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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana magistra Przemystawa Jurczaka
pt. ,Badania wptywu oddziatywan biatko-ligand oraz biatko-btona komérkowa
na proces oligomeryzacji bialek amyloidogennych na przyktadzie ludzkiej

cystatyny C”

Tworzenie amylodiow, czyli nieprawidtowo sfatdowanych biatek lub peptydow
tworzacych w zwigzku z tym nierozpuszczalne zitogi, jest zwigzane z patogenezag
wielu chorob, w tym schorzen neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera
czy choroba Parkinsona. Procesy chemiczne zwigzane z tworzeniem sie amyloidéw,
jJak i czynniki modulujace te procesy, w dalszym ciggu sg poznane jedynie
czeSciowo. Zatem dokfadniejsze ich zrozumienie jest istotne nie tylko z czysto
poznawczego punktu widzenia, ale moze odegra¢c duzg role w zrozumieniu
patomechanizmoéw roéznych choréb, znacznie utatwiajac w ten sposob prace nad
potencjalnymi lekami. W tym s$wietle, podjete przez Pana magistra Przemystawa
Jurczaka badania, ktére zmierzaly do poznania wptywu odziatywan modelowego
biatka moggcego tworzy¢ amyloidy, cystatyny C, z réznymi ligandami oraz modelami
bfon komarkowych na jego oligomeryzacje (ktory to proces jest etapem w tworzeniu

amyloidu) nalezy uznac za istotne naukowo.
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Opisane w rozprawie doktorskiej badania Pan mgr Przemystaw Jurczak
rozpoczat od uzyskania nadprodukcji kilku wariantéw ludzkiej cystatyny C (biatka
dzikiego typu oraz zmodyfikowanych wariantow: V57G, V57P i L68V) oraz ich
oczyszczenia w ilosciach pozwalajgcych na przeprowadzenia badan chemicznych i
biochemicznych. Na podkreslenie zastuguje optymalizacja metody oczyszczania
biatek znakowanych N, 3C i 2H.

Uzyskanie oczyszczonych form cystatyny C pozwolito nastepnie na zbadanie
wptywu oddziatywan tego biatka z réznymi ligandami i innymi biatkami na jego
oligomeryzacje. W szczegdlnosci, badane byly oddziatywania z mimetykami bfon
komorkowych, przeciwciatami HCC3, paping, albuming z krwi bydlecej (BSA), B
amyloidem, karboplatyng, norpeinefryng i chlorowodorkiem dobutaminy. W
badaniach tych Doktorant wykorzystat zaawansowane metody doswiadczalne z
zakresu chemii, biochemii, biofizyki i chemii fizycznej, takie jak dichroizm kotowy,
sgczenie molekularne, izotermalne miareczkowanie kalorymetryczne, magnetyczny
rezonans jadrowy, modelowanie molekularne, chromatografia powinowactwa,
elektroforeza w warunkach natywnych i denaturujgcych. W mojej ocenie badania te
zostaty przeprowadzone poprawnie, z zastosowaniem odpowiednich kontroli. Na
wyrdznienie zastuguje sprawne postugiwanie sie przez Doktoranta wieloma
zaawansowanymi metodami analitycznymi.

Przeprowadzone analizy pozwolity stwierdzi¢, ze ze wszystkich badanych
interakcji, jedynie oddziatywania cystatyny C z jednym mimetykiem btony
komorkowej (DPC:SDS 5:1) jednoznacznie wskazaty na stabilizacje formy
monomeryczne] badanego biatka oraz rozbijanie jego dimerow do monomerow.
Niemniej jednak, wyniki pozostatych badan doprowadzity do innych ciekawych
whnioskéw, a mianowicie okreslenie epitopu w oddziatywaniach cystatyny C z
monoklonalnymi  przeciwciatami HCC3, potwierdzenie roli pierwszych 11
aminokwasow cystatyny C w oddziatywaniach z papaing, zmapowanie fragmentow
taricucha cystatyny C odpowiedzialnych za oddziatywania z albuming z krwi bydlecej
(BSA) i p amyloidem. Uwazam, ze sg to wazne odkrycia, pozwalajgce stwierdzic, ze
Pan mgr Przemystaw Jurczak samodzielnie rozwigzat problem naukowych, co jest
podstawowym wymaganiem stawianym kandydatom do stopnia doktora.
Niewatpliwie Doktorant spetnit ten warunek, wykazujgc przy tym umiejetnosci
zaplanowania doswiadczen, samodzielnego ich wykonania oraz interpretacji ich

wynikow i wyciggania wnioskow.

(]



Oceniajgc sposob przedstawienia wykonanych badan, nalezy stwierdzi¢, ze
rozprawa doktorska Pana magistra Przemysfawa Jurczaka zostata ztozona w formie
manuskryptu ksigzki, napisanego w jezyku angielskim. Liczy ona 191 stron i jest
podzielona na typowe rozdziaty spotykane w tego typu opracowaniach w zakresie
nauk $cistych i przyrodniczych.

Streszczenie, napisane zgodnie z obowigzujacymi przepisami w jezyku
polskim i angielskim, przedstawia cel badan, uzyskane wyniki i najwazniejsze
wnioski. Niemniej jednak uwazam, ze nieco wiecej miejsca powinno by¢ poswiecone
opisowi otrzymanych rezultatdw, nawet kosztem skrocenia czesci wstepnej.
Streszczenie ma bowiem kluczowe znacznie w zacheceniu czytelnika do zapoznania
sie z catoscig dzieta naukowego, zas wskazanie istotnosci i nowosci uzyskanych
wynikow jest na to najlepszym sposobem.

W czesci wstepnej pracy, Doktorant przedstawit problem jakim jest tworzenie
sie amyloidow w réznego rodzaju chorobach. Patrzac z punktu widzenia biologa
odczuwam pewien niedosyt spowodowany stosunkowo mato dokfadnym opisem
poszczegodlnych zaburzen funkcjonalnych w tych chorobach, ale zdaje sobie sprawe,
Ze oceniana rozprawa doktorska miesci sie w dziedzinie nauk chemicznych, a w tym
Swietle opisy te moga by¢ wystarczajace. Niemniej jednak, prositabym aby podczas
publicznej obrony rozprawy doktorskiej Pan mgr Przemystaw Jurczak przedstawit
ztozono$¢ procesu patogenezy choroby Alzheimera (jako przyktadowej choroby),
ktory polega nie tylko na gromadzeniu sie amyloidu. W dalszej czesci opisane sa
btony biologiczne i stosowane w badaniach ich modele, jak réwniez surfaktanty,
oddziatywania bton z biatkami oraz metody stosowane w ich badaniach. Znalaztam
tutaj kilka niescistosci, jak na przyktad na str. 22 czytamy: ,Membrane proteins are
estimated to account for 20-30% of genes...” (,Szacuje sie, Zze biatka bltonowe
stanowig 20-30% gendw....”). Biatka nie mogg stanowi¢ okreslonego procentu
genow, gdyz geny to fragmenty DNA a nie polipeptydy — oczywiscie chodzi tu o geny
kodujace te biatka. Ta niescisto§¢ nomenklaturowa nie wplywa jednak na
zrozumienie tekstu. Ostatnig czescig wstepu jest opis obiektu badan Doktoranta,
czyli ludzkiej cystatyny C. W tej czesci pracy musze zwroci¢c uwage na kolejng
niescistos¢ — tytut rozdziatu 2.6. ewidentnie sugeruje jakoby ludzka cystatyna C byta
proteinazg, podczas gdy biatko to jest inhibitorem proteaz cysteinowych.

Rozdziat opisujacy przeprowadzone badania, ich wyniki oraz dyskusje jest

wedfug mnie bardzo dobrze przygotowany. Doktorant zamiescit obszerng i czytelng
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dokumentacje wynikéw. Nie ma do tego rozdziatu krytycznych uwag merytorycznych,
natomiast musze zwroci¢ uwage na btedy nomenklaturowe. Na przyktad na str. 54
dwukrotnie  znajduje sie okreslenie ,temperature promoter” (,promotor
temperaturowy), podczas gdy w rzeczywistosci chodzi o uktad, w ktorym gen
ulegajacy ekspresji znajdowat sie pod kontrola promotora regulowanego przez
represor wrazliwy na temperature. Ponadto powinno sie pisa¢ o ekspresji genu, a nie
biatka (str. 54).

Bardzo dobrze napisany jest rozdziat przedstawiajgcy wnioski pltyngce z
opisanych badan. Wskazane sg w sposéb bardzo wywazony gtéwne konkluzje, jakie
Doktorant proponuje na podstawie uzyskanych rezultatow.

Opis metod jest zasadniczo prawidiowy, a przedstawione szczegoty
eksperymentalne pozwalajg na ewentualne powtdrzenie doswiadczen. Ponownie
mam jedynie kilka uwag zwigzanych z uzywang nomenklaturg. Tytut rozdziatu 6.2.1.
powinien brzmie¢ ,Gene expression” zamiast ,Protein expression”. Na str. 116
czytamy: ,hCC coding gene coupled with signaling peptide” (,gen kodujgcy hCC
sprzezony z peptydem sygnatowym”) — gen (DNA) nie moze byC sprzezony z
peptydem, przynajmniej jesli ma funkcjonowa¢ prawidlowo w komorce. Skad
pochodzi nazwa pozywki LB przedstawiona jako ,Miller Lysogeny borth” (str. 127)?
Pozywka ta okreslana jest w literaturze jako ,pozywka Lurii-Bertoniego” (,Luria-
Bertoni medium”, chociaz sam Giuseppe Bertoni wielokrotnie wskazywat, ze wraz z
Salvadorem Lurig nazwali te pozywke ,LB” od ,lysogeny broth” (,pozywka dla
lizogendow”).

Spis literatury  przygotowany jest prawidtowo, przy zachowaniu
obowigzujgcych w tym wzgledzie standardow. Rozprawe Kkonczy materiat
uzupetniajgcy w postaci surowych danych uzyskanych w wyniku pomiarow.

Praca napisana jest ogolnie poprawnym jezykiem naukowym, chociaz
Doktorantowi nie udato sie unikngé btedéw gramatycznych i stylistycznych. Ich
przyktady to: na str. 23 - pierwsze zdanie rozdziatu 2.3.1. jest niezrozumiate, str. 50 —
w ostatnim zdaniu jest btad gramatyczny (,Can the protein.... may prevent...”), str. 57
— zdanie konczy sie nastepujaco: ,POPC and DMPS, and.” Niemniegj jednak, catos¢
pracy pod wzgledem reakcyjnym prezentuje sie poprawnie. Na pochwale zastugujg
czytelne ilustracje — zardowno schematy zamieszczone w czesci wstepnej jak tez

ryciny przedstawiajgce wyniki eksperymentow.



W podsumowaniu oceny rozprawy doktorskiej Pana magistra Przemystawa
Jurczaka uwazam, ze Doktorant samodzielnie rozwiazat problem naukowy, wykazat
sie umiejgtnoscig planowania badan, wykonania czesci doswiadczalnej, a takze
interpretacji wynikow eksperymentéw i wyciggania uprawnionych wnioskow. Czesé
wstepna pracy oraz dyskusja wynikow wskazujg na odpowiednia wiedze teoretyczng
Doktoranta w zakresie tematyki prowadzonych badan. W zwigzku z powyzszym,
stwierdzam iz oceniana rozprawa doktorska spetnia wymagania okreslone w art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595, z poézniejszymi
zmianami). Przedktadam zatem Wysokiej Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego wniosek o dopuszczenie Pana magistra Przemystawa Jurczaka do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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