) INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI
[ POLSKIEJ AKADEMII NAUK

Prof. dr hab. Wojciech Bal
wbal@ibb.waw.pl
tel. +48225922370
Warszawa, 20.05.2022

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Justyny Zygowskiej

Pani mgr Justyna Zygowska przedstawita do oceny rozprawe doktorska pod tytutem ,,Badanie
wphwu jonow Cu®* na strukture, wlasciwosci i oligomeryzacje cystatyny ¢”, wykonana w Katedrze
Chemii Biomedycznej Wydziatlu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, pod kierunkiem dr hab. Anety
Szymanskiej, prof. UG jako promotora i dr Marty Orlikowskiej jako promotora pomocniczego.
Rozprawa liczy 173 strony w tradycyjnym uktadzie, ktorego czesciami sg kolejno Wprowadzenie,
Cel pracy, Metody badan, Procedury, Prezentacja i omowienie wynikow, Podsumowanie, i na koncu
Bibliografia. Dotaczono réwniez streszczenie w jezyku angielskim. Ten schemat rozprawy umozliwit
Doktorantce klarowne przedstawienie istoty swoich badan. Rozprawa jest bogato zilustrowana,
zawierajg 82 rysunki do czego nalezy doliczy¢ rdwniez seri¢ obrazéw z mikroskopu elektronowego
ujetych przez Autorke w formie tabel.

W pierwszej czesci liczacego niecate 40 stron Wprowadzenia Doktorantka przedstawita w
zwiezly 1 klarowny sposob istot¢ choréb neurodegeneracyjnych 1 biezace poglady na temat roli
procesOw agregacji biatlek w ich rozwoju, nastepnie omawiajac metody eksperymentalne badania
tych procesow. W kolejnej czesci Wprowadzenia opisata role jonow metali w chorobach
neurodegeneracyjnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem jonéw miedziowych. W ostatniej czesci
Wprowadzenia znajduje si¢ opis cystatyny c, tytulowego biatka rozprawy, z uwzglednieniem jej
wlasciwosci biologicznych, fizykochemicznych 1 wigzania jonéw metali.

Ta cze$¢ rozprawy stanowi §wietne wprowadzenie do czgsci eksperymentalnej rozprawy.
ztozone zagadnienia zostaly tam opisane w sposob prosty, ale nie uproszczony, do czego przyczynily
si¢ znakomite ilustracje, sporzadzone przez Doktorantke. Swiadczy on o bardzo dobrej orientacji
Doktorantki w badaniach, stanowigcych kontekst merytoryczny rozprawy. Natomiast obowigzkiem
recenzenta jest wskazanie pewnych niescistosci, ktore znalazty si¢ w tej czesci rozprawy. Nie dotycza
one jednak glownego nurtu rozprawy doktorskiej i nie obnizaja one znaczaco jej wartoSci.

Mianowicie na str. 12-13 wsréd amyloidoz nie wymieniono formy nabytej, takiej jak w AD.
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Nieprecyzyjne jest stwierdzenie, podane na str. 25, jakoby w warunkach fizjologicznych jon Cu?* byl
stabilny, a Cu™ niestabilny. To zalezy od kontekstu chemicznego. Takie stwierdzenie jest prawdziwe
dla rozcienczonych roztworow wodnych, zwlaszcza w obecnosci tlenu, ale np. w warunkach
wewnatrzkomorkowych. przy niskim poziomie tlenu i duzym stezeniu grup tiolowych jest na odwrot.
Dalej na tej samej stronie — pompa ATP7B transportuje jon Cu*, a nie jon Cu?*. W opisie reakcji
redoks na str. 26 lepiej uzywac zbiorczego okreslenia ,,reakcje Fentona i Habera-Weissa”.Opinia o
nadmiarze miedzi w mozgu Alzheimerowskim, zamieszczona na str. 27-28 na podstawie starszej
literatury przedmiotu, nie jest tak dobrze ugruntowana, jak sugeruje Autorka. Nie zostata ona
potwierdzona w pdzniejszych badaniach. Obecnie rozwaza si¢ raczej zaburzenia dystrybucji jondw
metali pomigdzy strukturami mézgu, a nie ich akumulacj¢. Za nieprawidlowe nalezy uzna¢ poglady
na temat roli ,,wolnych” jonow miedziowych w regulacji fizjologicznej receptora NMDA. Takie jony
raczej nie wystepuja w mozgu, natomiast przedmiotem badan jest ich konkretna forma chemiczna.
Struktura kompleksu Cu(ll) z peptydem ABix jest nieprawidtowa (Ryc. 11, str. 30). Prawidlowe
struktury, tworzone w pH obojetnym, mozna znalez¢ w pracach P. Fallera i wsp. Ponadto
przedstawiony na str. 33-34 poglad o roli jonéw Cu(Il) w agregacji a-synukleiny in vivo zostat juz
catkowicie zarzucony, ze wzgledu na prawie catkowitg acetylacj¢ N-konca tego biatka w mozgu. Stad
struktura podana na Ryc. 13 dla wariantu nieacetylowanego dotyczy tylko sytuacji in vitro. Bledy te
sa jednak o tyle mato istotne, ze Autorka nie korzysta z tych danych w analizie i dyskusji otrzymanych
przez siebie wynikow.

Na str. 47-49 Doktorantka przedstawila rozbudowany cel pracy. Wymienia w nim zaré6wno
cel ogdlny badan, zawarty w tytule rozprawy, jak i szczegdtowy plan eksperymentow, prowadzacych
do osiagnigcia tego celu. Tak doktadne rozpisanie badan w sekcji, zwyczajowo poswigcanej jedynie
ogolnemu przedstawieniu hipotezy badawczej, jest niekonieczne, ale z pewnoscig nie moze byc¢
poczytane za blad.

Kolejne dwie czgéci rozprawy, zatytutowane ,,Metody badan” i ,,Procedury” traktuj¢ lacznie.

Jest to znaczna cze$¢ pracy, obejmujaca 38 stron. Czgsto podstawy teoretyczne metodologii badan
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zamieszcza si¢ W czgsci wstepnej, ale ujecie zastosowane przez Autorke jest roOwniez prawidlowe,
umozliwiajac czytelnikowi plynne przejscie od ogdlnych zatozen poszczegdlnych technik
eksperymentalnych do szczegdétowego opisu wykonania eksperymentow.

Do weryfikacji hipotezy badawczej Autorka zastosowata techniki biologii molekularnej w celu
otrzymania cystatyny c typu dzikiego, mutantéw punktowych His86A, His90A oraz mutanta
podwojnego His86A 90A. Wszystkie biatka zostaty otrzymane za pomocg standardowego podejscia
w E. coli. Autorka szczegdlowo opisuje wykorzystane przez siebie techniki zastosowane do
optymalizacji nadprodukcji biatek. Te eksperymenty, jak i charakteryzacja analityczna otrzymanych
biatek nie budzg watpliwosci (str. 88-99). Natomiast badania temperatury topnienia badanych biatek,
ich tendencji do dimeryzacji oraz zdolnosci do hamowania aktywnosci papainy, zamieszczone na str.
99-106, wykazuja brak istotnego wplywu wprowadzonych mutacji na te wihasciwosci. WynikKi
eksperymentow meltingu, zamieszczone na rys. 49 i 50, sg dos¢ jednoznaczne, ale musze
skrytykowa¢ sposob wygtadzania krzywych, ktory wygenerowat fatszywe maksima przy nizszych
temperaturach, zamieniajac szum na nierzeczywiste oscylacje.

Badania efektu jonow metali na wiasciwosci cystatyny ¢ i jej mutantow Doktorantka
rozpoczeta od testow dimeryzacji/oligomeryzacji w obecnosci rownomolowych stezen jonow
miedziowych i cynkowych w pH obojetnym. Przy monitorowaniu reakcji za pomoca chromatografii
eksperyment z jonem cynkowym nie wykazat oddziatywania dla zadnego z czterech badanych biatek,
co poskutkowato zarzuceniem dalszych badan z tym jonem. Natomiast dla jonéw Cu(ll)
zaobserwowano silne wzmozenie agregacji biatka, zwtaszcza dla WT i mutanta H90A, co wskazuje
na kluczowa rolg oddziatywania z jonem miedziowym reszty His86. Przy monitorowaniu procesu
agregacji za pomoca dichroizmu kotowego nie zaobserwowano zmian struktury drugorzedowej
badanych biatek. Nie jestem przekonany sugestia Autorki, ze 0 oddziatywaniu $wiadczg rowniez
zmiany w widmach CD w zakresie bliskiego nadfioletu, przedstawione na rys. 60 (str. 113), gdyz nie
uwzglednita ona mozliwosci, ze za zmiany w widmie odpowiadaja pasma przeniesienia tadunku,
zwigzane z tworzeniem wigzan Cu(ll) z atomami azotu biatka, wystepujace w tym zakresie widma.

Przekonujace i zgodne z obserwacjami chromatograficznymi sa natomiast wyniki zaleznos$ci
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temperaturowej sygnatow CD, zamieszczone na rys. 61 i 62, cho¢ i w tym przypadku krzywe sa
nadmiernie wygtadzone. Wigksze zastrzezenia mam do zastosowania metody EPR do zbadania
sposobu wigzania Cu(ll) do badanych biatek (rys. 63, str. 116). Po pierwsze tak si¢ niestety sktada,
ze dla peptydow histydynowych zazwyczaj miedzy pH 6 i 7 zachodzg znaczne zmiany sposobu
koordynacji. Jest wigc catkiem mozliwe, ze w nizszym pH jon Cu(ll) oddziatuje preferencyjnie z
His90, co zdaje si¢ sugerowac¢ EPR, a w pH bliskim 7 — jak w eksperymentach agregacyjnych —
miejsce wigzania przesuwa si¢ do His86. Mozna tez dopusci¢ hipoteze, ze His86 jest kluczowym
miejscem wigzania jonu miedziowego w monomerycznym biatku, a His90 w biatku zagregowanym.
Zreszta wnioskowanie o konkretnym sposobie wiagzania jonu Cu(ll) na podstawie danych EPR
przedstawionych tak, jak na str. 116 jest praktycznie niemozliwe, gdyz nie podano parametrow
poszczegolnych widm. Za ich pomoca mozna by oszacowac liczbg atoméw azotu zwigzanych do
jonu miedziowego w poszczegolnych kompleksach, co utatwitoby okreslenie ich struktur.

Ciekawy jest natomiast wynik eksperymentu NMR, sugerujacy duzg dynamike miejsca
wigzania miedzi w stosunku do czesci ustrukturyzowanej biatka, lub tez oddziatywania
migdzyczasteczkowe. Zgaduje, ze tuk na rys. 64, przechodzacy przez reszty Ser38 i Val50 oznacza
dystans 15 A od centrum paramagnetycznego, okreslajacy czesé struktury biatka niedostepna do
analizy.

Sekcja 5 (str. 118-139) poswiecona jest tworzeniem fibryl przez badane biatka. Zdecydowana
wigkszos¢ eksperymentow wykonana jest w pH 4.0. W tym miejscu musze poprze¢ stanowisko
Doktorantki, zamieszczone na str. 137, ze w przy tej wartosci pH reszty His sa sprotonowane i przez
to nieefektywne w wigzaniu jonu Cu(ll). Jedyne grupy, mogace W peni oddziatywaé z jonami Cu?*
to reszty karboksylowe. Zatem interpretacja tych wynikow wymagataby zmapowania reszt Asp i Glu
oraz C-konca i przyjrzenia sie, w jaki sposob wiazanie jonu Cu?* do tych reszt mogloby wptynaé na
agregacje. Pomocny bylby tu eksperyment z innym kationem o podobnym promieniu jonowym, np.
Mg?* lub Mn?*. Eksperyment wykonany w wyzszym pH (str. 137-139) wykazuje zreszta zupetnie
inne zachowanie ukfadu i jednoczesnie zdolnos¢ jonu miedziowego do fibrylizacji cystatyny c.

Ostatnig cze¢s¢ wynikow, zawartg w sekcji 6, stanowi opis badan rentgenograficznych. Po
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wykonaniu licznych eksperymentow Doktorantce udato si¢ otrzymac dziewig¢ réznych krysztatow
biatka WT i jego mutantow, z i bez jonu Cu(ll). Sposrod nich wyznaczono nowe struktury mutanta
H90A w formie monomerycznej i dimerycznej (z dobrg jakoscig) i mutanta podwojnego. Za pomoca
map gestosci elektronowej udato sie tez wykazac tworzenie wigzania jonu Cu(ll) do His90 w biatku
dzikim. Nalezy jednak zauwazy¢, ze namaczanie krysztatu biatka roztworem jonéw miedziowych
niekoniecznie moze odtworzy¢ sposob wigzania Cu(ll) w roztworze, gdyz w krysztale bardzo
utrudniona jest zmiana konformacji tancucha biatkowego, zapewne towarzyszaca tworzeniu
kompleksu w roztworze. W koncowej czesci sekcji 6 Autorka kompetentnie dyskutuje
uwarunkowania eksperymentow krystalograficznych i rentgenograficznych i obiektywne trudnosci,
napotkane w toku badan.

Rozprawa konczy sie trzystronicowym podsumowaniem, w Ktérym mgr Justyna Zygowska
omawia uzyskane przez siebie wyniki, wsrod nich potwierdzenie wptywu jonéw miedziowych na
agregacje cystatyny ¢ oraz dodatkowo odkrycie roli petli zawierajacej reszty histydyny na proces
dimeryzacji biatka. Doktorantka zrealizowata duzg czes¢ zamierzonych badan i uzyskata
wartosciowe wyniki badawcze. Opisane badania sa warte kontynuacji, a skrytykowane powyzej
zagadnienia eksperymentalne i interpretacyjne nie maja kluczowego znaczenia dla istotnych
wynikOw rozprawy.

Stwierdzam zatem, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska p. mgr Justyny Zygowskiej
spelnia wymogi, stawiane przed rozprawami doktorskimi przez art. 186 i 187 ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce 1 wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o

dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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