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dr hab. Anna Niedzwiecka, prof. IF PAN

Srodowiskowe Laboratorium Fizyki Biologicznej

Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Anny Julii Wiech-Waléw zatytulowanej

»Analiza molekularna regionu F receptora ekdysteroidowego z Aedes aegypti”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Anny Julii Wigch-Walow zostata
wykonana w Laboratorium Biochemii i Biologii Molekularnej Katedry Biochemii, Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej.
Promotorem pracy jest prof. dr hab. inz. Andrzej Ozyhar, a promotorem pomocniczym dr inz.
Marek Ortowski. Badania biatek inherentnie niecuporzadkowanych (lub tez samoistnie lub
wewngtrznie nieuporzadkowanych, ang. intrinsically disordered proteins, IDPs), ktore
uczestnicza w przekazywaniu sygnatow oraz w biomineralizacji prowadzone sa w grupie
prof. Andrzeja Ozyhara od dtuzszego czasu i doczekaly si¢ juz wielu publikacji docenionych
w literaturze miedzynarodowej. Praca doktorska mgr inz. Anny Julii Wiech-Walow wpisuje
si¢ wiec w ogolny nurt badan nad IDPs w tym zespole, a dotyczy bardzo waznego zjawiska,

jakim jest mechanizm molekularny regulacji aktywnosci receptoréw jadrowych.

Receptory jadrowe stanowig podgrupg czynnikdéw transkrypcyjnych, ktore wigzac si¢
z DNA reguluja ekspresj¢ genéw pod wptywem oddziatywania z czasteczkami sygnatowymi,
ktorymi moga by¢ m. in. hormony. Omawiany w pracy receptor ekdyzonu (ECR), czyli
hormonu steroidowego odpowiedzialnego za metamorfoze owadow, ma sekwencje 0 budowie
domenowej, charakterystycznej dla receptorow jadrowych, z tym ze wystgpuje w nim
wyjatkowo diugi C-koncowy region F. Fragment ten nie jest ewolucyjnie zachowany. Na
podstawie jego sekwecji mozna si¢ spodziewaé, ze ma charakter strukturalnie

nieuporzadkowany, moze podlega¢ modyfikacjom potranslacyjnym, w szczegdlnosci
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glikozylacji i potencjalnie fosforylacji. Badania przeprowadzone na regionie F ECR ssakow

wykazaly, ze moze on odgrywac znaczaca rol¢ regulatorowa dla aktywnosci receptora.

Aedes aegypti to komar egipski bedacy roznosicielem wirusow m. in. zottej febry,
dengi iZika. Jego EcR odpowiada za funkcjonowanie kluczowego dla rozwoju szlaku
sygnatowego kontrolowanego przez 20-hydroksyekdyzon, ktoéry prowadzi do biosyntezy
bialek wczesnego zoltka w jaju komara. Za cel pracy Doktorantka obrata charakterystyke
molekularng regionu F receptora ekdyzonu tego komara (dalej oznaczonego jako AaFEcCR).
Szczegotowe cele pracy, to opracowanie procedury nadeksprescji i oczyszczania AaFECR,
charakterystyka hydrodynamiczna i charakterystyka struktury drugorzedowej AaFEcR
w zalezno$ci od oddziatywania z kationami cynku i miedzi, a takze identyfikacja reszt
aminokwasowych odpowiedzialnych za te oddziatywania oraz uzyskanie widma HSQC NMR
fragmentu AaFEcR. Tematyka badan stanowita zatem zagadnienie wieloaspektowe,
obejmujace techniki i metody od biologii molekularnej, poprzez biochemig, az do biofizyki
molekularnej, tym trudniejsze, ze region F receptora ekdysteroidowego Aedes aegypti nie

zostat wczesniej przez nikogo otrzymany w postaci czystego biatka ani badany.

Formalna ocena rozprawy

Praca doktorska, ktora przeczytaltam z zainteresowaniem i przyjemnoscia, jest
napisana poprawna i stylistycznie tadng polszczyzna, w formie tradycyjnej rozprawy i ma
uktad typowy dla publikacji naukowych: Wstep, Cel, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja,
Perspektywy dalszych badan i Bibliografia obejmujgca dwiescie czterdziesci trzy pozycje.
Praca liczy szesédziesiat szes¢ stron esencjonalnego tekstu - wydrukowanego z pojedynczym
odstgpem - i jest opatrzona Spisem tresci, bardzo wygodnym Spisem skrétow, ktorych nazwy
rozwinigte zostaty w jezyku angielskim i polskim, Streszczeniem w jezyku polskim, Spisem
rysunkow i tabel, Podsumowaniem dorobku naukowego oraz Dodatkiem zawierajacym
szczegoty techniczne. Zawiera wszystkie elementy pozwalajace rozezna¢ si¢ w zakresie
wykonanych badan i osiggnigtych wynikéw, w tym dwadziescia dziewieé, czgsto

wielopanelowych, rysunkow i siedemnascie tabel, ktore sa odpowiednio zaadresowane
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I przedyskutowane w tekscie. W samej rozprawie brak jest wymaganego regulaminem
streszczenia w jezyku angielskim, znajduje si¢ ono natomiast na stronie internetowej

Politechniki Wroctawskiej w osobnym pliku.

W Streszczeniu Doktorantka konsekwentnie postuguje si¢ pelng nazwa danego obiektu
przy pierwszym jej uzyciu, a nastgpnie uzywa skrotow. Niestety, w tekscie dalszych
rozdziatbw Autorka postuguje si¢ juz wyltacznie skrotami, co bywa trudne w odbiorze.
W szczegolnosci, pierwsze zdanie calej rozprawy zaczyna sie¢ od hermetycznego
sformutowania: ,,NRs stanowig szczegdlng grupe TFs...”. Wystepuje tu dodatkowo kolizja
oznaczen, gdyz przywotane ,,TFs” to czynniki transkrypcyjne, podczas gdy ,,TF” uzyte
w liczbie pojedynczej oznacza biatko fuzyjne bedace tylko biotechnologicznym elementem
ulatwiajacym nadekspresj¢ w bakteriach. Mysle, ze lepiej bytoby przy okazji nowo
wprowadzanych watkow (np. w tytutach) uzywac¢ czasem w tekscie pelnych nazw obiektow.
Tym niemniej, poza jeszcze kilkoma drobnymi potknigciami jezykowymi, ktore z obowigzku
wymieniam pod koniec recenzji, jezyk pracy jest wyjatkowo staranny stylistycznie,
gramatycznie i interpunkcyjnie, ajednoczesnie logiczny, jasny i precyzyjny. Autorka
zapewnia rowniez w wickszosci adekwatne odno$niki do literatury, do rysunkow

zaczerpnigtych z prac wlasnych oraz do uzytego oprogramowania i materiatow graficznych.

Wstep obejmuje wyczerpujacy przeglad danych literaturowych, ma charakter dobrze
I zywo napisanego artykutlu przegladowego na temat receptorow jadrowych, w szczegdlnosci
receptora ECR. Zapewnia szeroki kontekst uzasadniajacy znaczenie poznawcze i spoleczne
podjetych badan nad AaFEcR. Nieco brakuje natomiast biofizycznego kontekstu
wprowadzajacego w zagadnienia dynamiki strukturalnej biatek, skoro cata praca odnosi si¢ do
biatka inherentnie nieuporzadkowanego. O naturze IDPs przeczytamy dopiero w Dyskusji na
str. 60/61.

Cele szczegotowe, nadajacy pracy charakter interdyscyplinarny, sg jasno
sformutowane. Uzyte materiaty zidentyfikowane sg w praktycznych tabelach. Metody
biochemiczne zostaly opisane bardzo szczegdtowo. Z opiséw tych wida¢ wielka starannos$¢ na

kazdym kroku opracowywania nowych protokolow oraz ogrom czasu i pracy wiozonych
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w otrzymanie nowego, czystego konstruktu biatkowego o charakterze IDP. Metody
biofizyczne zostaly natomiast opisane skrotowo, tak jak w artykutach naukowych,
ograniczajac si¢ do podania uzytych parametrow, danych o aparaturze i jej ustawien. W opisie
metod biofizycznych zabraklo mi chociaz skrotowej informacji na temat idei danej metody,
jej zasady fizycznej, czyli tego, co ,widzi” dana metoda, jakie sa jej mozliwosci
i ograniczenia; brak nawet pelnej nazwy spektroskopii dichroizmu kotowego, spektroskopii
wielowymiarowego magnetycznego rezonansu jadrowego, saczenia molekularnego
I ultrawirowania analitycznego metoda predkosci sedymentacji. Niektore z tych nazw
pojawiaja si¢ tylko w streszczeniu, niektorych brakuje w tabeli skrotow, a sg w tekscie czgsto
uzywane, np. ,,CD”, poniewaz cze$¢ gtownych tez pracy opartych jest na wnioskach
otrzymanych wiasnie tg metoda. To nieco zbyt instrumentalne podejscie do stosowanych

metod biofizycznych znalazto swoje konsekwencje w analizie i interpretacji wynikow.

Zabraklo mi rowniez nieco dokladniejszej informacji, co znaczy okreSlenie ,,we
wspotpracy”: czy Doktorantka osobisScie przeprowadzata eksperymenty pod kierunkiem
wspotpracownikéw z innych jednostek, czy asystowata przy pomiarach wykonywanych przez
inne 0soby, czy analizowata dane pomiarowe, czy tylko przekazala probki do badan
I w rozprawie opisata ich wyniki. Taka informacja pozwolitaby lepiej oceni¢ wktad pracy

Doktorantki w uzyskane wyniki.

W kwestii praw autorskich, podczas obrony chciatabym si¢ upewni¢, ze Autorka
posiada zgod¢ na powtorne (po zmianie opisow) wykorzystanie w swojej pracy doktorskiej
rysunkéw opublikowanych wczesciej w artykutach naukowych. Rozprawa doktorska jest
obecnie traktowana jako dzieto, ktore zostaje udostgpnione publicznie, wigc prawa autorskie
muszg by¢ zachowane. Polityka w tym zakresie zalezy od konkretnego wydawcy: niektore
redakcje zamieszczajg explicite na swoich stronach internetowych zgode na uzycie
opublikowanych materiatow przez ich autora we wiasnych pracach dyplomowych, a od
innych redakcji nalezy ja uzyska¢ indywidualnie. Takg notk¢ o posiadanej zgodzie mozna by
umieszcza¢ w podpisie rysunku (np. ,,za zgoda redakcji J Steroid Biochem Mol Biol”),

analogicznie jak w artykutach przegladowych.
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Podsumowujac aspekty formalne, mimo powyzszych uwag, uwazam, ze rozprawa
doktorska mgr inz. Anny Julii Wiech-Waléow zostata przygotowana skrupulatnie i moja

ogodlna ocena strony formalnej jest bardzo dobra.

Ocena merytoryczna pracy

Pierwszym kamieniem milowym osiggni¢tym przez Doktorantke, ktory umozliwit
przeprowadzenie dalszych badan, bylo otrzymanie rekombinowanego biatka w fuzji
Z bialkiem czaperoninowym TF, a nastgpnie otrzymanie wlasciwego konstruktu po
enzymatycznym odcigciu TF i ponownym oczyszczeniu. Chociaz w rozprawie doktorskiej
zwiezty opis zajmuje zaledwie dwie strony, za imponujgcym wynikiem zaprezentowanym na
zelu na Rys. 6.1. kryje si¢ zapewne wiele miesigcy pracy. Ostatecznie Doktorantka uzyskata
stosunkowo wysoka wydajnos$¢ czystego AaFEcR, > 5 mg/l, co umozliwito przeprowadzenie
pomiaréw spektroskopowych i hydrodynamicznych. Warto podkresli¢, ze oczyszczony
fragment F receptora ekdysteroidowego z Aedes aegypti otrzymano po raz pierwszy. W tym
miejscu miatabym pytanie techniczne do Doktorantki, jakie argumenty staty za tym, aby
uzywa¢ cDNA zamiast sekwencji nukleotydowej zoptymalizowanej pod katem linii

komorkowej bakterii uzywanych do nadekspresji (BL21).

Majac do dyspozycji obiekt badan, Doktorantka przeprowadzita analize
bioinformatyczng AaFEcR wykazujac, Zze jego sekwencja ma wszelkie cechy biatka
inherentnie nieuporzadkowanego. Po szczegélowym omowieniu pozornie rozbieznych
wynikow  liczbowych dostarczonych przez rdzne serwery przewidujgce zakres
nieuporzadkowania (brak informacji o serwerach w metodach) zabraklto zdania
podsumowania. Kazdy z serwerdw opiera si¢ na innym algorytmie i dlatego ich wyniki
liczbowe maja prawo sie rozni¢, podczas gdy zasadniczy wniosek ptynacy z nich wszystkich
jest spojny: fragment F ECR z Aedes aegypti jest IDP, z nieco mniejszym
prawdopodobienstwem nieuporzadkowania w zakresie reszt 15-30 i na koncu C.
Polemizowatabym natomiast z niefortunnymi sformutowaniami pojawiajacymi si¢ W tym

rozdziale i w innych miejscach: ”Porownanie... umozliwito przewidzenie jego potencjalnej
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struktury przestrzennej”, ,,Potencjalng strukture trzeciorzgdowa biatek nieuporzadkowanych
mozna roéwniez przewidzie¢...”, poniewaz IDPs to wlasnie obickty pozbawione stalej
struktury przestrzennej, a b¢dace w rownowadze termodynamicznej pomiedzy wieloma

stanami konformacyjnymi, jak zresztag Autorka sama stusznie zauwaza w rozdziale 6.2.4.

Rozprawa doktorska oparta jest jednak gléwnie na badaniach do§wiadczalnych. Jedng
Z wybranych przez Doktorantk¢ metod pomiarowych jest spektroskopia dichroizmu kotowego
(CD), oparta na efekcie Cottona, ktory w tzw. dalekim ultrafiolecie (180-260 nm) dla
czasteczki bialka zalezy sumarycznie od konfiguracji i konformacji wszystkich wigzan
peptydowych. Doktorantka wykonata szereg czasochlonnych pomiarow i dekonwolucje
widma CD dla AaFEcR natywnego, ktora dostarczyta wynikow ilosciowych. Tutaj
napotkatam pewng nadinterpretacj¢. Otéz, immanentnym ograniczeniem CD jest to, ze
sygnaty pochodzace od poszczegdlnych form struktury drugorzedowej biatek - poza regularng
helisa alfa - sa malo charakterystyczne i niejednoznaczne. Co wigcej, ich dodatnie oraz
ujemne wkiady do widma wypadkowego moga si¢ wzajemnie niwelowac, dlatego rozktad
widma CD na sktadowe (podobnie jak rozktad wektora na sktadowe bez jednoznacznych
warunkoéw dodatkowych) ze swej natury obarczony jest duza niepewnoscig. Jest tak
w szczeg6lnosci dla IDPs (np. Micsonai A. et al., Disordered-Ordered Protein Binary
Classification by Circular Dichroism Spectroscopy. Front Mol Biosci. 2022; 9:863141).
W efekcie, nawet w testach wykonywanych dla biatek wzorcowych, identyfikowana przez
CD zawarto$¢ poszczegélnych struktur drugorzegdowych r1ézni si¢ od danych
krystalograficznych lub NMR o co najmniej pare % (np. Greenfield NJ. Using circular
dichroism spectra to estimate protein secondary structure. Nat Protoc. 2006; 1(6): 2876-90).
Tym bardziej, wiedzac ze biatko jest IDP, nalezy z ostroznoscig podchodzi¢ do wynikéw
liczbowych. Druga zasada, o ktorej nalezy pamigtac, to fakt, ze juz pierwsza cyfra znaczaca
btedu wskazuje nam poziom niepewno$ci pomiarowej, a wiec kolejne rzedy wielkosci sg
nieistotne. Wyniki ostateczne podaje si¢ zatem zazwyczaj z doktadnoscig do pierwszej cyfry
znaczacej btedu (lub drugiej, jesli pierwsza jest ,,1”°). Odpowiednia prezentacja biedu
| zaokraglenie wyniku natychmiast skutkuje prostszym wnioskowaniem: 56 + 13% reszt

aminokwasowych AaFECR wyst¢puje w konformacji nieuporzadkowanej, 15 + 5% jako
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regularne B-kartki, 15 + 7% - zwroty, 9 + 3% - zaburzone B-Kartki, a udziat konformacj a-
helikalnych jest niewielki, rzgdu 5%. W szczegdlnosci, udziat regularnych helis a, czyli
jedynej struktury, ktora jest stosunkowo dobrze oznaczana przez CD, obarczony jest tutaj
>100% bledem wzglednym (1,1 + 1,3%). W odniesieniu do struktur typu B nalezy pamigtac,
ze CD dostarcza informacji tylko o tym, ze ok. 40 % wigzan peptydowych AaFECR wystepuje
w takich konformacjach, co nie oznacza, ze ok. 40% biatka ma forme¢ zwinigta (np.
w dlugozasiegowe rownolegle B-kartki), gdyz pojedyncze residua 0 konformacji zblizonej do
B-wsteg 1 zwrotdow moga by¢ przeplatane residuami catkowicie nieregularnymi.
Podsumowujgc, analiza CD przeprowadzona przez Doktorantke wykazata eksperymentalnie,
ze w strukturze drugorzedowej AaFEcR wystepuje znikomy udziat konformacji a-helikalnych
fancucha gléwnego, a dominuje konformacja nieuporzadkowana, z pewnym udzialem form
typu B. W zgodzie z powyzszym, Autorka zauwazyla, ze punktowe parametry widma CD
$wiadcza tez o tym, ze AaFECR ma charakter obiektu nazywanego prawie stopiong globula
(ang. pre-molten globule, PMG). Jakkolwiek skrot PMG jest przez Autorke czesto
eksploatowany, wyjasnienie istoty tej — nieoczywistej skadingd — koncepcji jest w tekscie
skrajnie lakoniczne, jako bialka ,,posiadajacego szczatkowe struktury drugorzedowe”. Prawie
stopiona globula jest uwazana za skondensowany, lecz nie calkiem $cisle upakowany stan,
odpowiadajacy zespotowi konformacji bedacych w szybkiej rownowadze i obejmujacych
zarbwno natywne, jak i nienatywne struktury drugorzedowe, a bez oddziatywan
dhugozasiggowych (co wyklucza m. in. rownolegte B-kartki). Wnioski 0 naturze PMG biatka
AaFECR zostaly potwierdzone przez pomiary CD w obecno$ci GdmCl. Co ciekawe,
Doktorantka pokazata rowniez, ze sekwencja AaFECR ma tendencje a-helikalne w obecnos$ci
TFE. Chcialabym zapyta¢ Doktorantke, czy pokusitaby si¢ o ilosciowa analiz¢ zmian widm
CD (Rys. 6.4. C) pod wptywem warunkow s$rodowiskowych, aby wyznaczy¢ energig
swobodng Gibbsa procesu denaturacji resztkowej i zwijania AaFECR (np. wg Greenfield NJ.
Determination of the folding of proteins as a function of denaturants, osmolytes or ligands
using circular dichroism. Nat Protoc. 2006; 1(6): 2733-41).

Kolejnym zadaniem podjetym przez Doktorantke¢ bylo zbadanie wlasnosci

hydrodynamicznych AaFECR za pomoca chromatografii saczenia molekularnego
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| ultrawirowania analitycznego metoda predkosci sedymentacji. Oba  skrupulatnie
przeprowadzone podejscia do$wiadczalne wykazaly, ze AaFECR jest monomerem
0 nieuporzadkowanej strukturze. W ujeciu do$wiadczalnym (inaczej niz w teorii polimerow)
promien Stokesa Rs jest tozsamy z promieniem hydrodynamicznym Ry, natomiast ze wzglgdu
na konieczno$c uzycia wysokich stezen oraz obecno$¢ osrodka porowatego w SEC zZadna
Z tych metod nie mierzy samodyfuzji w $cistym sensie i wyniki liczbowe majg prawo si¢
roézni¢ takze z przyczyn uwarunkowanych charakterem tych metod. Dodatkowo w analizie
SEC mozna by uwzgledni¢ niepewno$¢ wynikajaca chociazby z numerycznego dopasowania
krzywej kalibracyjnej wspotczynnika podzialu na biatkach standardowych, ktorych znane
wartosci Rg zostaty niegdy$ wyznaczone eksperymentalnie w innych laboratoriach w réznych
warunkach (nb. brak odnosnikéw do Zrodet wartosci Rs). Tak spropagowany btad wartosci Rs
AaFECR zapewne pozwolitby na stwierdzenie, ze wyniki SEC i AUC sg zgodne w granicy
36. Przeprowadzona przez Doktorantke analiza wartosci Rs na tle danych literaturowych SEC

potwierdzita wezesniejszy wniosek, iz AaFECR wystepuje w formie PMG.

Dalsze badania przeprowadzone przez Doktorantk¢ w obecnosci GdmCl potwierdzity
wnioski z analizy CD, ze denaturacji moga ulega¢ szczatkowe struktury drugorzedowe,
a jednoczesnie wykazaty, ze promien hydrodynamiczny rosnie bardzo znacznie, od 2,7 do 3,6
nm, czego nie da si¢ wytlumaczyc owa denaturacjag. Wyniki pomiarow mozna by uzupeié
oich analize ilosciowa oraz komentarz o potencjalnych procesach fizykochemicznych
zachodzacych na poziomie molekularnym, np. wigzaniu GAmCI przez biatko (np. Miiller-
Spiath S. et al., From the Cover: Charge interactions can dominate the dimensions of
intrinsically disordered proteins. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010; 107(33): 14609-14.).

Jednym z celéw pracy bylo otrzymanie dwuwymiarowego widma korelacyjnego
przesunie¢ chemicznych jader N* i zwigzanych z nimi protonéw (ang. heteronuclear single
qguantum coherence, HSQC) dla biatka AaFEcR. Doktorantka otrzymata znakowane
izotopowo biatko w fuzji z czaperoning TF. Zmierzone widmo wykazato niewielka dyspersje
protonowych przesunie¢ chemicznych, co sugeruje, ze pod nieobecno$c czaperoniny biatko to

miatoby tym bardziej cechy IDP. Na przedstawionych widmach HSQC trudno jednak
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zauwazy¢ postulowang zmiane przesuni¢cia chemicznego dla G74 w obecnosci kationow

cynku (brak réwniez danych liczbowych w tekscie).

Aby zbada¢ oddzialywania AaFECR z kationami wybranych metali bloku d oraz
wapnia, Doktorantka postuzyta si¢ zatem metoda spektrometrii mas, SEC i CD oraz AUC.
Opis otrzymanych widm mas i ich szczegétowa analiza w oparciu o symulacje komputerowe
rozkladéow izotopowych sygnatow udowodnilty powinowactwo AaFECR zwlaszcza do
kationdéw miedzi. Jest to bardzo wazne odkrycie; znaczenie biologiczne analogicznych
oddziatywan alheimerowskiego peptydu AP z kationami miedzi jest obecnie przedmiotem
goracej dyskusji. AaFECR tworzy z Cu?* i Zn?* kompleksy mono- i polimetaliczne, podczas
gdy z Ca** tylko w niewielkiej populacji monometaliczne. Wydaje mi si¢ jednak, ze fakt
detekcji przez MS kompleséw niekowalencyjnych o okreslonej stechiometrii metal:biatko
niekoniecznie oznacza, ze taka sama stechiometria istnieje rowniez w roztworze. Jest to raczej
dolne ograniczenie, gdyz czg$¢ kationdw zwigzanych z biatkiem mogla oddysocjowaé

W czasie procesu jonizacji w spektrometrze - jakie jest Pani zdanie na ten temat?

Selektywnos$c wigzania kationéw metali przez AaFECR zostala rowniez przetestowana
w systematyczny sposob na kolumnie SEC, gdzie zaobserwowano najsilniejszy spadek
promienia hydrodynamicznego biatka pod wplywem wzrastajacego stezenia Cu?*, nieco
stabszy dla Zn?*, a prawie brak efektu dla Ca®*. Mysle, ze do wynikéw pomiaréw Rs udatoby
si¢ dopasowa¢ krzywe analityczne w celu otrzymania rownowagowych statych wigzania
kationow do badanego fragmentu F oraz odpowiadajgcych im AG®, aby bardziej ilosciowo
przeanalizowa¢ proces tego oddziatywania. Na marginesie, chciatabym zapytaé, z czego moze
wynika¢ poczatkowy silny wzrost Rs AaFECR dla najnizszego niezerowego st¢zenia kazdego
kationu (Rys. 6.5. E)? Tekst o tym milczy, chociaz jest to zmiana istotna - czy to moze by¢

efekt kalibracji, zmiany pH, inny artefakt, czy co$ innego dzieje si¢ w tych warunkach?

Co ciekawe, Doktorantka pokazata, ze podczas tworzenia kompleksow AaFECR
zCu® i Zn**, mimo znacznej zmiany wartosci promienia hydrodynamicznego, struktura
drugorzgdowa bialka pozostaje bez zmian. Zachodzi zatem kurczenie si¢ czgsteczki bez

globalnego zwijania. Jest to czesto obserwowany efekt dla IDPs (np. Miiller-Spéth S. et al.,
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J-W.). Aby zidentyfikowaé miejsca wigzania kationdw metali i przyjrze¢ si¢ blizej mozliwym
lokalnym zmianom konformacyjnym, Doktorantka przeprowadzita seri¢ pomiarow CD dla
peptydow pochodzacych z regionu F o sekwencjach bogatych w powtorzenia PH (Ac-
HGPHPHPHG-NH) lub Q (Ac-QQLTPNQQQHQQQHSQLQQVHANG-NH;). Wyniki
otrzymane dla tych peptydow stanowig jeden z najciekawszych rozdziatow pracy. Okazato si¢
bowiem, ze peptyd bogaty w PH, pod wplywem oddziatywania z kationami Cu®* ulega
wyraznej zmianie konformacyjnej prowadzacej do powstania krotkiej lewoskretnej helisy
poliprolinowej typu Il (PPIl), awobecnosci TFE ulega roéwnie wyraznym, choé
niezidentyfikowanych co do charakteru zmianom strukturalnym. Peptyd bogaty w Q
natomiast ulega znacznemu zwinigciu w struktury a-helikalne pod wptywem TFE, podczas
gdy wykazuje znikome zmiany strukturalne w obecnosci Cu®*. Powstawanie PPII zostalo

potwierdzone obliczeniami z wykorzystaniem teorii funkcjonatu gestosci.

Trudno mi si¢ jednak zgodzi¢ ze stwierdzeniem ,,na oko” o a-helikalnych cechach
peptydu PH i cechach struktury nieuporzadkowanej peptydu bogatego w Q, poniewaz ich
widma sg jakosciowo do$¢ podobne, z glebokim minimum w okolicach 200-205 nm
i stabszym w okolicach 225-230 nm, oba zatem zawieraja wigkszy lub mniejszy udziat
zarowno form nieuporzadkowanych, jak i a-helikalnych. Co zatem stan¢to na przeszkodzie
iloSciowego Wyznaczenia zawarto$ci procentowej struktur drugorzgdowych tych peptydow
w roznych warunkach, analogicznie jak to pracowicie przeprowadzono - skadinad
niepotrzebnie - dla calego regionu F, dla ktorego akurat zmiany byly zaniedbywalne? Po
wykonaniu tak wielu czasochtonnych pomiaréw CD i zaobserwowaniu spektakularnych
zmian konformacyjnych, wyekstrahowanie z nich iloSciowej analizy tworzenia spirali
poliprolinowej typu Il przez peptyd bogaty w PH pod wplywem wiazania Cu?* oraz
fatdowania obu peptydow w obecnosci TFE byloby dodatkowa nagroda.

Do tego rozdziatu miatabym kilka pytan technicznych:

Jaka metoda wyznaczano stezenia peptydow (z analizy aminokwasowej, ze

spektroskopii IR, czy z nawazki), jaka byta ich czysto$¢?
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Jakie byty powody, aby do kompleksow AaFEcR z jonami metali uzywac silnych

utleniaczy: nadchloranu miedzi i podchlorynu wapnia, a nie chlorkow, a jednoczesnie ZnCl,?

W jaki sposob bylo kontrolowane pH roztworéw peptydoéw, skoro po ich
rozpuszczeniu w dejonizowanej wodzie dodawano do nich wodne roztwory ZnCl, i CuCl,,

a wiadomo, ze wodne roztwory chlorkéw sa kwasne?

Wielkg satysfakcj¢ sprawilo mi przeczytanie dojrzatej Dyskusji, ktéra rzeczowo
podsumowuje i komentuje otrzymane przez Doktorantk¢ wyniki na tle wiedzy literaturowe;j,
zachowujac realizm. Jest to réwnocze$nie rozdzial, w ktérym dowiadujemy si¢ o
trudnosciach, ktore nalezalo pokona¢ - lub pozostaty jeszcze do pokonania - zwigzanych z
naturg badanych obiektow, a ktore stan¢ly na przeszkodzie otrzymania widma HSQC samego
badanego konstruktu AaFEcR. Niezwykle cenne jest zauwazenie dodatkowej mozliwosci
regulacji aktywnos$ci EcR przez oddziatywanie jego regionu F z jonami metali w odkrytych

przez Doktorantke fragmentach sekwencji.

W ostatnim rozdziale, napisanym z rownym zaangazowaniem i swada jak opis
dotychczasowych wynikow, Doktorantka zaprezentowata dodatkowo seri¢ pomystow na
eksperymenty biochemiczne stanowigce rozszerzenie badan nad regionem F receptorow
jadrowych. Z owych Perspektyw dalszych badan wida¢ zaangazowanie naukowe i kreatywne
myslenie koncepcyjne Doktorantki. Zastanawiam si¢, czy mozna by rowniez zaproponowac
eksperymenty in vivo, np. na komodrkach lub jajach Drosophila melanogaster,
stransformowanych genem AaEcR i z wyciszonym wiasnym EcR (ktory jest pozbawiony
sekwencji bogatej w PH, a ma fragment bogaty w Q), z ktoérych wynikatoby, ze AaFEcR jest
regulowany jonami Cu®* dzicki sekwencji PH w regionie F. Byloby to potwierdzenie

regulatorowej funkcji biologicznej AaFECR, zapostulowanej na podstawie niniejszych badan.

Podsumowujac ocen¢ merytoryczng, uwazam, ze postawione przez Doktorantke cele

pracy zostaly osiggnigte.
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Mocne strony pracy
Na podkreslenie zastlugujg nastepujace fakty:
1. pionierskie otrzymanie AaFEcR,

2. interdyscyplinarno$c pracy, charakteryzacja wtasnosci molekularnych AaFECR jako
biatka samoistnie nieuporzadkowanego w formie prawie stopionej globuli za pomoca
szerokiego spektrum komplementarnych metod z zakresu biologii molekularnej, biochemii

i biofizyki, zgodnie z zasadami sztuki,

3. odkrycie zmian promienia dyfuzji AaFEcR pod wptywem oddziatywania z kationami
metali bloku d, identyfikacja sekwencji wiazacej Cu®* oraz procesu tworzenia przez nia PPII,

co daje przyczynek do regulatorowej funkcji F,

4. potwierdzanie wynikéw rdznymi metodami, staranno$¢ wykonania pomiaréw

I determinacja w przezwyci¢zaniu trudno$ci wynikajacych z natury badanego obiektu,

5. czytelne rysunki, jasno, logicznie i zywo napisany tekst, przedyskutowanie wynikow
pod réznymi apektami, odniesienia do literatury biochemicznej, szerokie horyzonty wiedzy

w swojej dyscyplinie,

6. ogromny wktad pracy w starannie wykonane, czasochtonne eksperymenty.

Stabe strony pracy

Praca jest w og6lnosci merytorycznie poprawna zaréwno pod wzgledem koncepcji,
wykonania, analizy, jak i opisu jezykowego. W pracy nie znalaztam zadnych powaznych
bledow merytorycznych. Jej stabsze strony dotycza uzywania pewnych pojeé¢, przedstawiania
wynikow oraz dyskusji. Moje uwagi krytyczne majg charater polemiczny lub uzupetniajacy

I nie kwestionujg ostatecznych wnioskow, ktore zostalty wyciagniete prawidlowo.
Poza wczesniejszymi uwagami, pewien niedosyt pozostawia:

1. Brak odniesienia do modelu polimerowego dyfuzji biatek (wyktadnik od wartosci 1/3
dla formy idealnie globularnej, poprzez wartos¢ 0,5-0,7 dla IDPs, az do 1 dla formy
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hipotetycznego sztywnego preta) w analizie $ciesniania struktury biatka przez jony Cu®* i

Zn** oraz ekspansji pod wptywem GdmCl - jest obszerna literatura na ten temat;

2. Brak ilosciowych analiz (rownowagowych statych wigzania i energii swobodnej

Gibbsa) zmian Rs i widm CD w funkcji aktywnosci GdmCIl, TFE i jonow metali;

3. Brak poglebionej - z punktu widzenia chemii bionieorganicznej - dyskusji o tym, jak

konfiguracja elektronowa kationdéw metali wptywa na oddzialywania z grupami bocznymi

reszt aminokwasowych.

4. Z obowiazku recenzenckiego ponizej wymieniam rowniez znalezione btedy jezykowe,

edytorskie i interpunkcyjne. W wickszosci bowiem — poza fragmentami dotyczacymi

dynamiki strukturalnej IDPs - jezyk tej pracy jest wyjatkowo staranny.

str. 9. paradoksalnie, w tabeli skrétow brakuje ,,bohatera dramatu”, czyli AaFECR i AaEcR;

str. 10. niepotrzebny apostrof w ,,promien Stokesa” (nazwiska obce zakonczone na spolgtoske odmieniamy jak
polskie); zamiast ,,proteaza katepsyno-B podobna” powinno by¢ ,,podobna do katepsyny-B”;

str. 11. i in. okreslenia b¢dace antropomorfizacja, sprawiajace pozor celowego dziatania biatek np.
rekrutacja”, czy ,,werbowanie”. W literaturze angloj¢zycznej spotyka si¢ ,,recruitment”; natomiast w jezyku
polskim stowo to ma kontekst intencjonalny. Z fizykochemicznego punktu widzenia, ktory nas obowigzuje,
tworzenie si¢ kompleksow podlega rownowagom termodynamicznym ustalajacym sie na skutek dyfuzji

i niekowalencyjnych oddziatywan miedzyczasteczkowych - zadne biatko nie moze innego w okreslonym
momencie celowo ,,rekrutowac”; brak przecinka po ,,Aby go zrealizowac,”; ,,eksperyment... szybko§ciowego
ultrawirowania analitycznego”, raczej powinno by¢ ,,eksperyment... ultrawirowania analitycznego metoda

predkosci sedymentacji”’;

str. 12. niezrozumiate sformutowanie: ,,koordynacja jonow przez AaFEcR powinna odbywac si¢ na poziomie
pojedynczych reszt aminokwasowych, skutkujgca kompensacja jego czasteczki”; domyslam sie, ze powinno
by¢: ,.koordynacja jonow przez AaFEcR zapewne zachodzi na poziomie pojedynczych reszt aminokwasowych,
skutkujac kondensacja jego czasteczki”;

str. 16. niepotrzebny przecinek po ,,zachowana zostata”;

str. 17., Rys. 3.5.: brak opisu jednej sekwencji aminokwasowej, najprawdopodobniej Hs_ ERa omawianego w
tekscie;

str. 19. btad gramatyczny: ,,Kilka przedstawicieli NRs... jest zdolne do wigzania DNA jako homodimer”,
powinno by¢ ,,Kilku przedstawicieli NRs... jest zdolnych do wigzania DNA w postaci homodimeru”;

str. 23. brak ,,s” w ,,responsive”;
str. 27. btad gramatyczny: ,,znajduje si¢ w Dodatek”;
str. 33. brak ,,wirowki” w ,,z wykorzystaniem Eppendorf 5810R”;

str. 39. zamiast ,,wickszej ilo$ci reszt aminokwasowych” powinno by¢ ,,wickszej liczby reszt” (rzeczownik
policzalny); ,,Przypisanie sygnatléw do konkretnym resztom aminokwasowym” — ,.do konkretnych reszt
aminokwasowych”;

str. 40. nadmiar stow w ,,w niskiej (16°C) obnizonej temperaturze);
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str. 45. brak ,,e” w ,,Przeksztatcenie”;

str. 46. Rys. 6.5. E powinien znaleZ¢ si¢ w odpowiednim rozdziale na str. 52/53 adekwatnie do tematyki tekstu;

str. 47. ,teoretyczne bialtko globularne...”, raczej ,.hipotetyczne...” lub ,,modelowe...”;

str. 48. nadmiar stow w ,,Zarejestrowane widmo... zarejestrowane w obecnosci jonow”;

str. 49. ,,spowodowaly narodziny”;

str. 51. pomytka edytorska, jednakze zmieniajaca znaczenie: ,,Dla nCu®"/nAaF EcR=1", powinno by¢ ,,Dla
nCa®*/nAaFEcR=1";

str. 53. jest ,,Niewielkie przesuni¢cie chemiczne”, powinno by¢ ,,Niewielka zmiana przesuni¢cia
chemicznego”;

str. 55. pomytka edytorska ,,imidazolowych”; str. 55. niezrozumiate sformutowanie ,.koordynacja jonu Zn?*
przez peptyd odbywa si¢ poprzez formowanie takiego samego typu, jak w przypadku Cu®*, kompleksow”, a
jesli tu chodzi o ,,tworzenie kompleksow takiego samego typu”, to jest to stwierdzenie nicuzasadnione, bo
koordynacja kationéw metali przez grupy boczne reszt aminokwasowych zalezy od konfiguracji elektronowe;j,
miedz jest bardziej elektroujemna i ma mniejszy promien walencyjny niz cynk.

str. 57. jest ,,Oddzialywanie te”, powinno by¢ ,,Oddziatywania te”; ,,0ddziatywania dzieja si¢”, raczej
,,zachodza” itd. w tym zdaniu rowniez przydataby si¢ wzmianka o konfiguracji elektronowej. Caly ten akapit
przynalezy raczej do dyskusji, niz do wynikow;

str. 58. pomytka edytorska ,,aminokwasowych”;

str. 61. algorytmy analizujace sktonno$¢ biatek do faldowania z pewnoscia nie sg ,,precyzyjne”, wrecz
przeciwnie, kazdy algorytm ma wtasne kryteria, a rozrzut otrzymywanych wynikow liczbowych jest spory,
roézne algorytmy daja natomiast catkiem spojne wnioski jakosciowe; ,,Co w konsekwencji pozwolito ustali¢, ze
struktura... jest PMG” — po pierwsze, trudno powiedzie¢, ze PMG jest jedna ,,strukturg”, po drugie, gdyby na
Rys. 6.6. (str. 47) uwzgledni¢ 99% lub nawet tylko 95% CI narysowanych tam prostych, mogtoby si¢ okazad,
ze analiza ta nie wyklucza formy NU lub rowniez MG. Analiza ta niewatpliwie sugeruje form¢ PMG, a ustali¢
mozna by to tylko za pomoca NMR.

str. 62. pomytka edytorska ,,Rownolegle”;

str. 63. ,,na catkowitg konformacj¢” powinno by¢ ,,globalng konformacj¢/konformacje catej czasteczki”;
pomytka edytorska ,,ze sobg”; ,,ptaszczyzna” — w jezyku naukowym jest to okreslenie geometryczne, tutaj
powinno by¢: ,,powierzchnia molekularna odpowiedzialna za/ zaangazowana w oddziatywanie” lub ,,miejsce
oddzialywania/ interakcji/ wigzania/ wigzace”;

str. 65. niepotrzebne ,,s” w ,,Rola AaFEcR, stanowigcego IDR na koncu C”.

Podsumowanie

Prace doktorska oceniam ogoélnie jako bardzo wartosciows, zarowno ze wzglgdu na
pionierski charakter zwiazany z otrzymaniem nowego obiektu - fragmentu F receptora
ekdyzonu komara egipskiego - jak i na réznorodno$¢ zastosowanych metod, ktorych
konsekwentne uzycie doprowadzito do otrzymania ciekawych wynikow. Wypelniaja one
w istotny sposob dotychczasowa luk¢ w wiedzy na temat ECR i zostaly opublikowane

w dwoch artykulach w dobrych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym: Wiech A,
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Rowinska-Zyrek M, Watty J, Czarnota A, Hotubowicz R, Szewczuk Z, Ozyhar A, Orfowski
M. The intrinsically disordered C-terminal F domain of the ecdysteroid receptor from Aedes
aegypti exhibits metal ion-binding ability. J Steroid Biochem Mol Biol. 2019; 186:42-55.
oraz Rowinska-Zyrek M, Wiech A, Watly J, Wieczorek R, Witkowska D, Ozyhar A,
Ortowski M. Copper(Il)-Binding Induces a Unique Polyproline Type Il Helical Structure
within the lon-Binding Segment in the Intrinsically Disordered F-Domain of Ecdysteroid
Receptor from Aedes aegypti. Inorg Chem. 2019; 58(17): 11782-11792. Doktorantka jest
réwniez autorkg dwoch innych publikacji w bazie JCR. Byla tez bardzo prezna w promocji
swoich wynikoéw poprzez aktywna dziatalnos¢ konferencyjna oraz odbyta roczny zagraniczny
staz naukowy w Instytucie Genetyki i Biologii Molekularnej i Komorkowej w Illkirch we
Francji w ramach stypendium im. lwanowskiej z NAWA. Wida¢ wielkie zaangazowanie

Doktorantki w prace naukowa, wtasny rozwoj zawodowy oraz w popularyzacj¢ nauki.

Podsumowujac, przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia kryteria formalne
I zwyczajowe, wobec czego wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej 0 dopuszczenie mgr Anny Wiech-Walow do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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Anna Niedzwiecka
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