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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Skorupskiej-Stasiak

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Skorupskiej-
Stasiak pod tytutem: ,Analiza molekularna Nukleobindyny-2 z Gallus gallus”, w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, zostata wykonana w Katedrze Biochemii,
Biologii Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu Chemii Politechniki Wroctawskiej, a
takze na Wydziale Fizyki Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Praca
zostata wykonana w ramach ,BioTechNan” - Programu Interdyscyplinarnych
Srodowiskowych Studiéw Doktoranckich KNOW z obszaru Biotechnologii i
Nanotechnologii. Promotorami przedstawionej rozprawy doktorskiej byli: prof. dr
hab. inz. Andrzej Ozyhar, z Politechniki Wroctawskiej oraz prof. dr hab. Maciej

Kozak, reprezentujacy Uniwersytet imienia Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Praca zawiera 142 strony i zostata podzielona na piec gtéwnych rozdziatow,
ktdére zostaty poprzedzone dwujezycznym streszczeniem i (co pomocne w lekturze)
spisem uzywanych skrotéow. Na koniec nastepujq: ,Podsumowanie i perspektywy
dalszych badan”, szczegdtowy opis dorobku naukowego Autorki, spisy tabel oraz

rysunkéw oraz, zawierajacy 271 pozycji spis cytowanej literatury. Uwazam, ze

ul. Ludwika Pasteura 1, 02-093 Warszawa
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praca napisana jest bardzo dobrze i klarownie, dajac mozliwos¢ zrozumienia takze
czytelnikom reprezentujacym inne specjalnosci. Nie dostrzegam takze istotnych
uchybien redakcyjnych i stylistycznych. Na pochwate zastuguje czytelny podziat na
czes$c¢ literaturowg i wyniki wtasne Doktorantki. Uzyskane wyniki zostaty
opublikowane w czterech artykutach (Doktorantka jest pierwszym autorem trzech
z tych prac) w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym (indeksowanymi w bazie
Web of Science), a takze prezentowane byly w szeregu wystgpieniach na

konferencjach naukowych.

Tematem pracy Anny Skorupskiej-Stasiuk jest charakterystyka biatka
nukleobindyny-2 oraz jego podjednostki nesfatyny-3 z Gallus gallus (Kura
bankiwy) na poziomie molekularnym. Temat ten jest bardzo ciekawy ze wzgledu

na wiele funkcji biologicznych, w ktérych bierze udziat badane biatko.

W wyczerpujacym i interesujgco napisanym wstepie Autorka podaje kroétki
przeglad znanych wiasciwosci i funkcji biologicznych nukleobindyny-2. W dalszym
ciggu wstepu omawiane sg szczegotowo znane informacje na temat wigzania przez
to biatko jondw metali, oddziatywan z DNA, udziatu w procesach nowotworowych i
biomineralizacji, na przyktad w skorupkach jaj ptasich. Pytanie: czy to to ostatnie
zagadnienie byto przyczyng wyboru biatka pochodzacego z Gallus Gallus, a nie

ludzkiego?

Wstep zawiera takze omodwienie waznego zagadnienia biatek inherentnie
nieuporzagdkowanych (ang. IDP), lub zawierajacych takie fragmenty (IDR). Ich
natywne nieuporzadkowanie i plastycznos¢ sg obecnie przyjmowane jako kluczowe
witasnosci dla ich funkcji biologicznych. IDP nie majg stabilnej struktury
trzeciorzedowej, a ich zmienno$¢ konformacyjna stanowi wyzwanie dla
obowigzujacego dotychczas paradygmatu taczacego strukture z funkcja. Obecnie
wiadomo, ze IDP odgrywajq kluczowg role w wielu waznych procesach
komorkowych organizmow eukariotycznych. Strukturalna zmiennos¢ IDP wymaga

zastosowania odpowiednich metod eksperymentalnych. Podstawowym problemem



opisu czasteczek IDP jest zdefiniowanie przestrzeni konformacyjnej probkowanej
przez fancuch polipeptydowy, a takze charakterystyka jego rdéwnowag

konformacyjnych opisywanych czesto jako , preferencje konformacyjne”.

Po dajacym Czytelnikowi rozeznanie w problemach dotyczacych tematyki
pracy wstepie, Autorka sformutowata cele pracy, ktérym jest przede wszystkim
charakterystyka nukleobindyny-2 na poziomie molekularnym. Szczegotowe cele
obejmowaty: opracowanie niezbednej do dalszych prac procedury ekspresji i
oczyszczania badanych biatek, ich biochemiczng charakteryzacje obejmujacq
oddziatywania z jonami metali, a takze prébe zbadania udziatu nukleobindyny-2 w
procesie biomineralizacji. Uwazam, ze cele te byly ambitne i zostalty z

powodzeniem zrealizowane.

W rozdziale 3 ,Materialy i metody”, Autorka szczegdtowo opisuje techniki
zastosowane w pracy. Opis jest kompletny i kompetentny, nie wymaga wiec

dalszego komentarza.

Najwiekszg czes¢ pracy (rozdziat 4) zajmuje opis wynikéw. Rozpoczyna sie
on od szczegdtowego opisu procedur prowadzacych do ekspresji w bakteriach
E.coli i oczyszczania préobek wybranych biatek. Na kolejnych stronach opisana jest
analiza bioinformatyczna nukleobindyny-2 i nesfatyny-3 wskazujgca na obecnos¢
nieuporzadkowanych fragmentéw tych biatek. Wniosek ten potwierdzajg opisane
nastepnie badania za pomocg spektroskopii dichroizmu kotowego, wskazujac
ponad to na zmiany strukturalne pod wptywem jonéw metali. W dalszej kolejnosci
opisane sg eksperymenty pomiardw fluoroscencyjnych, proteolizy badanych
biatek, wymiany H-D za pomoca spektroskopii mas (pokazujacej dostepnosc
protondw amidowych dla rozpuszczalnika), wirowania analitycznego, ktérego
wyniki $wiadczg o anomalnie duzym promieniu hydrodynamicznym powodowanym
przez nieuporzadkowane fragmenty, wyniki te zostaty uzupetnione za pomocg
niskokatowego rozpraszania promieni rentgenowskich. Do analizy oddziatywan

badanych biatek z jonami metali uzyto takze metod kalorymetrycznych, co



pozwolito oszacowac¢ parametry termodynamiczne tych oddziatywan. Ostatnig
cze$¢ opisu uzyskanych wynikéw stanowi badanie morfologii oligomerdéw
nukleobindyny-2 za pomoca mikroskopii elektronowej oraz opis badan
biomineralizacji wapnia in-vitro w obecnosci nukleobindyny-2. Tu okazato sie, ze
obecnos$¢ nukleobindyny znaczaco wptywa na tworzenie sie krysztatdw poprzez
zmiane ich wielkosci i zaokraglenie krawedzi. Na koniec zostaty opisane
eksperymenty mapowania za pomocq spektroskopii Ramana odmian
polimorficznych powstajacych krysztatow. Pytanie: czy miatby znaczenie dodatek
jondéw fosforanowych, wprawdzie niezbyt obecnych w skorupkach jaj, ale w duzych

ilosci wystepujacych w kosciach?

W rozdziale 5 Autorka przeprowadzita dyskusje uzyskanych wynikdow.
Badane biatka okazaty sie by¢ w istotnym stopniu biatkami nieuporzadkowanymi,
a charakter ich oddziatywan z jonami metali dos¢ ztozony. Rozdziat 6 przedstawia
perspektywy dalszych badan, w szczegdlnosci ciekawy wydaje sie kierunek badan

fosforylacji, co mozliwe jest takze in-vitro.

W pracy uzywano biatka kurzego, pytanie: czy bytoby istotne poréwnanie
z biatkiem ludzkim? Moze warto sprawdzi¢ czy rzeczywiscie niewielkie zmiany w

sekwencji biatka kurzego wptywajg na biomineralizacje wapnia?

Uzyskane wyniki pokazaty, ze oddziatywania z jonami wapnia, magnezu i
cynku rozniq sie, w szczegdlnosci jony cynku powodujg wytrgcanie sie
nukleobindyny-2 z roztworu. Czy we wszystkich eksperymentach aniony byty takie
same? Czy byty brane pod uwage tak zwane ,serie Hofmeistera”, ktére pokazujq

wptyw réznych jondw na rozpuszczalnos$c biatek?

Cho¢ doktorantka wykonata wielkg prace eksperymentalng stosujac bardzo
wiele réznych technik biochemicznych i biofizycznych, nie moge powstrzymac sie
od komentarza, (niczym nie umniejszajgcego jakosci niniejszej pracy), ze bardzo
ciekawym mogtoby okazac sie uzycie spektroskopii NMR (cho¢ zapewne mogtoby

to sta¢ sie podstawg kolejnego doktoratu). Z opisu wynika, ze mozliwe jest



uzyskanie kilku miligraméw biatek z V> litra hodowli, po dalszej optymalizacji
mogtoby by¢ mozliwe otrzymanie istotnych ilosci biatek znaczonych izotopowo.
Wielko$¢ nesfatyny-3 powinna pozwoli¢ na uzycie klasycznych eksperymentéw
NMR i schematéw znakowania, cho¢ by¢ moze konieczne bytoby deuterowanie
reszt bocznych. Biatka wielkos$ci nukleodindyny-2 o catej dtugosci (i wieksze) takze
mozna bada¢ za pomocg NMR, z pewnosciag wymagataby deuterowania reszt
bocznych a takze wprowadzenia !3C jedynie w grupach metylowych niektérych
aminokwasow (ILVM). Spektroskopia NMR umozliwia badania biatek na poziomie
atomowym, na przykfad przypisa¢ szybkos¢ wymiany protonéw amidowych do
konkretnego aminokwasu czy ustali¢ miejsca wigzania jondéw metali i innych

czgsteczek.

Podsumowujac, chcialbym =z petnym przekonaniem stwierdzi¢, ze
przedtozona praca spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2021 r. poz. 478 z
pdzniejszymi zmianami) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr Anny Skorupskiej-

Stasiak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Uwazam takze, ze znaczenie prowadzonych badan, uzyskane nowe wyniki

i wkfad pracy Doktorantki uzasadniajq wniosek o wyrdznienie rozprawy.
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