i regulacj¢ tego procesu.
O duzym znaczeniu i oryginalnosci prowadzonych przez panig mgr Juli¢ Majewska badan swiadczy to, ze
uzyskane wyniki zostaly opublikowane w bardzo dobrym czasopi$mie naukowym (Journal of Biological
Chemistry (2 publikacje - w jednej publikacji mgr J. Majewska jest pierwszym autorstwem, w drugiej,
zawierajagcej czgs¢ wynikow pracy doktorskiej, jest wspdtautorem), czyli zostaly docenione przez
ckspertow. Mgr J. Majewska jest takze wspotautorem publikacji opublikowanej w Journal of Molecular
Biology.

Ponizej przestawiam najwazniejsze osiggniecia pracy mgr. Julii Majewskiej.

Badania pokazuja istotng rol¢ oddzialywania desulfurazy cysteinowej Nfs1(Isd11) z bialkiem
Isul dla procesu syntezy centréw FeS oraz dla stabilnosci tego bialka. Wykorzystujac narzedzia
bioinformatyczne, w oparciu o sekwencje homologiczne Doktorantka uzyskata modele strukturalne biatek
Nfsl i Isul, ktéore porownata z modelami strukturalnymi homologéw tych bialek z innych
mikroorganizméw. Struktura frataksyny byla okreslona eksperymentalnie dla biatka Yfhl z komorek S.
cerevisiae oraz jego homologéw. Analiza uzyskanych modeli pozwolila na stwierdzenie, ze struktury biatek
syntezy centrow FeS zostaly zachowane w procesie ewolucji. Nastepnie w oparciu o techniki biochemiczne
Doktorantka wykazata, ze biatko Nfs1(Isd11) tworzy stabilne kompleksy z biatkiem Isul w ekstrakcie
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komérkowym. Za oddzialywanie pomigdzy tymi biatkami moga odpowiadaé okreslone reszty
aminokwasowe o charakterze hydrofobowym znajdujace si¢ na powierzchni oddziatywania. Wytypowane
reszty biatka Nfs1 to prolina w pozycji 478 (P478), leucyna w pozycji 479 (L479) oraz metionina w pozycji
482 (M482). Natomiast w przypadku biatka Isul wytypowane reszty to: leucyna w pozycji 63(L63), walina
w pozycji 72 (V72) oraz fenyloalanian w pozycji 94 (F94). Wybrane reszty aminokwasowe byly

konserwowane ewolucyjnie.

Dalsze badania prowadzone in vivo wykazaty, ze formowanie kompleksu Nfs1(Isd11)-Isul jest
konieczne dla procesu syntezy centrum FeS niezb¢dnego dla przezycia komérki. Wyniki doswiadczen,
pokazaly, ze substytucja dwéch wytypowanych aminokwasow L479 i M482 biatka Nfsl na alaning
powoduje utrate zdolnosci tego biatka do oddziatywania z biatkiem Isul, a w konsekwencji do destabilizacji
kompleksu Nfs1(Isd11)-Isul. Utrata mozliwosci tworzenia tego kompleksu skutkowata utrata zdolnosci
formowania centrow FeS in vivo, co prowadzilo do $mierci komérek drozdzy. Podobne wyniki
zaobserwowano w przypadku substytucji wytypowanych reszt aminokwasowych L63, V72 i F94 biatka
rusztowania Isul; wymiana tych reszt na alaning skutkowata obnizeniem oddzialywania wariantu
IsulLe3/v72roaana-GST z biatkiem Nfs1(Isd11) o 65% w stosunku do wariantu biatka Isul dzikiego typu,
natomiast wymiana wytypowanych reszt na seryn¢ powodowata obnizenie tego oddziatywania o 85%.
Zaburzenie formowania kompleksu skutkowato §miercig komorek drozdzy.

W kolejnym etapie pracy Doktorantka pokazala, ze desulfuraza cysteinowa Nfsl(Isd11) wiaze
drozdzowy homolog frataksyny, bialko Yfhl poprzez sie¢ odzialywan elektrostatycznych, a miejsce
wigzania Yhfl stanowi kieszen utworzona miedzy powierzchnig oddziatywania biatka Nfs1 z biatkiem Isul.
Na podstawie wczesniej uzyskanego modelu mgr. J. Majewska wytypowata aminokwasy kluczowe dla
oddziatywania pomiedzy biatkiem Nfsl i Yfhl; obejmuja one reszty: argininy w pozycjach 313, 316 oraz
318 biatka Nfsl oraz reszty kwasu asparginowego w pozycji 86 (D86) oraz kwasu glutaminowego w
pozycji 89 (E89) w przypadku biatka Yfhl. Reszty argininy biatka Nfs1 znajdujg si¢ w regionie sekwencji
kierujacej biatko Nfsl do jagdra komoérkowego. Zaburzenie sekwencji w tym regionie zakioca transport
wewngtrzkomoérkowy tego biatka, i w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki. Odpowiednio
zaprojektowane do$wiadczenia pozwolil na zbadanie udzialu wytypowanych reszt argininy biatka Nfs1 w
wigzaniu Yfh1 w mitochondriach, nie pozbawiajac komoérek drozdzy jadrowej kopii biatka Nfs1. Uzyskane
wyniki wykazaly, ze wytypowane reszty sa niezbe¢dne do prawidlowego dzialania bialka Nfsl w
mitochondrium, gdyz warianty bialka Nfsl z substytucja reszt argininy na alanin¢ badz kwas
glutaminowy skutkowala Smiercig komoérek drozdzy.

Wykorzystujac techniki oparte o genetyke drozdzy mgr J. Majewska zweryfikowata wplyw
wytypowanych reszt aminokwasowych biatka Ytfhl, tj. kwasu asparginowego D86 oraz kwasu
glutaminowego E89 na przezywalnosé komoérek drozdzy. Substytucja reszt D86 i E89 na alaning w

wariancie Yfh1lpe/aa nie miala wplywu na tempo wzrostu komérek drozdzy, natomiast wymiana tych
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reszt na lizyne w wariancie Yfh1pekk powodowala uposledzenie wzrostu komérek drozdzy. Uzyskane
wyniki wskazywaty na zaburzenie biologicznej roli frataksyny. Czy sq jakies przestanki wyjasniajqce inng
role reszt argininy w pozycjach R313, R316 i R318 biatka Nfsl oprécz ich zaangazowania w oddzialywanie
z Yfhl w mitochondriach drozdzy?

Ciekawym wynikiem badan jest obnizenie stgzenia wariantu biatka Yfhlpe/aa w stosunku do formy
biatka Yfhl dzikiego typu, co sugeruje wplyw podstawienia na stabilnos¢ tego biatka oraz zdolnos¢
utrzymywania fizjologicznego tempa wzrostu przez komoérki drozdzy przy niewielkim poziomie frataksyny.
Natomiast w przypadku wariantu Yfhlpexk obserwowano wyzsze stgzenie tego wariantu w stosunku do
formy biatka Yfhl typu dzikiego. Sugeruje to istnienie w komoérce drozdzy mechanizmu kompensujacego
zaburzenia biologicznej funkcji frataksyny. Potwierdzily to kolejne badania wykorzystujace wariant biatka
Isul z substytucja metioniny w pozycji 141 na izoleucyng. Ekspresja wariantu Isulmin skutkowala
zahamowaniem akumulacji wariantu Yfhlpexk. Otrzymane wyniki wskazujg, ze substytucja aminokwasu w
obrebie bialka Isul kompensuje synteze centrow FeS. Dane literaturowe oraz wyniki uzyskane przez
Doktorantke i zesp6t Pracowni Biochemii Ewolucyjnej wskazuja, ze zaburzenie oddzialywania Nfs1(Isd11)
z Yth1 powoduje obnizenie stezenia biatek FeS, aktywnosci akonitazy oraz akumulacj¢ Zelaza w natomiast
moze wplywaé na wydajny przebieg tego procesu.

Interesujacy jest wynik migracji wariantu biatka Yfhlpexk w zelu akrylamidowym - wymiana
dwéch negatywnie natadowanych reszt aminokwasowych na pozytywnie natadowang lizyng powodowata
zmiane tempa migracji analizowanego biatka, mimo, ze masa tego biatka z wymienionymi resztami
aminokwasowymi rézni siec od masy biatka Yfhl typu dzikiego jedynie o mas¢ wymienionych
aminokwasow. Jakie moze by¢ wyjasnienie tego zjawiska?

Ostatni etap badan dotyczyl oddziatywania biatka rusztowania Isul z biatkiem opiekunczym Jacl
oraz desulfurazg cysteinowg Nfs1(Isd11). Wyniki badan wskazuja, Ze oddzialywanie Nfs1(Isd11)-Isul
oraz Isul-Jacl wzajemnie si¢ wykluczajg. Trzy wytypowane reszty aminokwasowe L63, V72 i F94
stanowigce kieszen hydrofobowsg istotng dla wigzania biatka Nfsl(Isd1), sa rowniez istotne dla wigzania
biatka Jacl. Doswiadczenia in vitro pokazaty, ze oddzialywanie biatka Nfs1(Isd11) z Isul podczas syntezy
centrum FeS wyklucza si¢ z oddziatywaniem biatka Isul(FeS) z Jacl, ktére rozpoczyna transfer centrum
FeS z Isul na biatko akceptorowe.

Uzyskane wyniki pozwolily Doktorantce na postawienie hipotezy, ze biatko Jacl destabilizuje
kompleks desulfurazy cysteinowej z bialkami syntezy centrum FeS, a nastgpnie dostarcza biatko
rusztowania Isul zwigzane z utworzonym centrum FeS do biatka opiekunczego Ssql inicjujgc etap
przeniesienia centrum FeS z isul na bialko akceptorowe. Mozliwa jest tez sytuacja, ze powstanie centrum
FeS w obrebie Isul zmienia powinowactwo powstalego kompleksu wzgledem Nfsl(Isd11) i Jacl.
Weryfikacja tych hipotez wymaga dalszych badan w warunkach beztlenowych, ktére pozwola na
rekonstrukcje centréw FeS w obrebie Isul.
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Powyzsze wyniki Doktorantka uzyskala w wyniku starannie zaplanowanych i przeprowadzonych
doswiadczen wykorzystujagc narzedzia bioinformatyczne, metody biochemiczne oraz techniki biologii

molekularnej.

W formalnej ocenie rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze ma ona uklad przyjety dla tego typu
opracowan do$wiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych. Praca liczy 109 stron maszynopisu, zawiera
26 rycin oraz 148 pozycji literatury. Szczegbtowo, praca sklada si¢ ze Streszczenia, Wstepu, Materiatow,
Metod, Wynikéw, Dyskusji oraz spisu literatury. Ponizej krotko oméwie kazde z nich.

Streszczenie. Rozdzial ten przedstawia przedmiot badan, omawia pokrotce uzyskane wyniki, ktore
nast¢pnie podsumowuje.

Wstep. Rozdzial obejmuje 5 podrozdziatéw, w ktorych Doktorantka opisata kolejno biologiczne
funkcje centréw zelazo-siarkowych, systemy biogenezy centrow FeS, szczegolowo przedstawila biogenezg
centrow FeS w systemie ISC S. cerevisiae, a w oparciu o dotychczasowe wyniki zespotu Pracowni
Biochemii Ewolucyjnej, role bialek opiekunczych Jac1/Ssql w tym procesie. Pokrétce opisata dysfunkcje
procesu biogenezy centrow FeS w chorobach. Ostatni podrozdzial wprowadza czytelnika w problem
badawczy podety przez Doktorantke. Wstep jest napisany poprawnie i wprowadza czytelnika w tematyke
badan. Z perspektywy czytelnika zainteresowanego homeostaza zelaza w komorkach, zabraklo mi w tym
rozdziale informacji dotyczacych roli st¢zenia zelaza (jego akumulacji lub braku) w komorce.

Materialy i Metody. Rozdziat Metody obejmuje zestawienie szczepéw bakteryjnych i
drozdzowych, szczegétowy opis wektorbw plazmidowych 1 przeciwcial oraz materialow
wykorzystywanych podczas przeprowadzania doswiadczen. Rozdzial Metody zawiera opis procedur
doswiadczalnych. Oba rozdzialy sg napisane starannie; opisy metod przedstawione sa bardzo dokladnie i w
sposéb zrozumiaty.

Wyniki. Rozdziat ‘Wyniki’ to najobszerniejsza i najciekawsza czg$¢ pracy. Rozdzial ten
pogrupowany przez Autork¢ w podrozdzialy przedstawiajace kolejno uzyskane wyniki, zostal napisany
bardzo logicznie. Doktorantka kolejno stawia problemy badawcze i szczegdtowo wyjasnia uzyskane wyniki.
Bardzo jasno wytlumaczona jest istota przeprowadzonego doswiadczenia oraz zastosowana procedura
badawcza, co ulatwia S$ledzenie i analiz¢ wynikow. Ponadto, uzyskane wyniki s3 bardzo dobrze
zilustrowane 1 opisane.

Dyskusja. Ostatni rozdzial pracy ‘Dyskusja’ zawiera krytyczne oméwienie uzyskanych wynikow w
odniesieniu do dostepnych danych literaturowych. Rozdzial ten jest napisany w sposoéb jasny i nie
pozostawia watpliwosci w kwestii umiejetnosci Pani mgr Julii Majewskiej do interpretacji i dyskusji
wynikéw badan.

Rozdzial ten pozwala na przesledzenie uzyskanych przez Doktorantk¢ wynikow w $wietle danych
literaturowych, z uwzglednieniem najnowszych wynikéw uzyskanych w zespole Pracowni Biochemii
Ewolucyjnej. Utlatwieniem dla czytelnika jest podzial tego rozdzialu na podrozdzialy omawiajace
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poszczegdlne wyniki oraz zakoniczenie pracy ogélnym podsumowaniem wyjasniajacym molekulamny
mechanizm oddziatywan desulfurazy cysteinowej z biatkiem rusztowania Isul oraz frataksyng Yhfl w

procesie biogenezy centrum FeS.

Prezentowana praca napisana jest poprawnym jezykiem z wykorzystaniem specjalistycznej
terminologii naukowej. W pracy raczej nie wystepowaly sformulowania zargonowe, ale zdarzaly si¢ bledy
edytorskie, brak cytowania literatury, a takze niefortunne sformulowane zdania. Powyzsze, raczej drobne,
usterki nie umniejszajg wysokiego poziomu merytorycznego ocenianej rozprawy.

Podsumowujac, przedstawione wyniki badan prowadzonych przez Panig mgr Julie¢ Majewska
stanowig oryginalny wkiad w poszerzenie wiedzy dotyczacej biognezy centrow Zzelazo-siarkowych w
komorkach drozdzy S. cerevisiae. Pani mgr Julia Majewska wykazala si¢ umiejetnym planowaniem
eksperymentow, zdolnosciag wykorzystania wielu technik badawczych oraz umiej¢tnoscig interpretacji
uzyskanych wynikow.

Recenzowana rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki, w zwigzku z czym, zwracam si¢ do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i
GUMed o dopuszczenie Pani magister Julii Majewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Wyniki prowadzonych badan zostaly opublikowane w artykutach o zasiegu miedzynarodowym, dlatego
wnosz¢ do Wysokiej Rady o wyrdznienie prezentowanej rozprawy doktorskie;j.
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