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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Matgorzaty Narczyk pt.

»Biofizyczne podstawy dziatania fosforylazy nukleozydéw purynowych z E. coli - mechanizm

katalizy, zwiqgzek miedzy funkcjq biatka a jego strukturg oligomeryczng”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Marty Narczyk zostata wykonana w
Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Dos$wiadczalnej Wydziatu  Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego pod opieka prof. dr hab. Marii Agnieszki Bzowskiej. Nalezy zaznaczyé, ze
promotor jest uznang specjalistka w zakresie biofizycznych i biochemicznych badari nad
metabolizmem nukleozydéw purynowych (wg bazy WoS 79 publikacji cytowanych tgcznie
ponad 1500 razy). Mozna wiec domniemywaé, ze przedtozona rozprawa jest fragmentem
szerszego planu badawczego realizowanego w grupie badawczej prof. Marii Agnieszki

Bzowskie;j.

Zasady purynowe (adenina, guanina) s nie tylko podstawowymi sktadnikami kwaséw
nukleinowych (RNA i DNA), ale takze noénikami energii w wielu szlakach metabolicznych (ATP i
GTP). Nie jest wiec dziwne, ze nawet niewielkie niekontrolowane zmiany w ich poziomie zwykle
prowadza do powaznych zaburzeri w homeostazie. Synteza de novo adeniny i guaniny, odbywa
sie poprzez modyfikacjg rybofosforanu inozyny (IMP), ktéry powstaje w wyniku wieloetapowe]
kaskady reakcji prowadzonych przez kilkanascie enzyméw w obecnoéci wielu specyficznych
czynnikow, ktérej towarzyszy hydroliza przynajmniej szesciu czasteczek ATP. Niewatpliwie jest
to proces niezwykle kosztowny energetycznie, a wigc w toku ewolucji musiaty wyksztatci¢ sie
wydajne mechanizmy recyklingu zasad purynowych zmniejszajace zapotrzebowanie na ich
synteze de nowo poprzez szlak IMP. | to wiasnie aktywnosé fosforylaz purynowych, z ktérych
jedna byta przedmiotem badan Doktorantki, jest gtéwnym zrédtem zasad purynowych w
komérce. W mojej ocenie zagadnienie badawcze jest niezwykle istotne, a potwierdza to nie

tylko bogata literatura na temat metabolizmu zasad purynowych, ale przede wszystkim liczba



cytowan takich prac przekraczajgca 10k rocznie. Nalezy zaznaczyé, ze badany obiekt (tzn.
fosforylaza purynowa z bakterii E. coli) jest bardzo trudny do analiz biochemicznych czy
biofizycznych. Przede wszystkim badane biatko jest heksamerem (a wtaéciwie trimerem
dimeréw) - a wigc potencjalnie mogg wystapié przynajmniej trzy rodzaje centréw
katalitycznych, ktorych biochemiczna aktywnosé lub biofizyczne powinowactwo do substratéw
moze zaleze¢ od stanu sasiadéw. W ogélnosci, nawet dla homogennej probki biatka mozna sie
spodziewac aktywnosci na trzech réinych poziomach. Obraz ten dodatkowo komplikuje
postepujaca w czasie dezaktywacja enzymu. Nalezy wiec uznaé, ze problem badawczy, jaki

postawita przed sobg mgr Marta Narczyk jest niezwykle wymagajacy.
Formalna ocena rozprawy

Tre$¢ rozprawy zostata oparta na siedmiu wieloautorskich artykutach w wiekszosci
opublikowanych w dobrych i bardzo dobrych czasopismach (faczny czynnik oddziatywania
23.2). Byly one cytowane juz 57 razy. Z obowigzku recenzenta musze jednak zaznaczyé, ze
jedynie w jednej z nich mgr Narczyk jest pierwsza na liscie autoréw (FEBS Journal, 2018).
Nalezy zwroci¢ uwage na niemal dwukrotny wzrost liczby cytowari publikacji Doktorantki w

ostatnim roku, co pokazuje, ze Jej kariera naukowa moze sie szybko rozwina¢.

Forma przedtozonej niemal 150-cio stronicowej rozprawy jest w zasadzie zgodna
kanonem. W sktad rozprawy wchodzg kolejno: spis tresci, streszczenie w jezyku polskim, wykaz
publikacji stanowigcych podstawe rozprawy, wykaz stosowanych skrétéw, 13-to stronicowy
wstgp stanowigcy wprowadzenie w tematyke badan, cele pracy, 20-to stronicowy opis uzytych
materiatéw i stosowanych metod, 67-mio stronicowy opis uzyskanych wynikéw oraz 10-cio
stronicowa dyskusja uzyskanych wynikdw (zatytulowana Wnioski). Rozprawa ostata
uzupetniona o zatacznik demonstrujacy szczegoéty procesu badawczego oraz spis 94 pozycji
literaturowych, z ktérych ponad 20% ma nie wiecej niz 5 lat). Nie znalaztem natomiast spisu

rycin i tabel.

Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim. Niestety odnosze wrazenie, ie
Doktorantka dziatata pod silng presjg czasu, co znalazto wyraz w licznych btedach, ktérych w
znacznej czesci mozna bylo unikngé przeprowadzajac staranniejsza korekte (np. pojedyncze
stowa angielskie niespodziewanie pojawiajace si¢ w tekicie Rozprawy - str. 20 i 21, czy
angielska nazwa benzimidazolu: ,Benzoimidazol” na str. 12). Licznym btedom literowym (np.

»Irithomonas vaginalis”) towarzysza niestety btedy merytoryczne (np. powodowana przez
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bakteri¢ Helicobacter pylori choroba wrzodowa zotadka zostata przedstawiona jako
pasozytnicza). W wielu miejscach Doktorantka stosuje niewtasciwe lub niezreczne okreslenia.
Czasami s to drobniejsze btedy wynikajace z uzycia zwrotéw zargonowych, ktére nie powinny
znalez¢ sig w tekécie naukowym. Kilka reprezentatywnych przyktadéw zamieszczam w
zataczniku do recenzji. Niestety, taka niestarannoéé czasami prowadzi do btedéw
merytorycznych: np. ,State wigzania wynoszq (5,9 * 0,4) uM i (2,1 + 0,3) uM” - podczas gdy
powyzsze liczby muszg odnosic sie do statych dysocjacji (Kaiss), ktére sa wyrazane w M, a nie do
Kbind, dla ktorych jednostka jest M-1. Podobne, niescistoéci wkradty sie do opisu pomiaréw MST
~Wybierano moc lasera podgrzewajgcego probke”, podczas gdy istotg pomiaru
termoforetycznego jest wygenerowanie gradientu temperatury, a nie podgrzanie proébki
stosowane w pomiarach DSF. Kilkukrotnie w Rozprawie pomylone zostaty podstawowe pojecia
termodynamiczne - np. w opisie procedury miareczkowania kalorymetrycznego sformutowania
»rozpuszczanie” i ,rozciericzanie” pojawiaja sige zamiennie, podczas gdy dotyczg one zupetnie
odmiennych proceséw, a Doktorantka badata jedynie efekt rozciericzania liganda. Z kolei
jednostkg stezenia oraz statej dysocjacji nie jest mol, ale mol/I (zwykle oznaczany M; btedne

oznaczenia znalaztem na stronach 30, 33, 35, 43, 48, 62, 65, 67, 84 i 88).

Przy okazji chciatem zwrdci¢ uwage na niescistosci obliczeniowe: wartoéé RS5=0.925 dla
modelu jednomiejscowego z tabeli 7.7 jest sprzeczna z warto$ciami RSS dla pozogtatych modeli
opisanych w tej tabeli. Jednostki Kd3 w Tabeli 7.7 réznia od tych z Tabeli 5.2.1 (odpowiednio
mM i uM), mimo Zze obie tabele przedstawiajg te same dane. Jest to zapewne konsekwencjg
literéwki, ale powoduje, ze wartoéci AG3 w tabeli 5.2.1 nie odpowiadajg wartosciom Kd3. W
kilku tabelach btedy AS2 zostaly ile oszacowane (sg z grubsza 1000 razy za mate), ale nie
dotyczy to juz niepewnosci AS1 i AS3. Jest to zapewne konsekwencja btednie zapisanej formuty,
ktérej wyniki zostaty nastepnie skopiowane do teksu rozprawy. Petniejsza lista znalezionych

bteddw zostata przekazana Doktorantce.

Reasumujgc, w mojej ocenie poziom edytorski przedstawionej do oceny Rozprawy
znajduje sie na granicy akceptowalnosci.
Merytoryczna ocena Rozprawy

Wstep Rozprawy dos¢ dobrze wprowadza w zagadnienia zwigzane z tematyka badan.

Niestety Autorka nie unikneta kilku niescistosci. Tak dla przyktadu, wartoéci przedstawione

przez Doktorantke (0.1 M przy 1.2 mM stezeniu inozyny) nie odpowiadajg danym kinetycznym
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dla jonu fosforanowego (Ku) zawartym w Tabeli 4 cytowanej publikacji [1] (0.12 mM przy 2
mM stezeniu inozyny). Zapewne jest to takze literdwka, ale niefortunnie wypacza
termodynamiczny opis zjawiska. Na schemacie 3 zostata btednie zaznaczona reakcja

przeksztatcenia kompleksu dwusktadnikowego E+Ino w tréjsktadnikowy E+Ino+Pi.

Niejasno zostaty zaprezentowane cele pracy. Doskonale rozumiem, ze nieoczekiwane
wyniki uzyskane w trakcie badai zmusity doktorantke do, przynajmniej cze$ciowej, zmiany
priorytetow. Jednak stwierdzenie ,Celem pracy byto sprawdzenie, czy zaproponowany dla
ecPNP w pracy Koellner et. al. (2002) [2] mechanizm katalizy jest poprawny oraz ustalenie roli
kooperacji podjednostek dimeru w katalizie” niepotrzebnie zaweza zakres badan rzeczywiscie

przeprowadzonych przez Doktorantke.

W opisie warunkow pomiarowych brak jest czesci istotnych danych. Podane sg nazwy
przyrzadow pomiarowych, czesto brak jest konkretnych informacji o zastosowanych
protokotach pomiarowych. Tak na przyktad w opisie pomiaréw ITC nie podano, jakie byty
rzeczywiste objetoéci dodawanego liganda. Wiadomo tylko, ze objetoéci te byty zmienne.
Pomiary MST miaty by¢ prowadzone dla 5 do 9 powtérzeri, ale na podstawie danych zawartych
w tabeli 7.5 mozna wywnioskowa¢, ze analizowano raczej pojedyncze powtdrzenia dla tej
samej probki, ale przy réznych gradientach temperatur (identyfikowanych jako ,moc lasera

podgrzewajacego probki”).

Pewne zastrzezenia wzbudzit we mnie opis stosowanych przez Doktorantke metod
analizy danych. Zupetnie nie rozumiem, dlaczego parametry termodynamiczne uzyskane dla
kilku serii pomiarowych wyznaczano roztacznie i dopiero potem je usredniano (str. 36).
Przeciez zastosowanie dopasowania globalnego musi daé poprawniejsze wyniki. Nie rozumiem
takze, dlaczego do poréwnania wartosci wyznaczonych w réznych eksperymentach stosowano
test 30, a nie test Fishera-Sndecora dla wariancji rezydualnej, co pozwolitoby na formalng
ocene istotnosci réznic w wartosciach parametréw termodynamicznych wyznaczonych za
pomocy kolejnych technik doswiadczalnych. Mam tez zastrzezenia dotyczace opisu procedury
analizy danych kalorymetrycznych oraz miareczkowari $ledzonych metodami optycznymi
(Flurescencja CD, MST). W obu przypadkach padaja nazwy uzytych programéw (NITPIC i
DynaFit), brak jest jednak ogélnych informacji dotyczacych parametryzacji zastosowanych w
tych programach algorytméw (np. jaka byta metoda optymalizacji parametréw — simplex,

najwigkszego spadku, czy sprzezonego gradientu?), co bardzo utrudnia przeprowadzenie
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analogicznych obliczerh przez osoby uzywajace innych programéw. A opisane przez
Doktorantke problemy w inicjalizacji parametréw oraz uzyskaniu zbieznosci algorytmu

$wiadczg, ze problem ten nie jest czysto akademicki.

Nie zgadzam sie¢ ze stwierdzeniem Doktorantki ,w przypadku modeli bardziej
skomplikowanych niz wigzanie o stechiometrii jeden, réwnania takie dajq sie wyprowadzi¢ tylko
przy zastosowaniu rozmaitych przyblizer”, ktére jest forma agitacji za uzyciem programu
DynaFit. Chciatem zwréci¢ uwage, ze analityczne wzory na pierwiastki réwnania trzeciego
stopnia, do ktérych prowadzi algebraiczna analiza uktadu o stechiometrii 1:2, zostaty
wyprowadzone przez Niccolo Tartagilie i pézniej opublikowane w przez Gerolamo Cardano w
1545 roku, a dla réwnania czwartego stopnia (stechiometria 1:3 lub 2:2) zostaty wyprowadzone
przez Lodovico Ferrari w 1540 roku. Twierdzenie Abela-Ruffiniego gtosi, ze dopiero dla
wielomianéw stopnia wyiszego niz 4 (stechiometria 1:4) nie istnieje ogélna metoda

algebraiczna wyznaczenia wartosci pierwiastkéw.

Zdumiewa mnie pominiecie przez Doktorantke testu F (Fishera), ktory jest powszechnie
stosowany nie tylko do wyboru lepszego z modeli, ale przede wszystkim do oceny, na ile
testowany model opisuje dane doswiadczalne. Szybka analiza wartoéci RSS z tabeli
przedstawionych w Zatgczniku Rozprawy pozwala domniemywaé, ze test F bytby rownie
skuteczny jak kryterium Akaike. Chciatem jednak przypomniec Doktorantce, ze kryterium
Akaike stosuje sig gtéwnie do oceny, czy testowany model nie zostat »Przeparametryzowany”,
a jego spetnienie nie gwarantuje, ze dany model jest poprawny. Jako przyktad mozina podac
funkcje F(t)=sin(wt), ktéra dla odpowiednio dobranej wartoéci w bedzie spetniaé¢ kryterium

Akaike dla serii danych ,,doswiadczalnych” o statej wartosci zero.

Duzy niedosyt budzi sposéb poréwnania danych uzyskanych za pomoca roznych technik
doswiadczalnych (np. CD, fluorescencja, MST), ktéry w zasadzie ogranicza sie do zestawienia
odpowiednich parametréw termodynamicznych w tabeli (np. Tabele 5.1.16, 5.3.5). A przeciez
(zgodnie z opisem Doktorantki) program DynaFit umozliwia globalng analize réznych typéw
danych. Mozna wigc pokusi¢ sie o wyznaczenie uniwersalnych wartoéci statych dysocjacji dla
poszczegdinych typédw kompleksow, a przy okazji stosujac test F przeprowadzi¢ formalng
analizg, na ile wyniki uzyskane z réznych eksperymentéw 53 ze soba zgodne. Nalezy zaznaczyé,

ze przy kazdej z uzytych metod do$wiadczalnych stosuje sie inne stezenie reagentdw. Spéjnosé



modelu dopasowanego do danych uzyskanych réznymi metodami bytaby wiec powainym

argumentem swiadczacym o poprawnosci zatozonego modelu reakcji.

Problem koncepcyjny stanowig wprowadzone przez Doktorantke lokalne wspédtczynniki
odpowiedzi. Rozumiem, ze to jest jedyny sposdb uwzglednienia niemozliwego do opanowania
procesu postepujacej dezaktywacji materiatu biologicznego. Jednak wydaje sie, ze zmiany
wartosci tych parametrow nie sg niezaleznie. Tak dla przyktadu, zgrubna analiza danych z tabeli

51.4 pokazuje, ie wartosci

Blic AFP.L->P.L.L i AFP.LL—>P.LLL s3 ze
0+
& sobg silnie skorelowane. Formalna
-100- ’f,q;ﬁ analiza wspétezynnikéw r(P,L) i r(P.L.L)
] =g :','./"// e zebranych w tabeli 7.1 (przedstawiona
200
250 F——<f—— s obok) dowodzi, e  wartosci
3 P Equati y=a+b*
-300 1 PI‘:;E'D (P.LL) wspotczynnikow odpowiedzi s do
-350 Intercep 60.02217 + 68.358 ol . . .
- Slope  5.43096 & 1.96516 siebie proporcjonalne. Nie dziwi to,
% = = gdyz we wszystkich stosowanych
r(P.L) przez Doktorantke technikach

odpowiedZ uktadu jest kombinacjg liniowg stezen poszczegblnych obiektéw. W tym
konkretnym przypadku wyniki analizy sugerujg takze, ze jedna z serii pomiarowych powinna
zosta¢ pominieta. Najprawdopodobniej moina wiec znaczaco ograniczy¢ ilos¢ takich
wspétczynnikéw, co niewatpliwie przyczynitoby sie do poprawy stabilnosci algorytmow

optymalizacyjnych.

Nie znalaztem takie préby analizy wptywu czasu na wartosci tych wspotczynnikéw, a
przeciez mozna oczekiwac, ze ich zmiany beda monotoniczne. Intrygujacym jest fakt, ze dane w
tabelach zawartych w Zataczniku Rozprawy nieznacznie odbiegajg od wartosci zebranych w
tabelach z gtéwnego tekstu (np. tabele 5.1.4 i 7.3). Przeprowadzona zostata natomiast
dtugofalowa analiza zmian wartosci statych dysocjacji zmierzonych dla kolejnych partii prébki
»starzejacego” sie biatka. Chciatem zwréci¢ uwage, ze opierajac sie na danych zebranych w
tabeli 8 mozna wykazac, ze np. wartosci kd1 s3 silnie skorelowane z warto$ciami kd2. Obecnos$¢
takiej korelacji sugeruje, ze dla wszystkich typdw miejsc wigzacych istnieje wspdlny mechanizm
dezaktywacji, a jako mozliwego kandydata wzkazatbym proces utleniania jednego z
aminokwaséw centrum wigzacego ligand. Hipoteza taka jest mozliwa do szybkiej weryfikacji za

pomocg LC-MS.



W tym miejscu muszg zaznaczyc, ze wigkszo$¢ moich uwag dotyczacych metodologii
analizy danych jest wysoce subiektywna i wynika z trzydziestoletniego doswiadczenia w
modelowaniu  rozmaitych proceséw. Oczywidcie nie neguje poprawnoéci analiz
przeprowadzonych przez Doktorantke, a chciatem jedynie wskazaé, ze przynajmniej niektére z

nich mozna byto przeprowadzi¢ w mniej sitowy sposéb.

W Rozprawie przedstawiona jest imponujaca liczba danych doswiadczalnych zebranych
przez Doktorantke. Co wigcej, udato sig jej potaczy¢ w spéjny system cztery odmienne metody
pomiarow biofizycznych (fluorescencja, dichroizm kotowy, izotermiczna kalorymetria
miareczkujaca oraz termoforeza mikroskalowa) z danymi biochemicznymi (pomiary kinetyki
reakcji enzymatycznej) i wszystkie wspélnie przeanalizowac je w kontekscie dostepnych danych
strukturalnych, w uzyskania ktérych takze brata udziat. Dowodzi to, ze mgr Marta Narczyk
biegle opanowata nowoczesne metody badawcze. Co wiecej, z powodzeniem udato sie Jej je
zastosowac do rozwigzania niezwykle trudnego problemu zwigzanego z kooperacjg miedzy
poszczegolnymi podjednostkami homooligomerycznego kompleksu enzymatycznego. Po
drodze musiata wypracowac sposéb pracy z materiatem biologicznym, ktéry z uptywem czasu
traci swojg aktywno$¢, a uzyskane wyniki pozwolity zaproponowaé model stopniowej
dezaktywacji heksamerycznej struktury enzymu. Uzyskane wyniki (szczegblnie metodologia)
moga w przysztosci utatwi¢ poszukiwanie inhibitoréw skierowanych przeciwko“ fosforylazom
nukleozydéw purynowych organizméw patogennych. Na zakoriczenie oceny chciatem

podkreslic, ze tre$¢ Rozprawy opiera sig na siedmiu bardzo dobrych publikacjach naukowych.

Wrtasnie z powodu wartosci naukowej przedstawionych badar uznaje, ze mimo
opisanych wczesniej brakéw edytorskich, przediozona praca spetnia formalne wymagania
okreslone w Ustawie z dnia 18 marca 2011 o stopniach naukowych i tytule naukowym w
zakresie stopnia doktora nauk fizycznych w dyscyplinie biofizyka. W zwigzku z tym wnosze
do Rady Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr Marty Matgorzaty

Narczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Zatacznik do Recenzji rozprawy doktorskiej mgr Marty Matgorzaty Narczyk pt.

»Biofizyczne podstawy dziatania fosforylazy nukleozydéw purynowych z E. coli -

mechanizm katalizy, zwiqzek migdzy funkcjq biatka a jego strukturg oligomeryczng”

Przyktady biedéw edytorskich/jezykowych znajdujacych sie w przedtozonej do oceny Rozprawie

e str.7 ,Mutujgc Asp204, Arg217 i Arg24 na alanine” zamiast ,,zamieniajgc” lub jeszcze

poprawniej ,wprowadzajqc mutacje powodujgcg zamiane”,

* str. 15 ,Badania stabilizacji termicznej biatka w obecnosci substratéw i produktéw” (podczas,

gdy bada sie stabilnosé termiczna),
e str. 17 ,struktura uzyskana z PEGu 4000”,

* str. 21, Niezwyktq cechq kompleksu 1k9s ...” (tutaj Autorka ma na mysli strukture dostepna w
bazie Protein Data Bank jako 1k93),

» str. 27 ,Jezeli zmiennym substratem byt nukleozyd ...” (substratem, ktérego stezenie byto

zmieniane ?77?)

» str.30 ,Probka ligandu zostata rozpuszczona w buforze z dializy” (podializacyjnym: wobec

ktérego prowadzono dialize biatka),

* str. 30 ,Zabieg ten miaf na celu gesciejsze przeprébkowanie poczqtkowego fragmentu

izotermy wigzania”,
e str. 31 ,Najlepsze dfugosci fal do obserwacji”,

e str. 32 ,przy szczelinach ustawionych na 5nm”,



str. 71 ,Nastawiono kilkanascie ptytek 24-dotkowych wokdt wyznaczonych w eksperymentach

przesiewowych warunkow”,

str. 87 ,Analiza ,zszytej” krzywej miareczkowania pokazata” (w tym wypadku zostata

przeprowadzona globalna analiza serii eksperymentdw),
str. 90, dwukrotnie ,wytworzyc wigzanie wodorowe” (raczej utworzyc),

str. 94. ,Ngjpierw wyznaczono czasy denaturacji obu biatek”, Nie wiadomo, co to jest czas

denaturacji, badana byta chyba szybko$¢ spontanicznej dezaktywacji probki biata

str. 96 ,,aminokwasy tworzgce wigzania wodorowe i mostki solne powinny zosta¢ zmutowane

na aminokwasy polarne” (raczej zamienione),
str. 87 ,,poniewaz biatko schodzito z kolumny znacznie wczesniej”,

str. 99 ,,uruchamiano algorytm fitujgcy”



