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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafala Lendy

Pan mgr inz. Rafat Lenda przedstawit do oceny rozprawe doktorska pod tytulem Analiza
zaleznosci pomiedzy strukturqg i funkcjq produktow proteolitycznego procesowania
Nukleobindyny-2, wykonang w Laboratorium Biochemii i Biologii Molekularnej Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej, pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Andrzeja Ozyhara jako
promotora i dr inz. Dominiki Bystranowskiej jako promotorki pomocniczej.

Rozprawa oparta jest na materiale badawczym zawartym w trzech artykutach,
opublikowanych w latach 2021-2024. Doktorant jest pierwszym autorem w dwoch sposrod tych
artykutow 1 rownorzednym pierwszym autorem w trzecim, majacym charakter artykutu
przegladowego. Praca, napisana w jgzyku polskim, ma charakter rozprawy w uktadzie klasycznym,
zawierajac kolejno Streszczenie, Wprowadzenie, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje,
Podsumowanie, Zatacznik zawierajacy pomocnicze wyniki eksperymentalne, wykazy rysunkow i
tabel oraz opis dorobku Doktoranta, a na koncu Bibliografie, liczaca 270 pozycji.

36-stronicowy wstep do rozprawy zostal poswigcony wyczerpujacemu opisowi funkcji
biologicznych nukleobindyn 1 i 2 oraz ich peptydow pochodnych. Przedstawiono rowniez ich
wlasciwosci strukturalne, ktore w duzej mierze spekulatywne ze wzgledu na brak danych
eksperymentalnych oraz przez to, ze zawierajg one fragmenty inherentnie nicuporzagdkowane. Podano
rowniez dane dotyczace wigzania jonow metali przez nukleobindyne-2, pochodzace gtownie z badan
macierzystego laboratorium Doktoranta. Z uznaniem przyjmuj¢ opanowanie przez Doktoranta
gaszczu powiazan funkcjonalnych nukleobindyn w réznych procesach fizjologicznych. Udato mu sie¢
przekonujaco wykazaé, ze sa to biatka wazne, a jednoczes$nie .wymagajace licznych dalszych badan.
Mam tylko jedna uwage do tej czesci rozprawy. Mianowicie mam wrazenie, ze struktura
nukleobindyny-2 obliczona za pomocg programu AlphaFold, przedstawiona na rys. 1.13, zawiera
duzo wiecej helis alfa, niz 45%, podane przez Autora w sekcji 1.2.4.5 na podstawie badan

eksperymentalnych jego laboratorium. Chciatbym prosi¢ o wyjasnienie tej kwestii podczas obrony.
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Na str. 41 Doktorant zamiescit Cel Pracy, sformulowany jako ,proba przeprowadzenia
charakterystyki molekularnej ludzkiej i kurzej NI, N2, N1/2 oraz okreslenie wplywu potencjalnych
ligandow — jonow metali dwuwartosciowych na powyzszq zaleznos¢”. Doktorant uzasadnia ten cel
potrzeba wyjasnienia na poziomie molekularnym plejotropowych funkcji biologicznych nesfatyn i
rozpisuje go na osiem celow szczegdtowych, ktdre sg osnowa strukturalng rozprawy. Cel rozprawy zostat
sformutowany w sposob klarowny i przekonujacy.

Nastepng cze$cig rozprawy jest opis zastosowanych materiatow i metod eksperymentalnych.
Opisy 1 syntetyczne tabele zbierajace uzyte w rozprawie odczynniki, oligonukleotydy, plazmidy,
komorki E. coli sg pelne i szczegotowe. To samo mozna powiedzie¢ o protokotach
eksperymentalnych, przedstawionych w dziale Metody rozprawy. W sumie ta czg$¢ rozprawy spetnia
swoj cel, umozliwiajac czytelnikom odtworzenie opisywanych eksperymentow. Nalezy zwrdcié
uwage na szeroka game zastosowanych metod badawczych, obejmujacych nadekspresje i
oczyszczenie badanych biatek, metody biofizyczne, w tym elektroforeze i Western blot,
spektroskopi¢ absorpcyjna, fluorescencyjng i dichroizmu kotowego, ultrawirowanie analityczne,
spektrometri¢ mas, w tym wymiang proton-deuter, kalorymetri¢ i dodatkowo obliczenia teoretyczne.

Od strony 65 rozpoczyna si¢ zasadnicza cze$¢ rozprawy — Wyniki. Doktorant najpierw
przedstawia wykonane przez siebie procedury otrzymania badanych biatek i weryfikacji ich
poprawnosci za pomocg elektroforezy zelowej 1 spektrometrii mas. Nie mam uwag do tych opisow,
ktore sg wyczerpujace. Odnotowac nalezy jedynie niska wydajno$¢ procesu otrzymywania nesfatyny
gN2, ktora spowodowata ograniczenie skali eksperymentow z jej udziatem. Nastepnie przedstawiono
wyniki analiz in silico struktury drugorzedowej biatek, uzyskujac dos$¢ solidne potwierdzenie
obecnosci w nich fragmentow nieuporzadkowanych. Bardziej szczegotowy opis struktury drugo- i
trzeciorzedowej badanych biatek zostat uzyskany przez zastosowanie trzech programéw stuzacych
do predykcji struktury na podstawie sekwencji aminokwasowej: I-TASSER, AlphaFold i Modeller.
Bardzo rozsadnym kryterium jakos$ci tych obliczen bylo tu porownanie teoretycznych widm CD,
obliczonych w tych programach, z widmem eksperymentalnym. Zaciekawil mnie fakt, ze dla
wszystkich trzech biatek ludzkich sensowne wyniki otrzymano tylko dla programu Modeller. Tym
bardziej prosze o wyjasnienie, dlaczego do analizy analogéw kurzych uzyto programu |-TASSER.
Chciatbym tez prosi¢ o wyjasnienie, dlaczego dla miejsca wigzania jonu Zn(ll) w hN1 zatozono
koordynacje przez reszte Lys70, obok dwoch histydyn. Uwazam, ze to nie jest mozliwe. Grupa
aminowa lizyny prawie nigdy nie ma wlasciwosci koordynujacych, ze wzgledu na warto$¢ pK ~10,
a bardzo rzadkie wyjatki dotyczg otoczenia silnie hydrofobowego, ktore moze radykalnie obnizy¢ pK
tej grupy.

Opis eksperymentéw biofizycznych Autor rozpoczyna od spektroskopii CD, stuzacej jako

szubka metoda wyznaczenia zawarto$ci struktur drugorzedowych w biatkach. Przy okazji
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wykorzystano ja do statych wigzania jonow Zn(II). Eksperymenty wykonano prawidtowo. Widma
maja dobrg jako$¢, co uprawdopodobnia estymacje procentowej zawartosci struktur
drugorzedowych, wykonane przez Autora. Niestety opis badan wigzania jonow Zn(II) w sekcji 4.4.1
nalezatoby uzupemlié. Po pierwsze w legendach rysunkow przedstawiajagcych miareczkowania
nalezato podac stezenie molowe biatka. Ta kluczowa wielko$¢ nigdzie nie jest podana wprost, cho¢
Doktorant niewatpliwie ja zna. Jedynie w czg$ci eksperymentalnej wspomina si¢, ze do pomiarow
CD uzyto stezenia bialek 0,15 mg/ml. To oznacza, ze w kazdym miareczkowaniu sg inne stosunki
biatko:Zn(II). Doktorant w ten sposob komplikuje sobie sprawe interpretacji wynikow, zwlaszcza w
doswiadczeniach z N2 i N1/2, gdzie otrzymane sigmoidalne krzywe miareczkowania zostaly jedynie
opisane 1 nie wskazano hipotetycznych choc¢by zrodet takiego zachowania. Gdyby o$ x zostala
opisana za pomocg stosunku molowego biatko:Zn(II), to przynajmniej stechiometria oddzialywania,
ktora na pewno jest inna niz 1:1, mogtaby by¢ okreslona. Ten sam problem utrudnia interpretacje
krzywych topnienia w nastgpnej sekcji, gdzie zamiast nadmiarow (niedomiaréw?) Zn(II) nad
biatkami mamy oderwane wartos$ci stezen absolutnych jonow Zn(1Il).

Wyniki ultrawirowania analitycznego sa do$¢ jednoznaczne interpretacyjnie i pokazuja, ze
jony Zn(I) w wysokim stezeniu sprzyjaja oligomeryzacji biatek ludzkich, zwlaszcza hN1 oraz
agregacji biatek kurzych. Natomiast wyniki badan ograniczonej proteolizy biatek z uzyciem trypsyny
zostaty opisane w sposob mato przejrzysty. Zrozumienie wynikoOw byloby tatwiejsze, gdyby Autor
poréwnat je z teoretyczng mapa fragmentacji biatek przez trypsyne, tak jak uczynit to dla pepsyny w
opisie eksperymentow HDx.

Opisane kolejno wyniki eksperymentow kalorymetrycznych, przeprowadzonych z
powodzeniem jedynie dla biatek hN1 i hN1/2, ze wzgledow technicznych, ktdre trzeba potraktowac
jako site wyzsza. Wyniki dla hN1 sg calkiem jasne, natomiast nie do konca rozumiem dlaczego nie
podjeto proby dopasowania wynikéw dla hN1/2 dla innego modelu, np. wigzania sekwencyjnego.
Podejscie do tego zagadnienia za pomocg alternatywnej metody miareczkowania kompetycyjnego z
uzyciem barwnego chelatora (Zincon), opisane dalej, jasno pokazuje luki w powyzszej analizie, ze
wzgledu na zupelnie inne wartosci staltych wigzania otrzymane w tych eksperymentach. Latwiej
byloby oceni¢ zrédta tych rozbieznosci, gdyby na rys. 4.29 pokazano réwniez krzywe dopasowania,
tak jak dla eksperymentow ITC powyzej i fluorescencyjnych ponizej. Te ostatnie wykonano przy
uzyciu zewnetrznej sondy, aktywowanej przez wigzanie do hydrofobowych obszaréw biatka. Ta
metoda jest obarczona pewnym wewnetrznym btedem, gdyz takie oddzialywanie sprawia, ze sonda
musi wptywac na strukture biatka, a wigc 1 na stabilno$¢ kompleksu. Niemniej jednak, jak stwierdza
Doktorant, otrzymano wyniki zgodne z badaniami CD. Znéw jednak nie podano kluczowego

parametru dopasowania krzywej za pomoca réwnania Hilla, czyli n. Nalezy zwroci¢ uwage, ze w
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dopasowaniu danych kalorymtrycznych uzyto prostego rOwnania na izoterme¢ wigzania, a wigc
zatozono n = 1, co zapewne tlumaczy czg¢s¢ rozbieznosci wyznaczonych wartosci stalych wigzania.
Z drugiej strony zastosowanie sondy ANS dostarczylo cennych informacji o zmianach struktury
biatek pod wptywem wigzania jonow Zn(II).

Ostatnig czesécig rozprawy poswiecong aspektowi ilosciowemu wigzania jonow Zn(II) do
badanych bialek byty pomiary fluorescencji ThT, wykonane w rezymie kinetycznym dla form apo
biatka kurzego gN1 (dlaczego tylko dla niego?) i w rezymie miareczkowania jonami Zn(II). dla biatek
hN1 i gNI1. Celem pierwszej serii eksperymentow byto wykrycie powolnego procesu agregacji.
Natomiast miareczkowania zostalty jak rozumiem wykonane szybko — bez uwzglednienia
ewentualnych efektow kinetycznych. Uzyskano pozorne stale wigzania podobne dla obu bialek, a
ponadto stata ok. 70 uM dla biatka hN1 byta w duzej zgodnosci z danymi dla sondy ANS. W tym
wyoadku, jak rozumiem ThT nie raportowat agregacji, a tylko odstoniecie , w wyniku wigzania jonéw
Zn(II), rozpoznawanego przez ThT elementu struktury drugorzedowej biatka.

Przedstawione nastgpnie eksperymenty HDX stanowig ostatnig cz¢s¢ wynikoOw rozprawy.
odno$ne eksperymenty zostaly wykonane bardzo dokladnie i dajg jednoznaczny obraz zmian
ekspozycji do roztworu/strukturyzacji poszczegélnych odcinkow sekwencji badanych biatek w
obecnosci jonow Zn(Il). Daja rdwniez podstawe do wyjasnienia oddziatywan miedzy sekwencjami
N1 1N2 w biatkach N1/N2.

Rozbudowang dyskusj¢ wynikow rozprawy Doktorant zaczyna od rekapitulacji biologicznego
kontekstu swoich badan, nastgpnie rozwazajac kolejno proces otrzymywania badanych biatek, ich
analize strukturalng in silico, a nastgpnie zbiorczo badania eksperymentalne ich wiasciwosci
molekularnych. Nie mam uwag do pierwszej czesci. Doktorant otrzymatl materiat do badan i w pelni
udokumentowat jego tozsamo$¢ molekularng. W drugiej czeSci dyskusji zawarto syntetyczne
omowienie wynikow analiz obliczeniowych, ktore jest poprawne, cho¢ pytania, ktore postawitem we
fragmencie recenzji, poswigconym wynikom badan, pozostaja w mocy. Ostatnia czegsé dyskusji
obejmuje wszystkie badania doswiadczalne otrzymanych bialek, ale jest podzielona na podrozdziaty
na temat form apo 1 zwigzanych do jonéw Zn(Il). Dyskusja wtasciwosci konformacyjnych badanych
biatek, skoncentrowana na wptywie sekwencji N2 na strukturg N1, jest dobrze osadzona w kontekscie
biologicznym i przekonujaca dla Recenzenta. chciatbym w tym miejscu zapyta¢ Doktoranta, czy nie
sadzi, ze N1 jest inhibitorem trypsyny i moze tez innych proteaz? Dyskusja wigzania jonéw Zn(II)
jest rowniez przeprowadzona z punktu widzenia konsekwencji biologicznych. Bardzo ciekawym
watkiem, wartym kontynuacji, jest pomyst, ze wigzanie jonéw Zn(II) do sekwencji N1 moze mie¢
funkcj¢ biologiczna, przy pakowaniu bialka do granul wydzielniczych. Podsumowujac t¢ czes$¢

rozprawy, pragne stwierdzi¢, ze stopien poglgbienia procesOw wigzania jondw Zn(Il) do
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poszczegdlnych badanych bialek jest wystarczajacy dla wstgpnej analizy kontekstu biologicznego.
Budzi jednak moj niedosyt pod wzgledem badan biofizycznych, gdyz sadzg, ze bardziej wnikliwa
analiza uzyskanych wynikow moglaby doprowadzi¢ do doktadniejszego opisu oddziatywan, co z
kolei pozwolitoby na lepsze uprawdopodobnienie postulatow biologicznych. Autor rozsadnie
interpretuje odbiegajace od pozostatych wyniki ilociowe uzyskane dla chelatora Zincon. Uwazam
jednak, ze do pelnej oceny aspektow iloSciowych wigzania jonow Zn(Il) do badanych biatek i
wiarygodnosci interpretacji tych wynikow bardzo przydatne bytoby ich zbiorcze zestawienie w tabeli
ujawniajacej rowniez wartos$ci wspotczynnika Hilla. Uwaga na str. 125, ze dla hN1 uzyskano n=2 ma
kluczowe znaczenie dla interpretowanej stechiometrii wigzania, a zatem i realnego powinowactwa
biatka do jonow cynkowych.

W krotkim Podsumowaniu Autor zebral kluczowe wyniki i zarysowal ciekawe (i
zdecydowanie pozadane) perspektywy dalszych badan strukturalnych dla badanych biatek.

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze zamieszczone powyzej uwagi krytyczne, dotyczace
przede wszystkim niektorych aspektow interpretacyjnych oddziatywan badanych biatek z jonami
Zn(11) beda mogtly zosta¢ wyjasnione podczas publicznej obrony. Maja one charakter drugorzedny i
nie obnizaja ogolnie wysokiej oceny rozprawy. Stwierdzam zatem, ze przedtozona do oceny
rozprawa doktorska p. mgr inz. Rafala Lendy spelnia wymogi, stawiane przed rozprawami
doktorskimi przez art. 186 i 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie jej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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