Dr hab. Marcin Nowotny

Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej, Warszawa

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Kochanczyka ,,Charakterystyka

biofizyczna i funkcjonalna domeny haczyka cynkowego bhiatka Rad50 i jego homologow”.

Praca doktorska mgr Tomasza Kochariczyka zostata wykonana, pod kierunkiem prof. dr
hab. Artura Krezela. Tematem pracy sa badania motywu haczyka cynkowego biatek Rad50 z
archeowca i drozdzy. Biatka te sg kluczowe dla naprawy dwuniciowych peknie¢c DNA —
jednych z najgrozniejszych uszkodzen materiatu genetycznego. Mechanizm ich dziatania nie
jest w petni poznany. Rad50 tworzy dimeryczne koliste struktury. Dwa punkty zamkniecia
okregu do dimeryzacja domeny ATPazy na jednym koncu wydtuzonej czgsteczki Rad50 oraz
dimeryzacja tzw. haczyka cynkowego na drugim koncu czasteczki. Haczyk cynkowy to
intrygujacy maty motyw z dwoma resztami cysteiny, ktorego dimeryzacja zachodzi poprzez
koordynacje jonu cynku. Biorgc pod uwage znaczenie biologiczne Rad50 oraz ciekawe
wiasnosci strukturalne haczyka cynkowego, tematyka badawcza podjeta przez Doktoranta

jest istotna i atrakcyjna.

Gtowne czesci przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej to wstep teoretyczny,
opis materiatow i metod, opis badan wtasnych oraz dyskusja. Struktura tekstu nie odbiega
zatem od tradycyjnego ukfadu. Wprowadzenie teoretyczne jest napisane przejrzyscie,
zawiera starannie przygotowane i pomocne w Sledzeniu tekstu ryciny. Wstep zawiera
wszystkie elementy istotne dla zrozumienia tematyki pracy, wprowadza czytelnika we

wiasnosci biatek wigzacych cynk oraz wtasnosci i funkcje biatek Rad50 i ich kompleksdw.
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Dobre przygotowanie Wstepu rozprawy s$wiadczy o duzej wiedzy doktoranta oraz
umiejetnosci analizy literatury. Czes$¢ informacji ze Wstepu zostata opublikowana, jako

artykut przegladowy (Kocharczyk T. i wsp. Metallomics, 2014).

Czes¢ metodyczna jest dobrze opisana. Powtorzenie doswiadczen na podstawie tego
opisu nie powinno nastreczac¢ trudnosci. W badaniach wtasnych Doktoranta zawraca uwage
niezwykle szeroki wachlarz zastosowanych metod. W ich zakres wchodzg synteza organiczna
peptydéw, charakterystyka chemiczna, termodynamiczna i biofizyczna (miareczkowania
potencjometryczne, spektropolarymetryczne, kompetycyjne, kalorymetria, pomiary
fluorescencji), przygotowanie konstruktow ekspresyjnych, oczyszczanie biatek metodami
chromatograficznymi, czy badania genetyczne drozdzy. Podczas realizacji opisanych badan,
Doktorant opanowat podejscia doswiadczalne, ktére sg bardzo cennym potgczeniem metod

na pograniczu chemii i biologii.

Jakos¢ merytoryczng prac wtasnych doktoranta oceniam bardzo wysoko. Jest to
dodatkowo potwierdzone przez fakt, ze wiekszos¢ z zamieszczonych w pracy wynikéw jest
juz opublikowana, a co za tym idzie zostata zweryfikowana przez innych specjalistow w tej
dziedzinie. Mgr Kochanczyk jest pierwszym autorem trzech prac doswiadczalnych
opublikowanych w Chemical Communications, Scientific Reports i Analytical Chemistry oraz
drugim autorem pracy opublikowanej w Molecular Cell. Jest tez pierwszym autorem pracy

przeglagdowej w Metallomics. Jest to znakomity dorobek dla badacza na tym etapie kariery.

W wynikach opisano charakterystyke chemiczng i biofizyczng haczyka cynkowego z
biatka Rad50 z archeowca P. furiosus. Wybor tego biatka byt podyktowany tym, ze dla jego
domeny haczyka cynkowego dostepna jest struktura krystaliczna. W serii badan uzyskano
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wyniki, ktére pokazaty istotng role deprotonacji reszt cysteiny w wigzaniu cynku i tworzeniu
dimeru haczyka cynkowego, wykazaty kluczowe dla tworzenia struktury tej domeny
elementy strukturalne facznie z pomiarem ich wktaddéw termodynamicznych do stabilnosci
domeny. Wyniki tych prac sa spdjne i prezentuja kompletny i szczegétowy obraz
mechanizmu tworzenia struktury haczyka cynkowego. Interesujgce jest to, ze przed

zwigzaniem jonow cynku znaczgca czes¢ tej domeny jest nieustrukturyzowana.

Kolejna czgs¢ pracy opisuje zastosowanie minimalnego haczyka cynkowego z mutacja
zwiekszajacy stabilnos¢ dimeru, jako metki promujacej dimeryzacje biatek. Z sukcesem
zastosowano te metke do uzyskania dimerycznych form biatek fluorescencyjnych, ktérych
wigzanie ze sobg potwierdzono metodami FRET. Na uwage zastuguje fakt, ze podejscie to
zostato juz wykorzystane przez innych badaczy do stworzenia genetycznie kodowanych sond
fluorescencyjnych do mierzenia wewnatrzkomaérkowego stezenia jondw cynku (Chen Z i Ai H,
Anal. YChem., 2016). Sondy te majg znacznie lepsze wtasnosci niz opracowane do tej pory.

Swiadczy to o tym, ze wyniki doktoranta zostaty juz wykorzystane przez innych badaczy.

Trzecia czesci pracy to opis badan haczyka cynkowego z drozdzowego biatka Rad50, w
tym w szczegdlnosci jego wariantow, ktére zostaty wyizolowane w badaniach genetycznych
drozdzy przez wspotpracownikéw grupy, w ktérej pracuje Doktorant. Warianty te
charakteryzujg sie uposledzeniem funkcji biatka Rad50 w naprawie i sygnatowaniu
dwuniciowych peknie¢ DNA. Zastosowano tu podejscie czesciowo podobne do tego z
pierwszej czgsci pracy. Wykazano, ze substytucje negatywnie wptywajace na funkcje biatka
Rad50 prowadza do zaburzenia struktury haczyka cynkowego i jego dimeryzacji. Mutacje

supresorowe wyizolowane w drozdzach nie znoszg tych defektdw. Ich dziatanie nie polega na
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przywroceniu poprawnej dimeryzacji haczyka, a raczej na przywrdceniu poprawnej
konformacji domeny superhelikalnej Rad50. Pozostaje niejasne zachowanie badahych biatek
w doswiadczeniach filtracji zelowej. Na przyktad biatko ScHK130 nie zmienia znaczgco profilu
elucji z kolumny filtracji zelowej po dodaniu jondéw cynku (Ryc. 7.35a), co jest spodziewane
przy tworzeniu zaleznego od cynku dimeru. Moze to wynikac z nietypowego, odbiegajacego
od globularnego ksztattu czasteczki biatka, ale moze tez S$wiadczy¢ o bardziej
skomplikowanych procesach, na przyktad tworzeniu sie multimetrow domeny haczyka.
Chciatbym prosi¢ dyskusje tych wynikow oraz propozycje dalszych badan, ktore pozwolj je
dalej wyjasni¢. To czego zabrakto mi w tej czesci pracy, to prdéba strukturalnej analizy
efektéw zarowno mutacji zaburzajgcych funkcje haczyka jak i mutacji supresorowych.
Chciatbym prosi¢, aby podczas obrony doktorant odnidst sie do tego. Czy mozna
przygotowac¢ miarodajny model homologiczny drozdzowego haczyka cynkowego i na tej

podstawie zaproponowac wyjasnienie efektu mutacji oraz zaplanowa¢ doswiadczenia, ktore

te wyjasnienia przetestujg?

Bardzo intrygujace jest mozliwos¢ tworzenia dwoéch typéw komplekséw Rad50 —
kolistego dimeru zamknietego przez dimeryzacje domen ATPazowych oraz dimeryzacje
haczykow cynkowych oraz kolistego tetrameru zamknietego dimeryzacja domen
ATPazowych w ktorych dwie potowy tetrameru sg potgczone przez haczyki cynkowe. Te
formy mogg petni¢ rézne funkcje w komorce. Zdaje sobie sprawe, ze to jest bardzo trudne
pytanie, ale prositbym Doktoranta, aby podczas obrony przedyskutowat, czy badania
struktury przedstawione w rozprawie sugerujg modyfikacje haczyka cynkowego, ktdre
pozwolityby specyficznie promowacé powstawanie jednej lub drugiej formy? Modyfikacje

takie bytyby nieocenionym narzedziem do badania funkcji biatka Rad50.
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Od strony edytorskiej praca zostata przygotowana starannie — szczegdlnie zwraca
uwage skrupulatne przygotowanie rycin, ktére sg dopracowane graficznie i priejrzyste. Z
obowigzku recenzenta musze wspomnie¢ o dwdch drobnych niedociggnieciach — w rycinie
4.3 zabrakto informacji z jakich struktur pochodzg przedstawione place cynkowe, a w Rycinie

7.2 sekwencja ostatniego peptydu (PAVA) jest nieprawidtowa. Praca jest napisana

poprawnym jezykiem a doktorant sposéb zrozumiaty opisuje wykonane badania.

Podsumowaujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa opisuje badania naukowe na
wysokim poziomie technicznym i merytorycznym. Stanowi wazny wkiad w zrozumienie
mechanizmu dziatania domeny haczyka cynkowego biatka Rad50 oraz, ogdlniej, roli jaka
petni cynk w strukturach biatek. Uwazam, Ze rozprawa spetnia warunki okreslone ustawie o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i z
petnym przekonaniem stawiam wniosek o dopuszczenie Pana mgr Tomasza Kochariczyka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Rownoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom
merytoryczny rozprawy, bardzo istotne pole badan oraz sukces publikacyjny wnosze o

wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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Dr hab. Marcin Nowotny
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