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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Eweliny Stefaniak
pt. ,Distribution of copper ions between amyloid-8 peptides and biomolecules present in the synaptic
cleft in the context of neurotoxicity of Alzheimer’s disease”

wykonanej w Zaktadzie Biofizyki w Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

(promotor: Prof. dr hab. Wojciech Bal)

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska dotyczy niezwykle wazkich, i, pomimo wielu lat intensywnych
badan, wcigz nie do konica poznanych i zrozumiatych relacji miedzy peptydem beta-amyloidowym, w szczegélnosci
jego réznymi formami, a chorobg Alzheimera. Wysitki wielu grup badawczych na catym swiecie doprowadzity do
stworzenia kilku teorii na temat powstawania i rozwoju tej plagi naszych czaséw, zadna jednak nie jest na tyle petna,
by zaowocowata skuteczng terapia. Dlatego tez wszelkie wysitki, w ktorych odchodzi sie nieco od gtéwnego nurtu i
obiektu badan jakim jest peptyd beta-amyloidowy w jego klasycznej 40 lub 42 aminokwasowej formie
(AB1-40i AB1-42)i jego agregacja wraz z czynnikami jg promujgcymi, na rzecz alternatywnych celdw czasteczkowych
sg jak najbardziej pozgdane. W ten nurt badan wpisuje sie dysertacja mgr inz. Eweliny Stefaniak. Praca wykonana
zostata w zespole naukowym prof. Wojciecha Bala, uznanego specjalisty w dziedzinie chemii bionieorganicznej. W
swym meritum nie odchodzi co prawda bardzo daleko od uznanego za niestawny peptydu AB1-40/42, koncentrujgc
sie na jego N-terminalnie skréconych wersjach, wnosi jednak wiele nowych i istotnych informacji niezbednych do
lepszego zrozumienia jego roli w mdzgach, zaréwno zdrowych jak i dotknietych neurodegeneracja.

Mgr Stefaniak postawita sobie zadanie zbadanie potencjalnie fizjologicznej roli peptydu ApR4-x (gdzie x=16 lub
42) jako swego rodzaju ,zmiatacza” jondw Cu(ll) w szczelinie synaptycznej i potencjalnego transportera tychze jonéw.
W badaniach swoich uwzglednita réwniez wptyw kilku naturalnie wystepujgcych w tej lokalizacji czasteczek na
stabilnos¢ odpowiednich kompleksdw oraz mozliwosci wymiany jondw metalu miedzy réznymi jego ligandami.
Doktorantka przeprowadzita takze badania kinetyczne tworzenia kompleksow miedzy AB4-x i jonami miedzi(ll),
wynikiem ktérych byta propozycja modelu mechanizmu reakcji wigzania Cu(ll) z AR4-16.

Wyniki swojej pracy mgr inz. Ewelina Stefaniak przedstawita w postaci dysertacji doktorskiej bedgcej zbiorem
publikacji opatrzonych wstepem i syntetycznym opisem uzyskanych rezultatéw badan. Ta czes$¢ pracy zawarta jest na
88 stronach maszynopisu. Otwiera jg wykaz Zrddet finasowania, ktére umozliwity Doktorantce przeprowadzenie
zaplanowanych eksperymentéw, w tym grantdw dzieki ktérym mozliwe byty staze mgr Stefaniak w osrodkach
zagranicznych, ktére istotnie przyczynity sie do weryfikacji postawionych hipotez badawczych. Nastepnie
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przedstawiony jest spis stosowanych skrétow i symboli, po ktérym nastepujg streszczenia pracy w jezyku angielskim
i polskim, a nastepnie kolejno wprowadzenie, cel pracy/hipoteza badawcza, lista publikacji, na ktérych oparto
dysertacje, omodwienie wynikéw prezentowanych w tych publikacjach, dyskusja i podsumowanie. Dodatkowo
Doktorantka przedstawia liste innych swoich publikacji, ktére nie zostaty omdwione szczegdétowo w rozprawie oraz
wymienia swoje osiggniecia i uzyskane nagrody. Te czes¢ pracy zamyka wykaz 364 pozycji literaturowych cytowanych
przez autorke. Praca napisana jest w jezyku angielskim, w sposdb poprawny i przystepny. Nie jest zbyt bogato
ilustrowana rysunkami czy tabelami, czytelnik moze jednak zawsze odwota¢ sie do oryginalnych publikacji
przedstawionych w zatgczniku na koncu pracy.

W krétkim wprowadzeniu do dysertacji, mgr inz. Ewelina Stefaniak podjeta sie nietatwego zadania jakim jest
przedstawienie w sposdb mozliwie syntetyczny, jak to sama okreslita , state of play” czyli informacji na temat choroby
Alzheimera, peptydu beta-amyloidowego i jego roli fizjologicznej i patologicznej oraz mechanizmdw jego degradac;ji i
usuwania z komorek. Z zadania tego Autorka wywigzata sie bardzo dobrze. llos¢ informacji przedstawiona na niespetna
18 stronach, z ktérych jedna zajeta jest w catosci przez tabele przedstawiajgcg sekwencje rdéinych form
proteolitycznych peptydu beta-amyloidowego, a 2/3 kolejnej przez inng tabele przedstawiajgcg warianty rodzinne
tegoz, jest doprawdy imponujgca. Kazde zdanie niesie ze sobg dawke wiedzy, nie ma tu zdan pustych, niepotrzebnych.
Na marginesie — obie tabele nie wnoszg zbyt wiele do tekstu i mogty by¢ przedstawione w postaci krétkiego omoéwienia
i odwotania do literatury. W podobny sposdb podane zostaty informacje dotyczace zwigzkdw miedzy peptydem AB w
jego petnej oraz N-terminalnie skréconej postaci z jonami miedzi na réznych stopniach utlenienia oraz aktywnosci
synaptycznej. To ostatnie zadanie potraktowane zostato jednak przez Autorke az nazbyt syntetycznie poniewaz trudno
znalez¢ w tym jednostronicowym rozdziale informacje na tytutowy temat. Lektura catego fragmentu pracy pokazuje
duza biegtos¢ Doktorantki w wytawianiu z morza publikacji dotyczacych choroby Alzheimera i peptydu AB tych
najwazniejszych i wytuskiwania z nich najistotniejszych informacji.

Bardzo wysoko oceniam kolejny rozdziat pracy zatytutowany , Hipoteza”, w ktérym, w charakterystyczny dla
siebie, zwiezty sposdb mgr inz. Ewelina Stefaniak przedstawita problem badawczy i wynikajace z niego hipotezy.
Logiczny, doskonale uzasadniony aktualnym stanem wiedzy wywdd prowadzi czytelnika przez kolejne problemy, z
ktorymi postanowita zmierzy¢ sie Doktorantka. Dodatkowa ilustracja, jedna z niewielu jak juz wspomniano, zatem tym
cenniejsza, pokazuje jak gteboko poza tzw. ,mainstream” w badaniach nad chorobg Alzheimera siegaja badania
prowadzone przez mgr Stefaniak. Tym bardziej s3 wiec one ciekawe, a ich wyniki zdecydowanie wzbogacajg stan
wiedzy na temat peptydu beta-amyloidowego, zdejmujgc z niego, przynajmniej czeSciowo, odium szkartatnej litery
jednej z najgorszych czasteczek w ludzkim organizmie. Jasno zdefiniowane cele szczegétowe stuzg do zbudowania jak
najpetniejszego obrazu zwigzkéw pomiedzy peptydem AR (doktadniej jego reprezentatywnymi fragmentami) a innymi
fizjologicznie istotnymi molekutami. Zaliczy¢ do nich nalezy m.in. metalotioneine-3, koordynujgcg w modzgu
metabolizm miedzi i cynku oraz kontrolujaca toksycznos¢ oksydacyjng komplekséw CuAB. Innymi badanymi w
potgczeniu z AR w pracy molekutami sg transbtonowy receptor miedzi hCtrl czy klasyczny przenosnik jonéw miedzi
jakim jest surowicza albumina (HSA).

Kolejny rozdziat zatytutowany , Wyniki” przedstawia zatozenia i wyniki pieciu opublikowanych oraz jednej
zaakceptowanej do druku publikacji, stanowigcych rdzen rozprawy. Publikacje przedstawione sg w porzadku
chronologicznym, a kazdy rozdziat zwiera informacje na temat wktadu Doktorantki w powstanie manuskryptu.
Dodatkowo potwierdzone sg one informacjami od pozostatych wspdtautoréow dotyczacych ich wktadu pracy w
przywotywane publikacje, zatem ,prawa” Doktorantki do wykorzystania tych publikacji sg uzasadnione.
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Lektura poszczegélnych rozdziatdw w kontekscie wktadu pracy mgr Stefaniak pokazuje jej rozwdj jako coraz bardziej
samodzielnego badacza — od wykonawcy zaangazowanego w rejestracje i analize widm UV-Vis czy CD czy ekspresji
biatka w dwdch pierwszych publikacjach dotyczacych zwigzkéw miedzy AB a metalotioneing-3, po samodzielne
zaprojektowanie na podstawie przegladu literatury i poprowadzenie projektu naukowego, co przedstawione zostato
w kolejnych dwdch pracach dotyczacych receptora hCtr-1. Ostatnia z przedstawionych publikacji réwniez przedstawia
weryfikacje hipotezy badawczej postawionej przez mgr Stefaniak, a dotyczacej mozliwosci zaangazowania
fragmentéw peptydu beta-amyloidowego jako molekut przenoszacych jony miedzi przez bariere krew-mézg.

Uzyskane wyniki sktadajg sie na spdjny obraz skréconego peptydu AB4-x jako potencjalnego efektywnego
transportera jondw miedzi o wfasciwosciach chaperonowych. Jego wysoka dystrybucja w hipokampie i korze
mozgowej, zdolnos$¢ do szybkiej i bardzo efektywnej sekwestracji jondw miedzi dzieki obecnosci N-terminalnego
motywu ATCUN z jednoczesnym wyciszaniem ich wtasciwosci redoksowych (w odréznieniu od peptydu petnej
dtugosci) zdaje sie potwierdzac taki wtasnie charakter tego peptydu. Do najwazniejszych osiggnie¢ szczegétowych
pracy, stanowigcych element nowosci naukowej recenzowanej rozprawy zaliczy¢ nalezy:

(i) Wykazanie odpornosci kompleksu CuAB4-x na wymiane jondw miedzi z wysycong jonami cynku
metalotioneing 3 (Zn;MT-3) przez co obie te czasteczki mogg potencjalnie petni¢ role niezaleznych
chaperondw w synaptycznym klirensie jondw miedzi

(ii) Reewaluacje wartosci statej wigzania miedzi(ll) przez fragment receptora jonéw miedzi hCtrl-14 i
wzmocnienie roli HSA jako transportera jondw miedzi oraz zaproponowanie jego roli na wczesnych etapach
importu jondw tego metalu do wnetrza komoérki

(iii) Zbadanie kinetyki reakcji kompleksowania jonéw Cu(ll) przez AB4-16 i zaproponowanie modelu tego procesu
jako mechanizmu biegnacego przez produkty posrednie o czasach zycia poréwnywalnych z wartosciami dla
cykli uwalniania neurotransmiteréw w szczelinie synaptycznej.

Uzyskane wyniki, mimo Ze bardzo interesujgce, nie przestaniajg Doktorantce faktu, ze sg one czysto
modelowe, oparte na bardzo uproszczonym uktadzie izolowanych molekut badanych w probéwece laboratoryjnej bez
uwzglednienia wptywu catego uniwersum innych czasteczek obecnych w warunkach in vivo. Mgr Stefaniak ma tego
petng Swiadomosc i proponuje kolejne badania, ktére powinny poszerzy¢ obecny stan wiedzy uwzgledniajgcy rowniez
rezultaty jej eksperymentéw. Swiadczy to dobrze o jej dojrzatoéci naukowej i gotowosci do podejmowania nowych,
samodzielnych wyzwan. Dobre opanowanie warsztatu eksperymentalnego, o ktdrym mozna wnioskowaé z
przedstawionych w pracy publikacji, daje nadzieje na kolejne sukcesy naukowe Doktorantki.

Recenzowanie pracy bedacej zastawieniem juz ocenionych publikacji nie utatwia Recenzentowi zadania
spetnienia tzw. ,obowigzku recenzenckiego” czyli wyszukania jej stabszych punktéw. W przedstawionej dysertacji
udato mi sie znalez¢ ich ledwie kilka. Sg to pojedyncze literowki, wystepujgce m.in. w streszczeniu w jezyku polskim
(,Ponowne wyznaczenie w tej pracy powinowactwo” chyba powinno by¢ ,powinowactwa”; ,W celu potwierdzenia
udziatu AB4-x w sekwestracji Cu(ll) podczas neurotransmisje” — neurotransmisji) czy dostownego ttumaczenia z jezyka
angielskiego ,,proces trwa okoto 20 razy wolniej” zamiast , dtuzej”. W tekscie podano tez btedne odwotanie do ryciny
1C zamiast 3C. Na stronie 39 brakuje moim zdaniem odnosnika literaturowego do informacji na temat hiperaktywacji
aktywnych neuronéw przez dimery AB. Chciatabym rdowniez prosi¢ Doktorantke o nieco bardziej szczegdtowe
odniesienie sie do definicji rodzinnej formy choroby Alzheimera. Stwierdzenie z pracy, ze diagnozuje sie jg, gdy w
rodzinie pacjenta wystepujag co najmniej dwa przypadki zachorowania na demencje jest sporym
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uproszczeniem. Na koniec prosze réwniez o zrekapitulowanie wynikdw uzyskanych przez Doktorantke w kontekscie
choroby Alzheimera, co sugeruje tytut pracy. Omowienia takiego zabrakto mi w przedstawionej dysertaciji.

Przytoczone uwagi nie majg istotnego charakteru i nie podwazajg w zadnej mierze wartosci rozprawy i mojej
bardzo pozytywnej jej oceny. Reasumujac, uwazam, ze cel pracy zostat zrealizowany, a postawione przez Autorke tezy
znalazty potwierdzenie. Wartos¢ merytoryczng rozprawy mgr inz. Eweliny Stefaniak potwierdza fakt, ze jest to materiat
juz opublikowany, a wiec przepuszczony przez geste sito wnikliwych recenzji specjalistéw w dziedzinie. Uzyskane
wyniki badan opublikowane zostaty w czasopismach o szerokim zasiegu miedzynarodowym, w tym w czasopismach o
wysokim wspdtczynniku oddziatywania. W potowie z zaprezentowanych pracach tych Pani Stefaniak jest pierwszym
lub réwnorzednym Autorem, co Swiadczy o jej wiodacej roli w prowadzonych badaniach.

Biorac pod uwage powyzisze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa
spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym z pézn. zm. W zwigzku z tym wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Eweliny Stefaniak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Podkreslajgc wysoki poziom merytoryczny pracy, bardzo dobry dorobek naukowy oraz duzy wptyw wynikéw na rozwaj
dyscypliny wnosze o wyrdznienie pracy.

Z powazaniem,

Saﬁ@ Wodrieiie- Ww%




