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Recenzja
Rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Anny Juli Wigch-Walow pt. ,Analiza molekularna
regionu F receptora ekdysteroidowego z Aedes aegypti” wykonanej pod kierunkiem
Prof. dr hab. inz. Andrzeja Ozyhara w Zakladzie Biochemii Wydzialu Chemii
Politechniki Wroclawskiej.

Ekspresja genow u wszystkich organizmow zywych jest podstawowym warunkiem
prawidlowego rozwoju i funkcjonowania. Z tego powodu ekspresja genow jest regulowana na
wszystkich poziomach. Waznym punktem kontrolnym jest transkrypcja DNA, ktora jest
kontrolowana przy czynniki transkrypeyjne. Najwigksza grupe czynnikow transkrypcyjnych
stanowi rodzinna receptorow jadrowych. Receptory jadrowe opisano u wielu organizmow, od
nicieni do ssakow. Te indukowane przez ligandy czynniki transkrypcyjne odgrywaja
kluczowa role w prawie wszystkich procesach fizjologicznych, reguluja proliferacje,
roznicowanie i apoptoze komorek. Receptory jadrowe po zwiazaniu lipofilnego hormonu
przemieszczajg si¢ do jadra komorki, pozwalajac na regulacje transkrypcji genow przez
czasteczki lipofilowe, np. steroidy czy retinoidy Efektem aktywacji receptora jest zwigkszeniu
transkrypeji niektorych genow, a hamowaniu innych i wynika on ze wspoldziatania kilku
sgsiadujacych motywow regulatorowych w sekwencjii DNA w obrgbie promotora.
Kanoniczna struktura receptora jadrowego skiada sie z wielu domen. Domena N-koncowa,
wiazaca DNA, region zawiasowy, domena wiazaca ligand sa dobrze zbadane. Znana jest
struktura i sekwencja domeny wigzacej DNA (DBD), struktura krystalograficzna domeny
wigzacej ligand (LBD). Natomiast malo zbadany jest C-koncowy region receptora jadrowego,
region F, jego sekwencja i dtugosé¢ sa bardzo zréznicowane. W pracy doktorskiej pani mgr
inz. Anny Wiech-Walow podjeta sie analizy molekularnej regionu F receptora
ekdysteroidowego z Aedes aegypti (komar egipski). Wazny jest tez wybor komara egipskiego
jako obiektu badan w kontekscie jego zaangazowania a procesie transmisji wWirusow dengi czy

goraczki Zika, moga one umozliwi¢ kontrolowane ograniczenie populacji komara.



W opinii recenzenta temat rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Anny Wigch-Walow

jest wazny, naukowo aktualny i spetnia wymogi stawiane rozprawie doktorskie;j.

Praca doktorska posiada klasyczny uktad, liczy 86 stron maszynopisu i zawiera 25
rysunkow i 16 tabel. Spis cytowanego pismiennictwa obejmuje ponad 240opisano pozycji
literaturowych. Na poczatku pracy znajduje si¢ spis tresci, spis skrotow oraz
streszczenie. Kolejno w ,,Wstepie” liczacym 12 stron maszynopisu doktorantka w skrocie
opisuje receptor jadrowy, przedstawia schemat jego budowy domenowej, opisuje budowe i
role poszczegélnych domen, mechanizm dzialania receptora jadrowego. Omawia cykl
zyciowy komara egipskiego i jego role w przenoszeniu wirusoOw dengi i goraczki Zika.

Cel pracy bardzo precyzyjnie zdefiniowany dostownie w dwoch zdaniach oraz w
pigciu punktach opisano zaplanowane zadanie badawcze.

Rozdzial ,Materialy i metody” przedstawiony na dalszych 14 stronach zawiera
szczegotowy opis stosowanych procedur, umozliwiajacy wierne powtorzenie eksperymentow
i $wiadczy o doskonatej znajomosci stosowanych metod. Zawiera on rowniez spis
stosowanych odczynnikow. Doktorantka wykazala si¢ szerokim warsztatem badawczym,
opracowata warunki ekspresji w E. coli w uktadzie heterologicznym rekombinowanej domeny
F w formie biatka fuzyjnego z TF (TF-AaFEcR), nadekspresji znakowanego biatka izotopami
oraz ich oczyszczania chromatograficznego. Opracowala metod¢ odtrawienia biatka
fuzyjnego (TF) oraz rozdziatu produktow trawienia. W badaniach stosuje spektroskopie mas
AaFEcR i jej komplekséw z kationami. Analizuje wlasciwosci hydrodynamiczne domeny F
metodami ultrawirowania i saczenia molekularnego. Stosuje rowniez spektroskopie NMR.

Rozdzial wyniki to kolejne 18 stron maszynopisu, zostal on podzielony na
podrozdzialy odpowiadajace poszczegdélnym etapom pracy. Ulatwia to zrozumienie
wielowatkowej rozprawy doktorskiej oraz zapewnia przejrzysty ukiad prezentowanych
wynikow. Jest on bogato ilustrowany rysunkami i ulatwiajacymi czytelnikowi sledzenie
kolejnych etapow pracy. Na podkre$lenie zastuguja bardzo staranne opisy pod rysunkami.
Drobnym wyjatkiem jest opis pod rysunkiem 6.4, zamiast nagrane widmo wolalbym
zarejestrowane widmo.

Doktoranta wykazal si¢ szerokim warsztatem badawczym, opanowala metode
konstrukcji wektora ekspresyjnego ich jego zastosowania w ekspresji biatka w Escherichia
coli oraz oczyszczanie tego bialka, opanowala szeroka game wyzej wymienionych metod

badawczych.



Kolejny rozdzial to liczagca siedem stron .Dyskusja”, zawierajaca wnioski
wyplywajace z przeprowadzonych badan. Czyta si¢ ja z duza przyjemnoscia 1 W mojej ocenie
jest bardzo dobrym rozdzialem rozprawy doktorskiej. Podsumowuje osiagnigcia doktorantki
na tle danych literaturowych.

Prace koniczy spis literatury liczacy 243 pozycji w tym ponad pigcdziesiat to pozycje Z
ostatniej dekady. Swiadczy to o duzej wiedzy jaka musial posigé¢ doktorantka przy

zaznajamianiu si¢ z tak obszerna literatura.

Wsréd wynikow przedstawionych w rozprawie, zdaniem recenzenta na podkreslenie

zashuguje:
1 Opracowanie warunkow nadekspresji i oczyszczania AaFEcR.
2 Wykazanie, ze strukturg przyjmowang przez AaFEcR jest prawie stopiona
globula (PMG).
3 Identyfikacja reszt w obrgbie AaFEcR koordynujacych oddziatywanie z jonami
7n*" oraz Cu*".
4 Potwierdzenie powstawania komplekséw peptyd jon metalu z wykorzystaniem

peptydow. Reprezentujg one fragmenty sekwencji w obrgbie AaFEcR

potencjalne odpowiedzialne za oddziatywanie z jonami 7n*" oraz Cu*".

Rozprawe wyréznia bardzo starannie opracowana strona graficzna, bardzo dobrze
zaprojektowane wykonane rysunki utatwiaja zrozumienie zasad i celow prowadzonych
eksperymentow jak i prawidiowosc wycigganych wnioskéw. Napisana jest poprawnym
jezykiem, praktycznie nie ma nie poprawnych czy niezrgcznych sformutowan.
Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorska mgr inz. Anny Wigch-Walow
Realizuje w pelni postawione cele badawcze, jest ona oryginalnym osiagnigciem naukowym i
wnosi nowe cickawe informacje na temat jest C-koncowy region receptora jadrowego,
regionu F receptora ekdysteroidowego z komara egipskiego. Z uznaniem notuje fakt, ze
wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej ukazaly si¢ na famach prestizowych

czasopism, sg to trzy publikacje w : New Perspectives of Nuclear Receptor Studies. Cells.;
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Inorg Chem.; oraz J. Steroid Biochem. Mol. Biol.. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do
recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymagania stawiane praca doktorskim
przewidziane w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym i zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Anny Wiech-Waléw do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Ponadto ze wzgledu na znaczenie naukowe recenzowanej pracy, potwierdzone trzema
publikacjami w prestizowych czasopismach naukowych (sumaryczny IF 15,23), wnioskuje o

jej wyrdznienie.
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