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rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Kuchty
Application of homology modeling to study the function of proteins and their interactions with ligands

dla Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego

Rozprawa doktorska mgra Krzysztofa Kuchty sktada sie z kopii czterech opublikowanych,
wieloautorskich prac, w ktérych jest on jednym z autorow. Publikacje te opatrzone sa w
rozprawie ogélnym jednostronicowym wstegpem, po ktérym nastepuje réwnie krétkie
omowienie poszczegdlnych publikacji. Niestety, calos¢ wstepu i omdwienia napisana jest
Jezykiem calkowicie hermetycznym dla niespecjalisty, zdaniami w rodzaju ,,I also compared
obtained 3D model of Thelavia terrestris CutA (TtCutA) to selected structures of non-canonical
nucleotidyltransferases (NTases) to investigate protein substrate specificity and design rational
mutagenesis converting CutA, acting towards CTP, into PAP or PUP, and analogously Cid1
PUP into C/U-adding enzyme.”

W pracy pierwszej, wieloautorski zespét koordynowany przez dr Joanne Zuberek (autor
korespondencyjny) analizuje struktury wystepuiacych w Arabidopsis thaliana izoform
eukariotycznego czynnika inicjujacego translacje 4E (eIF4E) i site ich oddziatywan ze strukturg
znajdujgcej si¢ na 5° koficu mRNA czapeczki. Wktadem doktoranta do tej publikacji jest
budowa modeli trzeciorzgdowe;j struktury izoform na podstawie znanych struktur homologow.
Dokladna procedura tego modelowania nie jest opisana ani we wstepie ani w oryginalnej
publikacji. Chetnie dowiem si¢ od doktoranta w czasie obrony po co uzywat przewidywania
struktrur drugorzgdowych (PSIPRED) majac dobre wzorce strukturalne dla wszystkich
izoform. Mgr Kuchta przeanalizowat takze réznice strukturalne pomiedzy izoformami w

kontekscie uzyskanych w tej samej pracy, przez wspélautoréw, wynikéw miareczkowania



fluorescencyjnego, umozliwiajgcych okreslenie powinowactwa poszczegoélnych izoform do

analogow czapeczki.

Druga z prac, opublikowana w BBActa, jest takze pracg wieloautorska, w ktorej doktorant jest
,rownorzednym pierwszym” autorem z J. Zuberek, ktéra jest autorem korespondencyjnym.
Metody zastosowane w tej pracy sg tozsame z metodologia uzywang w pracy #1, a zastosowano
ja, jak poprzednio, do biatek elF4E i ich oddzialywan z analogami czapeczki, tym razem u
Drosophila melanogaster. Wkladem doktoranta bylo stworzenie tréjwymiarowych modeli
homologicznych .biaiek 1 bardzo szczegolowa analiza oddzialywan tak uzyskanych struktur z

analogami czapeczki.

Trzecia praca umieszczona przez doktoranta w rozprawie, opublikowana w 2017 roku w RNA,
to wspolny wysitek 3 grup pod kierunkiem Andrzeja Dziembowskiego, Krzysztofa Ginalskiego
i Rafata Tomeckiego. Miata ona na celu wyjasnienie podstawa molekularnych specyficznosci
grzybowych nukleotydylotransferaz CutA, a zwlaszcza ich zdolnoéci dodawania cytydyn i
urydyn na 3” koncu RNA. W tym celu uzyskane in vitro produkty analizy 3’-RACE enzymoéw
z Aspergillus nidulans 1 Thielavia terrestris sekwencjonowano metodami nowej generacji.
Analiza sekwencyjno-strukturalna umozliwita Autorom wyjasnienie molekularnych podstaw
specyficznosci tych enzymow, spektakularnie potwierdzone skutecznym zaplanowaniem
mutacji zmieniajacych tg specyficznos¢. Wkiadem doktoranta do tej pracy jest stworzenie
homologicznego modelu Tt CutA, analiza danych z sekwencjonowania 3°-RACE 1 analiza

sekwencyjno-strukturalna.

W odr6znieniu od trzech poprzednich, czwarta praca, wykonana przez oSmioosobowy zespot,
w wiekszosci z laboratorium Krzysztofa Ginalskiego, jest w calosci pracg bioinformatyczna,
bez wspomagajacych eksperymentdéw. W pracy tej, opublikowanej w Nucleic Acid Research w
2016 roku, Autorzy uzywajac bardzo szerokiego wachlarza metod bioinformatycznych analizy
sekwencji i struktur pokazujg, ze biatka FAM46, obecne w genomach zwierzecych, sa
niekanonicznymi polimerazami poli(A) modyfikujacymi 3° konice RNA. Wniosek ten zostal
nastepnie potwierdzony eksperymentalnie w 2017 roku przez grup¢ A. Dziembowskiego.
Wktadem mgr K. Kuchty, jednego z dwojga réwnorzednych pierwszych autoréw, do tej
publikacji jest proba wymodelowania jednego z ludzkich homologéw (FAM464C) i1 udziat w

innych analizach bioinformatycznych NTaz.

W podsumowaniu, rozprawa doktorska mgr Krzysztofa Kuchty sktada si¢ z czterech dobrze

opublikowanych prac naukowych, do ktérych wktad doktoranta to budowa homologicznych



modeli enzyméw i analiza oddzialywan wymodelowanych biatek, w wickszosci z substratami.
Dodany przez doktoranta wstgp nie dotyczy jego wkladu do opisanych badan, a stanowi
oddzielne streszczenie zawartosci publikacji. Krétkie teksty pod nazwami ,,introduction” oraz
»conclusions” sa pochwaty metod modelowania poréwnawczego i w Zaden sposéb nie
zastgpuja stabo opisanych w kazdej z prac uzywanych przez doktoranta procedur modelowania.
Poniewaz rozprawa sklada si¢ z fragmentow, dotyczacych modelowania struktur w czterech
pracach, ktérych doktorant jest wspotautorem, mozna byloby oczekiwaé, ze pochwali sie
metodami, ktérych uzyt w swojej pracy, zwlaszcza biorac pod uwage doskonatosé Jego
promotora dr hab. K. Ginalskiego w tej kwestii. Tymczasem prawie jednobrzmiacy opis
modelowania w pracach sygnowanych przez doktoranta zawiera enigmatyczne stwierdzenia w

rodzaju:

-,multiple sequence alignment was derived using PCMA program followed by some manual

adjustments” — jakie korekty i z jakiego powodu?
- ,secondary structures were predicted with PSIPRED” - po co?

i inne uniemozliwiajace odtworzenie wynikéw pracy. O ile jest to dopuszczalne w publikacii,
w ktérej modelowanie stanowi zaledwie fragment, w rozprawie doktorskiej powinno to, chocby

z powodow edukacyjnych, zosta¢ wyjasnione.

Z obowigzku recenzenta zwroce uwage, ze dwa z o$wiadczen dotyczacych wkladu
poszczegolnych os6b do publikacji tj. p. Anny Kropiwnickiej (publ. 1) i Lucjana Wyrwicza
(publ. 4) zostaly napisane i podpisane przez doktoranta. Wyrazam jednocze$nie nadzieje, ze
jest to zgodne z procedurami ustalonymi przez Rade Naukowa Dyscypliny Nauki Fizyczne UW

(zgodnie z delegacjg ustawows).

Powyzsze uwagi dotycza konstrukcji rozprawy i nie zmieniaja mojej pozytywnej oceny
uzyskanych i przedstawionych przez doktoranta wynikoéw. Biorac to pod uwage w ogdlnej
ocenie pracy doktorskiej mgr Krzysztofa Kuchty wyrazam poglad, ze Jego rozprawa doktorska
spelnia ustawowe i zwyczajowe wymagania i stawiam wniosek o dopuszczenia doktoranta do

dalszych etapow przewodu.



