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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Joanny Malgorzaty Krasowskiej
pt. ,Badania metodami biofizycznymi procesu przyjmowania struktury
natywnej i wlasciwosci biatek z rodziny GFP”

Wedlug mojej subiektywnej opinii, biatko zielonej fluorescencji (GFP, green
fluorescence protein, ang.) znajduje sie na czotowych miejscach rankingéw liczby
prac badawczych dedykowanych biatkom, relatywnie w stosunku do ich abundanciji
w biosferze. Ta szczegolna pozycja GFP nie wynika, moim zdaniem, z chwilowej
mody, ale ze szczegdlnej roli jaka odgrywa to biatko w badaniach z zakresu biologi
molekularnej, biologii funkcjonalnej oraz bio-obrazowania, bez wzgledu na
umiejscowienie badanych organizméw na osi ewolucji biologicznej. Wobec tak
znacznej liczby projektow badawczych zwigzanych bezposrednio bgdz posrednio
z GFP zdumienie budzi¢ moze fakt, iz tak wiele podstawowych pytan natury
poznawczej zwigzanych z funkcjonowaniem tego biatka pozostaje otwartych
i oczekuje na wyjasnienie. Wsrod tych zagadnien znajdujg sie te dotyczgace procesu
fatdowania sie biatka do struktury natywnej, przebiegajgcego przez etapy

prowadzagce do formowania sie aktywnego chromoforu odpowiedzialnego
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bezposrednio za emisje zielonej fluorescencji. Tym wiasnie zagadnieniom
po$wiecona zostata, miedzy innymi, praca doktorska pani mgr Joanny Krasowskiej.
W Swietle zarysowanych powyzej rozwazan, postrzegam wigc przedmiotowa
rozprawe doktorskg nie tylko jako bardzo aktualng, ale rowniez wazng oraz

interesujgaca.

Praca doktorska pani mgr Joanny Matgorzaty Krasowskiej wykonana zostata
w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej na Wydziale Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem pani dr hab. Beaty Wielgus-
Kutrowskiej. Rozprawa doktorska zredagowana zostata w jezyku polskim, na 152
stronach standardowego maszynopisu, w oparciu o typowa, optymalng w moim
odczuciu strukture. Po spisie tresci, streszczeniu, zestawieniu oryginalnych publikacji
Doktorantki oraz wykazie gtéwnych, stosowanych w obrebie rozprawy skrotow,
zamieszczony zostat rozdziat |. pt. ,Wstep”. Wedtug koncepcji Autorki, ta czes¢
rozprawy stata sie miejscem prezentacji wiedzy podstawowej z zakresu stosowania
znacznikéw fluorescencyjnych oraz biofizyki biatek. W petni zrozumiatym jest fakt, iz
poczesne miejsce w tych opisach znalazty zagadnienia zwigzane bezposrednio z
biatkiem GFP, wsréd nich zas te wskazujgce na otwarte problemy poznawcze. Cele
pracy doktorskiej, zarowno te strategiczne jak i czastkowe, sformutowane zostaty w
ramach krotkiego, jednostronicowego rozdziatu Il. Rozdziat Ill. pt. ,Materiaty i
metody” poswiecony zostat szczegdtowej prezentacji zagadnien metodycznych
zwigzanych z realizacjg zadan eksperymentalnych projektu doktorskiego, wérod nich
specyfikacji odczynnikéw chemicznych, zagadnieniom zwigzanym z ekspresja oraz
oczyszczaniem biatek zrodziny EGFP oraz metodom badawczym i technikom
instrumentalnym. W tym miejscu swojej analizy, chciatbym zwroci¢ szczegodlng
uwage na rozbudowang metodologie oraz stosowanie wielu zaawansowanych
technik badawczych umozliwiajacych na formutowanie $miatych wyzwan
poznawczych i pozwalajgcych oczekiwa¢ precyzyjnych odpowiedzi. W gronie tych
technik wymieni¢ mozna ultrawirowanie analityczne, spektroskopie fluorescencyjna,

metode zatrzymanego przeptywu, badanie bezpromienistego transferu energii



wzbudzenia elektronowego, metode dichroizmu kotowego oraz metode znacznikow
spinowych EPR. Rozdziat IV pt. Wyniki" zredagowany zostat w oparciu o
podstrukture sekcji, w ramach ktérych przedstawione zostaly szczegotowo petne
opisy kolejnych realizowanych zadan badawczych projektu doktorskiego. Kazdy z
takich podrozdziatéw Opatrzony zostat stosownym wprowadzeniem, zawiera
obszerng prezentacje wynikéw pomiaréw oraz ich interpretacje i dyskusje. Cennym,
W moim odbiorze, zabiegiem wptywajacym na porzadkowanie rezultatow
czgstkowych oraz pozytywny odbiér catosci rozprawy bylo opatrzenie
poszczegdinych podrozdziatéw paragrafem podsumowujgcym. Wsrad zasadniczych
zadar badawczych projektu doktorskiego, opisanych w ramach rozdziatu IV. znalazty
sig: analizy procesu zwijania de nowo i powtérnego zwijania biatka EGFP oraz
towarzyszacego zjawiska formowania agregatow biatkowych, badania mechanizmu
formowania chromoforu, analiza fotoochronnej aktywnosci biatka EGFP oraz
aktywno$¢ badawcza ukierunkowana na opracowanie mutantow jednocysteinowych
biatka EGFP. Rozprawe zamyka rozdziat V. pt. ,Podsumowanie” oraz zestawienie
cytowanego pismiennictwa w ramach rozdziatu zatytutowanego ,Bibliografia”. W petni
zgadzam sie z Doktorantka w zakresie wskazania najwazniejszych osiggnieé pracy
doktorskiej, zestawionych w ramach rozdziatu V. Osobiscie, moje zainteresowanie

oraz uznanie wzbudzity w szczegéinosci:

1. wyniki wskazujgce na szlaki faldowania biatka EGFP, rézne w przypadku
pierwotnego i wtérnego zwijania,

2. wyniki umoZzliwiajgce doprecyzowanie etapow formowania chromoforu,

3. wyniki badan rzucajgce $wiatto na mozliwe funkcje fizjologiczne biatka
GFP,

4. dziatania, ktére doprowadzity do opracowania dwoéch nowych mutantow
cysteinowych biatkka EGFP, z uwzglednieniem perspektywy ich
wykorzystania badawczego.

Poza bardzo wysokg wartoscig merytoryczng pracy doktorskiej pani mgr
Joanny Krasowskiej chciatbym dodatkowo zwrocié uwage na jej bardzo wysoki



poziom edytorski, zaréwno w aspekcie precyzji tekstu jak i jakosci grafik.

Analizowana rozprawa doktorska jako opracowanie bardzo obszerne,

wieloaspektowe i interesujgce, rodzi réwniez pytania natury poznawczej. Niektore

z nich pozwole sobie sformutowa¢ ponizej:

s

Metoda okreslania struktury drugorzedowej biatka EGFP na podstawie analizy
widm CD w obszarze dalekiego nadfioletu dostarcza precyzyjnych informacji
w zakresie formowania struktur helikalnych, beta-kartki oraz zakretoéw i wstazek,
na réznych etapach procesu denaturacji oraz faldowania biatka. Jednoczeénie,
jak wynika z Tabeli Il. na str. 77. blisko potowa struktur specyfikowanych w
ramach kolumny zatytutowanej ,pozostate” pozostaje nieokreslona. Ciekaw
jestem czy wtej puli znajdujg sie réwniez agregaty biatkowe? Ciekaw jestem
réwniez, czy dodatkowe zastosowanie analizy pasma amid | w ramach
spektroskopii FTIR badz rozpraszania Ramana mogtoby by¢ zrédiem bardziej

precyzyjnych informaciji dotyczacych formowania agregatow biatkowych?

Jeden ze sposobéw monitorowania kinetyki zmiany struktur biatkowych bazowat
na pomiarach rozpraszania Swiatfa typu Rayleigha przy 640 nm. Wobec faktu, iz
ten rodzaj rozpraszania zalezy od diugosci fali Swiatta w potedze 4., spodziewac
sie mozna bardziej wyrazistego efektu w obszarze bardziej krotkofalowym.
Z drugiej strony, spodziewam sig, iz przeszkode stanowi¢ tu moze emisja
fluorescencji. Ciekaw jestem czy podejmowane byty proby analizy sygnatu

rozpraszania $wiatta w obszarze spektralnym ponizej 600 nm?

Bardzo interesujace wydajg mi sie poréwnawcze zestawienia zaleznosci
kinetycznych opierajacych sie na réznych zjawiskach fizycznych i prezentowane,
na przyktad, w ramach Rys. IV.8 na str. 91. Bardzie] szczegobtowa analiza

poréwnawcza wydaje sie wskazywa¢ na swoisty ,uskok” w intensywnosci



fluorescencji aminokwaséw aromatycznych, obserwowany po ok. 1 godzinie
inkubacji, ktéremu nie odpowiadajg zmiany w pozostatych prezentowanych
kinetykach. Ciekaw jestem jaki moze by¢ mechanizm prowadzacy do takiej

nietypowej kinetyki zmian?

4. Ciekawymi i waznymi wydajg mi sie rowniez wyniki wskazujace na fotoochronna
aktywnos¢ biatka EGFP, polegajgca na wymiataniu reaktywnych form tlenu. Efekt
ten zaprezentowany zostat dobitnie w oparciu o wyniki analiz znacznikow
spinowych EPR. Z drugiej strony, obserwowane obnizenie intensywnoéci sygnatu
fluorescencji EGFP w warunkach ekspozycji na reaktywne formy tlenu (Rys.
IV.19, str. 122) zwiazany by¢ moze z fotowygaszaniem fluoroforu ale réwniez z
jego wybielaniem na drodze chemicznego utleniania. Ciekaw jestem, czy byta

podejmowana préba rozréznienia tych mechanizmoéow?

Kdnkluzfa

Formutujac konkluzje chciatbym stwierdzi¢, iz pani mgr Joanna Krasowska
przedstawita bardzo wartoSciowa rozprawe doktorskg, opierajgcg sie na wynikach
precyzyjnie zaprojektowanych oraz przeprowadzonych z duzag starannoscig prac
eksperymentalnych. Uzyskane wyniki poddane zostaly szczegétowej analizie oraz
wieloaspektowej dyskusji w oparciu o najbardziej aktualne pozycje pismiennictwa, co
pozwala wnioskowac o erudycji Doktorantki i jej doskonatym warsztacie naukowym.
Doktorantka jest wspotautorka pieciu artykutdbw naukowych $cisle powigzanych
z tematyka rozprawy oraz wynikéw stanowigcych podstawe kolejnego artykutu,
bedgcego na etapie przygotowania.

Moim zdaniem, przedstawiona przez panig mgr Joanne Krasowskg rozprawa
doktorska zawiera rozwigzania szczegoélnie aktualnych, wysoce interesujgcych oraz
bardzo waznych probleméw naukowych, wnosi do nauki S$wiatowe] znaczacy postep,

spetniajgc tym samym wymagania stawiane w postepowaniach doktorskich, czyniac



zado$¢ warunkom okreslonym w art. 187. Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r., poz. 478 z pOzniejszymi zmianami).
W zwigzku z powyzszym, uprzejmie wnosze o dopuszczenie pani mgr Joanny
Krasowskiej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego, w szczegolnosci do
publicznej obrony.

W mojej opinii, bardzo wysoki poziom wyzwan poznawczych przedmiotowej
pracy doktorskiej, jako$¢ merytoryczna przeprowadzonych badan, znaczny zakres
warsztatu badawczego, od zagadnien zwigzanych z biologig molekularng do
spektroskopii molekularnej oraz ranga uzyskanych wynikéw pozwalajg dodatkowo
sgdzi¢ o tej pracy jako o wyrézniajgcej. W zwiazku z powyzszym, skiadam rowniez

wniosek o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia przedtozonej mi do oceny rozprawy.
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