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rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Rucinskiej pt. ,Wptyw przeptywu mikrofluidycznego oraz
nanoczgstek metalicznych na wiasciwosci amyloidogenne ludzkiej cystatyny C”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska, przygotowana pod opiekg naukowa
prof. dr. hab. Macieja Kozaka w funkcji promotora oraz dr. Michata Taube jako promotora
pomocniczego na Woydziale Fizyki i Astronomii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu, podejmuje niezwykle aktualng i ztozong tematyke z pogranicza biofizyki, biochemii
oraz toksykologii molekularnej. Gtéwnym celem badawczym Autorki byfa prdba zrozumienia
mechanizmdéw agregacji ludzkiej cystatyny C (HCC) w obecnosci nanoczastek metalicznych, a
konkretnie tlenku miedzi(ll) (CuO), oraz w specyficznych warunkach hydrodynamicznych.

Motywacja podjecia problemu badawczego zastuguje na szczegélne uznanie z kilku
powoddéw. Po pierwsze, Autorka trafnie osadza swoje badania w kontekscie globalnego
wyzwania zdrowotnego, jakim jest rosngca zapadalnos$¢ na choroby neurodegeneracyjne (m.in.
chorobe Alzheimera czy Parkinsona). Stusznie zauwaza, ze wspotczesna nauka musi wyjsé poza
ramy czystej genetyki, kierujgc uwage na czynniki srodowiskowe. Wskazanie na ultradrobne
czgstki metali, w tym tlenku miedzi, jako potencjalne modulatory stresu oksydacyjnego
i agregacji biatek, czyni te prace wysoce innowacyjng i potrzebng spotecznie.

Po drugie, cennym aspektem recenzowanej rozprawy jest uwzglednienie srodowiska
fizycznego (przeptywu) jako jednego z istotnych czynnikéw mogacych istotnie modulowad
procesy biochemiczne. Autorka stusznie argumentuje, ze biatka w organizmie nie funkcjonujg w
uktadach statycznych, lecz podlegajg nieustannym sitom Scinajgcym w krwiobiegu czy ptynie
mozgowo-rdzeniowym. Potgczenie analizy wptywu nanomateriatow z dynamiky przeptywu
nadaje pracy unikatowy charakter i znaczgco przybliza uzyskane wyniki do warunkdw
rzeczywistych (in vivo).

Realizacja tak zakreslonego celu badawczego wymagata od Autorki biegtosci w
operowaniu zaawansowang aparaturg badawczg oraz umiejetnosci interpretacji
wieloparametrowych wynikéw. Fakt, ze praca powstata w renomowanym zespole prof. Macieja
Kozaka na UAM, daje rekojmie najwyzszej jakosci metodologicznej, szczegdlnie w zakresie
wykorzystania technik rozproszeniowych czy analizy stabilnosci makromolekut. W niniejszej
recenzji poddam analizie, w jaki sposdb te ambitne zatozenia zostaty przetozone na konkretne

Katedra Chemii tel. +48 58 523 5034 ul. Wita Stwosza 63 www.ug.edu.pl

Biomedycznej e-mail: aneta.szymanska@ug.edu.pl 80-308 Gdansk
Wydziat Chemii



G Uniwersytet ? Zwigzek
(& Gdanski Uczelni
Fahrenheita

wyniki eksperymentalne oraz jaki wktad wnoszg one do wspotczesnej fizyki medycznej i biologii
strukturalne;.

Ambitne zamierzenia Autorki przetozyty sie na obszerny, 178-stronnicowy manuskrypt,
bogato ilustrowany graficznie wykresami i mikrofotografiami w sumarycznej liczbie 104
rysunkéw. Uktad rozprawy charakteryzuje sie logiczng strukturg, wtasciwg dla prac o charakterze
interdyscyplinarnym. Tres¢ zostata podzielona na dziewie¢ rozdziatéw, ktére w sposdb
sekwencyjny przeprowadzajg czytelnika przez proces badawczy — od zarysu teoretycznego,
przez eksperyment po dyskusje uzyskanych wynikdéw.

Prace otwiera rozdziat prezentujacy przejrzyscie zarysowany cel badawczy, z poprawnie
postawiong hipotezg oraz planem eksperymentalnym, majgcym doprowadzi¢ do jej weryfikacji.
Zostat on oparty na komplementarnym zastosowaniu szerokiego wachlarza technik
biochemicznych, rozproszeniowych (SAXS, XRD, XAS), spektroskopowych (CD, UV-Vis, FTIR) oraz
mikroskopowych (AFM, TEM), az po zaawansowane narzedzia analityczne, takie jak
mikrofluidyka czy nanospektroskopia FTIR (AFM-IR). Opanowanie tak szerokiego warsztatu
badawczego przez naukowca na wczesnych etapach kariery, a lektura dalszej czesci pracy na to
wskazuje, zastuguje na duze uznanie.

Cze$¢ literaturowg pracy poprzedza krétki rozdziat przedstawiajgcy przestanki podjecia
wybranego problemu badawczego. Mimo swojej skrotowosci, w sposéb wyczerpujgcy uzasadnia
on motywacje Autorki i racjonalnie pozycjonuje jg w kontekscie dotychczasowego stanu wiedzy.
Odnosi sie to nie tylko do bezposredniego przedmiotu rozprawy — ludzkiej cystatyny C — ale
rowniez do szerszego tta naukowego, w tym uwarunkowan $rodowiskowych proceséw
amyloidogenezy.

By odpowiednio przygotowaé czytelnika do lektury najwazniejszej czesci pracy, czyli
opisu badan eksperymentalnych i analizy ich wynikéw, w kolejnych rozdziatach Autorka
przedstawia, w mniej lub bardziej szczegdétowy sposdb, stan wiedzy dotyczgcy chordb
neurodegeneracyjnych, wtasciwosci nanoczgstek (ze szczegdlnym uwzglednieniem miedzi czy
cynku) oraz charakterystyke ludzkiej cystatyny C. Te cze$¢ wprowadzenia zamykajg podrozdziaty
poswiecone roli metali w procesach neurodegeneracyjnych oraz wptywowi przeptywu
naczyniowego na agregacje biatek. Literatura przedmiotu dotyczgca dwodch pierwszych
zagadnien jest bardzo obszerna, a liczba publikacji dotyczgcych oddziatywania nanoczgstek na
ekosystemy i zdrowie cztowieka notuje w ostatnich latach gwattowny wzrost. Poruszanie sie w
tak bogatym zbiorze informacji stanowi wyzwanie, i moze to ttumaczy, dlaczego Autorka, w
czesci prezentujgcej choroby neurodegeneracyjne, zdecydowata sie na zacytowanie takich, a
nie innych publikacji. Warto jednak czasem siegna¢ po nowsze opracowania. W podrozdziatach
dotyczacych nanoczgstek i ich powigzan z patologiami uktadu nerwowego mgr Rucinska siega
juz po opracowania bardzo aktualne (z ostatnich 2-3 lat), uwzgledniajgc przy tym aspekty
demograficzne i geograficzne.

Bardzo satysfakcjonujaca jest lektura rozdziatu dotyczgcego cystatyny C. Jako osoba od
lat zajmujgca sie ty biatkiem przyjemnoscia skonstatowatam, ze Autorka w sposdb kompetentny
i uporzagdkowany zebrata kluczowe informacje na temat tego biatka, taczac ujecie historyczne
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z najnowszymi doniesieniami literaturowymi. Dwa ostatnie rozdziaty czesci teoretycznej,
omawiajgce role miedzi i cynku oraz wptyw proceséw przeptywowych, majg charakter bardziej
syntetyczny. O ile skrétowe ujecie roli jondw metali jest uzasadnione — nie stanowity one
gtéwnego przedmiotu badan — o tyle szersze omdwienie zagadnieh mikroprzeptywoéw bytoby,
moim zdaniem, korzystne dla pefniejszego wprowadzenia czytelnika w ten istotny czynnik,
pozwalajgcy na lepsze odwzorowanie warunkéw in vivo w badaniach modelowych. Pewng
sugestig redakcyjng mogtoby by¢ ograniczenie opiséw podstaw teoretycznych rutynowych
technik analitycznych (takich jak spektroskopia UV-Vis, fluorescencja czy CD), ktére i tak zostaty
przedstawione w sposdb bardzo ogdlny. Rezygnacja z tych fragmentéw pozwolitaby na szersze
omoéwienie wspomnianej mikrofluidyki, ktérej poswiecono jedynie okoto poét strony, bez
zwiekszania objetosci pracy, .

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawita opis procedur eksperymentalnych
zastosowanych w pracy. Wykaz obejmujgcy 20 pozycji $wiadczy o bardzo szerokim warsztacie
badawczym. Nalezy jednak zauwazy¢, ze Autorka nie stosuje formy osobowej w opisach, co
utrudnia jednoznaczng ocene jej bezposredniego zaangazowania w realizacje poszczegdlnych
zadan. Cho¢ w przewazajgcej czesci opisy procedur sg poprawne, w kilku punktach zabrakto
istotnych danych technicznych, ktére wymieniam ponizej:

1. Elektroforeza biatek: Brak informacji o stezeniach zeli (zageszczajacego i rozdzielajgcego)
oraz o sktadzie mediéw stosowanych w procesie. Podane parametry buforu elektrodowego
(30 g Tris base, 144 g glicyny i 10 g SDS) s3 niepetne, gdyz nie okreslono objetosci, w jakiej
rozpuszczono wymienione odczynniki. Brakuje rowniez danych dotyczgcych zastosowanego
markera masy biatkowe;j.

2. Badania spektroskopowe: W opisie obrébki danych nie podano parametrow wygtadzania
widm metoda Savitzky’ego-Golaya.

3. Analiza stabilnosci termicznej: Brak specyfikacji gradientu temperatury oraz wyraznej
informacji o samym procesie ogrzewania probek biatkowych.

4. Pomiary spektrofluorometryczne: Nie podano sktadu chemicznego buforu
o pH 4.

5. Badania z wykorzystaniem linii komdrkowych: W opisie procedur zabrakto informacji
o standardowych warunkach hodowli komérek (np. sktad pozywki, temperatura, stezenie
CO2, wilgotnosc).

Prezentacja wynikdw w rozdziale széstym zachowuje ciggto$é przyczynowo-skutkows.
Autorka rozpoczyna od charakterystyki fizykochemicznej substratéw (nanoczastek CuO i biatka
HCC), by nastepnie przejs¢ do opisu ich wzajemnych oddziatywan oraz wynikajgcych z nich
konsekwencji na poziomie molekularnym i komoérkowym. Analiza otrzymanych wynikdéw jest
bogato ilustrowana, co znaczaco ufatwia $ledzenie wywodu Doktorantki i weryfikacje
przedstawianych informacji. Autorka sprawnie porusza sie w duzej ilosci danych
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eksperymentalnych, poddajac je wnikliwej i krytycznej analizie. Warto podkresli¢, ze dla czesci
badan przeprowadzono analizy statystyczne, co dodatkowo wzmacnia wiarygodnosc i znaczenie
naukowe uzyskanych rezultatéw.

Kluczowy segment wynikdw stanowig badania nad wptywem przeptywu
mikrofluidycznego na procesy amyloidogenezy, co stanowi prébe zblizenia modelu in vitro do
warunkéw fizjologicznych. Analize wptywu parametréw srodowiskowych (obecnosc
nanoczgstek, pH, mikroprzeptyw) na kinetyke agregacji oraz morfologie powstajgcych struktur
Autorka rozszerzyta o badania struktury drugorzedowej przy zastosowaniu zaawansowanych
technik, takich jak nano-IR, a takze o testy na liniach komdrkowych. Tak szerokie podejscie
badawcze pozwolito na zaproponowanie interesujgcego modelu mechanizmu agregacji
cystatyny C, ktéry w sposéb logiczny porzadkuje zgromadzony materiat eksperymentalny w
spdjna catos¢, stanowigc jednoczesnie istotne uzupetnienie modeli dotychczas istniejgcych. Do
petnego obrazu zabrakto mi zabrakto badan cytotoksycznosci agregatow generowanych w
warunkach przeptywu mikrofluidycznego. Poréwnanie wynikéw dla agregatéw otrzymanych w
réznych warunkach miatoby zdecydowanie duza warto$¢ naukowa. Bytoby to tym bardziej
interesujace, ze w badaniach mikroskalowych (nanolR) wykazano réznice w procesie agregacji i
morfologii strukturalnej otrzymanych struktur.

Do niewatpliwych atutéw pracy nalezg jej multidyscyplinarnos¢ i komplementarnosé
zastosowanych metod. Autorka sprawnie pofaczyta wyniki uzyskane za pomoca skrajnie réznych
technik (od fizykochemicznych: SAXS, XRD, po biologiczne: testy WST-1, ROS). Istotne jest
rowniez wyjscie poza statyczne modele in vitro i wprowadzenie przeptywu jako czynnika
modyfikujacego agregacje. Autorka wykazata udziat sit Scinajacych jako waznego parametréw
fizjologicznych, co nadaje przedstawionym badaniom walor biomimetyczny.

Na koniec chciatabym kilka stow poswieci¢ stronie redakcyjnej rozprawy. Jak juz
wspominatam, rozprawa jest obszerna, liczy 178 stron. Pod wzgledem edycyjnym jest poprawna,
liczba bteddow interpunkcyjnych czy stylistycznych lokuje sie w dolnych rejestrach wspétczesnych
statystyk. Najpowszechniejszym niedopatrzeniem redakcyjnym jest brak konsekwencji w
stosowaniu przerwy miedzy zakoriczeniem wyrazu a nawiasem cytowania literaturowego (raz
jest, raz nie ma). W tekscie pojawiajg sie rowniez okreslenia wywodzgce sie z zargonu
laboratoryjnego
(np. na str. 31 — ,10 aminokwaséw” zamiast poprawnego merytorycznie sformutowania
,10 reszt aminokwasowych”) oraz kalki z jezyka angielskiego (np. niefortunne okreslenie
struktury jako ,,zakretu” zamiast ,,zwrotu” — ang. turn). Nalezy takze zwrdci¢ uwage na termin
,fibryla”, ktéry zaréwno w liczbie pojedynczej, jak i mnogiej, powinien by¢ odmieniany zgodnie
z rodzajem zenskim. Dobrym rozwigzaniem bytoby umieszczenie w rozprawie spisu skrotow
i symboli badZ konsekwentne stosowanie praktyki jednokrotnego rozwijania danego skrétowca
przy jego pierwszym uzyciu. W obecnej wersji pracy rozwiniecia te (np. dla AD — Alzheimer’s
Disease) pojawiaja sie wielokrotnie w przypadkowych miejscach. Zauwazy¢ nalezy réwniez

niefortunne sformutowanie tytutu podrozdziatu 5.14 - okredlenie ,testy z uzyciem
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fluorescencyjnego czytnika ptytek” nie jest nazwg metody badawczej, lecz wskazaniem
narzedzia pomiarowego.

Do rozprawy wkradty sie rowniez btedy merytoryczne wymagajgce sprostowania:

- str. 16: W opisie amyloidozy typu islandzkiego Autorka btednie podaje, ze w Scianach naczyn
krwiono$nych odktada sie peptyd -amyloidowy, podczas gdy w tej jednostce chorobowej
odktada sie ludzka cystatyna C. Genetyczna postaé zwigzana z beta-amyloidem to odmiana
holenderska, nie islandzka.

- str. 50: Chromatografia FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) zostata sklasyfikowana jako
technika wysokocisnieniowa, podczas gdy w rzeczywistosci jest to technika sredniocisnieniowa
(w odrdznieniu od HPLC).

Chciatabym réwniez poprosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie sie do nastepujgcych kwestii:

1. Metodyka sterylizacji pozywek (str. 49): Z jakiego powodu pozywke do hodowli bakteryjnej
poddawano sterylizacji przez petng godzine? Czy tak dtugi czas ekspozycji na wysoka
temperature i cisnienie nie wptynat negatywnie na witasciwosci odzywcze komponentow
pozywki?

2. Parametry syntezy nanoczastek (str. 52): Prosze o doprecyzowanie opisu eksperymentu,
w ktérym roztwér wodny 0,2 M octanu miedzi z dodatkiem kwasu octowego byt
»,podgrzewany do wrzenia w temperaturze okoto 240°C”. Biorgc pod uwage fizykochemie
roztworéw wodnych pod cisnieniem atmosferycznym, w jaki sposéb mierzona byta
wspomniana temperatura?

3. Analiza stabilnosci termicznej biatek (str. 55): Dlaczego do oceny stabilnosci termicznej
zdecydowano sie na metode z uzyciem barwnika fluorescencyjnego (np. Thermal Shift
Assay), zamiast technik bezposrednio monitorujgcych strukture drugorzedowa, jak
dichroizm kotowy (CD)? Ponadto prosze o wyjasnienie, jak Doktorantka interpretuje zjawisko
obnizania sie sygnatu barwnika wraz ze wzrostem temperatury oraz jak uzyskane wyniki
denaturacji w obecnosci jondw miedzi (ll) korelujg z danymi przedstawionymi w pracy
Zygowskiej i wsp. (FEBS J., 2024), ktérych zabrakto w dyskus;ji?

4. Strona graficzna rozprawy: W jaki sposdb i przy uzyciu jakich narzedzi przygotowano
infografiki przedstawione na rysunkach 1, 2, 3,5, 9, 10, 12, 13 oraz 104?

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Karoliny Rucinskiej
stanowi wartosciowe i kompleksowe studium nad wptywem nanoczastek tlenku miedzi oraz
warunkéw mikroprzeptywowych na procesy agregacji ludzkiej cystatyny C. Autorka wykazata sie
umiejetnoscig taczenia zaawansowanych technik fizykochemicznych z metodami biologicznymi,
co pozwolito na zaproponowanie spdjnego i dobrze udokumentowanego mechanizmu
oddziatywan na granicy faz nanomateriat—biatko.
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Mimo wskazanych w recenzji drobnych uchybien redakcyjnych oraz koniecznosci
doprecyzowania niektérych aspektow metodycznych, praca wnosi istotny wktad do wiedzy
o Srodowiskowych uwarunkowaniach amyloidogenezy. Wysoka jako$¢ prezentacji wynikéw,
whnikliwa analiza danych oraz innowacyjne podejscie do modelowania warunkdéw in vivo przy
uzyciu uktadéw mikrofluidycznych swiadczg o duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Konkludujac, stwierdzam, ze przedmiotowa rozprawa doktorska spetnia z nawigzka ustawowe
wymagania stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym, zwracam sie do Rady
Naukowej Dyscyplin Nauki Fizyczne i Astronomia Wydziatu Fizyki i Astronomii Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie mgr Karoliny Rucinskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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