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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafata Lendy zatytulowane;j
»Analiza zaleznos$ci pomiedzy strukturg i funkcja produktéw proteolitycznego

procesowania nukleobindyny-2”

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Rafala Lendy zostala wykonana w Katedrze Biochemii,
Biologii Molekularnej i Biotechnologii na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroclawskiej pod
kierunkiem prof. dr hab. inz. Andrzeja Ozyhara oraz promotor pomocniczej dr inz. Dominiki
Bystranowskiej. Nukleobindyna-2, bedaca tematem badan w ramach rozprawy doktorskiej, jest
wielodomenowym, prekursorowym biatkiem, z ktérego w wyniku potranslacyjnej hydrolizy powstajq trzy
produkty: nesfatyna 1 (N1), nesfatyna 2 (N2) i nesfatyna 3 (N3). Fizjologiczna rola nukleobindyny-2 oraz
nesfatyny 1 jest w ostatnim czasie intensywnie badana. Rola pozostalych nesfatyn wciaz pozostaje
nieznana. Nie okreslono réwniez struktur przestrzennych nukleobindyny-2 1 produktéw jej proteolizy.
Nukleobindyne-2 zalicza si¢ do bialek zawierajacych fragmenty inherentnie nieuporzadkowane, ktore
wykazuja zdolno$¢ do przyjmowania odpowiedniej konformacii w zaleznos$ci od zaistnialych warunkow,
co sprawia, iz biatko to moze pelni¢ réznorodne funkcje w organizmie. Dlatego tez, tematyka badan
podjeta w ramach rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafata Lendy, dotyczaca charakterystyki molekularne;j
ludzkich i kurzych nesfatyn (N1, N2 oraz N1/2), bedacych produktami proteolizy odpowiednio ludzkiej
1 kurzej nukleobindyny-2, jest jak najbardziej uzasadniona.

Rozprawa doktorska mgr inz. Rafata Lendy zostala napisana w jezyku polskim i posiada strukture
zgodna z powszechnie obowiazujacymi standardami przyjetymi dla prac doktorskich z dyscypliny nauk
chemicznych. Dysertacja liczy sobie 164 strony i zostala podzielona na sze$¢ gléownych,
ponumerowanych rozdziatow: Wprowadzenie, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja oraz
Podsumowanie i dalsze badania. Catos$¢ zostata poprzedzona podzigkowaniami, streszczeniem w jezyku

polskim 1 angielskim, spisem tresci oraz wykazem stosowanych skrétow. Dysertacje konicza w formie

? Uczelnie
Fahrenheita

Wydziat Chemii Tel. 58 523 50 80 ul. Wita Stwosza 63
Uniwersytetu Gdanskiego  emilia.sikorska@ug.edu.pl 80-308 Gdansk

www.chem.ug.edu.pl



U Uglw,eli(s.ytet 7 Uczelnie
G Gdanski Fahrenheita

nieponumerowanych rozdzialéw kolejno: Zalqezniki, Spis rysunkow i tabel, Dorobek naukowy i pozanankowy
oraz Literatura (270 pozycji literaturowych).

Rozdzial Wprowadzenie, mgr inz. Rafal Lenda rozpoczyna od krétkiej charakterystyki biatek
inherentnie nieuporzadkowanych. W kolejnych podrozdziatach Wprowadzenia, Kandydat do stopnia
naukowego doktora skupia si¢ juz na nukleobindynach i ich pochodnych, opisujac ich budowe, genez¢
oraz szerokie spektrum pelnionych przez nie funkcji fizjologicznych. Wprowadzenie, a zwlaszcza
wykazanie luk w wiedzy o nukleobindynach, stanowi jednoczes$nie §wietne uzasadnienie podjetych
w ramach rozprawy doktorskiej badan. W rozdziale Ce/ pracy, mgr inz. Rafal Lenda podaje glowne
zalozenia zaplanowanych badan. Kolejny rozdzial, Materialy i metody, jak sama nazwa wskazuje, zawiera
wykaz uzytych odczynnikéw, szczegdly dotyczace ekspresji biatek, ich oczyszczania i identyfikaciji oraz
wszystkich badan, ktérym zostaly poddane. Rozdzial Wyniki stanowi najwazniejsza cze$¢ rozprawy
doktorskiej. W rozdziale tym Kandydat do stopnia naukowego doktora ze szczegdtami opisuje rezultaty
otrzymywania i oczyszczania rekombinowanych nesfatyn. Wydajno$¢ syntez wahata si¢ w zakresie 0,4-
10 mg z litra hodowli, a otrzymane biatka cechowaly si¢ czystodcig na poziomie 96-98%. W tej czesci
rozprawy brakuje podrozdzialu dotyczacego oczyszczania nesfatyny gN2. Wyjasnienie dlaczego pojawia
si¢ dopiero w podrozdziale dotyczacym wyznaczania mas czasteczkowych nesfatyn, gdzie autor rozprawy
informuje, iz ze wzgledu na bardzo niska wydajnos¢, zwiazek ten nie zostal poddany zaplanowanym
analizom metodami eksperymentalnymi. Wszystkie natomiast zaplanowane do badan zwiazki zostaly
przeanalizowane za pomoca narzedzi bioinformatycznych, celem przewidzenia struktury drugorzedowej,
w tym potencjalnych regionéw inherentnie nieuporzadkowanych, oraz struktury trzeciorzedowej. Zostaty
réwniez  wygenerowane  teoretyczne  widma  dichroizmu  kolowego, ktére  zestawiono
z eksperymentalnymi  widmami CD, co umozliwito wybdér najodpowiedniejszych teoretycznie
przewidzianych struktur przestrzennych. Na podstawie eksperymentalnych widm CD, mgr inz. Rafal
Lenda wyznaczyt zawartosci procentowe poszczegdlnych struktur drugorzedowych zaréwno dla biatek
bez jak i z dodatkiem jonéw cynku. Widma CD kurzych i ludzkich homologéw nesfatyn zostaly rowniez
zarejestrowane w obecnosci jonéw wapnia, jednakze nie zaobserwowano zadnych zmian strukturalnych
indukowanych tymi jonami. Dlatego tez, w dalszych etapach badan autor rozprawy skupil si¢ na badaniu
oddziatywan z jonami cynku. Z wykorzystaniem pomiaréw CD w funkcji temperatury okreslit wplyw
jonéw Zn(II) na stabilno$¢ termiczna badanych nesfatyn. Kolejne badania obejmowaly analiz¢ wplywu

jonéw cynku na stan oligomeryczny nesfatyn z wykorzystaniem ultrawirowania analitycznego,

? Uczelnie
Fahrenheita

Wydziat Chemii Tel. 58 523 50 80 ul. Wita Stwosza 63
Uniwersytetu Gdanskiego  emilia.sikorska@ug.edu.pl 80-308 Gdansk

www.chem.ug.edu.pl



U Uglw,eli(s.ytet 7 Uczelnie
G Gdanski Fahrenheita

wyznaczenie stalych dysocjacji komplekséw z jonami cynku metodami spektrofotometrycznymi
1 kalorymetrycznymi, okreslenie zdolnosci nesfatyn do formowania struktur amyloidowych oraz
mapowanie polozenia rejondéw nieuporzadkowanych technika wymiany proton/deuter. W rozdziale
Dyskusja Kandydat do stopnia naukowego doktora omoéwil najwazniejsze rezultaty swoich badanq,
wykazujac podobienistwa 1 réznice pomiedzy ludzkimi i kurzymi homologami oraz przestawil wyniki
swoich badan na tle doniesien literaturowych. Ostatni ponumerowany rozdzial obejmuje krotkie
podsumowanie i plany dalszych badan tej grupy zwiazkow.

Za mocng strone pracy uwazam logike w planowaniu kolejnych etapéw badan oraz ich
interdyscyplinarny charakter. Dyskusja otrzymanych wynikéw w $wietle danych literaturowych
potwierdza, iz mgr inz. Rafal Lenda bardzo dobrze orientuje si¢ w tematyce oraz §wietnie porusza si¢
w literaturze z tematu pracy. Za najwazniejsze osiggniecie naukowe uwazam: opracowanie wydajnych
procedur ekspresji nesfatyn oraz ich oczyszczania; okreslenie wplywu jonéw cynku na strukture
przestrzenna produktéw proteolizy ludzkiej 1 kurzej nukleobindyny-2; wskazanie roli fragmentu N2, ktory
polaczony z N1 zmienia jego wlasciwosci molekularne; wykazanie réznic w wigzaniu jonéow cynku
pomimo wysokiej homologii sekwencyjnej, co sugeruje istnienie funkcji nesfatyn specyficznych dla
danego organizmu; wykazanie tendencji do oligomeryzacji pod wplywem jonéw cynku oraz wykazanie,
iz homologi halo-N1 posiadaja motyw amyloidowy, co sugeruje ich potencjalny udzial w procesach
neurodegeneracyjnych. Wyniki badan stanowia wazny wkiad w analiz¢ strukturalng nesfatyn w kontekscie
ich szerokiej roli fizjologicznej istanowia solidna podstawe do dalszych badan. Niemniej jednak,
w dysertacji pojawily si¢ pewne niescistosci. Ponadto, lektura dysertacji nasunela rowniez kilka pytan.
Jedne i drugie zostaly wymienione ponizej:

e Str. 8 Autor dysertacji podkresla, iz fragmenty inherentnie nieuporzadkowane w odréznieniu od
biatek globularnych zawieraja natladowane, polarne reszty promujace nieuporzadkowanie, przy
czym tylko dwie wymienione w nawiasie reszty, Arg i Asp, odpowiadaja temu opisowi;

e Mgr inz. Rafal Lenda dos$¢ czesto podaje informacje, iz dane eksperymentalne zostaly
dopasowane do odpowiedniego modelu. Czy nie powinno dopasowywac si¢ modelu do danych
eksperymentalnych?

e Str. 23 W podpisie do rysunku 1.8 dwukrotnie pojawia si¢ panel E;
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e Str. 25 W podpisie do rysunku 1.10 brakuje podanej literatury. Podobnie w podpisach do rys. 1.11
na str. 27 oraz rys. 1.15 na str. 39. Czy rysunki te zostaly w calodci przygotowane przez autora
samodzielnie?

e Str. 30. W podpisie do rysunku 1.12A Kandydat do stopnia naukowego doktora wskazuje, ze na
rysunku na czerwono zaznaczono PVN (jadro przykomorowe) oraz LC (miejsce sinawe), jako
gléwne osrodki przetwarzajace odpowiedz na stres. Nie zgadza si¢ podany kolor;

e Brakuje odnosnika literaturowego do programu CDPro, uzywanego do dekonwolucji widm CD;

e Str. 55 Jaka metodg jonizacji stosowano podczas pomiaréw widm masowych?

e Str. 77179. Na rysunkach 4.10A 1 4.11A znajduja si¢ wykresy w kolorze granatowym. Natomiast
w podpisie do panelu A pojawia si¢ wyjasnienie, ze czarna i czerwona linia odpowiadaja wynikom
przewidywania regionéw inherentnie nieuporzadkowanych w N1 i N2. To wyjasnienie powinno
by¢ przesunigte do opisow paneli C-D. Ponadto, w przypadku podpisu do rysunku 4.11C zamiast
kurzej nesfatyny gN1/2 pojawia si¢ ludzki odpowiednik hN1/2;

e Str. 88, Podpis do rys. 4.18 sugeruje obecnos¢ trzech paneli, A, B i C, przy czym panel B ma
odpowiada¢ widmom CD kurzej nesfatyny gN2. W tekscie natomiast podana jest informacja, iz
ze wzgledu na niska wydajnos¢ otrzymywania gN2, biatko to nie zostalo poddane analizie;

e Str. 91 Autor dysertacji przeanalizowal wplyw stezenia jonéw Zn(II) na widma CD nesfatyn,
zauwazajac, iz w przypadku gN1/2 przy stezeniu jondéw Zn(Il) réwnym 75 uM i 100 pM
dochodzi do wyréwnania §redniej wartosci eliptyczno$ci molowej przy dtugosciach fal 208 i 222
nm. Z czego to moze wynikac?

e Str. 105 Miareczkowanie kalorymetryczne biatka hN1 jonami cynku wykazalo reakcje
endotermiczna. Z kontekstu opisu rezultatéw badan wynika, iz na tej podstawie mgr inz. Rafal
Lenda stwierdzil, ze dane te wskazuje na niska warto$¢ stalej K. Czy reakcja endotermiczna
definiuje jednoczesnie niska wartosc¢ statej K2 Ktory element krzywej dopasowania jest zwiazany
z wartoscig statej K2 Ponadto, czy otrzymana warto$¢ stalej K; = 61 pM  faktycznie jest niska,
zwlaszcza gdy porownamy ja z wartoscig stalej K; wyznaczonej w tym samym rozdziale dla
hN1/2 (7,8 uM)?

o W rozdziale Podsumowanie i dalsze badania mgr inz. Rafal Lenda wspomina o prébach krystalizacii

wybranych nesfatyn. Dlaczego badania te nie zostaly zamieszczone w rozdziale Wyniki?
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e Str. 148. Rysunek pokazuje mikrofotografie z préb krystalizacji hN1 w obecnosci jonéw cynku,
a nie przy ich braku.

Kandydat do stopnia naukowego doktora nie uniknat btedow edycyjnych i jezykowych, takich jak
HWiterdwki”, brak spacji, brak przecinkéw, zaimkow, bledy skladniowe i fleksyjne itp. Dla przyktadu:
,opowiadajaca struktura” (str. 6), ,biatka czaperoniowe” zamiast ,,chaperonowe” (ewentualnie
,»czaperonowe”) (str. 7); ,,dania pregowanego’ zamiast ,,danio pregowanego” (str. 13), czy urwane zdanie
rozpoczynajace rozdzial 4.2.1 (str. 67). W pracy pojawiaja si¢ tez niefortunne sformulowania: ,,dochodzi
do utraty polowy wartosci widma CD” (str. 92), aminokwasy kwasne zamiast kwasowe czy region kwasny
zamiast kwasowy (np. str. 10).

Rezultaty badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafala Lendy zostaly
opublikowane w dwoch artykutach w czasopismach z listy filadelfijskiej o tacznym wspolczynniku
wplywu réwnym 16,6 (Cell Communication and Signaling, 1Fx2=8,4 1 IF23=8,2), w ktérych mgr inz.
Rafal Lenda jest pierwszym autorem. Mgr inz. Rafal Lenda jest tez wspotautorem przegladowej publikacji
dotyczacej roli nukleobindyny-2/N1 w procesach kancerogenezy i apoptozy (International Journal of
Molecular Science, IF:21=6,2). Kandydat do stopnia naukowego doktora prezentowal rowniez wyniki
swoich badan na konferencjach krajowych i miedzynarodowych. Tematyka rozprawy doktorskiej
pokrywa si¢ takze z projektem NCN 2018/29/B/NZ1/02574 ,,Analiza molekularna strukturalnego
nieuporzadkowania nukleobindyny-2, biatka o wielu funkcjach”, kierowanym w latach 2019-2023 przez
promotora rozprawy doktorskiej, prof. dr hab. inz. Andrzeja Ozyhara.

Podsumowujac, wyniki badan uzyskanych przez mgr inz. Rafala Lende w ramach Jego rozprawy
doktorskiej stanowig cenne zrédlo wiedzy w zakresie badan strukturalnych nesfatyn. W mojej opinii,
Kandydat do stopnia naukowego doktora wykonal ogrom cigzkiej pracy w laboratorium,
a przeprowadzone przez Niego badania zostaly odpowiednio zaplanowane. Niedociagnigcia edycyjne
1jezykowe pojawiajace si¢ w pracy, w zaden sposob nie umniejszaja jej wartosci merytorycznej. Wyniki
badan zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach o wysokich wspélczynnikach wplywu.
Dlatego tez, nie mam najmniejszych watpliwosci, iz Kandydat posiada znakomity, uksztaltowany po
opicka promotora oraz promotor pomocniczej rozprawy warsztat naukowy 1 jest gotowy do
samodzielnego planowania i prowadzenia badan naukowych.

Majac na uwadze powyzsze stwierdzam, iz przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr

inz. Rafala Lendy zawiera elementy nowosci naukowej i w pelni spelnia ustawowe (w $wietle art. 187
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ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce) oraz zwyczajowe kryteria
stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Chemiczne Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Kandydata do stopnia

naukowego doktora do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

£Mm }f\,kon‘«z/

dr hab. inz. Emilia Sikorska, prof. uczelni
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