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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mai Cieplak-Rotowskiej pt.

»Biophysical and molecular biology studies of proteins involved in gene silencing”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Mai Cieplak-Rotowskiej
powstata w Zakltadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Do$wiadczalnej na Wydziale Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego pod opieka dr hab. Anny NiedZwieckiej. Nalezy zaznaczy¢,
ze promotor jest uznang specjalistka w badaniach nad organizacja komplekséw
translacyjnych, posiadajgca w tej dziedzinie znaczacy i udokumentowany dorobek
naukowy. Mozna wiec domniemywaé, ze przedlozona rozprawa jest fragmentem

szerszego planu badawczego realizowanego w Zakladzie Biofizyki IFD UW.

Mechanizm wyciszania genéw jest jednym z kluczowych zagadnieri wspétczesnej
biologii molekularnej. Proces ten, obok aktywacji/represji transkrypcji oraz
skomplikowanej sieci modyfikacji potranslacyjnych, stanowi jeden z trzech pozioméw
regulacji szlakéw prowadzacych do syntezy bialek w iloéci optymalnej dla utrzymania
homeostazy. Za zjawisko interferencji RNA, prowadzace do wyciszania genéw,
odpowiadajg czasteczki RNA, wystepujace zaréwno w postaci dwuniciowego siRNA o
sekwencji zgodnej z sekwencja docelowego genu, jak i jednoniciowego miRNA, ktére (w
odréznieniu od siRNA) nie musi by¢ w 100% zgodne z sekwencjg docelowego genu.
Interferencja RNA, badania nad ktérg uhonorowano w 2006 roku Nagroda Nobla, znalazta
liczne praktyczne zastosowania, gdyz dzieki niej mozna specyficznie, a zarazem
odwracalnie, ograniczy¢ aktywno$¢ konkretnych genéw. Nalezy sadzi¢, ze wkrétce
czasteczki siRNA znajdg szersze zastosowanie w tzw. terapiach celowanych, pozwalajac

np. na ograniczenie ekspresji patologicznych form biatek zwigzanych z transformacja

nowotworowa.

Czasteczka siRNA/miRNA oddzialujaca z mRNA jest rozpoznawana przez
odpowiedni kompleks biatkowy, a pdzniejsza seria zdarzen zalezy juz od specyficznych

oddziatywan w obrebie takiego kompleksu. Analizy genomu cztowieka sugeruja, ze blisko



1/3 gen6w moze by¢ regulowana za pomoca miRNA. Metodami biochemicznymi zostaty
zidentyfikowane sktadniki kompleksu CCR4-NOT odpowiedzialnego za proces miRNA-
zaleznej deadenylacji mRNA, prowadzacy do jego przyspieszonej degradacji, a wiec w
konsekwencji do efektywnego zmniejszenia poziomu ekspresji kodowanego przez to
mRNA biatka. W sktad tego kompleksu wchodza miedzy innymi biatka GW182 oraz
CNOT1, ktorych oddziatywanie bylo wiaéciwym przedmiotem badafi Doktorantki.
Opisanie sposobu oddziatywania tych biatek jest niezwykle istotne, gdyz wiele dowodéw
wskazuje, ze biatko GW182 moze byé¢ takie zaangazowane w proces hamowania
translacji, aczkolwiek doniesienia literaturowe wskazujg, ze mechanizm zaleznej od

miRNA deadenylacji mRNA dominuje.

Formalna ocena rozprawy

Rozprawa zostala napisana w jezyku angielskim. Liczy ponad 180 stron, a
uzupetniona jest 273 odno$nikami literaturowymi oraz 30-o stronicowym dodatkiem
zawierajacym gltéwnie szczegétowe informacje pominiete w gtéwnym tekécie. W sktad
rozprawy wchodza kolejno streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis treéci, wykaz
stosowanych skrétéw, 27-o stronicowy wstep stanowigcy wprowadzenie w tematyke
badan, cele pracy, opis uzytych materiatéw i stosowanych metod, stustronicowy opis
uzyskanych wynikéw oraz krétkie podsumowanie. Brak jest wyodrebnionej dyskusji,
ktéra zostata, w moim odczuciu niefortunnie, rozbita na czesci wiaczone do kazdego z
dziewigciu podrozdzialéw opisujgcych wyniki czastkowe, z reguly jako krétkie

podsumowania.

Cze$¢ opisanych wynikéw zostata juz opublikowana w wysoko cytowanym
artykule w Nature Structural & Molecular Biology (DOI: 10.1038/nsmb.2149), w ktérym
Doktorantka jest drugim autorem, a swéj wklad w przedstawione tam badania
jednoznacznie okreslita w rozprawie. Z kolei wstepne wyniki pomiaréw stabilno$ci
domeny SD biatka GW182 (a doktadniej konstruktu SD10) oraz centralnej domeny
podjednostki CNOT1 (aa. 800-999) z kompleksu CCR4-NOT, a takze wptyw oddzialywania
krotkich fragmentéw biatka GW182 na zmiany w stabilnoéci réznych regionéw badanej
domeny podjednostki CNOT1 zostaty zaprezentowane w 2015 roku na 40 Kongresie FEBS
w Berlinie (WOS: 000362570606066). Wiekszo$¢ odnoénikéw literaturowych w pracy

liczy mniej niz 10 lat, nieco dziwi jednak niewielki udziat najnowszych publikacji (o ile sie



nie pomylitem, to dokladnie 50 prac, a wigc niecate 20%, powstato po 2012 roku,),
podczas gdy tylko na temat kompleksu CCR4-NOT ukazuje sie blisko 50 publikacji rocznie,

wsrod ktorych Srednio 10 bezposrednio dotyczy organizacji podjednostek w jego obrebie.

Sama praca zostalta w moim odczuciu zredagowana niezbyt starannie, a
Doktorantka nie ustrzegta licznych btedéw. Za takie uwazam miedzy innymi uzywanie
sformutowania ,amino acid” dla okre$lenia pozycji w obrebie biatka. W jezyku angielskim
okreSlenie to stosowane jest raczej w odniesieniu do grupy zwigzkéw
niskoczgsteczkowych zawierajacych jednocze$nie grupe aminowsg i karboksylowsa, a wiec
migdzy innymi dla aminokwaséw budujgcych biatka. Jednak w przypadku samych biatek
uzywana jest forma ,residue” lub ew. ,amino-acid residue”, jak np. w zwrocie ,N-terminal
residue”. Doktorantka konsekwentnie stosowata te forme jedynie w obrebie listy skrétéw,
ale juz na stronie 21 dziesigciokrotnie uzyta zwrotu ,amino acid(s)”, a jedynie raz
prawidtowego wyrazenia ,residue”’. W tekicie raza takze zargonowe zwroty, jak na

przyktad ,reaction was acidified” (str. 71), zamiast ,reaction mixture was acidified”.

Sam wstep literaturowy zostat opracowany wystarczajgco, szczegdlnie w czeéci
przedstawiajgcej biologiczny kontekst prowadzonych badan. Aczkolwiek i tu autorka nie
ustrzegta sie niefortunnych sformutowan. Dla przyktadu, kontrowersyjne sg juz trzy
pierwsze zdania rozprawy. "In every living organism genetic information about how it looks
and works is stored in deoxyribonucleic acid (DNA). In eukaryotes DNA is stored in the cell
nucleus. Here, in a process called transcription, DNA can be rewritten into a molecule called
messenger ribonucleic acid (mRNA)". W pierwszym z tych zdah Doktorantka odnosi sie, w
$wietle przedmiotu Rozprawy chyba niepotrzebnie, do podstawowego problemu definicji
zycia, catkowicie przy tym pomijajac istnienie RNA-wiruséw. Z kolei w drugim zostata
przeoczona obecno$¢ makronukleusa u orzeskoéw, a co wazniejsze takze wystepujacych w
wigkszosci komérek eukariotycznych mitochondriéw wraz z ich pozajgdrowym mtDNA.
Zas w kolejnym zdaniu Doktoranta nie$wiadomie zanegowata podstawy genetyki
molekularnej - w rzeczywistosci w wiekszos$ci przypadkéw transkrypcji poddawane sg
jedynie niewielkie fragmenty DNA (geny), ktére zwykle kodujg sekwencje pojedynczych
biatek. W kolejnym akapicie Doktorantka nieco trywializuje role modyfikacji
potranslacyjnych piszac ... and ending on post-translational modification - where a protein
can either be marked for fast degradation or just switched into an inactive state”, podczas

gdy w rzeczywisto$ci w komorce istniejg cate kaskady proceséw modyfikacji (np.



fosforylacja), biorgcych udzial w przekazywaniu sygnaléw w komérce. Modyfikacje
potranslacyjne moga nie tylko aktywowaé/dezaktywowa¢ bialka, ale takze wplywaé na
ich oddzialywanie ze specyficznymi partnerami molekularnymi (np. nitrozylacja czy
pewnie blizsza zainteresowaniom Doktorantki acetylacja histonéw) lub nawet zmieniaé

lokalizacje komérkowa biatka (np. kotwice prenylowe czy glikolipidowe).

W krétkim rozdziale 1.2.1 ,The effect of deuteration on hydrogen bonds and protein
structure” takze znalazto sie kilka nieprecyzyjnych sformutowan. Moim zdaniem
wczesniej powinny znaleZ¢ sie bardziej ogdlne informacje, z ktérych cze$é jest zawarta w
rozdziale 1.3.1. Przede wszystkim pojecie deuteracji bialek ma dwojakie znaczenie. W
przypadku tzw. protonéw wymienialnych, czyli w uproszczeniu tych zwigzanych z
heteroatomami, po umieszczeniu biatka w roztworze ,ciezkiej wody”, tzn. 2H20, po
pewnym czasie nastgpuje osiggniecie réwnowagi miedzy obsadzeniem izotopami 1H oraz
2H. Z kolei atomy wodoru przytaczone do atoméw wegla sg praktycznie inertne i nie
podlegajg procesowi wymiany, chociaz poprzez ekspresje biatka w 2H20, badz w
obecnosci deuterowanych prekursoréw mozna uzyskaé jednorodne lub nawet specyficzne
podstawienie izotopem 2H protonéw ,niewymienialnych” (a $ciélej atoméw 1H).
Procedura taka jest czesto stosowana w przypadku pomiaréw duzych biatek za pomoca
NMR. Tego rozroznienia Doktorantka nie uczynila, aczkolwiek niewgtpliwie jedynie
pierwszy z wymienionych proceséw byt przez nig badany. Takze zdanie , The exchange of
hydrogen to deuterium can occur for those hydrogens that are not engaged in hydrogen
bonding, while the stable hydrogen bonds protect hydrogen from the exchange” nie jest
sciste. Oczywiste jest, ze atomy wodoru (protony) zaangazowane w wigzania wodorowe z
rozpuszczalnikiem podlegajg szybkiej wymianie. Z drugiej strony, wystepuja wigzania
wodorowe, w ktérych proton w nie ulega procesowi wymiany - np. powszechnie
obserwowane w  ukladach  biatkowych  wigzanie typu CH..0 (DO
10.1074/jbc.R112.418574).

W rozdziale 1.3.1 znalazto sie kolejne nieprecyzyjne zdanie ,Protein hydrogens that
are solvent exposed or are highly dynamic will quickly exchange to deuterium, while those
that are buried inside of the protein, are less dynamic or are involved in hydrogen bonding,
are protected from the exchange, and will either exchange slower or not at all during the
time course of the experiment.”, ktére oczywiscie dotyczy jedynie ,exchangable

hydrogens”, a tworzenie wigzain wodorowych z rozpuszczalnikiem wcale nie powoduje



zmniejszenia szybkosci wymiany. Opis réznych typéw kinetycznych procesu wymiany
protonéw okazuje sie takze nie do konica precyzyjny; zdanie ,Hydrogens present in side
chains exchange very quickly, but during the HDX-MS experiment exchange back to
hydrogen and are not detected by the mass spectrometer” nie jest catkowicie oczywiste - w
przypadku protonéw grup amidowych Asn i Gln szybkoé¢ wymiany moze byé
poréwnywalna z warto$ciami obserwowanymi dla protonéw amidowych tancucha
gtéwnego (DOI: 10.1023/A:1008296932751).

W rozdziale zatytutowanym ,Ability of different CNOT1 mutants to bind SD10"
wbrew tytutowi znajdujg si¢ dane dotyczace nie tylko SD10, ale takze catej domeny SD
biatka GW182 (SDfl).

Wiele nieécistosci znalazto si¢ w rozdziale ,Physical bases of noncovalent bonds
responsible for structures and interactions of biomolecules”. Przy opisie réznych typéw
oddziatywan zostaty catkowicie pominiete efekty steryczne, ktérych wktad w przypadku
zbyt bliskich kontaktéw miedzyczasteczkowych dominuje (np. czynnik r-12 w potencjale L-
]). A przeciez efekt dopasowania przestrzennego oddziatujgcych (makro)czasteczek zostat
juz w XIX wieku opisany przez E. Fishera (lock and key theory), a samo zjawisko jest
bezposrednig konsekwencjg zakazu Pauliego zastosowanego do nakrywajgcych sie
orbitali atomowych/molekularnych (oczywiscie w zakresie niskich energii
odpowiadajacych oddzialywaniom makroczasteczek). Z kolei w przypadku wigzania
wodorowego nie mozna méwié wytgcznie o wkladzie elektrostatycznym, skoro juz w
1999 roku w grupie Adriana Baxa wykazano obecno$¢ sprzezen skalarnych poprzez
wigzanie wodorowe, analogicznych do wystepujacych w przypadku wigzan chemicznych
(DOIL: 10.1021/ja9902221). W tym samym roku zostata takze zaprezentowana spdjna
teoria oddzialywan hydrofobowych, obowigzujgca zaréwno w skali nano-, jak i
mikrometréw (DOI: 10.1021/jp984327m), ktorej istnienie zostato przez Doktorantke
pominiete. W szczegdlnosci, w zaleznos$ci od skali, wktad oddziatywan hydrofobowych
zalezy albo od powierzchni kontaktu rozpuszczalnikiem (a wiec powierzchni wneki), albo
od objetosci czgsteczki (objetos¢ wneki, dominuje w skali nano). Z mniejszych niescistosci,
w Tabeli 1 przy opisie oddziatywania jon-dipol btednie wstawiono czynnik f(6), a w jej
ostatnim wierszu znajduje sie tajemnicze sformutowanie ,Hydration force”, ktérego
nigdzie wiecej w rozprawie nie znalaztem, a ktore raczej dotyczy wyktadniczo

zanikajgcych z odlegtoscig oddziatywan wystepujacych miedzy obiektami o relatywnie



duzych powierzchniach, np. btony, filmy czy granice faz. W ramach komentarza chciatbym
doda¢ jeszcze, ze pierwsze pie¢ wierszy z Tabeli 1 formalnie odpowiada pierwszym
wyrazom rozwiniecia multipolowego potencjatu oddziatywan elektrostatycznych, ktére to
rozwinigcie ma zastosowanie jedynie w przypadku, gdy rozmiary oddziatujacych
obiektéw sa niewielkie w poréwnaniu z odlegloécia miedzy nimi. Tak wiec, ryzykowny
jest zaprezentowany przez Doktorantke opis oddzialywan warstwowych, gdyz wktad
wzajemnej orientacji pierScieni bedzie zwykle dominowal, a jest on bardzo

skomplikowany funkcjonalnie - w ogélnym przypadku 5 stopni swobody, w tym 4 katowe.

Tematyka badan oraz sposdb realizacji zadeklarowanych w rozprawie celéw

Ogdlnym celem ocenianej rozprawy byto okreélenie roli biatka TNRC6C (GW182)
w procesie zaleznego od miRNA wyciszania ekspresji genéw, nastepujacego w wyniku

prowadzonej przez kompleks CCR4-NOT deadenylacji mRNA.
Szczegbtowe cele postawione przez Doktorantke to:

1. Opis dynamiki strukturalnej catej domeny wyciszajgcej biatka GW182 (aa. 1260-1620)
oraz fragmentu biatka CNOT1 (aa. 800-999), ktéry odpowiada za oddziatywanie z nig
w kompleksie CCR4-NOT

2. Identyfikacja regionéw biatka GW182 odpowiedzialnych za oddziatywanie z
kompleksem CCR4-NOT

3. Szczegbétowy opis tych oddzialywan

4. Identyfikacja regionéw podjednostki CNOT1 z kompleksu CCR4-NOT odpowiedzialnych
za oddziatywanie z badang domeng biatka GW182.

5. Opis oddziatywan zachodzgcych miedzy domena wyciszajagcg GW182, podjednostka
CNOT1 oraz Tristetraproling (TTP), ktéra oddziatujac z 3’-UTR jest kolejnym

czynnikiem wplywajacym na poziom translacji.

W swojej pracy Doktorantka postugiwata sie gléwnie metodami biologii
molekularnej i biochemii (ta cze$¢ badan zostata zrealizowana najprawdopodobnie;
gtéwnie w ramach stazu naukowego na Uniwersytecie McGill w Montrealu),
uzupetionymi badaniami biofizycznymi opartymi w wiekszo$ci o pomiary kinetyki

wymiany proton-deuter przy uzyciu spektrometrii mas (wspétpraca z grupa prof. Michata



Dadleza z IBB PAN). Pozwolilo to tacznie na w miare precyzyjng analize fragmentu sieci
oddzialywan wystepujacych w obrebie kompleksu CCR4-NOT. Badania uzupelniaja
modele wygenerowane in silico na podstawie struktur dostepnych dla zblizonych
uktadéw. Ze wzgledu na zakres stosowanych metod, badania prowadzone przed

Doktorantke mozna uzna¢ za interdyscyplinarne.

Ze wzgledu na koncepcje badan w pracy mozna wyrézni¢ dwa watki. Pierwszy
stanowi-przeprowadzona metodami biochemicznymi identyfikacja podjednostki CNOT1
jako partnera biatka GW182 w kompleksie CCR4-NOT oraz péZniejsze wskazanie w
sekwencji biatka GW182 motywéw CIM1 oraz CIM2, odpowiedzialnych za to
oddzialywanie. Co ciekawe, obecno$¢ tych motywéw w rézny sposéb wplywa na proces
prowadzonej przez kompleks CCR4-NOT deadenylacji mRNA. Ta czeéé badan,
opublikowana w 2011r w Nat. Struct. Mol. Biol. (DOI: 10.1038/nsmb.2149), zostata
bardzo dobrze opisana, a na ich podstawie wybrano modelowe obiekty, ktérych
wiasciwosci zostaly péZniej przeanalizowane metodami biofizycznymi. Z obowigzku
recenzenta musze jednak wskazaé¢ na pewnga niekonsekwencje Doktorantki. Mianowicie,
przedstawione wyniki znajdujg jedynie fragmentaryczne odniesienie na liicie
szczegotowych celéw, i to jedynie z punktem 2 (identify GW182 silencing domain regions
responsible for interacting with the CCR4-NOT Complex), ktéry najprawdopodobniej miat
jednak dotyczy¢ procesu wymiany proton-deuter. Dalsza cze$¢ badan, zwigzana gtéwnie z
analizami strukturalnymi, zostata juz zaprezentowana zgodnie z kolejnoscig zatozonych
celow. Na wyréznienie zastuguje wybor metody spektrometrii mas, ktéra od kilku lat
znajduje coraz wigksze zastosowane w badaniach zaréwno struktury biatek, jak i wptywu
oddziatywan molekularnych na jej stabilno§é. W ten sposéb spektrometria mas stata sie
niskorozdzielczym uzupetnieniem standardowych technik strukturalnych (krystalografia,
NMR), a w przypadku obiektéw zbyt duzych (NMR) lub zbyt nieuporzadkowanych
(krystalografia) zaczyna by¢, obok SAXS, metoda pierwszego wyboru. Chciatbym w tym
miejscu zaznaczy¢, ze w odréznieniu od dwéch wspomnianych metod strukturalnych nie
ma zoptymalizowanych protokotéw naboru danych czy analizy wynikéw HDX-MS, a wiec
kazdy nowy eksperyment moze stanowi¢ wielkie wyzwanie. W tym konkretnym
przypadku nie mam zadnych zastrzezen dotyczacych sposobu przeprowadzenia
pomiaréw czy wyboru odpowiednich procedur kontrolnych. Chciatbym jednak zwrdcié
uwagg na sposob oszacowania masy biatka na podstawie widm MS. Otéz wszystkie

badane probki biatka byly na tyle homogenne, Ze nie ma najmniejszych probleméw z
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identyfikacja sygnatéw odpowiadajgcych kolejnym stopniom jego protonacji. Dla
przyktadu, identyfikacja sygnatéw obwiedni M/z dla konstruktu SD10 jest ewidentna (Fig
45, str. 102). Dlaczego wigc postuzono sie iteracyjng procedura dekonwolucji operujaca
na catym widmie masowym (M=39822 + 5 Da), skoro mozliwa jest bezposérednia analiza
potozenia sygnatéw na fragmencie widma MS, ktéra zajmuje jedynie kilka minut,
prowadzac do oszacowania masy na 39819.7 + 0.6 Da, przy czym sygnal przy M/z
réwnym 752.2798 Da odpowiada wartoéci z=53. Masa biatka wyznaczona jest w ten
sposob znacznie doktadniej, a réwnoczednie okazuje sie blizsza wartoéci wyliczonej na
podstawie sekwencji (39819.9).

Pierwszym z analizowanych obiektéw, jednoczeénie przebadanym najdoktadniej,
jest konstrukt SD10 niosacy fragment domeny wyciszajacej SD biatka GW182 (1260-
1620). W celu optymalizacji procedury produkcji biatka Doktorantka przetestowata
szereg protokotéw ekspresji, uzyskujagc w ten sposéb znaczacy wzrost wydajnoéci, a
sekwencja koficowych produktéw byta zawsze potwierdzona metoda MS-MS. Dla
konstruktéw SD10 (1260-1620) oraz SDfl (1260-1690) koficowa wydajnoé¢ byla zblizona,
podczas gdy SD1 (1382-1690) uzyskano juz w znacznie mniejszej ilosci. W tym miejscu
nasuwa si¢ pytanie, dlaczego Doktorantka nie podjeta préby zbadania za pomoca

spektrometrii mas takze petnej domeny SDfl (1260-1690).

Poniewaz analiza bioinformatyczna wskazata, ze GW182 nalezy do klasy biatek
natywnie nieustrukturyzowanych (poza 100 aa. obszarem RRM), Doktorantka
przeprowadzila seri¢ pomiaréw fluorescencji, majgcych na celu oszacowanie $redniego
stopnia nieuporzadkowania struktury. Nie polemizuje ze stwierdzeniem, ze piericienie
indolowe tryptofanu w SD10 znajduja sie w bardziej polarnym srodowisku niz w
przypadku referencyjnego biatka elF4E, ale musze zwréci¢ uwage, ze réznica w wartoéci
F350/F330 zaobserwowana przez Doktorantke w 602 (~0.25), gdy oba biatka sg w formie
rozwinigtej, jest znacznie wieksza niz zmiana wywotlana denaturacjg termiczng biatka
elF4E (~0.10, Fig. 49). Mozna wigc wnioskowa¢, ze w analizowanym przypadku lokalny
wplyw sekwencji aminokwasowej przewyisza efekt zmiany otoczenia pierscieni
indolowych spowodowany procesem denaturacji biatka. Tak wiec wniosek, ,Thus, the
eleven tryptophans in SD10 are, by average, in a much more polar environment than the
eight tryptophans of the globular elF4E protein, indicating they are much more water
expose and present in a mainly disordered protein environment” w swej drugiej czeéci



wydaje sie nieuprawniony. A przy okazji, stosowany w tym rozdziale dwukrotnie skrét

NATA (N-Acetyl-L-tryptophanamide) nigdzie w rozprawie nie zostat rozwiniety.

Niezwykle starannie przeprowadzona analiza wynikéw doswiadczerr HDX-MS
wykazata, ze rzeczywiscie jedynie w obszarze RRM wystepuje wyrazna protekcja grup
amidowych, co dowodzi, Ze w warunkach roztworu jedynie domena RRM biatka GW182
przyjmuje stabilng forme, zgodna ze struktura wyznaczong metoda NMR dla homologu z
Drosophila melanogaster. Niezwykle istotne jest, ze Doktorantka niezaleznie oszacowata
wktady pochodzace od grup amidowych wymieniajgcych sie szybko oraz wolno.
Pozwolito to na zgrubne oszacowanie ilo§ci wigzan wodorowych formowanych w obrebie
struktury biatka przez kazdy z peptydéw litycznych, a wiec na iloéciowa weryfikacje
zaproponowanego modelu przestrzennego. Tak na przyktad, dla fragmentu 1531-1543,
pokrywajgcego al/turn/B2, zaobserwowano protekcje dla niemal 77% protonéw, co
wydaje si¢ zgodnie z modelem, w ktérym w obszarze 13 aminokwaséw (1531-1543)
mozna oczekiwac 8 wigzan wodorowych (6 w obszarze helisy al i jedynie 2 w obszarze
B2), co odpowiadatoby wspétczynnikowi protekcji 75%. Z kolei dla obszaru 1544-1552
model przewiduje 4 stabilne wigzania wodorowe, co stanowi 50% wszystkich grup
amidowych, podczas gdy w roztworze jedynie niecate 20% z nich ulega protekcji. Juz na
przedstawionym przykladzie wida¢, jak ostroznie nalezy podchodzié do analizy danych
HDX-MS.

Dodatkowo przedstawiona jest analiza bimodalnych zmian obwiedni
obserwowanych dla peptydu 1581-1592. Co prawda byta ona przeprowadzona przez inna
osobe, ale skoro zostala umieszczona w rozprawie, to pozwalam sobie jg skomentowaé,
Po pierwsze dziwi mnie, ze udziaty wymiany szybkiej i wolnej nie zawsze sumujg sie do
100%. Po drugie zastanawia mnie, na jakiej podstawie przyjeto, ze przej$cie od stanu
»closed” do ,open” jest nieodwracalne. Przeciez na podstawie pomiaréw HDX-MS nie
mozna wnioskowac, ze udziat formy ,closed” maleje z czasem: ,The open conformation
seemingly increases in population over time”. Specyfika pomiaru HDX-MS pozwala jedynie
na rozroznienie form ,never open” i ,open at least once”. Oczywiscie udzial pierwszej z
tych form monotonicznie maleje z czasem, ale nie implikuje to globalnego zaniku formy
,closed”, ktéra moze przez caly czas znajdowac si¢ w rownowadze z formg ,open”. To, czy
przejscie miedzy stanem ,closed” a ,open” jest odwracalne, trzeba sprawdzi¢

do$wiadczalnie, np. poprzez godzinng inkubacje w H20 poprzedzajacg dodanie do probki



?H:0. Jesli wystapia réznice, to bedzie oznaczaé, ze prébka GW182 jest niestabilna, a
wtedy nalezatoby bardzo starannie zweryfikowa¢ wszystkie wyniki, takze te wczeéniej
uzyskane. Sama interpretacja efektu zamrazania-rozmrazania tez nie jest dla mnie
oczywista. Czy poczatkowy stosunek 40:60 oznacza, ze 40% populacji biatka jest takie
samo jak bez cykli zamrazania-rozmrazania, czy raczej obserwujemy (nie)réwnowage
migdzy dwoma zupetnie innymi stanami? W pracy nie znalaztem informacji o tym, czy
proces zamrazania/rozmrazania wplywa strukture pozostaltych obszaréw biatka. Jeéli
obserwowane zmiany, w tym podwéjna obwiednia, dotycza jedynie prébki poddanej
cyklom zamrazania/rozmrazania, to miejsce takiej analizy widziatbym raczej w dodatku

do pracy, gdyz informacje te nie maja zadnego zwiazku z jej gtéwnym watkiem.

W kolejnym etapie badan za pomocg metody HDX-MS zostata okreélona stabilnoéé
strukturalna fragmentu podjednostki CNOT1 (800-999). Pomiary te byly niezbedne, jako
ze stanowily odniesienie do planowanego mapowania na strukturze biatka zmian
powodowanych przez oddzialywanie CNOT1 z potencjalnymi partnerami modularnymi.
Oszacowany rozktad szybko$ci wymiany H/D w obrebie sekwencji biatka byt w bardzo
dobrej zgodno&ci z jego znang strukturg. Proces wymiany okazat sie generalnie znacznie
wolniejszy niz dla GW182, co nie powinno dziwi¢, gdyz zwykle duze helikalne domeny sg
bardziej stabilne niz pojedyncze B-kartki. Oba efekty zostaly przez Doktorantke we

wiasdciwy sposdb zinterpretowane.

Otrzymane powyzej dane postuzyly jako odniesienie przy mapowaniu miejsc
oddziatywania kilku znanych ligandéw (fragment biatka TTP oraz motywy CIM1, dCIM1
(przediuzony CIM1) i CIM2 z GW182) podjednostki CNOT1 (800-999). Cata procedura
zostala przeprowadzona niezwykle starannie, dziwi mnie tylko potraktowanie fragmentu
CIMZ2 jako kontroli negatywnej , This peptide, derived from GW182, contains the CCR4-NOT
Interacting motif 2 that is known not to interact with CNOT1, but with CNOT9” (str. 125),
skoro sama Doktorantka sprawdzita, Ze obecno$¢é motywu CIM2 wplywa na
oddziatywanie SD GW182 z CNOT1 (Fig. 30, str. 85), co jest takze zgodne z mechanizmem
prezentowanym w oryginalnej pracy z Nature Structural & Molecular Biology. Z kolei w
publikacji, na ktéra powotata sig¢ Doktorantka (34), znajduje sie stwierdzenie "Interaction
of the latter region (CNOT1 830-1,001) with the TNRC6C SD (GW182) is direct and depends
on the integrity of CIM-1 and CIM-2 elements (M. Fabian and N. Sonenberg, personal

communication)". Jednak w $wietle uzyskanych przez Doktorantke wynikéw motyw CIM2
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faktycznie nie wptywa na stabilnos¢ struktury badanego fragmentu podjednostki CNOT1,
co w pewnym stopniu potwierdza hipoteze postawiong w pracy (34), ze CIM2 oddziatuje z
C-konicowym obszarem CNOT1, lezacym poza badanym fragmentem (800-999).
Podobienstwo zmian w stabilnosci fragmentu podjednostki CNOT1 spowodowanych
utworzeniem komplekséw pozwolito wnioskowaé, ze sposéb wigzania motywéw CIM1 i
dCIM1, a takze catego konstruktu SD10, jest zblizony do tego, w jaki TTP wigze sie do
CNOT1. Ale skoro dodanie fragmentu DPSQS przed sekwencjy CIM1 (dCIM1)
spowodowato wyrazne wzmocnienie oddzialywania z CNOT1, to motyw CIM1 zostat
najprawdopodobniej wczeéniej zdefiniowany zbyt rygorystycznie (takze w publikacji), a
jego sekwencja by¢ moze powinna zostaé zredefiniowana. Z kolei brak efektu
oddziatywania motywu CIM1 z CNOT1 niosacym dwie zmiany aminokwasowe (E893A i
Y900A) dodatkowo potwierdzil poprawnoéé zaproponowanego modelu. Seria bardzo
szczeg6towych analiz kinetyki wymiany proton/deuter przeprowadzona dla duzej grupy
peptydéw pozwolita Doktorantce uzyska¢ informacje o oddziatywaniach niemal na
poziomie pojedynczych aminokwaséw. O ile jednak analiza wymiany dla poszczegélnych
peptydéw, w tym takze réznic spowodowanych tworzeniem komplekséw, jest catkowicie
uprawniona, to osobiscie podchodzitbym do tak szczegétowych analiz bardzo sceptycznie.
Moim zdaniem poréwnywanie ze sobg poziomu wymiany dla réznych peptydéw moze by¢
obarczone znacznym ryzykiem. W szczeg6lnosSci nieuprawnione wydaje sie przypisanie
przez Doktorantke réznicy w poziomie wymiany H/D dla peptydéw 839-846 oraz 839-
847 jedynie wymianie protonu amidowego Phe847, gdyz takie wnioskowanie implikuje
nieweryfikowalne, a i z duza doza prawdopodobiefistwa nieprawdziwe, zalozenie o

jednorodnym rozktadzie wtérnej wymiany proton/deuter (back exchange).

Powinowactwo GW186 (a dokladniej SD10) oraz tristetraproliny (TTP) do
fragmentu CNOT1 zostalo wstepnie oszacowane za pomocg metody immunoprecypitacji
na odpowiednio 300 i 820 mM-, a kolejne eksperymenty wykazaly, ze oba biatka
rzeczywiscie rywalizujg o to samo miejsce wigzania. Dodatkowe testy potwierdzily, ze
wprowadzone do CNOT1 zmiany w pozycjach P857 T858 E893 i Y900 w istotny spos6b
zmniejszaja powinowactwo fragmentu podjednostki CNOT1 zaréwno do SD10, jak i SD

petnej dtugosci (SDfl).

Powinowactwo dCIM1 do CNOT1 (800-999) zostato takze oszacowane za pomocg
metody HDX-MS. Na podstawie analizy wplywu stezenia liganda na wielko$¢ wymiany

11



proton/deuter obserwowanej po 2h inkubacji w 2H:0, dla kazdego z peptydéw litycznych
oszacowano niezaleznie warto$¢ efektywnej stalej asocjacji, ktéra zmieniata sie w
zakresie 103-105M-1. W tym miejscu nasuwa sie pytanie, dlaczego Doktorantka nie podjeta
proby dopasowania jednej globalnej wartosci Kas, lub ewentualnie dwdéch wartoéci
odpowiadajacych postulowanym przez Nig sposobom wigzania peptydu dCIM1. W moim
odczuciu obserwowane réznice w wartoéci indywidualnych statych asocjacji moga by¢
artefaktem obliczeniowym. Dopiero globalna analiza pozwolitaby na wiarygodne
oszacowénie wartoSci statej wigzania, a takze na przetestowanie, czy wystepujg dwie, czy
tez tylko jedna warto$¢ Kas. Trudno mi sie takze zgodzi¢ z interpretacjg Doktorantki, ze
dwie wartosci Kais (42 £ 9 mM? i 90 + 12 mM-) odpowiadajg wigzaniu réznych
fragmentow tej samej czasteczki, gdyz w takim przypadku zwigzanie drugiego fragmentu
jest reakcjg zerowego rzedu i nie powinno sie oczekiwaé zadnej zaleznoéci od stezenia. Za
obserwowany efekt mogtyby odpowiadaé alternatywne mechanizmy wigzania peptydu.
Nalezatoby takze rozwazy¢ mozliwo$¢ wystapienia efektu posredniego, odpowiadajacego
»allosterycznej regulacji” czy tez propagacji efektu stabilizacji struktury pod wplywem
zwigzania liganda na odlegte rejony biatka, a nie przypisywaé wszystkich obserwowanych

réznic bezposredniemu oddzialywaniu miedzy biatkiem a ligandem.

Uzyskane wyniki pozwolily Doktorantce na zbudowanie modelu struktury
komplekséw fragmentu podjednostki CNOT1 z (d)CIM1 oraz na ich poréwnanie z
dostgpng w bazie PDB struktura kompleksu fragmentu CNOT1 z peptydem z TTP.
Analizujagc  podobienistwo  strukturalne badanych  komplekséw  Doktorantka
zaproponowata nowa sekwencje SLiM (RLXX®), zwigzang z oddzialywaniem miedzy
réznymi podjednostkami kompleksu CCR4-NOT. Zdefiniowanie takiego motywu nalezy
uznac za znaczgce osiagniecie, gdyz pozwala to wnioskowa¢ o subtelnych mechanizmach
regulacji wystepujagcych w obrebie kompleksu CCR4-NOT, a wiec dostarcza nowych
informacji o zaleznym od miRNA mechanizmie regulacji transkrypcji. Brakuje mi jednak
doglebniejszej analizy proponowanych struktur pod katem oddziatywan molekularnych

faworyzujacych te trzy aminokwasy.

Podsumowanie

Rezultaty przedstawione w ocenianej rozprawie zostaly uzyskane w wyniku

starannej analizy danych doswiadczalnych. Mimo pewnych zastrzezen dotyczacych
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niektérych ze zastosowanych metod, koficowe wnioski nalezy uznaé za w pekni
uzasadnione. Oceniana rozprawa w sposéb istotny powiekszyta wiedze o wzajemnym
oddzialywaniu podjednostek z kompleksu CCR4-NOT, a wiec o molekularnym
mechanizmie procesu wyciszania genéw przez miRNA. Jednak w moim odczuciu
Doktorantka nie wykorzystata w pelni potencjalu badawczego, jakim dysponowata. W
szczegolnoSci, nie przeprowadzita komplementarnych eksperymentéw umozliwiajacych
analiz¢ wplywu podjednostki CNOT1 na strukture domeny SD, co pozwolitoby
jednoznacznie zidentyfikowa¢ regiony biatka GW182 rzeczywisécie zaangazowane w
oddzialywanie z CNOT1 (800-999). W moim odczuciu praca zostata zredagowana
niestarannie, 0 czym najlepiej Swiadczg liczne, mam nadzieje Ze niezamierzone,
nieScistoSci. W szczegdlno$ci za niewystarczajaca uwazam charakterystyke niewigzacych
oddziatywan migdzyczasteczkowych, zwlaszcza ze strony Doktorantki Wydziatu Fizyki
UW. Razi takze niemal catkowity brak dyskusji otrzymanych wynikéw w kontekscie
aktualnego stanu wiedzy o organizacji kompleksu CCR4-NOT. W moim odczuciu
Doktorantka mogtaby na podstawie przedstawionych w Rozprawie wynikéw
zmodyfikowa¢ schematy oddziatywan przedstawionych na Fig. 15 czy Fig. 29. Z drugiej
strony, czgSC analiz niedotyczacych gléwnego watku pracy (np. wplyw cykli
zamrazania/rozmrazania na strukture domeny RMM) powinny znalezé sie raczej w
suplemencie, co wyraznie wplyneloby na spéjno$¢ narracji. Niezaleznie od
przedstawionych uwag, oceniang rozprawe uwazam za prace warto$ciowa, ktéra w moim
odczuciu spetnia wymagania zaréwno zwyczajowe jak i formalne, okre$lone w Ustawie z
dnia 18 marca 2011 o stopniach naukowych i tytule naukowym dla stopnia doktora nauk
fizycznych w zakresie biofizyki. W zwigzku z tym wnosze do Rady Wydziatu Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr Mai Cieplak-Rotowskiej do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
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