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Promotor pracy - dr hab. Elzbieta Jankowska, prof. UG

Amyloidoza to schorzenie ktérego cechg charakterystyczng jest tworzenie sig¢
nierozpuszczalnych agregatéw biatkowych. Agregaty te moga powstawaé zaréwno
wewnatrz komérek jak i w przestrzeni poza komoérkowej. Jedng ze znanych chordb
zaliczanych do amyloidoz jest choroba Alzheimera, w przebiegu ktorej obserwowane
jest powstawanie ztogéw biatkowych wewnatrz neurondéw (splatki neurofibrylarne)
oraz w przestrzeni pozakomérkowej w postaci ptytek beta-amyloidowych. W wyniku
tego procesu dochodzi do degradacji uktadu nerwowego. Innym typem amyloidoz jest
ogblnoustrojowa amyloidoza, ktéra jest powiktaniem niektérych cigzkich choréb
przewlektych jak: gruzlica, reumatoidalne zapalenie stawdéw czy nowotwor ptuc.
W przebiegu tej choroby dochodzi do zewnatrzkomérkowego odktadania sig biatka
amyloidu A (SAA), ktore jest przedmiotem badan przedstawionych w rozprawie.

Przedstawiona mi do oceny praca ma klasyczny uktad i sktada sie z pieciu
gtownych rozdziatéw: 1. Zatozenia i cele pracy, II. Wstep literaturowy, IIl. Badania
Wiasne. Prezentacja i omoéwienie wynikéw, IV. Podsumowanie, V. Metodyka badan.
Swojg dysertacje, Autorka oparta na przeanalizowaniu i zacytowaniu az 195 pozycji
literaturowych. Wyniki badan zostaly przedstawione takze w postaci starannie
i czytelnie przygotowanych 78 rycini 7 tabel.

Gtownym celem pracy byto poznanie mechanizmu tworzenia ztogow B-
amyloidowych oraz poszukiwanie skutecznych zwigzkéw, ktére bytyby zdolne
do skutecznego hamowania tego procesu. W zwigzku z tym badania zostaty
przeprowadzone w trzech etapach. W pierwszym z nich zostaty wykonano badania
majgce na celu scharakteryzowanie zachowania sie biatka w warunkach sprzyjajgcych
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agregacji. W tym etapie Doktorantke/ wykonata badania dla dwoéch izoform SAA1.1:
hSAA1.1 oraz MetSAA1l.l. Drugim etapem byto poszukiwanie matoczasteczkowych
zwigzkoéw zdolnych do hamowania procesu agregacji. W tym etapie Doktorantka
zsyntezowata i przebadalta 24 zwigzki. Ostatnim etapem prowadzonych badan byto
zsyntezowanie biatka za pomoca natywnej chemicznej ligacji oraz okreslenie,
czy otrzymane biatko jest zdolne do tworzenia natywnej struktury oraz tworzenia form
oligomerycznych.

Nastepnie, w drugim rozdziale, na podstawie przeanalizowania 195 pozycji
literaturowych, Doktorantka opisata amyloidoze i jej typy, scharakteryzowata osoczowe
biatko amyloidu A (SAA) oraz prawdopodobne mechanizmy agregacji i sposoby walki
znig. Ponadto zostata tu przedstawiona mozliwos¢ zastosowania fluorescencji
do badania procesu agregacji. Rozdziat ten jest bardzo dobrym zapoznaniem czytelnika
z zagadnieniami zwigzanymi z procesem tworzenia i agregacji nierozpuszczalnych
ztogbw 1 stanowi doskonate wprowadzenie do kolejnego rozdziatu, w ktérym
Doktorantka prezentuje i omawia wyniki badan. Jednak w rozdziale tym pojawito sie
kilka niescistosci.

W podrozdziale 1.2. opisane zostaly rodzaje amyloidoz i pokrétce
scharakteryzowane wybrane z nich. Na stronie 14, w ostatnim akapicie, opisywana jest
choroba Alzheimera, najczes$ciej wystepujgca choroba z grupy amyloidoz. Doktorantka
pisze tu , Rozwdj AD zwigzany jest gtéwnie z peptydem Afso (~90%) oraz Afsz (~5%),
ktore sq inicjatorami proceséw prowadzqgcych do choroby. Peptydy te spontanicznie
agregujq tworzqc rozpuszczalne oligomery oraz fibryle, ...” Wydaje sie iz, jezeli peptydy
agregujg to tworzg one nierozpuszczalne oligomery.

W rozdziale 2.2.3. Doktorantka opisuje strukture przestrzenng biatka SAA.
Na stronie 25 jest napisane: , ... W tym klastrze zaréwno C-koricowa grupa karboksylowa,
jak i grupa hydroksylowa Tyr35 tworzq rozwidlone mostki solne z dwoma resztami

»”

argininy, Arg39 i Arg9e. Mozliwo$¢ tworzenia mostka solnego w wyniku
elektrostatycznego oddzialywania par jonowych miedzy ujemnie natadowang grupa
karboksylowg a dodatnio natadowana grupa guanidynowa tancucha bocznego reszty
Arg jest oczywista. Watpliwo§¢ mojg budzi mozliwo$¢ tworzenia mostka solnego
z zaangazowaniem tfancucha bocznego reszty Tyr, ktéra w fizjologicznym zakresie pH
nie wystepuje w formie zdeprotonowanej. W tym przypadku spodziewatabym sie raczej

tworzenia np. wigzania wodorowego.(?)
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Nastepnie, na 51 stronach Doktorantka przedstawia i omawia badania wtasne.
Swoje badania rozpoczeta od zbadania struktury izoform biatek SAA: hSAA1.1
i MetSAA1.1. w warunkach sprzyjajacych agregacji. Biatko MetSAA1.1. zostato poddane
badaniom jako pierwsze. Wybér ten zostat podyktowany doniesieniami literaturowymi,
jednak uzyskane rezultaty byty zaskakujaco odmienne. W zwigzku z tym, Doktorantka
postanowita przeprowadzi¢ doktadniejsze badania dla ww. biatka i jego analogu
pozbawionego N-terminalnej reszty metioniny z zastosowaniem dodatkowych metod
badawczych. Takie podejScie do problemu $wiadczy o dojrzatosci badawczej
Doktorantki. W nastepnych podrozdziatach doktorantka opisuje wyniki uzyskane
z zastosowaniem licznych metod eksperymentalnych majgce na celu zbadanie stanu
oligomerycznego izoform SAA1.1, struktury drugo- trzecio- i czwartorzedowej biatka,
procesu agregacji oraz morfologii powstajgcych oligomeréw. W kolejnym etapie
Doktorantka przeprowadzita synteze fragmentu 1-27 biatka SAA oraz serii
potencjalnych inhibitoréw fibrylizacji w oparciu o krétkie fragmenty biomolekut
amyloidogennych o potwierdzonym dziataniu inhibujgcym. Spos$réd 24 zwigzkéw
najskuteczniej dziatato 5 z nich: saa3Phg, saa4Bip, saa3Bip,saa4Nal oraz saa3Dip.
W dalszych etapach badan cztery z nich zostaty wykluczone. W widmie CD zwigzek
z naftyloalaning (saa4Nal) dawat silny sygnat przystaniajagcy inne sygnaty,
co uniemozliwiato obserwacje zmian w strukturze drugorzedowej. W mojej opinii
zastosowanie w tym przypadku roztworu zawierajacego ten zwigzek jako tio,
umozliwitoby zaobserwowanie zmian strukturalnych biatka. Peptydy saa3Bip i saa4Bip,
zawierajgce w swojej strukturze 4-fenyloalanine wykazywaty silng emisje w zakresie
fluorescencji tryptofanu, przez co nie mozna byto obserwowa¢ zmian w otoczeniu tego
aminokwasu. W takiej sytuacji, w przysztosci mozna sprobowac zastosowaé¢ metode
magnetycznego dichroizmu kotowego (MCD). Czwartym wykluczonym peptydem byt
peptyd z fenyloglicyng (saa3Phg), ze wzgledu na to, Ze mimo skuteczno$ci w stosunku
do modelowego peptydu, to w przypadku biatka przyspieszat proces fibrylizacji.
W zwigzku z powyzszym, dalsze badania Doktorantka przeprowadzita dla zwigzku
saa3Dip, zawierajgcego w swojej strukturze (3,3-difenyloalanine.

Po wyborze skutecznego inhibitora, jakim okazat sie saa3Dip, Doktorantka
przeprowadzita szereg badan, ktére pozwolity na okreslenie jego wptywu na proces
tworzenia fibryli przez peptyd SAA1-27 oraz okre$lenie miejsca oddziatywania.
W nastepnym etapie zbadano oddziatywanie saa3Dip z biatkiem MetSAA1.1 oraz jego

wplywem na strukture drugo-, trzecio-i czwartorzedowa. Zostaty takze okreslone
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miejsca oddzialywania inhibitora z MetSAA1l.1. Przeprowadzone badania wykazaty,
iz wybrany zwigzek, saa3Dip, hamuje agregacje nie tylko modelowego peptydu SAA1-27
ale takze catego biatka. Ponadto peptyd ten wptywa na drugo- i trzeciorzedowg
strukture biatka oraz wptywa na wielko$¢ i morfologie powstajacych agregatéw.
Ostatnim etapem badan bylo przedstawienie mozliwo$ci zastosowania natywnej
chemicznej ligacji w celu otrzymania MetSAA1.1. Doktorantka wykazata iz zastosowania
tej metody nie tylko do otrzymywania wiekszych iloéci biatka ale takze wprowadzania
modyfikacji do jego struktury.

Rozprawe zamyka starannie przygotowany rozdziat w ktéry Doktorantka opisuje
metody i procedury badawcze, ktore zastosowata w swojej pracy eksperymentalnej.
W swoich badaniach Doktorantka zastosowata liczne metody m.in. dichroizm kotowy,
fluorescencje, natywna spektrometrie mas, magnetyczny rezonans jadrowy,
chromatografie, spektroskopie FTIR-ATR oraz procedury eksperymentalne jak np. test
tioflawinowy, sgczenie molekularne, sieciowanie chemiczne czy trawienie
enzymatyczne. Pozwolito to na zrealizowanie zatozonych celow.

Zanim przejde do podsumowania, pragne zwroci¢ uwage na dorobek mgr Sandry
Skibiszewskiej. Jest ona autorka/wspétautorke trzech oryginalnych prac naukowych.
Swoje wyniki przedstawita w postaci 5 prezentacji ustnych i 17 prezentacji plakatowych
na miedzynarodowych oraz krajowych konferencjach naukowych. Na podkreSlenie
zastuguje fakt, iz byta kierownikiem w czterech projektach badawczych w tym projektu
,Diamentowy grant” a za swoje osiagniecia otrzymata trzy nagrody.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska mgr Sandry Skibiszewskiej spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003
r. (Dz.U. z 2003 r., poz.595 z pdzniejszymi zmianami, tekst jednolity Dz.U. z 2017 r., poz.
1789).

W  zwigzku z powyzszym przedktadam wniosek o dopuszczenie
do przeprowadzenia dalszej procedury dajacej podstawe nadania stopnia doktora Pani

mgr Sandrze Skibiszewskiej.

Justyna Brasun
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