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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Nikoli Sozanskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Nikoli Sozanskiej pod
tytulem: |, Strukturalne nieuporzqdkowanie i separacja faz ciecz-ciecz jako molekularne
podstawy funkcjonowania regulatoréw transkrypcji na przykladzie TCF4”, w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych, zostala wykonana w Katedrze Biochemii, Biologii Molekularnej i
Biotechnologii Wydziatu Chemii Politechniki Wroctawskiej. Promotorem przedstawionej
rozprawy doktorskiej byli: prof. dr hab. inz. Andrzej Ozyhar oraz jako promotor pomocniczy

dr Aneta Tarczewska.

Recenzowana praca dotyczy zjawiska rozdzialu fazowego w roztworach bialek
(Liquid-Liquid Phase Separation - LLPS), czyli procesu, w ktérym bialka (a takze kwasy
nukleinowe) tworza ptynne kondensaty, dostrzegalne jako kropelki. Temat ten jest bardzo
ciekawy ze wzgledu na wiele znanych i wiele wcigz nieznanych proceséw biologicznych, w
ktorych zjawisko LLPS ma swoj udzial. Zjawisko to, odkryte w ostatnich latach, ma duze
znaczenie w procesach biologicznych zachodzacych w zywych komorkach i jest przedmiotem
zainteresowania wielu grup badawczych. Sktonno$¢ do rozdziatu fazowego silnie zalezy od

stezen i rodzaju jonow metali zawartych w roztworze, stopnia fosforylacji, a takze oddziatywan
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wewnatrz i miedzyczasteczkowych, czgsto z udziatem dynamicznych i nieuporzadkowanych
fragmentow biatek (Intrinsically Disordered Regions — IDR). W przedstawionej rozprawie
doktorskiej badanym biatkiem jest ludzki czynnik transkrypcyjny 4 (TCF4) o pelnej dtugosci

lancucha.

Praca zawiera tacznie 166 stron i zostala podzielona na dziewie¢ gldéwnych
rozdziatow, ktdre zostaly poprzedzone dwujezycznym streszczeniem i (co pomocne w lekturze)
spisem uzywanych skrotoéw. Na koniec rozprawy nastepuja: ,,Podsumowanie i perspektywy
dalszych badan” (rozdziat 9), zalacznik zawierajacy miedzy innymi sekwencje aminokwasowa
badanego biatka TCF4, spis rysunkéw i tabel, opis dorobku naukowego Autorki, oraz
zawierajacy az 565 pozycji spis cytowane;j literatury. Moim zdaniem praca napisana jest bardzo
dobrze i klarownie, dajac mozliwo$¢ zrozumienia takze czytelnikom reprezentujacym inne
specjalnosci. Nie dostrzeglem takze istotnych uchybien redakcyjnych i stylistycznych. Na
pochwate zasluguje czytelny podzial na czes$é literaturowa i wyniki wilasne Doktorantki.
Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w pieciu artykutach (Doktorantka jest pierwszym
autorem trzech z tych prac), w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym (indeksowanymi w
bazie Web of Science), a takze prezentowane byly w czterech wystapieniach na konferencjach

naukowych.

W wyczerpujacym 1 interesujaco napisanym wprowadzeniu Autorka zaczyna od
omowienia funkcji rodziny biatek bHLH, do ktorej nalezy czynnik transkrypcyjny TCF4 i jego
budowy. Z kolei omawia wazne zagadnienie bialek inherentnie nieuporzadkowanych (ang.
IDP), lub zawierajacych takie fragmenty (IDR) oraz ich udziatu w oddziatywaniach biatko-
biatko. Natywne nieuporzadkowanie i plastyczno$¢ IDP lub IDR sg obecnie przyjmowane jako
kluczowe wlasnosci dla ich funkcji biologicznych. IDP charakteryzuja si¢ brakiem stabilnej
struktury, a ich zmienno$¢ konformacyjna stanowi wyzwanie dla obowigzujacego jeszcze do
niedawna paradygmatu laczacego strukture z funkcja. Obecnie wiadomo, ze IDP odgrywaja
kluczowa role w wielu waznych procesach komorkowych organizméw eukariotycznych.
Strukturalna zmienno$¢ IDP wymaga zastosowania odpowiednich metod eksperymentalnych.

Podstawowym problemem opisu czasteczek IDP jest zdefiniowanie przestrzeni konformacyjnej



probkowanej przez tancuch polipeptydowy, a takze charakterystyka jego réwnowag
konformacyjnych opisywanych czgsto jako ,,preferencje konformacyjne”. W dalszym ciggu
wprowadzenia Autorka dokonuje przegladu wiadomosci na temat tworzenia LLPS i proceséw

biologicznych, w ktorych to zjawisko zachodzi.

Po dajacym Czytelnikowi rozeznanie w problemach dotyczacych tematyki pracy
wstepie, Autorka formuluje w krotkim rozdziale czwartym cel pracy. Jak do tej pory, badania
biochemiczne biatek z rodziny bHLH skupialy sie gléwnie na ich izolowanych domenach, a
struktura i wlasnosci TCF4 o pelnej dtugosci nie byta znana. W zwigzku z tym, najwazniejszym
celem pracy doktorskiej mgr inz. Nikoli Sozanskiej byto poznanie wlasciwosci molekularnych
TCF4, a takze zbadanie jego zdolnosci do rozdzialu fazowego oraz identyfikacja czynnikow

chemicznych i fizycznych regulujacych ten proces.

Wymagato to przede wszystkim opracowania niezb¢dnej do dalszych prac procedury
ekspresji i oczyszczania badanego biatka, a nastepnie ich biochemiczng i spektroskopowa
charakteryzacje, analize struktury, identyfikacje 1 analize regiondw dostepnych dla
rozpuszczalnika, analize oddziatywan z DNA i z jonami metali. Uwazam, ze cel pracy

doktorskiej mgr inz. Nikoli Sozanskiej byl ambitny i z powodzeniem zostatl zrealizowany.

W rozdziatach 5 ,Materialy” oraz 6 ,,Metody”, Doktorantka szczegoétowo opisuje
zastosowane w pracy liczne techniki eksperymentalne. Od biochemicznych technik
oczyszczania DNA po techniki spektroskopowe 1 biofizyczne. Opis jest kompletny i

kompetentny, nie wymaga wiec dalszego komentarza.

Najwicksza czgs¢ pracy, (co dobitnie swiadczy o ilosci pracy wlozonej w projekt
doktorski), (rozdzial 7) zajmuje opis wynikow. Rozpoczyna si¢ on od szczegoétowego opisu
procedur ekspresji w bakteriach E.coli, oczyszczania probek rekombinowanego biatka TCF4
oraz jego powinowactwa do czasteczek DNA. Na kolejnych stronach opisana jest analiza
bioinformatyczna majgca na celu ustalenie struktury drugorzedowej oraz okreslenie udziatu
IDRs w strukturze TCF4. Analiza wykazala, ze znaczna czgs$¢ tancucha TCF4 wykazuje cechy

inherentnie nieuporzadkowanych fragmentéw (IDR). Wniosek ten potwierdzily opisane



nastepnie badania za pomocg spektroskopii dichroizmu kotowego, wskazujac takze na zmiany
strukturalne pod wpltywem wigzania DNA. Wnioski te zostaly potwierdzone za pomoca
badania wymiany izotopowej H/D technika spektroskopii mas HDX-MS. Wykazaty one, ze
poza domeng bHLH wykazujaca strukture drugorzedowsa, wymiana byta bardzo szybka (co
wskazuje na ekspozycje protonow amidowych na rozpuszczalnik, a co za tym idzie znaczny
stopien nieuporzadkowania). Natomiast po zwigzaniuTCF4 z DNA pojawia si¢ dodatkowy
fragment dla ktérego wydajnos¢ wymiany izotopowej spada co $wiadczy o jego
uporzadkowaniu. Opisane dalej badania promienia hydrodynamicznego swiadcza o anomalnie
duzym promieniu hydrodynamicznym, charakterystycznym dla obecnosci
nieuporzadkowanych fragmentéw biatek, a takze sugeruja wystepowaniec TCF4 w formie
dimerycznej. Analiza bioinformatyczna wskazala takze na sklonnosci TCF4 do rozdzialu

fazowego LLPS w czym odgrywa wazng role dtugi fragment IDR.

Badania anizotropii  fluorescencji uzyciem wysokoczasteczkowego glikolu
polietylenowego (PEG 8000, brak w zestawieniu skrotdw), wykazaty wzrost tendencji do LLPS
wraz ze st¢zeniem PEG, a co za tym idzie ze wzrostem zattoczenia molekularnego (albo zmiana
przenikalnosci elektrycznej?). Podobnie badania zmegtnienia i1 anizotropii fluorescencji
postuzyly do zbadania wptywu stezenia jondw sodu. Wraz ze wzrostem sily jonowej rosta
tendencja do separacji faz ale takze do agregacji. Z kolei dla kompleksu TCF4 z DNA separacja
faz nie zachodzita co prowadzi do wniosku, ze uzyte DNA zapobiega LLPS przy wzroscie
stezenia sodu. Interesujace sa takze badania wplywu utlenienia TCF4 prowadzacego do
powstania dimeréw z wigzaniem kowalencyjnym. Okazato sie, ze zdolnos¢ wigzania DNA nie

zmienia si¢ istotnie.

W rozdziale 8 Doktorantka przeprowadzita dyskusje uzyskanych wynikow, a w
rozdziale 9, zostalo przedstawione podsumowanie i perspektywa dalszych badan. Do
najwazniejszych wnioskow nalezy wykazanie, ze istotng role w mechanizmie LLPS odgrywaja
regiony nieuporzadkowane, ze wplyw na LLPS ma i zattoczenie molekularne i sita jonowa, a
wigzanie DNA zapobiega LLPS. Mam nadzieje, Ze prace beda kontynuowane i przyniosa wiele

nowych informacji zwigzanych z mechanizmami rozdziatu fazowego bialek LLPS.



Moim zdaniem plany dalszych badan powinny takze uwzgledni¢ zbadanie wptywu
innych metali (na przyklad Ca?*, Mg?"), moga mieé¢ one bardzo istotny udzial w separacji faz.
Podobnie ciekawe byloby zbadanie wptywu fosforylacji in vitro, badane biatko zawiera wiele
reszt seryny. Cho¢ Doktorantka wykonata wielka prace eksperymentalng stosujac bardzo wiele
réznorodnych technik biochemicznych i biofizycznych, nie moge jednak powstrzymacé si¢ od
komentarza, (niczym nie umniejszajacego jakosci niniejszej pracy), ze bardzo ciekawym
mogloby okazaé sie uzycie spektroskopii NMR. Z opisu wynika, ze mozliwe jest uzyskanie
biatek w ilosciach rzedu miligraméw, po dalszej optymalizacji (zwlaszcza dla ubogiej pozywki)
mogloby by¢ mozliwe otrzymanie istotnych ilosci biatlek znaczonych izotopowo.
Spektroskopia NMR umozliwia badania biatek na poziomie atomowym, na przyktad pozwala
przypisa¢  szybko$¢ wymiany protonow amidowych do konkretnych jednostek
aminokwasowych, ustali¢ miejsca wigzania jonow metali lub innych czasteczek, a takze na

przyktad wzajemne oddzialywania regionow IDR.

Podsumowujac, chciatlbym z pelnym przekonaniem stwierdzié, ze przedtozona praca
spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 22023 r. poz. 742 z p6Zn. zm.) i wnioskuje do Rady
Dyscypliny Naukowej - Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz.

Nikoli Sozanskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Uwazam takze, ze znaczenie prowadzonych badan, uzyskane nowe wyniki i wktad

pracy Doktorantki uzasadniaja wniosek o wyroznienie rozprawy.
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