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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. inz. Krzysztofa Wyciska pt. ,,Analiza roli N-
terminalnej domeny jako czynnika modulujgcego funkcje domen globularnych

receptora Ultraspiracle”

Rozprawa doktorska mgr. inz. Krzysztofa Wyciska jest opracowaniem, w ktérym
krzyzujg sie dwa wazne z poznawczego punktu widzenia i jednoczesnie bardzo
interesujgce oraz aktualne problemy wspoétczesnej biologii molekularnej. Z jednej
strony, rozprawa dotyczy bowiem bezposrednio zagadnien zwigzanych z poznaniem
mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za funkcjonowanie receptorow
jadrowych oraz regulacje ich aktywnosci. Z drugiej strony, wobec faktu, iz badane
receptory okazujg sie posiada¢ znaczne fragmenty tancucha polipeptydowego
w formie inherentnie nieuporzagdkowanej, praca doktorska dotyczy bezposrednio tej

klasy biatek, stosunkowo niedawno poznanej i ciggle intrygujgcej. W moim odczuciu,
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tak zarysowana tematyka pracy doktorskiej jest nie tylko interesujgca ale réwniez
bardzo wazna i z pewnoscig warta podjecia wyzwania w formie dedykowanego

projektu badawczego.

Praca doktorska przygotowana zostata pod kierunkiem prof. dr. hab. inz.
Andrzeja Ozyhara, z udziatem dr Anety Tarczewskiej, w charakterze promotora
pomocniczego, w Wydziatowym Zakfadzie Biochemii na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej, w renomowanym osrodku badawczym, wiodgcym
w obszarze badania biatek inherentnie nieuporzadkowanych. Rozprawa doktorska
zredagowana zostata w jezyku polskim, na 147 stronach standardowego
maszynopisu. Po ,Podziekowaniach” oraz ,Spisie tresci” zamieszczony zostat przez
Autora ,Spis skrotow” stosowanych w obrebie rozprawy, ale rowniez powszechnie
w pismiennictwie specjalistycznym. Wobec znacznej liczby stosowanych skrétéw,
zabieg formalny zwigzany z zamieszczeniem obszernego i przejrzystego zestawienia
akronimow, w tym miejscu rozprawy, wydaje sie bardzo cenny. Prezentacje rozprawy
otwiera ,Streszczenie”, jako rozdziat 1., po ktérym nastepuje wprowadzenie
w tematyke badawczg, w ramach rozdziatu 2. pt. ,Wstep”. Rozdziat ten zredagowany
zostat na zasadzie przegladu literaturowego najwazniejszych zagadnien zwigzanych
z receptorami jgdrowymi, mechanizmmami ich dziatania, powigzaniem mechanizmow
aktywnosci receptorow z ich strukturg przestrzenng, w szczegolnosci z domeng N-
terminalng podejrzewang o przynaleznos¢ do klasy regionéw biatka inherentnie
nieuporzgdkowanych. W ramach rozdziatu wstepnego przedstawiona zostata rowniez
obszerna charakterystyka biatka Ultraspiracle, receptora jgdrowego wystepujacego
u stawonogéw, stanowigcego bezposredni obiekt badawczy w ramach realizowane]
pracy doktorskiej. Cel pracy doktorskiej sformutowany zostat w sposob zwiezty
a zarazem rzeczowy, w ramach kroétkiego akapitu na str. 41, ktéremu nadano range
rozdziatu 3. Rozdziat 4. poswiecony zostat szczegodtowej prezentacji materiatow
i odczynnikdw, uzywanych w trakcie prowadzonych badan, a takze materiatu
biologicznego w postaci szczepow bakteryjnych i plazmidéw uzywanych w procesie

nadekspresji biatek HaUsp jak réwniez biatek receptoréw pozbawionych domeny N-



terminalnej (HaUsp_ANTD). W ramach rozdzialu tego, dokonano réwniez
szczegotowej prezentacji protokotdw eksperymentalnych licznych  procedur
biochemicznych zwigzanych z izolacjg i oczyszczaniem biatka jak i dotyczgcych
stosowania technik instrumentalnych wykorzystanych w realizacji badan. Wszelkie
opisy zamieszczone w ramach rozdziatu 4. sg, w moim odczuciu, nie tylko na poziomie
precyzji umozliwiajgcym przeprowadzenie analogicznych eksperymentow ale rowniez
zaprezentowane w sposéb pomystowy i elegancki, czesto w postaci tabelaryczne,;.
Najwazniejszg czescig rozprawy, stanowigca o jej wysokim poziomie merytorycznym,
jest rozdziat 5. pt. ,\Wyniki”. Rozdziat ten zredagowany zostat w oparciu o schemat,
wediug ktérego poszczegolne sekcje prezentujg kolejne zadania badawcze,
realizowane w ramach projektu doktorskiego. Zaznaczy¢ chciatbym, iz opisy te
uktadajg sie logiczng sekwencje, w ktérej prezentowane w ramach jednej sekcji wyniki
analiz prowadzg do formutowania probleméw poznawczych, rozwigzywanych
w badaniach prezentowanych w ramach kolejnej sekcji. Taki sposéb prezentaciji
wynikdw sprawia, iz rozprawe doktorskg pana mgr. Krzysztofa Wyciska czyta sie jak
ciekawg powiesc. W tym miejscu swojej oceny chciatbym jeszcze zwrdci¢ uwage na
wyjatkowo bogaty arsenat technik badawczych, dobieranych z uwzglednieniem
specyfiki poszczegoélnych probleméw poznawczych. Wsréd stosowanych metod
znalazty sie: podejscia z obszaru bioinformatyki, spektroskopia dichroizmu kotowego
(CD), metoda bazujgca na wymianie proton-deuter, sprzezona ze spektrometrig
masowg, technika EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay), ultrawirowanie
analityczne, technika SEC-MALS (ang. size-exclusion chromatography coupled with
multi-angle light scattering), technika SAXS (ang. small-angle X-ray scattering), ktorej
wyniki analizowane byty w oparciu o modelowanie molekularne. Uzyskane wyniki
badan poddane zostaty krétkiej chociaz wieloaspektowej dyskusji w ramach rozdziatu
6. pt. ,Dyskusja” oraz podsumowane w ramach rozdziatu 7. pt. ,Podsumowanie”.
Uzyskane w ramach projektu doktorskiego pana mgr. inz. Krzysztofa Wyciska rezultaty
wskazujg jednoznacznie, na to iz domena N-koncowa receptora jgdrowego

Ultraspiracle, liczgca 58 reszt aminokwasowych, zaklasyfikowana by¢ moze do grupy



fragmentéw biatek inherentnie nieuporzadkowanych oraz, iz odgrywa ona istotng
z punktu widzenia regulacji aktywnosci receptora role, poprzez modulacje
oddziatywania ze specyficzng sekwencjg DNA oraz wptywajgc na dimeryzacje biatka
HaUsp. Ponadto, wyniki analiz strukturalnych pozwolity na przedstawienie modelu
przestrzennego badanego receptora oraz jego form dimerycznych. Z modelu tego
wynika, iz domena N-koncowa stabilizowa¢ moze struktury dimeryczne biatka na
drodze bezposredniego oddziatywania z domeng wigzacg ligand, tworzac strukture
okreslang mianem ,scorpion-like”. Moim zdaniem, z poznawczego punktu widzenia,
rezultaty te sg bardzo cenne oraz interesujgce! Prezentacje rozprawy doktorskiej
dopetniajg materiaty dodatkowe, zamieszczone w ramach rozdziatu 8. a zawierajgce,
miedzy innymi, szczegotowe wyniki modelowania molekularnego prowadzonego
z zastosowaniem metody EOM. Rozdziat 9. stanowi ,Spis rysunkow i tabel” zas
rozdziat 10. zestawienie pozycji dorobku naukowego Doktoranta. Rozprawe zamyka
zestawienie cytowanego pismiennictwa, liczace 214 pozycji, w ramach

nienumerowanego rozdziatu pt. ,Literatura”.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Krzysztofa Wyciska jest, moim zdaniem,
opracowaniem bardzo wartosciowym w aspekcie walorow merytorycznych,
odpowiadajgc jednoczes$nie wysokim standardom, zaréwno w aspekcie klarownosci
jezyka jak i edycji tekstu. Na podkreslenie zastugujg réwniez walory estetyczne
przygotowanych grafik oraz wykreséw prezentujgcych wyniki badan. Mogtbym

zaproponowac Autorowi drobne korekty tekstu. Oto ich krotka lista:

1. Str. 22., 7. wiersz od dotu, powinno by¢ raczej ,,5 do 6 regionéw” zamiast ,5 to
6 regionéw”,

2. Str. 36., nazwa podrozdziatu oraz jeden wiersz ponizej, ,Ultraspiracle” zamiast
,2Ultraspriacle”,

3. Str. 70., rownanie 4.4, niepotrzebny jest, moim zdaniem, znak mnozenia X’
przed nawiasem w wykfadniku: czyli exp ( w miejsce exp X (,

4. Str. 83., Rys. 5.9 panel A, w podpisie osi X pogubity sie polskie czcionki,



5. Str. 97., 12. wiersz od dotu, ,,coupled” w miejsce ,couple”,

6. Str. 103., 11. wiersz od gory, proponuje log I(s) w miejsce I(s).

Tak jak wspomniatem juz powyzej, rozprawe doktorskg mgr. Krzysztofa Wyciska
czyta sie bardzo dobrze, jak powies¢, podgzajgc za tokiem rozumowania Autora oraz
probujac zrozumie¢ napotykane w trakcie realizacji projektu doktorskiego problemy.
Jeden z takich probleméw zwigzany byt bezposrednio z rejestracjig widm CD
w ukfadach silnie rozpraszajgcych promieniowanie z zakresu krotkofalowego (str. 88,
Rys. 5.12). W petni podzielam zdanie Doktoranta, iz jakos¢ zarejestrowanych widm
uniemozliwia praktycznie ich dekonwolucje, ktora mogtaby byC podstawg analizy
wystepowania roznych struktur drugorzedowych biatka. Zastanawiam sie, czy w takim
przypadku, zastosowanie spektroskopii absorpcyjnej w zakresie podczerwieni,
w szczegolnosci w oparciu o dekonwolucje pasma Amid I, mogtoby okazac¢ sie lepszg
alternatywa uzyskania informaciji strukturalnych? By¢ moze, podejscie to umozliwitoby
rowniez identyfikacje wystepowania form oligomerycznych biatka HaUsp,
dyskutowanych na str. 109. Rozprawy? Ciekaw jestem jakie jest zdanie Doktoranta na

ten temat.

Konkluzja

Formutujgc konkluzje chciatbym stwierdzi¢, iz pan mgr inz. Krzysztof Wycisk
przedstawit bardzo wartosciowg rozprawe doktorskg, opierajacg sie na wynikach
pieczotowicie zaplanowanych oraz precyzyjnie przeprowadzonych badan. Badania te
wymagaty biegtosci w obszarach zwigzanych zaréwno z modelowaniem molekularnym
jak i preparatykg biochemiczng oraz licznymi technikami instrumentalnymi. Znaczna
cze$¢ wynikow uzyskanych w ramach realizacji projektu doktorskiego wtgczona
zostata do publikacji, ktora ukazata sie w renomowanym czasopi$mie specjalistycznym

The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology.



Moim zdaniem, oceniana rozprawa doktorska zawiera rozwigzania waznych
i interesujgcych probleméw naukowych, spetniajgc tym samym podstawowe
wymagania stawiane w postepowaniach doktorskich. Praca doktorska opiera sie na
hipotezie badawczej dotyczacej istotnego fizjologicznego znaczenia domeny N-
terminalnej biatka HaUsp i zawiera szereg wynikdw w petni uwiarygadniajgcych
prawidtowos¢ obranych kierunkéw oraz zatozen. W mojej ocenie, rozprawa doktorska
przedstawiona przez mgr. inz. Krzysztofa Wyciska spetnia w zupetnosci warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach itytule w zakresie sztuki, z pozniejszymi zmianami.
W zwigzku z powyzszym, uprzejmie wnosze o dopuszczenie mgr. inz. Krzysztofa
Wyciska do dalszych etapdéw postepowania doktorskiego, w szczegdlnosci

do publicznej obrony.
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