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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Joanny Malgorzaty Krasowskiej

Pani mgr Joanna Matgorzata Krasowska przedstawita do oceny rozpraw¢ doktorska pod
tytulem ,,Badania metodami biofizycznymi procesu przyjmowania struktury natywnej i wlasciwosci
biatek z rodziny GFP”, wykonana w Zakladzie Biofizyki Instytutu F izyki Doswiadczalnej Wydziatu
Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, pod kierunkiem dr hab. Beaty Wielgus-Kutrowskie;.

Praca doktorska jest oparta na materiale badawczym zawartym w pieciu artykutach,
opublikowanych w latach 2010-2021 i jednym manuskrypcie w przygotowaniu. Doktorantka jest
pierwszg autorkq w czterech sposrod tych artykutéw. Praca, napisana w jezyku polskim, ma charakter
rozprawy w ukfadzie klasycznym, zawierajac kolejno Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki,
Podsumowania i Bibliografia, poprzedzone zwigztym Streszczeniem.

Tytul rozprawy precyzyjnie opisuje jej tre$¢, przedstawiajac obiekty pracy — rodzing GFP
(zielonych bialek fluorescencyjnych), przedmiot badan — proces ich zwijania do struktury natywne;j
oraz metodologi¢ — metody biofizyczne. Wstep, liczacy 32 strony, rozpoczyna si¢ od podania
definicji biofizyki, jako dziedziny badan proceséw zyciowych metodami fizykochemicznymi, a
nastgpne jego czgsci po$wigcone sg opisowi zjawiska fluorescencji, wraz z krétkim oméwieniem
znacznikow fluorescencyjnych, nastepnie elementarnemu oméwieniu whadciwosci biatek, ze
szczeg6lnym naciskiem na zjawiska ich zwijania i agregacji, a na koniec opisowi rodziny GFP, wraz
z mechanizmem powstawania szczegolnego fluoroforu tych biafek i przedstawieniem aktualnego
stanu wiedzy na temat ich zwijania i agregacji. Opis ten uwzglednia biatko dzikie i jego najwazniejsze
mutanty o wtasciwosciach uzytkowych. Wstep napisany jest w sposéb wywazony: zawiera niezbedne
minimum informacji ogélnych, ale tam, gdzie bedzie to potrzebne dla wprowadzenia czytelnikow w
zagadnienia badan wilasnych, takich jak mechanizm i kinetyka procesu zwijania bialek GFP,
Doktorantka ptynnie przechodzi do opiséw szczegélowych, nie tracagc przy tym plynnosci i
klarownosci narracji. Drobiazgowo opisany jest problem licznych $ciezek zwijania biatka (lub
licznych koncepcji na ten temat). W ostatniej cze$ci wstepu Autorka wskazuje na luki w

dotychczasowym opisie agregacji GFP. Wstep jest adekwatnie zilustrowany, a rysunki wlasne
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Autorki sa bardzo starannie dopracowane rowniez pod wzglgdem wizualnym. Nie mam uwag
krytycznych do tej czgséci rozprawy.

Nastepnie, na str. 46 znajduje si¢ jednostronicowy rozdziat Cel Pracy. Doktorantka wymienia
w nim szereg aspektow badan nad procesem zwijania bialek GFP, ktore jej zdaniem nie zostaly
dostatecznie zbadane 1 na tej podstawie formutuje pig¢ pytan konstytuujacych cel i plan swoich badan.
Dotycza one zwijania biatka de novo (w odroznieniu od drobiazgowo zbadanego uprzednio
refoldingu), zwigzkow migdzy zwijaniem i agregacjg biatka, a takze potencjalnej funkcji
fotoochronnej GFP. Uwazam takie zwigzte i precyzyjne potraktowanie celu rozprawy za wzorcowe.

Kolejng czgscig rozprawy jest opis wykorzystanych przy jej realizacji materiatow i
zastosowanych metod badawczych. Sg to kolejno nadekspresja i oczyszczanie wykorzystywanych
wariantow biatek EGFP z E. coli, doboér Srodowisk reakcji, a dalej podstawowy opis metod
badawczych: spektroskopii absorpcyjnej i emisyjnej w zakresie UV-vis, dichroizmu kolowego,
ultrawirowania analitycznego, techniki zatrzymanego przeptywu oraz spektroskopii EPR. Nastepnie
Doktorantka zamieszcza protokoly poszczegolnych eksperymentéw. Sa one przedstawione w sposob
narracyjny, z wyjasnieniem przyczyn przyjecia kluczowych decyzji technicznych, a w przypadku
badan EPR rowniez zilustrowane schematami tworzenia trwalych rodnikéw, wykrywanych ta
metoda. Ostatnim podrozdzialem czg¢$ci Materialy i Metody jest opis wykorzystanych technik analizy
danych. Rowniez ta czg¢$¢ rozprawy znakomicie spetnia swdj cel, czyli umozliwienie powtdrzenia
opisywanych eksperymentéw. Oceniam jg jako ponadprzecietna, ze wzgledu na doktadne
przedstawienie przyczyn wykorzystania takich a nie innych metod 1 protokotéw. Znacznie ulatwi to
nastgpcom kontynuacj¢ 1 dalszy rozw6j opisywanych badan.

Od str. 70 rozprawy zaczyna si¢ jej czg$¢ glowna — Wyniki, ktora zawiera rowniez dyskusje
otrzymanych danych. Zastosowano przyjazna dla czytelnika struktur¢ opisu, z czgstkowymi
podsumowaniami i interpretacjami wynikow, zamieszczonymi po kazdej serii eksperymentalne;.
Doktorantka rozpoczyna opis eksperymentéw od badan stanu réznych wariantow EGFP w pH 1 iw
poblizu tej wartodci. Celem tych badan, wykonanych za pomoca spektroskopii elektronowych i
ultrawirowania, bylo ustalenie odpowiednich warunkéw startowych dla eksperymentow
zatrzymanego przeptywu z uzyciem skoku pH. Autorka potwierdzita shuszno$¢ wyboru pH 1, jako
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srodowiska wymuszajacego najmniejsza mozliwg zawarto$¢ elementow drugorzedowych struktury.
Bardzo ciekawym wynikiem bylo stwierdzenie za pomoca ultrawirowania duzej zawartosci
zagregowanych form bialka w preparatach o nienatywnej strukturze. Zjawisko to nie byto widoczne
dla innych zastosowanych technik badawczych.

Badania kinetyki proceséw zwijania i rozwijania EGFP Doktorantka rozpoczeta od
cksperymentoéw rozwijania natywnie zwinigtego biatka z chromoforem przez skok pH od 8 do 1.
Proces ten byl do$¢ szybki, o charakterze monoeksponencjalnym. Nastepnie zbadala proces
odwrotny, zwijajac warianty EGFP z utworzonym 1 nieutworzonym chromoforem przez skok pH od
1 do 8. Zgodnie z przewidywaniami opartymi na danych literaturowych, ten proces jest znacznie
bardziej skomplikowany. Autorka wstgpnie wyréznita w nim cztery skale czasowe w zakresie od
milisekundowej do minutowej/godzinowej. Wykazata tez réznice w zachowaniu probek o réoznych
stezeniach, co doprowadzito do wniosku o istotnej roli agregacji biatka EGFP w procesie refoldingu.
Z uwagi na ewidentng separacj¢ czasowg procesu tworzenia struktury bialka i duzo wolniejszego
dojrzewania chromoforu, pomiary zatrzymanego przeptywu zostaly uzupelnione o obserwacje
wykonane z uzyciem recznego mieszania probki 1 detekcji sygnatow fluorescencyjnych w okresie do
12 h. W ten sposob Autorka uzyskata drobiazgowy opis ilosciowy poszczegolnych aspektow procesu
zwijania, przedstawiony w formie tabel czasow charakterystycznych dla poszczegélnych form biatka
i aspektow procesu. Zaobserwowata réwniez rozbieznos¢ miedzy dwiema metodami swoich badan,
mianowicie proces eksponencjalnego wzrostu fluorescencji aminokwasow aromatycznych EGFP byt
jak gdyby dostosowany do metody — tzn. w eksperymentach zatrzymanego przeptywu nasycat si¢ w
czasie 100-krotnie krotszym, niz podczas eksperymentéw wykonanych w spektrofluorymetrze.
Autorka wykonala szereg badan kontrolnych procedur mieszania probki — najbardziej jej zdaniem
roznicujacych te eksperymenty, ale nie znalazla przyczyny rozbieznosci. Wydaje mi si¢, ze
alternatywna przyczyna moze by¢ duzo wigkszy kontakt biatka z powierzchniag w mikserze aparatu
stopped-flow. Mozna spekulowag, a nawet sprawdzi¢ cksperymentalnie, czy przejéciowa adsorpcja
niezwinietego, lub czesciowo zwinigtego biatka EGFP na powierzchni metalicznej (lub jakiejkolwiek
innej), albo chocby zderzenia z t3 powierzchnig, nie pozwalaja na mechanochemiczng konwersj¢
energii i przeskoczenie barier energetycznych w procesie zwijania.
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W kolejnej czgéci rozprawy Doktorantka wykorzystata oméwione wyniki do§wiadczalne dla
wariantow EGFP, wraz z danymi literaturowymi, do zbudowania modeli zwijania de novo i
ponownego zwijania bialek GFP, poszerzonego o proces agregacji. Modele te, przedstawione na
Schemacie 4, s3 logiczne i dobrze osadzone w danych do$wiadczalnych. Bardzo waznym wnioskiem,
plynacym z tej czgéci badan jest konieczno$é monitorowania agregacji bialek GFP, w tym biatek
fuzyjnych, zawierajacych GFP, dla uniknigcia nieprzyjemnych, a nawet potencjalnie zabdjczych
artefaktéw doswiadczalnych.

Idac tym tropem, w nastgpne;j czedci wynikow rozprawy, Autorka zastosowala ultrawirowanie
analityczne z detekejg fluorescencyjng i absorpeyina do zbadania zwigzku migdzy agregacja biatka
EGFP zwijanego de novo i jego zdolnoscig do utworzenia konformacji natywnej z dojrzalym,
funkcjonalnym chromoforem w tym procesie. W tych badaniach uzyskata bardzo Jjednoznaczny
wynik, $wiadczacy o tym, ze agregujg praktycznie wylacznie formy niezawierajgce chromoforu,
natomiast ich udziat w catoéci produktu procesu zwijania de novo jest znaczny. Wynik ten, wedhug
stwierdzenia Doktorantki, z ktérym sie w pelni zgadzam, ma duze znaczenie praktyczne, gdyz tworcy
1 uzytkownicy fuzyjnych znacznikéw fluorescencyjnych z rodziny GFP moga znacznie
przeszacowywac ich ilo$¢. Niestety forma prezentacji danych na Rys. IV.1l. nie pozwala
recenzentowi na docieczenie, jaki wlasciwie procent catoéci biatka ulegl agregacji w przedstawionym
eksperymencie.

W kolejnym rozdziale Doktorantka zmierzyta si¢ z zagadnieniem dojrzewania chromoforu
biatka GFP, wykorzystujac do tego celu mutant S65T-GFP i jego nieswiecgcy odpowiednik z
dodatkowa mutacja G67A. Korzystajac ze specyficznych zmian masy biatka, towarzyszacych
procesowi tworzenia chromoforu, postanowita zweryfikowaé proponowane w literaturze warianty
kolejnosci etapéw (utleniania i dehydratacii). Eksperyment, oparty na trawieniu biatek papaing i
analizie zbioru peptydéw pochodnych, nie dat w petni jednoznacznych wynikéw, w pewnej mierze z
powodu probleméw eksperymentalnych. Wykryto jedynie produkt o masie —18 Da, co sugeruje
sciezkg dojrzewania, w ktorej dehydratacja poprzedza utlenianie chromoforu, przynajmniej dla wersji
S65T. Ciekawe tu bytoby poréwnanie z innymi wariantami GFP. Byé moze mozliwe w chwili

obecnej bytby technicznie mozliwy pomiar masy catego bialka z wymagana rozdzielczoscig?
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W przedostatniej czgsci wynikow rozprawy Doktorantka zajeta sie odpowiedzig na pytanie,
czy chromofor obecny w biatku EGFP moze petni¢ funkcje fotoochronng. Kwestie te podjeta w
kontekscie doniesien literaturowych, wskazujacych, Zze pewne biatka z szeroko pojetej rodziny GFP
mogg peni¢ takg funkcje in vivo, a pewne warianty syntetyczne moga fotokatalitycznie generowaé
toksyczne wolne rodniki tlenowe. W tym celu postuzono sie¢ stabilizacja wolnych rodnikéw za
pomoca putapek spinowych i detekcji EPR trwatych rodnikow. Stwierdzono, ze EGFP nie generuje
rodnikow pod wplywem swiatta, natomiast ma istotng zdolnos¢ do dezaktywacji tlenu singletowego
i rodnikéw ponadtlenkowych, wytwarzanych fotochemicznie w ukladzie eksperymentalnym.
Procesowi temu towarzyszy fotowygaszanie chromoforu EGFP, co potwierdza jego funkcje
fotoochronng.

Ostania czg§¢ wynikdw rozprawy poswigcona zostata zastosowaniu mutantow
monocysteinowych C48S i C70S do badania procesu zwijania EGFP. Stanowig one bardzo dogodne
modele badawcze, gdyz wymienione reszty Cys nie tworzg mostkow disiarczkowych, a wiec jak
stwierdza Doktorantka, mozna probowa¢ modyfikowaé¢ je za pomocg znacznikéw spinowych czy
fluorescencyjnych, lub w inny sposob, na przyktad przez ,,prawie izostrukturalng” zamiang Cys na
Ser. Oba mutanty otrzymano za pomoca nadekspresji w E. coli, a nastgpnie zbadano ich wlasciwosci
spektroskopowe i odporno$¢ na denaturacjg. Stwierdzono, ze mutant C48S zachowuje si¢ podobnie
do biatka natywnego, natomiast mutant C70S jest mniej odporny na denaturacje z powodu zaburzenia
struktury trzeciorzgdowej. Wskazane jest zatem rozwijanie technik badawczych w oparciu o analogi
podstawione na reszcie Cys48, ktora jest mniej istotna dla stabilno$ci biatka EGFP.

Rozprawe wieficzy trzystronicowe Podsumowanie, w ktorym Autorka przypisuje
zaprezentowane w rozprawie wyniki do poszczegdlnych publikacji, a takze zwiezle i klarownie
podsumowuje swoje dokonania, oméwione powyzej, na pierwszy plan wysuwajac swoje pionierskie
badania wzajemnych zwigzkow zwijania i agregacji biatek z rodziny GFP i mozliwej interferencji
poszczegblnych etapow tych proceséw z zastosowaniami praktycznymi tych biatek. Rozprawa

opatrzona jest wyczerpujaca bibliografia, liczacg blisko 300 pozycji.
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Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, Ze, co oczywiste przy pracach wieloautorskich, niektore
eksperymenty przedstawionych w doktoracie zostaly wykonane przez wspoétpracownikow.
Doktorantka kazdorazowo precyzyjnie opisata ten wklad. Mnogo§¢ zastosowanych i spdjnie
wykorzystanych metod eksperymentalnych jest imponujgca. Niemniej, biorgc réwniez pod uwage
fakt, ze niektére wyniki badawcze zostaly opublikowane nieco dawniej, w tym w latach 2011 1 2014,
chciatbym poprosic¢ o komentarz, czy i o jakie obecnie dostgpne techniki Doktorantka rozszerzytaby
swoje badania, gdyby bylo to mozliwe.

Aspekt graficzny i1 poziom edytorski rozprawy sa znakomite. Rownie dobry jest styl.
Rozprawe czyta si¢ z fatwoscig, nie gubiac, skadingd zawitych, watkéw narracji.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska p. mgr Joanny
Matgorzaty Krasowskiej spelnia wymogi, stawiane przed rozprawami doktorskimi przez art. 186 1
187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego. Pragne rowniez wnie$¢ o wyroznienie tej rozprawy.
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