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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Przemyslawa Jurczaka zatytulowanej ,,Studies of the influence
of protein-ligand and protein cel membrane interactions on the amyloidogenic protein
oligomerisation process: the case of human cystatin C ”, tytul w jezyku polskim “Badania
wplywu oddzialywan bialko-ligand oraz bialko-blona komoérkowa na process oligomeryzacji
bialek amyloidogennych na przykladzie ludzkiej cystatyny C”

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska zostala wykonana pod kierunkiem
dr hab. Sylwii Rodziewicz-Motowidio i doskonale wpisuje si¢ w podejmowane z duzym sukcesem
trendy badawcze w Katedrze Chemii Medycznej, a podjete zadanie badawcze w niniejszej dysertacji
stanowi kontynuacj¢ badan dotyczacych cystatyny C.

Pomimo zaangazowania duzych nakladéw srodkow finansowych oraz prowadzonych
na szerokg skale badan procesow amyloidogenezy istnieje ciggle cale mnostwo znakéw zapytania
dotyczacych tworzenia si¢ amyloidow, ich funkcji oraz oddzialywania z uktadami biologicznymi.
Sa to bardzo wazne procesy, ktére odgrywaja duze znaczenie w chorobach neurodegeneracyjnych
takich jak choroba Alzheimera czy Parkinsona. Z tego wzgledu reakcje tworzenia ,,konstruktéw”
biatkowych w postaci organizujacych si¢ struktur od dimeréw do amyloidow sa bardzo waznym
aspektem poznawczym. Cystatyna C, inhibitor proteinaz cysteinowych w organizmie ludzkim petni
role od ochronnej np. tworzy kompleksy z amyloidem 3 do patogennej, jest przyczyng wrodzonej,
rodzinnej angiopatii amyloidowej. Z tego wzgledu poznanie oddzialywan cystatyny C z blong
komorkowa oraz innymi biatkami jest niezmiernie waznym problemem badawczym.

Niniejsza rozprawa doktorska zostala napisana w jezyku angielskim i czyta si¢ jg bardzo
dobrze zardwno pod wzgledem jezykowym jak i merytorycznym. Uklad pracy jest przemyslany
skfada si¢ z 9 rozdziatow w tym gléwnych: wstepu, podstaw teoretycznych, celu pracy, rezultatow
1 dyskusji, wnioskéw, zastosowanej metodyki i metod oraz referencji.

Pracg rozpoczyna wstep literaturowy, ktory jest proporcjonalny w stosunku do pozostatych
rozdzialbw w pracy. We wstepie zostaly opisane choroby zwigzane z procesami tworzenia
amyloidow. Rozpoczyna si¢ on krdétkim opisem choréb neurodegeneracyjnych w tym choroby
Alzheimera i Parkinsona oraz innych niezwigzanych z ukladem nerwowym w ktérych tworzenie si¢
amyloidow odgrywa znaczacg role. Zawiera réwniez opis prawdopodobnego mechanizmu
powstawania amyloidowych fibryli. Nastgpny podrozdziat jest poswigcony btonie komoérkowej oraz
jej komponentom. Ten fragment pracy jest napisany jako wprowadzenie do opisu mimetykéw bton
komdrkowych, czyli ukladow micelarnych, liposomowych oraz nanodyskoéw. Nastepnie zostaly
opisane parametry tworzenia si¢ réznych agregatow tworzacych si¢ z amfifilowych zwigzkow.

Dalsza czes$¢ wstepu jest bardzo ciekawa, poniewaz zawiera streszczenie opisujagce oddzialywania
biatek



z membranami w tym, opisy funkcji bialek membranowych oraz opis oddzialywan biatek
powierzchniowych, zakotwiczonych i transblonowych z blong komoérkows. W nastepnej kolejnosci
zostaly przedstawione metody za pomocg ktorych prowadzi sie badania oddzialywan pomiedzy
makromolekutami tj. jadrowy rezonans magnetyczny (NMR), chromatogratia wykluczenia (SEC),
izotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne (ITC) oraz dynamika molekularna (MD) jako metoda
wspierajaca badania eksperymentalne. Calos¢ wstgpu zamyka opis oddziatywania hCC
z innymi biatkami.

W nastepnym rozdzialem =zostal opisany cel pracy, ktory jest s$ci§le powigzany
z wlasciwodciami agregacji cystatyny C. Uszczegélawiajac plan pracy mozna powiedzied,
ze Doktorant wyznaczyl sobie za cel okreslenie wplywu wyselekcjonowanych ligandow
na wlasciwosci dimeryzacji i oligomeryzacji hCC, w celu oszacowania ich potencjatu inhibicyjnego
lub wspomagajgcego powyzsze procesy, wraz z opisem ich wplywu na zmiany strukturalne biatka
z okre$leniem miejsc oddziatywan. W realizacji niniejszych zadan badawczych zostaly zaplanowane
nastgpujgce dzialania takie jak ekspresja biatka cystatyny C i jego pochodnych V357G, L68V oraz
V57P, zoptymalizowanie ekspresji znakowanych izotopowo biatek hCC oraz V357G (w celu
przeprowadzenia badan NMR), okreslenie wplywu wyselekcjonowanych ligandéw na procesy
oligomeryzacji monomeréw (WT, V57G, L68V) oraz dimeréw (V57P, dimer WT), okreslenie
wptywu ligandéw na zmiany drugorzedowej struktury hCC wraz z okre$leniem termodynamicznych
parametrow oddziatywania biatko-ligand oraz miejsc oddziatywan.

Rozdzial rezultaty i dyskusja rozpoczyna opis ekspresji bialek w tym optymalizacji
ekspresji biatek z izotopowo wzbogaconymi atomami N, C oraz *H. Nastepnie zostal opisany
material badawczy dotyczacy okreslenia oddziatywan odpowiedzialnych za dimeryzacje hCC.
Poczatkowo zostaly przeprowadzone badania WT hCC z mieszanym ukladem micelarnym DPC:SDS
(stosunek molowy 5:1), ktére zostaty wykonane w réznych temperaturach za pomoca spektroskopii
dichroizmu kotowego. Z badan tych wynika, ze wraz ze wzrostem stezen surfaktantéw indukowana
jest drugorzedowa struktura biatka w formie o helisy. Przeprowadzono réwniez badania
z surfaktantami DPC oraz SDS, przy czym stwierdzono, ze stezenie 0.4 mM SDS powoduje
degradacje biatka. I tu poprosz¢ Doktoranta o wyttumaczenie, dlaczego zwickszenie stezenia do 0.8
mM nie powoduje efektu degradacji hCC. Nastgpnie przeprowadzono badania oddziatywan hCC
z miemtykami membran w postaci ukladéw liposomowych, ktére nie zakonczyly si¢ sukcesem.
W dalszych badaniach wykorzystano chromatografi¢ wykluczenia, za pomocg ktérej zostaty
przeprowadzone pomiary oddzialywan dla hCC WT oraz trzech jej wariantow z ukladami
micelarnymi i liposomowymi. Wszystkie wyniki zostaly zebrane w tabeli 2. Nastepnie zostaty
przeprowadzane badania za pomocg miareczkowania kalorymetrycznego, opisujace oddzialywania
biatka hCC WT oraz V57P z micelarnymi ukladami mieszanymi DPC:SDS (5:1) oraz
z poszezegolnymi surfaktantami osobno. W wyniku tych badan zostato ustalone, ze gléwny udzial
w wigzaniu bialka do mieszanego uktadu micelarnego wykazuje SDS. Oddziatywan pomigdzy hCC
i ukladami liposomalnymi nie udato si¢ jednak zaobserwowaé. W tej cze$ci pracy zabraklo
mi jednoznacznej konkluzji czy oddzialywanie pomiedzy uktadem mieszanym a biatkami zachodzi,
czy nie, z tego wzgledu moja druga prosba o wytlumaczenie zaobserwowanych efektow.

W dalszym ciggu do badan zostaly wykorzystane zaawansowane metody 2D oraz 3D
NMR za pomocg ktérych przypisano sygnaly z lafncucha gléwnego aminokwaséw, a nastepnie
zostaly wykonane badania V57G w ukladzie micelarnym. Analiza zmiany przesunie¢ chemicznych
pozwolifa na okreslenie miejsc oddziatywan bialka z uktadem micelarnym DPC:SDS. Niestety



przeprowadzone badania z mimetykami membran w postaci liposoméw wykazaly jedynie stabe
oddzialywania N konca biatka V57G (fragment 5-19).

Znaczna cz¢$¢ pracy zostala poswigcona badaniom wykonanym z wykorzystaniem metod dynamiki
molekularnej uktadow biatko — mimetyk blony komoérkowej, za pomocg ktorych okreslono miejsca
oddziatywan bialek z zastosowanymi mimetykami. Niniejsze badania stanowig spory wkiad wiedzy
dotyczacy oddzialywan bialka hCC i jego trzech analogéw, a do najciekawszych wynikéw moim
zdaniem nalezy okreslenie stabych oddzialywan pomiedzy biatkami a liposomami oraz
monomeryzacji biatka V57P pod wplywem oddzialywania z micelami. Niewatpliwie kontynuacja
tych badan moglyby by¢ pomiary NMR z wykorzystaniem miareczkowania bialka surfaktantami,
a niewgtpliwe wykonanie widm typu DOSY pomogloby w okresleniu form, w ktorych biatka
wystepujg bezposrednio w roztworze.

Ostatni IV rozdziat zawiera czes¢ pracy, w ktorej zostaly opisane oddzialywania pomigdzy

hCC i jej analogami oraz czasteczkami o potencjale inhibicyjnym procesu dimeryzacji, w tym
przeciwcialem HCC3, papaing, biatkiem BSA, amyloidem [, oraz matoczgsteczkowymi zwiazkami
organicznymi. Poczatkowo zostaly wykonane badania w ukladzie hCC-HCC3 za pomoca
chromatografii powinowactwa, ktére wykazaty oddzialywanie pomiedzy obiema makromolekutami.
W dalszej czesci prac zostaly przebadane oddzialywania krétszych fragmentéw biatka hCC
(14 peptydow skladajgcych si¢ z od 12 do 15 reszt aminokwasowych) z przeciwcialem HCC3
za pomocg tej samej metody. Badania te wykazaty oddziatywanie trzech z nich to jest peptydow 6, 8,
12 jednak w podsumowaniu tej czeéci badan Doktorant nie byt do kofica o tym przekonany.
Nastgpny zestaw badanych biatek hCC V57G oraz papaina wykazy tworzenie sic kompleksu jednie
za pomocg natywnej elektroforezy agarozowej, czego posrednim dowodem na jego istnienie moze
by¢ cigcie enzymatyczne hCC V57G pomigdzy 11Gly — 12Gly oraz powstawanie biatka o krétszej
sekwencji.
W dalszym ciagu prac zostaly przebadane uklady hCC - BSA oraz hCC - amyloid p za pomoca
metody NMR. Z badaii NMR wynika, ze hCC oddziatuje z obydwoma molekutami, gtéwnie poprzez
zaangazowanie N-korca biatka hCC. W tym migjscu mam pytanie do Pana mgra Przemystawa
Jurczaka, czy byly podjgte proby badania oddziatywan biatka hCC VS57P z przeciwciatem HCC3
z wykorzystaniem techniki NMR? Drugie pytanie laczy si¢ z pierwszym, a dotyczy sprawdzenia
oddziatywan karboplatyny, norepinefryny i chlorowodorku dobutaminy z dimerem hCC V57P.

Nastepne rozdzialy to czg$¢ eksperymentalna, w ktérej opisane sa procedury zaréwno izolacji
i oczyszczania biatek jak i opis wykonanych pomiarow.

Podsumowujgc niniejsza dysertacje doktorska mysle, ze Doktorant uzyskat materiat na co
najmniej péltora pracy doktorskiej, wykazal si¢ duza znajomoscia szeroko pojetych metod
badawczych oraz doskonatym opanowaniem warsztatu badawczego. Praca jest napisana w sposob
zrozumialy, a opisane po sobie rozdzialy posiadajg ciag przyczynowo skutkowy podparty wysokiej
jakosci ilustracjami. W tym miejscu musz¢ dodaé, ze przedstawiona do recenzji praca jest
opracowana niezwykle starannie zaréwno pod wzglgdem edytorskim jak i jezykowym (praca
napisana w jezyku angielskim). Chcialbym rowniez zaznaczy¢, ze wszelakie uwagi, sugestie oraz
pytania, ktére pozwolilem sobie w tej recenzji wypisa¢ wynikaja jedynie z obowiazku recenzenta
i majg charakter ,,dociekliwych sugestii”.

Pan mgr Przemyslaw Jurczak w swoim dorobku naukowym posiada dwie prace
w czasopismach zagranicznych (Beilstain Journal of Nanotechnology, FEBS Letters) oraz jedng



w czasopi$mie polskim (Task Quarterly). Do dorobku naukowego Doktoranta nalezy rowniez
zaliczy¢ udziat w 18 konferencjach oraz w 5 projektach badawczych.

Reasumujgc  stwierdzam, 2ze przedstawiona do oceny rozprawa  doktorska
Pana mgr Przemyslawa Jurczaka spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z pdzniejszymi
zmianami i uzupelnieniami) ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki” 1 wnioskuje do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz biorac pod uwage
opisane powyzej dokonania Pana mgr Przemystawa Jurczaka wnioskuje do Rady Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.




