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Recenzja pracy doktorskiej mgr Emilii Rowskiej zatytutowanej ,,Badania motywu

zamka sterycznego (y,steric zipper”) w sekwencji ludzkiej cystatyny C”

Praca doktorska mgr Emilii lfowskiej wykonana zostala w Katedrze Chemii Biomedycznej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod opieka dr hab. Anety Szymanskiej. Celem
jaki postawila przed soba Doktorantka, bylo scharakteryzowanie fragmentéw i analogdéw
cystatyny C zaangazowanych w tworzenie zamka sterycznego, struktury moze promowaé
agregacje i fibrylizacje ludzkiego biatka cystatyny C (hCC), ktére w konsekwencji prowadzg
do jednej z odmian choréob amyloidogennych zwanej dziedziczna amyloidowa angiopatig
mozgowa (HCCAA).

Trwajacy od ponad wieku gwattowny rozwéj technologiczny przyczynit si¢ do znacznego
wydhuzenia zycia ludzkiego ale réwnoczeénie doprowadzit do demograficznego starzenia si¢
spofeczefistw. Trudne do przecenienia zjawisko wydtuzania zycia ludzkiego ma réwniez
swoje ,ciemne strony” zwigzane m.in. z p(;jawianiem si¢ patologicznych zmian
degeneracyjnych w starzejacym si¢ organizmie. Na temat ich etiologii wiadomo niewiele,
jednakze stwierdzono, ze jednym z czynnikéw je wywotujacych sg choroby degeneracyjne
zwane amyloidozami. Obecnie staja si¢ one jednym z najpowazniejszych probleméw
zdrowotnych i spofecznych starzejagcych sie spoleczeristw. Amyloidozy stanowig grupe
choréb, w ktérych gléwng role odgrywa nieprawidlowe faldowanie bialek
pozakomoérkowych. Proces ten przebiegajacy réwnolegle lub alternatywie do
prawidlowego/fizjologicznego faldowania laficucha biatkowego, generuje nierozpuszczalne i
jednoczesnie toksyczne agregaty biatkowe odktadane w tkankach w postaci tzw. zlogdéw

amyloidowych.

Moézg begdacy nadrzednym organem odpowiedzialnym za koordynowanie funkcji zyciowych
catego organizmu (a jednocze$nie jedynym organem, ktérego nie potrafimy przeszczepic),
starzejac sig¢ staje si¢ coraz bardziej podatny na zmiany degeneracyjne powodowane przez
amyloidozy Bedace ich efektem biatkowe ztogi amyloidowe uszkadzajg neurony i tkanke
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przedwezesnej $mierci. Oprécz amyloidozy krwotocznej (HCCAA) powodowanej przez
cystatyng C, innymi chorobami o podtozu amyloidogennym sg choroba Alzheimera czy
encefalopatie gabczaste (np. choroba Creutzfeldta-Jakoba), zwigzane z patologiczng

aktywnoscig biatek prionowych.

Mimo wieloletnich badaf, wiedza na temat etiologii i molekularnych mechanizméw
rzadzacych rozwojem amyloidoz jest wysoce niezadowalajgca. Poznanie mechanizméw ich
powstawania oraz poszukiwanie i synteza substancji hamujgcych ich rozwdj, stajg sie
globalnym wyzwaniem dla wielu laboratoriéw na catym §wiecie. Z calg pewnoscig waznym
odkryciem w tej dziedzinie byto rozwigzanie struktur krystalograficznych dimeru cystatyny C
i jej mutantéw przez Zespét prof. Jaskodlskiego, w ktorych to badaniach uczestniczyt
macierzysty Zespot Doktorantki. Wyniki tych eksperymentéw pozwolily zaproponowaé
mechanizm tréjwymiarowej wymiany domen, jako sile napgdowg procesow dimeryzacji i

agregacji tego biatka.

Cystatyna C jest powszechnie wystepujagcym w plynach ustrojowym inhibitorem proteinaz
cysteinowych. Szczegélnie duze stgzenie cystatyny C obserwuje si¢ w plynie mézgowo-
rdzeniowym, gdzie petni ona funkcje kontrolng dla proceséw proteolitycznych zachodzacych
osrodkowym uktadzie nerwowym. Fizjologiczng strukturg cystatyny C jest monomer, ktory
dominuje u natywnej formy biatka. Pojedyncza mutacja L68Q charakterystyczna dla silnie
izolowanych genetycznie niektorych zbiorowisk ludzkich (np. Islandczykéow) powoduje
gwaltowny wzrost tendencji cystatyny C do agregacji i fibrylizacji, co poczatkowo prowadzi
do powstawania patogennego dimeru wykazujgcego duza sklonnoéé do tworzenia fibryli
amyloidowych, a w konsekwencji do rozwinigcia si¢ HCCAA. Wiedza na temat struktury
molekularnej struktury i mechanizméw tworzenia si¢ patogennych form cystatyny C jest
niewielka aczkolwiek wiadomo, ze w ich powstawanie zaangazowana jest wymiana domen

przestrzennych pomigdzy oligomeryzujgcymi czgsteczkami biatka.

Pani mgr Emilia Ifowska wiaczyta si¢ w nurt badaf nad wyjasnieniem molekularnych
mechanizm6w prowadzacych do powstawania oligomerycznych, patogennych form cystatyny
C. Gléwnym obiektem badan doktorantki byly wybrane fragmenty i peptydowe analogi
ludzkiej cystatyny C promujace agregacj¢ i fibrylizacje tego biatka i potencjalnie

zaangazowane w tworzenie motywu strukturalnego tzw. zamka sterycznego.
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Recenzowana rozprawa napisana jest na 171 stronach. Jej uktad jest typowy dla dysertacji z
dziedziny nauk chemicznych. Praca zawiera 8 rozdziatéw, wéréd ktérych znajdujg sie
wprowadzenie tzw. czg$¢ literaturowa (32 strony), cel pracy (2 strony), metodyka badan (14
stron), czg$¢ eksperymentalna (19 stron), oméwienie wynikéw (61 stron) oraz
podsumowanie (2 strony), literatura (10 stron) i zatgczniki w postaci chromatograméw SEC
(3 strony). Praca finansowana byta ze §rodkéw Europejskiego Funduszu Spolecznego oraz
Narodowego Centrum Nauki, co pokazuje umiejetno$é doktorantki zdobywania funduszy na

realizacj¢ wiasnych projektow badawczych.

Dysertacja mgr Emilii Ifowskiej napisana jest poprawnym jezykiem, ze zrozumieniem
opisywanych probleméw oraz duza starannodcig edytorskg. Liczba drobnych bledow
edytorskich jest niewielka. Tzw. cze$é literaturowa zawiera opis proceséw i mechanizméw
agregacji bialek, w tym strukturg i rol¢ zamka sterycznego w tym procesie. Sg to chyba
najciekawsze i najbardziej warto$ciowe merytorycznie fragmenty wprowadzenia do
dysertacji. W rozdziale tym scharakteryzowany jest takze przedmiot badan doktorantki -
cystatyna C. Calos¢ jest bogato ilustrowana starannie wykonanymi rysunkami i schematami

umozliwiajgcymi tatwe przyswojenie prezentowanej przez doktorantke tresci.

Celem doktorantki bylo zweryfikowanie hipotezy, ze cystatyna C zawiera motyw zamka
sterycznego bedgcego strukturg promujaca agregacje i fibrylizacje biatka. W tym celu
Doktorantka zsyntezowata na statym nos$niku, oczyscita i scharakteryzowata odpowiednie
fragmenty cystatyny C i ich analogi. Syntezy peptydéw (wykonane manualnie, automatycznie
w systemie przeptywu ciaglego oraz z uzyciem promieniowania mikrofalowego) sa doktadnie
opisane. W wigkszos$ci wypadkéw doktorantka uzyskata dobre badz bardzo dobre wydajnosci
syntezy. W wypadkach pojawienia si¢ probleméw z syntezg okreslonej sekwencii,
Doktorantka skutecznie modyfikowala metodologie syntezy w celu rozwiazania
pojawiajgcych sig probleméw. Zsyntezowane zwigzki zostaly scharakteryzowane metodami
potwierdzajgcymi ich tozsamo$é (HPLC, MALDI/ESI MS). Ta czeéé rozprawy pokazuje duze
do$wiadczenie Doktorantki zarwno w syntezie i oczyszczaniu peptydéw, jak i stosowaniu
technik analitycznych stuzacych ich charakterystyce. Poprositbym jednak o skomentowanie
stwierdzenia zawartego na str. 50, ze ,zastosowanie promieniowania mikrofalowego
zmniejsza mozliwo$é racemizacji” w kontekscie faktu, ze synteza mikrofalowa prowadzona

jest w podwyzszonej temperaturze. Doktorantka badajgc zaprojektowane i zsyntezowane
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przez siebie peptydy oznaczyta ich wlasciwosci agregacyjne i zdolnosci do tworzenia fibryli
amyloidowych, wykorzystujgc w tym celu chromatografie wykluczenia sterycznego (SEC),
kolorymetri¢ z uzyciem tioflawiny T (ThT) i transmisyjna mikroskopi¢ elektronowg (TEM).

Wyniki tych eksperymentéw zostaty uzupetione o badania dichroizmu kotowego (CD).

Stosujgc powyzsze techniki Doktorantce udato si¢ zaobserwowaé powstawanie dimeréw
badz struktur oligomerycznych wyzszego rzedu u badanych peptydéw oraz skorelowaé te
obserwacje z sekwencja i warunkami w jakich prowadzone byly eksperymenty. Ich wyniki
pokazujg, ze zaprojektowane peptydy, zar6wno sekwencje natywnej hCC, jak i jej analogi
wykazujg sktonnos¢ do agregacji i fibrylizacji. Material doswiadczalny uzyskany przez
doktorantk¢ w ramach tych' badan jest bardzo obszerny. Jednakze nie we wszystkich
wypadkach dane eksperymentalne uzyskane przez Doktorantke przy zastosowaniu réznych
technik eksperymentalnych (dotyczace tego samego peptydu badanego w identycznych
warunkach) korelujg ze sobg. W jaki sposob mozna wyttumaczy¢ fakt, ze wykorzystujac
SEC, u wigkszosci badanych peptydéw zaobserwowano jedynie niewielkie ilogci struktur
oligomerycznych, natomiast obrazowanie TEM (wykonane w tych samych warunkach)
pokazuje bardzo efektywne i szybkie tworzenie si¢ agregatéw i fibryli peptydowych. Podobny
brak korelacji wida¢ w eksperymentach SEC i kolorymetrycznych z ThT dla pep4 i 9 (rys 69
di oraz rys 73). W jaki sposob Doktorantka thumaczy duzy spadek intensywnosdci w czasie,
piku przypisanego monomerom peptydéw w eksperymentach SEC (np. rys 71g str 105), przy
rownoczesnym braku obecnosci (lub jedynie ich niewielkich ilo$ci) wyzszych form
oligomerycznych. Doktorantka pisze, ze w eksperymentach SEC obserwowata pojawienie sie
dimer6w m.in. dla pep9 (str. 102) wraz ze wzrostem czasu inkubacji. Na rys 69 (str. 102)

widaé co$ zupehie przeciwnego. W jaki sposob mozna wythumaczy¢ ten fakt?

[stotng czgscig pracy sg wykonane przez Doktorantke badania krystalograficzne po$wigcone
otrzymywaniu krysztaléw zsyntezowanych peptydow i ich analizie dyfraktometrycznej. Ta
czg$¢ dysertacji pokazuje duze do§wiadczenie w technikach hodowli krysztalow i badaniach
krystalograficznych jakie nabyla Doktorantka w trakcie prowadzenia swoich badan. Takze
umiejetnos$é aplikowania o ,,czas naswietlania” i zdobywania funduszy na prowadzenie badan
krystalograficznych w najwigkszych osrodkach europejskich (HZB, ESRF i DESY)
dysponujacych wysoce specjalistyczng i unikalna aparaturg badawczg jakimi sg synchrotrony,

uwazam, za przejaw operatywnosci i inicjatywy Doktorantki.
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Sposréd zaprojektowanych przez Doktorantke peptydéw bedacych przesunietymi wzgledem
siebie 0 jedng reszt¢ aminokwasowa (w kierunku C-kofica) fragmentami hCC, tylko
fragmenty hCC 55-60 (pep4), 59-64 (pep8) i 60-65 (pep9) wykazywaly silng tendencje do
agregacji. Wéréd nich najsilniejszymi wiaciwosciami agregacyjnymi wykazywal sie pep4
(QIVAGV®). Pozostate peptydy wykazywaty niewielkg lub umiarkowang tendencje do
agregacji. Obserwacje te potwierdzily, co zauwaza Doktorantka w swojej pracy, ze w

sekwencji hCC istniejg obszary sprzyjajace/promujace procesom agregacji i fibrylizacji.

Niestety pomimo duzej dozy wlozonej pracy i sporych sukcesow, jakie osiagneta
Doktorantka w hodowli krysztatléw peptydow, zaden z nich nie umozliwit przeprowadzenia
analizy strukturalnej, ktérej celem bytoby zaobserwowanie hipotetycznego motywu zamka
sterycznego. W tym miejscu poprosz¢ Doktorantke o wyjasnienie, jakie sg gtéwne przyczyny
braku rozpraszania promieniowania rentgenowskiego przez krysztal? Moze zamiast
optymalizowaé warunki krystalizacji dla wszystkich badanych peptydéw, nalezato raczej caty
wysitek skupi¢ na znalezieniu warunkéw hodowli ,efektywnych” (dajacych obraz
dyfrakcyjny umozliwiajgcy analizg strukturalng) krysztaléw najsilniej agregujacych peptydow
pep 4 i 9? Doktorantce udato si¢ uzyskaé ciekawe i istotne w badaniach nad agregacja hCC
informacje przy uzyciu technik takich jak SEC, kolorymetria z uzyciem ThT i TEM czy CD.
Jednak niepowodzenie badan dyfrakcyjnych nie pozwolito wyciggnaé ostatecznych wnioskéw
na temat struktury przestrzennej badanych struktur oligomerycznych i daé¢ odpowiedZ na
obecno$¢ hipotetycznego zamka sterycznego w hCC. Ze wzgledu na duza dynamike
konformacyjng, tak mate (krotkie) peptydy jakie badala Doktorantka, sg trudnym i
niewdzigcznym obiektem badan krystalograficznych. W tym kontekécie za spory sukces

Doktorantki nalezy uznaé otrzymanie ich w formie krystalicznej.

Jednakze jak pokazuje niniejsza dysertacja, nawet uzyskanie krysztatu nie gwarantuje
mozliwodci rozwigzania struktury przestrzennej. Czy Doktorantka rozwazata pomyst
zastosowania wigkszych, dtuzszych peptydéw w badaniach krystalograficznych, uzyskanych
poprzez zduplikowanie lub zmultiplikowanie sekwencji badanych peptydéw, a nastepnie
oznaczenie struktury powtarzajgcego si¢ fragmentu? W tym miejscu recenzji chciatbym
poprosi¢ Doktorantk¢ o wyjasnienie faktu zmiany grupy przestrzennej krysztahu pep9 (z H3

na C2) w trakcie procesu udoktadniania struktury.
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Doktorantka podjela si¢ takze okreslenia metodami teoretycznymi wplywu poszczegdlnych
reszt aminokwasowych w sekwencji amyloidogennej na tendencje do agregacji. Na podstawie
obliczen energii Rosetta wysnuta wnioski na temat wiasciwosci agregacyjnych analogow
sekwencyjnych pep4 (hCC(55-60)). Badania Doktorantki (SEC, ThT, TEM) dotyczace
wplywu ,,scramblingu”-zamiany pozycji reszt aminokwasowych w pep4 pokazaly, ze jego
whasciwosci agregacyjne sg w jakims stopniu zalezne od sekwencji, chociaz trudno znalez¢ i
zrozumie¢ reguly rzadzace takg korelacja. Z opisu sposobu generowania sekwencji typu
»scramble” i eksperymentéw z uzyciem peptydéw z takimi sekwencjami, nie wynika
dlaczego wlasnie te sekwencje =zostaly wybrane do badan. »ocrambling”  6-cio
arilinokwasowego peptydu pep4 (Q®IVAGV®) zawierajacego jedno powtérzenie (VS7, VO0),
generuje ponad 100 sekwencji. Dlaczego do badan wybrano wiasnie pie¢ (4 typu
scramble+mutant hCC V57N)  prezentowanych w pracy? Pytanie to nasunglo sie w
kontekscie tabeli zawierajacej wartodci energii Rosetta przypisane peptydom typu ,,scramble”.
Energie sg zblizone dla wszystkich znajdujacych sie w tabeli peptydéw z wyjatkiem pepl0, a
najwigksza réznica pomiedzy skrajnymi jej wartosciami jest niewielka i wynosi wynosi 1.5
kcal/moL. Wszystkie powyzsze uwagi nie umniejszaja mojej wysokiej oceny pracy
eksperymentalnej, jaka wykonata doktorantka w trakcie realizowania swojego tematu
badawczego. Majg jedynie charakter polemiczny (w niektérych wypadkach otwarty) i ich
celem jest uzyskanie od Doktorantki dodatkowych, uzupeiajgcych informacii dotyczacych

zaprezentowanych badan.

Z obowigzku recenzenta muszg zauwazy¢ kilka mankamentéw dysertacji. W spisie skrotow
doktorantka umiescita wzor cyjanku potasu KCN, ktory skrétem nie jest. W opisie skrétu
HIV brakuje okreslenia ,,ludzki”, PBS ma bledng nazwe ,,bufor fosfornowy”, skrét DX na str.
52 jest niezdefiniowany. W dysertacji znalaztem tez kilka niezrecznych sformutowan: biatko
prionowe z ,,organizmu drozdzowego™ (str 10) czy ...tworzac niekonczacy sie tancuszek (str.

13), piki pseudomolekularne (str. 87).

W pracy jest rowniez kilka bledéw formalnych i merytorycznych. Oznaczenie mg/l nie jest
oznaczeniem stgzenia molowego (str. 33). W kilku miejscach w dysertacji, proces syntezy
wigzania peptydowego blednie nazywany jest przez Doktorantke sprzeganiem. Do jakiego
typu reakcji nalezy? Rysunki 33 i 49 (str. 45 i 65) sg identyczne. Stwierdzenie (str. 58), ze
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biatka to peptydy zbudowane z kilkudziesigciu aminokwasow jest niepoprawne, podobnie

jak okreslenie heksapeptydéw matymi biatkami.

Przedstawione powyzej uwagi krytyczne wynikaja z obowigzku recenzenta dokonania
rzetelnej oceny dysertacji i w zadnym stopniu nie umniejszajag wartosci pracy, jakg
doktorantka wlozyta w przeprowadzone przez siebie badania. Nie umniejszajg takze wartoéci
naukowej zawartej w niej wynikow, stanowigcych wazny i oryginalny wktad w badania nad
procesem agregacji i fibrylizacji cystatyny C. Polgczenie w dysertacji czesci syntetycznej
dotyczacej syntezy peptydow z szerokim spektrum technik eksperymentalnych
umozliwiajgcych badanie proceséw agregacji jest niezwykle wartoéciowym i efektywnym

podejsciem w badaniach molekularnych podstaw patogenezy biatek amyloidogennych.

Przedstawione przez Doktorantke wyniki badan, pokazujg Jg jako mlodego} lecz
doswiadczonego badacza. Potrafigcego samodzielnie rozwigzywan postawione przed nim
problemy. Na szczegolne podkreslenie zastuguje zaprezentowana umiejetno$é postugiwania

si¢ wieloma technikami analitycznymi i analizy strukturalnej biomolekut.

Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki mimo iz nie udzielajg jednoznacznej odpowiedzi na
temat jednego z aspektéw mechanizmu inicjujacego agregacje cystatyny C, istnienia w jej
strukturze motywu zamka sterycznego, wykazujg elementy nowosci naukowej i
charakteryzujg si¢ wysokimi walorami poznawczymi. Dostarczajg nowych faktéw na temat
amyloidogennych wiasciwosci badanych fragmentéw tego biatka, ktore moga by¢ pomocne
W wyjasnieniu molekularnych podstaw patogennego fatldowania sie tahcucha cystatyny C
oraz w projektowaniu inhibitoréw tego procesu. Przedstawione recenzji uwagi majg glownie
charakter polemiczny i dyskusyjny, i nie w zadnej mierze nie obnizajg duzej wartosci
naukowej rozprawy. Recenzowana dysertacja przygotowana zostala na wysokim
poziomie merytorycznym, a zawarte w niej wyniki stanowia oryginalny i istotny wktad
do nauki.

Reasumujac stwierdzam, ze recenzowana dysertacja spelnia ustawowe i ZWYyczajowe
wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach i tytule naukowym

1 wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemicznego Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr

Emilii fowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




