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

Przedstawiona mi do recenzji praca zostata wykonana pod kierunkiem dra hab.
Krzysztofa Brzeziriskiego w Laboratorium Biochemii i Biologii Strukturalnej na wydziale
Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku.

Przedmiotem badan doktorantki byty SAHazy pochodzace z trzech rdznych

organizméw, Thermatoga maritima, Pseudomonas aeuroginosa i Cytophaga hutchinsonii.
Enzym ten jest odpowiedzialny za rozktad S-adenozylo-L-homocysteiny, ktéra jest
inhibitorem proceséw metylacji w komoérkach cztowieka jak i wielu patogendw. Jak
wiadomo, prawidfowy przebieg proceséow metylacji odgrywa decydujaca role dla sprawnego
funkcjonowania komoarek. Selektywne zablokowanie aktywnosci SAHaz w organizmach
patogennych mogtoby prowadzi¢ do zahamowania lub spowolnienia proceséw metylacji, a
wiec stworzytoby mozliwos¢ walki z tymi organizmami na poziomie molekularnym.
Z kolei zbyt wysokie stezenie produktu reakcji hydrolizy SAH w komérkach ludzkich, L-
homocysteiny, jest kojarzone z wieloma chorobami tj: miazdzyca tetnic, chorobami
neurodegeneracyjnymi czy tez nowotworami. Wszystko to stanowi, iz SAHaza jest wcigz
interesujgcym obiektem badan. Literatura na temat SAHaz jest bogata, a struktury tego
enzymu s3 znane dla wielu organizmdéw, zaréwno eukariotycznych jak i bakteryjnych.
Przedstawione badania sg kontynuacja zainteresowan Promotora.

Przedtozona praca doktorska sktada sie ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzenia, celu i metodyki badan, skréotowego omowienia artykutéw wchodzacych w
sktad rozprawy, podsumowania oraz spisu literatury. Dotgczone zostaty rowniez trzy
publikacje, bedace przedmiotem oceny naukowej. S3 to oryginalne zespotowe prace
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naukowe z lat 2017-2018 opublikowane w czasopismach z listy Journal Citation Report:
International Journal of Biological Macromolecules, Scientific Reports oraz Croatica Chemica
Acta. Sumaryczny impact factor to 8,75, co jest wynikiem dobrym o ile nie bardzo dobrym.
Warto podkredli¢ spojnosé tematyczng prac jak i czasopism, w ktérych zostaty opublikowane.
W pierwszej pracy Doktorantka jest jednym ze wspotautoréw, w kolejnych dwoch pierwszym
autorem co wskazuje na Jej znaczacy udziat w prowadzeniu badan jak i przygotowaniu
manuskryptéw. Wszystkie zatgczone prace opisuja badania strukturalne i biochemiczne w/w
SAHaz. Jak wynika z zataczonych o$wiadczen w kazdej z prezentowanych prac Doktorantka
oczyscita biatka i przeprowadzita ich charakterystyke biochemiczng. W ostatnim artykule
Doktorantka miata okazje poznaé warsztat krystalograficzny i rozwigzata strukture SAHazy z
C. hutchinsonii.

Poniewaz kazda z prac byta wnikliwie analizowana i oceniana przez edytoréw oraz co
najmniej dwdch recenzentéw zrezygnuje z ich bardzo szczegdétowej oceny. S3 to solidnie
wykonane, dobre i bardzo dobre prace.

W pierwszej z omawianych prac (opublikowanej w International Journal of Biological
Macromolecules) opisano struktury SAHazy z T. maritima w kompleksie z adenozyng i
zredukowang formga kofaktora NADH, jak i z samym kofaktorem NADH. W obu przypadkach,
oczyszczone w temperaturze pokojowej biatko byto niepoprawnie sfatdowane i pozbawione
aktywnosci katalitycznej. Badania biochemiczne z wykorzystaniem miareczkowania
kalorymetrycznego ITC i DLS (ang. Dynamic Light Scattering) wykazaly, ze przywrdcenie
aktywnej konformacji nastepuje po podgrzaniu i inkubacji enzymu w 85 °C przy jednoczesnej
obecnoéci kofaktora w formie utlenionej NAD®, co jest ciekawym ale i troche oczekiwanym
wynikiem w przypadku badan biatek termofilnych.

Porownanie struktur termofilnej aktywnej SAHazy (opublikowanej przez inng grupe
badawcza) i jej nieaktywnej formy pozwolito na wyjasnienie mechanizmu termoaktywaciji
enzymu na poziomie molekularnym, ktéry polega na rearanzacji domen wzgledem siebie i
zwigzaniu kofaktora we wszystkich podjednostkach. Warto podkresli¢, iz wyniki badan
przedstawionych w tej publikacji byty podstawa dwéch zgtoszer patentowych.

W kolejnej pracy (opublikowanej w Scientific Reports) przedstawiono serie struktur SAHazy z
P. aeuroginosa w obecnosci ligandow i réznych jonéw metalicznych. Jest to moim zdaniem
najciekawsza z prezentowanych prac. Wykorzystujac analize strukturalng, spektroskopig

’Na NMR oraz pomiary anizotropii fluorescencji (pozwalajacej oszacowaé dynamike
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konformacyjng czgsteczki biatka pomiedzy forma zamknietg i otwartg) wyjasniono dlaczego
aktywnoé¢ enzymu jest optymalna w obecnosci jonéw K*, podczas gdy jony Rb* inhibuja
enzym, pomimo podobnej wartoéci promienia jonowego. Obecno$¢ jonéw K* powoduije, iz
enzym oscyluje optymalnie dla przebiegu cyklu katalitycznego, natomiast w obecnosci jonéw
Rb* te oscylacje sg zbyt wolne, a dla innych metali tj: Li*, Na* sg zbyt szybkie. Jest to bardzo
wartosciowy wynik, obrazujacy role jonéw metali w funkcjonowaniu biatek. Ponadto analiza
strukturalna pozwolita na wyjasnienie mechanizmu inhibicji enzymu przez jony Zn**, ktére
blokujg ”“bramke molekularng”, utworzong przez His-Phe utrzymujac enzym w zamknigtej,
nieaktywnej konformacji.

Ostatnia praca opublikowana w Croatica Chemica Acta jest ciekawa z krystalograficznego
punktu widzenia. Przeprowadzono w niej analize strukturalna SAHazy z C.hutchinsonii, ktora
w krysztale przyjmuje konformacje zamknietg ze zwigzanym kofaktorem NAD w formie
utlenionej i czgsteczka adenozyny. W komérce elementarnej zidentyfikowano dwa dimery
powigzane niekrystalograficzng symetrig translacyjng. Aktywna forma biatka czyli tetramer
jest generowany przez dwie rézne osie krystalograficzne. Podejrzewam, ze praca nad tg
struktura nie byta trywialna.

Wstep i oméwienie publikacji s3 napisane w sposdb jasny, klarowny i praktycznie
bezbtedny z wyjatkiem drobnego przejezyczenia na stronie 30. Na stronie 34 Doktorantka
uzywa pojecia objetosci Matthewsa przy czym poprawnie bytoby uzycie terminu
,wspofczynnika Matthewsa”. Pewien niedosyt pozostawia, brak zbiorczej dyskusji

opublikowanych wynikow.
Pytania i uwagi:

1. Sadzac po r.m.s.d prezentowane enzymy SAHaz wykazujg duze podobieristwo
strukturalne. Jak duze jest podobienstwo na poziomie sekwencyjnym?

2. W przypadku PaSAHazy jony Zn* wptywajg na zahamowanie aktywnosci enzymu. Czy
inne jony dwuwartosciowe takie jak: Mg”* czy Mn?* tez moga mie¢ taki wptyw?

3. Gtéwnym celem badan nad kolejnymi SAHazami jest zaprojektowanie selektywnych
inhibitorow tego enzymu. Czy struktury, ktére zostaty zaprezentowane w
opublikowanych pracach i dostepne dane strukturalne w PDB pozwolity na

rozwiniecie prac w tym kierunku?



4. Przy omawianiu metod charakteryzujacych stan oligomeryczny biatka wymieniana
jest metoda odpowiedniego doboru membran na podstawie $rednicy poréw do
zageszczania biatka. W tym miejscu bytabym ostrozna i nie nazywatabym tego
metoda, gdyz nie wszystkie biatka s w petni globularne i znane sa mi przypadki, ze
biatko ,przeszto” przez membraneg, cho¢ teoretycznie nie powinno. Moze to byc
potraktowane raczej jako wskazowka. Oczywiscie Doktorantka uzyta bardziej

precyzyjnych metod do okreslenia oligomeryzacji biatka.

Podsumowujac, uwazam, ze recenzowana przeze mnie praca doktorska Pani mgr Justyny
Czyrko-Horczak spetnia wszystkie formalne i naukowe wymogi prac doktorskich okreslone w
Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytutach naukowych. Wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu w Biatymstoku o przyjecie rozprawy i

dopuszczenie do dalszych etapdw postepowania.
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