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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Kochariczyka pt.

»Charakterystyka biofizyczna i funkcjonalna domeny haczyka cynkowego biatka Rad50 i

jego homologow”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Tomasza Kochanczyka zostata
wykonana w Zaktadzie Chemii Biologicznej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego pod opiekg prof. dr hab. Artura Krezela. Nalezy zaznaczy¢, ze promotor jest
uznanym specjalista w badaniach nad rola jondw metali w uktadach biologicznych, przy czym
znaczaca czesé Jego dorobku stanowia publikacje dotyczace roli jondw cynku {wg bazy WoS
33 publikacje cytowane facznie ponad 1100 razy). Moina wiec domniemywaé, ze
przedtozona rozprawa jest fragmentem szerszego planu badawczego ilrealizowanego W

Zaktadzie Chemii Biologicznej Uniwersytetu Wroctawskiego.

W uktadach biologicznych cynk jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych metali
przejsciowych — w organizmie cztowieka jego catkowitg ilos¢ szacuje sie na ok. 2g, a wiec
nie{mal tyle, co Zelaza. Co wiecej, obok np. Zelaza miedzi, manganu, jest tak zwanym
pierwiastkiem istotnym. Jego wysokie powinowactwo do tancuchéw bocznych
aminokwasow, gtéwnie histydyny i cysteiny, sprawia, Zze w kontakcie z biatkami czy
peptydami praktycznie nie wystepuje w stanie wolnym, co znacznie utrudnia prowadzenie
pomiaréw termodynamicznych nawet w przypadku prostych uktadéw modelowych.
Interesujgca jest takze dwojaka rola cynku: moze on stanowi¢ zaréwno kofaktor niezbedny
dla aktywnosci katalityczne] (np. w dysmutazie ponadtlenkowej) jak i stanowi¢ niezbedny
element strukturalny biatek (np. w domenie palca cynkowego, czy badanej przez Doktoranta
domenie haczyka cynkowego). Nalezy nadmieni¢, ze jon cynku moze zostaé zwigzany przez
bardzo odlegte w sekwencji reszty aminokwasowe, co stanowi istotne wyzwanie dla metod
identyfikacji in silico miejsc jego wigzania. W wiekszosci wypadkow jego ,wyrwanie” z biatka
powoduje znaczace zmiany w strukturze badi dynamice konformacyjnej. Z tego powodu

zamiana obsadzenia miejsca wigiacego cynk, podobnie jak to ma miejsce przypadku




motywéw EF-hand wiazacych jony wapnia, jest z ewolucyjnego punktu widzenia
alternatywnym do modyfikacji potranslacyjnych sposobem przetaczania miedzy rg’:inymi
stanami biatka. | wtaénie dlatego, obok proteomu, ktdrego wielkos¢ wielokrotnie przewyzsza
liczbe biatek kodowanych w genomie, w ostatnich latach przyjeto sie pojecie metalo-
proteomu. Juz z tego krotkiego wstepu jednoznacznie wynika, ze prace prowadzone przez

mgr Tomasza Kochanczyka dotyczg istotnych biologicznie problemoéw.

Formalna ocena rozprawy

Forma przediozonej 150-o stronicowej rozprawy jest w zasadzie zgodna kanonem. W
sktad rozprawy wchodzg kolejno spis treéci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wykaz stosowanych skrétéw, 27-o stronicowy stanowiacy wprowadzenie w tematyke badan,
cle pracy, opis uzytych materiatéw i stosowanych metod, 71-0 stronicowy opis uzyskanych
wynikéw, dyskusja wynikéw spis rycin i tabel oraz zawierajacy 218 pozycji spis cytowanej
literatury (ok. 25% ma nie wiecej niz 5 lat). Pracg uzupetniaja lista dorobku naukowego
Doktoranta (w sktad ktérego wchodzi 5 publikacji oraz 16 doniesien konferencyjnych) oraz
pokazna lista Zrédet finansowania przeprowadzonych badari. Do pracy zostaly takze
dotaczone odbitki czterech publikacji Doktoranta bezposrednio zwigzanych z tematem
rozprawy. Sadze, ze zataczony dorobek Doktoranta spetnia wymogi formalne na tzw. spinke,
aczkolwiek, w ¢wietle ostatnich zawirowah w interpretacji prawa przez MNISW oraz
Sekretarza Centralnej Komisji do Spraw Stopni i Tytutéw, wybranie klasycznej formy
rozprawy nie moie dziwi¢. Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim. Zostata
zredagowana starannie, aczkolwiek autor nie ustrzegt sig nielicznych, na szczescie, bteddw.
Co prawda w pracy Doktorant prezentuje imponujacg ilos¢ wynikow doswiadczalnych, ale ich
upakowanie czasami wrecz uniemozliwia jakakolwiek interpretacje, jak to ma dla przyktad
miejsce na rycinach 7.27 i 7.28. Niektdre ze stosowanych przez Doktoranta metod zostaty
opisane bardzo lakonicznie. Tak w rozdziale ,Spektroskopia magnetycznego rezonansu

jadrowego” brak jest informacji o:
1. temperaturach, w ktérych byty rejestrowane widma,

2. wartosciach stosowanych czaséw saturacji,




3. metodzie pomiaréw czasu relaksacji protonéw amidowych, o ile nie nastgpito

przejezyczenie i w tekscie chodzito o szybko$é wymiany,
a WHATIF jest pakietem oprogramowania a nie algorytmem,

W rozdziale dotyczagcym izotermicznej kalorymetrii miareczkujacej brak jest
informacji o liczbie nastrzykow (zaktadam, ze podana wartos$¢ 6.82pl jest objetoscig kazdego
nastrzyku) oraz o koricowym stosunku steieri reagentdw, ktérego nie moina nawet
oszacowac, gdyz nie zostata podana objetos¢ strzykawki. Nie ma takze informacji o modelu

oddziatywania uzytym w analizie danych.

Z kolei widma spektrometrii mas pokazane na Rycinie 6.2 reprezentujg raczej dane
uzyskane po konwolucji réznych form jonowych, co, w odréznieniu od Ryciny 6.5, nie zostato
przed Doktoranta poprawnie opisane. Prositbym takie Doktoranta o wyjasnienie, czemu
moga odpowiadaé mniejszosciowe sygnaty obserwowane na Rycinie 6.2 ,na prawo” od

sygnatéw o oczekiwanych masach.

Mimo powyiszych uchybien, poziom edytorski pracy, przynajmniej w moim odczuciu,
mozna uznac za wysoki, a wzmiankowane wyzej uchybienia wynikajg najprawdopodobniej z
okazjonalnego kontaktu Doktoranta z opisywanymi metodami, co przynajmniej w przypadku

spektroskopii NMR zostato explicite napisane.

Tematyka badan i cele rozprawy

Oceniana praca przedstawia wyniki badan nad tzw. haczykiem cynkowym (zinc hook),
ktéry jest stanowi niedawno zidentyfikowang domene umozliwiajgca zwigzanie jonu cynku
przez dwa rozne fancuchy polipeptydowe. Domena taka, a moze raczej ich para, moze wiec
stanowié ,sterowalny” czynnik dimeryzacyjny, ktéry w porédwnaniu z powszechnie
wystepujagcym i dobrze opisanym motywem splecionych helis, mozna traktowac jako

punktowy zawias.

Zgodnie z tytutem rozprawy, gtéwnym celem pracy jest biofizyczna i funkcjonalna
charakterystyka domeny haczyka cynkowego z biatka Rad50. Postawiony cel nalezy uznac za
niezwykle ambitny, faczacy w jednym opracowaniu naukowym niezwykle szerokie spektrum
metod badawczych. Zgodnie z przedstawionymi zatozeniami cel ten miat zostac osiggniety w

trzech dobrze okreélonych etapach. Celem pierwszego bylo wyznaczenie parametrow




termodynamicznych opisujacych oddziatywanie modelowych peptydow o sekwencji
zblizonej do haczyka cynkowego oraz okreslenie czynnikéw wptywajacych na stabilnosé
badanych uktaddéw. Kolejnym celem byta doswiadczalna weryfikacja wiedzy uzyskanej na
podstawie badan biofizycznych, w szczegdlnosci miata zosta¢ zaprojektowana modyfikacja
biatka wymuszajaca jego kontrolowang dimeryzacje sterowana poprzez wigzanie jonéw
cynku. Celem ostatecznym bylo zastosowanie uzyskanej wiedzy do analizy fenotypow

zwigzanych z mutacjami w obrebie haczyka cynkowego biatka Rad50.

Wielo$¢ metod prowadzacych do realizacji zatozonych celéw musi budzi¢ szacunek.
W badaniach czysto biofizycznych, Doktorant uiyt szerokiego zakresu metod optycznych
(fluorescencja, spektroskopia UV-VIS, spektroskopia CD), ktére w potaczeniu z pomiarami
potencjometrycznymi, wspartymi precyzyjnymi pomiarami stezern umozliwity wyznaczenie
szeregu istotnych parametréw termodynamicznych opisujagcych wigzanie cynku przez
modelowe peptydy, ktére Doktorant najprawdopodobniej sam zsyntetyzowat, aczkolwiek
tekst rozprawy pisany w formie bezosobowej nie daje takiej pewnosci.. Uzyskane dane
zostaty w sposdb znaczacy wzbogacone przez wyniki pomiardw ITC i NMR. Zastosowanie serii
racjonalnie zaprojektowanych mutantéw dodatkowo pozwolito na wskazanie oddziatywan
kluczowych dla stabilizacji kompleksu haczyka cynkowego. Na podkreélenie zastuguje
zastosowanie poprawki na entalpie protonacji/deprotonacji poszczegélnych skfadnikéw,
ktc’)‘ra to procedura czesto jest pomijana, co moie prowadzi¢é do zafalszowania
obserwowanej relacji miedzy entropia a entalpig procesu. Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze
otrzymane parametry termodynamiczne dotyczg modelowych uktadéw i nie mozna ich
bezposrednio przekiadaé na oddziatywanie miedzy haczykami cynkowymi w dimerze biatka
Rad50, dla ktérego motyw splecionych helis by¢ moze wystepuje réwniez w przypadku formy
monomerycznej. Z tego powodu nasuwa mi sie pytanie o przyczyne wybory peptydu HK45,
jako najlepszego modelu dla haczyka cynkowego. Zgrubna analiza struktury dostepnej w
bazie PDB (118d) pozwala sadzi¢, ze nieco dtuiszy fragment (420-478) zapewni znacznie
wiecej kontaktéw hydrofobowych w obszarze tzw. suwaka leucynowego, co mogtoby
zmniejszy¢ entropowy koszt tworzenia kompleksu. Prositbym takie Doktoranta o
przedstawienie kryterium identyfikacji aminokwaséw zaangazowanych w oddziatywania
migdzy domenami, gdyz PDBePISA jest narzedziem, a nie algorytmem. Pytanie to jest o tyle

istotne, Ze pobiezna analiza kontaktéw zdefiniowanych odlegto$ci mniejsze niz suma




promieni wdW + 1A wykazuje, ie G428 nie bierze udzialu w oddziatywaniu miedzy

domenami (K439 tworzy mostek solny z D429). Prositbym takie Doktoranta o wskazanie

mozliwych irédet rozbieznosci miedzy wartosciami pKa wyznaczonymi réznymi metodami

(Tabela 7.3)

Analiza funkcjonalnosci motywu haczyka cynkowego jako czynnika sterujgcego
dimeryzacjy biatek zostata przeprowadzona na dla dwéch modelowych biatek. Pomiary DLS
(notabene nieopisane w czesci metodycznej) wykazaly, ze zastosowanie EDTA jako chelatora
jondéw Zn(ll) powoduje zmniejszenie promienia hydrodynamicznego, co mozna potraktowaé
jako indykator rozpadu dimeréw. Nalezy jednak zaznaczyé, ze rdinice w rozktadach promieni
hydrodynamicznych przedstawione na Rycinie 7.18 sg niemal niezauwazalne (podobnie
zresztg jak opisy osi). Sugerowatbym réwnolegte pokazanie funkcji autokorelacji, dla ktorej
spodziewatbym sie wyraznych zmian towarzyszacych procesowi rozpadu dimerdw. Obecnosé
sterowanej cynkiem dimeryzacji zostata jednak rdéwnolegle potwierdzona pomiarami
anizotropii fluorescencji dla homodimeréw oraz bezpromienistego transferu energii dla
heterodimerdow. Chciatbym w tym miejscu zwrdci¢ uwage, ze zastosowany system hetero-

FRET mogtby takie postuiy¢ do okreslenia kinetycznej stabilnosci haczyka cynkowego.

W kolejnym etapie prac zostat przebadany wplyw mutacji biatka RadS0
zlokalizowanych w obrgbie domeny haczyka cynkowego na cynko-zaleine tworzenie
diheréw. Jako modele zostaty zastosowane (oligo)peptydy zawierajgce 14, 41 i 130 reszt
aminokwasowych. Stosujagc rdwnolegle réine metody spektroskopowe Doktorant
jednoznacznie wykazat, ze wszystkie trzy wprowadzone mutacje w sposéb istotny wptywaja
na preferowang stechiometrie tworzonych komplekséw, co jednoznacznie wskazuje na
mozliwy mechanizm uposledzenia komdrkowej aktywnoséci badanych mutantéw biatka
Rad50. Co wiecej, zmiany aminokwasowe wprowadzone do badanych (oligo)peptydéw
zgodnie ze zidentyfikowanymi in vivo mutacjami supresorowymi nie wptynety znaczaco na
wigzanie Zn(ll) dla krétszych peptyddw, cho¢ w przypadku przywracajgcego fenotyp mutanta
L703F dla 130-0 aminokwasowego fragmentu zaobserwowano, 2e udziat struktur
heliakalnych jest zblizony do tego obserwowanego dla niezmienionej formy biatka, cho¢
jednak w znacznie mniejszym stopniu zalezy od stezenia cynku. Efekt ten

najprawdopodobniej odzwierciedlajgcy molekularny mechanizm odzyskania aktywnosci




biologicznej przez biatko Rad50-46-L703F, istotny jest takze dla pokrewnego mutanta Rad50-

48-L703F (co zostato juz wtasnorecznie stwierdzone przez Doktoranta) .

Ja widaé¢ z powyiszego opisu, Doktorant zrealizowat wszystkie zatozone cele. Za jedne
z najwazniejszych ustaled ocenianej pracy nalezy uznaé¢ okreslenie roli poszczegdlnych
aminokwaséw w stabilizacji haczyka cynkowego, a w szczegdlnoéci ogromny zestaw
wyznaczonych parametréw termodynamicznych. Wazna jest tez dyskusja, a szczegolnie jej
koricowa cze$é o implikacjach biologicznych przeprowadzona w kontekscie wspétpracy z
grupa prof. Petriniego. Pokazuje ona, w jaki sposéb badania biofizyczne moga postuzy¢ do
interpretacji danych in vivo, a takze do projektowania nowych wariantoéw biatek

umozliwiajacych badanie specyficznych $ciezek sygnatowych czy metabolicznych.

Kontekst biologiczny haczyka cynkowego zostat ograniczony wylgcznie do partnerow
biatka Rad50, czemu jednak nie nalezy sie dziwi¢, gdyz w chwili obecnej jest to chyba jedyny

dobrze opisany uktad biologiczny zawierajacy domene haczyka cynkowego.

Podsumowujac, prace doktorska mgr Tomasza Kochariczyka mozna uznac za wybitna,
o czym niezaleinie $wiadczy takze wysoka ranga czasopism, w ktdrych jej czgsci zostaly juz
opublikowane. Wtasciwie mozna stwierdzi¢, ze mgr Kochariczyk w znaczgcym stopniu
przyczynit sie do opisania nowej klasy oddziatywan miedzyczasteczkowych — w bazie Web of
Sciehce zidentyfikowatem 18 prac dotyczgcych problematyki ,Zinc hook”, z czego trzy sg
autorstwa Doktoranta. Sama rozprawa stanowi dowdd biegtego opanowania przez
Doktoranta nie tylko metod biofizycznych i biochemicznych  umozliwiajgcych
termodynamiczne badanie uktadéw biatkowych, ale takze procedur syntezy peptydow czy
ekspresji, oczyszczania i modyfikacji biatek. W moim odczuciu, przedtoiona praca z
nadmiarem spetnia zaréwno kryteria zwyczajowe jak i te formalne okreslone w Ustawie z
dnia 18 marca 2011 o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie stopnia doktora
nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. W zwigzku z tym wnosze do Rady Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Tomasza Kochariczyka do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Réwnoczesnie, zaréwno ze wzgledu na wartosé
merytoryczna, jak i wage publikacji autorstwa magistra Kochanczyka, wnosze o

wyrdinienie recenzowanej rozprawy.
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