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Warszawa, 28.06.2023.

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Anny Skorupskiej-Stasiak

Pani mgr Anna Skorupska-Stasiak przedstawila do oceny rozprawe doktorskg pod tytulem
~Analiza molekularna Nukeobindyny-2 z Gallus gallus”, wykonang w Katedrze Biochemii, Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej, pod kierunkiem
prof. dr hab. inz. Andrzeja Ozyhara z macierzystej jednostki oraz prof. dr hab. Macieja Kozaka z
Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Rozprawa oparta jest na materiale badawczym zawartym w czterech artykutach,
opublikowanych w latach 2018-2021. Doktorantka jest pierwsza autorkg w trzech sposrod tych
artykulow i réwnorzedng pierwsza autorka w czwartej. Praca, napisana w jezyku polskim, ma
charakter rozprawy w ukladzie klasycznym, zawierajgc kolejno Streszczenie, Wstep, Cel pracy,
Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie i Bibliografig, liczaca 271 pozycji
1 poprzedzona wykazem dorobku naukowego Doktorantki.

Tytut rozprawy jest by¢ moze zbyt zwiezly, gdyz przedmiotem pracy jest nie tylko
nukleobindyna-2, ale tez traktowany jako samodzielne biatko C-konicowy produkt jej hydrolizy,
czyli nesfatyna-3.

20-stronicowy wstep do rozprawy obejmuje zagadnienia (i) struktury i funkgcji biologicznej
nukleobindyny-2, (ii) biatek inherentnie nieuporzadkowanych; (iii) biomineralizacji i (iv) wigzania
jonéw metali przez biatka. Dobér materiatu do poszczegdlnych podrozdziatow byl selektywny 1
podporzadkowany ogélnemu celowi rozprawy, co stanowi zdecydowana zalete tej czesei pracy. Na
przyktad w opisie procesu mineralizacji skoncentrowano sie na procesie powstawania skorupki jaja
kurzego, ktory zachodzi z udzialem biatka tytutowego rozprawy. Autorka dobrze radzi sobie z
opracowanym materiatem, zachowujac klarowno$¢ wywodu i ilustrujac go zasadniczo adekwatnie,
z wyjatkiem ostatniego podrozdzialu, w ktérym pomimo obfitodci obrazéw struktur dostepnych w
literaturze, nie zamieszczono ani jednego rysunku.

Na str. 32 Doktorantka zamiescita Cel Pracy, za ktéry obrata charakterystyke molekularng
biatka Nucb2 z Gallus gallus. To bardzo ogoélne sformulowanie jest naste¢pnie rozszerzone w

czterech punktach, dotyczacych oczyszezania biatek Nucb? i nesfatyny-3, przeprowadzenia analiz
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biochemicznych tych biatek, ich oddzialywania z jonami Ca®', Zn®' i Mg*" oraz testow
biomineralizacji z udzialem Nucb2 in vitro. W tych sformutowaniach, poprawnych technicznie,
brakuje mi jednak ogdlniejszego uzasadnienia podjgcia omawianych prac badawczych — ich
istotnego celu nadrzgdnego, odpowiadajgcego na pytanie ,,po co?”

Kolejng czgscig rozprawy jest opis wykorzystanych przy jej realizacji materiatow i
zastosowanych metod badawczych, rozbity na dwie osobne czesci. Doktorantka przedstawia w
formie tabel, niekiedy uzupetnionych o krétkie komentarze, listy odczynnikéw, oligonukleotydéw,
pozywek i buforéw uzywanych w roznych typach eksperymentéw, omawia takze plazmidy
ckspresyjne. W dziale Metody z drobiazgows doktadnos$cia przedstawiono protokoly doswiadczalne
dla wszystkich metod fizykochemicznych i biochemicznych, uzytych w rozprawie. Wyjatkiem sa
podstawowe procedury biochemiczne, stosowane w pracy z DNA i biatkami, dla ktérych Autorka
podata odnosniki literaturowe. Te dwie czedci rozprawy S$wietnie spelniajg swéj cel, czyli
umozliwienie powtdrzenia opisywanych eksperymentoéw. Pragne tu réwniez zwrdcié uwage na
bogactwo zastosowanych metod i technik. Oprécz przeprowadzonej od podstaw nadekspresji i
oczyszcezenia badanych bialek, w pracy uzyto spektroskopie fluorescencyjng, dichroizm kolowy,
spektroskopi¢ Ramana, ultrawirowanie analityczne, techniki spektrometrii mas, mikroskopie
elektronowa, SAXS, kalorymetrig¢ oraz pomocnicze obliczenia teoretyczne.

Gléwny rozdziat rozprawy — Wyniki zaczyna si¢ od str. 55 i koniezy na str. 100. Doktorantka
rozpoczyna ten opis od procedur otrzymania badanych bialek i weryfikacji ich poprawnosci za
pomocg elektroforezy zelowej i spektrometrii mas. Nie mam uwag do tych opiséw. W nastepne;
czgsci przedstawione sg badania struktury drugorzedowej badanych biatek i wptywu jonéw metali
na te struktury. Otrzymano ciekawe wyniki, tylko czgsciowo przewidywalne na podstawie analizy
sekwencji. O ile nie jest zaskakujgce potwierdzenie wigzania jondw Ca’* dla bialka, zawierajacego
domeny EF-hand i zwigkszenia stopnia strukturyzacji biatka, a takze brak istotnych oddziatywan z
jonami Mg*", to efektywne wiazanie jonéw Zn’" do obu biatek jest cickawe. Wykonane w tej czesei
pracy eksperymenty CD i fluorescencyjne zostaty zinterpretowane poprawnie. Cheialbym jedynie
zwroci¢ uwage na fakt, ze miareczkowania CD i fluorescencyjne, gdyby przeprowadzi¢ je
doktadniej dla niskich stezen jonéw Zn®", przypuszczalnie pozwolilyby na niezalezne wyznaczenie
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lub co najmniej oszacowanie stalej wigzania tych jonéw do obu bialek. Podobne dane mozna
probowa¢ réwniez uzyskac z analizy densytometrycznej zeli, przedstawiajacych wyniki limitowane;
proteolizy, zamieszczonych w kolejnej czgsci Wynikéw. Z pewnoscig taka analize moze ulatwié
bardzo wysoka jakos$¢ rozdzialow produktéw hydrolizy. przedstawione nastepnie eksperymenty
HDX potwierdzily i udoktadnity wnioski z badan CD, lokalizujac fragmenty ustrukturyzowane w
sekwencjach badanych bialek. Ultrawirowanie analityczne ujawnilo jeszcze inny aspekt
oddzialywan badanych bialek z jonami metali, a mianowicie zwickszenic tendencji do
oligomeryzacji. Nieco zaskakuje recenzenta oligomeryzacja pod wplywem jonéw Mg, gdyz
przedstawione dotychczas badania raczej wskazywaty na brak oddzialywan. Zapewne korzystne
byloby niezalezne potwierdzenie tego wyniku, np. za pomoca DLS. Sporg zagadke na tle
dotychczasowych wynikoéw stanowig natomiast wyniki miareczkowan ITC dla jonéw Mg”" i Zn*".
Po pierwsze zaobserwowano dos$¢ silne wigzanie jednego jonu Mg®" do Nuch2, ale fragment tego
biatka, czyli nesfatyna-3, wiaze nie jeden, ale dwa jony Mg”", i to 100 razy mocniej! Podobnie,
cho¢ z bardziej skomplikowang sekwencja zdarzen i stechiometrig, majg sie sprawy dla jonu Zn*".
Wigzanie jonéw Ca** do obu biatek jest podobne jakosciowo i ilosciowo, z lekkg kooperatywnoscia
(0 czym w tej czgsci rozprawy Doktorantka nie wspomina). Musze tu zwrécié uwage na bledny
zapis na str. 86, gdzie Doktorantka mylnie przyporzadkowuje powinowactwa dla jonéw Ca®>* do
Nucb2, a takze na str. 87, gdzie wspomina o bardzo niskiej stalej wigzania tego jonu do nesfatyny-
3. Niewatpliwie w obu przypadkach miata na mysli niskg stala dysocjacji, czyli wysoka stala
wigzania.

Natomiast dane i analiza wynikéw SAXS nie budza watpliwosei i zgodnie ze stwierdzeniem
Autorki na str. 91, wyniki pomiaréw SAXS i ultrawirowania, dotyczace nieuporzadkowania
poszczegolnych biatek i kompleksow sg zgodne. Agregacja Nucb?2 i jego kompleksow byla rowniez
badana za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej w dhugiej skali czasowej — do 2 tygodni.
Zaobserwowano rozmaite struktury osadzone na podlozu statym, ktore trudno odnie$é do
cksperymentow wykonanych w roztworze bez uczynienia szeregu hipotetycznych zalozen.

Niemniej jednak, mozna si¢ zgodzi¢ z obserwacja wyzszego stopnia agregaciji biatka w obecnoéci

. . 5
wyzszych stezen Zn™".
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Pozostale dwie czg$ci Wynikow dotycza aktywnosci biomineralizacyjnej biatka Nucb2 w
modelu in vifro. Wykazano wplyw tego biatka na morfologi¢ i forme krysztalow. Recenzentowi
pozostaje zapytac, dlaczego nie zbadano wptywu jonéw metali na te aktywnos$é Nuchb?2.

Dyskusj¢ Doktorantka zaczyna od rekapitulacji procedur otrzymania bialtek i badan ich
struktur w formie apo, a w nastepnych podrozdziatach omawia kolejno wigzanie jonow Ca®*, Zn** i
Mg”™*. Opis wigzania jonow Ca’" otrzymanych wieloma technikami jest spéiny i zgodny z
obecnoscig w obu badanych biatkach dwoéch tozsamych domen EF-hand. Dyskusja konsekwencji
biologicznych tego procesu jest jako$ciowo poprawna, choé wydaje mi sie, ze jednoznaczne
odnoszenie obserwacji poczynionych dla biatka uczestniczacego w mineralizacji skorupki jajka do
proceséw nowotworzenia i apoptozy jest nieco zbyt $miate. Niestety dyskusja dla wiazania Zn*"
zasadniczo stanowi powtdrzenie opiséw z czesci wyniki. Nie pokuszono sie niestety nawet o probe
identyfikacji miejsc wigzania tego jonu w nesfatynie-3 pomimo uzyskania znacznej wiedzy na
temat struktury formy apo. Bez takiej informacji ta czgs¢ dyskusji jest zawieszona w prozni.
Dyskusja na temat wigzania jonow Mg** przynajmniej zawiera propozycje, ze jony te wigzg sie do
motywu EF-hand. Jest ona co prawda niezgodna z dotychczasowa wiedza na temat tego motywu,
ale mozna bylo ja potwierdzi¢ lub wykluczy¢ za pomoca prostego eksperymentu kompetycyjnego z
jednoczesnym uzyciem jonow Mg®" i Ca®'.

W krotkim Podsumowaniu Autorka na pierwszy plan wysuwa potrzebe analogicznych
badan dla pozostatych nesfatyn i kwestic fosforylacji Nucb2 w zwigzku z procesem
biomineralizacji.

Podsumowujgc, pragng stwierdzi¢, ze zamieszczone powyzej uwagi krytyczne i watpliwosci
dotyczace niektorych aspektow interpretacyjnych, ktore bedg mogly zostaé wyjasnione podczas
publicznej obrony, majg charakter drugorzedny i nie obnizaja mojej wysokiej oceny ogdlnej
rozprawy. Stwierdzam zatem, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska p. mgr Anny
Skorupskiej-Stasiak 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 etapéw przewodu

doktorskiego. eri e qf(:'\ &Jd
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