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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Michala Padjaska
pt.: ,, Wplyw dynamiki koordynacyjnej Zn(Il) na strukture domeny haczykowej biatka
Rad50”

Pan mgr Michal Padjasek wykonal prace doktorska pod kierunkiem Pana prof. dr hab.
Artura Krezela w Zakladzie Chemii Biologicznej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego. Przedmiotem rozprawy byly badania strukturalne domeny haczyka
cynkowego bialek Rad50. bedacych istotnym ogniwem szlaku naprawczego podwdjnych
pekni¢é nici DNA. Praca ta stanowi cenny wkiad do dorobku bedacego efektem badan roli
jonoéw cynku w kontroli szeregu procesow komorkowych, ktore sa prowadzone w zakladzie
prof. Artura Krezela.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 160 stron i sklada sie¢ z
nastgpujacych rozdzialow: .. Wstep™ (24 strony). ..Cel pracy™ (2 strony). ..Materialy i metody™
(25 stron), ..Wyniki i dyskusja™ (65 stron), ..Konkluzje” (8 stron), ,.Bibliografia™ (154 pozycje).
Ponadto praca zawiera wykaz stosowanych skrotow i oznaczen oraz streszczenia pracy w
Jezyku polskim i angielskim. Uklad pracy nie budzi zastrzezen.

Praca poprzedzona jest zwartym. dobrze napisanym ,.Wstepem™, w ktérym Doktorant
krotko przedstawit rodzaje uszkodzenn DNA, szlaki ich naprawy oraz wplyw jonéw Cd(Il) na
uszkodzenia DNA. Autor znacznie szerzej opisal $ciezki naprawy podwojnych peknieé nici
DNA zwracajac szczegdlng uwage na kompleks MRN/X - odpowiedzialny za rozpoznawanie
i naprawe tych peknigé, biatko Rad50 - stanowiagce rdzen kompleksu MRN/X oraz domene
haczykowa bialka Rad50 - bedaca miejscem wiazania jonow Zn(Il). Ta czg$é pracy dobrze
przygotowuje czytelnika do rozdziatu, w ktérym Doktorant omawia wyniki badan wiasnych.

Celem recenzowanej pracy bylo pozyskanie nowych danych strukturalnych i
biofizycznych na podstawie badan domen haczyka cynkowego biatek Rad50 pochodzacych z
trzech organizmow - H. sapiens, S. cerevisiae oraz P. furiosus - ktére umozliwityby: okreélenie

struktury domeny haczyka cynkowego w biatkach organizmow eukariotycznych; wyjasnienie
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roli trzeciej reszty Cys w obrebie motywu wigzacego jony Zn(ll): poznanie sposobu w jaki
domena haczyka cynkowego moze przekazywa¢ sygnaty allosteryczne do czedci globularnej
kompleksu MRN/X (i w drugim kierunku) oraz oceng mozliwosci podstawienia jonu Zn(Il) w
kompleksie haczyka jonem Cd(II). W mojej opinii problem badawczy zostal trafnie
zdefiniowany a metody badawcze odpowiednio dobrane.

Realizacj¢ czgséci do$wiadezalnej pracy Doktorant rozpoczal od syntezy i oczyszczania
niezbgdnych do badan peptydow i biatek. Niektore reakcje wymagaty optymalizacji warunkow
np. ligacja znakowanych fluorescencyjnie dipeptydow z tragmentami haczyka cynkowego.
Sadze. ze zestawienie w postaci listy czy tabeli otrzymanych zwigzkow wraz z przypisanymi
im symbolami ulatwiloby znacznie lekture tej pracy.

W kolejnej czesei pracy Doktorant w ramach wspotpracy z grupg prof. Yunje Cho,
zajmowal si¢ badaniami strukturalnymi domeny haczyka cynkowego ludzkiego biatka Rad50,
ktore doprowadzily do rozwigzania jej struktury krystalicznej, oraz udalo sie potwierdzic
wystepowanie analogiczne] konformacji w roztworze wykorzystujagc wyniki analizy
spektrofluorymetrycznej.

Realizujac postawione przed sobg cele Doktorant przeprowadzil badania struktury
domeny haczyka cynkowego biatka Rad50 z drozdzy S. cerevisiae. w ktorych wykazatl. ze
struktura dimeru drozdzowego haczyka cynkowego prezentuje konformacje rozwarta, w
przeciwienstwie do struktury ludzkiego homologu. 1 jest bardziej zblizona do klasycznej
struktury bialka z organizmu P. furiosus. Ponadto Doktorant wykazal, ze drozdzowy haczyk
cynkowy wigze dwa jony Zn(ll) z istotnie odmiennym powinowactwem, a wigzanie kazdego z
nich niesie za soba globalne zmiany w strukturze lancucha peptydowego. Ponadto Pan mgr
Michatl Padjasek na podstawie badan wariantu domeny haczykowej pozbawionego dodatkowej
reszty Cys, ktorg zastapil reszta Gly (mutacja C686G), udowodnit, ze dodatkowa reszta
odpowiada za dynamike strukturalna domeny haczyka, ktora poprzez dostarczenie kolejnego
donora siarkowego umozliwia przylaczenie drugiego jonu Zn(Il) w mononuklearnym
kompleksie haczyka Zn(Hk)2 i uformowanie binuklearmego centrum Zn»Se. tym samym
generujac kompleks Zn2(Hk)2. Transformacja formy mononuklearnej do formy binuklearnej

domeny haczyka cynkowego wiaz¢ si¢ z nozycowym ruchem regionéw superhelikalnych
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protomeréw Rad50 — z formy otwartej do formy zamknietej — 1 sugeruje mozliwos¢ zalezne)
od jonow Zn(1l) regulacji struktury 1 funkcji calego kompleksu MRX w komorkach drozdzy.

Doktorant wykazal. ze wymiana jonow Zn(1l) na Cd(Il) w domenie haczyka cynkowego
biatka Rad50 z P. furiosus zachodzi szybko i wydajnie, réwniez w obecnosci metalotionein -
biatek magazynujacych i buforujacych jony Zn(Il) w komdrkach o wysokim powinowactwie
do jonow Cd(II). a kompleks zachowuje swoja stechiometrie (Zn(Hk)2 + Cd(Il) = Cd(Hk)2 +
Zn(Il)). W badaniach termodynamiki procesu wymiany udowodnil. ze glowng sita napedowa
tego procesu jest korzystna zmiana entalpii kompleksowania jonow Cd(II), ktora jest az o 2.6
kcal/mol nizsza od entalpii kompleksowania Zn(IT) (tworzenia wigzan Zn—S). Powstajacy
kompleks Cd(Hk)2 jest najbardziej stabilnym kompleksem jonu Cd(Il) z czasteczkg
biologiczng opisanym w literaturze, a jego struktura jest istotnie odmienna w pordwnaniu z
kompleksem z jonem Zn(ll), co Doktorant udokumentowal analiza strukturalna jadrowego
rezonansu magnetycznego. Wyniki uzyskane w toku pracy badawczej sugeruja. ze wymiana
Zn(11)/Cd(1I) w domenie haczyka cynkowego moze zachodzi¢ w warunkach komorkowych, co
mogloby skutkowa¢ uposledzeniem funkcji bialka Rad50, a w efekcie oslabieniem
mechanizmow naprawy peknie¢ podwojnych DNA wywolujac efekt genotoksyczny.

Prace zamykaja ., Konkluzje”, ktore sg bardzo szczegolowe i zajmuja ponad 7 stron.
Szkoda, ze Autor nie przygotowal bardziej syntetycznego podsumowania badan.

Prace doktorska Pana mgr. Michata Padjaska przeczytalem z duzym zainteresowaniem.
Pomimo wysokiej warto$ci rozprawy Doktorantowi podczas jej redakcji nie udalo si¢ ustrzec
bledéw czy usterek edycyjnych, ale sa one nieliczne. Z obowigzku recenzenta ponizej

wymieniam przyktadowe z nich oraz moje krytyczne uwagi:

e Str. 73 — przy opisie struktury biatka Rad50 jest btednie wskazany nr ryciny. Jest podana
rycina 12, ktdra przedstawia wyniki rozdzialu SDS-PAGE.
e Str. 81 —.orgnizmow™ zamiast organizmaow,

e Str. 142 — _ze jej struktura nie jest ona analogiczna do struktury domeny z biatka
ludzkiego™ — nie powinno by¢ wyrazu ..ona™;
e Str. 9 — .umozliwia laczenie dwdch peknietych czasteczek DNA ze soba na przestrzeni

nawet 1200 A™ — odleglos¢ mozemy mierzy¢ w A a nie przestrzen.
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o Str. 47— Jako tazy statej skorzystano ze zloza TentaGel R RAM Amide Rink o obsadzeniu
rzedu 0.18 - 0.22 mmol/g” - powinno by¢: jako fazy stalej uzyto ztoza ...

e Str. 48 — .Uzyskane peptydy nastepnie oczyszczono z uzyciem HPLC (Dionex Ultimate
3000) stosujac kolumny Phenomenex PEPTIDE XBC18, uzywajac gradientu 5 - 55% ACN
w 0.1% TFA w H20 a zebrane frakcje liofilizowano.” - brak rozmiaru kolumny, czasu

realizacji gradientu i szybkosci przeplywu tazy ruchome;.

Wymienione mankamenty nie umniejszaja jednak warto$ci merytorycznej rozprawy. w ktorej
mgr Michal Padjasek zaprezentowal bardzo interesujace i warto$ciowe wyniki.

Podsumowujac, podjeta tematyka jest interesujaca, aktualna. Projekt rozprawy jest
przemyslany, cele jasno okreslone i przy duzym naktadzie pracy zrealizowane. Wnioskowanie
jest dobrze poparte danymi eksperymentalnymi i odniesieniami do stanu wiedzy w literaturze.
Na szczegolne uznanie zastuguje bieglos¢ w postugiwaniu si¢ przez Doktoranta metodami syntezy
i oczyszczania peptydow i bialek oraz licznymi technikami stuzacymi do badania ich czystosei,
struktury oraz oddzialywania z jonami metali. Uzyskane i opisane w ramach niniejszej pracy
wyniki bezsprzecznie poszerzyly wiedze na temat whasciwoscei fizykochemicznych domeny
haczyka cynkowego biatek RadS0 z trzech organizméw: H. sapiens. S. cerevisiae oraz P.
Juriosus 1 moga by¢ wykorzystane w przysztych pracach nad naprawa DNA.

Pan mgr Michal Padjasek jest wspotautorem 5 publikacji w czasopismach z bazy JCR.
Nalezy zaakcentowac, ze w dwoch pracach Doktorant jest pierwszym autorem, a trzy zwigzane
s z tematyka recenzowanej pracy oraz kierownikiem projektu z funduszy NCN pozyskanego
w ramach programu Preludium.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam. iz przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska
spelnia wymagania okreslone w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie Pana mgr. Michata Padjaska do dalszych etapow
przewodu doktorskiego i biorac pod uwage warto$¢ wynikow badan zawartych w recenzowane;

pracy wnioskuj¢ o wyrdznienie.
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