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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Zygowskiej pt. ,,Badanie wplywu jonéw Cu?* na

strukture, wlasciwosci i oligomeryzacje cystatyny C”

Praca doktorska Pani mgr Justyny Zygowskiej zostala wykonana na Wydziale Chemicznym
Uniwersytetu Gdanskiego w Katedrze Chemii Biomedycznej. Promotorem pracy jest Pani dr hab. Aneta
Szymarnska, prof. U.G. za$ promotorem pomocniczym Pani dr Marta Orlikowska.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa poswigcona jest istotnemu zagadnieniu, jakim jest agregacja
biatek amyloidogennych, ktéra to prowadzi do choréb neurodegeneracyjnych. Mimo ogromu prac
badawczych realizowanych na catym §wiecie nie opracowano dotad lekéw hamujacych procesy
patologiczne. Wynika to z wysokiego stopnia ztozonosci procesow zachodzacych w ludzkim mézgu a takze
wysokiej wrazliwosci tkanki nerwowej. Sam proces agregacji bialek jest zalezny od ogromnej iloSci
czynnikow biologicznych, fizycznych jak i chemicznych. Nie zostaly one dotad w petni poznane. Badania
umieszczone W ocenianej pracy rzucaja nowe $wiatlo na proces agregacji, w tym wypadku cystatyny c,
akcentujac istotny wptyw srodowiska na tenze proces. Celem rozprawy bylo zbadanie wptywu stezenia
biatka, intensywnosci wytrzasania, temperatury, rodzaju buforu, pH a przede wszystkim jonéw Cu(Il) i przy
okazji jonow Zn(II) na proces agregacji cystatyny c. Zbadania wptywu jonow Cu(Il) 1 Zn(II) podyktowane
byto licznymi obserwacjami obecno$ci tych pierwiastkow w zlogach amyloidowych a takze wpltywem
samych jondw na proces asocjacji, oligomeryzacji czy utleniania badanych biatek amyloidogennych. Wybor
cystatyny c jak obiektu badan zwigzany byl zarowno z profilem naukowym grupy badawczej, w ktorej
Doktorantka realizowata swdj projekt a takze z tym, ze biatko to wykazuje naturalne tendencje do
dimeryzacji czy oligomeryzacji. Tendencja ta zalezna jest w sporej mierze od mutacji, ktoére wystepuja w
tym bialku. Przykladowo zamiana Leu68 na glutaming powoduje destabilizacj¢ biatka skutkujaca
fibrylizacja i odkladaniem si¢ zlogéw w naczyniach krwiono$nych w przypadku angiopatii amyloidowe;j
typu islandzkiego (HCCA). Sam mechanizm fibrylizacji cystatyny c jak i czynniki wplywajace na ten proces
nie zostaty do konca poznane. Nie przeprowadzono migdzy innymi badan oddziatywania z jonami metali.
Zaobserwowano jednakze, ze cystatyna b nazywana rowniez stefing b posiadajaca duza homologig
sekwencyjng jak i strukturalng do cystatyny b i silnie oddzialuje z jonami Cu(II). Ponadto zauwazono, ze

dodatek jonoéw Cu(Il) powoduje w tym wypadku destabilizacj¢ formy monomerycznej ale jednocze$nie




spowalnia proces fibrylogenezy. Majac na uwadze te obserwacje oraz fakt, ze cystatyna c posiada dwie reszty
histydyny (His86 i His 90) w stabo ustrukturyzowanym regionie biatka, Autorka w swojej pracy obok biatka
typu dzikiego otrzymata szereg mutantow, ktore pozwolily jest sprawdzi¢ wpltyw poszczegodlnych reszt
histydyny na kompleksacje Cu(Il) jak i tendencje do fibrylizacji cystatyny c. Co istotne, do tej pory
przeprowadzono badania wstepne na peptydzie bedgcym fragmentem nieustrukturyzowanego regionu (85-
94 reszty aminokwasowej), ktore wykazaty, ze w 6w peptyd w pH fizjologicznym chetnie tworzy kompleksy
z jonami Cu(II). Szkoda, ze wyniki te nie zostaly umieszczone w rozprawia a jestem wrecz przekonany, ze

zostaty zrealizowane przez grupg¢ badawcza Promotora lub samg Doktorantke tuz przed realizacja projektu.

Rozprawa Doktorantki jest dlugim dzietem liczacym az 173 strony i zostala przygotowana w
klasycznym uktadzie pracy eksperymentalnej zawierajgcej wprowadzenie (wstgp) I nastepujacy po nim cel
pracy, metody badan, procedury oraz i omowienie wynikow. Rozprawe wienczy podsumowanie i spis
cytowanej literatury liczacy 210 pozycji. Praca zawiera réwniez wykaz uzywanych skrotéw ale brak jest w
niej streszczenia czy spisu ilustracji i tabel, ktorych ilo$¢ tez jest imponujaca przycCzyniajac si¢ do
cato§ciowego rozmiaru pracy: 81 rycin i 31 tabel.

Wstep pracy liczacy 34 strony jest dobrze przygotowanym rozdziatem pod wzgledem zawartoSci i
struktury a takze dobrze wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy. Zawiera on najistotniejsze informacje
na temat choréb neurodegenarcyjnych a takze agregacji biatek. Przy okazji wprowadza czytelnika w
zagadnienie metod laboratoryjnych stosowanych przy badaniu agregacji. Spora czgs¢ wstgpu Autorka
poswigecita roli jonéw metali w rozwoju chorob neurodegeneracyjnych skupiajac si¢ mocno na jonach Cu(ll)
1 Zn(IT) a takze chorobie Alzheimera 1 Parkinsona. Osobny rozdziatl poswigcony zostat bohaterce rozprawy
czyli ludzkiej cystatynie c. Mozna znalez¢ tu najwazniejsze informacje o funkcji i budowie/strukturze
cystatyny ¢, mechanizmie oligomeryzacji a takze mato zbadanym oddziatywaniu z jonami metali.
Szczegblnie obrazowy jest tu akapit o wystepowaniu i przyczynach zachodzenie angiopatii amyloidowej
typu islandzkiego. To, czego mi brakuje we wstepie, jak i zreszta na dalszych kartach dysertacji, to
podstawowych informacji na temat wtasciwosci koordynacyjnej miedzi i bialek z nig oddziatujacych — to
dos¢ istotna kwestia przy opisie tworzacych si¢ kompleksow. Nie kazdy czytelnik musi wiedzie¢, Ze reszty
histydynowe tworzg silne kompleksy lub jakie inne donory biatkowe che¢tnie tworza wigzania
koordynacyjne. Jak wyglada geometria czy struktura owych kompleksow? Praca jest dos¢ ogodlna pod
wzgledem statych oddziatywania metal-biatko. Pojecie silny czy staby jest bardzo relatywne i zmienia si¢
znaczaco gdy méwimy o jonach Cu(Il) czy Zn(Il). Z reguty kazdy peptyd czy biatko oddziatuje z Cu(Il),
lecz nie oznacza to, ze takie kompleksy tworzone s3 w warunkach fizjologicznych. Pomijajac te braki, wstep
dobrze wprowadza czytelnika w temat rozprawy i bardzo dobrze uzasadnia cele pracy, ktore zostaty
postawione przez Autorke w kolejnym, trzystronicowym rozdziale. Jego objetos¢ mozna by skroci¢

usuwajac powtorzenia i niepotrzebny wstep skupiajac si¢ na samych celach. Do czterech biatek badanych



w pracy dorzucitbym mutant wystepujacy u chorych na HCCA. Tu jednak domys$lam si¢, Ze jego otrzymanie
w postaci monomerycznej moze by¢ bardzo trudne lub wreczy niewykonalne. Prosze tu Doktorantke o
komentarz.

Rozdziat Metody badan zawiera zwigzly opis stosowanych przez Doktorantke metod i stanowi
przydatne uzupetnienie calej rozprawy. Jednakze bioragc pod uwage dlugos$¢ pracy, rozdziat ten mogt by¢
zdecydowanie krotszy a Autorka powinna w nim skupi¢ si¢ gtdownie na samej metodyce wykorzystywanej
w badaniu agregacji bialek czy oddziatywaniach z jonami metali. Opis elektroforezy, mutagenezy czy
nadprodukcji biatek i ich oczyszczania zdecydowanie moglby zosta¢ usunigty z tego rozdziatu lub
fragmentami przeniesiony do kolejnego, w ktorym Autorka opisuje wykorzystanie tych metod. Same
procedury nie budza zastrzezen i sg przygotowane bardzo rzetelnie. Juz z opisu procedur wida¢ ogrom
wlozonej pracy w realizacje projektu. Jedyne, co przykuwa wzrok to brak miejscami informacji o
pochodzeniu pewnych odczynnikéw i materiatdéw biologicznych (np. papaina — tu tez brak informacji o
aktywnos$ci enzymu). Nie ma tez podanych sktadow niektorych buforéw, a zamiast tego uzywane sg jedynie
skroty.

Opis rezultatow Autorka rozpoczeta od przygotowania wektoréw i nadprodukcji biatek, nastepnie ich
izolacji 1 oczyszczania po czym przeszta do charakterystyki uzyskanych protein. Sposob realizacji
poszczegblnych etapow pracy jak i wyniki nie budza wigkszych zastrzezen. Jedynie pod niektorymi
zdjeciami zeli brak jest informacji jakiego biatka one dotycza. Autorka pisze, ze biatka po wstgpnym
oczyszczaniu z uzyciem chromatografii jonowymiennej byty odsalane a bufor wymieniany — nie podano
jednak na jaki. Nastepnie preparaty poddano liofilizacji. Przed kolejnym etapem oczyszczania, byty one
rozpuszczane w buforze elucyjnym do chromatografii SEC, ktorym byt wedlug Autorki byt octan amonu.
Zwazywszy na to, ze octan amonu nie jest buforem i preparat zawierat sktadniki uzytego wczesniej buforu
mniemam, ze pH tego roztworu bylo faktycznie nieznane. Nie ma to jednak wigkszego znaczenia, gdyz
biatko po sgczeniu molekularnym bylo juz czyste i znajdowato si¢ jedynie w roztworze octanu amonu.
Rycina 40 1 41 nie sa ze soba w pelni zbiezne. Frakcje na zelu zostaty wlasciwie ponumerowane, brak jest
jednak numeracji czy podanego zakresu czasu retencji na chromatogramie. Wszystkie otrzymane biatka
zostaly ostatecznie oczyszczone do wysokiego stopnia czystosci, co zostalo potwierdzone z uzyciem
spektrometrii mas. Widma masowe sg wregcz podrecznikowe a uzyskane masy zgadzajg si¢ bardzo dobrze z
masami teoretycznymi. Zastanawiam si¢, czy Doktorantka mierzyta tez widma dimerow na dalszym etapie
badan i czy uzyskane masy odzwierciedlaly dimer lub czy dimer ulegat dysocjacji w warunkach
pomiarowych (czysta cieckawo$¢)? Mam tez pewne zastrzezenia do ,,gladzenia” widm CD 1 jak mi si¢ wydaje
rowniez przebiegow eliptycznosci w gradiencie temperatury. O ile to pierwsze jest stosowane do$¢ czesto
do widm o stabej jakos$ci to druga czynnos¢ jest nietypowa. Zmiany eliptycznosci mozna z powodzeniem
fitowa¢ do odpowiednich funkcji, co pozwala uzyska¢ precyzyjnie wartosci temperatur topnienia Wraz z

btedem. Przy takim podejs$ciu niepotrzebne jest sporzadzanie pochodnych eliptycznosci, ktore niekoniecznie



precyzyjnie wskazuja temperatury topnienia. Chcialbym jeszcze zwrdci¢ uwage na Nnieco uproszczong
analiz¢ ilosciowa procesu dimeryzacji bialek. Doktorantka analizowata postep dimeryzacji w réznych
warunkach eksperymentalnych poprzez rozdzial monomeru i dimeru z zastosowaniem saczenia
molekularnego. Zawarto§¢ dimeru byla okreSlana na podstawie po6l powierzchni  pikow
chromatograficznych. Wiasciwa analiza uwzgledni¢ powinna réznice w molowych wspoétczynnikach
absorbcji monomeru i dimeru. Zastosowane przez Doktorantke podej$cie zawyza bowiem procentowy udziat
dimeru. Nie ma to jednak wigkszego znaczenia dla wycigganych wnioskéw gdyz podejscie to jest
realizowane konsekwentnie i rezultaty s3 odnoszone do wszystkich biatek.

Kolejny etap rozprawy to opis badan oddziatywania biatko-metal. W pierwszym podejsciu poszczegdlne
biatka byly inkubowane z Zn(Il) i Cu(Il), a nast¢pnie analizowane pod wzgledem zwartosci dimeru.
Uzyskane dane pokazaty, ze tylko Cu(Il) wptywa na proces oligomeryzacji. Stad tez Zn(II) zostal pominigty
w dalszych badaniach. Analiza poréwnawcza inkubacji biatek z jonami Cu(Il), zgodnie z oczekiwaniami,
ukazata, ze najmniejszy postgp w dimeryzacji/oligomeryzacji obserwowany byt dla biatka H86 90A
sugerujac tym samym istotno$¢ obu reszt histydyny w wigzaniu miedzi i nastgpczych procesach asocjacji
biatka. Badania zmian konformacji biatek nie pokazaty zmian w strukturze drugorzedowej pod wptywem
jonow Cu(II). Dopiero analiza struktury trzeciorzgdowej ukazata drobne zmiany w przypadki WT i mutanta
H90A. Podobne réznice migdzy biatkami zaobserwowano réwniez analizujac widma CD w funkcji
temperatury. Wskazuje to, ze wigzanie Cu(Il) obniza stabilno$¢ czasteczki cystatyny ¢, przy czym obie reszty
histydyny maja nieco odmienny wptyw na proces oligomeryzacji. R6znica ta jest jeszcze lepiej widoczna na
widmach EPR, ktore ukazaty dwa typy kompleksow w biatku dzikim. Mutacja His86 nie ptywa na wptywa
na typ I lecz eliminuje typ II. Usunigcie zas His90 eliminuje typ 11 II na korzys¢ typu Ill-ego. Widmo biatka
H86 90A jest identyczne z widmem wariantu H90A a obecnos¢ sygnalow od akwakompleksu Cu(II)
wskazuje na obnizenie powinowactwa do tego metalu. Wyniki te wskazuja na to, ze reszta His90 bierze
udzial w dwoch typach kompleksu I 1 II. Reszta His86 natomiast bierze udziat w koordynacji typu Il razem
z His90. Analiza ta jest bardzo przekonywujaca 1 zbiezna z innymi obserwacjami. To, czego tu brakuje to
wskazanie typu koordynacji na podstawie parametréw widm EPR. Jasne réznice w typach I-11l s3g bowiem
zwigzane z inng iloscig atomow azotu w sferze koordynacyjnej. Brak tej analizy nie wptywa jednak na
konkluzje wyciagnigta na podstawie analizy porownawczej WT z mutantami. Skoro typ dziki wykazuje
tendencje to tworzenia roznych kompleksow z Cu(Il) to czy moze on tworzy¢ réwniez biskomples? Widma
EPR zostaly wykonane tylko w stosunku 1:1. Co ukazuje widmo z nadmiarem biatka nad miedzia?

Najbardziej enigmatyczng cz¢s$cig badan nad oddziatywaniem cystatyny ¢ z Cu(ll) to badania NMR. W
badaniach tych wykorzystano mutant VV57G znakowany azotem °N. Wyboér tego biatka gwarantuje obecno$¢
monomeru w trakcie dtugich pomiardéw, co zostato wykazane we wczeéniejszych badaniach. Widma *H-°N
HSQC, ktoérych brak w pracy wskazuja wedlug Autorki na mate réznice pomiedzy biatkiem zwigzanym i nie

zwigzanym z Cu(Il) sugerujac tym samym jedynie drobne zmiany w strukturze biatka w trakcie



kompleksowania. Ponadto poszerzenie linii rezonansowych dla grup amidowych w zakresie Glu67-Phe96
ma wskazywac na blisko$¢ z jonem paramagnetycznym. Rysunek 64 jednakze nie przestawia tego regionu a
wskazuje na ugrupowania amidowe w dalszej czesci biatka, jako te z poszerzonym sygnalem. Te dwie
informacje sa w sprzecznosci ze sobg. Prosz¢ tu o komentarz.

Kolejna cze$¢ rozprawy to opis wptywu Cu(Il) na fibrylizacje cystatyny c, ktory realizowany byt w
roznigcych si¢ od siebie warunkach eksperymentalnych. Zmiennymi stosowanymi w tej analizie byto
stezenie biatka, pH, intensywno$¢ wytrzasania probki biatka oraz dlugo$¢ inkubacji. Brak lub postep
fibrylizacji badany byl z uzyciem chromatografii SEC, fluorometrycznie z zastosowaniem barwnikow ANS
i tioflawiny T a takze z zastosowaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Rozdzial ten jest
naszpikowany ogromng iloscia wykresow, zdje¢, tabel i licznych wartosciowych obserwacji, ktore
Doktorantka dokonata podczas realizacji projektu. Wnioski z tej analizy wskazuja generalnie na to, ze
wszystkie zmieniane parametry Srodowiskowe maja wptyw na przebieg oligomeryzacji cystatyny ¢. Zmiany
te nie w kazdym jednak wypadku prowadza do fibrylizacji. Wptyw Cu(Il) tez jest rozny w zalezno$ci od
panujacych warunkéw. Ze wzgledu na ilo§¢ pomiardéw i zastosowanych zmiennych prosz¢ Doktorantke o
zebranie obserwacji i konkluzji w jasng w odbiorze tabele (lub schemat) i prezentacje jej podczas obrony.

Ostatnim etapem badan prezentowanych w ocenianej rozprawie byta krystalizacja biatek i analiza
uzyskanych struktur krystalicznych. Autorka postawita sobie za zadanie aby wykrystalizowaé analizowane
bialka w postaci wolnej i zwigzanej z metalem. Zdecydowana wigkszos¢ testowanych warunkow
krystalizacji powodowata jednak szybkie wytracanie biatka z roztworéw albo w postaci zagregowanej lub w
postaci zdenaturowanej. Ostatecznie obrana strategia polegata na znalezieniu warunkow krystalizacji bez
dodatku Cu(ll) a nastepnie na podjeciu prob krystalizacji w tych samych warunkach z matg ilo$cig miedzi,
ponizej stosunku 1:1 w celu spowolnienia niepozadanych procesow. Podejscie to zakonczyto si¢ sukcesem
tylko w przypadku mutanta H86A. Reszta bialek zostata wykrystalizowana w postaci wolnej od metalu a
biatko dzikie bylo namaczane w roztworze miedzi po wczesniejszym wykrystalizowaniu. Ze wzgledu na
stosunkowo niska rozdzielczos¢ danych dyfrakcyjnych Autorka skupila si¢ jedynie na poroéwnaniu map
gestosci elektronowych otrzymanych dla wszystkich czterech bialek skupiajac si¢ gtéwnie na fragmentach
zawierajacych reszty histydyny 86 i 90. Pordwnanie to wykazalo brak roznicy w okolicy reszty His86
pomig¢dzy mapami dla krysztatu niemoczonego i moczonego w Cu(Il). Zmiany byty jednak widoczne w
sgsiedztwie reszty His90, co zostalo zaprezentowane na Rycinie 78 w postaci dodatkowej chmury
elektronowej pochodzacej od hydratowanego jonu Cu(ll). Dalsza analiza pokazata, ze po wygenerowaniu
czasteczek symetrycznych reszta His86 jest przestaniana przez reszty Tyr42 i Arg51, co utrudniato dostgp
Cu(ll) do His86. Najistotniejsze pytanie jakie nasuwa si¢ w $wietle uzyskanych danych w roztworze i
krysztale dotyczy przyczyn roznicy w roli poszczegolnych reszt histydyny w kompleksowaniu Cu(II). Proszg
o komentarz w tej sprawie w kontekscie samego oddzialywania jak i wptywu Cu(ll) na proces

oligomeryzaciji.



Uzyskane przez Doktorantke dane dyfrakcyjne pozwolity takze na uzyskanie i udoktadnienie dwoch
struktur: mutanta H90A oraz mutanta H86_90A. Biatko H86 90A jak i jedna z form H90A wykrystalizowato
w postaci dimerycznej dzigki trojwymiarowej wymianie domen. Wymiana ta jednak okazata si¢ strukturalnie
odmienna w jednym i drugim wypadku. Czy wiadomo dlaczego? Biatko H90A wykrystalizowato roéwniez
w postaci monomerycznej a uzyskana struktura jest jedng z najbardziej rozdzielczych. Co wigcej, uzyskanie
struktury monomerycznej i dimerycznej jednego wariantu cystatyny ¢ w tych samych warunkach nie udato

si¢ jak dotad nikomu wcze$niej. Zdecydowanie rzuca ono nowe $wiatto na mechanizm dimeryzacji.

Poza uwagami umieszczonymi wyzej, nie mam zasadniczych zastrzezen merytorycznych do
recenzowanej rozprawy. Prac¢ czyta si¢ z przyjemno$cig mimo, ze opisuje ona nielatwe w realizacji 1
prezentacji badania z zastosowaniem réznych technik pomiarowych. Cata praca napisana jest poprawnym
jezykiem cho¢ Autorka nie unikneta pewnych btedow gramatycznych i zwyczajowych (jak np. pisanie
miedzi (I1) a nie miedzi(ll)). Jednym z ciekawszych btedow jakie udato mi si¢ znalez¢ w pracy to ,,octan
uracylu” zamiast octan uranylu na stronie 84. Nie jestem tez zwolennikiem stosowania jednostki rpm (ang.
revolutions per minute) przy opisie predkosci rotacji bez precyzyjnej informacji o rotorze. Predkosci
powinny by¢ zapisywane w postaci jednostki rcf (albo x g, ang. relative centrifugal force). Wymienione
btedy, cho¢ pojawiajg si¢ w calej pracy, nie wptywajg na bardzo pozytywny odbiodr catej rozprawy, walorow
naukowych a takze bardzo przystepnego, cho¢ dtugiego, sposobu przekazywania informacji i opisu licznych
wynikow. Czytajac rozprawe widaé ogrom pracy Doktorantki jaka wlozyla w realizacj¢ swojego projektu,
ktory z pewnos$cig dostarczat wielu frustracji. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na to, ze Pani Justyna
wykorzystywata wiele roznigcych si¢ od siebie technik i procedur badawczych. Nie czgsto spotyka sie
wachlarz metod zaczynajacy si¢ od mutagenezy, poprzez nietrywialne badania spektroskopowe a
skonczywszy na mikroskopii elektronowej, nie wspominajac juz o jadrowym rezonansie magnetycznym czy
krystalografii. Zaluje wiec, ze dostarczony mi regulamin wyrézniania doktoratow na Wydziale Chemicznym
U.G. nie pozwala mi ztozy¢ formalnego wniosku o wyrdznienie ocenianej pracy.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. Justyny
Zygowskiej spetnia wymogi ustawowe, stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje wiedze
teoretyczna Autorki jak i umiej¢tno$ci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z
pOWYyZszym wnosze o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Justyny Zygowskiej do dalszych etapow
postepowania doktorskiego.

Z wyrazami szacunku

Artur Krezel
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