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JAGIELLONSKI

Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Michala Padjaska, pt. ,,Wplyw dynamiki
koordynacyjnej Zn(Il) na struktur¢ domeny haczykowej biatka Rad50”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje badania nad dynamikg strukturalng domeny
haczyka cynkowego biatka Rad50. Biatko Rad50 stanowi rdzen strukturalny kompleksu MRN/X
odpowiedzialnego za naprawe podwojnych peknigé nici DNA, a wigc za utrzymanie informacji
genetycznej w stanie nienaruszonym. Tym samym, tematyka pracy dotyka jednego z
podstawowych zagadnien biologii co czyni przedstawione w pracy obserwacje niezwykle
interesujacymi.

Praca zostata przygotowana w Zaktadzie Chemii Biologicznej Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem promotora, prof. dr hab. Artura Krezela.

Pierwsze stowa zdania otwierajacego streszczenie rozprawy nasunety mi daleko idaca refleksje
w $wietle rownoleglej, niezwykle interesujacej lektury ksigzki ,,Sapiens” Yuvala Noah Harari.
Autor rozprawy pisze: ,,Zycie to kontinuum samopodtrzymujacej sie informacji - ..... 7. Czy w
takim razie, gdy skonstruujemy samopowielajagce si¢ maszyny, stworzymy nowe zycie?
Wiasciwie juz w tej chwili istniejg skomplikowane uktady maszyn wydobywajacych surowce,
wytwarzajacych komponenty i butujacych kolejne maszyny, a fakt iz w catym procesie potrzebna
jest kontrola cziowieka wydaje si¢ wlasciwie wtorny. Istniejg juz podstawy do stworzenia
algorytmoéw ktore moglyby kontrolowac te procesy w sposob autonomiczny, i zapewne jest to
tylko kwestig czasu. Poza tym, czy mykoplazmy ktora do powielania swojego materiatu
genetycznego potrzebuje wsparcia zywiciela (cztowieka) nie traktujemy jako organizmu
zywego? Ponadto, pytanie czy to my ludzie wcigz wykorzystujemy maszyny do pracy dla nas,
czy moze raczej my ludzie w naszej materialnej kulturze pracujemy juz dla samopowielania i
samodoskonalenia si¢ maszyn pozostaje dos¢ ulotnym rozrdznieniem. Zostawiajac te pytania do
rozwazenia przez doktoranta przejde do wlasciwej czesci recenz;i.

Kompleks MRN/X rozpoznaje podwojne peknigcia nici DNA, wigze peknigte nici 1 zbliza je ku
sobie umozliwiajgc ich ponowne potaczenie na drodze homologicznej rekombinacji lub
niehomologicznego taczenia koncow. Laczone ze sobg peknigte konce moga si¢ znajdowaé w
odlegtosci nawet 120nm — odleglosci ogromnej w skali biatek i dynamiki dziatania kompleksow
biatkowych. Dla poréwnania najdtuzsza o$§ rybosomu eukariotycznego to ok. 30nm a kompleksu
proteasomu — komodrkowej maszynerii degradacji bialek, to ok. 60nm. W obu tych przypadkach,
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w przedstawionej skali, struktury te sg praktycznie statyczne, a dynamika ujawnia si¢ jedynie na
znacznie nizszym poziomie. W przypadku bardziej dynamicznych struktur, pojedynczy ,,krok”
miozyny po aktynie to ok. 30-36nm, a skurcz ogonka bakteriofaga zwigzany jest ze zmiang
dtugosci o ok. 100nm, jednak struktura tego ostatniego jest nieporéwnywalnie bardziej
skomplikowana od strukutry kompleksu MRN/X. Duzy zakres dynamiki konformacyjnej Rad50
implikuje trudnos$ci w analizie strukturalnej tych zmian z uwagi na fakt, iz najbardziej
zaawansowane wysokorozdzielcze metody analizy strukturalnej wymagaja stabilno$ci badanego
materiatu. I tak, pomimo oczywistego zainteresowania tematem Srodowiska naukowego, w
czasie gdy doktorant formutowat tematyke pracy, znana byta jedynie jedna wysokorozdzielcza
struktura fragmentu Rad50 obejmujacego region koordynujacy cynk. Dostgpne byty takze wyniki
badan metoda AFM 1 innymi mniej rozdzielczymi technikami, do wyjasnienia pozostawato
jednak wiele pytan z ktorych cz¢s¢ doktorant podejmuje w swojej pracy.

Jako mocne strony niniejszej rozprawy uwazam przede wszystkim nastepujace aspekty:

(i) Klarowny opis - wstgp teoretyczny, opis wiekszej czesci wynikow, interpretacja 1 czesé
metodologiczna zawierajg przejrzy$cie skomponowang informacje na temat stanu wiedzy,
wynikajacych ze stanu wiedzy (a wlasciwie stanu niewiedzy) pytan, opis prob odpowiedzi na te
pytania 1 uzyskanych wynikoéw. Opis przeprowadzony jest bez zbednych szczegotow i
nadmiernych uproszczen. Ponadto, na co zwracam szczegdlng uwage — praca ilustrowana jest

niezwykle starannym 1 czytelnym materiatem graficznym na przygotowanie ktérego autor
poswiecit z pewnoscig wiele czasu, a co procentuje przejrzystoscig prezentacji czesto
skomplikowanych zagadnien i eksperymentow.

(ii) zastosowanie szerokiego wachlarza metod ktore pozostaja niestety czgsto zapomniane w
obliczu sukcesow kriomikroskopii elektronowej, krystalografii, NMR 1 AFM, a ktore stanowig
przeciez $wietne uzupelnienie tych wymienionych. Szczegoélnie przemawia do mnie silta
przekonywania zawarta w prostocie eksperymentow ktorych wyniki zilustrowano na rycinach 16
128.

(iii) opracowanie struktury krystalicznej domeny haczykowej ludzkiego biatka Rad50 1 walidacja
eksperymentalna konkluzji funkcjonalnych wynikajacych z analizy struktury — badania te sg
doskonatym przyktadem potaczenia badan strukturalnych wysokiej rozdzielczosci z
uzupehiajagcymi badaniami fizykochemicznymi pozwalajagcymi na peiniejsze zrozumienie
podejmowanych zagadnien (a ponadto S$wietnym przykladem wartosci wspotpracy
mi¢dzynarodowej).

(iv) Wykazanie ruchu nozycowego protomerow dimeru Rad50 modulowanego stezeniem jonow
cynku w systemie drozdzowym. Wykazanie funkcjonalnej roli dodatkowej reszty cysteiny w
motywie sekwencji wigzacej cynk.

(v) wykazanie zdolno$ci jonéw kadmu do wypierania jonow cynku w dimerach biatka Rad50 z
P. furiosus. Szczegoblnie interesujacy z uwagi na potencjalne znaczenie fizjologiczne jest wynik
pokazujacy zdolnos$¢ wypierania jonéw cynku z kompleksu z Rad50 przez jony kadmu uprzednio
wychwycone przez metalotioneing.
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Za stabsze strony pracy uwazam:

(i) W pracy autor analizuje aspekty funkcjonalne domeny haczyka cynkowego Rad50 z trzech
organizméw: H. sapiens, S. cerevisiae i P. furiosus. Dobor organizmow odlegtych ewolucyjnie
sugerowatby che¢ poréwnania wlasciwosci analizowanych domen miedzy tymi organizmami.
Poréwnanie takie nie jest jednak w pracy przedstawione, a przynajmniej nie jest poprowadzone
w spojny sposob. Dla kazdej z domen pochodzacych z poszczegdlnych organizméw
przeprowadzono inny zestaw doswiadczen 1 w wielu przypadkach dobor ten jest dla mnie
niejasny. Tym samym, chociaz praca sugeruje w streszczeniu porownanie miedzygatunkowe,
poréwnanie takie w samej pracy jest jedynie fragmentaryczne, niespdjnie poprowadzone, a
wybér obiektu badan do poszczegoélnych eksperymentow nie zawsze jasny. Zakladam, iz
projektowi badan przy$wiecata ogdlna idea, jednak w mojej opinii nie jest ona jednoznacznie
zarysowana w pracy. Np. analiza roli dodatkowej reszty cysteiny w motywie sekwencji wigzacej
cynk jest przeprowadzona dla biatka drozdzowego, podczas gdy reszta ta wystepuje takze w
biatku ludzkim. Tutaj az prosi si¢ o rownolegla analiz¢ eksperymentalng obu biatek lub chociaz
poréwnanie konkluzji wybranych eksperymentow prowadzonych na biatku drozdzowym dla
biatka ludzkiego. W ostatniej czesci pracy autor bada toksyczny wptyw kadmu uzywajac do tego
jedynie biatka z archeonta. O ile ciekawsze wyniki mozna by osiggna¢ porownujac wyniki dla
biatek archeonta, drozdzy 1 cztowieka!

(ii) Brak zaangazowania metod wysokorozdzielczej biologii strukturalnej w charakterystyke
indukowanego zmiang st¢zenia jonoéw cynku ruchu nozycowego Rad50. Uktad eksperymentalny
stosowany przez autora wydaje si¢ idealny do analizy zmian strukturalnych metoda NMR
(okreslenie struktur obu form metoda NMR w podejéciu podobnym jak prezentowane w
rozdziale 4.3.5.1). Podejscia takiego zabraklo jednak w pracy.

(iii) Wymiana jonow cynku na jony kadmu w strukturze haczyka cynkowego Rad50 jest dobrze
udokumentowana. W mojej ocenie zmiany strukturalne indukowane wymiang jonow sa
udokumentowane mniej przekonujgco — szczegolnie jesli chodzi o analiz¢ strukturalng NMR.
Nie umiem oceni¢ czy wynika to ze zbyt zdawkowego przedstawienia w rozprawie (autor
prezentuje skrotowo wyniki uzyskane przez wspdlpracownikOw — co jasno zaznacza) czy
niewystarczajacych danych eksperymentalnych. Autor prezentuje struktury NMR kompleksow
zawierajacych jony cynku i1 jony kadmu, jednak rycina 51 uwidacznia jedynie niewielkie zmiany
w dystalnych czg$ciach analizowanych peptydéw. Warto byloby przedstawi¢ natozenie
wybranych struktur, co wskazywatoby jednoznacznie o jakich zmianach mowa — rysunek jest
trudny w interpretacji. Co jednak znacznie wazniejsze, bez przedstawienia widm na podstawie
ktorych stworzone zostaty listy stosowanych wigzow trudno oceni¢ na ile obserwowane roznice
struktur sg istotne. Obliczenia strukturalne w NMR bywajg bardzo czule na pojedyncze wigzy,
szczegblnie w terminalnych fragmentach tancucha peptydowego. Niewykluczone, ze
obserwowane zmiany w ulozeniu koncéw peptydu sg po prostu wynikiem uwzglednienia
pojedynczego, stabo zdefiniowanego wigzu w jednej ze struktur? Z pewnoscig warto bytoby
przeanalizowac¢ struktury dhuzszych peptydoéw. Szkoda, ze to zagadnienie nie jest bardziej
rozwinig¢te — by¢ moze to nie zmiany strukturalne ale zmiana stabilno$ci kompleksu wptywa na
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jego funkcje? Bytoby to wytlumaczenie znacznie prostsze i znacznie lepiej udokumentowane w
rozprawie. Prosze by autor odnidst si¢ do tych zagadnien podczas obrony.

Na koniec, w pracy zabrakto mi wykazu osiggni¢¢ autora. Nie jest to moze element konieczny,
niemniej uwazam iz swoje osiggni¢cia warto promowac. Mgr Padjasek jest autorem 4 prac
eksperymentalnych i jednej pracy przegladowej, co jest osiggnieciem niebagatelnym. Trzy z tych
prac dokumentujg znaczaca cze$¢ wynikow przedstawionych w rozprawie doktorskie;.

Podsumowujgc, przedstawiong do recenzji rozprawg¢ uwazam za bardzo dobrg 1 godng
wyroznienia. Odniesienie si¢ do krytycznych uwag zawartych w recenzji pozwolitoby zapewne
uczyni¢ jg jeszcze lepsza/ciekawsza/petiejsza. Oczywistym jest jednak, iz zawsze istniejg
ograniczenia czasowe 1 logistyczne, tak ze nie jest mozliwe wykonanie wszystkich mozliwych
eksperymentéw 1 analiza wszystkich mozliwych podejs¢. By¢ moze uwagi te moga stanowic
wskazowke do dalszych badan.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska magistra Michala Padjaska spelnia wszelkie warunki
stawiane pracom doktorskim zgodnie z odpowiednimi przepisami prawa i normami
zwyczajowymi. Wedlug mojej oceny dorobek naukowy kandydata oraz przedstawiona
rozprawa uzasadniaja nadanie mu stopnia naukowego doktora. Dlatego wnosze¢ o

dopuszczenie pana magistra Michala Padjaska do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na wage i nowatorski charakter uzyskanych wynikéw naukowych,

doskonale opracowanie rozprawy i zaangazowanie doktoranta w prace naukowa wnosze o

wyroznienie rozprawy.

/D Podpisany elektronicznie przez
. Grzegorz Dubin
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prof. dr hab. Grzegorz Dubin
Kierownik Grupy Badawczej
Krystalografii Biatek MCB UJ
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