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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Aleksandry Ferenc-Mrozek,
zatytulowanej ,,Zastosowanie wybranych metod fizyki i biologii molekularnej w bada-
niach struktury i oddzialywan bialek z rodziny DcpS”

Praca doktorska pani mgr Aleksandry Ferenc-Mrozek ma uktad typowy dla prac dok-
torskich: rozpoczyna si¢ streszczeniem i rozbudowanym wstepem, po ktorych nastgpuje przed-
stawienie celow pracy oraz stosowanych metod. Osobne dwa rozdziaty pos§wigcone zostaly wy-
nikom badan wilasnych. Doktorantka zdecydowata si¢ na rozdzielenie badan wptywu etykiety
histydynowej na aktywno$¢, strukture i stabilno$¢ badanych enzyméw, oraz badan dotyczacych
biofizycznej charakterystyki procesu agregacji badanych biatek. Kazda cz¢s¢ ma wydzielone
whnioski i dyskusje. Rozprawa zakonczona jest rozdzialem Podsumowanie, tagczacym czastkowe
wnioski W szersze ujegcie, oraz lista cytowanych referencji. Doktorantka dotaczyta rowniez wy-
kaz swoich publikacji naukowych. W sktad rozprawy wchodzi wykaz stosowanych skrotow,
nieco nietypowo umieszczony na koncu rozprawy, a nie na poczatku.

Wstep, liczacy 39 stron, stanowi dobre wprowadzenie do zrozumienia wynikoéw badan
przedstawionych w dalszej czg$ci rozprawy. Obszernie omowiona zostala struktura mRNA 1
jego metabolizm, jak 1 patologie zwigzane z nieprawidlowym przetwarzaniem mRNA. W tym
miejscu brakuje mi jedynie zauwazania, cho¢by na marginesie gtdéwnej narracji, ze w organi-
zmach zywych istniejg takze inne formy RNA, w tym np. krotkie RNA, majace wptyw na me-
tabolizm mRNA. Bardzo prosze doktorantke o krétkie uzupetnienie tych informacji w trakcie
prezentacji doktorskiej.

Bardzo dokladnie omoéwione zostaty dotychczasowe informacje biatko Decaping
Scavenger (DcpS), co jest zrozumiale ze wzgledu na temat rozprawy. Czytelnik dowiaduje si¢
o homologiach sekwencji i struktury tych enzyméw u réznych organizmow, a takze o zr6zni-
cowaniu mechanizmu 1 specyficzno$ci substratowej. RoOwng wage przytozono do omdéwienia
procesu agregacji i zwijania biatek, z uwzglednieniem roli fizjologicznej i patologicznych wer-
sji tego procesu. Warto$ciowe jest takze uwzglednienie krotkiej charakterystyki innych enzy-
moéw, zwigzanych z hydrolizg czapeczki mRNA. Zastrzezenia mam jedynie do rozdziatu 1.2.8
zatytulowanego ,,Czy ludzki Dcps jest cieckawym obiektem badan z medycznego punktu wi-
dzenia?”. Przy tak sformutowanym tytule, czytelnik oczekuje jasno sformutowanej odpowiedzi
na stawiane pytanie, tymczasem dostajac jedynie kilka faktéw literaturowych, bez jasnego z
nich wniosku.

Dobrym pomystem Doktorantki jest wlaczenie w tre$¢ wstepu ,,Stowniczkow™ - gra-
ficznie wyrdznionej tabeli, grupujacej definicje najwazniejszych, zdaniem doktorantki, pojec,
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uzywanych w dalszym tekscie. Warto byloby jedynie taki stowniczek uwzgledni¢ w spisie tre-
$ci jako jedna pozycje, a nie kilka rozrzuconych w ré6znych miejscach.

Cele badawcze pracy doktorskiej zostaly okreslone w sposob precyzyjny, nie pozosta-
wiajac watpliwos$ci, ze stawiany problem jest wazki, a jego rozwigzanie begdzie istotng nowo-
$cig w dziedzinie szeroko rozumianej biofizyki.

Metody stosowane w pracy zostaty opisane w wickszosci przypadkow w sposodb wy-
starczajacy, cho¢ z mojego punktu widzenia mozna bylo poming¢ omdéwienie wielu naprawde
technicznych elementow techniki PCR czy konstruowania wektoréw ekspresyjnych. Na podob-
nej zasadzie Doktorantka nie ttumaczy podstaw fizycznych np. przy technikach fluorescencyj-
nych. Brakuje mi natomiast informacji o technice FTIR. Nie jest tu usprawiedliwieniem zlece-
nie badania zewnetrznemu laboratorium. Bardzo prosze¢, aby doktorantka podata informacie,
jakie urzadzenie zastosowano do pomiaréw, a przede wszystkim, w jakim trybie mierzona byta

prébka (roztwor? uwodniony film na krysztale ATR? ). Podobnie, prosze o wyjasnienie, jak
przygotowane i obrazowane byly preparaty do techniki TEM (kropla naniesiona i osuszona na
siatce? jaki faktyczny kontrast zostal zastosowany (..najczestszy”?) . Nie udalo mi si¢ takze
znalez¢ informacji o liczbie powtorzen poszczegolnych eksperymentéw (np. saczenia moleku-
larnego zdenaturowanego biatka), co jest niezwykle istotne dla interpretacji przedstawianych
wynikow. Bardzo prosz¢ 0, w miar¢ moznosci, Uzupehienie tych informacje w trakcie prezen-
tacji doktorskiej.

W kilku miejscach w sktadzie buforow pojawia si¢ NaClO4, w miejsce NaCl. Dlaczego
stosowano te sél, i czemu tylko w wybranych eksperymentach (CD?). Czy zmiana soli nie mo-
gla wplywaé na przebieg eksperymentu i spdjno$é wynikow uzyskanych réznymi metodami?

Pierwsza cz¢$¢ wynikow wlasnych to rozdziat uzasadniajacy wybdr wlasciwej formy
biatek DcpS do dalszych badan. Rozwazano biatko z Histagiem na N- i C-koncu, jak rowniez
wersje z odcigtym tagiem. Ze wzgledow praktycznych, wygodniej jest pracowac¢ z biatkiem
posiadajacym tag, jednakze jego obecno$¢ moze zmienia¢ wlasciwosci biatek. Doktorantka
stusznie wigc udowadnia, ze wybrana przez nig wersja biatka z Histagiem na C-koncu odpo-
wiada wersji bez metki. W tym miejscu nie mogg jednak zgodzi¢ si¢ z wnioskiem doktorantki
przy analizie struktury drugorzedowej bialek DcpS (rozdziat IV.3). Po pierwsze, porownanie
podobienstwa wykresoOw kotowych jest mato precyzyjne; siegniecie do danych w tabeli poka-
Zuje, ze istniejg istotne roznice w zawartosSci procentowej poszczegolnych elementow struktury
drugorzedowej miedzy formami wyjsciowymi. O réznicach w strukturze drugorzgdowej §wiad-
czy tez bezposrednie porownanie ksztalttu widm, przedstawionych na rys. IV B - biatko z A.
suum ma wyraznie zmieniony, w poréwnaniu z biatkiem z H. sapiens i C. elegans, stosunek
intensywnosci sygnatu dla 208 nm wzgledem sygnatu dla 222 nm. Rdznice te sg znacznie wigk-
sze niz rdznice pomigdzy wersjami N/C-tagowanymi. Wydaje si¢ wrecz, ze ksztatty widm dla
biatek N/C-tagowanych sg identyczne z widmem dla biatka bez metki, a pokazane rdznice w
intensywnos$ci moga wynikac jedynie z niedoktadno$ci metody oznaczenia st¢zenia biatka. Co
wigcej, wycigganie wniosku o wysokiej homologii strukturalnej tylko na podstawie procento-
wej zawartosci elementow struktury drugorzedowej jest wysoce nieuprawnione; bardzo praw-
dopodobna jest sytuacja, w ktorej te proporcje beda identyczne dla réznych biatek, natomiast
rozmieszczenie przestrzenne elementow moze by¢ znaczaco rézne. Obecnie tatwo jest jednak
uzyskaé przynajmniej przyblizony model struktury trzeciorzedowej bialek, czy to korzystajac
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z bazy alphaFold czy algorytmdéw modelowania homologicznego. Czy doktorantka probowata
takiego podejscia? Czy wyniki potwierdzajg wniosek o wysokiej homologii strukturalne;?
Ciekawag jest obserwacja, ze pomimo braku wplywu na strukture 1 aktywnos$¢, obecnosé
metki Histag na N-koncu biatka powoduje problemy z oczyszczaniem, spowodowane nieho-
mogennos$cig nadprodukowanego biatka. Brakuje mi jednak proby wyjasnienia, dlaczego aku-
rat taka lokalizacja peptydu 10xHis moze losowo destabilizowa¢ niektore z czasteczek bialka.
Czy nie jest bez znaczenia, ze tag na C-koncu skladat sie tylko z szedciu reszt histydynowych?

Druga cz¢$¢ wynikow wlasnych jest obszernym dzialem, dotyczacym mechanizmow
agregacji i formowania wtokien amyloidowych przez biatka DcpS pochodzace z H. sapiens, C.
elegans i A. suum. Doktorantka identyfikuje m.in. rejony o wysokiej tendencji do agregacji.
Gltowna czegs¢ dokonania to charakterystyka biofizycznej za pomoca szeregu metod, w tym
skaningowej kalorymetrii r6znicowej, skaningowej fluorymetrii roznicowej, mikroskopii kon-
fokalnej i TEM, pomiaréw dynamicznego rozpraszania §wiatla, dichroizmu kolowego w zakre-
sie bliskiego UV czy obserwacji zmian fluorescencji tioflawiny, wiazacej si¢ do rejonéw typu
amyloidowego biatek. Przedstawione wyniki pokazuja, ze kazde z badanych bialtek agreguje,
cho¢ ich temperatury agregacji sa r6zne. Przebieg kinetyki agregacji nieco r6zni si¢ w zalezno-
$ci od badanego homologu DcpS. Doktorantce udato si¢ rowniez pokazac, ze zjawisko separacji
faz ciecz-ciecz moze mie¢ znaczenie przy powstawaniu wiokien amyloidowych z badanych
biatek.

Mam watpliwosci co do interpretacji termogramoéw. Doktorantka twierdzi, ze niemoz-
liwe jest wyznaczenie linii bazowej, poniewaz brak jest odcinkéw quasi lintowych. Moim zda-
niem takie odcinki jak najbardziej daje si¢ wyrdznié, cho¢ rzeczywiscie, nie sa one sktadowa
jednej prostej. Dopasowanie tta dopuszcza nie tylko lini¢ prostg. Czy takie podejécie byto roz-
wazane? Zgadzam si¢, ze niemozliwe jest wprost wyznaczenie parametrow termodynamicz-
nych procesu agregacji - mozna si¢ jednak pokusi¢ o dekonwolucj¢ sygnatu, bazujac na zalo-
zeniach o szeroko$ci i ksztalcie pasm dla podstawowego endotermicznego przejscia denatura-
cyjnego. Oczywiscie, wynik bedzie obarczony pewnym btedem, natomiast da pojecie o proce-
sie. Czy Doktorantka prébowata wykona¢ takie dopasowania?

Opisujac eksperyment z wigzaniem tioflawiny, Doktorantka wielokrotnie zwraca uwage
na wysoki poziom fluorescencji, w szczegdlnosci poczatkowy. Jednakze, jednostki fluorescen-
cji sg arbitralne, a intensywno$¢ sygnatu zalezy od parametrow pomiarowych, wigc trudno jest
powiedzie¢, ze 15 000 j.u to wysoki poziom. Zgadzam si¢ oczywiscie, ze porownanie inten-
sywnosci emisji tioflawiny inkubowanej z biatkiem denaturowanym 1 niedenaturowanym jest
uprawnione, i mozna méwi¢ o X-razy wyzszym poziomie fluorescencji, trudno jednakze
stwierdzi¢, ze poziom jest wysoki. Czy probowano odnie$¢ otrzymane wartosci do jakiego$
standardu zewnetrznego, np. biatka tworzacego dobrze scharakteryzowane struktury amyloi-
dowe?

Widma FTIR potwierdzaja bezsprzecznie powstawanie struktur amyloidowych. Dekon-
wolucja pasma Amid I pozwala oszacowaé sktad struktury drugorzedowej. Czy Doktorantka
probowata przeprowadzié taka analize? Czy skiad struktury drugorzedowej dla biatka nieza-
gregowanego byl zbiezny z danymi uzyskanymi technikg CD?

Bardzo prosze takze o pokazanie w trakcie obrony dobrej jako$ci rysunku V.17 i jego
dyskusje. Przebieg zapisu przewodnictwa (jak interpretuje dodatkowe linie na chromatogramie)
sugeruje, ze skala czasowa (0§ X) dla biatka podanego w 1 M chlorku guanidyny jest inna, niz
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dla pozostatych rozdziatow. Stad tez mozliwe, ze chromatogram dla 1 M GdnHCI mozna inter-
pretowac jako mieszanine stanow z 0.5 M GdnHCl i1 1.5 M GdnHCI.

Jednym z probleméw, ktore Doktorantka probowata rozwiktaé, byta kinetyka agregacji
DcpS. Z przeprowadzonych pomiarow wynikatoby, ze brakuje poczatkowego etapu nukleacji.
Dla weryfikacji postawionych hipotez, przetestowano miedzy innymi zasiewanie krzyzowe.
Czy sprawdzono procedure odwrotng, a mianowicie pozbycie sie z roztworu biatka ewentual-
nych zarodkéw nukleacji, czy to przez filtrowanie, ultrawirowanie czy wrecz przepuszczenie
preparatu biatkowego przez kolumne do sgczenia molekularnego tuz przed eksperymentem?
Nieco problematyczna jest hipoteza nukleacji w ,,martwym czasie” pomigdzy wyjeciem z lo-
dowki a pomiarem. Cos takiego mozna by tatwo zweryfikowaé, obserwujac zmiany przy pod-
grzewaniu probki od 4°C wzwyz. Czy przeprowadzano takie proby? Pewne informacje o zbli-
zonej wadze zawiera nawet wykresu V.5.A.

Doktorantka nie rozstrzyga, czy formowanie amyloidu przez DcpS ma znaczenie fizjo-
logiczne lub patologiczne. W tym miejscu prosze Doktorantke o komentarz, wzigwszy pod
uwage stosowane przez nig w badaniach stezenia bialek i realne stezenia badanych bialek w
komorce oraz obecnos$é czynnikéw potencjalnie zaburzajacych badany proces. Czy mozliwe
jest, w Swietle wynikéw przedstawionej pracy doktorskiej, powstanie amyloidu DepS in vivo?

Cieckawe wydaje mi si¢ tez potencjalne zastosowanie widkien amyloidowych w biotechnologii
czy inzynierii biomedycznej. Prosze Doktorantke o rozwazenie, czy zbadany przez nia proces
mozna by zaadaptowaé np. do formowania wiokien polimerycznych czy nawet pokrywania
powierzchni o zadanych wlasciwos$ciach

Strona jezykowa oraz formatowanie pracy budzi niekiedy watpliwo$ci. Generalnie,
praca napisana jest poprawnym jezykiem polskim, cho¢ niezrozumiate jest bogactwo uymowa-
nia w cudzystow wielu zwrotow, ktore tworza catkowicie akceptowalne w jezyku naukowym
sformutowania. Niezrozumiale jest tez stosowanie roznych odcieni szaro$ci koloru czcionki do
akapitow nawet na tych samych stronach; sprawia to wrazenie wyrdznienia fragmentu tekstu,
ale czytajac - nie znajduje powodu do takiego dzialania. Zastosowanie niebieskiego koloru do
wyrozniania niektorych tytutow sekcji tez wydaje sie by¢ losowe. W tek$cie pojawia si¢ sporo
literowek 1 niedociggni¢¢. Razi nieco pojawienie si¢ w tekscie potocznego ,,przy dtugosci 217
nm” zamiast formalnego ,,przy dtugosci fali 217 nm”. ,,Ujemne maksimum” (przy opisie widm
CD) to po prostu minimum. ,,Pierwsza pochodna z 350 nm” wynositaby zero, doktorantce za-
pewne chodzi o ,,pierwsza pochodng z sygnatu emisji fluorescencji dla A=350 nm”. Nieszczg-
sliwe wydaje mi si¢ przyjecie nazwy ,,forma natywna” dla biatka bez metki histydynowe;j. Kla-
sycznie forma natywna to po prostu biatko prawidtowo zwinigte, w odrdznieniu np. od agregatu
czy formy zdenaturowanej, ktorg to konwencje Doktorantka stosowata w drugiej czesci wyni-
koéw wlasnych. Wystarczyloby pisa¢ o biatku bez metki. Liczne rysunki, a w szczegdlnosci te
przedstawiajace chromatogramy, wymagaja poprawienia ich czytelnosci. Niepoprawnym wy-
daje si¢ tez by¢ uzywanie terminu ,,fatdowanie biatek” w miejsce ,,zwijania bialek™.

Podsumowujac, pragne jednoczes$nie stwierdzi¢, ze wypunktowane niedociggnig¢cia
edytorskie nie umniejszaja wagi przedstawianej pracy doktorskiej, a pytanie do strony meryto-
rycznej maja stanowic punkt wyjscia do dyskusji i poznania opinii Doktorantki w danym tema-
cie. Nie ulega watpliwosci, ze przedstawiona rozprawa potwierdza teoretyczng wiedz¢ Kandy-
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datki w dziedzinie nauk fizycznych oraz umiej¢tnos¢ prowadzenia samodzielnej pracy nauko-
wej. Przedstawione w pracy doktorskiej wyniki i ich dyskusja stanowig oryginalne rozwigzanie
istotnego problemu naukowego, jakim jest proces amyloidyzacji biatek DcpS.

Z uwagi na ogrom podjetego wyzwania badawczego, wielo$¢ zastosowanych metod i
przebijajacg z narracji umiejetno$¢ samodzielnego sformutowania problemu badawczego i po-
szukiwania drog jego rozwigzan, prosz¢ Wysoka Radg o rozpatrzenie wniosku o wyroznienie
rozprawy doktorskiej pani mgr Aleksandry Ferenc-Mrozek.
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