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Recenzja pracy doktorskiej mgr Justyny Czyrko-Horczak
pt.: ,Charakterystyka biochemiczna i strukturalna hydrolaz S-adenozylo- L-homocysteiny
pochodzacych z wybranych mikroorganizmow”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem dr. hab. Krzysztofa
Brzezinskiego. Jest to zbior trzech publikacji poprzedzony szczegétowym opisem zadan
wykonywanych przez doktorantke. Dotycza one charakterystyki biochemicznej i strukturalne;
hydrolaz S-adenozylo-L-homocysteiny (SAHaz) pochodzacych z trzech organizméw bakteryjnych:
Thermotoga maritima, Pseudomonas aeruginosa i Cytophaga hutchinsonii.

Biatko SAHaza jest enzymem wystepujacym we wszystkich organizmach. Zaangazowane
jest w proces regulacji metylacji, niezbednej dla prawidtowego funkcjonowania organizmu reakcji
zachodzacej w komoérce. SAHaza rozklada czasteczke S-adenozylo-L-homocysteiny (SAH), ktora
jest produktem i jednoczesnie inhibitorem procesu metylacji. Jego akumulacja moze powodowac
nieprawidlowe funkcjonowanie komérki, dlatego regulacja jego poziomu jest tak istotna. SAHaza
rozktada SAH do adenozyny i L-homocysteiny, ktdre nastepnie sa wlaczane w inne szlaki
metaboliczne. Enzym do swej aktywnoSci wymaga zwigzania kofaktora dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego w formie utlenionej (NAD"). Ma réwniez zdolnos¢ przeprowadzania
reakcji odwrotnej, syntezy SAH, i w warunkach in vitro aktywno$¢ ta dominuje nad aktywnoscig
hydrolityczna.

SAHazy ze wzgledu na ich istotna role w prawidlowym funkcjonowaniu komorki sg
atrakcyjnym celem badan biomedycznych. Selektywne zahamowanie ich aktywnosci pozwoliloby
na walke z patogennymi organizmami. Niestety enzymy te wykazuja duze podobienstwo
strukturalne niezaleznie od organizmu, co utrudnia projektowanie specyficznych inhibitoréw. Z
tego wzgledu rozwoj innych strategii jest niezbedny. W laboratorium kierowanym przez dr. hab.
Krzysztofa Brzezinskiego prowadzone sa badania, ktére maja odpowiedzie¢ na pytanie, czy
mozliwe jest znalezienie r6znic biochemicznych i strukturalnych pomiedzy SAHaza ludzky a
SAHazami bakteryjnymi.

Mgr Justyna Czyrko-Horczak, w ramach doktoratu, skupila swoja uwage na SAHazach
bakteryjnych. Do recenzji przedstawila trzy prace eksperymentalne o lgcznym IF ok. 10.
Prezentowana tematyka jest sp6jna a zadania badawcze oraz udziat doktorantki w poszczegolnych



publikacjach jasno okreslony. W pierwszej publikacji doktorantka jest drugim autorem a w dwéch
pozostalych pierwszym. Na podstawie oSwiadczen autoréw mozna stwierdzi¢, ze w przypadku
dwdch pierwszych artykuléw doktorantka miata znaczacy wklad w cze$¢ biochemiczng, a w
trzecim artykule jej rola byla kluczowa.

Praca doktorska rozpoczyna sie opisem osiggniecia naukowego, ktéry jest podzielony
wedlug schematu: wstep, cele naukowe, metodyka badan oraz oméwienie wynikéw badan. Jest to
podziat klasyczny spotykany czesto w opracowaniach naukowych. W mojej opinii, opis ten czyta
sie jednak z pewnym utrudnieniem. Informacje zwigzane z danym projektem sg porozrzucane,
niesciste, niejasne lub powtarzajace sie. Przykladowo w metodyce badan doktorantka nie umiescita,
ze przeprowadzala test inaktywacji PaSAHazy przy uzyciu 2’-deoksyadenozyny w obecnos$ci jondw
Rb" oraz K" ale przy omawianiu wynikéw juz tak. Z kolei w celach naukowych dwukrotnie je
wymienia. Doktorantka nie uniknela réwniez bledéw stylistycznych, jezykowych czy
merytorycznych. Przykladowo (strona 20, drugi akapit): ,,W przypadku badania aktywnosci
syntetycznej SAHazy z T. maritima (...)”. Doktorantce chodzilo raczej o syntetyczng aktywno$¢
SAHazy a nie o syntetyczng SAHaze. Kolejny przykiad to (strona 23, drugi akapit): ,,Ré6wnolegle z
prowadzonymi przeze mnie badaniami dr hab. Krzysztof Brzezinski rozwigzal struktury
krystaliczne iTmSAHazy w kompleksie z NAD" oraz NAD'/Ado.” Doktorantce chodzito raczej o
forme zredukowang kofaktora NADH? Nie zgadzam sie ze zdaniem (strona 21, drugi akapit):
,Uzyskany model zostal automatycznie wbudowany w mape gestosci elektronowej (...)”. Czy
doktorantka moglaby wyjasnic¢ to zdanie lub przedstawi¢ poprawna wersje?

Pierwsza praca przedstawiona do oceny zostala opublikowana w International Journal of
Biological Macromolecules (IF ok. 5,2). Dotyczy ona procesu termoaktywacji SAHazy
pochodzacej z bakterii termofilnej Thermotoga maritima. W ramach wykonywanych zadan
doktorantka byta zaangazowana w proces ekspresji i oczyszczania biatka, badania jego aktywnosci
katalitycznej oraz przeprowadzenie pomiaréw dystrybucji wielko$ci czasteczek biatka w roztworze
technika dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS). Wykonala réwniez serie porownan struktur
krystalicznych tego enzymu. Na poczatku swoich badan, doktorantka otrzymata preparat, ktory,
pomimo wysokiej czystosci, nie wykazywat aktywnosci katalitycznej. Ze wzglad na ekstremofilny
profil organizmu, z ktérego pochodzi enzym, sprawdzila jego aktywnos¢ w wyzszych
temperaturach. W tym celu wykorzystata aktywnos¢ syntetyczna enzymu oraz chromatografie
HPLC do rozdziatu substratéw i produktow reakcji. W przeprowadzonych testach enzym nadal byt
nieaktywny. Na podstawie struktury krystalicznej uzyskanej przez dr. hab. Krzysztofa
Brzeziniskiego oraz wykonaniu przez doktorantke analizy stopnia utlenienia kofaktora, mgr Justyna
Czyrko-Horczak zaproponowata wytlumaczenie tego zjawiska. Brak aktywnosci enzymu wynika z
niepoprawnego ulozenia poszczegdlnych domen podjednostki biatka wzgledem siebie, zwigzania
kofaktora w formie zredukowanej oraz wystepowania dwéch podjednostek enzymu w formie
zamknietej, co uniemozliwia wigzanie substratow. Na tej podstawie uproscila proces oczyszczania
enzymu poprzez pominiecie etapu wymywania ligandéw, a badania aktywnosci enzymu
wykonywala z dodatkiem kofaktora w formie utlenionej. Przeprowadzone testy wykazaly, Ze enzym
jest aktywny, ale tylko w wysokiej temperaturze i w obecnosci NAD". W ten sposéb doktorantka
potwierdzila swoje zatozenia, w ktérym enzym musi by¢ termoaktywowany, poniewaz tylko wtedy
prawidtowo sie falduje i w efekcie ma zdolno$¢ wigzania wszystkich ligandéw i przeprowadzania
reakcji enzymatycznej. Dodatkowo doktorantka prze$ledzita zmiany konformacyjne enzymu w
roztworze poprzez pomiary wielko$ci biatka metoda DLS w r6znych warunkach temperaturowych.



Druga zalaczona publikacja zostata opublikowana w Scientific Reports (IF ok. 4) i dotyczy
identyfikacji i wyjasnienia roli kationow metali alkalicznych oraz cynku w aktywnosci i inhibicji
SAHazy z P. aeruginosa (PaSAHaza). Cel tych badan zostal sformulowany na podstawie analizy
struktur krystalicznych SAHaz, w ktorych w wiekszosci przypadkow biatko przyjmowato
konformacje zamknietg, ze zwigzanymi czasteczkami adenozyny (produkt reakcji hydrolizy SAH)
oraz jonami jednowarto$ciowymi zlokalizowanymi w bliskiej odleglosci od miejsca wigzania
substratéw. Jedynie w kilku przypadkach enzym wykrystalizowal w formie otwartej bez
zwiazanych kationéw czy substratow/produktow. Na tej podstawie doktorantka podjela sie
charakterystyki enzymatycznej SAHaz i okreslenia, ktéry jon/jony jednowartosciowe uczestniczg w
reakcji hydrolizy SAH i jaka jest ich rola w tym procesie. Badania rozpoczeta od produkcji i
oczyszczania  enzymu. Otrzymany  preparat bialkowy byl  nieaktywny.  Analiza
spektrofluorymetryczna stopnia utlenienia kofaktora wykazata, ze wystepuje on w formie utlenionej
wymaganej do aktywnosci enzymu. Fakt ten byl zastanawiajacy, poniewaz czynnik powodujacy
inhibicje enzymu pozostal niezidentyfikowany. Ponownie badania krystalograficzne
przeprowadzone przez dr. hab. Krzysztofa Brzezinskiego pozwolity na jego identyfikacje. Okazalo
sie, ze w poblizu regionu centrum aktywnego PaSAHazy znajduje sie jon Zn*, ktéry moze
hamowa¢ aktywnos¢ biatka. Doktorantka podjeta probe usuniecia kationu i udalo jej sie to dopiero
za pomoca odczynnika TPEN. Tak przygotowane biatko bylo aktywne i gotowe do ewaluacji
enzymatycznej. Badania kinetyki reakcji rozkladu SAH w obecnosci jonéw metali alkalicznych
wskazaly, ze w obecnosci jonow K, enzym osiaga maksymalng aktywno$¢, natomiast jony Rb*
inhibuja jego dzialanie. Na podstawie wynikow ITC, struktur krystalicznych, spektroskopii NMR
przeprowadzonych przez wspétautoréw publikacji i badan kinetyki muteiny GIln65Ala (wczesniej
otrzymanej przez doktorantke), a takze przesledzenia danych literaturowych, mgr Justyna Czyrko-
Horczak zaproponowala mechanizm, wedlig ktérego jony reguluja aktywnos¢ PaSAHazy.
Mianowicie jony K* zapewniaja odpowiednie wlasciwosci dynamiczne biatka. Optymalnie
stabilizuja kompleks enzym-substrat w konformacji zamknietej umozliwiajac zajscie reakcji
katalitycznej. W przypadku jonéw o mniejszym promieniu jonowym (Li* i Na') stabilizacja
kompleksu enzym-substrat jest stabsza. Dla jonéw Cs™ o wiekszym promieniu jonowym niz kation
K" kompleks tworzy sie mniej efektywnie. Z kolei jon Rb*, ktérego promien jonowy jest
nieznacznie wiekszy niz K', za mocno stabilizuje kompleks inhibujac dziatanie SAHazy. Swoje
zalozenia doktorantka udowodnila eksperymentalnie, S$ledzac tempo wymiany czasteczki
adenozyny na 2’-deoksyadenozyne oraz tempa wigzania 2’-deoksyadenozyny. Dla jonéw Zn*,
doktorantka, przeprowadzita ten sam eksperyment, ktory wykazal, ze jony, podobnie jak Rb",
inhibujg aktywnos¢ enzymu poprzez utrzymanie go w nieaktywnej, zamknietej konformacji.

W trzeciej publikacji, ktéra ukazala sie w Croatica Chemica Acta (IF ok. 0,8) doktorantka
przeprowadzila analize aktywnos$ci hydrolitycznej SAHazy z bakterii Cytophaga hutchinsonii
(ChSAHazy) oraz badania biokrystalograficzne tego enzymu. W trakcie wykonywanych prac
doktorantka miata problem z uzyskaniem odpowiednich ilosci biatka. Ustalila, Ze przyczyna byto
zbyt wysokie stezenie enzymu w roztworze powodujace jego wytracanie. Dlatego istotne bylo
utrzymywanie stezenia ChSAHazy ponizej 8 mg/mL. Analiza strukturalna wykazala, ze uzyskany
model jest podobny do wczesniej uzyskanych struktur krystalicznych SAHaz pochodzacych z
innych organizméw.

W mojej ocenie, w przypadku pierwszych dwoch artykutéw, mgr Justyna Czyrko-Horczak
uczestniczyla w interesujacych badaniach, w ktérych obserwacje krystalograficzne wzajemnie



wzbogacone byly badaniami biochemicznymi. Wysoko cenie takie podej$cie multidyscyplinarne,
swiadczgce o bardzo wysokim poziomie prowadzonych badan. Jest to réwniez odzwierciedlone w
randze czasopism, w ktorych ukazaly sie prezentowane doniesienia. W wykonywanych przez
doktorantke zadaniach najbardziej doceniam jej wklad w wyjasnienie roli jonéw
jednowartoéciowych i Zn®** w aktywno$ci PaSAHazy. Podjety cel byl ambitny i niezwykle
interesujacy. Jej wklad w zrozumienie procesu termoaktywacji enzymu z T. maritima jest réwniez
zauwazalny. W przypadku trzeciej publikacji, pomimo kluczowej roli doktorantki, ktéra wykazata
si¢ przede wszystkim znajomoscia warsztatu biokrystalograficznego, z naukowego punktu widzenia
cenie te¢ prace najmniej. Uwazam, ze podjecie krotkiej dyskusji uzyskanych wynikéw znacznie
wzbogaciloby te publikacje. By¢ moze doktorantka moglaby przeanalizowa¢ wyniki testu
enzymatycznego jak i obecno$¢ pseudotranslacji w szerszym kontekscie, poréwnac to z innymi
SAHazami?

Mam szereg pytan i uwag, ktore nasunely mi sie w trakcie recenzowania przedtozonego mi
do oceny doktoratu:
1. Czy doktorantka moglaby podsumowa¢ swoje wyniki w kontek$cie badan nad rozwojem
nowych strategii inhibicji SAHaz? Czy jej wyniki przyczynily sie do odwiedzi na pytanie o réznice
strukturalne i biochemiczne pomiedzy enzymem ludzkim a bakteryjnym?
2. Czy dzialanie bramki molekularnej jest niezalezne od konformacji biatka? Tzn. w formie
otwartej biatka bramka moze by¢ zamknieta a w formie zamknietej otwarta?
3. W kilku miejscach doktorantka napisata, Ze opracowata metode czy procedure. Chciatabym, aby
doktorantka uscislila, co miata na mysli. Jesli opracowata metode to co byto w niej nowatorskiego?
4. Jak doktorantka przygotowywata prébki do analizy HPLC?
5. Doktorantka do analizy stanéw oligomerycznych stosowata metode ultrafiltracji i sgczenia
molekularnego. Uwazam, ze metody te sa mato wiarygodne, w szczegélnosci ultrafiltracja. W
przypadku sgczenia molekularnego brakuje eksperymentu kontrolnego. Dlaczego doktorantka nie
wykonala zelu natywnego otrzymanych preparatéw? Jakie inne bardziej wiarygodne metody
moglaby wykorzysta¢ w tym celu?
6. Kontynuujac powyzszy watek. Doktorantka dla SAHazy z T. maritima wykonata pomiar za
pomocg techniki DLS. W Metodyce twierdzi, ze wykonata pomiar w zaleznosci od stezenia bialka.
Tego wyniku nie dopatrzytam sie w dalszej czesci doktoratu.
Ponadto Rysunek 4. nie rozni sie zasadniczo od tego przedstawionego w publikacji. Doktorantka
moglaby lepiej dostosowac skale osi x, z ktorej wéwczas mozna by odczyta¢ wartosci. Poza tym,
patrzgc na wykres, nie widac istotnych réznic pomiedzy preparatami biatka. Moge sie zgodzi¢, ze
maksima nie s3 w tym samym miejscu, ale w pomiarach DLS, wiele zalezy od warunkéw pomiaru,
ilosci wykonanych powtdrzen jak i samych obliczen. Z tego wzgledu brakuje mi szczegGlow
dotyczacych tego eksperymentu. Czy doktorantka moglaby przedstawi¢ informacje o ilosci
wykonanych powtérek, wykresy dystrybucji wielkosci od intensywnosci a takze podsumowanie
rezultatow danego pomiaru (np. obliczony promieri, masa, jako$¢ pomiaru, dyspersyjnos¢ probki)?
Czy doktorantka moglaby odnie$¢ te wyniki do struktur krystalicznych? Jakie sq réznice w
rozmiarach modeli nieaktywnej, otwartej i zamknietej formy biatka? Czy doktorantka brata pod
uwage, ze pomiar prowadzony w wyzszej temperaturze moze generowac przesuniecia piku?
7. Czy doktorantka zastanawiala sie dlaczego w preparacie nieaktywnej iTmSAHazy zwigzane byty
dwie czasteczki kofaktora w formie zredukowanej? Czy mégtby on odgrywac jakas role w procesie
zwijania sie biatka?



8. Dlaczego znajac doniesienia literaturowe doktorantka juz na samym poczatku nie podjeta préb
podgrzewania preparatu w trakcie jego oczyszczania?

9. Czy doktorantka moglaby przedstawi¢ procedure oczyszczania i krystalizacji aktywnej
TmSAHazy? Skad wiadomo, ze enzym jest aktywny, jezeli krystalizacja byla podejmowana
znacznie ponizej 358K? Wyniki doktorantki wskazuja, ze podgrzanie i schlodzenie enzymu nie
zapewnia aktywnosci enzymatycznej. Wykonujac testy aktywnosci enzymu w obecnoéci NAD", w
ktérym momencie doktorantka dodawata kofaktor?

10. Nie zgadzam sie z opisem wynikéw ITC wykonanych dla iTmSAHazy. W mojej opinii w
pomiarach ITC nie nastepowala zmiana stechiometrii wigzania ligandéw. Jest to jedynie spekulacja.
Dodatkowo, po podgrzaniu i schlodzeniu enzymu, obserwuje sie raczej zwiekszenie wkladu
entropowego a nie catkowita zmiana udziatu entalpowego na entropowy. Czy doktorantka mogtaby
sie do tego odnie$¢?

11. Rysunek 7. na osi y: brakuje jednostek.

12. Odnosnie badan nad PaSAHaza zastawia mnie obecnos¢ jonéw Zn* w strukturze. Na jakim
etapie uzyskiwania preparatu zostaly one zwigzane? Jesli miato to miejsce w komérce bakteryjnej
to dlaczego inne struktury SAHaz nie maja tego jonu? Czy bakterie P. aeruginosa moga mie¢
wytworzone jakies mechanizmy chronigce je przed inaktywacja enzymu?

13. Czy badano powinowactwo jonéw dla SAHaz? Co by sie wydarzylto, gdyby inkubowa¢ biatko z
mieszaning jonéw jednowarto$ciowych? Co zwigzaloby sie w strukturze?

14. Odnosnie upakowania czasteczek ChSAHazy: jak wplynie na siecig krystaliczng (czy zostalaby
zachowana grupa przestrzenna), zmiana wektor translacyjnego na 0, 0,5 0,5 lub gdyby 0§ tetrameru
ABA’B’ pokryla sie z osig Srubowg wzdhuz osi x?

Zanim przejde do wniosku koricowego chcialam wspomnie¢ o aktywnosci naukowej
doktorantki. Byta wykonawca w jednym projekcie naukowym NCN oraz jest wspétautorem dwoch
zgloszen patentowych. Aktywnie uczestniczyta w konferencjach naukowych oraz odbyla staz
naukowy w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w 2017 roku.

Podsumowujac, na podstawie przedstawionej pacy doktorskiej mgr Justyny Czyrko-
Horczak, moge stwierdzi¢, ze doktorantka wykazata sie umiejetnoscia poshigiwania si¢ technikami
biochemicznymi oraz biokrystalogrficznymi. Samodzielnie rozwigzala wiele probleméw
badawczych pokazujac swéj kunszt naukowy. Z tego wzgledu uwazam, ze w my$l Ustawy u o
stopniach naukowych i tytule naukowym z dn. 14 marca 2003 r. oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki i pézniejszymi zmianami ogloszonym w Dzienniku Ustaw z wrzesnia 2017 I., poz. 1789,
rozdz. 2, art. 13 przedlozona mi do oceny praca spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim i
wnosze o dopuszczenie mgr Justyny Czyrko-Horczak do dalszych etapéw postepowania przewodu
doktorskiego.
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