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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Doroty Mularczyk
pt. ,Termodynamiczne i strukturalne nastepstwa substytuciji reszt
aminokwasowych w rejonie kieszeni wiazacej B-laktoglobuliny”
przygotowanej w Zaktadzie Biochemii Fizycznej Wydziatu Biochemii, Biofizyki i

Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie

Praca doktorska pani mgr Doroty Mularczyk pt.,,Termodynamiczne i strukturalne
nastepstwa substytucji reszt aminokwasowych w rejonie kieszeni wigzacej B-laktoglobuliny
zostata wykonana w Zaktadzie Chemii Fizycznej Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagielloriskiego pod opiekg naukowg pani prof. dr hab. Marty Dziedzickiej-
Wasylewskiej i pana dr Piotra Bonarka. Rozprawa doktorska dotyczy biatka B-laktoglobuliny
(BLG) i ma na celu wyjasnienie znaczenia wybranych pozyciji aminokwasowych dla stabilno$ci
i wigzania ligandow przez BLG. Poniewaz BLG i zmodyfikowane warianty tego biatka maja
duzy potencjat w medycynie, podjety temat badawczy jest ciekawy nie tylko pod kgtem
fundamentalnym, ale ma znaczgcy potencjat aplikacyjny.

Rozprawa doktorska przygotowana zostata w jezyku polskim w formie klasycznej pracy
doktorskiej, ztozonej z czesci wstepnej, celu pracy, opisu uzytych materiatow i zastosowane;
metodyki, przedstawienia wynikéw badar oraz z dyskusji. Praca zostata przygotowana bardzo
starannie pod kgtem merytorycznym (poprawnosé przedstawionych danych oraz odpowiednia
szczegbtowoS¢ zawartych tredci), jezykowym (praca praktycznie nie zawiera btedow i
niedociggnie¢ jezykowych) oraz edytorsko-graficznym (niemal doskonata prezentacja
uzyskanych danych).

Sekcja ,Wstep” stanowi bardzo dobre wprowadzenie do tematyki podjetych badan,
stopniowo zaznajamiajgc czytelnika z termodynamikg oddziatywar biatka z ligandami oraz z
metodykg badar oddziatywan miedzyczgsteczkowych, a wiec z technikami uzywanymi przez
Doktorantke podczas realizacji pracy badawczej. W rozdziale tym skoncentrowano sie
nastepnie na rodzinie lipokalin, w szczegdlnosci na BLG, przedstawiajgc szereg zaleznosci
pomiedzy strukturg BLG i funkcjg tego biatka. Odnosnie tej czesci chciatem prosi¢ Doktorantke
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przypadkowg mutageneze/przygotowanie i przeszukiwanie zrandomizowanych bibliotek BLG
w celu modyfikacji wtasciwosci tego biatka?

Na podstawie zastanego stanu wiedzy, sugerujgcego potencjalne duze znaczenie
reszty 39 BLG, Doktorantka podjeta sie okreslenia roli pozycji 39 w wigzaniu ligandéw. Oprécz
pozycji 39 Doktorantka jako swoj cel badawczy okreslita zbadanie roli leucyny 87 BLG, ktora
pomimo swojej hydrofobowosci eksponowana jest do rozpuszczalnika oraz reszt lizyny w
pozycjach 60, 69 i 70 w oddziatywaniu BLG z natadowanymi ligandami. Wszystkie te cele
naukowe Doktorantka jasno sprecyzowata w sekcji ,Cel pracy”. Sekcja ,Materiaty i metody”
przedstawiona zostata w sposdb doktadny, umozliwiajgcy powtérzenie przeprowadzonych
eksperymentow.

W sekcji ,Wyniki” przedstawiono przyktadowe rezultaty oczyszczania wariantow
mutacyjnych BLG oraz ich wielowymiarowe analizy przeprowadzone gtéwnie z zastosowaniem
dichroizmu kotowego (CD), izotermalnego miareczkowania kalorymetrycznego (ITC) oraz
nanoDSF. Generalnie wyniki przedstawiono bardzo doktadnie, dane sg wysokiej jakosci a ich
interpretacja merytorycznie poprawna. Bardzo pomocne w interpretacji danych sg takze tabele
podsumowujgce pomiary (np. Tabela 6). Odnosnie czesci ,Wyniki” mam szereg pytari/uwag
do Doktorantki i bardzo prositbym o ustosunkowanie sie do nich w trakcji publicznej obrony:

1. W Rozdziale 4.1 dotyczgcym ekspresji i oczyszczania wariantdow BLG przedstawiono
przyktadowe zele SDS-PAGE z procesu oczyszczania (Rys. 4.1, 4.2, 4.3, 4.4). Zele te
nie zostaty odpowiednio opisane (brakuje podpisu markera mas oraz poszczegbinych
sciezek (szczegolnie dla Rys. 4.2)). Na Rys. 4.1 strzatka wskazano BLG, gdyz prgzek
ten pojawia sie w lizacie bakteryjnym po dodaniu IPTG. Jednak na podstawie tego zelu
mozna zidentyfikowa¢ rowniez prazek kilka kDa mniejszy, wykazujgcy rowniez
odpowiedz na dodatek IPTG. Skad wiadomo, ze wskazany na Rys. 41 prazek to BLG?

Czy to mniejsze biatko to produkt degradacji proteolitycznej BLG? Czy, a jesli tak, to w

jaki sposob potwierdzano tozsamos¢ rekombinowanych biatek w trakcie ekspresji i

oczyszczania oraz wyizolowanych frakeji (np. western blotting, spektrometria mas)?

2. Jak wyglgdata ostateczna czysto$¢ wszystkich uzyskanych wariantow BLG? Czy byty

one analizowane obok siebie na jednym zelu? W mojej opinii takiego wyniku brakuje w

niniejszej pracy doktorskiej. Czy wprowadzone mutacje wplynety na wydajnosé

produkcji lub na rozpuszczalno$é BLG?
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3. Czy prébowano oczyszczaé BLG posiadajgcy odcinalny znacznik (np. SBP, HisTag) w
celu zmniejszenia liczby krokdédw w procesie przygotowania tego biatka?

4. Czyna zelu SDS-PAGE po saczeniu molekularnym (Rys 4.3) wida¢ dimer BLG (prazek
mniej wiecej w srodku zelu, ktérego intensywnos$¢ wzrasta wraz ze wzrostem
intensywnosci monomeru BLG)? Jesli tak, to czy wygenerowane mutanty réznity sie
potencjatem dimeryzacyjnym widocznym w sgczeniu molekularnym?

5. W testach CD i ITC, oprécz mutantéw wymienionych w celu pracy pojawia sie mutant
E89A. Czy mozna prosi¢ o przedstawienie, dlaczego réwniez ta pozycja byta badana
(nie pojawia sie w ,,Celu pracy”)?

6. Czy pomiary CD/ITC/nanoDSF przeprowadzono na roznych izolatach mutantéw BLG?
Czy analizowano btedy w testach CD i nanoDSF (btad pomiaru podano gtownie przy
pomiarach ITC)? Czy przeprowadzano analizy statystyczne istotnosci uzyskanych
réznic?

7. Ktora metoda pomiaru denaturacji BLG jest weditug Doktorantki doktadniejsza: CD czy
nanoDSF? Jest to o tyle istotne, ze nie tylko sama warto$¢ Tden, ale przede
wszystkim obserwowana zmiana wywotana mutacjami w stosunku do biatka typu
dzikiego wydaje sig by¢ znaczaco rézna w zaleznoéci od zastosowanej metodyki
pomiaru, utrudniajac wyciagnigcie wniosku o wplywie mutacji na stabilnos¢ biatka.
Przyktadowo, Tden dla WT wedtug CD (Tabela I) wynosi 77,5°C, natomiast wedtug
nanoDSF (Tabela VII) 74,4°C, co jest do$é¢ spojnymi wartoéciami. Natomiast dla
mutanta K69A/K70A Tden na podstawie CD wynosi 71,6°C, sugerujac jedng z
wigkszych obserwowanych zmian w stabilnosci wzgledem WT (spadek o 5,9°C),
podczas gdy Tden wedtug nanoDSF wynosi 74,4°C i jest identyczna jak WT. Skad
mogg wynika¢ takie rozbieznosci w obserwowanych wynikach? Czy analizowano
temperatury denaturacji mutantow BLG w pozycji 39 czy 89 (np. mutanta L39Y o
najbardziej zwigkszonej stabilnoéci (wzrost o 5,5°C wzgledem biatka typu dzikiego) i
E89A (wzrost o 6,3°C w stosunku do biatka typu dzikiego), Tabela 1) stosujac
nanoDSF?

W rozdziale ,Dyskusja” Doktorantka we wnikliwy sposob interpretuje uzyskane wyniki i

osadza je w kontekscie zastanej wiedzy o biochemii BLG. Doktorantka przedstawia
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najwazniejsze osiggniecia niniejszej pracy, sugerujgc: kluczowa role leucyny w pozycjach
39 i 89 dla pH-zaleznego wigzania SDSu oraz roli lizyn 60, 69 i 70 w elektrostatycznym
oddziatywaniu z natadowanymi ligandami (przy gtéwnej roli oddziatywan hydrofobowych w
wigzaniu ligandbw przez BLG). Powyzsze wnioski stanowig odpowiedz na zadany cel
naukowy i Swiadczg o udanej realizacji pracy doktorskiej.

Podsumowujgc, przedstawiong do recenzji prace doktorskg mgr Doroty Mularczyk
oceniam bardzo dobrze. Praca jest naukowo ciekawa, uzyskane wyniki sg wysokiej jakosci
i znaczaco poszerzajg wiedze na temat zaleznosci pomiedzy strukturg a funkcjg biatka
BLG. Chciatbym w zwigzku z tym serdecznie pogratulowaé zaréwno Doktorantce jak i
Promotorom. Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr Doroty Mularczyk spetnia wszystkie
zwyczajowe i ustawowe (art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.) wymagania stawiane pracom
doktorskim w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.
Wnosze wiec do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Doroty Mularczyk oraz o jej

dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

FG—

dr hab. tukasz Opalinski, prof. UWr



