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Recenzja _
rozprawy doktorskiej mgr Justyny Zygowskie;j

Magister Justyna Zygowska swoja prace doktorska zatytutowana ,,Badanie wptywu
jonéw Cu** na strukture, wlasciwosci i oligomeryzacje Cystatyny C” wykonata na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w Katedrze Chemii Biomedycznej, pod opieka dr hab.
Anety Szymanskiej, prof. UG.
O aktualnosci tematyki badawczej podjetej w rozprawie $wiadczy fakt, ze amyloidozy, w tym
rowniez choroby neurodegeneracyjne stanowia jeden z najwigkszych probleméw
wspolczesnej medycyny.
Amyloidozy to grupa schorzen zwigzana z zewnagtrz- i/lub wewnatrzkomérkowym
odktadaniem si¢ zagregowanych, nieaktywnych biologicznie bialek. Nie wiadomo, ilu
chorych w Polsce cierpi z powodu amyloidozy, bo nie ma danych oceniajacych czgsto$é
wystepowania tej przypadtosci. Z danych statystycznych w Stanach Zjednoczonych wynika,
ze czgstos¢ choroby wynosi 5,1-12,8 przypadkéw na milion oséb na rok. W 90 proc.
przypadkéw choroba wystepuje u 0séb po 50 roku zycia.
Z1ogi biatkowe gromadza si¢ w narzgdach wewnetrznych, takich jak serce, watroba, nerki czy
mozg, prowadzac do powaznego zaburzenia ich prawidtowej pracy.
Przyktadami najczesciej wystepujacych ztogéw amyloidowych sa tzw. ptytki starcze
(w chorobie Alzheimera) i ciala Lewy’ego (w chorobie Parkinsona). Wskazane przyktady
choréb zalicza si¢ do grupy choréb neurodegeneracyjnych. Do grupy tej zalicza sie réwniez
demencjg, zas najpowszechniejszym rodzajem demencji jest otepienie alzheimerowskie, gdzie
uszkodzeniu ulega gléwnie plat skroniowy moézgu, a szczegélnie hipokamp. Dane
zgromadzone przez Swiatowq Organizacje Zdrowia (WHO) sg zatrwazajace. Uwaza si¢, ze na
demencj¢ cierpi 50 milionéw ludzi na swiecie i co roku przybywa kolejne 10 milionéw
chorych. Problem jest na tyle wazny, ze WHO i Swiatowe Zgromadzenie Zdrowia w 2017 r
przygotowalo i przyjeto plan dziatania dotyczacy walki z demencja.
Obecnie znanych jest okolo 30 r6znych biatek tworzacych zlogi amyloidowe w organizmie

cztowieka, ktére powigzane sg z réznymi amyloidozami. Cystatyna C (hCC) jest réwniez
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biatkiem amyloidogennym. Odpowiada za rozwdj dziedzicznej angiopatii amyloidowej typu
islandzkiego (HCCAA, ang. Human Cystatin C Amyloid Angiopathy). W wyniku punktowej
mutacji w genie Cystatyny C, nastgpuje zamiana reszty leucyny w pozycji 68 na reszte
glutaminy, co skutkuje destabilizacjg formy monomerycznej i podatnoscia do tworzenia
zlogéw w naczyniach krwionosnych mézgu.

Na catym $wiecie prowadzone sa badania majgce na celu pogtebienia wiedzy na temat
amyloidoz i mechanizméw agregacji bialek odpowiedzialnych za rozwdj tych chordb.
Chociaz nie przeprowadzono tak wielu formalnych badan klinicznych ze wzgledu na rzadko$¢
i réznorodno$¢ amyloidoz, to jednak zaproponowano zasady leczenia. Niestety dotychczas nie
ma dostgpnych lekéw, ktére moglyby specyficznie rozktada¢ ztogi amyloidowe czy tez
hamowac¢ ich tworzenie. Obecnie stosowane terapie majg na celu zahamowanie produkcji
biatka tworzacego amyloid, przy jednoczesnym wspieraniu funkcji uszkodzonych narzadow.
Przytoczone powyzej fakty jednoznacznie potwierdzaja, ze podjety do realizacji temat
badawczy jest wyjatkowo aktualny, a badania w tym obszarze sa prowadzone na catym
swiecie.

Przedstawiona do recenzji praca posiada wielopoziomowy uktad, dostosowany do
osiggniecia nadrzgdnego celu badan. Celem pracy byto zbadanie oddziatywania Cystatyny C
z jonami Cu?** oraz sprawdzenie ich wplywu na proces oligomeryzacji biatka. W sekwencji
hCC obecne sa dwie dobrze wyeksponowane reszty histydyny: His86 oraz His90, ktére
powinny charakteryzowa¢ si¢ podatnoscia do oddziatywania z jonami miedzi. Obie
zlokalizowane sa w labilnym, stabo ustrukturyzowanym fragmencie tancucha. Celem
sprawdzenia czy wspomniane reszty histydyny sa zaangazowane w oddziatywania z jonami
miedzi, planowano otrzyma¢: hCC H86A — wariant Cystatyny C z zamieniong reszta His86
na reszte alaniny, hCC H90A — wariant Cystatyny C z zamieniong resztg His90 na reszte
alaniny, oraz hCC H86_90A — wariant Cystatyny C z zamienionymi resztami His86 i His90
na reszty alaniny, jak réwniez hCC WT - Cystatyna C typu dzikiego (ang. Wild Type).
Uzyskanie wszystkich wariantéw hCC oraz badania ich zdolnosci do oddziatywania z jonami
miedzi jak tez samego procesu oligomeryzacji i fibrylyzacji powinno znaczaco poszerzy¢
wiedze o wptywie Cytatyny C na rozwdj choréb neurodegeneracyjnych.

Praca jest do$¢ obszerna, liczy 173 strony. Uklad pracy, dostosowany jest do celu
badawczego i1 obejmuje pig¢ gléwnych rozdzialéw: wprowadzenie, cel pracy, metody badan,
procedury, prezentacje i1 omodwienie wynikéw. Kolejno w pracy zawarte zostato
podsumowanie oraz spis cytowanej literatury. Wydaje mi si¢, ze korzystne bytoby

uzupelnienie rozprawy o wykaz dorobku naukowego Doktorantki.
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Rozdzial pierwszy ,,Wprowadzenie” przedstawia podstawowe dane na temat choréb
neurodegeneracyjnych i agregacji bialek, roli jonéw metali w rozwoju choréb
neurodegeneracyjnych, ludzkiej Cystatyny C z uwzglednieniem danych o mechanizmie
oligomeryzacji hCC oraz jej oddziatywaniu z jonami metali. Rozdziat ten liczy 36 stron i
zawiera az 160 odno$nikéw literaturowych. Pomimo duzego zréznicowania tematéw
poszczegblnych fragmentéw przegladu literaturowego, utrzymana jest spdjno$é narracji
dzigki starannemu doborowi referowanych publikacji i konsekwentnemu podporzadkowaniu
wszystkich czgsci sktadowych nadrzednemu celowi pracy. Pozwala to na wystawienie
wysokiej oceny tej czesci rozprawy.

Rozdziat 1 przedstawia cel pracy, pierwsza czg$¢ zostata przedstawiona w spos6b
klarowny i zastuguje na pochwate. Jednak w moim odczuciu punkty B-G wskazane jako cele
szczegOtowe  stanowia zbidr réznorodnych metod oczyszczania i charakterystyki
biatek/polipeptyd6w i nie sg to cele badawcze.

Rozdziat III ,Metody badan” przedstawia opisy metod badawczych stosowanych w
analizie i otrzymywaniu DNA, otrzymywaniu rekombinowanych biatek w komérkach
bakteryjnych, réznorodne metody analizy bialek oraz podstawowe informacje o
rentgenografii strukturalnej. Rozdzial ten bylby niezwykle interesujacy, gdyby opisane
metody dotyczyty biatek amyloidogennych. Jednak Doktorantka w rozdziale tym
przedstawita bardzo podstawowa ich charakterystyke, ktéra ma raczej charakter wiedzy
podrgcznikowej, a nie dotyczy trudnych w analizie biatek amyloidogennych. W moim
odczuciu, tak przedstawiony rozdziat jest zb¢dny.

Rozdziat IV ,Procedury” przygotowany zostal starannie i nie budzi zadnych
zastrzezen.

Rozdziat V to ,Prezentacja i oméwienie wynikéw”. Doktorantka badania rozpoczeta
od przygotowania wektoréw ekspresyjnych i biosyntezy w systemie bakteryjnym E. coli
trzech nowych mutantéw Cystatyny C — H86A, H90A oraz H86_90A. Biatka zostaty
oczyszczone, w pelni scharakteryzowane i poréwnane z hCC typu dzikiego. Badania
aktywnosci inhibicyjnej wzgledem papainy nowych analogéw hCC nie wykazaty istotnych
réznic pomiedzy poszczegdlnymi wariantami, a biatkiem dzikim. Szkoda, ze przedétawiajqc
wyniki badan aktywnosci inhibitorowej, Doktorantka uzywata réznych skal stezenia
inhibitora, dla inhibitora E-64 jest to skala uM, za$ dla analogéw hCC pg/ml. Badania
strukturalne mutantéw hCC z wykorzystaniem dichroizmu kotowego nie wykazaly istotnych
réznic pomigdzy poszczegdlnymi wariantami, a biatkiem dzikim. Natomiast badania CD w

gradiencie temperatury pozwolily na stwierdzenie obnizonej stabilnosci konformacyjnej
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biatka H90A, co powodowato podwyzszona jego sktonnos¢ do dimeryzacji. W opisie
procedur jak tez przy prezentacji wynikéw zabrakto mi informacji odnosnie wyznaczania
pierwszej pochodnej z eliptycznosci molowej. Proszg¢ o uzupetnienie tej informacji w trakcie
obrony rozprawy doktorskie;j.

Technika CD oraz chromatografia saczenia molekularnego zostaty wykorzystane do badania
wplywu jonéw miedzi(I) na strukture i stabilno$¢ konformacyjng analogéw hCC.
Doktorantka wykazata, ze obecnos¢ jonéw Cu?* nie wplywa na strukture drugo- i
trzeciorzedowg biatka, jednak wydtuzenie czasu inkubacji prowadzi do zainicjowania procesu
dimeryzacji dalszej oligomeryzacji w przypadku biatek WT oraz H90A. Doktorantka
wykazata, tez ze oddzialywanie z jonami miedzi(Il) istotnie obniza stabilno$¢ termiczna
biatek WT oraz H90A. Zmiany konformacyjne obydwu tych biatek byly obserwowane w
temperaturze nizszej o 10-15°C w poréwnaniu do prébek kontrolnych.

Wyniki tych badan wskazuja ze reszta His86 jest kluczowa w oddziatywaniu Cystatyny C z
jonami miedzi(Il), jej usunigcie (biatka H86A oraz H86_90A) obnizato wrazliwos$é tych
biatek na jony metalu.

Do badania oddzialywan analogéw hCC z jonami miedzi Doktorantka zastosowata metode
EPR. Wyniki badan EPR wykazaly istnienie czterech rodzajéw komplekséw tworzonych
przez jony miedzi(II). Doktorantka do potwierdzenia oddzialywania jonéw miedzi(Il) z
obiema resztami histydyny w petli AS zastosowata réwniez metoda NMR. Powinowactwo
His90 do jonéw miedzi II Doktorantka potwierdzita réwniez w oparciu o badania
rentgenograficzne biatka WT. Krysztaty hCC WT traktowane roztworem miedzi(Il)
pozwolity na uzyskanie w obrgbie reszty His90 dodatniej mapy réznicowej. Natomiast przy
reszcie His86 Doktorantka nie obserwowata podobnych zmian.

W moim odczuciu bardzo interesujacy fragment badan stanowig proby fibrylizacji Cystatyny
C w obecnosci badanych jonéw miedzi(Il). Doktorantka stosujac metody chromatografii SEC,
badania pomiaru intensywnosci fluorescencji (wskazniki ANS oraz ThT) jak tez metodg
mikroskopowa TEM, wykazata, ze jony miedzi(Il) nie wptywaja na morfologie otrzymanych
wiokien biatkowych, z wyjatkiem biatka H90A, ktére w warunkach tagodniejszego
wytrzasania (300 rpm) tworzylo duze, zbite agregaty bialkowe, zawierajace niewielkie
struktury fibrylarne. Zastosowanie wysokiego st¢zenia biatka WT w procesie fibrylizacji
pozwolito na stwierdzenie, ze obecnos¢ jonoéw miedzi(Il) wplywa na poczatkowe etapy
oligomeryzacji. Struktury protofibrylarne tworza si¢ wolniej niz w eksperymencie bez jonéw
miedzi(I). Zatem prawdopodobnie Cu?* stabilizuje dimery lub rozpuszczalne oligomery co

prowadzi do opdznienia agregacji, jednak nie wplywa na struktur¢ i morfologi¢ tworzacych
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si¢ fibryli. Jedyna uwaga do tej czgsci badan dotyczy braku informacji, czy w badaniach z
barwnikami fluorescencyjnymi wykonywane byly eksperymenty stabilnosci spektralnej ThT
oraz ANS w trakcie inkubacji. Z danych literaturowych wiadome jest, ze barwniki te sg
wrazliwe na réznorodne czynniki fizyczne i chemiczne, co moze wptywaé na ich wtasciwosci
fluorescencyjne.

Doktorantka podjeta réwniez préby krystalizacji analogéw hCC w obecnosci jonéw miedzi w
celu znalezienia miejsca wigzgcego. Niestety indukowana Cu?* dimeryzacja i dalsza
oligomeryzacja bialek prowadzita do strgcania osadéw biatek w kroplach krystalizacyjnych,
co uniemozliwialo tworzenie krysztatow. Uzyskane zostaty jednak trzy struktury krystaliczne
dla biatek H90A oraz H86_90A bez obecnosci jonéw miedzi. Biatko H90A wykrystalizowato
w formie monomerycznej i dimerycznej. Do tej pory nie bylo to osiagnicte dla zadnego
innego wariantu hCC. Obie struktury zostaly zdeponowane w Biatkowej Bazie Danych (kod
7PU2 dla monomeru oraz 7PU3 dla dimeru).

Od strony edytorskiej, Doktorantce nie udato si¢ unikng¢ btedéw i uchybien. W pracy
jest znaczaca ilo$¢ zargonowych okreslen: zlepianie si¢ fibryli, krysztalty namoczono,
pozostawia¢ na lodzie, nabiera wilasciwosci optycznych, wytapywanie zle sfatdowanych
markomolekul, pocigcie tancucha biatkowego. W moim przekonaniu w podpisach Rycin 5 i 6
brakuje szczegétéow, ktére pozwolityby czytelnikowi tatwo analizowa¢ rysunki. Na
wszystkich zdjeciach TEM, skala jest nieczytelna. W pracy brakuje numeréw stron (strona 47,
50, 68, 86-88, 147).

Podsumowujac, wysoko oceniam wybér ambitnego tematu badan, w petni zgodnego
ze wspllczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak i potencjale
aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zréznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, oraz trudny i interdyscyplinarny charakter wykonanych prac
eksperymentalnych. Na szczegélne uznanie zastuguje nie tak czgsto spotykana bieglos¢
zarowno w wykorzystywaniu szerokiego arsenalu metod syntetycznych oraz sprawnos¢ w
postugiwaniu si¢ zlozonymi, wspdtczesnymi technikami analitycznymi, ktére to Doktorantka
potrafita zaimplementowa¢ w badaniach biologicznych. Umiejetnosci te wystawiaja najlepsze
swiadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzatosci naukowej Doktorantki. |

Na dorobek publikacyjny mgr Justyny Zygowskiej sktada sie 2 publikacje, z czego 1
publikacja z LF. Wyniki prac badawczych Doktorantka prezentowala na konferencjach o
zasiegu krajowym i miedzynarodowym (16 komunikatéw). Doktorantka brata réwniez udziat

w realizacji projektéw badawczych: projekt nr UMO-2016/21/B/NZ1/02823 finansowany



przez Narodowe Centrum Nauki oraz w czterech projektach Uniwersytetu Gdanskiego,

konkurs na projekt Badan Mtodych Naukowc6w.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam rozprawe doktorskg mgr Justyny Zygowskie;.
Wyniki badan sg wartosciowe i wnosza znaczacy wktad w rozwéj nauki.

Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spelnia wymagania stawiane zwyczajowo
pracom doktorskim oraz obowigzujace wymagania ustawowe. W zwigzku z tym wnioskuje o

dopuszczenie mgr Justyny Zygowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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