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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Nikoli Sozanskiej
pt. ,,Strukturalne nieuporzadkowanie i separacja faz ciecz-ciecz jako
molekularne podstawy funkcjonowania regulatoréw transkrypcji
na przyktadzie TCF4”

W moim odczuciu problematyka biatek inherentnie nieuporzagdkowanych nalezy
do kategorii tych, ktorych zrozumienie w kontekscie mechanizmoéw molekularnych
funkcjonowania w zywych organizmach oraz ich znaczenia biologicznego dynamicznie
rosnie w ostatnich latach. Zgodnie z klasycznym paradygmatem biologii molekularne;,
funkcje fizjologiczne szeregu biomolekut, w szczegélnosci biatek, powigzane sag
bezposrednio z ich strukturg przestrzenng. Wbrew takim prawidtowosciom, znaczenie
biatek inherentnie nieuporzadkowanych badz ich funkcjonalnych fragmentéw, zasadza
sie witasnie na braku statej, zamrozonej struktury. Zasada ta mogtaby przybrac
przewrotng nieco forme, iz zaleznos$¢ struktura-funkcja ulega modyfikacji na zalezno$é
brak struktury-funkcja. W te tematyke wpisuje sie precyzyjnie praca doktorska pani

mgr inz. Nikoli Sozanskiej. Fakt, iz prowadzone w ramach realizacji projektu
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doktorskiego badania dotyczyly bezposrednio biatka TCF4 bedacego waznym
czynnikiem transkrypcyjnym, ktérego dysfunkcjonalnos¢ wigze sie z etiologia szeregu
powaznych choréb, czyni przedmiotowa prace doktorska nie tylko bardzo interesujaca

i aktualna, ale réwniez ogromnie wazna.

Praca doktorska zrealizowana zostata na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroctawskiej, pod kierunkiem prof. Andrzeja Ozychara we wspofpracy z dr Anetg
Tarczewskg sprawujacg funkcje promotora pomocniczego. Rozprawa doktorska
zredagowana zostata w jezyku polskim, na 162. stronach standardowego
maszynopisu, w oparciu o logiczny uktad, typowy dla rozpraw naukowych. Prace
otwiera spis tresci oraz obszerne streszczenia zredagowane w jezykach polskim oraz
angielskim. W dalszej kolejnosci jako rozdziat o numerze 2 zamieszczony zostat
czterostronicowy ,Wykaz skrétéw”, bardzo pomocny w lekturze rozprawy, ze wzgledu
na znaczng liczbe stosowanych skrétéw i oznaczen. W ramach rozdziatu
3. zamieszczony zostat ,Wstep” zredagowany w formie artykutu przegladowego,
z ktérego czytelnik uzyska¢ moze precyzyjng i najbardziej aktualng wiedze dotyczaca
biatka TCF4, klasy biatek inherentnie nieuporzadkowanych oraz interesujgcego
Zjawiska separacji faz ciecz-ciecz. Cele pracy, zaréwno czgstkowe jak i ten
strategiczny pojmowany jako poznanie mechanizméw molekularnych zwigzanych
z funkcjonowaniem biatka TCF4 sformutowane zostaty w ramach krétkiego rozdziatu
4. Kolejne rozdziaty, poswiecone zostaty prezentacji uzytych w badaniach materiatéw
(rozdziat 5.) oraz zastosowanych metod (rozdziat 6.). W tym miejscu swojej recenz;ji
chciatbym przedstawi¢ dwie uwagi. Pierwsza dotyczy wyjatkowo uporzadkowanych
oraz precyzyjnych opisow szczegdtdw eksperymentalnych, umozliwiajgcych
odtworzenie analogicznych doswiadczen. Druga uwaga wigze sie z przemyslanym
doborem technik badawczych dopasowanych idealnie do formowanych probleméw
poznawczych. Zaznaczy¢ tez chciatbym, technik tylez nowoczesnych co
wymagajacych od eksperymentatora nie tylko rutynowego obycia z aparaturg, ale
réwniez wyjatkowej intuicji badawczej. Wsérdéd bardzo wielu zastosowanych technik
badawczych mégtbym w tym kontek$cie przywotac na przyktad metody FCS, HDX-MS



czy tez SV-AUC. Jak zauwazytem ze wspoétautorstwa opublikowanych artykutow oraz
podziekowanh zamieszczonych na stronach rozprawy doktorskiej realizacja zadan
badawczych bazujgcych na wykorzystaniu tych technik eksperymentalnych stata sie
przyczynkiem do nawigzania wielu bardzo wartosciowych wspdfpracy naukowych.
Rozdziat 7. pt. ,Wyniki” zredagowany zostat w oparciu o podstrukture
odzwierciedlajaca sekwencje zadan badawczych realizowanych w ramach projektu
doktorskiego. Fakt, ze wyniki uzyskiwane w ramach poszczegoélnych zadan
badawczych omawianych w ramach podrozdziatébw rodzg otwarte problemy natury
poznawczej i stanowig punkt wyjscia do kolejnych zadanh czyni, iz rozprawe czyta sie
ptynnie, z duzym zainteresowaniem, pomimo znacznej ,gestosci” problemow
badawczych wymagajacych spowolnienia, zastanowienia i uwagi. W sekwencji

realizowanych zadan badawczych wazne miejsce zajmuja:

1. Uzyskiwanie rekombinowanego biatka TCF4 (TCF4-I")
Wyznaczenie statej dysocjacji kompleksu TCF4 z DNA
Analizy bioinformatyczne oraz spektroskopowe (CD) struktury drugorzedowe;j
TCF4

4. Badania stabilnosci (termostabilnosci) biatka TCF4 oraz kompleksow
TCF4:DNA
Badania separacji faz ciecz-ciecz z udziatem biatka TCF4

Badania oligomeryzacji TCF4 oraz wptywu utleniania na ten proces.

Wszystkie uzyskane w ramach realizacji projektu doktorskiego rezultaty
poddane zostaty wieloaspektowej dyskusji w ramach rozdziatu 8. pt. ,Dyskusja” oraz
podsumowane w ramach rozdziatu 9. pt. ,Podsumowanie i perspektywa dalszych
badan”. Rozprawe zamyka zestawienie zatgcznikdbw, w ramach rozdziatu 10., spisy
tabel oraz rysunkéw (rozdziaty 11. oraz 12.), zestawienia dorobku naukowego
Doktorantki (rozdziat 13.) oraz zestawienie 565. pozycji cytowanego piSmiennictwa
w ramach rozdziatu 14. pt. ,Literatura”.



Waznym i sprzyjajacym lekturze aspektem rozprawy doktorskiej pani mgr inz.
Nikoli Sozanskiej jest jej precyzyjny jezyk oraz bardzo wysoki poziom edycji tekstu
i jakosci grafik. Mogtbym zaproponowac Autorce nieliczne, drobne korekty, wsréd

nich:

1. W réwnaniu nr 8 na str. 68. brak jest wspétczynnika instrumentalnego G
2. Na osi Y zaleznoSci prezentowanych w ramach Rysunku 7.19 (str. 95.)

Absorbancja powinna by¢ bez jednostek.

Najwazniejszym aspektem analizowanej rozprawy doktorskiej sg oryginalne
wyniki badawcze przyblizajagce nas do petnego zrozumienia mechanizmoéw
molekularnych odpowiedzialnych za funkcjonowanie biatka TCF4 jako czynnika
transkrypcyjnego. W8rod zaproponowanych mechanizméw, wyptywajacych z analizy
uzyskanych wynikéw badawczych, szczegdlnej rangi jest, w mojej ocenie, proces
formowania ciektych kondensatéw TCF4 w procesie separacji faz ciecz-ciecz. Warte
podkreslenia sg réwniez przedstawione mechanizmy odpowiedzialne za formowanie

funkcjonalnych dimerow biatka TCF4 oraz ich oddziatywania z DNA.

Praca doktorska pani mgr inz. Nikoli Sozanskiej przesuwa nasze horyzonty
poznawcze, otwierajgc jednoczes$nie nowe interesujace problemy. Wyrazem tego

moga by¢ sformutowane ponizej pytania:

1. Prezentowane w ramach rozprawy zarejestrowane widma dichroizmu
kotowego (CD) sg w wiekszosci przypadkéw bardzo wysokiej jakosci (np.
Rysunek 7.12, str. 87.). Z drugiej strony dodawane do prébek DNA moze
wptywac na jako$¢ rejestracji absorbancji w zakresie UV. Zastanawiam sie,
czy alternatywne analizy struktury drugorzedowej TCF4 w wykorzystaniem
spektroskopii FTIR nie mogtyby przyczyni¢ sie do uzyskania bardziej petnego
obrazu procesu organizacji biatka i oddziatywania z ligandami?

W szczegdlnosci technika ta okaza¢ mogta by sie bardzo cenna w analizach



formowania struktur oligomerycznych biatek. Ciekaw jestem zdania

Doktorantki na ten temat?

2. Bardzo interesujace sg, w mojej ocenie, rezultaty wskazujace na petng
odwracalno$¢ denaturacji termicznej wolnej formy TCF4 (dyskutowane na
str. 116.). Z drugiej strony, okazuje sie, iz kompleks tego biatka z DNA ulega
nieodwracalnej denaturacji. Czy oznacza to, ze w trakcie denaturaciji
komplekséw TCF4:DNA formowane sg wyjatkowo stabilne struktury
biatkowe, na przyktad stabilizowane dodatkowymi wigzaniami wodorowymi
wynikajgcymi z obecnosci DNA? Czy mogtyby to byé, na przyktad, oligomery
na wzor struktur amyloidowych? Czy udato by sie na to pytanie odpowiedzie¢
w odpowiednio zaprojektowanych eksperymentach?

Konkluzja

Przechodzac do konkluzji chciatbym stwierdzi¢, iz pani mgr inz. Nikola
Sozanska przedstawita bardzo wartosciowg rozprawe doktorskg, opierajaca sie na
wynikach swoich prac koncepcyjnych, informatycznych oraz eksperymentalnych.
Znaczna cze$¢ uzyskanych rezultatow ogtoszona zostata réownolegle w ramach trzech
artykutébw opublikowanych przy wspétautorstwie Kandydatki w czasopismach
specjalistycznych o miedzynarodowym zasiegu. Jak wynika z informacji
przedstawionej w rozprawie, czwarta z obszernych prac eksperymentalnych znajduje
sie obecnie na etapie recenzji.

Moim zdaniem, przedstawiona przez panig mgr inz. Nikole Sozanska rozprawa
doktorska zawiera rozwigzania waznych oraz aktualnych problemoéw naukowych,
wnosi do nauki $wiatowej istotny postep, spetniajgc tym samym wymagania stawiane
w postepowaniach doktorskich, czynigc zados¢ warunkom okre$lonym w Ustawie



,Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce” z dnia 20 lipca 2018 r. (tekst jednolity Dz. U.
z 2024 r., poz. 1571 z pOzniejszymi zmianami). W zwigzku z powyzszym, wnosze
o dopuszczenie pani mgr inz. Nikoli Sozanskiej do kolejnych etapdédw postepowania
o nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie: Nauki Sciste i przyrodnicze,

w dyscyplinie Nauki chemiczne.

Uwzgledniajgc, ponadto, $miate i bardzo aktualne wyzwania poznawcze,
doskonato$¢ w prowadzeniu badan w oparciu o liczne, nowoczesne techniki
eksperymentalne oraz bardzo wysoki poziom uzyskanych rezultatow, przesuwajgcych
istotnie granice naszego poznania w obszarze chemii, biochemii i biofizyki biatek
inherentnie nieuporzadkowanych wnosze o rozwazenie mozliwosci uznania

przedmiotowej rozprawy doktorskiej jako wyrdzniajacej.
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