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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Kluski
pt.: ,Wptyw zmiennosci sekwencyjnej w motywach palcéw cynkowych na ich wiasciwosci koordynacyjne,
strukture oraz stabilnos$¢” wykonanej w Zakiadzie Chemii Biologicznej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Artura Krezela

Motyw palca cynkowego to odmiana domeny biatkowe] wystepujacej w biatkach. Bierze ona bezposredni udziat w
oddziatywaniu z czasteczkg kwasu DNA. Obecnoé¢ jonu cynku Zn?* jest kluczowa dla stabilnosci domeny i
prawidtowej budowy. Palec cynkowy sktada sie z dwdch antyréwnolegtych B-kartek i a-helisy (struktura BBa
stabilizowang przez jon Zn?*). Struktura kazdej domeny jest wysoce konserwatywna ewolucyjnie. Pojecie palca
cynkowego pierwotnie zostat uzyty do opisania podobnej do palca hipotetycznej struktury pochodzacej z czynnika
transkrypcyjnego IlIA (TFIIIA) zaby szponiastej. W rzeczywistosci motyw palca cynkowego mozna przyréwnac do
budowy reki cztowieka gdzie dton to rusztowanie dwoch B-kartek a zwiniete palce to a-helisa. Wystajacy kciuk to
wypetlenie faricucha polipeptydowego, pomiedzy dwoma B-niémi, o rdéznej dtugosci, ktdry stat sie podstawa do
nazwania biatkowego motywu strukturalnego ,palcem cynkowym”. W biologii strukturalnej to z resztg nie jedyny
motyw strukturalny przyréwnany do reki cztowieka. Nalezy do nich réwniez motyw dtoni EF, w ktdrym ustawienie
helis E i F wyglada tak jak palec wskazujacy i kciuk prawej reki. Obydwa motywy strukturalne sa odpowiedzialne za
wigzanie jondw metali. Przestrzenne, charakterystyczne utozenie a-helis w motywie helix-loop-helix oddziatujgcym z
kwasem DNA jest rowniez przyréwnywany do utozenia kciuka i palca wskazujgcego w dfoni cztowieka. Motyw reki i
palcéw znalazt swoje zastosowanie nie tylko w biologii strukturalnej ale takze w literaturze (np. ,Palcem w bucie”
Jana Brzechwy, ,Malec-Palec” braci Grimm itd.), sztuce (np. ,Stworzenie Adama” Michata Aniofa w kaplicy
Sykstyniskiej), filmie (np. , The Hand of God” w rezyserii Paolo Sorrentino) czy w codziennych powiedzeniach (np. sam
jak palec — samotny; palec bozy — los; mie¢ w matym palcu — znaé sie, owija¢ wokét palca - podporzadkowywag).
Szczegodlnie dla sztuki sredniowiecza bardzo charakterystyczny byt tzw. motyw manus Dei, czyli reki Boga - symbol
boskiej interwencji w ludzkie sprawy. Nieco podobny do motywu reki Boga, w swojej symbolice, jest motyw reki z
palcem cynkowym, ktéry wigzac sie do kwasu DNA warunkuje interwencje w ludzkie sprawy czyli kontrole nad
materiatem genetycznym cztowieka. Aby poznaé nature owej boskiej interwencji niezbedne sg wszechstronne
badania fizykochemiczne i biologiczne w ktérych nurt wpisuje sie praca doktorska pani mgr inz. Katarzyny Kluski.

Rozprawa doktorska zostata wykonana pod opiekg prof. dr hab. Artura Krezela na Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego. Cato$¢ rozprawy obejmuje 157 stron maszynopisu i podzielona jest na osiem
gtéwnych rozdziatéw (tj. wstep literaturowy, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie,
zataczniki i literature). Rozdzialy te poprzedza streszczenie oraz bardzo przydatny wykaz uzywanych skrétéw. Spis
pismiennictwa obejmuje 262 pozycje (14 stron) a okoto 8% z nich to odniesienia do publikacji wspétautorstwa

1



UNIWERSYTET GDANSKI chemalg

promotora Doktorantki. W pracy umieszczono kilka tabel, kilkanascie kolorowych rysunkéw i widm, ktére znacznie
utatwity zrozumienie przedstawionych wynikow. Praca ma uktad typowy dla prac z zakresu nauk Scistych i
przyrodniczych. Napisana jest w jezyku angielskim, w sposdb poprawny i przystepny. Na szczegdlng pochwale
zastuguja wyjatkowo estetyczne i bardzo profesjonalne rysunki, ktérych rozdzielczos¢ jest wyjgtkowo wysoka a
kolorystyka ma odpowiednie znaczenie. Te elementy edytorskie sprawity, ze prace przeczytatam z duzym
zrozumieniem i z wielkg przyjemnoscig. W pracy znalaztam nieliczne btedy edycyjne ktére w zaden sposéb nie
wptywajg na moja wysoka ocene recenzowanej pracy doktorskiej (np. brak oznaczen C-E w podpisie rysunku 4, str.
28; na rysunku 13 jeden atom azotu powinien by¢ siarka (CCHC) oraz schematycznie zaznaczone wigzania majg rézne
dtugosci; widma CD mogty by mie¢ jednakowg skale eliptycznosci molowej dla poréwnywanych widm; stowo
,geotaxis” zamiast ,genotoxicity” na stronie 134), Szczegdlng uwage zwracajg dfugie podziekowania, skierowane do
promotora, wspdtpracownikow, przyjaciot i rodziny. Ich tres¢ wskazuje, ze Doktorantka potrafi wspdtpracowac z
wieloma osobami z réznych czesci $wiata, nie zapominajac przy tym o swoich korzeniach rodzinnych.

Mgr inz. Katarzyna Kluska na poczatku swojej pracy przedstawita w sposéb mozliwie syntetyczny, informacje
na temat biologicznej i fizjologicznej roli jondw cynku Zn** u ssakéw, budowy miejsc koordynujgcych, biatek
zawierajgcych motywy palcdw cynkowych oraz na temat toksycznosci jondw Ag*. Ze szczegdlnym zainteresowaniem,
jako potencjalny uzytkownik suplementéw diety, przeczytatam fragment o niewtasciwych procesach fizjologicznych
zachodzacych pod wptywem zmniejszonego lub zwigkszonego stezenia jondw Zn?** u ssakéw. Natomiast jako
potencjalnego uzytkownika nanomateriatéw zaniepokoity mnie informacje na temat negatywnego wptywu jondéw
Ag* na organizmy zywe. llo$¢ informacji, przedstawiona jedynie na 26 stronach i obejmujaca 176 odnosnikow
literaturowych, jest doprawdy imponujgca! Bardzo pozytywnie oceniam réwniez strukture wstepu, w ktérym w
kolejnych podrozdziatach nastepuje coraz wieksza ztozonos¢ opisywanych tresci. Wstep pracy doktorskiej mgr inz.
Kluski to doskonate kompendium wiedzy na temat roli jonéw Zn** w prawidtowym funkcjonowaniu organizmu oraz
na temat budowy i funkcji biologicznych biatek posiadajgcych motyw palcow cynkowych. Po lekturze tej czesci pracy
doktorskiej nasunety mi sie nastepujgce pytania: (i) jaka jest rola jondw Zn** w regulacji odpowiedzi
immunologiczne] organizmu zywego? (ii) czy moina powiedzie¢, ze podwdjne palce cynkowe (np. HIT),
przedstawione na rysunku 5 (str. 30) tworzg wyzszego rzedu motyw strukturalny klucza greckiego? (iii) o jakich
wigzaniach wodorowych mowa w zdaniu (7 wiersz od dotu) na stronie 32? (iv) Czy Doktorantka mogtaby na
podstawie uzyskanej w ostatnich latach wiedzy, na temat budowy palcow cynkowych, zaproponowa¢ wymogi
strukturalne i sekwencyjne ,sztucznego” biatka z motywem palca cynkowego, ktdre niczym wspomniana manus Dei,
mogtoby wyjatkowo selektywnie witgczyé lub wytgczy¢ okreslony gen (pytanie nawigzuje do ostatniego zdania na
stronie 33)? (v) Czy, wobec danych na temat toksycznego dziatania nanoczastek srebra, nalezatoby odchodzi¢ od ich
stosowania w przemysle i medycynie? Czy istnieje ryzyko, ze niczym historia o ,radowych dziewczynach”, sytuacja
sie powtorzy?

Lektura wstepu teoretycznego pracy doktorskiej mgr inz. Kluski wskazata, ze informacje na temat
fizykochemicznej charakterystyki palcow cynkowych koordynujgcych jony Zn?* lub Ag* oraz biatek ze strukturalnymi
miejscami wigzania cynku sg niewystarczajagce do petnego poznania mechanizmu stabilizacji tych biatek a tym
samym ich roli fizjologicznej. Dlatego, postanowita uzupetni¢ braki wiedzy w tym zakresie, wykonujac szereg badan
w ramach swojej pracy doktorskiej. Pani Kluska postawita sobie kilka celi badawczych do ktérych nalezaty: (i)
zbadanie zaleznosci pomiedzy sekwencjg, strukturg a stabilnoscig w palcach cynkowych; (ii) poznanie wptywu
jonéw Ag* na strukture, geometrie oraz stabilnosé zmiennych sekwencyjnie palcéw cynkowych oraz (iii)
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charakterystyka fizykochemiczna i strukturalna domeny pochodzacej z ludzkiego biatka MTF1, posiadajgca motyw
palca cynkowego CCHH.

Kolejny rozdziat pracy, zatytutowany ,Materiaty i metody”, zostat przez Doktorantke podzielony na 18(!)
czesci (23 strony), ktére oddajg réznorodnosc technik badawczych zastosowanych w recenzowanej dysertacji. Pani
mgr inz. Kluska uzyta w mojej opinii wtasciwych metod i procedur wymaganych przy badaniach oddziatywan jonéw
metali z peptydami/biatkami do ktérych nalezaty, w duzym uproszczeniu: (i) synteza peptydéw na nosniku statym,
(i) nadprodukcja biatek w systemie bakteryjnym, (iii) metody spektroskopowe: UV-VIS, CD, XAS, (iv) metody
spektrometrii mas, (v) techniki chromatograficzne: SEC i HPLC oraz (vi) metody kalorymetryczne: ITC. Wszystkie
czynnosci zostaty dokfadnie opisane i na pewno beda stuzyly mtodszym kolezankom i kolegom jako Zrédto
~gotowych procedur” w ich badaniach. Zabrakto jedynie petnych informacji na temat ilosci trajektorii podczas
obliczern MD oraz struktur startowych i pH w jakim prowadzone byty obliczenia, co moze mieé¢ znaczenie w
przypadku stanu sprotonowania reszt histynylowych (str. 49) . Nie znalaztam réwniez informacji na temat krzywej
kalibracyjnej dla pomiaréw SEC (str. 70)? Jaki standard byt zastosowany w analizie SEC? Oprécz informaciji
technicznych o wykonanych eksperymentach w tej czesci pracy wyjasnione zostaty podstawy teoretyczne
zastosowanych technik badawczych, co gwarantuje prawidtowe rozumienie stosowanych przez Doktorantke technik
eksperymentalnych.

Nastepny gtéwny rozdziat rozprawy doktorskiej zatytutowany zostat ,Wyniki” i zostat podzielony przez
Doktorantke na cztery zasadnicze czesci tj.: (i) charakterystyka termodynamiczna i strukturalna klasycznych
motywow palcéw cynkowych; (ii) badanie wigzania jonéw Zn** do naturalnie wystepujacych palcéw cynkowych; (iii)
wigzanie jondéw Ag* do réinych palcdw cynkowych i zbadanie wptywu tych jondw na strukture palcdw cynkowych
oraz; (iv) wtasciwosci wigzania jondw Zn** do motywu bogatego w cysteiny pochodzacego z ludzkiego biatka MTF1.
W pierwszym podrozdziale mgr inz. Kluska wybrata dwa modele peptydowe palcéw cynkowych tj. Cp1-1991 oraz
Cp1-2015. Sekwencja aminokwasowa obu peptydéw rézni sie nieznacznie ale za to ich stabilno$¢ jest wyraznie
rozna. Dlatego Doktorantka postanowita zastapi¢ pojedyncze lub potréjne reszty aminokwasowe w peptydzie Cpl,
resztami wystepujacymi w peptydzie Cp1-2015. Przeprowadzita badania strukturalne CD dla dziesieciu, wczesniej
zsyntetyzowanych peptyddw, ktére zmieniaty swojg strukture pod wptywem koordynacji jonéw Zn** ale nie wskazaty
wyraznych réznic w strukturze drugorzedowej miedzy sobg. Nastepnie, na podstawie badan potencjometrycznych z
jonami Co* i wyznaczonych izoterm wigzania jondw Zn?* obliczyta wartoéci statej dysocjacji oraz parametry
termodynamiczne. Na podstawie uzyskanych wynikéw wywnioskowata, ie wigzanie jonéw Zn?** do badanych
peptyddw jest bardzo silne i wynika ono z korzystnej zmiany czynnika entropowego. Na podstawie analizy
strukturalnej palcéw cynkowych uzyskanych po MD zauwaiyta, ze w peptydach o obnizonej stabilnosci,
okreslone/zmienione reszty aminokwasowe nie tworzg wigzari wodorowych stabilizujgcych odziatywar pomiedzy a-
helisg a B-kartka, co wptywa na obnizenie ich stabilnoéci termodynamicznej. Do tej czesci pracy mam dwa pytania: (i)
pierwsze dotyczy wprowadzonych zmian do sekwencji peptydu Cp1-1991. Poniewaz w pracy przedstawione sa
struktury przestrzenne palcéw cynkowych w reprezentacji wstegowej (rysunek 27) to nie widaé¢ czy w badanych
strukturach tworza sie mostki solne pomiedzy przeciwnie natadowanymi resztami. Czy obecno$¢ lub brak takich
aminokwaséw mogta wptynaé na obnizong stabilno$¢é? (ii) jakiej technik eksperymentalnej mozna by uzyé w celu
wyznaczenia doktadnej struktury przestrzennej badanych palcéw cynkowych.
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W podrozdziale (ii) mgr inz. Kluska opisata swoje prace nad analizg sekwencji motywow palcéw cynkowych
zdeponowanych w bazie UniProt w biatkach bedacych ludzkimi lub mysimi czynnikami transkrypcyjnymi. Zauwazyta,
ze ok 10% z nich zawiera naturalne mutacje, zaburzajace sfere koordynacyjng cynku. Postanowita sprawdzic jak te
mutacje wplywaja na stabilno$¢ termodynamiczng i konformacyjna dla dziewieciu z nich. W tym celu, podobnie jak
wczesniej zsyntetyzowata i oczyscita peptydy o odpowiedniej sekwencji zgodnej z UniProt. Przeprowadzita dla nich
podobne badania fizykochemiczne jak dla wczesniejszej grupy peptydow. Jedynie zamiast wyznaczania izoterm
wykonata testy konkurencyjnosci koordynacji jondw Zn?* z meatalotioneing i palcami cynkowymi. Uzyskane wyniki
pokazaty, ze w przypadku tych drugich pozbawienie jednej reszty cysteinylowej zmniejsza stabilnos¢ struktury o ok.
4 do 5 rzeddw wielkoéci w poréwnaniu do palcéw cynkowych z petnym zestawem reszt koordynujacych jony Zn?'.
Dodatkowo wyniki tych badan pokazaty, ze ,niepetne” motywy palcéw cynkowych, pozbawione reszty Cys, tworzg
kompleksy ZnL i koordynujg, jako czwarte lub pigte miejsce koordynacyjne, czagsteczke/ki wody. Dla palcow
cynkowych posiadajgcych mutacje w miejscu reszty histydynylowej tworzg sie kompleksy typu ZnL; i ZnL. Podobnie
kompleksy ZnL koordynujg jako czwarte miejsce koordynacyjne czgsteczke wody. Wyniki badan transferu jonéw Zn**
pomiedzy palcami cynkowymi a metalotioneing pokazaty natomiast, ze w zaleznosci od sekwencji aminokwasowej w
motywie palcdw cynkowych, sfery koordynacyjne mogty by¢ wysycone lub niewysycone w obecnosci biatka. Oznacza
to, ze wystepowanie ,niepetnych” motywow palcow cynkowych w czynnikach transkrypcyjnych moze miec
znaczenie regulatorowe w funkcjonowaniu organizmoéw. Czy rzeczywiécie takowe posiada? Czy wiadomo z doniesien
literaturowych jak in vivo dziatajg czynniki transkrypcyjne z badanymi przez mgr inz. Kluske palcami cynkowymi?
Warto na koniec podkresli¢, ze tego typu struktury w ktérych tylko trzy miejsca koordynacyjne w placach cynkowych
pochodza z biatka a pozostate sg zapetnione przez czgsteczki wody nie zostaty dotychczas odkryte a ich istnienie
opisata mgr inz. Katarzyna Kluska.

W kolejnej czesci dysertacji Doktorantka zbadata wptyw jondéw Ag* na strukture i wigzanie sie do palcéw
cynkowych. Na poczatku, podobnie jak we wczesniejszych eksperymentach zsyntetyzowata pieé rdéinych wersji
peptydu Cp1-2015 w ktérym dokonata substytucji niektdrych reszt aminokwasowych przez inne reszty koordynujgce
lub niekoordynujace jony metali. Tutaj nasuwa sie pytanie dlaczego do badari wybrana zostata alanina a nie inny
aminokwas? W swoich pracach p. Kluska wykorzystata oprécz wczesniej wymienionych technik réwniez
spektroskopie XAS, spektrometrie mas oraz przeniesienia jonow Ag' do jonodw CN-. W tej czesci pracy opisata
rowniez eksperyment wykonany przez naukowcow z Wegier a ktéry polegat na badaniu zmian geometrii wigzania
metalu oraz zmian konformacyjnych biatka 1IMEY# (Doktorantka samodzielnie otrzymata biatko), posiadajacego trzy
wysycone jonami Zn** domeny palcéw cynkowych i bedgcego w kompleksie z DNA podczas miareczkowania jonami
srebra Ag* w obecnosci PAR. Przeprowadzone eksperymenty pokazaty, ze jony Ag* tworzg stabilne i silne kompleksy
z palcami cynkowymi i dodatkowo wypierajg jony Zn** zmieniajac je w palce srebrowe. Nowoutworzone struktury
przestrzenne sg znacznie zmienione w stosunku do charakterystycznej struktury motywu palca cynkowego, co
najprawdopodobniej wptywa na genotoksycznos$¢ jondw Ag*. Wyniki badan opisanych w tej czesci badan s3 w mojej
opinii najbardziej interesujace w catej rozprawie. Zastosowane zostaty réwniez ciekawe rozwigzania techniczne ktoére
symulujg uktad wystepujgcy w komérce. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w jednych z najlepszych czasopism
chemicznych Andegew. Chem. Int. Ed. (IF 15,34) oraz w Chem. Comm. (Camb.) (IF 6,22) a Doktorantka jest w nich
pierwszym autorem.

W ostatnim podrozdziale mgr inz. Kluska zbadata wigzanie sie jonéw Zn** do motywu bogatego w cysteiny
pochodzacego z ludzkiego biatka MTF1. Biatko to posrednio uczestniczy w regulacji stezenia jondw cynku w komarce
i posiada na C-koncu unikalny motyw bogaty w reszty Cys, zwany klastrem cysteinowym. Z uwagi na to, ze motyw
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ten jest wysoce konserwowany u wyzszych eukariontéw oraz, ze nie istniejg doniesienia literaturowe na temat
struktury i roli klastra cysteinowego, dlatego tez problem ten postanowita zbadaé¢ mgr inz. Kluska. Na poczatku,
podobnie jak w poprzednich pracach zsyntetyzowata i oczysicita 7 peptyddw. Wsrdd nich byt krétszy i dtuzszy C-
koricowy fragment biatka MTF1 oraz jego analogi alaninowe. Do badari wykorzystata wczesniej uzywane techniki
eksperymentalne. Doktorantka pokazata, ze motyw klastra cysteinowego zdolny jest do wigzania jonéw Zn** z
powinowactwem zblizonym do motywéw palcéw cynkowych. Doktorantka pokazata réwniez, ze klaster cysteinowy
podczas koordynacji Zn®* tworzy dimer (z centrum dwujadrowym), ktérego obecnoié jest scisle zwigzana z
dostgpnoscig wolnych jondw Zn?* w uktadzie. Ciekawe jest czy homodimeryzacji, wedtug tego samego mechanizmu,
moze ulega¢ rowniez petnej dtugosci biatko MTF1? Przeprowadzone badania sugeruja, ze klaster cysteinowy moze
bra¢ udziat w aktywacji ludzkiego biatka MTF1 i jego translokacji do jadra komérkowego, czy planowane s3 badania
biologiczne weryfikujgce tg hipoteze?

Lektura kolejnego rozdziatu pt. ,Dyskusje” wskazata na bardzo duig dojrzato$¢ naukowa mgr inz. Katarzyny
Kluski. W kolejnych podrozdziatach przedstawita wyniki swoich badari w odniesieniu do danych literaturowych lub
do wynikéw strukturalnych z MD uzyskanych przez zespdl prof. Krezela. Badania MD sa (tak wywnioskowatam)
tematem pracy doktorskiej pana Manuela Peris-Diaz’a ale zostaty uwzglednione w pracy doktorskiej mgr inz. Kluski
do przeprowadzenia szczegétowej dyskusji wynikéw. Moze warto by, na podstawie uzyskanych struktur MD palcéw
cynkowych wygenerowaé¢ teoretyczne widma CD i poréwnaé je z tymi otrzymanymi przed mgr inz. Kluske?
Pozwolitoby to na jeszcze lepsze zrozumienie zaleznosci strukturalnych uktadéw badanych przez mgr. inz. Kluske.
Catos¢ rozprawy koriczy rozdziat zatytutowany ,Wnioski i perspektywy na przysztoé¢” w ktérym Doktorantka kresli
mozliwosci wykonania nowych eksperymentéw, ktére umozliwityby odpowiedz na wiele nowopowstatych pytan.
Prac doktorska p. Kluski tylko potwierdzita, ze motyw reki i palcow to wcigz niewyczerpany temat obejmujacy rézne
dziedziny nauki i sztuki.

Reasumujgc, uwazam, ze tematyka recenzowane] pracy doktorskiej jest bardzo interesujgca, czeéé
doswiadczalna pracy doktorskiej zostata doskonale zaplanowana, wyniki zinterpretowane poprawnie a cele pracy
zostaty w petni zrealizowane. Rozprawa mgr inz. Katarzyn Kluski zawiera bogaty, solidny i wartosciowy materiat
dodwiadczalny. Czytajac rozprawe mozina zauwazyé ogrom pracy Doktorantki jaka wioiyta w realizacje
poszczegblnych zadarh oraz w interpretacje i dyskusje wynikéw. Nalezy réwniez zwrécié uwage na iloéé
zastosowanych przez Doktorantke rdéznigcych sie od siebie technik i procedur badawczych. Biorgc pod uwage
powyzsze fakty stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z artykutem 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z
2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011r. Nr 84, poz. 455). W tym odniesieniu wnosze do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr inz. Katarzyny Kluski do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne.

Ponadto, majgc na wzgledzie wktad pracy Doktorantki w uzyskanie nowych w skali éwiatowej wynikéw badan,
dotyczacych wiasciwosci fizykochemicznych i koordynacyjnych motywéw palcéw srebrowych oraz cynkowych z
trzema, biatkowymi miejscami koordynacji a takze badan klatek cysteinowych ludzkiego biatka MTF1 oraz ich petnej
charakterystyki strukturalnej, zwracam sie do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyrdznienie tej rozprawy.
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