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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Kleczewskiej

Porownanie bakteryjnych i eukariotycznych systeméw Hsp70 funkcjonujacych w
biogenezie centrow zelazo-siarkowych

wykonanej w

Zaktadzie Biochemii Ewolucyjnej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

pod opieka

dr hab. Rafat Dutkiewicza, prof. UG

Centra zelazo-siarkowe (Fe-S) sg prawdopodobnie najstarszymi ewolucyjnie kofaktorami
biatkowymi sktadajacymi sie z nieorganicznego zelaza i siarki, ktore z reguty sg zwigzane z resztami
cysteinowymi biatek i odgrywajg role w transferze elektronéw, determinujg aktywnos$é enzymatyczng
lub funkcjonujg jako sensory oksydoredukcyjne. Réznorodnosé procesdw biologicznych, w ktérych
uczestniczg biatka Fe-S jest niezwykle szeroka. U ssakéw, do najbardziej znanych nalezg synteza i
naprawa DNA, funkcjonowanie mitochondridow oraz transkrypcyjna i translacyjna regulacja ekspresji
gendéw. Co ciekawe, chociaz biosynteza centrow Fe-S jest integralng czescig metabolizmu Zelaza
komodrek eukariotycznych jej powiazanie z regulacjg komdrkowej homeostazy zelaza jest stosunkowo
mato poznane, z pewnoscig znacznie mniej niz synteza i biodegradacja hemu, obok centréw Fe-S,
jednego z najbardziej istotnych biologicznie kofaktoréw biatkowych zawierajacych zelazo. Mimo
istotnego postepu, jaki dokonat sie w ciggu ostatnich 20 lat, w poznaniu proceséw biogenezy centréw
Fe-S oraz mechanizmoéw ich wbudowywania do poszczegdlnych docelowych biatek akceptorowych,
zagadnienia te, ze wzgledu na swojg ztozonos$é, liczne interakcje w obrebie systemdw biatek
opiekuiczych zarédwno na etapie montazu i transferu centrow Fe-S wymagajg dalszych badan.
Tematyka pracy doktorskiej mgr Matgorzaty Kleczewskiej, skoncentrowana na pordéwnaniu
funkcjonowania bakteryjnych i eukariotycznych systeméw Hsp70 w biogenezie centréow Fe-S

zdecydowanie wychodzi na przeciw tym potrzebom. Praca stanowifa szczegdlne wyzwanie, gdyz
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przeprowadzone przez Doktorantke doswiadczenia odtwarzania w warunkach in vitro procesu
biogenezy i transferu centréw Fe-S, wymagaty uzycia licznych oczyszczonych biatek, zaréwno
bakteryjnych (Escherichia coli) jak i drozdzowych (Saccharomyces cerevisiae), a ze wzgledu na
nieodtgczng wrazliwos¢ centrow Fe-S na podwyziszone stezenie tlenu w srodowisku, wymagaty
zastosowania warunkéw anaerobowych.

Rozprawa pod wzgledem struktury ma klasyczny uktad monografii z podstawowymi jej
elementami takimi jak polsko- i anglojezyczne streszczenia, wstep, cele pracy, materiaty, metody i
bibliografia (wyjgtkowo obszerna). Doktorantka nie zdecydowata sie na krétkie podsumowanie,
ewentualnie powigzane z wnioskami, co zasadniczo nie jest uchybieniem ale zawsze jest pomocne
przy lekturze rozprawy zwtaszcza dla Recenzenta.

Wstep jest solidnym, wartosciowym opracowaniem zawierajgcym  wyczerpujaca
charakterystyke systeméw biogenezy centréw Fe-S u organizméw prokariotycznych i
eukariotycznych, ich ogélne poréwnanie oraz przedstawiajagcym szczegdétowe oddziatywania miedzy
poszczegdlnymi biatkowymi komponentami systemu ISC, z potozeniem nacisku na system biatek
Hsp70, réwniez w ewolucyjnym aspekcie. Ciekawym podrozdziatem WSTEPU jest podrozdziat 1.5
Mitochondrialna biogeneza biatek Fe-S petni kluczow3a role podczas regulacji homeostazy zelaza w
komérkach. Stanowi on waing prébe powigzania biogenezy centrow Fe-S z komodrkowym
metabolizmem zelaza i ukazania jej roli w regulacji komdrkowej homeostazy tego mikroelementu.
Zaleta WSTEPU s3 liczne czytelne schematy oraz strukturalne modele biatek, pomagajace w $ledzeniu
tresci zawartych w opisach. We WSTEPIE zabrakto, moim zdaniem, odrebnego, zwieztego
przedstawienia aktualnej wiedzy na temat biogenezy centréw Fe-S w komodrkach ssakéw ewentualnie
cztowieka. Taki opis bytby istotny w kontekscie niematej liczby patologii wystepujgcych u cztowieka,
wywotanych poprzez mutacje w genach kodujgcych biatka zwigzane z biogeneza i transferem
centréw Fe-S. Podsumowujgc te cze$¢ rozprawy doktorskiej, uwazam, ze warto aby stata sie
przedmiotem odrebnej publikacji (nawet w jezyku polskim), ktéra w moim przekonaniu przyczynitaby
sie do pogtebionego postrzegania biogenezy centréw Fe-S na tle komérkowego metabolizmu zelaza
przez wielu naukowcow zajmujacych sie biologig tego mikroelementu.

Nie mam zastrzezen do zwiezle i jasno sformutowanych celdw rozprawy. Jedyna uwaga
dotyczaca tej czesci pracy jest taka, ze by¢ moze nalezato dodad i przedstawié jako pierwszy, odrebny
cel przeprowadzenie analizy zaleznosci ewolucyjnych pomiedzy biatkami HscA i Ssql na podstawie
rekonstrukcji filogenezy bakteryjnych oraz eukariotycznych biatek Hsp70. Zadanie to, ktérego
realizacja wymagata zastosowania odrebnego warsztatu metodycznego otworzyta droge do prac

stricte doswiadczalnych, ktdrych 2 cele Doktorantka zapisata w rozprawie.
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Z redakcyjnego punktu widzenia, wydaje sie, ze rozdziat 4. Rekonstytucja procesu biogenezy
centrow Fe-S powinien stanowi¢ jeden z podrozdziatéw rozdziatu 3. WYNIKI, a nie figurowac jako
osobny rozdziat. Pomijajgc te edytorskg niezreczno$¢ nalezy podkredli¢, ze wyniki uzyskane przez
Doktorantke sg opisane w sposdb konsekwentny, rzetelny i wyjgtkowo klarowny.

Przeprowadzona przez Doktorantke analiza filogenetyczna  bakteryjnych oraz
eukariotycznych biatek Hsp70 funkcjonujgcych w obrebie systemu ISC wykazata, ze bakteryjne biatko
HscA jest daleko spokrewnione z eukariotycznym biatkiem Ssql. To pierwsze nie wystepuje w
proteomach eukariotycznych, bowiem zostato utracone podczas ewolucji mitochondriéw, a jego role
w biogenezie Fe-S przejgt mitochondrialny Hsp70. Dodatkowo, dokonana rekonstrukcja
filogenetyczna utwierdzita istniejgcy juz poglad, wg ktérego biatko Ssql powstato po duplikacji genu
mtHsp70, ktéra miata miejsce u podstawy linii Saccharomyces cerevisiae. Wyniki tych analiz staty sie
podstawg do postawienia pytania o podobienstwo miedzy dwoma réznymi biatkami Hsp70 — HscA i
Ssql w kontekscie ich wtasciwosci biochemicznych. Doktorantka podjeta zatem badania zmierzajgce
do okredlenia takich wtasciwosci jak: aktywnos¢ ATPazy, powinowactwo do substratu biatkowego
IscU/Isul, oddziatywanie z biatkami wspotpracujgcymi typu J — HscB/Hsc20. Przeprowadzone analizy
wykazaty uderzajgce podobiedstwo we wiasciwosciach biochemicznych obu uktadéw. Wyniki maja
istotne znaczenie dla poznania i zrozumienia funkcjonowania bakteryjnego i mitochondrialnego
procesu biogenezy centrow Fe-S. Wartos¢ tych wynikéw polega réwniez na tym, ze oba systemy
(bakteryjny i eukariotyczny) mogg by¢ wykorzystane jako modele badawcze, ktére umozliwiajg
przeprowadzenie w warunkach fizjologicznych analiz funkcjonalno-strukturalnych biatek systemu
Hsp70. Nalezy podkresli¢, ze wyniki tej czeSci pracy zostaty opublikowane przez Doktorantke w
czasopismie International Journal of Molecular Sciences (Kleczewska i wsp., Int J Mol Sci 2020, 21,
3326). Wyprzedzajgc moje uwagi ogoélne dotyczace rozdziatu 4. DYSKUSJA, chciatbym podkresli¢, ze
wyniki uzyskane w tej czesci pracy sg opatrzone bardzo przemyslanym i interesujgcym omowieniem.
Poréwnujgc dane dotyczgce stezenia biatek systemu Hsp70 oraz ich powinowactwa do biatka Hsc20,
Doktorantka sugeruje, ze wyspecjalizowane i wielofunkcyjne systemy Hsp70 wykorzystujg bardzo
rozne strategie biochemiczne. Rozwaza réwniez potencjalne korzysci, wynikajace z powstania
wyspecjalizowanego kompleksu biatek opiekuniczych systemu Hsp70 (bedgcego efektem koewolucji
Hsc20 i Ssql), ktdry jest przystosowany do funkcjonowania wytgcznie w biogenezie centréw Fe-S.

Kolejnym etapem rozprawy doktorskiej byto, uwiericzone powodzeniem, odtworzenie w
warunkach in vitro procesu biogenezy centrum 2Fe-2S w obrebie eukariotycznego biatka Isu

petnigcego role ,,molekularnego rusztowania”. Ze wzgledu na wiekszg wydajnosé procedury
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izolowania, biatko to uzyskano ze spokrewnionego z drozdzami termofilnego grzyba Chaetomium
thermophilum (Ctlsul). Pozostate komponenty biatkowe maszynerii pochodzity z drozdzy S. cerevisiae
a zrédtami zelaza i elektronéw byty odpowiednio cytrynian amonowo-zelazowy (Fe(lll)) i ditiotreitol
(DTT). Ze wzgledu na uzycie DTT (a nie NADPH) i brak w mieszaninie reakcyjnej biatkowego tandemu
przenoszenia elektronéw (ferrodoksyna i jej reduktaza) przeprowadzana przez Doktorantke
rekonstrukcja centrum Fe-S nie odzwierciedlata w petni warunkdw fizjologicznych. Okreslono jednak
jej kinetyke oraz potwierdzono specyficzno$é przeprowadzajac reakcje pod nieobecnosé
poszczegblnych komponentéw biatkowych. Mam prosbe o wyjasnienie rozbieznosci dotyczacej
sposobu inicjacji rekonstytucji centum Fe-S. W legendzie Ryciny 33 Doktorantka stwierdza, ze: Start
reakcji byt iniciowany poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej roztworu cysteiny..., tymczasem w
opisie metodycznym na str. 105 znajduje sie zapis: Reakcje rekonstytucji centrum FeS w obrebie
IscU/Isu inicjowatam poprzez nastrzyk desulfurazg cysteinowq...

Kolejnym krokiem w pracach doswiadczalnych w ramach rozprawy doktorskiej byto podjecie
proby, dodam, préby zakoriczonej sukcesem, rekonstrukcji centrum Fe-S w obrebie jednorodnego
systemu bakteryjnego, w ktérym biatkiem petnigcym role ,,molekularnego rusztowania” byto IscU z
Escherichia coli. W realizacji tego celu przydatna okazata sie wspodtpraca z dr Benoit D’Autréaux, ktéry
w roku 2019 w artykule opublikowanym na tamach Nature Communications, 2019 8;10(1):3566
opisat rekonstytucje centrum Fe-S na bazie mysiego biatka ISCU w warunkach zblizonych do
fizjologicznych. Przystepujac do realizacji tego zadania wyeliminowano jony cynku (Zn) z bakteryjnego
preparatu IscU, ktére obecne w centrum aktywnym IscU mogly by¢ przyczyng zaburzen w
formowaniu centrum Fe-S. Na marginesie interakcji Zn-IscU (czy tez Zn-ISCU) nasuwa sie pytanie, czy
wigzanie jonu Zn w przez IscU jest artefaktem (wynikajgcym np. z procedury oczyszczania biatka), czy
tez ma charakter natywny i mozna mu przypisa¢ funkcje regulatorowg w procesie formowanie
centrum Fe-S. Catg procedure przeprowadzono w warunkach odzwierciedlajgcych warunki
fizjologiczne - przede wszystkim w obecnosci NADPH oraz tandemu biatkowego
ferrodoksyna/reduktaza ferrodoksyny. Réznica w poréwnaniu do metodyki odtwarzania centrum Fe-
S w uktadzie eukariotycznym polegata réwniez na tym, ze do rekonstytucji centrum uzyto wstepnie
przygotowany kompleks IscU-Fe, ktéry znajdowat sie mieszaninie reakcyjnej razem z oczyszczonymi
komponentami maszynerii z E. coli. W zwigzku z powyzszym mam pytanie, czy zastosowanie
gotowego kompleksu IscU-Fe oraz osobno IscU i zelaza moze mie¢ wptyw na formowanie sie centrum
Fe-S a przyjemniej na kinetyke tego procesu. Chciatbym réwniez zapytac, na jakim stopniu utlenienia
zelazo jest witasciwym substratem do formowania centrum. W procedurze odtwarzania centrum w
uktadzie eukariotycznym Doktorantka wspomina o zastosowaniu zelaza Fe3* (str. 105, chociaz na
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Rycinie 33 zaznaczone jest zelazo Fe?*), a w systemie bakteryjnym zelaza Fe?* (str. 58). By¢ moze jest
to edytorska pomytka.

W ostatniej serii doswiadczen Doktorantka badata transfer zrekonstruowanego centrum Fe-S
z IscU do ferredoksyny (Fdx) i monotiolowej glutaredoksyny (GrxD). Badania te poprzedzone byty
uzyskaniem oczyszczonych form apo- obu docelowych biatek akceptorowych. Doktorantka badata
rowniez wptyw na ten proces samego GrxD oraz biatek opiekuniczych HscA/HscB. W wyniku
przeprowadzonej proby transferu centrum 2Fe-2S do apo-Fdx (mieszanina reakcyjna zawierata: IscU,
IscS, FAC, L-cysteine, askorbinian sodu, GSH oraz 80 uM apo-Fdx), Doktorantka uzyskata forme holo-
Fdx. Badajac specyficznos¢ tej reakcji okazato sie jednak, ze brak IscU powoduje, ze reakcja syntezy
centrum Fe-S w obrebie Fdx jest wolniejsza i mniej wydajna. Z kolei dodanie do mieszaniny reakcyjnej
(zawierajacej IscU i pozostate sktadniki) GrxD spowodowato znaczny przyspieszenie reakcji transferu,
jak rowniez bardziej wydajne tworzenie sie holo-Fdx. Wynik ten jest zgodny z doniesieniami
literaturowymi, wskazujgcymi, ze biatka nalezgce do rodziny glutaredoksyn monotiolowych sg
wymagane na etapie transferu centréw Fe-S z molekularnego rusztowania do docelowych biatek
akceptorowych. W dalszym ciggu Doktorantka postanowita zweryfikowa¢ kontrowersyjne dane na
temat roli biatek opiekuniczych HscA i HscB w regulowaniu tempa reakcji transferu centrum 2Fe-2S do
apo-Fdx. Dodanie systemu HscA/HscB do wczesniej opisanej mieszaniny spowodowato, ze reakcja
transferu Fe-S do apo-Fdx statfa sie znacznie wolniejsza i mniej wydajna. Doktorantka nie poprzestata
na tej obserwacji ale postanowita sprawdzi¢, co moze byé przyczyng przeciwstawnych wynikow
uzyskanych przez innych Autoréw. Wykryta, ze obserwowany przez niektérych Autoréw efekt
przyspieszenia formowania sie centrum Fe-S moze wynikaé¢ z obecnosci w mieszaninie reakcyjnej
DTT, co nie odzwierciedla warunkéw fizjologicznych i jak wczesniej stwierdzita przyczynia sie do
generowania doswiadczalnych artefaktow. Stad pozostat juz tylko jeden krok do sprawdzenia
rekonstytucji transferu centrum Fe-S do biatka docelowego, ktérym tym razem byta GrxD w oparciu o
biosynteze centrum Fe-S w obrebie IscU obejmujacg tandem biatek Fdx/FdxR, NADPH i biatka
opiekuncze HscA/HscB. Finalnym wynikiem tych doswiadczen byta obserwacja, ze transfer centrum z
IscU do GrxD ma miejsce tylko w obecnosci systemu biatek opiekunczych Hsc/HscB. Ta czes$é
realizowanych przez Doktorantke badan wskazuje na jej naukowa dociekliwo$é i dazenie do
wyjasnienia do konca kontrowersyjnych aspektéw biogenezy centréw Fe-S i ich transferu do
docelowych biatek akceptorowych.

W odniesieniu do wszystkich doswiadczen rekonstytucji centrum Fe-S i jego transferu do
docelowych biatek akceptorowych, przeprowadzonych w czesci doswiadczalnej pracy doktorskiej,
mam pytanie dotyczgce stosowania przez Doktorantke réznych zwigzkéw i stezen zelaza (od 10uM
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do 400uM) w mieszaninach reakcyjnych. W szerszym kontekscie jest to prosba o komentarz
odnoszacy sie do potencjalnej regulacji biogenezy i transferu centréw Fe-S in vivo w zaleznosci od
biodostepnosci zelaza w komérkach eukariotycznych, w tym w komadrkach ssakéw. Mam tu na mysli
nie tylko niedobdr ale i nadmiar zelaza, charakterystyczne dla wielu patologii. Zagadnienie to jest
istotne, moim zdaniem, rowniez z wzgledu na zaleznosci miedzy zelazem jako elementem
oksydoredukcyjnego status quo w komorce i glutaredoksynami, ktére biorg udziat w biogenezie
centréw Fe-S i funkcjonujg jako enzymy antyoksydacyjne (Muhlenhoff et al., Biol Chem. 2020;
401(12):1407-1428).

Rozdziat 5. DYSKUSJA jest wyczerpujacy, bardzo dobrze zredagowany i poprowadzony.
Zwracajg uwage liczne odniesienia do wynikéw, ktére, co prawda, nie znalazty sie w pracy
doktorskiej, ktére jednak zawarto w artykule opublikowanym w prestizowym czasopismie Journal of
the American Chemical Society, ktérego pani mgr Matgorzata Kleczewska jest wspdtautorem.
Dotyczg one przede wszystkim identyfikacji miejsca wigzania jonu zelaza (Fe?*) w monomerycznej
formie ISCU. Miaty one niewatpliwie wptyw na przeprowadzenie niektdrych doswiadczen w pracy
doktorskiej i przyczynity sie do uzycia w mieszaninach reakcyjnych kompleksu IscU-Fe.

Na koniec recenzji chciatbym wyrazi¢ moje duze uznanie dla warsztatu metodycznego
uzytego przez Doktorantke w trakcie realizacji jej rozprawy doktorskiej i skrupulatnie opisanego w
rozdziatach 6. MATERIALY i 7. METODY. Zastosowane metody uderzajg wszechstronnoscia.
Obejmujg one analizy ewolucyjne a w sferze stricte laboratoryjnej réznorodne techniki biologii
molekularnej, metody biochemiczne, pomiar aktywnosci enzymatycznej, pracochtonne metody
oczyszczania biatek, precypitacji komplekséw biatkowych, spektroskopie dichroizmu kotowego. Poza
wspomniang wspotpracg z dr D’Autréaux, rowniez rozdziaty 6. MATERIALY i 7. METODY podkreslaja
miedzynarodowy charakter realizowanych badan, zwazywszy na to, Ze szereg wektoréw
plazmidowych niezbednych do ekspresji biatek eukariotycznych otrzymano w ramach wspodtpracy
naukowej od cztonkéw wiodgcych w dziedzinie biogenezy centréw Fe-S zespotéw na Uniwersytecie
Winconsin-Madison i Uniwersytecie w Marburgu.

Na podstawie dogtebnej analizy stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa spetnia
wszystkie warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595; z pdzn. zm.) i
jednoczesnie ujetym w przepisach wprowadzajgcych ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(art. 179. 1. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.). Wnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Biotechnologia

Uniwersytetu Gdanskiego o nadanie stopnia doktora w reprezentowanej dyscyplinie dla Pani mgr
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mgr Matgorzaty Kleczewskiej, zgodnie z Regulaminem wyrézniania rozpraw doktorskich przez Rade
Dyscypliny Biotechnologia. W uzasadnieniu tego wniosku, pragne podkreslié, ze Doktorantka
poruszyta w rozprawie kilka watkéw funkcjonalnych biogenezy centréw Fe-S i ich transferu do
docelowych biatek akceptorowych i dokonata poréwnania bakteryjnych i eukariotycznych systemoéw

Hsp70 funkcjonujgcych w biogenezie centrow zelazo-siarkowych, wykazujgc ich uderzajgce
podobienstwo. Ponadto doswiadczenia przeprowadzone w ramach rozprawy cechuje ,,zywa reakcja”
na biezgce dokonania innych Autoréw w zakresie badan nad biogeneza centréw Fe-S polegajaca na
stosownej modyfikacji planéw doswiadczalnych. Opracowany przez Doktorantke model badawczy in
vitro otwiera nowe mozliwosci badania wydajnosci proceséw syntezy oraz transferu centrow Fe-S
oraz wplywu mutacji genowych, ktére potencjalnie zaburzajg interakcje pomiedzy biatkami
uczestniczagcymi w procesie biogenezy. Na koniec, godnym podkreslenia elementem pracy jest jej
bogata i wszechstronna metodyka niezbedna do uzyskania wynikdw oraz w catym tego stowa

znaczeniu miedzynarodowy charakter badan.

Jastrzebiec, 31 lipca 2023

Prof. dr hab. Pawet Lipinski
Zesp6t Biologii Molekularnej Zelaza
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