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Ocena pracy doktorskiej mer. inz. Radostawa Dariusza Kitla zatytufowanej ,,Biophysical
characterization of molecular mechanism of action nucleation by Spire and its binding partner

Formin and discovery of smali-molecule chemical probes impairing the Spire-FMN2 interaction”

Cytoszkielet aktynowy jest kluczowo wazng struktura, ktéra zapewnia komdrkom ksztatt i zdolnosé
poruszania si¢. Nieprawidlowosci w funkcjonowaniu polimeréw aktynowych prowadzg do
powaznych schorze, w tym choréb nowotworowych. Jednym ze stabiej poznanych aspektow
funkcjonowania aktyny jest mechanizm tworzenia zarodkéw polimeryzacii.

Rozprawa doktorska mgr inz. Radostawa Kitla dotyczy wiasnie biatek regulujacych powstawanie
tych zarodkéw: biatek Spire i forminy FMN2. Praca realizowana byla w grupie Profesora Holaka,
ktéry posiada dorobek w postaci dwéch publikacii w PNAS (USA) dotyczacych badan

strukturalnych biatka Spire, zrealizowanych we wsp6lpracy z zespolem Profesora Roberta Hubera.

Oceniana praca doktorska to napisany po angielsku maszynopis liczgcy 121 stron, podzielony na
rozdziaty Summary, Streszczenie, Introduction, dims of the work, Results, Discussion, Materials
and Methods, Abbreviations, References. Praca zawiera takze rozdzial Supplementary Materials,
w ktérym znajduje sie tabela okreslajaca procentowy udzial doktoranta w wykonaniu kolejnych
doswiadczen rozprawy doktorskiej, co oceniam bardzo pozytywnie. Do pracy dolgczono réwniez
plyte CD z czterema filmami pokazujacymi powstawanie filamentéw aktynowych zarejestrowanych

za pomoca mikroskopii TIRF.

Rozdzial Introduction liczy 20 stron i jest napisany w zwarty i tresciwy sposéb, dostarczajac duzej
ilogci informacji na temat tworzenia cytoszkieletu aktynowego, ze szczegblnym uwzglednieniem
inicjacji tego procesu i rolg bialek Arp2/3, Spire, forminy w metastazie. Autor zestawia takze

informacje na temat niskoczasteczkowych zwigzkéw interferujacych z procesem polimeryzacji



aktyny. Ta cze$¢ doktoratu napisana jest kompetentnie i zilustrowana rysunkami opracowanymi

przez doktoranta.

Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej mozna podzieli¢ na dwie czeéci. Pierwsza grupa
dotyczy badan z wykorzystaniem technik mikroskopowych na poziomie pojedynczych czasteczek
i jest proba okreslenia roli domen WH2 biatka Spire w procesie nukleacji aktyny. Stosujac techniki
mikroskopii fluorescencyjnej na poziomie pojedynczych czasteczek, autor pokazal, ze sama
obecnos¢ domen wigzacych aktyne biatka Spire nie jest wystarczajaca do utworzenia stabilnego
zarodka polimeryzacji aktyny. Jest to istotny i oryginalny wynik, ktéry przeczy danym literatury,
méwiacym, ze biatko Spire inicjuje proces polimeryzacji. Na podstawie uzyskanych wynikéw
doktorant zaproponowal wiasny model kooperacji miedzy bialkiem Spire a forminami w procesie
nukleacji polimeréw aktyny na powierzchni blony pecherzykdéw. Opisywane wyniki byly uzyskane
w czasie polrocznego stazu na Uniwersytecie Ludwiga Maximiliana w laboratorium Profesora
Lamba, ktére wyposazone jest w doskonalg aparature, umozliwiajaca wykonanie doswiadczen

metodami mikroskopii fluorescencyjne;.

Druga grupa wynikéw dotyczy poszukiwania zwiazkdéw, ktore zdolne sg do oddziatywania
z biatkiem Spire i do blokowania tworzenia kompleksu z forming FMN2. Ta czg$¢ pracy zostala
wykonana w macierzystym laboratorium kierowanym przez Profesora Holaka, ktory jest ekspertem
w poszukiWaniu antagonistow oddzialywan bialtko-biatko. Doktorant zastosowata w tym celu
zaréwno techniki obliczeniowe w postaci wirtualnego przeszukiwania biblioteki 22 mln zwigzkéw,
jak i kilka technik eksperymentalnych (glownie tzw. thermal shift assay, ale takze NMR) w celu
identyfikacji zwigzkéw zdolnych do oddziatywania z biatkiem Spire. Doktorant wyselekcjonowal
zwiazek RK-4, ktory wigzat si¢ stabo do domeny hKIND1 oraz zwiazek A07, ktory oddziatywat
z hKIND2. Oba zwiazki oddzialywaty stabo z biatkami docelowymi. Mimo 2e doktorant nie
zidentyfikowat silnych antagonistéw wymienionego oddzialywania, wykonat oﬁ istotny krok w tym

kierunku, co nalezy odnotowac jako sukces.



Moje uwagi do ocenianej rozprawy sq natury redakcyjnej. Streszczenie w jezyku polskim zawiera
liczne bledy literowe i zargon laboratoryjny. Podobnego typu btedy wystgpuja takie w catym

doktoracie. Jezyk angielski rozprawy jest poprawny, ale nie okreslitbym go jako dobry.

Chciatbym zaznaczyé, 7e doktorant w trakcie realizacji pracy zastosowat liczne, odmienne techniki,
w tym: produkcje biatek w systemie bakteryjnym, biochemiczna charakterystyke biatek, technike
thermal shift assay, techniki obliczeniowe i NMR, zaawansowane metody mikroskopi
fluorescencyjnej oraz krystalizacje biatek. Na tym etapie rozwoju naukowego wykazat sig wiec

nalezyta wszechstronnoscia.

Podsumowujac, stwierdzam, 2e moja ocena rozprawy doktorskiej mgr. Radostawa Kitla
zatytutowanej ,,Biophysical characterization of molecular mechanism of action nucieation by Spire
and its binding partner Formin and discovery of small-molecule chemical |.;robes impairing the
Spire-FMN2 interaction” jest pozytywna, a opracowanie spetnia wymagania stawiane pracom
doktorskim i ujete stosownymi przepisami. Wnosz¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu

Jagielloniskiego o dopuszczenie mgr. Kitla do dalszych etapdw postgpowania doktorskiego.

ﬂ._,)(f/-\/—/f \



