Krakéw, 18.05.2025 r.

Recenzja dorobku naukowego dr inz. Dominiki Bystranowskiej
w postepowaniu w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego
w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne

Recenzja zostata przygotowana na podstawie dostarczonych dokumentow.

Pani Dominika Bystranowska ukonczyta studia magisterskie
z biotechnologii na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej w 2007 roku,
gdzie nastepnie w 2013 r. uzyskata stopien doktora nauk chemicznych
w dyscyplinie Biotechnologia. Od 2012 roku pracuje na Wydziale Chemicznym tej
uczelni, przechodzac kolejne szczeble kariery akademickiej od asystenta do
adiunkta badawczo-dydaktycznego (od 2016 r.). Obecnie pracuje w Katedrze
Biochemii, Biologii Molekularnej i  Biotechnologii. Doswiadczenie
miedzynarodowe zdobyta podczas stazu podoktorskiego w Saint Louis University
School of Medicine (USA, 2014-2015).

Pani doktor inzynier Bystranowska w swoich pracach naukowych
koncentruje sie na poznaniu wifasnosci strukturalnych wybranych biatek by
zrozumie¢ molekularne podstawy ich funkcjonowania i lepiej okresli¢ ich role
w organizmie. Jest to ambicja wielu badaczy a typowa $ciezka wiedzie przez
rozwigzanie struktury przestrzennej biatek z rozdzielczosciag atomowa.
W przypadku tych biatek, ktérymi zajmowata sie habilitantka taka droga jest
niewtasciwa lub niemozliwa, gdyz biatka te nie posiadajg stabilnej struktury
przestrzennej. Zagadnienie staje sie wiec trudne do klasycznej analizy z zakresu
biologii strukturalnej. Zamiast struktury tychze biatek, z rozdzielczo$cig atomowg
mozna poznac jedynie ich fragmenty oraz pewne parametry strukturalne, ktére
opisujg ich stany konformacyjne lub tez ich dynamike. Praca z takimi biatkami,
okreslanymi jako Inherentnie Nieuporzadkowane (IDP, ang. Intrinsically
disordered proteins) lub zawierajgce rejony Inherentnie Nieuporzgdkowane
(IDRs, ang, Intrinsically disordered regions), jest wiec nie lada wyzwaniem dla
badaczy, nie ze wzgledu na duze trudnosci eksperymentalne - choc i te wystepuja
czesciej niz w przypadku biatek globularnych - ale ze wzgledu na powszechnie
wystepujace trudnosci w zrozumieniu znaczenia uzyskanych rezultatéow
w kontekscie funkcji tychze biatek.

Postepowanie habilitacyjne zostato oparte na dwdch cyklach prac
naukowych. Kazdy z nich zostat przedstawiony jako odrebne osiggniecie
sktadajgce sie z powigzanych ze sobg tematycznie prac badawczych. Pierwszy
zatytutowany zostat: Analiza zaleznosci struktura-funkcja nukleobindyny-2, biatka
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o wielu funkcjach. Drugi natomiast: Analiza struktury protrombiny
z wykorzystaniem technik badania pojedynczych czastek.

Pierwszy cykl sktada sie z pieciu prac badawczych i jednej pracy przeglgdowe;.

Habilitantka zainicjowata i opracowata koncepcje projektu poswieconego
badaniom nukleobindyny-2 (Nucb2) oraz jej produktdw proteolizy — nesfatyn-1, -
2 i -3. We wszystkich eksperymentach stanowigcych podstawe publikowanych
artykutéw petnita kluczowg, tgczaca funkcje, a poza rolg liderki badan sprawowata
takze opieke merytoryczng nad mtodszymi cztonkami zespotu.

Nukleobindyna-2 nalezy do biatek inherentnie nieuporzadkowanych.
Analiza bioinformatyczna pozwolita na wyodrebnienie szesciu elementéw, ktore
mozna uznaé, za odrebne funkcjonalnie: peptyd sygnatowy, region bogaty
w reszty Leucyny i Izoleucyny, rejon wigzgcy DNA, motyw dtoni EF, region bogaty
w aminokwasy kwasowe oraz motyw zamka leucynowego. Nukleobindyna-2
podlegajac funkcjonalnej endoproteolizie jest Zrodtem peptyddow okreslanych
jako nesfatyny z oznaczeniem 1, 2 i 3. Tylko pierwszy z tych peptydéw ma znang
funkcje biologiczng jakg jest hamowanie apetytu. Biatko to wystepuje zaréwno
w osrodkowym uktadzie nerwowym jak i w wielu innych narzadach organizmu, na
przyktad tkance ttuszczowej, watrobie, zotadku i ma zdolnos¢ przekraczania
bariery krew-mdzg. Oprdcz regulacji spozycia pokarmu i homeostazy glukozy jest
ona odpowiedzialna za regulacje emocji i odpowiedzi na stres. Wykazano
korelacje pomiedzy stezeniem nukleobindyny-2 i nesfatyny-1 z szeregiem
zaburzen psychicznych, ktére okazujg sie by¢ zalezne od ptci. Pojawiajg sie takze
badania swiadczgce o zaangazowaniu nesfatyny-1 w procesy biomineralizacji.
Szeroki wachlarz petnionych funkcji sktania wiec w sposdb dosy¢ jednoznaczny do
przypuszczen o dynamiczny charakter tego biatka umozliwiajgcy interakcje
z réznymi partnerami molekularnymi.

Habilitantka przeprowadzita szereg badan fizykochemicznych (pomiary
widm dichroizmu kotowego w gtebokim UV, monitorowanie wigzania ANS
z detekcjg  fluorescencyjng, monitorowanie wrazliwosci proteolitycznej,
ultrawirowanie analityczne metodg predkosci sedymentacji, czy monitorowang za
pomocg spektrometrii mas wymiany proton-deuter), ktdére potwierdzity
wystepowanie nieuporzgdkowania strukturalnego i duzej dynamiki struktury
biatka. Badania wskazaty, ze cechy te ulegajg jednak ograniczeniu pod wptywem
oddziatywania z jonami wapnia. Po utworzeniu kompleksu czgsteczka staje sie
bowiem bardziej zwarta, zawiera wiecej helis alfa i zmniejsza nieco swojg
tendencje do dimeryzacji, ktéra jest bardzo wysoka w formie apo. Uzyskane
rezultaty pozwolity takze na okreslenie lokalizacji tych zmian, ktdre okazaty sie nie
ogranicza¢ do motywéw dfoni EF - bezposrednio zaangazowanych w interakcje
z tymi jonami - ale obejmowaty znacznie szerszy obszar biatka. Stwierdzono takze,
ze zaobserwowane zmiany majg charakter specyficzny dla jonéw wapnia, gdyz
wigzanie podobnego chemicznie jonu — magnezu nie prowadzi do powstania
zmian o podobnym natezeniu. Co ciekawe w tym kontekscie — jak pokazaty



badania kalorymetryczne — wigzanie obu jondw moze efektywnie zachodzi¢ dla
ich fizjologicznych stezen.

Habilitantka wykazata takze, ze nukleobindyna-2, pomimo braku znanego
motywu rozpoznawania jondw cynku ma zdolno$¢ oddziatywania z tymi jonami.
Analiza uzyskanych rezultatéw pokazata, ze wigzanie to zachodzi nie w C-
koricowym rejonie biatka tozsamym z nesfatyng 3 — jak ma to miejsce dla jonéw
wapnia i magnezu, ale w rejonie N-koncowym tozsamym z nesfatyng 1.
Oddziatywanie to prowadzi do kilkuprocentowego wzrostu zawartosci struktur
helikalnych, czemu towarzyszy poczgtkowe rozluznienia struktury nukleobindyny-
2, a nastepnie do agregacji tego biatka. Znaczenie fizjologiczne tego oddziatywania
nie zostato poznane.

Zainteresowania badawcze habilitantki w dalszej mierze skupity sie na
badaniach dwdch fizjologicznych produktéow proteolizy nukleobindyny-2:
nesfatyny-1 i nesfatyny-2 oraz fragmentu stanowigcego ich potgczenie okreslonej
jako nesfatyna-1/2. Nesfatyna-1 okazata sie by¢ peptydem charakteryzujgcym sie
znacznie  wiekszym  stopniem  nieuporzgdkowania  niz  nesfatyna-2.
Nieuporzgdkowanie obserwowane dla nesfatyny-1/2 nie jest prostg sumg
obserwowanych dla jej elementéw sktadowych, dlatego wysnuto hipoteze, ze
nesfatyna-1 przyjmuje konformacje bardziej dynamiczng po odcieciu od
prekursora. Potgczenie jej z nesfatyng-2 narzucatoby pewne restrykcje
strukturalne, ktére po odcieciu tego fragmentu zwiekszatoby jego dynamike
prowadzgc do zwiekszenia dostepnej przestrzeni konformacyjnej, w konsekwencji
prowadzgc do zwiekszenia puli partneréow z ktérym ten peptyd moze oddziatywad.
Do puli tej nie mozna jednak zaliczy¢ nesfatyny-2, dla ktérej nie wykazano w tym
przypadku wystepowania interakcji. Efekt ograniczenia zmian konformacyjnych
nesfatyny-1 nie wynika wiec ze zdolnosci oddziatywania tych fragmentow
z nukleobindyng-2, ale z wigzania kowalencyjnego wystepujgcego pomiedzy nimi.

Zgodnie z oczekiwaniami fragmenty te nie oddziatywaty z jonami wapnia,
oddziatywaty za to z jonami cynku. Wigzanie tego jonu przez nesfatyne-1
prowadzito do zwiekszenia kompaktowosci tego peptydu i do jego dimeryzacji,
a dla nesfatyny-2 zwiekszenia nieuporzadkowania i pozostawato bez wptywu na
stan oligomeryczny. Co ciekawe dtuzszy fragment nesfatyny-1/2 nie zmieniat swej
dimerycznej formy pod wptywem jondéw cynku.

Habilitantka wykonata takze szereg analogicznych badan opartych na
kurzej nukleobindynie-2 i produktach jej proteolizy wskazujgc na wystepowanie
licznych podobienstw, ale tez istotnych réznic pomiedzy tymi homologami. Dla
obu form nukleobindyny-2 (ludzkiej i kurzej) wykazano tendencje do tworzenia
struktur amyloidowych pod wptywem wigzania jondw cynku, co w przypadku
cztowieka moze mie¢ duze znaczenie ze wzgledu na wystepowanie chordb
neurodegeneracyjnych.

Habilitantka poddata analizie takze trzeci produkt proteolizy
nukleobindyny-2: nesfatyne-3, ktéra zawiera motyw wigzania jonéw wapnia.



Okazato sie, ze oddziatywanie tego jonu ze wspomnianym fragmentem rdzni sie
W sposob istotny od jego oddziatywania z prekursorem. Nesfatyna-3 wigzac jon
wapnia strukturyzuje sie bowiem w sposdb istotny zwiekszajgc zawartosc helisy
alfa. Proces ten nie byt obserwowany dla biatka petnej dtugosci, biatka te rdznity
sie takze progiem stezenia jondéw wapnia, ktére hamowaty wrazliwosé
proteolityczng i wptywem obecnosci jondw dwuwartosciowych (Ca**, Mg**, Zn*)
na ich tendencje do oligomeryzacji.

Ztozonos¢ funkgcji fizjologicznych nukleobindyny-2 sktonita habilitantke do
zgtebienia jej roli w procesach nowotworzenia. Owocem tych dociekan jest
wspotautorska publikacja przeglagdowa, krytycznie syntetyzujgca wiedze
o dualnej, tkankowo specyficznej roli tego biatka w karcynogenezie.

Podsumowujac, habilitantka wniosta kompleksowy wktad w poznanie
budowy i funkcji nukleobindyny-2 oraz produktéw jej proteolizy: aktywnych
peptydéw — nesfatyn. Po pierwsze, opracowata wydajne procedury nadekspresji
i oczyszczania rekombinowanych form biatka, co otworzyto droge do badan
strukturalnych i funkcjonalnych. Po drugie, dowiodta, ze Nucb2 nalezy do biatek
z rejonami nieustrukturyzowanymi (IDRs): fragmenty odpowiadajgce nesfatynie-
1i-2 tworzg mozaike segmentéw uporzgdkowanych i gietkich, natomiast cze$é
nesfatyny-3 pozostaje nieuporzgdkowana. Tym samym wykazata, iz sama
nesfatyna-1 jest biatkiem zawierajgcym rejony inherentnie nieuporzgdkowane
(IDRs).

Kluczowym osiggnieciem bylo réwniez opisanie zaleznej od Ca%*
zmiennosci  konformacyjnej Nucb2, identyfikacja niekanonicznego miejsca
wigzania Zn?** w domenie nesfatyny-1 oraz szczegétowa charakterystyka interakcji
obu jondéw z nesfatyna-1 i nesfatyng-3. Badania te ujawnity ponadto gatunkowg
swoisto$¢ wigzania metali i zasugerowaty, ze Ca** i Zn** mogg regulowad proces
agregacji Nucb2 oraz nesfatyny-1. Habilitantka pokazata takze, iz proteoliza
prekursora nadaje izolowanym nesfatynom nowe cechy strukturalne
i funkcjonalne, odmienne od odpowiadajacych im odcinkéw w petnej dtugosci
biatku.

tacznie rezultaty te dostarczyly spdjnego obrazu mechanizmoéw metalo-
i strukturo-zaleznej regulacji Nucb2/nesfatyn, wyjasnity rdznice miedzy
prekursorem a peptydami efektorowymi oraz stworzyty solidne podstawy do
dalszych badann ich roli w homeostazie energetycznej i zaburzeniach
metabolicznych.

Drugi cykl obejmuje dwie prace badawcze, powstate chronologicznie
przed pierwszym cyklem i bedgce zwiericzeniem pobytu naukowego habilitantki
w zespole prof. Enrico Di Cery na Wydziale Medycznym Uniwersytetu Saint Louis.

Podczas tego pobytu pani doktor Dominika Bystranowska witgczyta sie
w prace dotyczgce badania struktury protrombiny oraz mezotrombiny, gdzie
w sposob kompleksowy (od planowania eksperymentdéw, poprzez ich wykonanie



i analize wynikdw) zajmowata sie wykorzystaniem niezwykle waznej
i nowoczesnej techniki wykorzystujgcej zjawisko FRET do badania pojedynczych
czgsteczek (smFRET) w jej najbardziej miarodajnej wersji: Forsterowski
rezonansowy transfer energii w pojedynczych czasteczkach z pulsowo
naprzemiennym wzbudzaniem (PIE-smFRET, ang: Pulsed Interleaved Excitation
single-molecule Forster Resonance Energy Transfer). Technika ta jest szczegdlnie
istotna w przypadku badania dynamicznych czgsteczek, gdyz umozliwia okreslenie
dystrybucji ich stanéw konformacyjnych, co jest niezwykle wartosciowym
i unikatowym rezultatem.

Protrombina jest kluczowym biatkiem w kaskadzie krzepniecia krwi, ktéra
podlegajac kolejnym etapom proteolizy ulega przeksztatceniu w mezotrombine
a nastepnie w trombine. Struktura przestrzenna tych biatek zawiera rejony
nieuporzadkowane i nie zostata wczesniej poznana. Prace badawcze habilitantki
miaty wiec na celu uzyskanie dynamicznego obrazu tych biatek i zagregowanie ich
ze statycznym obrazem poznanych wczesniej fragmentdow. Prace te wpisujg sie
wiec znakomicie w zainteresowania badawcze pani doktor Bystranowskiej
koncentrujgce sie wokét badania biatek zawierajgcych rejony nieuporzagdkowane.
Podczas prac habilitantka: przygotowata konstrukty genetyczne kodujace
protrombine i mezotrombine, ktére niosty mutacje umozliwiajgce podwdjne
znakowanie kowalencyjne i wprowadzajgce dodatkowe mutacje funkcjonalne;
wyprodukowata biatka w eukariotycznym systemie ekspresyjnym; oczyscita je;
wyznakowata fluorescencyjnie; wykonata pomiary w obecnosci réznych
inhibitorow tego enzymu a nastepnie zanalizowata rezultaty. Uzyskane wyniki
pozwolity na okreslenie dynamicznych stanéw konformacyjnych tych biatek,
poznania detali strukturalnych i okreslenia ich znaczenia w funkcjonowaniu
badanych biatek.

Opisane rezultaty uwazam za znaczgce w poznaniu funkcjonowania tych
biatek a udziat habilitantki w tych badaniach jako bardzo istotny.

Oprécz aktywnosci naukowych opisanych w dwdch cyklach prac
habilitantka uczestniczyta w innych projektach badawczych, ktére staty sie
podstawa dla dalszych czterech opublikowanych juz prac oryginalnych i jednej
pozostajgcej na etapie wydawniczym. W pracach tych habilitantka zajmowata sie
zastosowaniem specjalistycznej i bardzo wartosciowej, ale ze wzgledu na wysoki
koszt urzadzenia — dosy¢ rzadko stosowanej techniki hydrodynamicznej -
ultrawirowania analitycznego (AUC, ang Analytical ultracentrifugation).
W pracach tych badata biatka: GCEC i Transtyretyna, a takze syntetyczne peptydy
posiadajacych zdolnos¢ samoorganizacji indukowanej specyficznymi warunkami
Srodowiska. Swoje wyniki prezentowata tez na konferencjach krajowych
i zagranicznych.



Pani Bystranowska realizuje swoje badania naukowe w rodzimej
jednostce akademickiej, intensywnie wspodfpracujagc z wieloma grupami
badawczymi z Wroctawia, Warszawy, Poznania i Londynu.

Ze wzgledu na akademicki charakter zatrudnienia doktor Bystranowska
taczy dziatalnos¢ naukowg z obowigzkami dydaktycznymi. Na Politechnice
Wroctawskiej prowadzi m.in. zajecia InZynieria genetyczna w analityce
i diagnostyce, Biochemia — laboratorium oraz Biochemia z elementami chemii, do
ktérych opracowata obszerne materiaty dydaktyczne. Byta promotorka szesciu
prac magisterskich i szesnastu inzynierskich, a takze sprawowata opieke nad
dwoma doktorantami, w jednym przypadku jako promotor pomocniczy.

Pani Bystranowska angazuje sie w prace na rzecz spotecznosci
akademickiej, aktywnie wspierajac dziatalnos¢ organizacyjng katedry i wydziatu.
Kieruje obecnie Pracownig Ultrawirowania Analitycznego przy Katedrze
Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii, wspdtorganizowata drugi
miedzynarodowy Congress Bio (2016), a w latach 2021 i 2023 petnita funkcje
cztonka komitetu naukowego konferencji ChemBiotlC. Nalezy do Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego i Polskiego Towarzystwa Biofizycznego, a od 2017
r. zasiada - obecnie trzecia kadencje - w Radzie Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskie;j.

Dr inz. Anna Bystranowska od lat popularyzuje nauke: organizuje
i prowadzi pokazy chemiczne dla uczniéw w ramach Dolnoslgskiego Festiwalu
Nauki oraz Nocy Politechniki, a wraz z doktorantami opublikowata w krajowym
czasopismie artykut przyblizajgcy role nukleobindyny-2 w karcynogenezie.

Prace badawczg i dydaktyczng dr inz. Anny Bystranowskiej uhonorowano
dwukrotnie nagrodami PRIMUS - za znaczacy aktywnos$¢ naukowg (publikacje
z 2020 r.) oraz za najwyzej punktowang publikacje uczelni (2022 r.) - a takze
Nagrodg Rektora Politechniki Wroctawskiej za wyrdzniajgcy wktad w rozwdj
uczelni (2023 r.)

Parametry bibliometryczne habilitantki nie sg szczegdlnie wysokie, co
moim zdaniem wynika z faktu, ze podejmowana przez nig tematyka wykracza
poza gtdwny nurt najintensywniej eksplorowanych badan. Nie umniejsza to
jednak w zaden sposdéb wartosci i jakosci prowadzonych prac, ktére oceniam jako
wysokie. Warto podkreslié, ze artykuty sktadajgce sie na oceniany dorobek ukazaty
sie w renomowanych czasopismach o wysokich wspdtczynnikach wptywu (IF),
dlatego mozna spodziewac sie, ze w najblizszym czasie — mimo niszowej
specjalizacji — liczba cytowan oraz indeks Hirscha bedg rosty.



Podsumowanie

Tematyka publikacji pani dr inz. Dominiki Bystranowskiej - obejmujacych
dwa wyodrebnione cykle tematycznie powigzanych artykutdw oraz prace
pozostate - koncentruje sie na zagadnieniach biochemicznych, dzieki czemu
doskonale wpisuje sie w dziedzine i dyscypline, w ramach ktérych habilitantka
ubiega sie o stopien doktora habilitowanego.

Wszystkie prace ukazaty sie w renomowanych, recenzowanych
czasopismach, a ich poziom naukowy zostat pozytywnie zweryfikowany juz na
etapie procesu wydawniczego. Nie budzg one moich zastrzezen; przeciwnie,
stanowig przyktady bardzo dobrych, odkrywczych i wnikliwych badan z pogranicza
biochemii i biofizyki.

Pani dr inz. Dominika Bystranowska wniosta znaczacy, okreslony wkfad
w kazdga z publikacji, co potwierdzajg oswiadczenia wspdtautordéw. Jej osiggniecia
bez watpienia poszerzajg istniejgcg wiedze i stanowig istotny wktad w rozwdj
dyscypliny.

Habilitantka prowadzi badania naukowe, efektywnie wykorzystujac
zaplecze swojej macierzystej jednostki i wspotpracujgc z licznymi os$rodkami
w kraju oraz za granicg; ponadto realizowata projekty badawcze podczas
dtugoterminowego stazu w jednym z czotowych osrodkéw naukowych w USA.

Whiosek koncowy

Uwazam, ze pani doktor inzynier Dominika Bystranowska, spetnia
wszystkie wymogi okreslone w art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Popieram zatem starania o nadanie jej stopnia doktora habilitowanego
w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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