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1. Tematyka rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Julii takomskiej jest monografig przedstawiajgcg badania niezwykle
interesujgcych biatek YY1 i YY2, ktorych nazwa sugeruje dualng nature zaréwno z punktu widzenia
funkcji (aktywacja — represja transkrypcji), jak i struktury (wewnetrznie nieuporzgdkowana domena N-
koncowa — C-korncowa domena palcéw cynkowych). Bez watpienia tematyka rozprawy doktorskiej
dotyczy zagadnien istotnych dla rozwoju dyscypliny nauki biologiczne.

Autorka postanowita poréwnac struktury obu biatek z punktu widzenia ich zdolnosci
dimeryzacyjnych, wptywu jondw cynku na wtasnosci molekularne, a takie ewentualnej roli regionéw
nieuporzgdkowanych i wreszcie zbadac ich oddziatywanie z modelowymi elementami regulatorowymi
DNA.

Praca przygotowana pod kierunkiem dr hab. Andrzeja Géreckiego, liczy 101 stron, jest bardzo
precyzyjna w opisie eksperymentéw i ich biofizycznej analizie, co $wiadczy o znawstwie badanych
obiektéw, probleméw metodycznych, profesjonalnej realizacji eksperymentow, a takie krytycznym
podejsciu do wynikow, jest przy tym dobrze napisana z minimalng liczbg potknie¢ jezykowych czy
niescistosci. Sktada sie z czterech gtéwnych, typowych dla rozpraw doktorskich, rozdziatéw (Wstep
teoretyczny, Materiafy i metody, Wyniki, Dyskusja), a dodatkowo konieczne w takich pracach - spis
skrotéw, krotko zdefiniowany cel pracy i odnosniki literaturowe. Moze niekonieczne byto
wprowadzenie rozdziatu Metody wykorzystywane w pracy po Wstepie, a przed Celem, po ktérym
dopiero pojawia sie rozdziat Materiafy i metody.

We Wstepie, na 15-stu stronach Autorka, w zakresie nawigzujagcym do dalszej tresci,
przedstawita budowe i relacje struktura-funkcja YY1 i YY2, zwracajgc uwage na dotychczasowy brak
struktury YY2. Nastepnie, troche w stylu podrecznikowym {mato odnosnikéw i przyktadéw) opisata

biatka inherentnie nieuporzgdkowane (IDP), mechanizmy transkrypcji u Eucaryota, modyfikacje



histonow, oddziatywania biatek z kwasami nukleinowymi, role stresu oksydacyjnego, nawigzujgc do
standéw patologicznych i regulacji kaskad sygnalizacyjnych, a wszystko to logicznie wprowadzito do

tematyki mechanizmow aktywacji lub inaktywacji prowadzonej przez biatka niezwykte YY1i YY2.
2. Wiedza kandydata

Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng doktorantki w dyscyplinie nauki
biologiczne.

Autorka juz we Wstepie, w oparciu o bogato cytowang (124 pozycje) w wiekszosci z ostatnich
kilku lat), zasygnalizowata bogata wiedze poprzez przedstawienie ztozonosci tematu badawczego
wynikajgcego z relacji struktura-funkcja badanych biatek wskazujgc m.in. na ponad 100 znanych
partnerow interakcji YY1, ktore jest nieco lepiej poznane niz jego paralog tj. YY2. Cytowang literaturg
doktorantka sensownie uzasadnia podziat sekwencji na odpowiednie fragmenty zwigzane z N- i C-
korncami biatek (NTF i DBD). Réwniez prezentacja wiedzy dotyczgcej wplywu jonédw cynku na YY1 bez
watpienia byta inspiracja do badan zmian konformacyjnych YY2 indukowanych cynkiem, a w
konsekwencji na regulacje transkrypcji i przyczyny wielofunkcjonalnosci biatek. Wreszcie opis roli obu
biatek w stanach chorobowych takich jak cukrzyca, nowotwory, dysfunkcje uktadu nerwowego

podkreslajg wage prowadzonych badan i bogatg wiedze doktorantki.

3. Samodzielnos¢ kandydata

Praca naukowa z reguly to praca zespotowa i to pokazata doktorantka, wymieniajgc stusznie
osoby, ktdore z nig wspodtpracowaty. Bez watpienia przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
pokazuje umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez panig mgr takomska, chociaz
dobrze bytoby zeby publikacja, w ktdrej bedzie pierwszg autorkg ukazata sie w najblizszym czasie.
Zwraca uwage bogaty repertuar technik wykorzystywanych w pracy. Z jednej strony biofizycznych tj.
spektropolarymetria, ITC, anizotropia fluorescenc;ji; biologii molekularnej — klonowanie i ekspresja
biatek i biochemicznych — zwigzanych z oczyszczaniem biatek w tym sgczenie molekularne, ograniczona
proteoliza i wreszcie bioinformatycznych stuzgcych do m.in. oceny zawartosci struktur
drugorzedowych lub ich braku, wyznaczania statych dysocjacji badanych komplekséw itp. Dobdr
cytowan, opis stosowanych technik, wykluczajacy koniecznos¢ siegania do materiatow zrédtowych,

dobdr eksperymentow, wnioski i dyskusja wynikow potwierdzajg samodzielnos¢ doktorantki.

4. Oryginalno$¢ rozprawy

W mojej ocenie rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w
zakresie zastosowania wynikéw wtasnych badan naukowych. Cel pracy, polegajgcy na poréwnaniu

witasnosci molekularnych YY1 i YY2 zostat zrealizowany. W szczegdlnosci wptyw jonow cynku w
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kontekscie dimeryzacji biatek i interakcji biatko-DNA. Preparacje biatek sg dobrze udokumentowane.

Np. dobrym pomystem byto oczyszczanie na kolumnie powinowactwa z elementem regulatorowym, a

nie przez His-tag. Zwraca uwage duza wydajno$¢ preparacji. Dobrze, 7e przedstawiono zbiorczy

elektroforogram (Rys. 15) dokumentujgcy homogennosc¢ preparatow.

Dyskusja stanowi bardzo mocng czes$¢ pracy. Przede wszystkim nie powtarza wynikdéw co sie czesto

zdarza, nie jest streszczeniem, a wprowadza nowe analizy sekwencji, czy nawet wynikow, ktére

sSwietnie pasuja do tej czesci pracy.

5. Pytania i/lub uwagi krytyczne, na ktére Recenzent oczekuje odpowiedzi kandydata w czasie

obrony:

1.

Czy nie uwaza Pani, ze analizy zawartosci struktur ll-rzedowych biatek z duzig
zawartoscig IDR sg obarczone duiym biedem. Baza SP48, z ktdérej korzystano
grupuje 5 biatek zdenaturowanych i 48 natywnych wg dos$¢ starych danych, stad
wyniki przedstawione na Rys. 41-45 nalezy traktowac bardzo jakosciowo. Prosze o
komentarz. Mam watpliwosci co do wniosku, ze dimeryzacja wobec jondw cynku
powoduje obnizenie zawartosci struktur drugorzedowych NTF (na rysunkach brak
zakresu btedu pomiaréow). W ilu powtdrzeniach prowadzono pomiary.

Prosze wyjasnic¢ jak sie majg dane z Rys. 34 do wynikéw przedstawionych w Tabeli.
14 w kontekscie modelu dwustanowego.

Jak mozina wyjasni¢, wynik pokazujgcy, ze wobec DBD1 i DBD2 anizotropia
fluorescencji wobec IGH bardziej rosnie niz dla YY1iYY2 (rys. 49 50) ?

Czy mozina jakos strukturalnie wyjasni¢ dlaczego wg pomiaréw anizotropii
fluorescencji DBD wigzg dwie czasteczki IGH, a biatka petnej dtugosci — jedng
Prosze wyjasnic¢ dlaczego w rownaniu 1 eliptycznos¢ molowa wyrazana jest przez
ilos¢ wigzan peptydowych, a nie zgodnie z definicjg przez stezenie biatka.

Wobec nieznanej struktury krystalicznej YY2 czy préobowano jg modelowad np. przy
pomocy programu alfa-Fold. Zaawansowane wersje pozwalajg rowniez
modelowa¢ kompleksy biatko-ligand.

Czy probowano zastanowi¢ sie nad przyczynami wyiszej statej dysocjacji
kompleksu N-korica YY2 - Zn** w poréwnaniu do odpowiedniego kompleksu YY1
np. poprzez identyfikacje miejsca wiazania jondéw. Czy brano np. pod uwage
sekwencje >**GGHNHPP>® (YY2), ktdra nieco przypomina miejsce wiazania jondw

cynku i miedzi przez glikoproteiny HPRGs.



6.

Inne spostrzezenia dotyczgce tresci lub formy rozprawy (opcjonalnie):

Podczas czytania rozprawy zauwazytem bardzo niewielka liczbe potknie¢ jezykowych,
ktére z obowigzku recenzenta przedstawiam ponizej:

Str. 8 : ,biatko YY I jest retopozonem bialka YY2” - to raczej skrot myslowy, powinno
by¢ retropozonem, co wiece] okreslenie raczej odnosi si¢ do fragmentéw DNA;

Str. 9:  helatowanie” zamiast chelatowanie

Str. 9: , stabsza stata oddzialywania” — oddzialywanie moze by¢ stabsze

Str. 9: , YY1 1 YY2 mogq dziala¢ antagonistycznie lub przeciwstawnie do siebie” -
antagonistycznie 1 przeciwstawnie to synonimy
W kilku miejscach naduzywanie anglicyzmow: , predykcja, suplementowanie”; ,efekt

na zawartos¢” (str. 67), ,,wysoki poziom konserwacji”’; , zakonserwowanie ewolucyjne”

Str. 22 — | tezenie cynku”

Str. 23 iniciatory” zamiast inicjatory

Str. 34 ,,metoda Bradford” (Marion Bradford to mezczyzna)

Str. 57 ,,kwasna domena” — racze] kwasowa

Str. 68 , oddzialywanie jonow Zn’* do N-koricowego fragmentu”

Str. 85 . kompetencyjne wypieranie” —kompetycyjne lub konkurencyjne
Inne uwagi:

W tabelach 15, 16, 17 i na rysunkach 36, 49, 50 brak jednostek

Rys. 37 — w podpisie pojawia sie kolor niebieski, ktdrego nie ma na rysunku

Wymienione powyzej, w gruncie rzeczy dos¢ drobne, potkniecia nie wptywajg na mojg
wysoka ocene pracy. Wobec niezwykiego bogactwa funkcjonalnosci YY1 i YY2 mozna
oczywiscie zaproponowac szereg kolejnych eksperymentéw. Wydaje sie, ze w szczegdlnosci
fragmenty inherentnie nieuporzgdkowane mogg decydowac o roli obu biatek, jako swoistych
yhubow” czy ,moonlight proteins”. Bardzo interesujgce byloby np. spojrzenie na zmiany
strukturalne w obrebie kompleksu biatko-DNA poprzez pomiary FRET zginania elementu
regulatorowego z punktu widzenia regulacji procesu transkrypcji, pomiary miejsc interakgc;ji z
ligandami przy pomocy techniki wymiany deuter-wodér (HDX), zmiany ksztattu biatka czy stanu
oligomerycznego w pomiarach ultrawirowania analitycznego czy wykorzystania tzw. latarni

molekularnych do pomiaru stechiometrii i sity interakcji biatko-DNA.



7. Ocenakoncowa:

Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Julii takomskiej spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdin. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie o dopuszczenie Julii takomskiej do dalszych etapéw
postepowania ws. nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne.

TAK/NIE(*)

Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskie;.

TAK/NIE(*)
Uzasadnienie wniosku (w przypadku zaznaczenia odpowiedzi TAK)
Praca jest Swietnie napisana, pokazuje profesjonalizm doktorantki w doborze, opisie i powadzeniu

eksperymentdéw, zawiera niezwykle interesujacy materiat naukowy. Jedyng watpliwo$¢é mam wobec
braku publikacji z pierwszenstwem doktorantki wsrdd autorow.

10 marzec 2025 prof. dr hab. inz. Piotr Dobryszycki
data sporzadzenia recenzji podpis recenzenta
INFORMACIE:

1. Przygotowanie recenzji wg. niniejszego formularza jest opcjonalne i do decyzji recenzenta pozostaje
wybdr jej ostatecznej formy.

2. Niezaleznie od formy sporzadzenia recenzji, recenzent proszony jest o jasne wskazanie oceny
spetnienia lub niespetnienia przez kandydatke/kandydata wymogdéw okreslonych w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i hauce (Dz. U. 2018 poz. 1669) z pozniejszymi
zmianami (obowigzujacy od 7.03.2024-30.09.2024 tekst ujednolicony - Dz. U. 2023 poz. 742).

3. Whniosek o wyrdznienie rozprawy (jezeli zgtaszany) powinien byc¢ jasno sformutowany i uzasadniony.
4. Elektroniczng wersje recenzji nalezy przesta¢ na adres: nauki.biologiczne@uj.edu.pl

5. Réwnoczes$nie recenzent proszony jest o przestanie podpisanego oryginatu recenzji na adres:

Rada Dyscypliny Nauki biologiczne
Dziekanat Wydziatu Biologii
Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie
ul. Gronostajowa 7

30-387 Krakow


mailto:nauki.biologiczne@uj.edu.pl

(*) niepotrzebne — skreslic.



