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Recenzja rozprawy doktorskiej Anny Salerno-Kochan

Rozprawa doktorska zatytutowana ,Structural characterisation of Mei-P26 protein — a central
regulator of RNA biosynthesis during cell fate decision” zostata przygotowana przez Panig Anne
Salerno-Kochan pod opieka promotorska dr hab. Sebastiana Glatta. Praca zostata przedtozona
Radzie Dyscypliny Nauk biologicznych Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Gtownym celem pracy badawczej przedstawionej w niniejszej dysertacji jest charakterystyka
strukturalna i funkcjonalna biatka Mei-P26 w interakcji z RNA. Autorka przeprowadzita optymalizacje
ekspresji wariantow rekombinowanego biatka Mei-P26 w systemie bakteryjnym, drozdzowym i w
oparciu o komorki owadzie. W jej wyniku otrzymata stabilng C-koncowa domene biatka Mei-P26,
ktora zostata przez autorke wykorzystana do badan strukturalnych z wykorzystaniem krystalografii
rentgenowskiej oraz do analiz biofizycznych oddziatywania C-Mei-P26 z wariantami RNA w celu
ustalenia selektywnosci biatka, to jest sekwencji nukleotydowej rozpoznawanej przez badany faktor.
Badania te miaty na celu przyblizenie roli biatka Mei-P26 w regulacji translacji mRNA. Wyniki
przedstawione w pracy sa nowe, wczesniej niepublikowane i stanowig solidng podstawe do dalszych

badan lub publikacji.

Praca doktorska mgr Anny Salerno-Kochan zostata napisana w jezyku angielskim. Tres¢ pracy jest
zgodna z tematem wskazanym w tytule. Uktad tresci jest wtasciwy i prawidtowy dla danego formatu.
Praca jest standardowo podzielona na kilka gtownych rozdziatow: Streszczenie, Wstep, Cele Pracy,
Zakres Badan, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i Perspektywy. Autorka
wykorzystata obszerna bibliografie odwotujaca sie do 224 artykutdow naukowych. Autorka stosuje w
pracy odpowiedni dla tego formatu jezyk i terminologie. Spis tresci przygotowany jest prawidtowo.
W pracy zamieszczony zostat spis skrotow oraz lista tabel i rycin. Praca jest przejrzysta, rzeczowa oraz
starannie przygotowana. Tekst opatrzony jest 42-ma rycinami i 11-ma tabelami. Autorka w
prawidtowy sposob zredagowata niniejszg prace. Bibliografia zostata odpowiednio uzyta w tekscie i
we wiasciwy sposob uzyta w przedyskutowaniu wynikow.

W pierwszym rozdziale Wstepu, autorka przybliza proces biosyntezy biatka u Eukariontéw. W skrécie,
opisane sg transkrypcja, dojrzewanie mRNA, translacja i fatdowanie tancuchow polipeptydowych. W
drugim rozdziale Wstepu, autorka skupia sie na biatkach wigzacych RNA. Ogélnie opisuje ich funkcje w
regulacji mRNA na réznych etapach zycia i rozwoju komérki eukariotycznej, z podziatem na funkcje w
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jadrze komérkowym oraz cytoplazmie. Nastepnie, autorka przedstawia typy domen wigzacych RNA, w
tym, biatka z rodziny TRIM-NHL w szczegétach, w tym biatka Mei-P26. Autorka przytacza opublikowane
dane dotyczace roli Mei-P26 w rozwoju komorek rozrodczych u Drosophila melanogaster.

Nastepnie, autorka przedstawia szczegotowe Cele badawcze, ktorych zadaniem jest charakterystyka
strukturalna i funkcjonalna C-koncowej domeny biatka Mei-P26 w interakcji z RNA. Dotycza one
identyfikacji motywu w mRNA rozpoznawanego przez C-Mei-P26, oraz reszt aminokwasowych C-Mei-P26
odpowiedzialnych za oddziatywanie zmRNA. W kolejnym rozdziale podany jest szczegdtowy Zakres Badan
podzielony na cztery gtéwne zadania: (1) przygotowanie biatka do analiz, (2) in vitro charakterystyka
wigzania C-Mei-P26 z RNA, (3) strukturalne analizy biatka oraz (4) analizy miejsca wigzania RNA.

W rozdziale Materiafy i Metody, autorka opisuje protokoty, z ktorych korzystata w celu realizacji zadan
badawczych. Opisane jest przygotowanie konstruktéw, w tym mutantéw, do heterologiczne] ekspresji
wariantow Mei-P26 w roznych systemach ekspresji; ekspresja w skali analitycznej i preparatywnej w
testowanych uktadach i dla wariantéw Mei-P26, oczyszczanie biatek rekombinowanych z wykorzystaniem
etykietek. Przedstawione sa rowniez metody wykorzystane w analizach biofizycznych oraz strukturalnych
dla oczyszczonego biatka.

Wyniki autorka rozpoczyna charakterystyka in situ biatka Mei-P26. Wykorzystujgc narzedzia do analiz
sekwencji aminokwasowych i predykcji struktur, autorka opisuje domeny biatka oraz generuje model C-
koricowej domeny badanego biatka. Biatko Mei-P26 jest biatkiem o dtugosci 1206 aminokwasdéw i posiada
domeny RING, B-Box 1 i 2 z palcami cynkowymi, fragment coilled-coil, filamine oraz C-koricowa domene
NHL. Na podstawie informacji o lokalizacji domen funkcjonalnych Mei-P26, autorka przygotowata
konstrukty genetyczne biatka Mei-P26 petnej dtugosci oraz krétszych form obejmujacych warianty N-
konca biatka (11 konstruktéw) lub C-konca biatka (13 konstruktow). W celu poprawy stabilnosci biatka byty
testowane etykietki histydynowe, biatko GST i MBP. Konstrukty byty testowane w bakteryjnym systemie
ekspresji. Zdecydowana wiekszos$¢ konstruktéw nie data zadowalajgcych wynikéw z powodu niskiego
poziomu ekspresji lub/i nierozpuszczalnej formy biatka. Jedynie konstrukt z domeng NHLsgs 1206 Mei-P26
wykazywat ograniczona rozpuszczalnosc, ale preparatywna skala ekspresji w bakteriach i oczyszczanie nie
powiodty sie. W systemie biosyntezy biatek w drozdzach autorka testowata ekspresje petnej dtugosci
biatka Mei-P26 oraz samej domeny NTDii7s31. Podjete zostaty rowniez proby ko-ekspresji Mei-P26 ze
znanymi partnerami biatkowymi. Obiecujgcych wynikow dla skali analitycznej ekspresji, nie udato sie
ekstrapolowac do skali preparatywnej. Nie otrzymano wystarczajacej ilos¢ biatka do analiz strukturalnych
i biofizycznych. W kolejnym kroku, autorka testowata ekspresje biatka petnej dtugosci oraz domen NTDy1;.
s311NHLoos 1206 biatka Mei-P26 w komdrkach owadzich. Ekspresja w analitycznej skali pozwolita na uzyskanie
rozpuszczalnego biatka dla kazdego z testowanych konstruktow. W skali preparatywnej nie powiodto sie
oczyszczanie na duzg skale biatka Mei-P26, ktére byto zanieczyszczone kwasem nukleinowym. Nie
powiodto sie rowniez oczyszczanie domeny NTDy7.53 biatka Mei-P26. Natomiast, z powodzeniem zostata

oczyszczona domena NHLggs 1206 Mei-P26.

W drugiej czesci Wynikéw, autorka przeprowadza analizy biofizyczne domeny NHLsgs.1205.Mei-P26.
Wykorzystujac metode termoforezy mikroskalowej (MST) ustalita ona, Ze NHLsos-1206 Mei-P26 wigze jedno-
niciowe RNA (ssRNA). Wykorzystano oligonukleotyd poli-urydynowy (UT) i wykazano jego wigzanie do
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badanej domeny ze stata dysocjacji Kd=1.8 uM. Na podstawie wstepnych badan autorki, danych
literaturowych i badan in silico partnera naukowego wytypowano sekwencje oligonukleotydowe bogate w
urydyne do dalszych analiz specyficznosci NHLgos 1206.Mei-P26. Badano szereg oligonukleotyddw o roznej
dtugosci od 7 do 10 nukleotydow réznigcych sie pozycja i licza urydyn w sekwencji. Zaobserwowano
najnizsze Kd=0.6 uM dla sekwencji UUUUUUUACA. Wydtuzanie sekwencji o kolejny nukleotyd urydylowy
poprawiato wigzanie RNA. Nastepnie, autorka oczyscita domene NHL biatka Brat, nalezgcego do tej samej
rodziny biatek, w celu poréwnania specyficznosci wigzania RNA. Motyw opisany dla biatka Brat: UUGUUAA
nie jest rozpoznawany przez Mei-P26, zas UUUUACA wigzane przez Mei-P26 nie jest rozpoznawany przez
Brat. Co dowodzi wysokiej specyficznosci biatek z rodziny TRIM-NHL.

W trzeciej czesci Wynikow, przedstawiona jest analiza strukturalna NHLses.1206.Mei-P26. Struktura zostata
wyznaczona przy pomocy podstawienia molekularnego (ang. Molecular replacement) uzyskujac
rozdzielczo$¢ 1.8 A. Struktura wykazuje duze podobieristwo ze znanymi domenami NHL innych biatek.
Niski stopien ich konserwatywnosci sekwencji aminokwasowych pozwala na szeroki wachlarz specjalizacji
tych biatek w wigzaniu wyselekcjonowanych mRNA. Nie powiodty sie proby ko-krystalizacji NHLsgs.120s.Mei-
P26 z wybranymi oligonukleotydami. Na podstawie informacji strukturalnych, zostaty wytypowane reszty
aminokwasowe majace udziat w selektywnym rozpoznawaniu motywu RNA i przy pomocy mutagenezy,
przeprowadzono analizy majace na celu identyfikacje kluczowych dla wigzania RNA aminokwasow.

W Dyskusji autorka rozwaza powody dla ktdrych nie powiodta sie ekspresja biatka Mei-P26 i roznych jego
wariantow. Podkresla wyniki badan strukturalnych i biofizycznych dotyczace specyficznosci wigzania RNA
bogatego w nukleotydy urydylowe przez biatko Mei-P26 oraz rdznice w specyficznosci pomiedzy biatkiem
Mei-P26 a innymi biatkami z tej rodziny. Nastepnie nawigzuje do danych literaturowych odnos$nie badania
specyficznosci Mei-P26 in vivo, gdzie badano jakie transkrypty oddziatujg z badanym biatkiem, co moze
przyblizy¢ role Mei-P26 w regulacji rozwoju komérki.

Podsumowujgc, autorce pracy udato sie oczysSci¢ domene NHLss 1206 biatka Mei-P26 z heterologicznej
ekspresji w komorkach owadzich. Oczyszczone biatko zostato wykorzystane w badaniach biofizycznych do
analiz specyficznosci wigzania RNA. Struktura krystaliczna pozwolita na ustalenie kluczowych dla wigzania
RNA aminokwasow. W Perspektywie, autorka wspomina mozliwosci wykorzystania mikroskopii krio-
elektronowej do badania struktury Mei-P26 oraz badan in vivo w celu zidentyfikowania natywnych mRNA
regulowanych przez badane biatko, oraz mozliwosci wykorzystania ich do badan strukturalnych.

Komentarz merytoryczny:

= Autorka podjeta bardzo szerokie proby otrzymania biatka Mei-P26 do badar strukturalnych i
biofizycznych. Jak wiele biatek Eukariotycznych, biatko okazato sie trudne do ekspresji i
oczyszczania. Autorce udato sie pozyskaé domene NHLggs.1206 biatka Mei-P26 do przeprowadzenia
analiz.

» W pracy brakuje wstepu teoretycznego dotyczacego metodyki badawcze]. Krétkie wyjasnienia
dotyczace termoforezy mikroskalowej oraz krystalografii rentgenowskiej pojawiaja sie dopiero w
Materiatach i Metodach. Nigdzie nie jest opisane jak byty liczone state Kd, ani jak byto okreslane
stezenie biatka.
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» Autorka nie wyjasnia dlaczego nie testowano ekspresji domeny NHLos 1206 biatka Mei-P26 w
drozdzach. Ekspresja w systemie bakteryjnym dawata podstawy do préb produkcji biatka
rekombinowanego w systemie drozdzowym.

= Czy byly podjete préby oczyszczenia kwaséw nukleinowych, ktére oczyszczaty sie wspélnie z
testowanymi wariantami biatka Mei-P26? Przy wykorzystaniu jakich nukleaz byty podejmowane
proby doczyszczania?

= Czy byty podejmowane préby ko-ekspresji z RNA mogacym oddziatywaé z Mei-P26? Takie
podejécie mogtoby poprawi¢ stabilnos¢ biatka in vivo poprzez zapobieganie niepozgdanym
wigzaniom RNA komérek gospodarza.

* Autorka opisuje, ze nie powiodta sie ko-krystalizacji RNA z NHLsos 1206 Mei-P26. Czy byty podjete
proby tak zwanego soaking’u?

= Rycina 10 jest nieczytelna, na wielu innych rycinach pojawiaja sie elementy nieczytelne (np. zbyt
mata skala na wykresach)

= Rozprawa zawiera nieznaczne pomytki jezykowe. Nie obnizaja one wartosci pracy.

Niniejsza praca jest bardzo dobra. Autorka dobrze planuje eksperymenty i rozwigzuje napotkane
trudnoéci. Badania sa oryginalne i z pewnoscia beda opublikowane w bardzo dobrym czasopismie. Sam
projekt jest rozwojowy i moze stanowi¢ podstawy dalszych badan.

Stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Anny Salerno-Kochan spetnia warunki okreslone w artykule 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182,
poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455). Zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauk biologicznych Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie Pani mgr Anny Salerno-Kochan do dalszych etapéw postgpowania o
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych.
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