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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Nikoli Sozariskiej zatytutowanej:

»Strukturalne nieuporzadkowanie i separacja faz ciecz-ciecz jako molekularne

podstawy funkcjonowania regulatoréw transkrypcji na przyktadzie TCF4”

Rozprawa doktorska pani mgr inz. Nikoli Sozariskiej opisuje prace badawcze
podjete w celu zrozumienia molekularnych podstaw funkcjonowania ludzkiego biatka
TCF4. Biatko to moze zosta¢ z powodzeniem uznane za biatko modelowe, gdyz
zawierajgc charakterystyczna dla czynnikéw transkrypcyjnych domene odpowiedzialng
za swoiste oddziatywanie z DNA posiada takze rozlegty rejon inherentnie
nieuporzgdkowany typowy dla eukariotycznych regulatoréw transkrypcji. To wiasnie
obecnos¢ tego rejonu czyni go atrakcyjnym do badania w grupie profesora dr hab. inz.
Andrzej Ozyhara, ktéry od lat z powodzeniem zajmuje sie biatkami wykazujgcymi te,
wcigz stabo poznang, wtasno$¢. Biatko TCF4 jest nie tylko bardzo interesujgcym
modelem badawczym, ale takze biatkiem niezwykle istotnym, a wrecz kluczowym w
rozwoju organizmu, w szczegoélnosci w rozwoju uktadu nerwowego cztowieka.
Zaburzenia jego sekwencji prowadzg do ciezkiego i rzadkiego zespotu
neurorozwojowego okreslanego jako zespot Pitt—Hopkins (Pitt-Hopkins syndrome,
PTHS). Biatko to jest takze niezwykle intrygujgce pod wzgledem funkcjonalnym, gdyz, w
zaleznosci od kontekstu molekularnego moze petni¢ role zaréwno represora jak i

aktywatora transkrypcji.

Praca doktorska przygotowana zostata pod opieka promotora, prof. dr hab.
Andrzeja Ozyhara, ktéry dzielit obowiazki z promotorem pomocniczym, dr Aneta
Tarczewska. Prace badawcze wykonane zostalty w jednostce rodzimej, Katedrze
Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej, a takze we wspotpracy z dr Barbarg Klepkg oraz dr hab. Anng Niedzwiecka,
prof. IF PAN, z Instytutu Fizyki Polskiej Akademii Nauk (IF PAN) w Warszawie, w zakresie
analiz bioinformatycznych, analizy danych z ultrawirowania analitycznego oraz technik
konfokalnych. Ponadto, we wspétpracy z dr Lilig Zukowg oraz prof. dr hab. Michatem
Dadlezem ze Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk (IBB PAN) w Warszawie, wykonano eksperymenty wymiany

izotopowej wodoru z deuterem monitorowanej spektrometria mas (HDX-MS).
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Wspétprowadzenie badan z osobami biegtymi w zaawansowanych technikach eksperymentalnych i analizach

danych jest w petni typowe i wtasciwe dla wspdtczesnych badan prowadzonych w naukach przyrodniczych.

Prace badawcze obejmowaty szeroki zestaw technik z pogranicza biologii molekularnej,
biotechnologii, biochemii i biofizyki. Doktorantka zoptymalizowata sekwencje plazmidu ekspresyjnego
kodujacego bhiatko chimeryczne, sktadajace sie z sekwencji ludzkiego czynnika transkrypcyjnego TCF4,
domeny SUMO oraz metki histydynowej; opracowata procedure ekspresji tego biatka w bakteryjnym
systemie ekspresyjnym oraz jego oczyszczania z wykorzystaniem technik chromatograficznych; okreslita
powinowactwo uzyskanego biatka do dwuniciowego oligonukleotydu DNA o sekwencji specyficznej dla TCF4;
przeprowadzita analizy sekwencji biatka prowadzace do predykcji jego wtasnosci strukturalnych oraz
zweryfikowata te predykcje z wykorzystaniem technik dichroizmu kotowego, wymiany izotopowej wodoru z
deuterem monitorowane] spektrometria mas, sgczenia molekularnego, technik elektroforetycznych,
ultrawirowania analitycznego, technik fluorescencyjnych oraz konfokalnych. Te ostatnie postuzyly do
zbadania zdolnosci biatka TCF4 do tworzenia uktadéw supramolekularnych oraz okreslenia ich dynamiki,

ewolucji czasowej i stabilnosci.

Przeprowadzone badania dotycza zagadnien niezwykle istotnych dla wspdtczesnej biochemii
strukturalnej biatek. Brak stabilnej struktury przestrzennej w przypadku biatek inherentnie
nieuporzgdkowanych jest zagadnieniem wecigz stabo poznanym, zaréwno pod wzgledem ich wiasnosci
fizykochemicznych, jak i konsekwencji biologicznych. Badania tej klasy biatek wymykajg sie klasycznym
technikom strukturalnym, a poznanie ich wtasnosci opiera sie na integracji wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu
wielu réznorodnych technik badawczych, zazwyczaj o ograniczonej rozdzielczosci przestrzennej. Duig
trudno$¢ w badaniach biatek inherentnie nieuporzadkowanych stanowi ich naturalna sktonnos¢ do
funkcjonowania w rozbudowanych sieciach oddziatywan z licznymi biatkami partnerskimi, ktérych
réznorodnos¢ oraz czesto wystepujgca heterogennos¢ stanowig wyzwanie, ktéremu obecnie nie jesteSmy w
stanie sprosta¢ w petni satysfakcjonujacy sposoéb. Z tego wzgledu badanie uktadéw supramolekularnych o
jednorodnej budowie podjednostkowej jest obecnie podejsciem dominujagcym i metodologicznie
uzasadnionym. Badania prowadzone przez panig mgr inz. Nikole Sozariska wpisujg sie wiec doskonale we
wspotczesny nurt nowatorskich prac, ktore w istotny sposéb poszerzajg naszg wiedze na temat zachowania i

funkcjonowania biatek.

Wyniki prowadzonych badan zostaty opisane w obszernej, liczacej 162 strony maszynopisu rozprawie
doktorskiej, napisanej w jezyku polskim. Praca zostata przygotowana w sposéb bardzo staranny pod
wzgledem jezykowym i redakcyjnym, w uktadzie typowym dla prac z zakresu nauk przyrodniczych. Rozprawe
otwierajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow oraz wstep, ktéry w sposdb klarowny i

komfortowy wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z biatkiem TCF4, umieszczajgc je w kontekscie
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innych biatek z rodziny bHLH oraz ukazujac aktualny stan wiedzy na temat jego struktury, funkcji oraz

znaczenia biologicznego, zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych.

W dalszej czesci wstepu autorka koncentruje sie na opisie wiasciwosci biatek inherentnie
nieuporzgdkowanych oraz procesu separacji faz ciecz—ciecz, ktéremu podlega cze$¢ z nich. Bardzo wysoko
oceniam wstep teoretyczny recenzowanej pracy. Stanowi on dobrze i przystepnie podane kompendium
wiedzy, ktéra jeszcze kilka lat temu byta nieoczywista, a miejscami wrecz sprzeczna z panujgcymi dogmatami.
Dodatkowo rozdziat ten oparty jest na bardzo bogatej i trafnie dobranej literaturze przedmiotu. Zostat on
napisany w sposéb lapidarny, lecz nie skrétowy. Kolejny rozdziat w sposéb naturalny wynika ze wstepu i,
akcentujac deficyty obecnego stanu wiedzy, prezentuje cel prowadzonych badan, ktdry jest istotny,
sformutowany jasno i wystarczajgco konkretnie. W dalszych czesciach opisano materiaty wykorzystane w
trakcie badann oraz zastosowane metody. Rozdzialy te zostaty przygotowane zgodnie z przyjetymi
standardami i pozwalajg na zrozumienie szczeg6tdw eksperymentéw w znakomitej wiekszosci przypadkow z

wystarczajgcq precyzjg.

Zasadniczg czescig rozprawy jest rozdziat ,, Wyniki”, ktéry prezentuje rezultaty prowadzonych badan
w sposéb metodyczny, cho¢ — jak sama autorka zaznacza w dyskusji — niepetny, gdyz pominieto szereg
dodatkowych eksperymentéw pomocniczych Ilub takich, ktére nie doprowadzity do uzyskania
satysfakcjonujgcych rezultatow. Rozdziat ten zostat napisany w sposéb systematyczny i interesujacy, cho¢ w
moim przekonaniu koncentruje sie miejscami zbyt silnie na interpretacji wynikdéw kosztem ich szczegétowego
opisu i analizy. Do wiekszosci omawianych zagadnien nie zgtaszam jednak istotnych zastrzezen. Jedynie
niektére aspekty dotyczace oddziatywania TCF4 z DNA zostaty, moim zdaniem, omdwione w sposob

niewystarczajgco krytyczny, co zostanie wskazane w dalszej czesci recenzji.

Bardzo wysoko oceniam natomiast opis zagadnien dotyczacych tworzenia kondensatéw, ktdre
zostaty przedyskutowane w sposdb kompleksowy i interesujacy, z wyraznym zaakcentowaniem ich
potencjalnego znaczenia biologicznego oraz mozliwego wptywu mutacji chorobotwérczych na ten proces.
Doceniam réwniez krytycyzm, z jakim doktorantka podchodzi do analizy wynikéw dotyczacych sttoczenia
molekularnego, oraz umiejetne osadzenie wtasnych interpretacji w aktualnej literaturze naukowej.
Interesujaca jest sugestia, ze mutacje chorobotwdrcze moga wptywaé na szereg — mniej lub bardziej
oczywistych — proceséw molekularnych, ktére bezposrednio prowadza do zwiekszonej zdolnosci biatka do
tworzenia kondensatow lub do przyspieszonego ,starzenia sie” tych uktadéw, skutkujgcego zmniejszeniem
wymiany czasteczek TCF4 pomiedzy kondensatem a frakcjg rozpuszczalng, a w konsekwencji obnizeniem
biodostepnosci funkcjonalnej biatka. Alternatywnie, mutacje te mogg prowadzi¢ do obnizenia powinowactwa
TCF4 do DNA, co zmniejsza jego zdolnos¢ do efektywnego oddziatywania z DNA, skutkujgc ograniczong

mozliwoscig rozbijania struktur supramolekularnych, a w efekcie zwiekszong stabilnoscig tych uktadow.
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Koricowym etapem pracy jest wskazanie dalszych interesujgcych kierunkéw badan, ktére — mam
nadzieje — zostang podjete przez zespét badawczy. Praca zawiera takze liczne zatgczniki, do ktérych
odniesiono sie w tresci rozprawy, opis osiggnie¢ doktorantki oraz spis literatury, ktéry jest wyjatkowo
obszerny i obejmuje imponujgca liczbe 565 pozycji. Obejmuje on zaréwno najnowsze publikacje z zakresu
tematyki pracy, jak i starsze, fundamentalne prace konstytuujgce rozwdj biochemii i biologii strukturalne;j,

sposrad ktérych najstarsza, zidentyfikowana przeze mnie pozycja, pochodzi z roku 1894.

Moim zdaniem najwazniejszym osiggnieciem pracy jest zaproponowanie spéjnego modelu
funkcjonowania biatka TCF4, integrujgcego regiony inherentnie nieuporzadkowane (IDR), separacje faz ciecz—
ciecz (LLPS) oraz rozpoznawanie DNA. W szczegdlnosci doceniam wykazanie istnienia uktaddéw
supramolekularnych tworzonych przez biatko TCF4 w postaci dynamicznych, bezbtonowych struktur. Ich
powstawanie jest indukowane sttoczeniem molekularnym, wywotywanym obecno$cig PEG 8000, a takze
zwiekszong sitg jonowg, wynikajacg z obecnosci chlorku sodu w stezeniach przekraczajgcych wartosci
fizjologiczne. Struktury te zostaty scharakteryzowane pod wzgledem biofizycznym, co pozwolito na ich
jednoznaczne sklasyfikowanie jako kondensaty powstajgce w wyniku LLPS, zgodnie z dobrze ugruntowanymi
kryteriami Hymana, umozliwiajgcymi odréznienie ich od agregatow i osadow (sferyczny ksztatt, zdolnos¢ do
koalescencji, mobilno$¢ czasteczek w obrebie kondensatu w skali minutowej oraz zaleznos$¢ procesu
tworzenia od stezenia biatka). Za szczegdlnie wazne odkrycie uznaje identyfikacje zdolnosci tych struktur do
dynamicznych interakcji z DNA, prowadzacych do utraty spdjnosci tychze struktur. Bardzo interesujgcym
aspektem badan tych uktadow jest rowniez okreslenie ich ewolucji czasowej, opisanej jako proces starzenia

lub dojrzewania kondensatow.

Ze wzgledu na petniong funkcje jestem zobowigzany wskazaé zauwazone mankamenty pracy oraz nieliczne

niezgrabnosci jezykowe:

1. Str. 13: zgodnie ze Stownikiem jezyka polskiego (SJP) stowo konserwatywny oznacza: , przywigzany
do tradycji, istniejacych instytucji i systemu wartosci, wyrazajacy niechetny lub wrogi stosunek do
powazniejszych zmian, sprzeciwiajacy sie nowosciom; tradycjonalistyczny, zachowawczy,
ortodoksyjny, niepostepowy”, co wigze sie z intencjonalnym dziataniem i raczej nie odnosi sie do
zachowania biatek. Dlatego sformutowanie ,wysoce konserwatywng grupe biatek” nalezatoby
zastgpic okresleniem ,wysoce konserwowang ewolucyjnie grupe biatek”.

2. Str. 25: okreslenie ,kat Ramachandrana szkieletu” jest niejednoznaczne. Z kontekstu mozna
whnioskowac, ze chodzi o dwa katy torsyjne (¢ i ) charakteryzujgce konformacje taricucha gtéwnego
biatka.

3. Str 18. Zdanie: ,,Chociaz TCF4 nie jest niezbedny do rozwoju limfocytéw B, to myszy z wyciszonym

Tcf4 wykazujg zmniejszong liczbe limfocytéw pro-B, wskazujgc na role TCF4 we wczesnym rozwoju
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limfocytow B, aczkolwiek w komadrkach o obnizonym poziomie innych biatek E [59]” jest niespdjne
gramatycznie, tym samym niezrozumiate.

W eksperymentach elektroforezy natywnej, sgczenia molekularnego oraz ultrawirowania
analitycznego analizowano wptyw obecnosci dwuniciowego DNA o sekwencji specyficznej dla TCF4
(dsE-box) na zachowanie biatka. W pierwszym przypadku stosowano 10-krotny nadmiar dsDNA,
natomiast w dwdéch pozostatych jedynie 2-krotny. Skad wynika ta réznica? Czy faktycznie byta ona
podyktowana dazeniem do uzyskania wysokiego stopnia wysycenia biatka kwasem nukleinowym, o
ktérym mowa w dyskusji?

Str. 68: Rdéwnanie 8 opisuje warto$¢ anizotropii fluorescencji jako funkcje intensywnosci
emitowanego $wiatta o polaryzacjach réwnolegtej i prostopadtej wzgledem $wiatta wzbudzajgcego.
W tekscie pojawia sie jednak informacja o wspétczynniku G, ktéry — bedac parametrem
aparaturowym — wystepuje we wzorze na anizotropie fluorescencji opartym na sygnatach
rejestrowanych dla wszystkich kombinacji ustawien polaryzatoréw wzbudzajacych i analizujacych.
Sadze zatem, ze do obliczer zastosowano inny, metodologicznie poprawny wzér, ktéry nie zostat
jednoznacznie przedstawiony.

Uzyskany wynik badania oddziatywania dsE-box z biatkiem TCF4 przy uzyciu metody EMSA nie
odpowiada spodziewanej izotermie wigzania dla stechiometrii 1:1. Taka krzywa wigzania powinna
bowiem wykazywaé zmiane stopnia wysycenia od okoto 5 do 95% przy okoto 80-krotnej zmianie
stezenia liganda, co obserwuje sie w przypadku pomiaréw polaryzacji fluorescencji dla tego samego
uktadu, jak réwniez analizy zmian czasu dyfuzji w metodzie FCS. Analogiczng zmienno$¢ stopnia
wysycenia uzyskano jednak w przypadku EMSA juz dla zaledwie kilkukrotnej zmiany stezenia, co
moze wynikaé¢ z dynamicznego charakteru kompleksu prowadzacej do niespetnienia kryteriéw
rownowagi podczas elektroforezy, prowadzacej w konsekwencji do rezultatu charakterystycznego
dla efektéw dodatniej kooperatywnosci. Efekty takie nie powinny jednak wystepowaé w przypadku
oddziatywania o zaktadanej stechiometrii 1:1. Z tej perspektywy nie dziwi fakt, ze w analizie tych
danych nie zastosowano klasycznego podejscia opisanego réwnaniem 4, lecz réwnanie 5, stanowigce
najprostszy model opisu zjawisk kooperatywnych. Uzyskanego w ten sposéb wyniku nie mozna
jednak traktowac jako wartosci reprezentatywnej dla ilosciowego okreslenia powinowactwa. Sgdze
ponadto, ze niepodany w pracy wyktadnik kooperatywnosci n z réwnania 5 znaczgco odbiega od
wartosci jednostkowej, charakterystycznej dla braku efektu kooperatywnosci. Ograniczenia metody
EMSA nie podwazajg jednak ogdlnego wniosku o zdolnosci biatka TCF4 do oddziatywania z DNA.

Str. 75, rycina 7.3: opis metodyki analizy danych FCS jest zbyt lakoniczna i nie pozwala jednoznacznie
ustali¢, jaki model dopasowania zostat zastosowany ani w jaki sposéb zdefiniowano parametr
okreslany jako ,pozorny czas dyfuzji”. Na podstawie samego opisu analizy nie wynika, czy

zastosowano model jednosktadnikowy, czy tez bardziej ztozony model wielosktadnikowy.
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10.

11.

Jednoczesnie wzrokowa analiza przedstawionych funkcji autokorelacji oraz ich dopasowan sugeruje
obecnos¢ co najmniej dwéch skal czasowych, co wskazywatoby na zastosowanie modelu ztozonego.
Jezeli tak byto w istocie, konieczne jest jednoznaczne okreslenie zaréwno postaci zastosowanego
modelu, jak i sposobu wyznaczenia parametru raportowanego jako ,pozorny czas dyfuzji”, gdyz w
obecnej formie analiza ta nie jest w petni przejrzysta.

W tekscie rozprawy nie udato mi sie odnalez¢ informacji dotyczacej statej réwnowagi dimeryzacji
biatka TCF4. Czy zostata ona okreslona? Jezeli tak, jej podanie znaczgco utatwitoby jednoznaczng
interpretacje wiekszosci uzyskanych rezultatéw, gdyz stosowanie w eksperymentach stezen biatka
poréwnywalnych z wartoscig statej dysocjacji dimeryzacji prowadzitoby do wspétwystepowania
dwdch frakcji: monomerycznej i dimerycznej, co moze mie¢ istotne konsekwencje dla analizy
oddziatywan TCF4 z DNA.

Str. 77: okreslenie ,,zwiekszenie sztywnosci fragmentu TCF4” w odniesieniu do rezultatéw dziatania
predyktora jest nieprecyzyjne, gdyz program ten nie analizuje faktycznej sztywnosci biatka, lecz
jedynie przewiduje predyspozycje danego fragmentu tancucha polipeptydowego do takiego
zachowania. W kontekscie dalszych, trafnych i precyzyjnych sformutowan zastosowanych w pracy,
fragment ten traktuje jako niezrecznos¢ jezykowa, a nie jako btgd w zrozumieniu zastosowanej
metody.

Str. 78: szacowanie zawartosci struktur drugorzedowych biatka TCF4 wykonano w oparciu o widma
dichroizmu kotowego zmierzone dla samego biatka oraz dla tegoz biatka w obecnosci specyficznego
DNA (dsE-box). O ile taka analiza w przypadku biatka w formie apo jest rutynowa i nie nastrecza
istotnych trudnosci, o tyle jej przeprowadzenie dla nukleoproteiny jest nietrywialne, ze wzgledu na
aktywnos¢ optyczng DNA w zakresie spektralnym, ktéry w catosci pokrywa sie z zakresem absorpcji
wigzania peptydowego, wykorzystywanego w tej analizie. Autorka stusznie zauwaza ten efekt,
wskazujac na obecnos¢ sygnatu przy dtugosci fali 280 nm, pochodzgcego od DNA, nie odnosi sie
jednak do spodziewanego wktadu sygnatu DNA w innych zakresach spektralnych, w tym réwniez w
zakresie dtugosci fali 222 nm, dla ktérego zarejestrowano rdznice pomiedzy poréwnywanymi
widmami. Nalezy podkresli¢, ze amplituda sygnatu DNA w tych zakresach moze by¢ poréwnywalna,
co utrudnia jednoznaczng interpretacje obserwowanych zmian.

Fakt ten, w mojej ocenie, uniemozliwia poprawng analize zawartosci struktur drugorzedowych biatka
bez explicite uwzglednienia wktadu sygnatu pochodzgcego od DNA. Prosta substrakcja widma DNA,
zmierzonego przy tym samym stezeniu, nie stanowi wystarczajgcej korekty, ze wzgledu na
spodziewany wptyw oddziatywan z biatkiem na widmo CD DNA. Uprzejmie prosze o odniesienie sie
do tego zagadnienia w trakcie obrony.

Str. 78: analiza widm dichroizmu kotowego z wykorzystaniem programu BeStSel nie jest oparta na

dekonwolucji, ktéra stanowi konsekwencje splotu funkcji, lecz na dekompozycji, rozumianej jako
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12.

13.

14.

reprezentacja widma eksperymentalnego jako sumy widm sktadowych. Zastosowanie terminu
»dekonwolucja” w tym kontekscie jest zatem nieprecyzyjne i moze prowadzi¢ do nieporozumien
interpretacyjnych.

Str. 81: autorka sugeruje, ze obserwowana rdznica szybkosci migracji apo-TCF4 oraz kompleksu
TCF4:dsDNA moze wynika¢ ze zmiany ksztattu dimeru biatka lub dodatkowego tadunku
wprowadzonego przez DNA. Wydaje sie jednak, ze obecno$¢ DNA jako sktadnika kompleksu moze
miec istotny wptyw na migracje elektroforetyczna, potencjalnie wiekszy niz sama zmiana ksztattu
biatka. W elektroforezie natywnej mobilnos¢ komplekséw zalezy przede wszystkim od relacji
pomiedzy fadunkiem elektrycznym, masg molowa oraz efektywnym wspétczynnikiem tarcia
hydrodynamicznego. Dla warunkéw pH, w ktérych prowadzono eksperymenty, pierwsze dwa
parametry wynoszg dla dimeru TCF4 w formie apo: —26 e~ i 96,5 kDa, natomiast dla nukleoproteiny:
—64 e”1106,4 kDa. W Swietle tych danych relatywnie niewielka réznica w szybkosci migracji obu form
zastuguje na dodatkowy komentarz. Uprzejmie prosze o odniesienie sie do tego zagadnienia podczas
obrony rozprawy, a takze o informacje, czy w trakcie elektroforezy natywnej wizualizowano obecnos¢
DNA, co pozwolitoby jednoznaczniej potwierdzi¢ sktad migrujacych form.

Str. 82: zgodnie z informacjg przedstawiong w rozdziale 6.5.5, badania analitycznego saczenia
molekularnego prowadzono dla réznych ilosci biatka TCF4 (25—75 pg). Chromatogram przedstawiony
na rycinie 7.7 prezentuje typowe profile elucji, przy czym zawarto informacje, ze krzywa
odpowiadajgca biatku w formie apo zostata przemnozona przez czynnik 4,5. Brak jednoznacznej
informacji o zastosowanych w tym przypadku stezeniach biatka oraz dsDNA nie pozwala na ocene
przyczyny obserwowanej réznicy ani jej znaczenia interpretacyjnego. W opisie metody znaleZz¢ mozna
informacje, ze oprdcz absorpcji przy 280 nm mierzono réwniez absorpcje przy 260 nm, jednak wyniki
te nie zostaty zaprezentowane. Czy dostepnos¢ tych dodatkowych danych, w potgczeniu z informacjg
o rzeczywiscie zastosowanych stezeniach biatka i DNA, pozwalataby na jednoznaczng interpretacje
zaobserwowanej réznicy pomiedzy profilami elucji?

Str. 88: interpretacja nieodwracalnosci procesu denaturacji biatka TCF4 w obecnosci dsDNA opiera
sie na zatozeniu destabilizacji biatka wynikajgcej ze zmiany pH buforu wraz ze wzrostem temperatury
oraz wzmozonej agregacji w poblizu punktu izoelektrycznego biatka. Szkoda, ze autorka nie podjeta
préby weryfikacji tej hipotezy poprzez zmiane wyjsciowego pH przy niezmienionej soli buforujacej
(TRIS), co prowadzitoby do osiggniecia potencjalnie krytycznego zakresu pH w innej temperaturze.
Dyskusja uzyskanych rezultatéw nie uwzglednia réwniez obecnosci DNA, ktére takze wykazuje
eliptycznos¢ w zakresie okoto 220 nm oraz posiada wtasng temperature topnienia, ktéra dla dsDNA
o sekwencji dsE-box wynosi okoto 65 °C. O ile mozna zatozy¢, ze oddziatywanie z biatkiem
prowadzitoby do stabilizacji DNA, to przy zaktadanej stechiometrii oddziatywania 1:1 oraz wartosci

Kd rzedu 0,3 uM, ponad 50% obecnego w prébce DNA powinno pozostawac w stanie wolnym. Aspekt
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ten magtby istotnie wptywac na interpretacje obserwowanej nieodwracalnosci procesu denaturacji.
Uprzejmie prosze o odniesienie sie do tej kwestii podczas obrony rozprawy.

Str 99, Jak pokazuje rysunek 7.23, zmiany mobilnosci TCF4 wewnatrz kondensatow wzrastajg wraz
ze wzrostem stezenia NaCl. Zaleznos$¢ tej zmiany przyblizono krzywg nie podano jednak jakiego
rodzaju jest ta krzywa i dlaczego jg wybrano jako charakterystyczng dla tej zaleznosci. Prosze o
wyjasnienia.

Str. 103: autorka pracy opisuje test rozpuszczania kondensatéow z zastosowaniem powszechnie
uzywanego w tym celu zwigzku 1,6-heksanodiolu. Nie podaje jednak szczegétow przebiegu tego
eksperymentu, w szczegélnosci czasu jego wykonania wzgledem momentu utworzenia
kondensatéw, co mozie mie¢ istotne znaczenie w kontek$cie opisanego wczeséniej procesu
dojrzewania (starzenia) tych struktur. Czy okreslano stezenie graniczne 1,6-heksanodiolu niezbedne
do rozpuszczenia kondensatéw, a takze czy badano zaleznos$¢ skutecznosci tego procesu od czasu
inkubacji kondensatéw przed dodaniem zwigzku?

Str. 107: badanie mozliwosci tworzenia komplekséw TCF4 z DNA przy réznych sitach jonowych
prowadzono metodg elektroforezy natywnej w buforze o sile jonowej ponizej 100 mM (bufor 0,5x
TBE). Nie jest jednak oczywiste, czy sama preinkubacja probek w buforze o wyzszej sile jonowej jest
wystarczajgca, aby uzna¢ obserwowany kompleks za trwaty w tych warunkach. W trakcie
elektroforezy dochodzi bowiem do szybkiej wymiany buforu, a kinetyka tworzenia komplekséw
biatko—DNA jest zazwyczaj znacznie szybsza niz czas trwania rozdziatu elektroforetycznego. W
konsekwencji nie mozna wykluczyé, ze obserwowane kompleksy powstajg juz w warunkach
obnizonej sity jonowej panujacej w zelu, a nie odzwierciedlajg stanu rownowagi przy wyzszej sile
jonowej podczas procesu preinkubacji. Uprzejmie prosze o odniesienie sie do tego aspektu podczas
obrony rozprawy.

Str. 109: lektura dyskusji rozprawy pozwala doceni¢ znaczny naktad pracy doktorantki zwigzany z
optymalizacjg preparatyki biatka, ktéry w badaniach tego typu jest zazwyczaj bardzo wysoki i stanowi
istotng cze$¢ czasu poswieconego na realizacje badan eksperymentalnych. Szkoda jednak, ze te
istotne aspekty prac przygotowawczych nie zostaty w wiekszym stopniu przedstawione w rozdziale
,Wyniki”, co pozwolitoby lepiej odda¢ skale i ztozonos¢ wykonanych prac eksperymentalnych.

Str. 109: w dyskusji zawarto stwierdzenie, ze fosforylacja biatka TCF4 wptywa na jego powinowactwo
do dwuniciowego DNA (dsDNA) o sekwencji specyficznej. Szkoda, ze nie podano w tym miejscu
bardziej szczegétowych informacji, w szczegdélnosci lokalizacji tej modyfikacji w obrebie sekwencji
biatka oraz kierunku jej wptywu na oddziatywanie z DNA (wzmacniajacego badz ostabiajgcego). Nie
jest rowniez jasne, czy sg to wyniki wtasne autorki, ktére nie zostaty zaprezentowane w czesci

wynikowej, czy tez informacje pochodzace z literatury.
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Str. 114: w dyskusji dotyczacej tworzenia kondensatéw doktorantka stwierdza, ze rozmiary
kondensatow sg proporcjonalne do zastosowanego stezenia PEG 8000. Nie jest jednak jasne, czy
uzyte w tym miejscu okreslenie ,,proporcjonalne” odnosi sie do Scistej zaleznosci proporcjonalnej, czy
tez jedynie do obserwowanej tendencji wzrostowej rozmiaréw kondensatéw wraz ze wzrostem
stezenia PEG 8000. W pracy nie przedstawiono bowiem wykresu zaleznosci rozmiaru kondensatéw
od stezenia PEG 8000, ktéry pozwalatby jednoznacznie oceni¢ charakter tej relacji i potwierdzi¢
wystepowanie proporcjonalnosci.

W pracy pojawia sie teza, ze oddziatywanie biatka TCF4 z DNA o sekwencji niespecyficznej zachodzi
za posrednictwem nieuporzadkowanego fragmentu C-koricowego biatka. Szkoda, ze teza ta
pozostata w sferze przypuszczen, a autorka nie zdecydowata sie na zaprezentowanie wynikéw badan
oddziatywania TCF4 pozbawionego domeny bHLH z DNA, ktére mogtyby ja bezposrednio
zweryfikowaé. Obraz mechanizmu oddziatywania bytby petniejszy, gdyby przeprowadzono ilosciowg
analize wigzania DNA o sekwencji niespecyficznej z biatkiem petnej dtugosci, prowadzaca do
okreslenia statej rownowagi tego procesu. Jest to istotne, poniewaz rejony odpowiedzialne za
oddziatywanie specyficzne z DNA sg czesto rowniez zdolne do oddziatywan niespecyficznych, co
mogtoby w istotny sposéb wptynagé na interpretacje molekularnego mechanizmu dziatania biatka

TCF4.

Wymienione powyzej zastrzezenia nie wptywajg na bardzo pozytywng ocene przeprowadzonych

eksperymentéw oraz sposobu ich przedstawienia w recenzowanej rozprawie doktorskiej. Stwierdzam, ze

rozprawa opisuje oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego, a autorka wykazata sie zaréwno

odpowiednig wiedzg teoretyczng, jak i gotowoscig do samodzielnego prowadzenia badann naukowych. W

zwigzku z powyzszym uznaje, ze recenzowana rozprawa spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z

dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). Wnosze

o dopuszczenie pani mgr inz. Nikoli Sozanskiej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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