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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Ferenc-Mrozek

Pani mgr Aleksandra Ferenc-Mrozek przedstawita do oceny rozprawg doktorskg
zatytulowana: ,, Zastosowanie wybranych metod fizyki i biologii molekularnej w badaniach
struktury i oddzialywan bialek z rodziny DepS”, wykonana w Zakladzie Biofizyki Instytutu
Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego pod opiekg Prof. dr
hab. Edwarda Darzynkiewicza i Prof. dr hab. Jana Antosiewicza.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Ferenc-Mrozek stanowi istotne novum w

stosunku do dotychczasowych badan zapoczatkowanych ponad 30 lat temu przez prof.
Edwarda Darzynkiewicza w Zakladzie Biofizyki UW, a zwigzanych gléwnie z réznymi
aspektami budowy i funkcjonowania charakterystycznej struktury molekularnej na koncu
informacyjnego kwasu rybonukleinowego mRNA w komérkach, nazywanej z angielskiego
kapem.
Autorka rozprawy za gléwny obiekt badan wybrala tzw. bialka degradujgce okreslane
skrétem DcpS, ktore biorg udzial w degradacji mRNA. Konfrontowane migdzy sobg byly trzy
biatka DcpS, pochodzace od czlowieka oraz od 2 rodzajéw nicieni — C.elegans i A.suum.
Glownym celem badawczym bylo okreslenie stabilnodci, aktywnosei enzymatycznej bialek a
takze poznanie mechanizmow ich agregacji.

Rozprawa sklada si¢ ze spisu tresci, streszczenia, pigeiu rozdzialow, podsumowania,
bogatego (365 pozycji) spisu odnosnikow do literatury, oddzielnego wykazu publikacji
naukowych Autorki, a takze wykazu zastosowanych skrotéw W sumie rozprawa liczy 160
stron z 70 rysunkami, w tym okoto 1/3 rysunkow znajduje sig w 40-stronicowym wstgpie.

We wstepie autorka umiejetnie wykorzystuje dane literaturowe i prezentuje odpowiednie
rysunki dla zobrazowania metabolizmu mRNA  Eucariota. Zaakcentowane zostaly
konsekwencje zaburzen tego metabolizmu zwigzane z dysfunkcja zaangazowanych
komponentéw (np.enzymu DepS), ktore mogg prowadzi¢ do niesprawnosei intelektualnej,
schorzen ukladu sercowo-naczyniowego oraz do choréb nowotworowych.

Nastepny podrozdzial wstgpu opisuje dokladnie ludzkie bialko DecpS, jego strukturg i
lokalizacje w komorkach, aktywnos$¢ katalityczng i specyficznos$¢ substratowg. Zawiera tez
istotne informacje o sekwencji aminokwaséw w ludzkim enzymie DcpS na tle szedciu
wybranych enzyméw DcpS pochodzacych z roznych organizméw. Analiza sekwenci
dostepnych genoméw kodujacych bialko DepS umozliwita okreslenie poziomu identycznoscei
homologéw, ktéry w stosunku do ludzkiego bialka jest w przypadku szympansa na wysokim
poziomie 99%, a w przypadku prezentowanych w rozprawie nicieni na poziomie 45% dla 4.
suum 1 41% dla C. elegans. Na zakonczenie tego podrozdzialu Autorka stawia sklaniajgce do
refleksji pytanie ..Czy ludzki Dcps jest ciekawym obiektem badan z medycznego punktu
widzenia?” na ktore na razie brak jednoznacznej odpowiedzi.

W dalszej czesci wstepu Autorka przekonywujaco uzasadnia rozszerzenie swoich badan na 2
wspomniane wyzej bialka DcpS pochodzace od nicieni, a nastgpnie dokonuje przegladu
opisanych w literaturze innych enzymoéw, ktore podobnie jak DcpS maja zdolnos¢ hydrolizy
czasteczek kapu.



Ostatni podrozdzial wstepu traktuje o fizykochemii agregacji bialek. Barwne rysunki z
obszernymi opisami w atrakcyjny sposob przedstawiaja drogi powstawania réznych form
agregatow  bialkowych od amorficznych zespoléw do uporzadkowanych — widkien
amyloidowych. W zamieszczonej tabeli znajdujemy przyklady choréb — amyloidoz
dotykajacych rozne narzady czlowieka. Silng motywacja do przedstawienia we wstepie
przegladu mozliwych mechanizméw agregacji w oparciu o aktualng literaturg byly
przeprowadzone i dyskutowane w Rozdziale V badania nad agregacja wybranych bialek
DepS.

W Rozdziale Il mgr A. Ferenc-Mrozek przedstawila wspomniane juz wczesniej cele
badawcze, ktore realizowala w trakcie wykonywania pracy doktorskiej. Dotyczyly one badan
nad stabilnoscig. aktywnos$cia enzymatyczna oraz mechanizmami agregacji wybranych 3
enzymow DepS w warunkach ekspozycji na czynniki stresowe takie jak zmieniajaca sie
temperatura lub obecnosé w roztworze denaturanta o okreslonym stezeniu.

W Rozdziale 111 .Materialy i metody zastosowane w przedstawionej pracy”™ Autorka

opisala na poczatek skomplikowana .kuchnig”. ktéra umozliwila jej wytworzenie
odpowiednich bialek. bedacych nastgpnie obiektem badan. Wsrdod mnostwa parametrow
opisujacych warunki produkcji bialka do badan. tylko jeden - .,0D=0,6" (str.49) - wydaje sie
niekompletny bez podania dlugosci fali i dlugosei drogi optycznej. Warto zauwazyé ze
Autorka do wszystkich badan przedstawionych w nastgpnym rozdziale (1V) wykorzystywala
Swiezy DepS. a to wymagalo wielokrotnego powtarzania procesu produkeji i oczyszezania
bialka oraz odpowiedniego planowania eksperymentow.
W tym rozdziale poznajemy rowniez szereg zastosowanych metod badawczych. Sa to:
spektroskopia mas. spektroskopia tluorescencyjna. spektroskopia dichroizmu kolowego (CD).
spektroskopia fourierowska w podczerwieni (FTIR). roznicowa fluorymetria skaningowa
(DSF i nanoDSF). dynamiczne rozpraszanie swiatla (DLS). roznicowa kalorymetria
skaningowa (DSC). transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM), konfokalna laserowa
mikroskopia skaningowa (CLSM) i wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC).
Specyfika  kazdej z tych metod wymaga odpowiedniego przygotowania probek
(odpowiedniego buforu. odpowiedniej grubosci kuwety. dostosowania st¢zenia, temperatury i
innych parametrow) co w przypadku materialu biologicznego z ograniczong stabilnoscia
stanowilo niewatpliwie wielkie wyzwanie.

Pierwsza czes¢ badan wlasnych przedstawiona w rozdziale 1V traktuje o wplywie
etvkiety histydynowej na aktyvwnosé hydrolitveznag. strukture oraz stabilno$é enzyméw DcepS.
Etykieta ta (skladajgca si¢ z 10 histydyn na N-koncu bialka i 6 histydyn na C-koncu) jest
obecna w sekwencji aminokwaséw badanego bialka za sprawa stosowanej procedury
otrzvmywania bialek. Badania nad trzema bialkami DcpS z etykietami histydynowymi na N-
lub C- koncu pozwolily stwierdzi¢ ze bialka z etykietami na C-koncu maja strukture
drugorzedowa. aktywnos¢ oraz stabilnos¢ termiczng zblizone do ich form natywnych.
Natomiast etykieta histydynowa na N-koncu powoduje nichomogennos¢ bialek potwierdzong
widmami chromatografii masowej. Wyniki badan stalych szybkosci reakcji hydrolizy
m7(ipppG pokazaly znacznie wigkszy wzrost szyvbkosci reakcji dla bialek z etykietami w
stosunku do formy natywnej tylko w przypadku . elegans DepS (patrz rys.IV.3) co byé
moze wiaze si¢ z jego stosunkowo niskim poziomem identycznosci homologéow (41 %. jak
podano we wstepie). Warte podkreslenia jest rozstrzygniecie w tych badaniach kontrowersji
istniejacych w literaturze - poprzez jednoznaczne wskazanie. ze m’GDP nie jest substratem
dla natywnych bialek DepS i bialek z etykietami. Natomiast ligand m’GDP jest silnie wiazany
przez enzyvmy DcpS z czlowieka i nicieni powodujac wzrost stabilnosci termicznej bialek.



Opisane w tym rozdziale badania staly si¢ baza do materialu juz opublikowanego w
czasopismie ACS Omega w 2020 roku z wysokim IF (3,5 —2020; 4,13 - 2023). W publikacji
tej mgr.A. Ferenc-Mrozek jest pierwszym wsrdd 5 wspétautorow,

Zawarta w Rozdziale V druga czes¢ badan odnosi si¢ do proceséw agregaciji wybranych
trzech biatek DepS z dodatkowym rozszerzeniem o zmutowane bialko ludzkie z pierwsza
mdentyhkowana, mutacja wzbogacajaca sekwean; o dodatkowe 15 aminokwasow
(HSDcpS™ "), Jednym ze sposobow przyspieszenia agregacji bialek w warunkach in vitro
jest zastosowanie czynnikow stresowych. W tym przypadku byla to zmiana temperatury oraz
zastosowanie chlorowodorku guanidyny (GdnHCI) o rozmaitych stezeniach jako denaturanta.
Autorka w przekonywujacy sposdb wyszczegélnia kilka istotnych powodéw (m. in. skrécenie
czasu badan, latwiejsze wykrywanie wigkszej ilodci agregatéw), dla ktérych przyspieszenie
agregacji biatek jest pozadane,

Gdy dokfadnie znana jest struktura bialka (np. z badan krystalograficznych), wowczas mozna
oceni¢ zdolnos¢ danego biatka do agregacji analizujgc sekwencje aminokwasow z
zastosowaniem dostgpnych programéw (np. Waltz lub Aggrescan), co zostalo wykonane w
ocenianej pracy. Modelowanie programowe pokazalo, ze wiekszo$é regiondw sprzyjajacych
agregacji pokrywa sie dla biatka ludzkiego i bialek z nicieni.

Do badan temperaturowej denaturacji i towarzyszacej jej agregacji wybranych trzech bialek
zastosowano kilka wspomnianych wezesniej metod badawczych. Wyniki badai wskazuja, ze
wyznaczana metodg DLS temperatura agregacji (Tqg) bialek DepS jest bliska wyznaczonej
dla nich w aparaturze do pomiaru nanoDSF temperaturze , topnienia czyli utraty struktury
drus_orzgdowej biatka w roztworze (Tn). Stwierdzono, ze wigzanie wspomnianego liganda
m’GDP przez biatka DepS powoduje wzrost mierzonej temperatury Ty, .

Autorka rozszerzyla badania bialek DcpS na analizg struktury produktu powstajacego w
procesie agregacji. Zastosowala w tym celu pomiary fluorescencji z wykorzystaniem
barwnika tioflawiny T (ThT), ktory jest sprawdzong sonda stosowang do $ledzenia kinetyki
procesu formowania widkien amyloidowych. Réwnolegle byly badane produkty agregaciji
bialek wykorzystujac obrazy agregatéw przy uzyciu mikroskopu elektronowego. Te wnikliwe
badania daly podstawc; do stwierdzenia ze badane 3 bialka DcpS podczas inkubacji w
temperaturze 37°C tworza agregaty o morfologii i strukturze Ll]&FﬂktGIyS[yCZHB_] dla widkien
amyloidowych. Zastosowanie denaturacji chemicznej z uzyciem chlorowodorku guanidyny
znacznie skracato czas formowania agregatow amyloidowych. W schemacie obrazujacym
potencjalne Sciezki agregacji biatka DcpS zaproponowano obecno$¢ ,stanu posredniego”
biatka powstajacego w wyniku oddziatywania z guanidyna, ktéry wzmacnia $ciezke agregacii
w Kierunku tworzenia widkien amyloidowych.

W podsumowaniu rozprawy Autorka informuje o przygotowywanej publikacji (wg spisu,
sibdmej w Jej dorobku publikacyjnym), w ktérej znajda sie omawiane wyzej oryginalne
badania agregacji w warunkach in vitro wybranych biatek DepS.

Autorka rozprawy nie ustrzegla si¢ przed rozsianymi w tekécie literowkami, z ktérych
kilka wymienig:: w tytule do rozdzialu V (spis tresci i str.76), w nazwie leku S(i)pinraza
(str.16), w nazwisku Kiled(ij)an (str.46,122), w nazwie metody F(IT)R (str.57), w opisie
wspolrzednej y na rys IV.3.B. Z innych zauwazonych niedociggnieé to: niejednoznacznosci
(dla znanych struktur kapu) w opisie Rys.1.3, w opisie do Rys.II1.4 —raczej ,.$ciezki 3.4,5” niz
»»2.3.4”), w bibliografii dwa odnosniki do tej samej pracy (ref.129, ref.365). Zaobserwowane
uchybienia edytorskie tylko w niewielkim stopniu obnizajg komfort czytania pracy.



Podsumowujac. uwazam ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska mgr Aleksandry
Ferenc-Mrozek spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszvm i nauce (Dz. U. z 2023 r.poz.742. z pdZzn.zm.)
i wnosze¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o
dopuszczenie mgr A. Ferenc-Mrozek do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Biorac pod uwage fakt otwarcia przez Doktorantke nowego obszaru badan w Zakladzie
Biofizyki. wysoki poziom trudnosei w samodzielnym przygotowywaniu  prébek
biologicznych, szeroki zakres zastosowanych metod od biologii molekularnej i kalorymetrii
po rozne metody spektroskopii molekularnej i mikroskopii oraz realizacje ambitnych celow
poznawczych. przedstawiam wniosek o wyrdznienie ocenianej rozprawy.



