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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Emilii ltowskiej
Badania motywu zamka sterycznego (“steric zipper”) w sekwencji ludzkiej cystatyny C

Wraz z wydtuzaniem sie $redniej diugosci zycia cztowieka rosnie
prawdopodobieristwo wystepowania choréb neurodegeneracyjnych. Najczesciej choroby
neurodegeneracyjne kojarzone sg z chorobg Alzheimera czy Parkinsona. U podstaw
molekularnych powstawania tych schorzen leza zmiany konformacji czgsteczek biatka. Stad
czesto okresla sie tez te choroby mianem choréb konformacyjnych. Do chwili obecnej udato
sie¢ zidentyfikowa¢ okoto 30 réznych biatek, odpowiedzialnych za powstawanie choréb
konformacyjnych. Jednym z nich jest powszechnie znany inhibitor proteaz cysteinowych —
ludzka cystatyna C. Struktura przestrzenna tego biatka okreslona zostata juz kilkanascie lat
temu, stajac sie kanonicznym przyktadem mechanizmu przestrzennego przerzutu domen
(ang. ,, domain swapping”). Warto podkresli¢, ze znaczacy wktad w badania strukturalne tego
biatka miat zespdt badaczy z grupy Profesora Mariusza Jaskdlskiego z Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN oraz grupy Profesora Zbigniewa Grzonki z Uniwersytetu Gdanskiego,
czego wynikiem byto opublikowanie struktury dimeru natywnej formy ludzkiej cystatyny C.
Dalsze badania selektywnych mutantéw HCC kontynuowane byty miedzy innymi przez dr
hab. Anete Szymariska, ktéra skupita sie na analizie mutacji punktowych HCC w pozycji 57.
Jednakze, pomimo poznania struktury przestrzennej form dimerycznych HCC oraz licznych jej
monomerycznych mutantéw nadal wiele aspektéw, zwigzanych 2z tendencjg do
oligomeryzacji HCC, pozostaje niewyjasnionych.

W ostatnich latach nowym podejsciem badawczym, wywodzacym sie z pogranicza
chemii, biologii strukturalnej i biologii syntetycznej, pozwalajgcym szczegétowo okreslié
przyczyny zmian strukturalnych w biatkach amyloidogennych jest synteza i badania
izolowanych motywéw strukturalnych. Z prawdziwg przyjemnoscig chciatbym odnotowad,
upowszechnienie tej metodyki réwniez w srodowisku polskich chemikéw, bioinformatykéw i
biologéw strukturalnych.

Rozprawa doktorska mgr Emilii fowskiej zatytutowana “Badania motywu zamka
sterycznego (“steric zipper”) w sekwencji ludzkiej cystatyny C”, ktorag mam przyjemnos$é
recenzowa¢ doskonale wpisuje sie w nurt badarn podstawowych nakierowanych na
wyjasnienie przyczyn powstawania choréb konformacyjnych, a w szczegdlnosci
neurodegeneracyjnych na poziomie molekularnym.
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Dysertacja przygotowana zostata w Zaktadzie Chemii Medycznej, Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego pod opiekg dr hab. Anety Szymanskiej - uznanej specjalistki z
zakresu biochemii i biologii strukturalnej, posiadajacej ogromne doswiadczenie w zakresie
charakterystyki szerokiej gamy mutantéw HCC.

Maszynopis pracy doktorskiej o objetosci 171 stron zredagowany zostat w jezyku
polskim. Uktad manuskryptu jest klasyczny z podziatem na cze$é teoretyczna,
eksperymentalng i omowienie wynikow. W szczegétach, autorka podzielita go na 8
rozdziatéw, poprzedzonych wykazem skrotéw oraz zilustrowata 115 rysunkami i 17 tabelami.

W pierwszym rozdziale liczagcym 35 stron, podzielonym na dwie zasadnicze czesci
autorka przedstawita informacje literaturowe na temat procesu agregacji biatek oraz dane na
temat ludzkiej cystatyny C. W szczegdlnosci autorka skupita sie na zjawisku tréjwymiarowego
przerzutu domen towarzyszacego procesom agregacji biatek oraz motywowi zamka
sterycznego. Ten drugi aspekt omowiony zostat zaréwno od strony identyfikacji (predykcji)
jak i zilustrowany licznymi przyktadami biatek z motywem zamka sterycznego. W czesci
dotyczacej HCC autorka, poza ogélnymi informacjami na temat struktury i funkcji ludzkiej
cystatyny C, skupia sie na znaczeniu reszty Val57 obecnej w sekwencji HCC.

W rozdziale drugim autorka zdefiniowata cel pracy, jakim byto zweryfikowanie czy w
ludzkiej cystatynie C, biatku o wifasciwosciach amyloidogennych, mozna zidentyfikowac
sekwencje aminokwasowe promujace agregacje i fibrylizacje tego biatka.

W rozdziale trzecim, liczacym 19 stron, zaprezentowane zostaty przez doktorantke
wykorzystywane w pracy metody badawcze. W pierwszej czesci rozdziatu oméwiono metody
syntezy i oczyszczania peptydow. W dalszej czesci autorka przedstawita metodyke analizy
fizykochemicznej badanych peptydéw (spektroskopia dichroizmu kotowego, transmisyjna
mikroskopia elektronowa czy krystalizacja biatek).

Uzyskane przez mgr ltowska wyniki badan zostaty przedstawione w rozdziale
czwartym obejmujacym 37 stron. W rozdziale tym wyniki zaprezentowano w logicznej i
chronologicznej kolejnosci poczgwszy od analiz bioinformatycznych, ktérych wyniki
wykorzystane zostaty do zaprojektowania sekwencji 14 badanych peptydéw. Nastepnie
szczegétowo omowiona zostata synteza i procedury oczyszczania peptydéw. Naturalng
konsekwencja analiz bioinformatycznych byly zakrojone na szeroka skale badania
agregacyjne (chromatograficzne, spektroskopowe i mikroskopowe). Catosci dopetnia bardzo
szczegotowy opis krystalizacji peptyddéw zilustrowany licznymi zdjeciami krysztatow.

Kolejny i zarazem najobszerniejszy " (70 stron) jest rozdziat pigty zawierajgcy
szczegétowe omoéwienie uzyskanych wynikéw. W bardzo logiczny sposéb podzielony zostat
na trzy czesci. Pierwsza poswiecona jest omowieniu wynikéw badar spektroskopowych i
strukturalnych serii peptydéw zaprojektowanych na bazie fragmentu sekwencji HCC. Druga
czes¢ dyskusji dotyczy badan wtasciwosci agregacyjnych peptydéw z przegrupowaniami w
sekwencji oraz peptydowego mutanta V57N. Ostatnia cze$¢ zawiera pogtebiong dyskusje
wynikéw badan krystalograficznych peptydow.

Podsumowanie pracy zawarte zostato w rozdziale széstym, a w rozdziale si6dmym
przedstawione zostaty cytowane w rozprawie odnosniki literaturowe. Zawarta w pracy



literatura obejmuje 135 pozycji. Do manuskryptu dotgczony zostat 3-stronicowy zatacznik
zawierajgcy dokumentacje wykonywanych analiz chromatograficznych.

Ocena strony merytorycznej pracy

Ten fragment recenzji pracy mgr lfowskiej, chciatbym pos$wieci¢ ocenie realizacji
postawionego na wstepie celu badan. W tym miejscu warto podkresli¢, ze moim zdaniem
doktorantka podjeta niezwykle interesujacg i aktualng ale rowniez wymagajaca metodycznie
tematyke badawczg. Zaprezentowany wczesniej gtéwny cel pracy mgr lfowska podzielita na
szereg etapowych celéw badawczych, ktére pozwalam sobie ponizej strescié:

1. Synteza i oczyszczanie dziewieciu heksapeptydow opartych sekwencji ludzkiej
cystatyny C (region 52-65).

2. Przeprowadzenie testow agregacyjnych tych peptydéw z pomocg chromatografii
wykluczenia sterycznego, technik spektroskopowych i TEM .

3. Badania strukturalne agregacji peptydéw po inkubacji w czasie 0-21 dni.

4. Uzyskanie krysztatow heksapeptydow do badar strukturalnych.

5. Badania krystalograficzne zmierzajqce do uzyskania struktury przestrzennej
badanych peptydéw.

6. Badania wpfywu kolejnosci sekwencji aminokwasowej na zdolnosci agreagacyjne
dla peptydu cechujgcego sie najsilniejszymi wtasciwosciami agregacyjnymi.

7. Przeprowadzenie analiz strukturalnych i agregacyjnych dla analogéw peptydéw.

8. Analiza wtasciwosci agregacyjnych zmutowanego (V57N) fragmentu HCC 55-60.

Autorka zrealizowata przedstawione powyzej szczegétowe cele badawcze. Pomimo,
Ze nie udato sie rozwigzac struktury ktéregokolwiek z badanych przez nig peptydéw warto
doceni¢ fakt, ze opracowata warunki krystalizacji dla pieciu heksapeptydéw. Z
przedstawionego opisu w czesci eksperymentalnej wynika, ze wszystkie doswiadczenia byty
szczegétowo zaplanowane, zaréwno w oparciu o dane literaturowe, jak i wiasne analizy
bioinformatyczne ukierunkowane na okreslenie tendencji agregacyjnych poszczegélnych
fragmentéw HCC. W dalszej czesci dobor kombinacji metod chromatograficznych (SEC),
spektroskopowych (CD i spektrofluorescencja) oraz strukturalnych (transmisyjna mikroskopia
elektronowa i techniki krystalografii biatek) stanowi petny zestaw metod pozwalajacych
zweryfikowa¢ tendencje do tworzenia konkretnej aranzacji strukturalnej (zamkéw
sterycznych). Uzyskane wyniki s3 powtarzalne i wysokiej jakosci. Warsztat badawczy, ktéry
mgr ltowska stosowata w analizie wynikéw uwazam za wtasciwy, a wyciagniete wnioski za
trafne i wyczerpujace.

Podczas lektury manuskryptu nasunety mi sie uwagi krytyczne, ktére z obowigzku
recenzenta musze zaprezentowac.

Nie moge zgodzic sig¢ z kontrowersyjnym sformutowaniem uzytym przez autorke na
stronie 58, ze ,biatka to peptydy zbudowane z kilkudziesieciu aminokwaséw”. Typowa
definicja strukturalna biatek nie definiuje $cisle minimalnej ani maksymalnej liczby



aminokwaséw. Jednakze powszechnie przyjeto, ze biatkami nazywa sie polipeptydy liczace
nawet kilka tysiecy aminokwaséw. Jezeli do tego wezmiemy pod uwage zdolno$¢ taiicucha
polipeptydowego do formowania struktury drugo i trzeciorzedowej to nalezy pamieta¢, ze
najwieksze pojedyncze domeny biatkowe formowane sg nawet z kilkuset aminokwasdéw.
Wobec tego zacytowane sformutowanie autorki jest co najmniej niezreczne.

Z kolei podrozdziat dotyczacy rozwigzania struktury uwazam, za zupetnie
niepotrzebny, a nawet nieco wprowadzajgcy w btad czytelnika. Ze wzgledu na niska
kompletno$¢ danych dyfrakcyjnych oczywistym jest, ze struktury sie nie da rozwigzaé.
Informacje zawarte w tej sekcji nalezatoby raczej wigczy¢ do poprzedniego rozdziatu.

W opisach syntez autorka podaje wydajnosci syntezy poszczegdlnych peptydéw,
niestety nie uwzglednita szczegétowej procedury ich wyznaczania. Niekiedy wartosci te
mozna powigza¢ z masg surowego i oczyszczonego peptydu, natomiast w innych
przypadkach wydajnosci te odbiegaja od bezposredniego stosunku mas.

Nie zgadzam sig z przedstawiong przez autorke motywacjg wyboru buforu HEPES jako
alternatywy do buforu PBS (strona 106) z uwagi na jego powszechno$¢ w testach
krystalizacyjnych. W testach przesiewowych warunkéw krystalizacji stosowany jest szereg
innych buforéw i celowanie w jeden konkretny bufor nie ma wiekszego znaczenia.

Moim zdaniem na zdjeciach TEM, zamieszczonych na stronach 113-121 oraz 139-143,
ilustrujgcych powstajgce agregaty powinna zosta¢ zamieszczona wyrazna skala (lub
adekwatny przelicznik powiekszenia w opisie tabel), ktéra utatwiataby poréwnywanie
uzyskanych obrazéw. W tej sytuacji mowa o mniejszych lub wiekszych agregatach moze mie¢
charakter spekulacji, tym bardziej, ze niekiedy widoczne stupki skali (ale bez jednostek) maja
zréznicowang dtugos¢. Przestane dodatkowo dane na ptycie CD nieco utatwiajg interpretacje,
jednakze autorka przygotowujac dane do publikacji zdecydowanie powinna opatrzy¢é je
czytelng i poréwnywalng pomiedzy poszczegdlnymi zdjeciami skala.

Zabrakto mi takze w tekscie szczegétowych informacji czy uzyskana kompletnosé
danych wynoszaca zaledwie 50% dla peptydu pep9 wynikata z szybkiego zaniku zdolnoéci
dyfrakcyjnej krysztatu czy z wyboru podczas zbierania danych zbyt matego zakresu sieci
odwrotnej adekwatnego raczej dla grupy o wyzszej symetrii niz C2.

W podsumowaniu tej czesci recenzji warto podkresli¢ aktualno$é¢ tematu
badawczego, ktéry podjeta mgr ltowska, przemyslany schemat wykonanych eksperymentéw
oraz wiasciwy dobor metod badawczych jakie zostaty wykorzystane przez doktorantke.

Za najwazniejsze wyniki, ktore zostafy uzyskane przez mgr Emilie Ifowskq uwazam:

- Zaprojektowanie serii peptyddw w oparciu o analizy bioinformatyczne
potencjalnych motywéw zamka sterycznego w sekwencji HCC i okreslenie whadciwosci
agregacyjnych.

- Wykonanie testéow inkubacyjnych agregacji peptydéw oraz analiza mikrostruktury
powstajacych agregatow z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowe;.

- Opracowanie powtarzalnych warunkéw krystalizacji peptydéw oraz wykonanie
wstepnych badan krystalograficznych.



Ocena strony redakcyjnej pracy.

Strona redakcyjna pracy nie budzi moich zastrzezen. Rozprawa zostata zredagowana
bardzo starannie zaréwno od strony graficznej jak i jezykowej. W tresci manuskryptu
sporadycznie pojawiaja sie btedy edytorskie tzw. literéwki. Mocng strong pracy sa starannie
przygotowane ilustracje, ktére poza kilkoma wczesniej wspomnianymi mikrofotografiami
TEM sg czytelne i informatywne.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska zredagowana przez mgr Emilie lfowska, wskazuje na dobre
przygotowanie autorki do samodzielnej pracy badawczej. Tematyka badawcza, ktéra
poruszyta w pracy jest wymagajaca, jednakze autorka zrealizowata zatozone na wstepie cele
badawcze. Uzyskane wyniki badar zostaty przez mgr ltowska przedstawione w sposéb jasny i
przejrzysty, a ich oméwienie jest wyczerpujace. Wyniki zostaty tez poréwnane z danymi
literaturowymi i krytycznie przedyskutowane. Strona edytorska i graficzna pracy jest
staranna, a btedy edytorskie nieliczne.

Przedstawione wczesniej nieliczne uwagi krytyczne, nie wptywaja na moja wysoka
oceng poziomu naukowego dysertacji. Pomimo, Ze autorce zabrakfo przystowiowej
»odrobiny szczescia” aby uzyskac krysztaty pozwalajagce na wykonanie petnych pomiaréw
dyfrakcyjnych prace uwazam za bardzo wartosciowa. Autorka, niezrazona wynikami badan
dyfrakcyjnych, przeprowadzita szeroki zakres badar biochemicznych. Warto docenié ich
nowatorski charakter, szczegdlnie w zakresie badan strukturalnych z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Natomiast przeprowadzone eksperymenty
krystalizacyjne stanowig doskonaty punkt wyjécia do przysztych badan strukturalnych.
Dlatego prace doktorskg mgr Emilii lfowskiej uwazam za wyrézniajaca.

W formalnym podsumowaniu recenzji, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Emilii
ltowskiej w petni spetnia wymagania stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora
zawarte w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm. Dz. U. z 2005 r. nr 164, poz. 1365). Niniejszym
wnoszg do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie mgr Emilii
ltowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz rozwazenie mozliwosci uznania
przedifozonej rozprawy za wyrézniajaca.



