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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Karoliny Rucinskiej
z Wydziatu Fizyki i Astronomii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
pt Wptyw przeptywu mikrofiuidycznego oraz nanoczastek metalicznych na
wiasciwosci amyloidogenne ludzkiej cystatyny C

Praca doktorska Pani mgr Karoliny Rucinskiej poswiecona jest analizie zmian
w strukturze ludzkiej cystatyny C (HCC) poddanej dziataniom fizykochemicznym
zwtaszcza domieszkowaniem tlenkiem miedzi.

Tematyka rozprawy jest kolejnym bardzo interesujgcym zagadnieniem
realizowanym w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej pod kierunkiem profesora Macieja
Kozaka.

Tres¢ rozprawy przedstawiona jest w dziewieciu rozdziatach . Uktad pracy jest
tradycyjny, czyli zawiera wprowadzenie, opis stosowanych metod badawczych, czesc
doswiadczalng z opisem przeprowadzonych eksperymentow, nastepnie
prezentowane sg uzyskane wyniki, dyskusja wynikéw, wnioski i obszerna bibliografia,
ktéra obejmuje 282 pozycje.

W dwu pierwszych rozdziatach  okreslono cel pracy oraz uzasadnienie
podjecia badan. Elementami poprzedzajgcymi te rozdziaty sg streszczenia w jezyku
polskim i angielskim.

Celem szczeg6towym byto poszukiwanie odpowiedzi na pytanie, czy oraz w
jaki sposob nanoczastki tlenku miedzi (ll) (CuO) oraz przeptyw mikrofluidyczny
wptywajg na wtasciwosci amyloidogenne ludzkiej cystatyny C (HCC). ,

Poznanie wptywu tlenku miedzi na zmiany w organizmach skutkujgce agregacja
cystatyny jest rowniez zwigzane z ekologig. Autorka to bardzo dobrze uzasadnia,
pokazujgc ( w rozdziale 3.2) jakie czagstki tego pierwiastka, a zwiaszcza w rozmiarach
nanometrycznych znajdujg sie w powietrzu. Pobiezna analiza literatury naukowe;j
wskazuje na rosngce zainteresowanie tym zwigzkiem. Jest to zwigzane z jego
atrakcyjnymi wtasciwosciami elektrycznymi i optycznymi a tym samym zastosowaniem

w technice, zwlaszcza w fotowoltaice. Wedtug bazy sciencedirect.com tylko w 2022



roku zanotowano ponad 5000 prac zwigzanych z nano CuO. Rosngce zainteresowanie
odnawialnymi zrédtami energii elekirycznej wskazuja, ze nalezy sie spodziewac
zwiekszajgcej sie zawartosci takich nanoczgstek w powietrzu, a tym samym wigksze
zagrozenie dla zdrowia.

Autorka (rozdziat 3.3 wprowadza) czytelnika w zagadnienia szkodliwo$ci nano
CuO, w odniesieniu do choréb neurodegeneracyjnych, zwigzanych z oddziatywaniem
z ludzka cystatyna.

Tre$¢ zawarta w tym rozdziale pokazuje, ze doktorantka dobrze przygotowata
sie do realizacji postawionych sobie zadan. Obszerne opisy wraz rysunkami w sposob
bardzo jasny przedstawiajg ztozono$¢ probieméw , ktére bedg omawiane w rozprawie.

Zagadnienia rozszyfrowywania probleméw biologicznych na poziomie
molekularnym sg niezwykte wazne, ale i bardzo trudne. Badania takie wymagajg od
badacza wiedzy zaréwno z zakresu biologii biatek bedgcych przyczyng choroéb a takze
metod instrumentalnych pozwalajgcych badac takie ztozone uktady

Analizujgc rozprawe moge stwierdzi¢, ze doktorantka z tego zadania wywigzata
sie bardzo dobrze, co pokazuje miedzy innymi tres¢ rozdziatu 4,w ktérym autorka
opisuje 14 wiasciwie dobranych metod badawczych.

Sposoby otrzymywania materiatbw a wiec cystatyny, CuO i miedzi w
rozmiarach nano metrycznych oraz szczegoly stosowanych metod badawczych
przedstawione sg w rozdziale 5. Preparatyka poszczegdlnych materiatdbw zostata
opisana bardzo szczegbtowo co w pofgczeniu z instrumentalng analizg identyfikacyjng
Swiadczy o rzetelnosci przedstawianych wynikéw.

Nadprodukcja cystatyny C, zostata przeprowadzona w szczepie E. coli
SHuffle® T7 wedlug metody opisanej w publikacji, ktérej doktorantka jest
wspotautorka. Biatko zostato starannie oczyszczone metodg chromatografii zelowej i
weryfikowane metodg eiektroforezy w Zelu poliakryloamidowym (SDS PAGE) a
nastepnie liofilizowane.

Poza monomerem wyodrebniono réwniez wyraznie oddzielong frakcje o
wiekszej masie czgsteczkowej, odpowiadajgcg formie dimerowej HCC.

Preparatyka nanoczgstek tlenku miedzi byta oparta o metode opisana w pracy
Ahameda i wspotpracownikow, natomiast synteze nanoczgstek metaliczne] miedzi

przeprowadzono wediug metody opisanej przez Sulce i wspotpracownikow.



Tutaj pragne podkreslic, ze autorka stosowata bardzo wyrafinowane metody
badawcze jak np. nanospekiroskopia w podczerwieni inaczej polaczenie mikroskopii
sit atomowych z spektroskopig w podczerwieni AFM-IR (NanolR)

WSsrod prezentowanych metod na szczegodlne podkreslenie zastuguje analiza
efektébw mikro przeptywowych. Badania te mialy na celu sprawdzenie jak czynniki
mechaniczne czyli przeptywy i naprezenie $cinajgce wplywaja na aranzacje
przestrzenng cystatyny C. Na potrzeby tych eksperymentéw doktorantka opracowata
specjalny system mikrofluidyczny. Te doswiadczenia stanowily symulacje takich
przeptywow in vivo

W kolejnym rozdziale przedstawiono wyniki oceny jakosciowej nano CuO.
Autorka stosujac wiasciwie dobrane metody, a wiec Uv-Vis, WAXS, transmisyjng
mikroskopie elektronowa (TEM) oraz spektroskopie absorpcji promieniowania
rentgenowskiej (XAS) bez watpliwosci wykazata, ze otrzymane nanoczastki tlenku
miedzi majg $rednig wielko$¢ na poziomie 5,48nm .

Natomiast nanoczastki miedzi analizowano metodami UV-Vis, AFM
dynamicznego rozpraszania swiatta (DSL) oraz (XAS). W oparciu o wyniki tych badan
doktorantka wykazata, ze pomimo tego, iz czgstki Cu majg odpowiednie rozmiary nie
nadajg sie do daiszych badan, z powodu trudnosci z okresieniem stezenia w fazie
wodnej.

Dla poréwnania badane byly réwniez komercyjne nanoczastki miedzi, tienku
miedzi oraz cynku i tlenku cynku. Przeprowadzona analiza wykazata, ze preparaty
charakteryzowaty sie przede wszystkim duzg niejednorodnoscia wymiarowg co
wyeliminowato ich przydatnosé w dalszych badaniach

Wyniki badan ktére byly gtéwnym celem pracy, a mianowicie charakterystyka
uktaddw cystatyny C z nano CuO opisano w podrozdziale 6,4. Autorka stwierdzita, ze
obecnos¢ nano CuO powoduje obnizenie temperatury topnienia cystatyny C. Dla
rozstrzygniecia, czy obnizenie temperatur topnienia sg efektem fizycznego
oddziatywania z powierzchnia nano CuO, czy tez jonow Cu*? przeprowadzono
eksperyment z CuClz, ktory wykazat, ze w tym drugim przypadku temperatura
topnienia obnizyta sie o kilka stopni.

Dla poréwnania przedstawiono rowniez badania wtasciwosci termiczne dimeru
cystatyny C.

Skutki obecnosci nano CuO na agregacje cystatyny C przedstawiono w

kolejnym podrozdziale. Eksperymenty przeprowadzono w dwu warunkach

3



kwasowosci, przy pH 6 i pH i temperaturze 47°C. Autorka wykazata, ze w pierwszym
przypadku nano czgstki CuO indukujg proces agregacji, natomiast przy pH 4 obecnos¢
czastek CuO przyczynia sie do spowolnienia tworzenia struktur amyloidowych, w
poréwnaniu do HCC bez dodatku.

Pragne zaakcentowa obrazowanie metodg AFM, dzieki ktorym doktorar)tka
udowodnita zréznicowanie struktur tworzacych sie agregatéw, szczegéinie w
obecnosci nano CuO

Interesujgca obserwacjg byto réwniez to, ze obecnos¢ nano CuO ma wplyw na
cytoksycznosc i jest to gtdwnie zwigzane z tzw. stresem oksydacyjnym.

istotng czescig doktoratu jest analiza efektow przeptywowych na agregacje
cystatyny C w obecnosci nano czastek CuO. Nalezy tutaj podkresli¢ waznos¢ tego
typu badan, gdyz jak wiadomo przeptywy w naczyniach krwionosnych cztowieka sg
kluczowe dla podtrzymania zycia, zapewniajac transport niezbednych sktadnikow,

Jak juz wspomniatem powyzej, autorka dia tego cyklu badan skonstruowata
specjalny uktad. Zastosowanie specyficznego zaworu o nazwie MUX 6/2 umozliwito
wielokrotne powtarzania przeptywu cieczy W ukfadzie tym sprawdzano, czy przeptyw
modyfikujg agregacje biatka zwtaszcza w obecnosci nano CuO

Efekty eksperymentu analizowano w temperaturze 47°C i pH 6 i 4 oraz
zmiennym czasie cyrkulacji

Metoda mikroskopii sit atomowych udowodniono bez watpliwosci, ze przeptywy
majg istotne znaczenie w tworzeniu struktur widknistych, chociaz przy pH 4 efekty te
sg zdecydowanie wyrazniejsze. Na uwage zastuguje rowniez analiza statystyczna
obserwowanych zjawisk.

Obserwacje zanotowane metodami AFM doktorantka potwierdzita wynikami
pomiaréw matokatowej dyfrakcji rentgenowskiej SAXS. Interesujgca jest analiza
metodami nanolR a takze ATR-FTIR , dzieki ktorym autorka wykazata zmiany w
strukturze drugorzedowej cystatyny C.

Krytyczna analiza uzyskanych rezultatow w konfrontacji z danymi
literaturowymi  doktorantka przedstawita w obszernym rozdziale zatytutowanym
Dyskusja wynikéw.

W podsumowaniu zaproponowata interesujgcy ogolny mechanizm agregacji
HCC w obecnosci nanoczastek CuO, obejmujgcy zaréwno zmienne pH jaki
mikroprzeptywy.

Whioski z badan zebrane w rozdziale 8, nie budzg zadnych zastrzezen.
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Pytania i uwagi redakcyjne
1. Dlaczego badano ukfady w przy PH 4, czy ma to jakie$ uzasadnienie

fizjologiczne?

Z drugiej strony wiadomym jest, ze w warunkach kwasowych CuO
reaguje z protonem i powstajg jony Cu*?, czy zatem analizowano obecno$¢
tlenku i jondéw?

2. Autorka w kilku miejscach efekty oddziatywania cystatyny ttumaczy
adsorpcjg na powierzchni nano CuO, czy analizowano powierzchnie

witasciwg tlenku

Cytat ,Drugim istotnym czynnikiem wpfywajgcym na przebieg agregacji
Jjest oddzialywanie cystatyny C z powierzchnig nanoczgstek CuQ”. Str
145

3. Na stronach 67 i 67 jest informacja ,..przeniesiono do fazy organiczne’ co

stanowito faze organiczng?

Uwagi redakcyjne
Czytajac prace zauwazytem kilka tzw. lapsusow. Przytocze dwa :

-Str 146 , analiza lokalna” co to znaczy (?)

-Pod rysunkami 66 i 67 jest zdanie: Na wykresie poziomy istotnosci
< 0,001, ****p <
0,0001. Tymczasem poza jedna gwiazdkg na wykresach nie widac

oznaczono gwiazdkami: *p < 0,05, *p < 0,01,

innych oznaczen .

PODSUMOWANIE

Lektura rozprawy pozwala na stwierdzenie, ze prezentowane rezultaty
zawierajg wiele nowych informacji, poszerzajgcych a takze pogtebiajgcych wiedze o
wiasciwosciach ludzkiej cystatyny C, objasniajg znaczenia tlenku i jonéw miedzi w
procesach agregacji czgsteczek tego biatka. Informacje zawarte w rozprawie stanowig
istotny krok w poznaniu zachowania cystatyny C w roznych warunkach
fizykochemicznych, objasniajg role nanoczastek metali w procesie przebudowy
struktury biatka oraz konsekwencje biologiczne potwierdzone odpowiednimi testami.



Prezentowane wyniki bedg pomocne w dalszych badaniach nad znaczeniem
zanieczyszczen srodowiskowych prowadzacych  do rozwoju choréb
neurodegeracyjnych.

Wykonane eksperymenty wraz z omoéwieniem rezultatow, pozwalajg wyrazic
opinie, ze mgr Karolina Rucinska potrafi kompetentnie postugiwa¢ sie wieloma

metodami badawczymi, a uzyskane wyniki wtasciwie i krytycznie interpretowac

WNIOSEK KONCOWY

Biorac pod uwage cato$é rozprawy, z catym przekonaniem wyrazam opinig, ze

przedstawione wyniki maja duza warto$¢ poznawczg ale tez praktyczng, migdzy innymi
wskazujgca jak zanieczyszczenia powietrza moga wptyngé na wywotywanie choréb typu
Alzheimera czy Parkinsona. Praca zawiera wiele nowych oryginalnych obserwacji
pozwalajacych lepiej zrozumie¢ zmiany wystepujace w procesach chorobowych
cztowieka

Bez watpliwosci stwierdzam, Zze recenzowana rozprawa spetnia warunki
przewidziane stosowng ustawg dla prac doktorskich i dlatego wnosze do Wydziatu
Fizyki i Astronomii UAM o dopuszczenie magister Karoline Rucinska do kolejnych

etapow postepowania kwalifikacyjnego oraz do publicznej dyskusji na temat rozprawy..



