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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Kluski

pt. . Impact of sequence diversity in zinc finger motifs on their
coordination properties, structure and stability”

(tytul w jezyku polskim ,, Wplyw zmiennosci sekwencyjnej w motywach
palcow cynkowych na ich wlasciwosci koordynacyjne, strukture oraz
stabilnos¢”)

Uwagi ogélne

Pani mgr Katarzyna Kluska Wykohala prace doktorska na Wydziale
Biotechnologii Politechniki Wroctawskiej pod opieka pana profesora dr hab.
Artura Krezela. Recenzowana praca wpisuje si¢ w prowadzone w grupie
profesora Krezela badania z zakresu chemii biologicznej, w szczegdlnosei
w badania nad czynnikami wplywajagcymi na strukture, stabilno$¢ oraz
wilasciwosci wybranych ukladoéw biatkowych. Doktorantke zainteresowaty
motywy palcow cynkowych i czynniki majgce potencjalny wplyw na ich
strukture, stabilno$é i wihasciwosei fizykochemiczne a w konsekwencji na
funkcjonalnosé bialek zawierajacych te motywy. Cynk pomimo, ze nalezy do
grupy biopierwiastkéw $ladowych jest niezbedny dla prawidtowego
funkcjonowania wielu organizméw, w tym réwniez organizmu cziowieka.
Réznorodne funkcje biologiczne pelniag zaréwno wolne jony cynku jak
i polaczenia cynku z réznymi bioczgsteczkami, w szczegdlnosci z biatkami.
Wsréd biatek wiazacych jony cynku niezwykle wazng role w utrzymaniu
homeostazy jonéw cynku pelnig biatka nalezagce do grupy tionein.
Zaburzenie homeostazy cynku, tak jak 1 kazdego innego biopierwiastka, moze
prowadzi¢ do wielu nieprawidlowosci 1 =zaburzen o charakterze

patologicznym a w konsekwencji rozwoju roéznych choréb. Dostepne dane
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literaturowe na temat bialek cynkowych a w szczegdlnosci struktury i
wilasciwosci  fizykochemicznych motywéw palcow cynkowych sg
niewystarczajagce do pelnego poznania mechanizméw  aktywacji

i dezaktywacji tych domen determinujgcych okreslone funkcje biatka.

Rezultaty dotychczasowej dziatalnosci badawczej Doktorantki pozwolity na
jej wspotautorstwo w pigciu opublikowanych artykutach naukowych. W
czterech sposrod tych artykuléw doktorantka jest pierwszym autorem. Warto
podkresli¢, iz wszystkie prace ukazaly si¢ w bardzo dobrych czasopismach o
mi¢dzynarodowym zasiegu tj. Coord. Chem. Rev., Metallomics., Chem.
Commun., Angew. Chem. Int. Ed. czy J. Inorg. Biochem. Wszystkie prace

dotycza zagadnien i badan przedstawionych w doktoracie.

Ocena formalna pracy.

Z formalnego punktu oceniana rozprawa doktorska ma forme klasycznej
rozprawy z podzialem na kilka czegsci, w ktorych kolejno przedstawione
zostaty: abstrakt w jezyku angielskim i streszczenie w jezyku polskim,
wprowadzenie literaturowe i cel pracy, opis stosowanych metod i materialow,
uzyskane wyniki i ich dyskusja, podsumowanie i perspektywy dalszych
badan, dane uzupehiajace, bibliografia, lista publikacji wlasnych.
Dodatkowo w pracy umieszczono wykaz stosowanych skrotow i oznaczen,
spis tresci oraz informacje o finansowaniu badan przez Narodowe Centrum
Nauki. Prace badawcze wykonywane byly w ramach czterech projektow, w
tym jednego przyznanego doktorantce (NCN, Preludium nr projektu
2019/33/N/ST00409) oraz trzech projektéw kierowanych przez profesora
Artura Krezela (Sonata Bis, grant nr 2012/07/E/NZ1/01894, Opus nr grantu
2016/21/B/NZ1/02847, Opus ST 2019/33/B/ST4/02428). Praca doktorska
zostala napisana w jezyku angielskim, jest bogato ilustrowana wzorami
strukturalnymi, wykresami i schematami reakcji. Na podkreSlenie zashuguje
duza dbalos¢ o szczegély w opisie przedstawianych wynikéw oraz wysoka
jakosé ich opracowania.

W rozpoczynajacym rozprawe wprowadzeniu Autorka jasno formutuje cele
pracy oraz uzasadnia wybor tematu badan. W czesci doswiadczalnej

przedstawia opis wszystkich badan przeprowadzonych w celu uzyskania

ety
%

X

”
‘O

’\,

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat Chemii

ul. Gronostajowa 2
30-387 Krakdw

tel. +48 12 686 26 00
fax +48 12 686 27 50
sekretar@chemia.uj.edu.p!

www.chemia.uj.edu.pl



odpowiedzi na postawione zagadnienia wigczajgc rowniez te badania, ktére
zostaty wykonane przez innych wspétautoréw publikacji, zaznaczajac w toku
pracy kto wykonat okreslone pomiary.

W ramach pracy doktorskiej Doktorantka postawila sobie za cel nadrzedny
zbadanie relacji pomiedzy sekwencja, strukturg a stabilno$cig motywoéw
palcéw cynkowych. Aby osiagnaé zamierzony cel glowny sformutowala trzy
szczegolowe cele badawcze.

- po pierwsze, sprawdzenie wplywu zmian sekwencji (usuniecie lub
podstawienie) w obrgbie zmiennych pod wzgledem sekwencji fragmentow
klasycznych motywoéw palcow cynkowych CCHH (skutkujgcych
faldowaniem PPe) na zmiany w koordynacji jonéw cynku, zmiany w
strukturze oraz stabilnosci tych motywdow;

- po drugie, poznanie wplywu jonéw srebra na strukture, geometri¢ oraz
stabilno$¢ motywéw palcow cynkowych;

- a po trzecie, dokonanie charakterystyki fizykochemicznej i strukturalnej
bogatej w reszty cysteinylowe domeny pochodzacej z ludzkiego bialka
MTF1, bedacego czynnikiem transkrypcyjnym posiadajgcym klasyczny
motyw palca cynkowego typu CCHH.

Wprowadzenie liczy 28 stron ale biorac pod uwage jak bogato jest
ilustrowany schematami reakcji i strukturami molekularnymi omawianych
zwigzk6w okazuje si¢ bardzo dobrze przygotowanym, syntetycznym
przewodnikiem w dostgpnych informacjach literaturowych w tematyce
doktoratu. Doktorantka systematycznie przedstawia material potrzebny do
uzasadnienia wyboru tematu badan oraz omawia te zagadnienia z biochemii
cynku, ktére bezpoSrednio wigza si¢ z przeprowadzonymi przez nia
badaniami. Kolejne rozdzialy wstgpu poswiecone zostaly takim
zagadnieniom jak: biologiczna i fizjologiczna rola jonéw Zn** , w tym
regulacja homeostazy cynku u ssakéw i znaczenie biatka MTF1 w tej
homeostazie, charakterystyka miejsc wiazacych Zn®® w biatkach,
charakterystyka bialek zwanych palcami cynkowymi, w tym struktury
i stabilnosci klasycznych motywow palcow cynkowych CCHH (faldowanie
BPa), problem wigzania jondw srebra i ich toksycznoscei.

Ta czgs¢ pracy jest przygotowana starannie i stanowi dobre wprowadzenie do

kolejnych rozdzialow poswigconych omoéwieniu celu pracy oraz czesci
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doswiadczalnej. Nastepnie doktorantka zwieZle opisuje cel glowny 1 cele
szczegdtowe pracy i przechodzi do omdwienia stosowanych materialow i
metod badawczych. Poddaje krytycznej ocenie porownawcze] przydatnos$é
poszczegblnych metod do rozwigzywania postawionych probleméw
badawczych. Wsréd stosowanych metod znalazly si¢ metody badawcze
wykorzystywane w biologii komorki czy biotechnologii oraz typowe dla
badan chemicznych czy biochemicznych. Najpierw podaje podstawowe
informacje o stosowanych metodach (spektrofotometria UV-Vis,
rentgenowska spektroskopia absorpcyjna XAS, spektroskopia dichroizmu
kotowego CD, metody spektrometrii mas (IM-MS, LC-MS, ESI-MS/MS),
metody chromatograficzne, metoda izotermiczna kalorymetria miareczkowa
ITC, a nastgpnie bardziej szczegétowo opisuje synteze i oczyszczanie
badanych peptydéw, ekspresj¢ w systemie bakteryjnym i oczyszczanie
badanych bialek, przygotowywanie roztworow , oznaczanie stezefi peptydow
i biatek, miareczkowanie spektrofotometryczne, pomiary

spektropolarymetryczne, pomiary metodami kompetencyjnymi.

Rezultaty badan Doktorantka przedstawila na 46 stronach rozdzialu 4
z podzialem na pig¢ podrozdziatéw poswieconych kolejno nastepujacym
zagadnieniom: termodynamiczna i strukturalna charakterystyka klasycznych
motywow palcow cynkowych ZF zawierajacym omdwienie wynikoéw badan
nad wigzaniem jonéw metali (Zn, Co) do modelowych peptydéw bazujacych
na sekwencji Cpl1-1991 i Cp1-2015 ( 4.1.1 i 4.1.2) oraz badaniu wiazania
jonéw Zn*" do naturalnie wystepuj acych zmienionych motywow klasycznych
palcow cynkowych poprzedzone opisem wynikéw bioinformatycznej analizy
klasycznych motywow palcow cynkowych zdeponowanych w bazie danych
UNIPROT (4.2.1), zawierajacych kolejno opis wynikéw badan nad
kwasowo-zasadowymi wlasciwosciami zmienionych naturalnych motywow
ZF i zmianami w zakresie koordynacji i struktury zwigzanymi z wigzaniem
jonéw Zn** do zmienionych ZF jak i powinowactwa jonéw cynku do tych
zmienionych miejsc koordynacyjnych w kontekscie biologicznych
funkcjonalnosci (4.2.2-4.2.6); badania wigzania jonéw srebra Ag" do
sekwencyjnie réznych motywow palcéw cynkowych (4.3) oraz badania
motywow bogatych w reszty cysteinylowe otrzymanych z ludzkiego czynnika
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transkrypcyjnego MTF1 pod katem ich powinowactwa do wigzania jonow
cynku oraz mechanizméw kontrolowanej przez st¢zenia wolnego cynku
regulacji biosyntezy bialek cynkowych.

Nastepny, piaty rozdzial poswiecony jest dyskusji wynikéw prezentowanych
w pracy doktorskiej na tle dostgpnych danych literaturowych. Kolejny
rozdziat zawiera wnioski koficowe i perspektywy dalszych badan w tematyce
pracy doktorskiej. Informacje na temat odnos$nikow literaturowych, publikacji
wspolautorstwa  doktorantki, Zrédel finansowania zamykaja rozprawe
doktorska.

Ocena merytoryczna pracy.

Pierwsza i druga czgs¢ badan dotyczy charakterystyki czynnikéw
strukturalnych i termodynamicznych przyczyniajagcych si¢ do utraty
stabilnosci klasycznych motywoéw palcéw cynkowych CCHH (Bfa). Badania
przeprowadzono poczgtkowo na dwéch modelowych peptydach opartych na
sekwencji konsensowe] palcéw cynkowych pierwotnie zdefiniowanej w roku
1991 (Cp1-1991) i tej doprecyzowanej w 2015 roku (Cp1-2015). Nastepnym
krokiem byly badania na naturalnie zmienionych sekwencjach klasycznych
motywow cynkowych wykazujacych nietypowe, zmienione wykazujgce
obecnos¢ jedynie trzech donoréw miejsce koordynacji cynku. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki pokazaly, ze modelowe peptydy typu Cp1-1991 i Cpl-
2015 réznig si¢ istotnie stabilnos$cia tworzonych kompleksow cynkowych
pomimo zachowanej w duzym stopniu sekwencji. Wsréd czynnikow
powodujgcych spadek stabilnosci wskazano na utrate wigzan wodorowych
pomigdzy zmiennymi resztami aminokwasowymi pochodzacymi z fragmentu
a-helisy a nieulegajgcymi  zmianom  hydrofobowymi  resztami
aminokwasowymi w kieszeni wigzacej jony cynku a takze zaburzenia w
innego typu oddzialywaniach. Przeprowadzona analiza termodynamiczna
wigzania jonéw cynku do motywow palcow cynkowych zmiennych
sekwencyjnie wykazata, ze tworzenie silnych kompleksow z Zn®" wynika z
korzystnej zmiany czynnika entalpowego, ale w peptydach o obniZzonej
stabilnosci konkretne zmienne aminokwasy sg zaangazowane w wigzania

wodorowe a ich utrata obniza stabilno$¢ termodynamiczng i istotny staje si¢
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czynnik entropowy zwigzany z reorganizacjg strukturalng, zmianami w
solwatacji i interakcjach wewnatrzczgsteczkowych.

Z kolei badania na naturalnie wystepujacych zmienionych motywach palcow
cynkowych zawierajgcych tylko trzy donory w kieszeni wigzgcej jony cynku
pokazaly ze te naturalne zmiany w obrgbie klasycznych motywéw palcow
cynkowych maja wplyw na strukture, stabilno$¢ oraz funkcje biologiczne ZF
Badania spektroskopowe wykazaly, ze w zaleznosci od zmienianej pozycji
powstate motywy ZF zawierajace tylko trzy aminokwasowe miejsca
donorowe moga dodatkowo koordynowaé jedng lub dwie czasteczki wody.
Uzyskane wyniki pomiaréw stabilnosci motywdéw palcéw cynkowych z
zaburzong sferg koordynacyjng wykazaty, ze w przypadku braku jednej reszty
cysteinylowej powinowactwo do jonow cynku zostato zmniejszone o okoto 4-
5 rzgddw wielkosci w pordwnaniu do motywow Klasycznych palcow
cynkowych dzikiego typu. Pokazano réwniez, ze wyliczone state dysocjacji
dla grupy palcow cynkowych zawierajgcych substytucje w obrebie reszt
histydylowych pokrywajg si¢ z zakresem fluktuacji stezenia wolnych jondéw
cynku w komérce. Nalezy podkreslié, ze uzyskane wyniki sugerujg
regulatorowa rol¢ motywow palcow cynkowych z zaburzona sferg

koordynacyjng.

Wplyw na strukturg, stabilnosé i whasciwosci motywow palcow cynkowych
ma réwniez zmiana jonu metalu w centrum koordynacji. Dlatego
w nastepnym etapie Doktorantka zajela si¢ sprawdzeniem wpltywu
koordynacji jonéw srebra do zsyntetyzowanych zmiennych sekwencyjnie
peptydow opartych na sekwencji motywu palca cynkowego Cpl-2015.
Wybér jonéw srebra podyktowany zostal gwaltownie wzrastajaca
dostepnoscig tych jonéw w $rodowisku. Duze ilosci srebra sa wprowadzane
do obiegu Srodowiskowego poprzez coraz czestsze, niesprawdzone pod
wzgledem zagrozenia toksycznymi skutkami dla organizmu czlowieka
wykorzystywanie nanoczastek srebra jako przeciwdrobnoustrojowych
dodatkow do kosmetykow, Srodkow czystosei, réznego rodzaju opakowan
i innych materialéw ogolnej uzytecznosci. Uzyskane przez doktorantke
wyniki wyraznie wskazujg, iz jony srebra wydajnie wigzg si¢ do motywoéw
palcow cynkowych zawierajacych reszty cysteinylowe w sposéb liniowy
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tworzgc wysoce stabilne kompleksy Ag,S, Zastapienie jonéw cynku jonami
srebra skutkuje dramatyczng zmiang geometrii koordynacyjnej i struktury
motywow palcow cynkowych powodujac rowniez zmiany strukturalne
1 funkcjonalne bialek cynkowych. Badania te wnoszg istotne informacje na
temat molekularnych podstaw toksycznosci jondw srebra i ich Zrodia jakim sg

calkowicie beztrosko coraz czesciej stosowane nanoczastki srebra.

Ostatnim problemem badawczym, ktoérym zajeta sie doktorantka byla
charakterystyka fizykochemiczna i strukturalna bogatych w reszty
cysteinylowe C-koncowych fragmentéw zaleznego od jonéw cynku czynnika
transkrypcji MTF1. Ten czynnik transkrypcji jest zaangazowany w metalo-
zalezna biosyntezg wielu bialek cynkowych majacych wplyw na homeostaze
Zn** w komérce. Uzyskane przez Doktorantke wyniki dowodza, ze ten
wysoce zachowany u wyzszych eukariontéw motyw jest zdolny do wigzania
Zn”" ze stala dysocjacji odpowiadajaca zakresowi stezen charakterystycznych
dla wolnych jonéw cynku w komérce. Dodatkowo wyniki badan
przeprowadzonych przez Doktorantke pokazaly, ze ten bogaty w reszty
cysteinylowe motyw palca cynkowego wigzac jony cynku moze w zaleznosci
od stezenia wolnych jonéw Zn** tworzyé monomery lub dimery. Przyjmujgc
mozliwos¢ oddzialywania formy dimerycznej z czasteczkami DNA
Doktorantka wskazata prawdopodobny mechanizm regulacji/kontroli
ekspresji biatek cynkowych poprzez zalezna od dostgpnosei wolnych jondw
cynku rownowag¢ monomeryczny - dimeryczny kompleks cynkowy
badanego bogatego W reszty cysteinylowe fragmentu czynnika
transkrypcyjnego MTF1.

Podsumowanie

Podsumowujac stwierdzam, ze zaré6wno cel ogdlny jak i zaproponowane
przez Doktorantke szczegblowe cele pracy zostaly osiggniete. Rezultaty
badan Doktorantki wnosza nowe znaczgce przyczynki do poznania biochemii
cynku, w szczegoOlnosci dotyczace zaleznosci sekwencja-struktura-stabilnosé
-funkcje dla motywow palcéw cynkowych i biatek cynkowych.
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Do najwazniejszych osiagnie¢ przedstawionej pracy doktorskiej nalezy:

- wykazanie istnienia motywéw palcow cynkowych z naturalnie zmienionymi
miejscami wigzania jonéw cynku, w ktérych wystepujg tylko trzy ligandy
pochodzace z biatka a czwarte (a czasami réwniez pigte) wolne miejsce
koordynacji zajmuje czasteczka wody,

-wykazanie, 2e zmieniajgc reszty aminokwasowe w  zakresie
nieustabilizowanej sekwencji motywéw palcéw cynkowych mozna wptywad
na termodynamiczng stabilno§¢ tych motywdéw z zachowaniem
funkcjonalnego faldowania BBo co w przysziosci moze byé wykorzystane
w inzynierii biatkowej

- wykazanie istotnych zmian strukturalnych motywow palcéw cynkowych po
zwigzaniu jonéw srebra jako istotnego mechanizmu molekulamego
moggcego tlumaczy¢ genotoksycznosé tych jonow 1 wskazujac na
konieczno$¢ rozszerzenia tych badan w kierunku innych bialek zawierajgcych
grupy tiolowe

Zwlaszcza w kontekscie coraz wigkszej dostepnosci nanoczgstek srebra w
$rodowisku.

- wykazanie zalezne] od stezenia jonow cynku dimeryzacji bogatego w reszty
cysteinylowe fragmentu bialka MTF1 jako nowego molekularnego
mechanizmu kontroli/regulacji Zn** przez czynnik transkrypeyjny MTF1.

Drobne potknigcia jak na przyktad niefortunne sformutowania, czy tez drobne
bledy gramatyczne, literaturowe czy stylistyczne nie umniejszaja mojej
bardzo dobrej oceny przedstawionych osiggnie¢ naukowych Pani mgr
Katarzyny Kluski. Mam jedna uwage formalng. Ot6z ze wzgledu na przyjety
przez Doktorantk¢ sposoéb przedstawienia wynikéw badafi zwigzanych z
tematykg pracy a uwzgledniajacy w pewnym stopniu réwniez badania
przeprowadzone przez innych wspdlautoréw koficowych publikacji ocena
pracy wykonanej przez sama Doktorantke by! utrudniony chociaz nie
niemozliwy. Mam réwniez pytanie i prosbe do Doktorantki aby w czasie
obrony przyblizyla nam sugerowane obecnie w literaturze mechanizmy
toksycznego dzialania nanoczastek zwlaszcza nanoczgstek metali, poniewaz

zabrakto mi takiego rozdzialu w pracy.
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Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska zostala przygotowana
w sposéb bardzo staranny od strony merytorycznej 1 edytorskiej. Zawiera pelng
dokumentacje przeprowadzonych badan, ciekawg 1 rzetelna dyskusje
uzyskanych wynikéw, poprawnie sformulowane wnioski. Wszystkie schematy
tabele i rysunki zostaly wykonane z ogromng starannoscia. Postawione cele
pracy zostaly zrealizowane a otrzymane przez Autorke wyniki badan poszerzaja
naszg wiedze z zakresu chemii koordynacyjnej 1 chemii biologicznej cynku
wnoszac cenne informacje w zakresie wplywu zmiennosci sekwencyjne] w
motywach palcow cynkowych na ich wilasciwosci koordynacyjne, strukture 1
stabilno$¢ oraz w zakresie badan nad toksyczno$cig i cytotoksycznoscig
nanoczastek srebra. Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska w pelni spelnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim zawarte w
art. 186 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pozn. zm.) oraz uchwale nr 131/2019 Senatu
Uniwersytetu Wroctawskiego. W zwigzku z tym, z pelnym przekonaniem
stawiam wniosek do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Katarzyny Kluski do
dalszych etapoéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorgc pod uwage
wysoki poziom merytoryczny rozprawy i jej wyjgtkowo staranne opracowanie
oraz fakt, iz otrzymane wyniki zostaty juz opublikowane w pieciu artykutach

w prestizowych czasopismach wnosze o jej wyroznienie.
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