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pt. ,Biochemiczna rekonstrukcja komplekséw biatkowych zaangazowanych w mitochondrialng
biogeneze centrow zelazo-siarkowych.”

Centra zelazo-siarkowe (centra FeS) to grupy prostetyczne o kluczowym znaczeniu dla
funkcjonowania, jak sie¢ obecnie szacuje, ponad 120 biatek. Sg to biatka uczestniczace w
procesach decydujgcych o przezyciu zaréwno komérki prokariotycznej jak i eukariotycznej, m. in
przemianach energetycznych, replikacji i naprawie DNA czy syntezie rybosoméw. Zatem,
biogeneza centrow FeS jest procesem o fundamentalnym znaczeniu dla funkcjonowania
komorek. Co istotne, nie przebiega ona samoistnie, lecz oparta jest na funkcjonowaniu
skomplikowanych komplekséw biatkowych. W przypadku komorek eukariotycznych kompleksy
zaangazowane w biogeneze centrow FeS sg homologami odrebnych kompleksow bakteryjnych,
a ich miejscem lokalizacji sg mitochondria i chloroplasty. Mitochondrialny kompleks biogenezy
centréw FeS sktada sie z ponad 20 biatek, ktdrych oddziatywanie zmienia sie sekwencyjnie w
czasie, przy czym rdzern tego kompleksu stanowig cztery biatka. Sg to: Isul (rusztowanie
molekularne), Nfs1 i Isd11 (kompleks desulfurazy cysteinowej ) oraz Yfh1 (frataksyna). Mimo
wielu danych jednoznacznie wskazujgcych na konieczno$¢ oddziatywania miedzy Isu1, Nfs1 i Yfh
w procesie biogenezy centréw FeS, podstawy molekularne tych oddziatywan nie zostaty do te]
pory wyczerpujgco opisane. W konsekwencji, badania prowadzone przez mgr Mateusza
Manickiego, w ramach niniejszej pracy doktorskiej, majg istotne znaczenie dla wyjasnienia
dziatania mitochondrialnego systemu biogenezy centrow FeS, co moze mie¢ wazne implikacje
praktyczne. Nalezy bowiem zaznaczy¢, iz dostepne dane wskazujg na udziat tego systemu
biogenezy FeS w patomechanizmie réznych chordb cztowieka, w tym nowotworéw oraz choréb
neurodegeneracyjnych sercowo-naczyniowych i metabolicznych.

Praca doktorska mgr Mateusza Manickiego po$wiecona jest wyjasnieniu sposobu
oddziatywania biatek Isu1, Nfs1(isd11) i Yfh1, wskazaniu reszt aminokwasowych kluczowych dia
tego oddziatywania i zaproponowaniu modelu dziatania tworzonego przez te biatka systemu,
znajdujgcego swdj wyraz w przebiegu formowania centréw FeS. Zatem, mgr M. Manicki
skoncentrowat si¢ na nastepujgcych zagadnieniach: (1) weryfikacji mechanizmu wigzania Yfh1
przez biatka Nfs1 i Isu1; (2) wskazaniu reszt aminokwasowych uczestniczgcych w odziatywaniu
Yth1 z biatkami Nfs1 i Isu1, w oparciu o analize homologicznego systemu bakteryjnego i dane
literaturowe; (3) sprawdzeniu znaczenia wytypowanych reszt aminokwasowych w uktadach
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eksperymentalnych i (4) analizie poziomu ewolucyjnego zakonserwowania wytypowanych reszt
aminokwasowych. Zagadnienia te stanowig istotny i zarazem spéjny watek badan dotyczgcych
funkcjonowania systemu biogenezy centréw FeS w mitochondriach.

Organizmem wykorzystanym w badaniach sg drozdze Saccharomyces cerevisiae,
powszechnie stosowany model w badaniach réznych aspektéw funkcjonowania komorek
eukariotycznych, w tym biogenezy centrédw FeS. W przeprowadzonych eksperymentach mgr M.
Manicki wykorzystat zestaw metod typowy dla badan z zakresu biologii molekularnej i biochemii,
przy czym dla wyjasnienia badanych kwestii podstawowe znaczenie miato zastosowanie syntezy
i oczyszczania roznych wariantow badanych biatek, precypitacji komplekséw tych biatek, pomiar
aktywnosci enzymatycznej desulfurazy cysteinowej, konstrukcja odpowiednich mutantéw drozdzy
S. cerevisiae oraz analizy bicinformatyczne. Nie ulega zatem watpliwosci, ze opisane wyniki mgr
M. Manicki uzyskat dzieki wielu czasochtonnym i pracochtonnym eksperymentom, a ich istotnos¢
statystyczna zostata przez niego zweryfikowana.

Na podstawie opracowania wynikéw przygotowanego przez mgr M. Manickiego mozna
sformutowac nastepujgce wnioski dotyczgce wynikéw sktadajgcych sie na niniejszg rozprawe:

1. Biatko Yfh1 wigze sie do uprzednio powstatego kompleksu Isul z Nfs1, co w
konsekwencji prowadzi do stymulacji aktywnosci Nfs1, stanowigcej istotny etap w
biogenezie centréw FeS.

2. Biatka Yfh1, Nfs1 i Isu1 zachowujg daleko idgcg homologie z ich odpowiednikami w
obrebie bakteryjnego kompleksu biogenezy centrow FeS w zakresie obecnosci reszt
aminokwasowych istotnych dia oddziatywania Yfh1 z Nfs1 i isu1.

3. lstotng role w oddziatywaniu miedzy Yhf1 i Isul odgrywa tryptofan w pozycji 131
taricucha polipeptydowego Yfh1 oraz prolina, walina i lizyna, zajmujgce w faricuchu
polipeptydowym Isu1 pozycje 134, 135 i 136 czyli ewolucyjnie zakonserwowany motyw
PVK.

4. Zmiany w obrebie motywu PVK nie wplywajg na oddziatywanie miedzy biatkami Isu1 i
Nfs1, ale mogg spowodowaé zmiany w regulacji aktywnosci enzymatycznej Nfs1.

5. Motyw PVK obecny w biatku Isu1 jest miejscem wigzania biatek Yfh1 i Hsp70, przy czym
tworzace go aminokwasy maja rézne znaczenie dla wigzania tych biatek.

6. Kluczowg role w oddziatywaniu miedzy biatkami Yfh1 i Nfs1 odgrywajg reszty argininy
zlokalizowane w pozycji 313, 316 i 318 tancucha polipeptydowego Nfs1, podczas gdy
skutek substytucji reszt kwasu asparaginowego i kwasu glutaminowego, odpowiednio w
pozycjach 86 i 87 taricucha polipeptydowego Yfh1, zalezy od tego czy podstawione w
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tym miejscu aminokwasy obdarzone sg tadunkiem, tj. obecno$¢ tadunku dodatniego w
tych pozycjach catkowicie znosi oddziatywanie miedzy tymi biatkami.

7. Oddziatywanie miedzy biatkami Yfh1 i Nfs1 ma nature elektrostatyczna, przy czym
zachodzi ono niezaleznie od oddziatywania miedzy biatkami Nfs1 i Isu1.

8. Zaangazowane w oddziatywanie z biatkiem Yfh1 reszty argininy biatka Nfs1 nie sg istotne
dla jego aktywnosci enzymatycznej, jednak ich catkowita substytucja jest letalna dia
komorek drozdzy S. cerevisiae, co sugeruje, ze powierzchnia biatka Nfs1 zaangazowana
w oddziatywanie z Yfh1 petni dodatkowe funkcje istotne dla przezycia komérki.

9. Aminokwasy zaangazowane w oddziatywania miedzy biatkami Yfh1 i Isu1 oraz Yfh1 i
Nfs1 sg ewolucyjnie konserwowane u organizmow eukariotycznych i prokariotycznych. W
przypadku odziatywania Yfh1/lsu dotyczy to obecnosci tryptofanu i motywu PVK|
natomiast w przypadku oddziatywania Yfh1/Nfs1 zachowany jest fadunek ujemny
aminokwasdw w pozycjach odpowiadajgcych reszcie kwasu asparaginowego i
glutaminowego, a takze oddziatujgce z nimi reszty argininy, z wyjatkiem argininy w

pozycji 313, ktdrej u a-proteobakterii odpowiada lizyna.

Podsumowujac, wyniki uzyskane przez mgr M. Manickiego jednoznacznie wyjasniajg mechanizm
oddziatywania pomiedzy biatkami tworzgcymi rdzenn mitochondrialnego kompleksu syntezy
centdw FeS u drozdzy Saccharomyces cerevisiae, tj. biatkami Yfh1, Isu1 i Nfs1 (Ids11). Biorac
pod uwage wysoce konserwatywny charakter analizowanych reszt aminokwasowych, mozna
zalozy¢é, ze konserwatywny charakter dotyczy¢é takze bedzie molekularnego mechanizmu
oddziatywania homologodw tych biatek u innych organizméw. Ustalenia te stanowig istotny wktad
w badania dotyczgce molekularnego podioza szlaku biogenezy centrow FeS u organizmow
eukariotycznych, w tym u czlowieka.

Rozprawe rozpoczyna Wstep zwiezle wprowadzajgcy czyteinika w podstawowe
zagadnienia zwigzane z funkcjg centrow FeS, ich powstawaniem i wigczaniem w biatka oraz
znaczeniem dla zdrowia cziowieka. Recenzent chciatby podkresli¢, iz mgr M. Manicki opisat te
zagadnienia w bardzo wciagajgcy sposob i to zaledwie na kilkunastu stronach. Na wysoka ocene
zastuguje réwniez czes¢ Materialy i Metody, w ktérej autor bardzo dokiadnie opisuje wszystkie
wykorzystane w pracy materialy i procedury eksperymentalne. W opinii recenzenta rozdziat ten
zostal przygotowany perfekcyjnie, poniewaz umozliwia przeprowadzenie wszystkich
eksperymentdéw tylko w oparciu 0 przedstawione informacje. Doktadno$¢ to takze najkrotsza
charakterystyka czesci Wyniki i czesci Dyskusja. Recenzent takze wysoko ocenia wykorzystanie
najnowszych publikacji dia interpretacji i omdwienia znaczenia uzyskanych wynikdéw, w tym
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odniesienie do funkcjonowania systemu biogenezy centréw FeS w mitochondriach czlowieka.
Jednak ze wzgleddw formalnych recenzent musi zaznaczyé, ze mgr M. Manicki nie ustrzegt sie
bledow redakcyjnych, stylistycznych, deklinacyjnych i syntaktycznych oraz niescistosci
terminologicznych. Czym, na przykiad, jest niekontrolowana apoptoza lub dzikie biatko?
Uchybienia te nie majg jednak wiekszego znaczenia dla bardzo wysokiej oceny formainej i
merytorycznej wartosci pracy przygotowanej przez mgr M. Manickiego.

Bardzo szczegblowe przedstawienie metod eksperymentalnych i wykonanych
eksperymentéw oraz rozbudowana dyskusja wynikéw sprawiaja, ze praca jest wysoce
zrozumiata, a sformutowane przez autora wnioski logiczne i przekonujgce. Recenzent byiby
jednakze wdzieczny za dokiadniejsze wyjasnienie mozliwych mechanizméw tylko czesciowo
uposledzonej przezywalnosci stosowanych komérek mutantéw drozdzy S. cerevisiae z ekspresjg
zmienionych wariantéw biatka Yfh1, tj. yfh1"V'™®" i yfh1P"¥€ oraz mozliwosci przezycia tych
mutantéw na podiozu YPG.

Wymienione powyze] zastrzezenia i pytania nie obnizajg wartoSci merytorycznej
rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Manickiego. Uzyskane wyniki dotyczg kiuczowych aspektdw
funkcjonowania mitochondrialnego systemu biogenezy centréw FeS i majg bezposrednie
przetozenie na funkcjonowanie tego systemu w komérkach bakterii i w mitochondriach cztowieka.
Biorac pod uwage zwiekszajgcyg sie liczbe danych wskazujgcych na udziat badanych biatek w
patomechanizmie réznych choréb cztowieka, uzyskane przez mgr M. Manickiego wyniki maja
potencjaine znaczenia aplikacyjne.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Mateusza Manickiego zawiera cenne wyniki
naukowe i stanowi wartosciowy wkiad w badania podioza molekularnego procesu biogenezy
centrébw zelazo-siarkowych w mitochondriach. Zatem, rozprawa doktorska mgr Mateusza
Manickiego odpowiada warunkom Ustawy z dnia 14 marca 2003r o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.).
Recenzent chciatby takze podkresli¢, ze dorobek naukowy mgr Mateusza Manickiego uzasadnia
nadanie mu stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. Na dorobek
ten skladajg sie trzy prace opublikowane w renomowanych czasopismach, tj. Biochimica et
Biophysica Acta — Molecular Cell Research (5-IF 5,203; autor 3/8, udziat rébwny z pierwszym
autorem), Journal of Biological Chemistry (5-IF 4,69; autor 1/9) i Molecular Biology and Evolution
(5-IF 11,667; autor 3/11, udziat réwny z pierwszym autorem). W zwigzku z tym, recenzent wnosi
o dopuszczenie mgr Mateusza Manickiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Co
wiecej, ze wzgledu na wysokg warto$¢ naukowa, potwierdzong publikacjg przedstawiajgcg wyniki
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bedgce przedmiotem rozprawy w czasopiSmie, ktore na liscie MNiSW uzyskato co najmniej 35
punktéw (Journal of Biological Chemistry — 35 pkt), w ktérej mgr M. Manicki jest pierwszym
autorem oraz wysokg warto$¢ merytoryczng i potencjalng aplikacyjno$é uzyskanych wynikéw,

recenzent wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Manickiego.

M Codtds & Z/,A/i/i«f L«.&,

Prof. dr hab. Hanna Kmita
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