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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marty Sosnowskiej

zatytulowanej ,,Badania fibrylizacji ludzkiego osoczowego bialka amyloidu A oraz jego

krotkich N-terminalnych fragmentow.”

Pod nazwa amyloidoza kryje si¢ grupa schorzen charakteryzujaca si¢

pozakomoérkowym gromadzeniem nierozpuszczalnych wiokienek amyloidu w przestrzeniach
pozanaczyniowych w roznych tkankach i narzadach, co prowadzi do ich niewydolnosci.
Amyloidoze tradycyjnie dzieli si¢ na pierwotng i wtorng. Pierwotna (gromadzenie biatka AL)
jest zwigzana z gammapatia monoklonalng, szpiczakiem mnogim i innymi nowotworami
immunocytowymi. Amyloidoza wtorna (AA, amyloidoza reaktywna) wystepuje w wiekszosci
przypadkéw w przebiegu przewlektych chordb zapalnych. Amyloidoza moze mie¢ charakter
miejscowy, ograniczony do jednego narzadu lub ukladowy zwigzany z zajgciem wielu
narzagdow. Podstawa klasyfikacji amyloidozy jest typ bialka prekursorowego tworzacego
strukture witokienkowa amyloidu. Znanych jest ponad 25 typow biatka prekursorowego.
Poszczegblne typy amyloidu ro6znig si¢ powinowactwem do narzadoéw docelowych, wsrod
ktorych najczesciej wymienia si¢ nerki, watrobe, uklad sercowo-naczyniowy, przewdd
pokarmowy oraz obwodowy i autonomiczny uktad nerwowy.
W krajach rozwijajacych si¢ podtozem amyloidozy AA s3 przewlekle infekcyjne stany
zapalne, natomiast w spoteczenstwach o wysokim statusie socjoekonomicznym — choroby
reumatyczne. W Europie powiktania amyloidozy wtornej dotycza 0,005% populacji zardwno
mezezyzn, jak 1 kobiet powyzej 50-go roku zycia. W blisko potowie przypadkow choroba
pozostaje nierozpoznana.

Jak dotad nie opracowano skutecznego sposobu leczenia amyloidozy. Do jego
opracowania doprowadzi¢ moze poznanie przyczyn oraz mechanizmu prowadzacego do

powstania toksycznych fibryli. Dlatego tez badania nad tym procesem prowadzone sg przez



wiele grup badawczych. Do tego nurtu badan mozna wiaczy¢ przedtozong mi do recenzji
prace doktorska mgr Marty Sosnowskiej wykonang pod kierunkiem prof. Franciszka
Kasprzykowskiego.

Zadaniem jakie postawiono przed Doktorantkg byly badania dotyczace mozliwosci i
warunkoéw tworzenia fibryli amyloidowych przez peptydy wywodzace si¢ z N-koncowego
fragmentu ludzkiego i mysiego biatka amyloidu A (SAA) i przez ich analogi oraz przez
ludzkie osoczowe biatko amyloidu A, a takze badanie struktury tego biatka.

Recenzowana rozprawa napisana zostala na 154 stronach, a jej uktad jest typowy dla
tego rodzaju prac. W rozprawie wyrdzniono sze$¢ czeSci: przeglad literaturowy, rozdziat
poswigcony celowi pracy, w ktérym wyjasniono wybor sekwencji otrzymanych peptydow
oraz przeprowadzonych eksperymentdw, czg$¢ eksperymentalng zawierajaca opis
przeprowadzonych badan oraz trzy rozdzialy, na ktore sktadajg si¢: omowienie wynikow,
podsumowanie oraz literatura cytowana — 147 pozycji. Ponad potowg objetosci pracy zajmuje
opis eksperymentow wykonywanych przez Kandydatke oraz dyskusja uzyskanych wynikow,
co uwazam za wlasciwe.

Cze$¢ pierwsza, zawierajaca sze$¢ rozdzialow, wprowadza w tematyke badan
wilasnych mgr Sosnowskiej. Znajduje si¢ w niej opis amyloidoz, charakterystyka tworzacych
si¢ w czasie choroby amyloidow, omowienie mechanizmu powstawania fibryli, oraz rozdziat
poswigcony 0soczowemu biatku amyloidu A. W czesci tej opisane zostaty takze analityczne
metody badan struktury fibryli amyloidowych. Ostatni rozdziat tej czgsci poswigcony zostat
wymianie protonéw biatka na deuterony, potaczonej ze spektrometrig mas (HDXMS), ktora
pozwala na badanie struktury bialek. Poziom merytoryczny tej czgsci rozprawy jest wlasciwy
dla tego rodzaju prac i dobrze przygotowuje do czytania rozdzialow, w ktorych oméwione
zostaly badania wilasne. Umieszczone w pracy rysunki i schematy utatwiaja lekture tekstu.
Nie mam tez zastrzezeh do strony jezykowej, aczkolwiek Kandydatka kilka razy
niepoprawnie sformutowata zdania sprawiajgc, ze staly si¢ one mato zrozumiale. Na przyktad
na koncu str. 27 i poczatku 28, napisata: ,,W celu zwigkszenia rozpuszczalnosci peptyd
KLVFF zostal rozbudowany na jego N- i C- koncu odpowiednio o reszty RG i GR
(RGKLVFFGR-NH, w dalszym ciagu wykazuje calkowita inhibicj¢ tworzenia fibryli
amyloidowych..”. Mozna si¢ tylko domysla¢, ze pomimo dolgczenia dodatkowych reszt
aminokwasowych peptyd w dalszym ciggu hamowatl tworzenie fibryli amyloidowych. Na
str.29 jest napisane ,,..gdy stosuje si¢ peptydy jako lek, muszg by¢ one chemicznie
modyfikowane tak, aby zmniejszy¢ degradacj¢ proteolityczng..”. Powinno by¢ napisane ,,aby

zmniejszy¢ ich podatno$¢ na degradacje proteolityczng”.



Celem pracy byly szeroko zaplanowane badania zarowno warunkoéw i mechanizmu
powstawania fibryli jak i ich morfologii, ale zeby je wykonaé, Doktorantka musiata
zsyntetyzowaé | Oczysci¢ szereg potrzebnych do zaplanowanych eksperymentow peptydow.
Patrzac na ich sekwencje przypuszczam, ze czgs¢ z nich sprawita Doktorantce sporo klopotu
zarOwno w syntezie jak i przy oczyszczaniu, ale w rozdziale 7, dotyczacym ich syntezy i
oczyszczania, nie ma na ten temat informacji. Uwazam, ze pokazanie chociaz kilku
chromatogramow peptydow po syntezie, a potem po oczyszczeniu oraz podanie informacji o
rodzaju zanieczyszczen znaczgco wzbogacitoby ten rozdzial. W omawianym rozdziale
znalaztam tez drobne btedy jak np. niewtasciwe numery tabel przedstawionych na stronach 75

177.

Nastepnym etapem pracy doktorantki byto zbadanie tendencji otrzymanych peptydow,
wywodzacych si¢ z N-terminalnego rejonu ludzkiego i mysiego biatka SAA, do tworzenia
fibryli oraz scharakteryzowanie morfologii powstaltych agregatow. Otrzymane peptydy
wykazywaty tendencj¢ do tworzenia fibryli, a najsilniejsze sktonnosci do tworzenia fibryli
wykazat peptyd oznaczony jako SAA1-12. Badania pokazaty, ze proces ten w duzym stopniu
zalezy od temperatury i stezenia peptydu. I tu musz¢ zwroci¢ uwage na fakt, ze mimo iz
rozdziat 8.1., dotyczacy tych badan zatytulowany jest ,, Fibrylizacja peptydow SAA1-12 i
mSaal-11 w zalezno$ci od stgzenia peptydu i1 temperatury” nie opisano w nim badan
dotyczacych zaleznoéci procesu fibrylizacji od stezenia peptydow. Ze takie badanie
wykonano, dowiadujemy si¢ dopiero czytajac czg$¢ pracy omawiajacej uzyskane wyniki.
Otrzymane w badaniach z zastosowaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego
mikrofotogramy potwierdzity fibrylarng posta¢ otrzymanych agregatow, i pokazaty, ze ich
ksztalt zalezy od sekwencji 1 dtugos$ci tancucha peptydowego. Omawiajac ten fragment pracy,
z obowigzku recenzenta musze zwroci¢ uwage na fakt blednego zacytowania publikacji
Schwansa i wspotpracownikéw na str. 106. Blgd wkradt si¢ w pisowni¢ nazwiska pierwszego
autora, podano rowniez niewlasciwy rok ukazania si¢ publikacji. Na str. 99 natomiast,
doktorantka omawiajac tendencje peptydow do tworzenia fibrylarnych agregatow, dwa razy
odwotata si¢ do rys. 29, a powinna do rys. 28.

Kolejne zadanie polegato na okresleniu roli reszt aromatycznych w procesie agregacji
peptydow. Badania analogdéw uzyskanych poprzez zastepowanie kolejnych reszt Phe peptydu
SAAL-12 przez reszte Ala pokazaty, ze tylko wymiana reszty Phe w pozycji 11 nie powoduje
zahamowania tendencji peptydow do fibrylacji. Wymiana reszty Phe z pozycji 3, 4 czy 6 lub

wszystkich trzech, prowadzi do utraty wlasciwosci amylogennych tych peptydéw. Uzyskane



przez mgr Sosnowskg wyniki wskazujg na istotng rolg w procesie fibrylacji interakcji z

udziatem pier$cieni aromatycznych.

Kolejne badania, z wykorzystaniem krotkich peptydéw (tabela 7), doprowadzity do
znalezienia dwoch inhibitorow procesu agregacji N-terminalnych peptydow SAA i biatka

rISAAL.1

W nastepnym ectapie badan, Doktorantka zastosowata sgczenie molekularne do
rozdzialu mieszanin, uzyskanych przez pobieranie po okreslonym czasie inkubacji, probek z
roztworu biatka rSAAIl.1. w buforze Tris-HCI. Uzyskane chromatogramy pozwolity
doktorantce na potwierdzenie faktu, ze natywne biatko rSAAL.1. jest heksamerem, oraz na

zaproponowanie dwoch potencjalnych sciezek jego agregacji.

Ostatni etap pracy Kandydatki polegal na badaniu procesu powstawania fibryli za
pomoca spektrometrii mas polaczonej z wymiang izotopowa. Eksperymenty HDXMS
wykonano dla czterech réznych roztworow: biatka natywnego, biatka natywnego i peptydu
SAAL-5 bedacego inhibitorem procesu agregacji, biatka zagregowanego oraz biatka, ktére
agregowato w obecnosci inhibitora SAA1-5. Uzyskane wyniki pokazaty, ze tylko niewielka
ilo§¢ protonow amidowych natywnej formy biatka rSAAI1.1 uleglta wymianie na deuter, co
wskazuje na zwartg budowe biatka. Wyniki badan potwierdzily fakt, ze to wilasnie N-
koncowy fragment biatka (1-18) zaangazowany jest w proces fibrylizacji. Po przeczytaniu
czesci pracy dotyczace] badan HDXMS, mam pewien niedosyt zwigzany z mato doktadnym
opisem wykonanych prac eksperymentalnych. Brakuje informacji dotyczacych np. warunkéw
w jakich przeprowadzono proces trawienia biatka pepsyna. Nie ma tez informacji czy
Doktorantka samodzielnie immobilizowata pepsyn¢ na ztozu agarozowym, czy tez ztoze takie
zostalo zakupione. Z powinno$ci recenzenta musze tez zwroci¢é uwage na niefortunnie
zredagowane pierwsze zdanie rozdziatu 12.1.4. Kandydatka napisata; ”...deuterowang probke
biatka (45ul) wstrzykiwatam do petli o pojemnosci 50 ul, gdzie byla poddawana trawieniu
enzymatycznemu w systemie on-line z zastosowaniem pepsyny unieruchomionej na zlozu
agarozowym.”, co moze sugerowac, ze trawienie miato miejsce w petli, a nie w kolumnie. Nie
podoba mi si¢ takze sformulowanie pierwszej cze$¢ zacytowanego fragmentu, poprawnie

bytoby ,,..probke roztworu deuterowanego biatka (45ul) wstrzyknetam do petli..”.

Podsumowujac  stwierdzam, ze Kandydatka =zrealizowata cele rozprawy.
Zaprojektowane na bazie N-konca biatka SAA peptydy okazaty si¢ by¢ dobrymi modelami do

badan procesu fibrylizacji. Wysoko oceniam poziom merytoryczny badan przedstawionych w



rozprawie. Ich zakres jest szeroki: od niewatpliwie trudnych syntez peptydoéw, przez badania,
z zastosowaniem roznorodnych technik badawczych procesu fibrylizacji i morfologii
powstajacych fibryli, do eksperymentow z wykorzystaniem HDXMS. Na uznanie zasluguje
takze sposob prezentacji wynikoéw i prowadzenia dyskusji przy ich omawianiu, a dostrzezone
przeze mnie usterki i niescisto$ci nie obnizajg warto$ci pracy. Wszystkie umiejetnosci jakimi
wykazata si¢ Doktorantka pozwalaja stwierdzi¢, ze jest ona dobrze przygotowana do

podejmowania roznorodnych wyzwan naukowych.

Nadmieni¢ tez nalezy, ze praca naukowa mgr Marty Sosnowskiej wspotfinansowana
byta ze srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego, w ramach Programu Operacyjnego
Kapitat Ludzki, Priorytetu IV, projekt pt. ,,Program wdrozenia nowoczesnych elementow
ksztatcenia w Uniwersytecie Gdanskim”, Zadanie ,,Stypendia naukowe dla doktorantow
szansg na rozwoj gospodarki” oraz przez Narodowe Centrum Nauki w ramach Konkursu
Preludium I1.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia
wszystkie kryteria ustawowe (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz.U.03.65.595 wraz z
p6ézniejszymi zmianami (Dz. J. z 2005 r. Nr 164, poz, 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620 i
Nr782, poz. 7228 oraz z 2011 r. Nr 84, poz.455) i zwyczajowe, dlatego tez wnosz¢ do Rady
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Marty Sosnowskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



