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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafata Lendy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Rafata Lendy pod tytutem:
wAnaliza zaleznosci pomiegdzy strukturq i funkcjq produktow proteolitycznego procesowania
Nukleobindyny-2", w dziedzinie nauk $cistych 1 przyrodniczych, zostala wykonana w Katedrze
Biochemii, Biologii Molekularnej 1 Biotechnologii Wydziatu Chemii Politechniki
Wroctawskiej. Promotorem przedstawionej rozprawy doktorskiej byli: prof. dr hab. inz.
Andrzej Ozyhar oraz jako promotor pomocniczy dr inz. Dominika Bystranowska.
Recenzowana praca jest kontynuacja i rozwinigciem tematyki, recenzowanej przeze mnie rok
temu pracy Anny Skorupskiej-Stasiuk, ktéra skupiala si¢ na charakterystyce biatka
nukleobindyny-2 oraz jego podjednostki nestatyny-3 z Gallus gallus, a do ktérej mgr inz. Lenda
kilkukrotnie si¢ odwotuje.

Praca zawiera tacznie 182 strony 1 zostata podzielona na szes¢ gtownych rozdziatow,
ktére zostaty poprzedzone dwujezycznym streszczeniem i (co pomocne w lekturze) spisem
uzywanych skrotow. Na koniec rozprawy nastepuja: ,,Podsumowanie i1 perspektywy dalszych
badan” (rozdzial 6), zalacznik zawierajagcy miedzy innymi sekwencja aminokwasowe

otrzymanych nesfatyn, spis rysunkoéw 1 tabel, opis dorobku naukowego Autora, oraz
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zawierajacy 270 pozycji spis cytowanej literatury. Moim zdaniem praca napisana jest bardzo
dobrze i klarownie, dajac mozliwo$¢ zrozumienia takze czytelnikom reprezentujagcym inne
specjalnosci. Nie dostrzeglem takze istotnych uchybien redakcyjnych 1 stylistycznych. Na
pochwate zashuguje czytelny podziat na czgs$¢ literaturowa i wyniki wilasne Doktoranta.
Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w trzech artykutach (Doktorant jest pierwszym
autorem dwoch z tych prac) w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (indeksowanymi w
bazie Web of Science), a takze prezentowane byly w czterech wystapieniach na konferencjach

naukowych.

Tematem pracy Rafata Lendy jest charakterystyka nesfatyn - produktow proteolizy
Nucleobindyny-2 na poziomie molekularnym. Temat ten jest bardzo ciekawy ze wzgledu na

wiele znanych i1 wiele wcigz nieznanych funkcji biologicznych badanych biatek.

W wyczerpujacym 1 interesujaco napisanym wprowadzeniu Autor zaczyna od
omoOwienia waznego zagadnienia biatek inherentnie nieuporzadkowanych (ang. IDP), lub
zawierajacych takie fragmenty (IDR). Ich natywne nieuporzadkowanie i plastyczno$¢ sa
obecnie przyjmowane jako kluczowe witasnosci dla ich funkcji biologicznych. IDP nie maja
stabilnej struktury trzeciorzgdowej, a ich zmienno$¢ konformacyjna stanowi wyzwanie dla
obowigzujacego jeszcze do niedawna paradygmatu taczacego strukture z funkcjg. Obecnie
wiadomo, ze IDP odgrywaja kluczowa role w wielu waznych procesach komoérkowych
organizméw eukariotycznych. Strukturalna zmienno$§¢ IDP wymaga zastosowania
odpowiednich metod eksperymentalnych. Podstawowym problemem opisu czasteczek IDP jest
zdefiniowanie przestrzeni konformacyjnej probkowanej przez tancuch polipeptydowy, a takze
charakterystyka jego réwnowag konformacyjnych opisywanych czesto jako ,,preferencje
konformacyjne”. W dalszym ciggu wprowadzenia Autor podaje przeglad znanych wtasciwosci
1 funkcji biologicznych nukleobindyn. Omoéwione zostaty takze znane informacje na temat

wigzania przez te biatka jonéw metali co ma wplyw i na ich strukture i na aktywno$¢.

Po dajacym Czytelnikowi rozeznanie w problemach dotyczacych tematyki pracy

wstepie, Autor sformutowat w krotkim rozdziale drugim cele pracy. Najwazniejszym z nich



byta proba przeprowadzenia charakterystyki molekularnej ludzkiej i kurzych nesfatyn oraz
sprawdzenie wptywu ewentualnego oddziatywania z jonami metali na ich wtasnosci.
Wymagato to przede wszystkim opracowania niezbednej do dalszych prac procedury ekspresji
1 oczyszczania badanych biatek, a nastgpnie ich biochemiczng 1 spektroskopowa
charakteryzacje, analiz¢ struktury (drugo-, trzecio- i czwartorzedowe;j), identyfikacje i analize
regiondw dostepnych dla rozpuszczalnika, analize oddziatywan z jonami metali Dodatkowym
celem byto takze zbadanie oddziatywan z Tioflawing T jako sondy zwiazanej z tworzeniem
fibryli amyloidowych przez nesfatyny. Uwazam, ze cele pracy doktorkiej mgr inz. Rafata

Lendy byly ambitne i z powodzeniem zostaly zrealizowane.

W rozdziale 3 ,,Materialy i metody”, Doktorant szczegb6towo opisuje zastosowane w
pracy liczne techniki eksperymentalne. Od biochemicznych technik oczyszczania DNA po
techniki spektroskopowe. Opis jest kompletny 1 kompetentny, nie wymaga wiec dalszego

komentarza.

Najwieksza czgs¢ pracy, (co dobitnie §wiadczy o ilosci pracy wlozonej w projekt
doktorski), (rozdzial 4) zajmuje opis wynikoOw. Rozpoczyna si¢ on od szczegdtowego opisu
procedur prowadzacych do ekspresji w bakteriach E.coli 1 oczyszczania probek wybranych
biatek. (Przy czym badanie rozpuszczalno$ci rekombinowanych homologéw kurzej 1 ludzkiej
nesfatyny N1/2 zostala wykonana wczesniej w ramach prac magisterskich Autora oraz mgr inz.
Karoliny Blaszczak). Na kolejnych stronach opisana jest analiza bioinformatyczna badanych
ludzkich 1 kurzych nesfatyn wskazujaca na obecnos¢ licznych inherentnie nieuporzagdkowanych
fragmentow tych bialek. Wniosek ten potwierdzaja opisane nastgpnie badania za pomoca
spektroskopii dichroizmu kolowego, wskazujac takze na zmiany strukturalne i zmiany
stabilno$ci termicznej indukowane pod wplywem jondéw metali dwuwartoSciowych.
Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD) wykazata rowniez istotny 1 odmienny wptyw jonéw
cynku i wapnia na badane czasteczki bialek. W dalszej kolejno$ci opisane sg eksperymenty
ultrawirowania analitycznego, ktorego wyniki $wiadcza o anomalnie duzym promieniu
hydrodynamicznym, charakterystycznym dla obecno$ci nieuporzagdkowanych fragmentéw

biatek, pomiarow fluoroscencyjnych, wymiany H-D za pomoca spektroskopii mas (pokazujacej



dostepnos¢ protonow amidowych dla rozpuszczalnika). Do analizy oddziatywan badanych
biatek z jonami metali uzyto takze metod kalorymetrycznych, co pozwolito oszacowac
parametry termodynamiczne tych oddziatywan. Warto zauwazy¢ ze, we wszystkich
przypadkach i za pomoca wszystkich zastosowanych technik stwierdzono istotny wplyw
obecnosci jondw cynku na strukture i oddziatywanie badanych biatek. Innym waznym

spostrzezeniem jest takze wptyw jondw cynku na stan oligomeryczny nesfatyn.

W rozdziale 5 Autor przeprowadzit dyskusje¢ uzyskanych wynikow. Badane biatka
okazaty sie by¢ w duzym stopniu biatkami nieuporzadkowanymi, a charakter ich oddziatywan
z jonami metali do$¢ zlozony. Najwazniejszym osiggnigciem pracy Rafala Lendy jest
przeprowadzenie charakterystyki molekularnej, ktéra stanowi¢ bedzie podstawe do
zrozumienia zaleznosci pomiedzy strukturg a oddzialywaniami (co za tym idzie funkcjami

biologicznymi) produktow proteolizy ludzkiej i kurzej Nucleobindyny-2.

Rozdzial 6 przedstawia perspektywy dalszych badan, Autor opisuje w nim wstepne
proby krystalizacji, ktére po optymalizacji moglyby da¢ material do badan metodami
krystalografii rentgenowskiej. Tu trzeba pamigta¢, ze modyfikacje sekwencji aminokwasow,
prowadzace do poprawy krystalizacji, moga jednocze$nie mie¢ wptyw na strukturg. Na
przyktad przez ustrukturyzowanie wczesniej nieuporzadkowanego regionu bialka,
przeszkadzajacego wcze$niej w procesie tworzenia si¢ krysztalow. Autor rozwaza takze
przeprowadzenie eksperymentow rozpraszania niskokatowego promieni X (SAXS). Mam
nadzieje, ze prace beda kontynuowane 1 przyniosg wiele nowych informacji na temat struktury
i funkcji nefatyn. Dla mnie najwigkszym, cho¢ nie zmniejszajacym wartosci rozprawy
doktorskiej, brakiem jest nieobecno$¢ plandow zastosowania spektroskopii NMR, o czym

ponizej.

Doktorant wykonat wielka prac¢ eksperymentalng stosujagc bardzo wiele réznych
technik biochemicznych 1 biofizycznych, nie moge jednak powstrzymac si¢ od komentarza,

(niczym nie umniejszajacego jakosci niniejszej pracy), ze bardzo cieckawym mogtoby okazaé



si¢ uzycie spektroskopii NMR (cho¢ zapewne mogloby to sta¢ si¢ podstawa kolejnego
doktoratu).

Spektroskopia NMR umozliwia badania biatek na poziomie atomowym, na przyktad
przypisa¢ szybko$¢ wymiany protonéw amidowych do konkretnych jednostek
aminokwasowych, ustali¢ miejsca wigzania jonéw metali lub innych czasteczek czy szlaki

allosteryczne.

Z opisu wynika, ze mozliwe jest uzyskanie biatek w ilo$ciach rzgdu miligramoéw, po
dalszej optymalizacji (zwlaszcza dla ubogiej pozywki) mogloby by¢ mozliwe otrzymanie
istotnych ilosci biatek znaczonych izotopowo. Wielko$¢ badanych nesfatyn zestawiona na
stronie 154 waha si¢ od 103 1 106 aminokwasow dla N11N2 do 187 N1/2. Taka wielkos$¢ biatka
pozwala na prace z uzyciem klasycznego schematu znakowania izotopami wegla-13 i1 azotu-
15. Oczywi$cie wazna jest takze kwestia rozpuszczalnosci w odpowiednio dobranym buforze.
Nawet biatka o wielkos$ci nukleobindyny-2 calej dlugosci takze mozna bada¢ za pomoca NMR,
cho¢ z pewnoécia wymagaloby to deuterowania reszt bocznych a takze wprowadzenia *C
jedynie w grupach metylowych niektorych aminokwasow (ILVM). Mogloby to by¢ ciekawe na
przyktad w kontekscie bogatego w leucyny i izoleucyny peptydu sygnatowego regionu

wiazacego DNA (strona 28).

Podsumowujac, chcialbym z pelnym przekonaniem stwierdzi¢, ze przedtozona praca
spelnia warunki okre§lone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym 1 nauce (t.J. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.) 1 wnioskuje do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz.

Rafata Lendy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Uwazam takze, ze znaczenie prowadzonych badan, uzyskane nowe wyniki i wklad

pracy Doktoranta uzasadniaja wniosek o wyrdznienie rozprawy.
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