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rozprawy doktorskiej pana Krzysztofa Wyciska pt. ,,Analiza roli N-terminalnej domeny jako czynnika

modulujacego funkcje domen globularnych receptora Ultraspiracle”

Kontekst

Rozprawa doktorska mgr Krzysztofa Wyciska jest kolejng z serii prac poswieconych badaniom
biatek catkowicie lub czesciowo nieuporzadkowanych, jakie od ok. 10 lat prowadzone sg w Zakfadzie
Biochemii Politechniki Wroctawskiej. Tematyka ta jest bardzo ciekawa z wielu wzgledéw: biatka
nieuporzagdkowane byly przez dziesieciolecia pomijane i lekcewazone, pomimo, ze stanowig az 30 %
wszystkich biatek. Dzi§ w petni juz docenia sie ich zalety, do ktérych nalezg m.in. elastycznosc¢ i
mozliwos$¢ dostosowania konformacji do aktualnie petnionej funkcji. Obranie tych niezwyktych biatek
jako obiektu badan ma jednak swojg cene: przestajg dziata¢ standardowe procedury stuzgce
charakteryzowaniu wielkosci i ksztattu biatek, poniewaz opracowane byty dla biatek globularnych. Nalezy
docenié determinacje zespotu Zaktadu Biochemii w opanowywaniu nowych technik stuzgcych ustalaniu
wtasciwosci strukturalnych i funkcjonalnych biatek nieuporzadkowanych, co dokonuje sie oczywisci
rownolegle z probami umiejscowienia ich roli w réznych procesach zyciowych.

,Ofiarami” tego postepu sg doktoranci Zaktadu Biochemii, na ktérych barki spada nie tylko
wiekszos$¢ zmudnej pracy laboratoryjnej, na co sg przygotowani, ale i koniecznos$é uzupetniania wiedzy z
fizyki, statystyki, czy informatyki w celu lepszego wyboru i zrozumienia stosowanych nowych technik
badawczych. Kolejng pracg doktorska, ktérg mam przyjemnosé recenzowac jest rozprawa pana magistra

Krzysztofa Wyciska.

Statystyka i zawartosc

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Krzysztofa Wyciska sktada sie z szesciu
zasadniczych czesci, uzupetnionych o spis tresci, spis skrotéw, streszczenie, spis rysunkdow i tabel oraz
materiaty dodatkowe i literature. W obrebie dostarczonej mi ksigzeczki znalazt sie takze spis publikacji i
zestawienie dokonan naukowo-popularyzatorskich Doktoranta.

W lekturze bardzo pomocny byt Wstep, ktéry w przejrzysty sposéb nakreslit problem badawczy,
rozpoczynajgc od wyjasnienia roli receptoréw jadrowych i scharakteryzowania ich rodzajéw, poprzez

podanie sposobdw ich dziatania, wyszczegdlnienie elementéw struktury z opisem ich cech i funkcji oraz
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podanie mechanizméw regulacji ich dziatania. Ostatnig czes¢ Wstepu poswiecono biatkom w catosci lub
w czesci inherentnie nieuporzagdkowanym ze szczegdlnym uwzglednieniem biatka Ultraspiracle
bedacego zasadniczym przedmiotem badan pracy doktorskie;j.

Nieco rozczarowuje rozdziat o ambitnym tytule ,Cel pracy”, w ktdrym znajdujemy jeden akapit z
dziewiecioma liniami tekstu. Temu zdecydowanie hastowo potraktowanemu rozdziatowi bardzo
pomagtby tekst zamieszczony na poczatku rozdziatu Wyniki na str. 72. Nie mozna mie¢ tu zastrzezen
merytorycznych, ale stopien kondensacji mysli stoi w gtebokiej sprzecznosci z ogromem pracy wtozonej
w badania i opracowanie ich wynikéw.

Rozdziat czwarty — Materiaty i Metody — wyczerpujgco opisuje zaréwno pochodzenie wszystkich
odczynnikéw, jak i procedury biochemiczne oraz fizyczne metody badan uzyskanych preparatéw.
Wydaje sie, ze nie powinno by¢ trudnosci z odtworzeniem wszystkich opisanych procedur. Zastrzezenia
mam tylko do zargonowego sformutowania , procesowac¢ dane” oraz wotajacej o pomste do nieba formy
rownania 4.4, ktére zostato zapisane tak, ze funkcja , exp” zostata oddzielona od swojego argumentu
znakiem mnozenia. Zaktadam, ze to pomytka edytorska, a nie kompletny brak zrozumienia matematyki
na poziomie dos¢ podstawowym.

Na uwage zastuguje spora liczba programéw komputerowych uzytych do analizy wynikow.
Wynika to z pewnoscig z nieuporzagdkowanej struktury badanych preparatéw i koniecznosci uzycia wielu
komplementarnych narzedzi zastepujacych standardowe procedury stosowane do biatek globularnych.
Rozdziat Wyniki rozpoczyna sie od krotkiego wstepu zawierajagcego de facto cele pracy. Dalej
przedstawione sg wyniki analizy informatycznej (in silico), ktore poprzez zbyt rzadki podziat na akapity
jest mato czytelny w pierwszej czesci. Niemniej, nie ma zastrzezen co do wynikéw: wykazano mieszang
strukture biatka HaUsp i jednoznacznie zidentyfikowano jego NTD jako fragment inherentnie
nieuporzadkowany.

W rozdziale 5.2 opisano procedure otrzymywania i oczyszczania rekombinowanych biatek oraz
pokazano dowody jakosci otrzymanych preparatow. Jest to o tyle wazny rozdziat, ze jako$¢ preparatu
decyduje o wiarygodnosci wszystkich pozostatych wynikéw. Podstawowymi preparatami sg biatka
HaUsp oraz jego wersja pozbawiona NTD (HaUsp_ANTD).

Czesc¢ analityczng rozpoczyna rozdziat 5.3 od analizy widm dichroizmu kotowego w celu ustalenia
zawartosci i rodzaju struktur drugorzedowych w obu biatkach. Na uwage zastuguje tu nieoczekiwany
wynik z Tabeli 5.1 pokazujacy zblizong procentowg zawartos¢ regiondw nieuporzgdkowanych w obu
biatkach, a wiec sugerujacy, ze usuniecie sporej domeny NTD, z zatozenia mocno nieuporzadkowanej,
nie wptywa na procentowy udziat takich regiondéw.

Bardzo ciekawg technike pokazano w rozdziale 5.4, a mianowicie badania wymiany izotopowej
proton-deuter. Wyniki jednoznacznie pokazaty bardzo duzg ekspozycje na rozpuszczalnik catej domeny

NTD, co przekonujgco klasyfikuje jg jako strukture nieuporzgdkowana.



W rozdziale 5.5 opisany jest nieco nieoczekiwany przebieg zmian promienia hydrodynamicznego
HaUsp w funkcji stezenia soli denaturujgcej. Obserwowany efekt polegat na zmniejszeniu promienia
biatka w dla stezenia soli denaturujacej réwnej okoto 300 mM, a wiec wcigz stosunkowo niskiego w
porownaniu z tym potrzebnym do catkowitego rozfatdowania HaUsp: 1,75 M. Autor ttumaczy ten efekt
wptywem obecnosci soli na stabilno$¢ otoczki hydratacyjnej. Moim zdaniem, duzo bardziej
prawdopodobna wersja to ekranowanie oddziatywan, ktére pozwala nieuporzgdkowanej czesci biatka na
przyjecie bardziej zwartej konformacji niz w czystym buforze. Zjawisko takie bylo obserwowane dla
innych biatek nieuporzadkowanych badanych w Zaktadzie Biochemii (dodatek NaCl i CaCl,) i z pewnoscia
powinno by¢ znane autorowi. tatwo to sprawdzi¢ dodajgc do roztworu biatka sél niedenaturujaca, np.
NaCl, w podobnym stezeniu. By¢ moze takie badania uzupetniajgce pozwolitoby na lepszg ocene stopnia
rozfatdowania w obecnosci soli denaturujacej, bo znany bytby wptyw same;j sity jonowe] na zapadanie
»elektrostatyczne” biatka.

W rozdziale 5.6 autor zawart wyniki analizy oddziatywania HaUsp i HaUsp_ANTD ze
specyficznymi sekwencjami DNA. Wykazano, ze oba rodzaje biatek wigzg sie z badanymi sekwencjami
DNA, a obecnos¢ domeny NTD wyraznie wptywa na charakter tego oddziatywania.

Nastepne rozdziaty przynoszg wyniki analizy witasciwosci hydrodynamicznych i strukturalnych
biatek HaUsp i HaUsp_ANTD majgce na celu zarowno okreslenie ich struktury jak i sktonnosci do
oligomeryzacji. Ze wzgledu na czeSciowo nieustrukturyzowang postac biatek jest to zadanie bardzo
trudne. Biatka takie wymykajg sie standardowym procedurom opracowanym dla biatek globularnych
o zwartej budowie. Interpretacja wynikbw wymaga duzej ostroznosci i holistycznego potraktowania
problemu. W rozdziale 5.7 analizowane sg wyniki ultrawirowania obu badanych biatek. Zaréwno w
wirowaniu szybkosciowym jak i réwnowagowym wykazano tendencje biatek do dimeryzacji juz od
najnizszych stosowanych stezen (ok. 0,2 mg/ml). Zaawansowane modele analizy pozwolity w wirowaniu
szybkosciowym wyznaczyé mase czgsteczkowg monomerdw i oligomerdw oraz udziat obu sktadnikéw w
funkcji stezenia. W wirowaniu réwnowagowym udato sie nawet wyznaczy¢ stale dysocjacji dimerdéw obu
biatek. Wykazano, ze obecnos¢ domeny NTD ostabia stabilnos¢ dimeru.

Rozdziat 5.8 nosi tytut ,,Wyznaczanie parametréw hydrodynamicznych biatek za pomocag SEC-
MALS”, ale analizowana jest tylko masa czgsteczkowa biatek wyznaczana ze statycznego rozpraszania
Swiatta. Warto na przyszto$¢ zdawac sobie sprawe z réznicy pomiedzy parametrami wyznaczanymi ze
wspotczynnika tarcia f (dyfuzja, sedymentacja, ultrawirowanie), a tymi z pomiaréw rozproszeniowych
(SLS, SAXS, SANS). W wynikach SEC-MALS na uwage zastuguje niewielki udziat agregatéw w prébce
HaUsp_ANTD w zakresie niskich stezen, dla ktérych w ultrawirowaniu wyraznie widoczne byty piki
przypisywane dimerom. Réwniez dla petnej wersji biatka HaUsp piki oligomeréw zaznaczono jako
wyraznie mniejsze niz te odpowiadajgce monomerom. Nalezy zaznaczyé, ze techniki rozproszeniowe s3
bardzo czute na oligomeryzacje, poniewaz mierzony sygnat jest proporcjonalny nie tylko do stezenia

wagowego, ale i masy czasteczkowej, a wiec dimery wyraznie widoczne w ultrawirowaniu powinny
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wybié¢ sie znacznie mocniej w technice MALS. Z opisu metody nie wynika, czy pokazano wyniki
przeliczone na stezenie wagowe, czy w postaci ,surowej”’, a wiec wazone po prostu sygnatem S$wiatta
rozproszonego na prébce. Jakosciowo obraz MALS zgadza sie z wynikami ultrawirowania, natomiast
ciekawy jest witasnie ten efekt stabszej oligomeryzacji obserwowany w SEC-MALS. By¢é moze jest on
wynikiem faktu, Zze pomiar odbywa sie bezposrednio po rozdziale chromatograficznym, ktéry
najprawdopodobniej rozbit wszystkie oligomery na monomery, a oligomeryzacja dopiero zaczyna
zachodzié. Pod tym wzgledem technika ta nie ma sobie réwnych, bo w zadnej innej pomiar nie odbywa
sie natychmiast po rozdziale chromatograficznym. Jej wyniki powinny by¢ zawsze stosowane jako punkt
odniesienia, a odchylenia wartosci masy czgsteczkowej uzyskanych innymi metodami (lub po prostu po
dtuzszym czasie od rozdziatu) powinny by¢ odpowiednio intepretowane.

Rozdziat 5.9 zawiera wyniki SAXS oraz bardzo rozbudowang i ciekawg analize tych wynikow.
Catos$¢ rozpoczyna sie od analizy ksztattu i rozmiarow czgsteczek HaUsp i HaUsp ANTD w rdznych
stezeniach. Zgrubne oszacowanie stopnia zwartosci struktury uzyskano z wykresu Kratky’'ego poprzez
porownanie go z wykresem dla mioglobiny, a wiec typowego biatka globularnego. Szkoda, ze zabrakto na
Rys. 5.18A przyktadowego wykresu dla struktur innego typu, np. kiebka i pateczki. Wydaje sie rowniez,
ze dane dla mioglobiny sg dos¢ kiepskiej jakosci i z duzym ttem, ktére w sposéb sztuczny wygenerowato
na wykresie Kratky’ego wysoka parabole niepotrzebnie zaciemniajgcq obraz i zwracajacg na siebie
gtéwng uwage czytelnika. Ten efekt to artefakt i lepiej bytoby go nie eksponowaé. Z przebiegu wykreséw
uzyskanych dla HaUsp i HaUsp_ANTD wyraznie wida¢, ze ich budowa ma charakter posredni miedzy
strukturg zwartg jak dla mioglobiny a rozwlektg jak dla ktebka. Tego ostatniego niestety zabrakto na
rysunku, a przydatoby sie to dla czytelnika mniej biegtego w interpretacji wynikow SAXS.

Wykresy Guiniera pozwolity na obliczenie promieni zyracji, a w potgczeniu z danymi odniesienia
dla BSA — réwniez masy czgsteczkowej mierzonych probek HaUsp i HaUsp ANTD w zakresie dos¢
wysokich stezen (1 — 8 mg/ml). Dla obu biatek zaréwno wartosci R, jak i M,, przekraczaty te uzyskane z
MALS i ultrawirowania. By¢ moze, ze powodem jest efekt wspomniany przeze mnie wcze$niej —
eksponowanie oligomerdw poprzez wptyw czynnika M,,, ale réwnie prawdopodobny jest wptyw czasu
lub sposobu przechowywania i traktowania prébek (zageszczanie?). Bardzo dobrym odniesieniem dla
SAXS sg wyniki MALS (szczegdlnie z opcjg DLS), ale pod warunkiem, ze wagi stosowane w analizie byly
takie same, a tego niestety nie wiemy z opisu.

Rozktady wielkosci uzyskane z analizy opartej na odwrotnej transformacie Fouriera sg spéjne z
wynikami pomiaru masy czasteczkowej i réwniez wskazujg na dominacje sygnatu pochodzacego z
oligomerdw. Mam co najwyzej uwage do interpretacji ksztattu p(r): wydaje mi sie, ze asymetrie zblizong
do tej obserwowanej mozna zobaczy¢ réwniez dla czasteczek sptaszczonych, a wiec ogélnie —
niesferycznych.

Bardzo ciekawa jest analiza wynikdw SAXS oparta na modelowaniu kulkowym, zaréwno w wersji

»sztywnej” (DAMMIN), jak i ,elastycznej” (EOM). Przekonujaca jest argumentacja z wynikéw DAMMIN
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wskazujaca na wydtuzony ksztait obu biatek w wersji dimerycznej. Z kolei program EOM wygenerowat
rodziny konformacji pozwalajace na dopasowanie przyblizonego modelu atomowego w dimerach obu
biatek.

Nalezy doceni¢ wysitki autora wilozone w interpretacje wynikéw SAXS, poniewaz badane
czasteczki wymykajg sie standardowym metodom analizy ze wzgledu na swojg czeéciowo
nieuporzadkowang strukture.

Uwaga techniczna: we wszystkich innych rozdziatach poza 5.9 rozmiary czasteczek podawane sq
w nanometrach, a w rozdziale 5.9 — w Angstremach. W zasadzie jestem skfonny sie zgodzi¢ z taka
konwencja, bo zastosowano jednostki zwyczajowo uzywane w konkretnych technikach i na pewno
utatwia to zrozumienie wynikow przez zaawansowanego czytelnika. Ale dla porzadku warto byfoby to
odnotowac np. na poczatku rozdziatu , Wyniki” lub jednak zdecydowac¢ sie na ujednolicenie jednostek.

Praca zawiera 214 starannie dobranych odnosnikéw literaturowych, w zestawieniu ktdérych nie
znalaztem Zadnego btedu. Znajduje sig tu réwniez ogromna liczba starannie wykonanych wykreséw,
rysunkéw i tabel. Od strony edytorskiej praca wypada bardzo korzystnie.

Dorobek naukowy pana mgr. Krzysztofa Wyciska nie budzi watpliwoéci: praca opublikowana w
czasopi$mie o wysokim wspdtczynniku wplywu oraz liczne wystapienia na konferencjach

migdzynarodowych pozwalaja spokojnie mysle¢ o jego ewentualnej karierze naukowe;.

Podsumowanie
Uwazam, ze przedstawiona praca doktorska mgr Krzysztofa Wyciska pt. ,Analiza roli N-
terminalnej domeny jako czynnika modulujacego funkcje domen globularnych receptora Ultraspiracle”
spetnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnoszg o jej dopuszczenie do publicznej obrony.
Biorac pod uwage przemyslany plan pracy i jego systematyczng realizacje z wykorzystaniem

najnowoczes$niejszych metod badawczych, wnoszg réwniez o wyréznienie tej rozprawy.

U& col. &Q/JV\VIFZZ‘/\‘



Poniewaz nie wszedzie w tekscie recenzji jasne jest co jest ,zarzutem”, a co tylko komentarzem,

zamieszczam ponizej liste uwag, na ktére oczekuje choc krétkiego komentarza ze strony autora:

1)
2)
3)
4)
5)

6)
7)

8)

9)

Rozdziat ,Cel pracy” zbyt ubogi

Zargon (,procesowac¢ dane”)

Réwnanie 4.4

Analiza bioinformatyczna — ogromne akapity

Rozdziat 5.5 — czy poczatkowy spadek wielkosci promienia mdgt wynikac z zapadania struktury
na skutek zwiekszenia sity jonowej?

Rozdziat 5.8 — brak wynikéw okreslonych w tytule rozdziatu (parametry hydrodynamiczne vs M,,)
Rozdziat 5.8 — jakiego rodzaju rozktady masy uzyskano z MALS — przeliczone na stezenia, czy
»surowe” uzyskane z samego natezenia sygnatu?

Rozdziat 5.9 — ksztatt wykresu Kratky’ego dla mioglobiny i brak wykreséw poréwnawczych dla
bardziej ,luznych” struktur

Rozdzial 5.9 — czy asymetryczny ksztatt p(r) mozna uzyskac tylko dla czgsteczek wydtuzonych?

10) Rozdziat 5.9 — jednostki (A vs nm)



