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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Kleczewskiej
pt. ,Poréwnanie bakteryjnych i eukariotycznych systemoéw Hsp70 funkcjonujgcych w

biogenezie centréow zelazo — siarkowych”

Prokariotyczne i eukariotyczne biatka zawierajgce centra zelazo-siarkowe (Fe-S)
petnia w komorce kluczowe funkcje. Ich adekwatne funkcjonowanie wymaga
skomplikowanego procesu biogenezy centrow Fe-S. W przypadku komoérek eukariotycznych
miejscem biogenezy centrow Fe-S sg mitochondria, w ktérych funkcjonuje jeden z trzech
znanych systemow biogenezy; tj. maszyneria ISC (ang. Iron-Sulfur Cluster), obecna takze w
komérkach bakteryjnych. O znaczeniu tego procesu dla funkcjonowania komérek sSwiadczy
fakt, iz w organellach pochodzenia mitochondrialnego, takich jak mitosomy czy
hydrogenosomy, mimo utraty innych funkcji, biogeneza centréw Fe-S zostaje zachowana.
Proces biogenezy centréw Fe-S przebiega podobnie w komérkach prokariotycznych i
eukariotycznych. Wyréznia sie w nim dwa odrebne, ale SciSle ze sobg sprzezone, etapy; {j.
synteze centrum Fe-S w obrebie wyspecjalizowanego biatka tworzgcego molekularne
rusztowanie i przeniesienie centrum Fe-S z tego biatka do biatka docelowego. Dostepne dane
wskazujg, ze krytyczng role w biogenezie centréw Fe-S odgrywajg biatka opiekuricze Hsp70
oraz wspoétpracujagce z nimi biatka pomocnicze J. Uposledzenie dziatania tych biatek uznaje
sie za przyczyne $miertelnych choréb czitowieka, ale takze skuteczny mechanizm
przeciwdziatania zakazeniom bakteryjnym. Stad, petne poznanie roli biatek Hsp i biatek J w

przebiegu i regulacji biogenezy centrow Fe-S moze miec¢ istotne konsekwencje kliniczne.
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Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy to istotny przyczynek do
osiggniecia tego celu. Rozprawa ta powstata pod opieka prof. UG dr hab. Rafata Dutkiewicza,
w Zaktadzie Biochemii Ewolucyjnej (Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego), Swiatowej klasy osrodku badan nad
molekularnymi i ewolucyjnymi mechanizmami funkcjonowania komérkowych biatek
opiekunczych i pomocniczych.

Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Kleczewskiej dotyczy poréwnania
eukariotycznych i prokariotycznych biatek Hsp70, zaangazowanych w proces biogenezy
centréw Fe-S, w ramach maszynerii ISC, w komérkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae i
bakterii Escherichia coli. Dlatego mgr Matgorzata Kleczewska skoncentrowata sie na
nastepujgcych zagadnieniach: (1) weryfikacja ewolucyjnego zwigzku miedzy biatkami Hsp70
zaangazowanymi w mitochondrialng i bakteryjng biogeneze centréw Fe-S; (2) wyznaczenie
powinowactwa tych biatek Hsp70 do substratu w postaci ATP oraz wspétpracujgcych biatek,
tj. biatka J i biatka tworzacego molekularne rusztowanie; (3) rekonstytucja formowania centrow
Fe-S w mitochondrialnym i bakteryjnym biatku tworzagcym molekularne rusztowanie i (4)
rekonstytucja transferu centréw Fe-S z molekularnego rusztowania do biatka docelowego przy
wykorzystaniu biatek bakteryjnych.

W przeprowadzonych badaniach mgr Matgorzata Kleczewska zastosowata szeroki
wachlarz metod obejmujgcy klonowanie, ekspresje biatek w komérkach Escherichia col,
oczyszczanie biatek, pomiar aktywnos$ci enzymatycznej i monitorowanie oddziatywania
oczyszczonych biatek przy wykorzystaniu chromatografii i elektroforezy biatek oraz
charakterystyke biatek i detekcje obecnoéci centréw Fe-S za pomocg spektroskopii dichroizmu
kotowego. Na podkreslenie zastuguje otrzymanie szeregu biatek bakteryjnych i drozdzowych
w stanie funkcjonalnym umozliwiajgcym monitorowanie ich aktywnosci i rekonstytucje procesu
sktadania i transferu centréow Fe-S. Nie ulega zatem watpliwosci, ze opisane wyniki mgr
Matgorzata Kleczewska uzyskata dzieki trudnym i pracochtonnym eksperymentom,
przeprowadzonym dzieki starannemu, ale takze pracochtonnemu i wymagajgcemu
technicznej precyzji, przygotowaniu materiatu badawczego.

Na podstawie zawartego w rozprawie przedstawienia i opracowania wynikoéw, mozna
sformutowac¢ nastepujgce wnioski:

1. Potwierdzono, ze w przypadku waskiej grupy grzybéw, w tym drozdzy S. cerevisiae,
podobnie jak u bakterii, wystepuje biatko opiekuricze Hsp70 wyspecjalizowane w
biogenezie centrow Fe-S. Jednakze biatka HscA (bakterie) i Ssq1 (drozdze) nie sg
ortologami, a punktem wyj$cia powstania genu kodujacego biatko Ssg1 jest duplikacja
genu kodujgcego mitochondrialne biatko Hsp70.

2. Wykazano, ze aktywno$¢ ATP-azowa biatek HscA i Ssq1 jest poréwnywalna pod

wzgledem powinowactwa do ATP (Km), lecz w obecno$ci biatka pomocniczego J
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(odpowiednio, HscB i Hsc20) i biatka tworzgcego molekularne rusztowanie
(odpowiednio, IscU i Isu1/Ctlsu1), jest ona wyzsza w przypadku biatka HscA.

3. Wykazano, ze biatko Ssq1 ma wyzsze niz biatko HscA powinowactwo do biatka
tworzgcego molekularne rusztowanie i swoistego biatka pomocniczego typu J.

4. Opracowano wydajng metode rekonstytucji formowania centréw Fe-S w obrebie
mitochondrialnego  biatka tworzgcego molekularne rusztowanie (Ctlsu1),
umozliwiajgcg badanie transferu centrow Fe-S z molekularnego rusztowania do biatek
docelowych.

5. Opracowano wydajng procedure rekonstrukcji centrow Fe-S w obrebie bakteryjnego
biatka tworzgcego molekularne rusztowanie, wykorzystujgc NADPH oraz system biatek
ferredoksyna/reduktaza ferredoksyny, w nieobecnosci DTT, eliminujgc w ten sposéb
niefizjologiczne skutki dziatania tego ostatniego.

6. Opracowano skuteczng procedure rekonstytucji transferu centrow Fe-S z bakteryjnego
molekularnego rusztowania (patrz p. 5) do biatka docelowego (GrxD; glutaredoksyna
monotiolowa), w obecnosci biatek HscA i HscB, ktére sg kluczowymi regulatorami

szybkosci tego procesu.

Podsumowujac, wyniki uzyskane przez mgr Matgorzate Kleczewskg dostarczyty
istotnych informacji dotyczacych dziatania maszynerii ISC oraz umozliwity przeprowadzenie in
vitro procesu rekonstytucji formowania centrow Fe-S i ich transferu. Zatem, przyczyniajg sie
one do zwiekszenia wiedzy dotyczacej molekularnych podstaw dziatania maszynerii ISC, co
ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia skutkéw jej defektow, takze w kontek$cie zdrowia
cztowieka i ewentualnych rozwigzan aplikacyjnych. Warto w tym miejscu doda¢, ze wyniki
dotyczgce analizy filogenetcznej i charakterystyki biatek HscA i Ssq1 oraz mechanizmu
tworzenia centrum Fe-S w obrebie biatka molekularnego rusztowania, jak i zastosowane
podejscie eksperymentalne zostato opublikowane w czasopismach z listy JCR (1/8 oraz 17/26
i 2/4). Doktorantka jest takze jednym z dwoch autoréw pracy przeglgdowej dotyczacej biatek
opiekuniczych zaangazowanych w biogeneze Fe-S i opublikowanej takze w czasopi$mie z listy
JCR.

Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Kleczewskiej ma klasyczng forme i obejmuje
Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Spis tresci, Wstep, Cel pracy, Wyniki, Dyskusje,
Materiaty, Metody i Bibliografie obejmujgcg 260! pozycji. Bardzo pozytywnie oceniam
merytoryczng zawartos¢ pracy, jednak musze zaznaczyé, ze zawiera ona btedy redakcyjne i
jezykowe oraz niestety niescistosci i niezrecznosci terminologiczne. Za najbardziej istotne
usterki uznaje: (1) Streszczenie: mtHsp70 nie moze by¢ przodkiem bakteryjnego
wielofunkcyjnego biatka Hsp70 DnaK; (2) Wstep: oddziatywania allosteryczne nie mogg byc¢
rozpatrywane w kontek$cie domen danego biatka; poza tym czesSC ta zawiera liczne

powtdrzenia i elementy wynikéw analizy filogenetycznej; (3) Cel pracy: sformutowany bardzo
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ogdlnie; (4) Wyniki: Menten byta kobietg!; (5) Dyskusja: zawiera wiele istotnych informaciji i
ciekawe pytania badawcze, jednak nie koncentruje sie w wystarczajgcym stopniu na
otrzymanych wynikach; (5) Bibliografia: zawiera powtérzenia cytowanych prac, a w
cytowaniach pojawiajg sie btedy; (6) brak Podsumowania, chociaz jego elementy mozna
odnalez¢ we Wstepie i w Dyskusji i (7) stosowanie w réznych czesciach pracy okreslenia

,dedykowany”.

Bytabym takze wdzieczna za uzyskanie odpowiedzi na nastepujgce pytania:

1. Skoro wiekszos¢ eukariontéw, w tym ludzie, ma jedno, wielofunkcyjne
mitochondrialne biatko Hsp70, zaangazowane takze w biogeneze centréw Fe-S, to
czy zastosowanie jako modelu organizméw posiadajgcych biatko Hsp70
wyspecjalizowane do udziatu w tym procesie, tj. bakterii i drozdzy S. cerevisiae,
jest dobrym rozwigzaniem?

2. Dlaczego w przypadku wyznaczania KA™" dla biatka Ssq1 uznano, ze konieczne
jest zwiekszenie szybkosci reakcji (poprzez dodanie biatka Mge1)? Czy
spodziewano sie, ze zwiekszenie szybkosci reakcji wptynie istotnie na wartosé
KmATP?

3. Na jakiej podstawie dobierano stezenie sktadnikéw do badan kinetycznych? | w
jakim stopniu wyznaczone wartosci Km zostaty wykorzystane w dalszych
badaniach?

4. W opisie eksperymentéw dotyczacych transferu Fe-S z molekularnego
rusztowania na biatko docelowe, doktorantka czesto rozroéznia szybkosS¢ reakciji i
wydajnos¢ reakcji. Czy mogtabym poprosi¢ o wyjasnienie, na czym polegajg
zmiany w wydajnosci reakcji, nie zwigzane z szybkoscig?

5. Jak nalezy rozumie¢ zalezne od czasu trwania reakcji wyrazne skoki w przebiegu
widma dichroizmu kotowego holo-Fdx (rys. 37 i 38)7?

6. Czy powstawanie centréow Fe-S bez udziatu biatka tworzgcego molekularne
rusztowanie jest tylko ,eksperymentalnym artefaktem” czy tez zjawisko to moze

mie¢ znaczenie biologiczne?

Wymienione powyzej uwagi i pytania nie umniejszajg warto$ci merytorycznej rozprawy
doktorskiej mgr Matgorzaty Kleczewskiej. Uzyskane wyniki dotyczg waznych aspektéw
funkcjonowania maszynerii ISC i biogenezy centréw Fe-S, w tym ich tworzenia i transferu do
biatek docelowych oraz udziatu biatek opiekunczych i pomocniczych. Uzyskane wyniki sg
punktem wyjscia dla istotnych ustalen dotyczgcych biogenezy centrow Fe-S oraz skutecznych
rozwigzan praktycznych.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Kleczewskiej jest Swiadectwem
jej wiedzy, uzasadniajgcym ubieganie sie o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych
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i przyrodniczych, dyscyplinie biotechnologia Dostarczona dokumentacja potwierdza, ze mgr
Matgorzata Kleczewska ma umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Co
wiecej, rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Kleczewskiej stanowi nowatorskie i oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, jakim jest wyjasnienie molekularnych podstaw biogenezy
centrow Fe-S w biatkach, pozostajgcej pod kontrolg maszynerii ISC. W zwigzku z tym,
niniejsza rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Zatem, wnosze o dopuszczenie mgr

Matgorzaty Kleczewskiej do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, jestem przekonana, ze rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Kleczewskiej
spetnia wymogi wyrézniania rozpraw doktorskich przez Rade Dyscypliny Biotechnologia UG,
zawarte w stosownym regulaminie, i w zwigzku z tym zastuguje na wyréznienie. Doktoranta
opracowata wydajne metody rekonstytucji formowania centréow Fe-S w obrebie bakteryjnego i
mitochondrialnego biatka tworzgcego molekularne rusztowanie oraz ich transferu do biatek
docelowych, co ma istotne znaczenie nie tylko w kontekscie stworzenia modelu badawczego,
ale takze mozliwych rozwigzan aplikacyjnych. Ponadto, wyniki bezposrednio zwigzane z
badaniami realizowanymi w ramach tej rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w trzech

pracach eksperymentalnych, ktére ukazaty sie w czasopismach z listy JCR, i w jednej z tych
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prac doktorantka jest pierwszym autorem.
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