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A/B receptora jgdrowego z komara egipskiego (Aedes aegypti)”

Kontekst

Praca doktorska mgr inz. Joanny Kenanidis laczy w sobie dlugoletnie zainteresowania
Zaktadu Biochemii molekularnym mechanizmem hormonalnej kontroli rozwoju owadéw oraz
jego najnowsze badania skupione wokét struktury i funkcji biatek wewngtrznie
nieuporzadkowanych (IDP). Gwaltowny rozwéj narzedzi biochemicznych utatwit
pozyskiwanie duzych ilo$ci doskonatej jako$ci materiatu do badan w postaci roztworéw biatek
lub ich dowolnie wybranych fragmentéw oraz ich szybka i precyzyjng analiz¢ biochemiczng i
porownawcza fizykochemiczng. W przypadku wielu badanych ostatnio w Zakladzie biatek
czgsto okazywalo sig, Zze najbardziej interesujgce z nich, a przynajmniej ich fragmenty, to

wlasnie IDP, ktére wymykaja si¢ standardowym procedurom opracowanym dla biatek
globularnych.

Statystyka i zawartos¢

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr inz. Joanny Kenanidis sktada sie
z pigeiu zasadniczych rozdziatéw, uzupeinionych o Streszczenie, bogaty spis literatury oraz

roznego rodzaju zestawienia dotyczace zaréwno samej pracy jak i dorobku naukowego
Doktorantki. Czytanie ulatwia spis skrotow i akronimow.

Spis literatury obejmuje szacunkowo ponad 500 pozycji, co dowodzi niezwykle
starannego przygotowania i mrowczej pracy kandydatki. W pracy znalez¢ mozna 15 tabel i 39
rysunkow o eleganckiej szacie graficznej i doskonalej przejrzystosci.

Jeszcze przed streszczeniem pojawia sig kilkustronicowy spis skrétow, bez ktorego
osobie spoza branzy trudno byloby zrozumie¢ sporg cz¢s¢ tekstu. Obszerny, 50-stronicowy
Wstep omawia dos¢ szczegotowo trzy zasadnicze zagadnienia: najpierw autorka wyjasnia role
receptorow jadrowych na tle ogdlnego zagadnienia komunikowania si¢ komérek w organizmie
wielokomorkowym, nastgpnie omoéwiony jest komar Aedes aegypti ze szczeglnym
uwzglednieniem roli receptoréw jadrowych w jego cyklu zyciowym, a ostatnie 20 stron
poswigcone jest biatkom IDP w ogélnosci i w odniesieniu do NTD w receptorach jadrowych.
Krotki rozdziat Cel, definiujacy jasno zamierzenia autorki, prowadzi do rozdziatu Materialy i
Metody. Na niemal trzydziestu stronach autorka opisuje wszystkie szczegolty laboratoryjne
swoich dziatan oraz omawia 25 technik badawczych wykorzystanych otrzymania, oczyszczenia
i scharakteryzowanie swoich prébek. Dalej nastgpuje 40 stron Wynikéw, stanowigcych zapis
ogromu pracy laboratoryjnej wykonanej przez Doktorantkg. Wyniki zaprezentowane sa w
postaci zdjg¢, schematow, wykreséw i tabel w czytelnej i eleganckiej szacie graficznej wraz z
komentarzem niezb¢gdnym do ich zrozumienia. Zasadnicza czgs¢ pracy konczy
kilkunastostronicowy rozdziat Dyskusja z Podsumowaniem. W Dyskusji Doktorantka omawia




zgromadzone wyniki poréwnujac je z dokonaniami innych autoréw i dokonujac ich koncowej
interpretacji. Koriczace Dyskusj¢ Podsumowanie streszcza wnioski Doktorantki, ktére wydaja
si¢ dobrze potwierdza osiagnigcie postawionych obie celow. Prac¢ zamykajg rozdziaty:
Dorobek naukowy, Dodatek A z lista sekwencji nukleotydowych, Spis rysunkéw, Spis tabel
oraz Bibliografia.

Ocena merytoryczna

Podstawowym celem rozprawy bylo scharakteryzowanie whasciwoséci molekularnych
domeny N-koficowej (NTD) jednej z odmian biatka Ultraspiracle z komara Aedes aegypti,
pelnigcego rolg receptora jadrowego. Ze wzgledu na wczesniejsze przypuszczenia, skupiono
si¢ na zbadaniu czy i w jakim zakresie domena ta posiada cechy charakterystyczne dla biatek
wewngtrznie nieuporzadkowanych. Do realizacji tego celu konieczne bylo opracowanie
systemu ekspresyjnego wraz z wydajnymi metodami oczyszczania niezbgdnego zestawu
rekombinowanych biatek oraz scharakteryzowanie ich wlasciwosci biochemicznych i
fizykochemicznych. Wyboér obiektu badan zostat $wietnie uzasadniony poprzez ukazanie skali
probleméw wywotywanych przez zakazenia drobnoustrojami przenoszonymi przez Aedes
aegypti. Niewgtpliwie dokladne poznanie mechanizméw kontrolowania najwazniejszych
procesow zyciowych tego komara daloby szans¢ na skuteczne ograniczenie jego rozwoju.

Opis czgsci doswiadczalnej poprzedza bardzo obszerny opis aktualnego stanu wiedzy
na temat budowy i funkcji receptoréw jagdrowych. Zastosowano najnowoczesniejsze metody
badawcze, z ktorych kilka jeszcze niedawno dopiero raczkowata. Plan badan zostal starannie
nakreslony i w razie koniecznos$ci uzupetniany. Na uwage zastuguje np. badanie szybkosci
wymiany izotop6éw, czy wydajnosci wiazania ligandow przy uzyciu mikrotermoforezy. Bardzo
ciekawa jest rowniez obserwacja dos¢ wydajnego zjawiska dimeryzacji NTD i zwrécenie uwagi
na mozliwe istotne konsekwencje tego efektu.

Doktorantka konsekwentnie bada NTD réznymi technikami i niemal za kazdym razem
uzyskuje potwierdzenie braku uporzadkowania jego struktury. Zastanawiam si¢ z jakim
stopniem nieuporzadkowania mamy tu do czynienia. Mam na mysli przede wszystkim swobode
konformacyjna tego biatka. Jesli zachowuje sig bardziej jak kigbek statystyczny, to sg tego dwie
wazne konsekwencje: i) prawdopodobnie nie wystgpujg trwale domeny o strukturze helis alfa
lub kartek beta, bo brak zewngtrznej stabilizacji bgdzie umozliwiat rozpad takich domen, a
tworzy¢ sie beda mogly w réznych miejscach tancucha; ii) w ogdle nie ma sensu méwié o
konformacji, czy ksztalcie czasteczki, poniewaz w kazdym momencie wystepuje caly rozklad
mocno rdznigcych si¢ konformacji i sens fizyczny maja tylko parametry opisujace ten rozklad,
np. $redni promien zyracji, czy Sredni promien hydrodynamiczny. Druga mozliwo$é, to
istnienie trwatych domen luzno ze sobg powigzanych, co automatycznie nadaje sens uzywaniu
sformulowania ,,struktura biatka”. Ta druga mozliwo$¢ wydaje si¢ mocno ograniczona przez
wyniki pomiaréw szybko$ci wymiany izotopdw opisane w rozdziale 6.5.2. Pewna
niejednoznaczno$¢ tych wynikéw wiagze sie z ciekawa obserwacja polegajaca na stabszym
dostgpie atoméw tancucha gtéwnego do rozpuszczalnika w ,,odcigtej” domenie NTD niz w tej
samej domenie bedacej czescig catego biatka Usp. Nie potrafie wyjasni¢ tego inaczej jak
wigkszg swobodg konformacyjng ,,odcietej” NTD pozwalajacg na tworzenie wigkszej liczby
(tymczasowych) domen o okreslonej strukturze drugorzedowej. Np. umieszczenie jednego
konca kigbka poza jego obrysem musi prowadzi¢ do jego wydltuzenia. Tak czy inaczej, wydaje
sie, ze model klebka jest do$¢ adekwatny dla NTD i moze warto tak o niej mysle¢ i w tym



duchu interpretowaé wyniki. O ile w pierwotnym opisie wynikéw uzycie sformutowan typu
»Ksztalt”, ,struktura” ma uzasadnienie, o tyle w podsumowaniu wiasciwe byloby chyba co
najmniej dopuszczenie opisu bazujgcego na parametrach $rednich i nieodwotujgcego sie do
hipotetycznej, a nieistniejacej, struktury NTD. W Podsumowaniu pojawia si¢ co prawda pojecie
,»zbiér konformer6w”, ale poprzedzone jest wyraznym odniesieniem do ksztatu (wydtuzony,
eliptyczny).

Ocena dorobku

Wsrod swoich osiagnieé autorka wymienia:

* 6 publikacji ,,twardych” (IF), z czego 1 zwigzana z tematykg pracy doktorskiej
* Kilka publikacji w jgzyku polskim, najczesciej opisujacych aspekty metod
badawczych

* 2 rozdzialy w ksigzkach o zasiggu miedzynarodowym
 Udziat w kilku konferencjach krajowych i kilku zagranicznych
* Udzial w 3 warsztatach doskonalacych metodyke badawczg i zarzadzanie projektami.

Moim zdaniem to lista spetniajaca z naddatkiem wymogi osoby ubiegajacej sie o stopien
doktora.

Uwagi/Pytania

Str. 93 — lepkos¢ podana jako 0.01 mPa-s - prawdopodobnie byty to P (puazy)
gdzieniegdzie w tekscie mieszane sg kropki i przecinki jako separatory dziesietne
Analiza wynikéw MST:

- na str. 133 wystepuje odwotanie do Rysunku 6.18A zamiast do 6.19A.

- Wyniki na Rys 6.19C wydaja si¢ sugerowa¢ warto$¢ Kp na poziomie 200 nM, tymczasem
jako wynik podaje si¢ wartos¢ 85,5 nM.

- Proszg si¢ zastanowic¢ jak mogltoby wyglada¢ Podsumowanie, jesli by porzucié¢ koncepcie
ustalonego ksztattu. Czy zgodzilaby si¢ Pani z takim obrazem i czy niostoby to jakies
konsekwencje w kwestii oddziatywania NTD z otoczeniem (dowolna inng czasteczka)?

Podsumowanie

Stwierdzam, Ze rozprawa spelnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz.U.
22017 r. poz. 1789 z p6zn. zm.) i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie pani mgr inz. Joanny KENANIDIS do dalszych
etapéw przewodu.

Ze wzgledu na wysokie walory rozprawy, wnioskuje réwniez o jej wyroznienie.

prof. UAM dr hab. Jacek Gapinski
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