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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Sosnowskiej pt.: ,Badania fibrylizacji ludzkiego osoczowego
biatka amyloidu A oraz jego krotkich N-terminalnych fragmentow”

Poznanie przyczyn wystepowania chordb neurodegeneracyjnych i opracowanie mozliwych drég
interwencji spowolniajgcych ich rozwdéj nalezy do najwiekszych wyzwan wspodfczesnej chemii medyczne;j.
Dlatego tez badania prowadzone w tej dziedzinie stanowig przedmiot zainteresowania bardzo wielu grup
badawczych. Jest to réwniez od wielu lat tematyka badawcza Zaktadu Chemii Biomedycznej na Wydziale
Chemi Uniwersytetu Gdanskiego. Do tego nurtu badan mozna tez zaliczy¢ przedstawiong mi do recenzji
prace doktorskg mgr Marty Sosnowskiej, wykonang pod kierunkiem prof. dr hab. Franciszka
Kasprzykowskiego. W moim przekonaniu, tematyke badawczg mgr Sosnowskiej uznaé nalezy uznaé za
bardzo aktualng i wazng zaréwno z poznawczego jak i utylitarnego punktu widzenia.

Mgr Marta Sosnowska za cel swoich badan wyznaczyta wyjasnienie przyczyn oraz mechanizmu agregacji
osoczowego biatka amyloidu A. Cel ten jest niezwykle wazny z punktu widzenia medycznego poniewaz
poznanie mechanizméw prowadzacych do powstawania toksycznych fibryli jest niezwykle istotne dla
diagnostyki choréb neurodegeneracyjnych i moze w przysztosci stanowi¢ punkt wyjscia do poszukiwania
skutecznego leku. Gtéwnym celem doktorantki byty badania fibrylizacji ludzkiego osoczowego biatka
amyloidu A (rSAA1.1) i jego N-terminalnych fragmentow oraz okreslenie czynnikéw majacych wptyw na
agregacje, mechanizm oraz kinetyke tworzenia fibryli.

Poszczegdlne etapy jej pracy to:

1. Projektowanie i synteza peptyddéw stanowigcych fragment N-korica osoczowego biatka amyloidu A
(zaréwno ludzkiego, jak i mysiego)

2. Badanie tendencji do agregacji otrzymanych peptydéw

3. Badanie roli reszt aminokwaséw aromatycznych w procesie tworzenia fibryli

4. Poszukiwanie zwigzkdow wywodzgcych sie z amyloidogennego rejonu biatka SAA i peptydu AR
zdolnych do hamowania procesu fibrylizacji biatka SAA

5. Okreslenie mechanizmu tworzenia oligomeréw i fibryli amyloidowych przez osoczowe biatko
amyloidu A.

Praca doktorska mgr Marty Sosnowskiej ma uktad klasyczny dla prac chemicznych, sktada sie ze wstepu
literaturowego (52 strony), celu pracy (4 strony), opisu przeprowadzonych eksperymentéow (23 strony),
prezentacji i omowienia wynikéw (50 stron) i podsumowania (2 strony). Praca zawiera réwniez spis tabel,
rysunkéw oraz wykaz stosowanych skrétéw i spis literatury cytowane;.

W czesci literaturowej swojej rozprawy doktorantka przedstawita stan obecnej wiedzy dotyczacy
amyloidozy, mechanizmu tworzenia i inhibicji fibryli amyloidowych. W szczegdlnosci pod katem



amyloidogennosci i wartosci diagnostycznej omowita osoczowe biatko amyloidu A (SAA) przedstawiajgc jego
budowe i funkcje oraz role w fizjologii komérki i stanach patologicznych. Poniewaz duza cze$¢ pracy
doktorskiej mgr Sosnowskiej dotyczyta badan strukturalnych to odrebne rozdziaty czesci literaturowej
doktorantka poswiecita na omdéwienie zagadnien zwigzanych z analitycznymi metodami badan struktury
fibryli amyloidowych (FTIR, stosowane barwniki) i badaniom biatek poprzez wymiane proton-deuteron
potaczonej ze spektrometrig mas. Wszystkie rozdziaty sg bardzo dobrze udokumentowane stosownymi
rysunkami co powoduje, ze czyta sie go tatwo i z duzym zainteresowaniem. Przedstawione wprowadzenie
literaturowe bardzo dobrze przygotowuje do rozdziatu, w ktérym doktorantka omawia wyniki szeroko
zaplanowanych badan witasnych.

Pierwszym etapem pracy doktorskiej mgr Marty Sosnowskiej byta synteza 24 peptyddw o rdznej dtugosci
zawierajagcych od 5 do 15 reszt aminokwasowych. Sekwencje te pochodzity z postulowanego
amyloidogennego rdzenia ludzkiego i mysiego biatka SAA. Wszystkie zaplanowane peptydy (w formie
amidow) zostaty otrzymane na nosniku statym (TentaGel R RAM) badz przy uzyciu syntezatora, badz z
wykorzystaniem reaktora mikrofalowego wedtug strategii Fmoc. Doktorantka podata w pracy doktadnie
warunki oczyszczania (zastosowany gradient, rodzaj kolumny) i charakterystyke otrzymanych peptydow (czas
retencji, MS). Na szczegdlng pochwate zasluguje podanie otrzymanych ilosci produktéow - surowych i po
oczyszczaniu, cho¢ szkoda, ze doktorantka nie dodata kolumny z wydajnoscig oczyszczania, co doskonale
zilustrowatoby problemy zwigzane z oczyszczaniem poszczegdlnych peptyddw.

Nastepnym etapem pracy doktorskiej mgr Sosnowskiej byty badania tendencji do agregacji otrzymanych
peptyddw polegajgce na wykorzystaniu badan spektrofluorymetrycznych w obecnosci barwnika — tioflawiny
T (test tioflawinowy). Ponadto, do scharakteryzowania morfologii fibrylarnych agregatéw doktorantka
uzywata transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM). Ten etap pracy wskazat, ze tendencja do
tworzenia fibryli zalezy od dtugosci oraz sktadu aminokwasowego i wskazat, ze waznymi elementami tych
oddziatywan sg oddziatywania pomiedzy resztg kwasu asparaginowego z grupg aromatyczng (w mysim SAA),
lub grupa guanidynowa i grupg karboksylowg w taincuchu bocznym kwasu asparaginowego lub grupg
aromatyczng (w ludzkim SAA), stabilizujac w ten sposéb B-kartke.

Poniewaz z doniesien literaturowanych wynika, ze oddziatywania aromatyczne odgrywajg wazng role w
mechanizmie tworzenia fibryli réznych peptydéw i biatek, a jeden z otrzymanych przez doktorantke
peptydéw (SAA1-12) zawierat az 4 reszty fenyloalaniny, dlatego tez w celu okresSlenia roli reszt
aromatycznych w mechanizmie tworzenia fibryli amyloidowych doktorantka zaprojektowata analogi
fragmentu tego peptydu, w ktérych poszczegdlne reszty aminokwaséw aromatycznych (pojedyncze, lub
kilka na raz) zamienita na reszte alaniny. Analogi te byty zbadane testem tioflawinowym i TEM. Wyniki testu
tioflawinowego wskazaty, ze jedynie podstawienie reszty fenyloalaniny w pozycji 11 nie powoduje
catkowitego zahamowania tendencji do fibrylizacji. Otrzymane wyniki pokazaty, ze oddziatywania
aromatyczne (m-m) odgrywajg istotng role rowniez w procesie fibrylizacji biatka SAA. W celu okreslenia roli
reszty fenyloalaniny do tworzenia przez analogi peptydu SAA1-12 kompleksu z biatkiem SAA doktorantka
przeprowadzita réwniez badania metodg chromatografii powinowactwa, ktére potwierdzity, ze
fenyloalanina w pozycji 11 jest istotna dla oddziatywan miedzyczgsteczkowych z biatkiem SAA.

Wydzielonym fragmentem badan doktorantki byto zaprojektowanie krotkich peptydéw homologicznych
do natywnej, N-terminalnej sekwencji SAA, potencjalnie zdolnych do zmniejszania tendencji do agregacji.



Tendencje do formowania fibryli zostaty zbadane testem tioflawinowym i badaniami turbidancji. Peptydy
wykazujgce brak skfonnosci do tworzenia witdkien zostaty przetestowane jako potencjalne inhibitory
fibrylizacji N-terminalnych peptydéw SAA (ludzkiego i mysiego). Sposréd badanych zwiazkéw dobrymi
inhibitorami okazaty sie 2 peptydy SAA1-5 i AP17-20. Przypuszczalnie te krotkie peptydy poprzez
oddziatywania z rejonem amyloidegennym biatka SAA utrudniajg tagczenie sie kolejnych czgsteczek biatka we
wtdékno fibrylarne. Poniewaz oba te peptydy zawierajg sekwencje dwdch reszt fenyloalaniny, wiec wydaje
sie, ze to wiasnie oddziatywania m—rt odgrywajg istotng role w powstaniu efektu inhibicji.

Doktorantka wykonata rowniez badania procesu agregacji ludzkiego biatka SAA. Badania te potwierdzity
zdolnosci inhibicyjne peptydu SAA1-5. Peptyd AP17-20 nie zostat przebadany z powodu niskiej
rozpuszczalnosci w buforze TRIS, w ktérym wykonywane byty wszystkie badania agregacji biatka SAA.

Bardzo ciekawe wyniki doktorantka otrzymata w wyniku wykonanego sgczenia molekularnego biatka
SAA. Wyniki te jednoznacznie potwierdzity istnienie natywnie heksamerycznej formy biatka i wskazaty na
potencjalnie 2 Sciezki jego agregacji: 1). Do tworzenia fibryli amyloidowych dochodzi przez asocjacje
wyzszych form oligomerycznych, oraz 2). Agregacje poprzedza dysocjacja heksameru do monomeru i te
czasteczki ulegajg nastepnie agregaciji.

Ostatni etap pracy stanowity badania mechanizmu tworzenia fibryli amyloidowych z zastosowaniem
techniki wymiany izotopowej proton —>deuteron potgczonej ze spektrometrig mas (HDXMS). Badania te
miaty na celu zbadanie rdéinic w strukturze formy monomerycznej biatka SAA i powstatych
oligomerow/fibryli i wskazanie kluczowych regiondw bioracych udziat w procesie oligomeryzacji.
Dodatkowo chcgc okreslic wptyw inhibitora (peptydu SAA1-5) na proces formowania wyzszych form
oligomerycznych biatka SAA doktorantka zbadata réznice w inkorporacji deuteronéw w kompleksie biatko-
peptyd, w formie natywnej i zagregowanej. Wyniki tych badan wskazaty, ze istnieje niewielka tendecja
wymiany protonéw amidowych na deuteron, co swiadczy o duzym stopniu uporzadkowania struktury
biatka. Badania HDXMS wskazaty rowniez na istotne zaangazowanie N-terminalnego fragmentu biatka (1-18)
w proces fibrylizacji i potwierdzity oddziatywania peptydu SAA1-5 (inhibitora) z tym rejonem wskazujac, ze
jest to rejon kluczowy w tworzeniu oddziatywan skutkujgcych procesem agregacji.

Prace doktorskg mgr Marty Sosnowskiej przeczytatam z duzym zainteresowaniem. Praca jest napisana
dobrg polszczyzng, przejrzyscie, jest réwniez dobrze ilustrowana zdjeciami i tabelami. | tylko z obowigzku
recenzenta chciatabym wymienié kilka zauwazonych btedéw i zada¢ pytania:

1. Wydaje mi sie, ze troche niezrecznie zostaty przypisane skréty badanych peptyddéw. Na stronie 130
doktorantka podaje peftng sekwencje rekombinowanego ludzkiego biatka SAA, ktére uzywata w swoich
badaniach. Jednak w nazewnictwie swoich peptydéw, ktére byty N-koricowymi fragmentami biatka SAA
doktorantka jako podstawe przyjeta sekwencje biatka naturalnego (bez metioniny na N-koncu). Stad
pojawity sie skroty SAA1-11, SAA1-12. Jednak jest dla mnie niezrozumiate oznaczenie peptydu skréconego o
N-koricowg arginine skrotem SAA(-1)-12, co raczej powinno by¢ oznaczone jako SAA2-12. Jednakze
doktorantka zastosowata skrot SAA2-12 do analogu zawierajgcego dodatkowg metionine (czyli
odpowiadajgcemu N-koricowemu fragmentowi rSAA). Troche to byto dla mnie mylace.

2. Zauwazytam tez kilka niescistosci w opisie syntez, np. w tabeli na str. 73 podany czas deprotekgcji
wynosi 2x5min, a w opisie powyze]j tabeli podane sg 2 minuty, czas tworzenia wigzania peptydowego w



tabeli jest 2x5 min 15 sek, a w opisie podano tylko 5min 15 sek. Ciekawa jestem réwniez czy te 15 sekund
miato rzeczywiscie znaczenie?

3. W pracy zauwazy¢ mozna wiele literéwek, zdarzajgcych sie nawet w tytutach (np str. 81
,moikroskop”, str. 110 ,.amyloidgennego”, str. 20 ugrupowanie ,aidowe”), co pewnie byto spowodowane
pospiechem na ostatnim etapie dokonywania korekty pracy. Btedem jest réwniez stawianie kropek po
tytutach (pracy, rozdziatach lub podrozdziatach).

Oczywiscie wymienione powyzej drobne usterki nie majg wptywu na wartosé¢ naukowga rozprawy i nie
zmieniajg mojej bardzo pozytywnej opinii o tej pracy.

Podsumowujgc stwierdzam, ze zakres pracy doktorskiej mgr Marty Sosnowskiej byt niezwykle szeroki.
Obejmowat on zaréwno synteze peptydow, ich izolacje i réznorodne badania z zakresu tworzenia i analizy
fibryli. Stosowanie tak wielu technik wymagato od doktorantki wszechstronnego przygotowania, zaréwno
teoretycznego, jak i eksperymentalnego. Na szczegdlng pochwate zastugujg przeprowadzone przez
doktorantke badania mechanizmu tworzenia fibryli amyloidowych z zastosowaniem techniki wymiany
izotopowej proton > deuteron potgczonej ze spektrometriag mas (HDXMS). Badania te wymagaty
wykonywania trawienia enzymatycznego, przeprowadzenia analizy masowej fragmentdw, korzystania z bazy
MASCOT i zastosowania aparatu statystycznego. Opanowanie wszystkich tych umiejetnosci swiadczy o
duzych zdolnosciach i wiedzy mgr Marty Sosnowskiej. Wedtug mnie do najwiekszych osiggnie¢ jej pracy
doktorskiej nalezy zaliczy¢ wykazanie wtasnosci inhibicyjnych analogu SAA1-5, ktéry moze stac sie zwigzkiem
wiodgcym w dalszych poszukiwaniach inhibitoréw procesu fibrylizacji biatka SAA.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa mgr Marty Sosnowskiej zatytutowana
»Badania fibrylizacji ludzkiego osoczowego biatka amyloidu A oraz jego krotkich N-terminalnych
fragmentow” spetnia wszelkie wymagania stawiane ustawg o stopniach i tytule naukowym i zwracam sie z
whioskiem do Rady Wydziatu Chemi Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Marty Sosnowskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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