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RECENZJA
rozprawy doktorskiej

mgr Darii Sowik
pod tytutem

»Zapobieganie akumulacji cytotoksycznych oligomeréw, ktére sg przyczyng rozwoju choréb
neurodegeneracyjnych i cukrzycy typu 2, poprzez aktywacje zwigzanego z proteasomem 20S
systemu proteolitycznego”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Darii Sowik pod tytutem
,Zapobieganie akumulacji cytotoksycznych oligomerdw, ktdore sq przyczynq rozwoju chordob
neurodegeneracyjnych i cukrzycy typu 2, poprzez aktywacje zwigzanego z proteasomem 20S systemu
proteolitycznego” zostata wykonana pod promotorstwem dr hab. Elzbiety Jankowskiej, prof. UG
z Katedry Chemii Biomedycznej Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorem pomocniczym rozprawy byta
dr Ewa Wieczerzak.

Rozprawa doktorska Pani mgr Darii Sowik liczy 212 numerowanych stron. Praca doktorska zostata
podzielona na nastepujgce rozdziaty: I. Zatozenia i cel pracy, Il. Wstep literaturowy (z podrozdziatami:
Systemy proteolityczne, Amyloidozy, Amylina), lll. Badania wtasne, IV. Podsumowanie, V. Metodologia
prowadzonych badan, VI. Przypisy. Tekst pracy poprzedzony jest spisem tresci oraz wykazem skrétéw.
Rozprawa zilustrowana zostata przez 72 ryciny, 4 tabele, za$ bibliografia obejmuje 232 pozycje
literaturowe.

Doktorantka podjefa istotny, ambitny i trudny metodycznie temat badawczy jakim jest
charakterystyka przebiegu oligomeryzacji amyliny, zbadanie wptywu jej oligomeréw na aktywnosc
proteolityczng proteasomu 20S, a takze opracowanie zwigzkéw peptydomimetycznych regulujgcych
aktywnos¢ proteasomu 20S. Doktorantka skupita sie na badaniu agregacji amyliny i ewentualnych
konsekwencjach klinicznych tego procesu. Z danych wynika natomiast, ze w kontrole proteolityczng
poziomu amyliny zaangazowany jest proteasom 20S. Amyloidoza, czyli schorzenie polegajace na
gromadzeniu sie grupy protein o wysokim stopniu samoorganizacji opartej na strukturach
oligomerycznych w tkankach i narzadach agregatéw biatek, jest coraz czesciej tgczone nie tylko z
neurodegeneracjami, ale takze chorobami metabolicznymi, takimi jak cukrzyca typu 2. Stad tez, temat
wybrany przez doktorantke jest wazny takze w kontekscie spotecznym i klinicznym.

W pierwszym rozdziale Doktorantka przedstawia zatozenia i cel pracy. Jak wskazuje:
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1. Gtéwnym celem pracy doktorskiej byta charakterystyka przebiegu oligomeryzacji amyliny,
a nastepnie zbadanie wptywu jej oligomeréw na aktywnos¢ proteolityczng proteasomu
20S.

2. Kolejnym celem byto okreslenie wptywu peptyddédw biomimetycznych na aktywnos¢
proteasomu 20S.

We wstepie teoretycznym liczacym 40 stron Doktorantka logicznie oraz konsekwentnie
wprowadza czytelnika w zagadnienia poruszane w niniejszej rozprawie doktorskiej. Doktorantka
opisuje systemy proteolityczne, wigczajac aktywnos¢ komdrkows i budowe proteasomu 20S.

Przy tej czesci pracy doktorskiej prosze Doktorantke o uzupetnienie powiqgzania molekularnego
i potencjalnej implikacji klinicznej pomiedzy biatkiem szoku termicznego Hsp70 a wpfywem na
agregacje i konsekwentnie, toksycznos¢ amyliny. Czy wedle Doktorantki nadekspresja tego biatka moze
by¢ przyczyng amyloidaz, w tym cukrzycy typu 2?

Kolejno, Doktorantka szczegdétowo omawia naturalne regulatory oraz hybrydy proteasomu 20S, co
stanowi spdjne wprowadzenie do problematyki amyloidaz. Nastepnie analizuje neurotoksyczng role
oligomeréw biatka tau w kontekscie choroby Parkinsona. Kolejnym zagadnieniem jest cukrzyca,
obejmujaca jej klasyfikacje oraz mechanizmy patofizjologiczne. W dalszej czesci skupia sie na budowie
i funkcji amyliny, zwracajgc przy tym uwage na specyficznos$¢ obecnosci receptoréw amyliny w mézgu
w obrebie bariery krew-mézg lub ich lokalizacji poza tg barierg, podobnie jak odpowiednio receptor
AMY1 lub AMY3 (strona 42).

W tej czesci rozprawy doktorskiej, chciatabym zapyta¢ Doktorantke czy znane sq jej dane dotyczgce
powigzania zaburzen oligomeryzacji amyliny z chorobami neurodegeneracyjnymi?

Kolejnym zagadnieniem, ktdére podejmuje Doktorantka, jest kontrola proteolityczna oraz skutki
wadliwego funkcjonowania uktadéw degradacyjnych.

Na stronie 46 Doktorantka pisze ,,Kontrole nad agregacjqg amyliny petniq rowniez chaperony, ktore sq
zdolne do wychwytywania jej czqsteczek” i wskazuje na role Hsp70. Czy wytqcznie biatko szoku
termicznego Hsp70 petni te role?

Nastepnie, omdéwione zostaty mechanizmy cytotoksycznosci amyliny skupiajgc sie na cukrzycy
i chorobie Alzheimera.

Nalezy podkreslic, ze informacje we ,, Wstepie teoretycznym” sq przedstawione w sposob klarowny,
utatwiajgcy czytelnikowi zrozumienie tematyki badar Doktorantki. Uwage recenzenta stanowi
naprzemienne uzywanie okreslern amyliny oraz IAPP, wprowadza to niepotrzebne zamieszanie
i powinno zostac¢ ujednolicone. Niemniej jednak, tres¢ tego rozdziatu wskazuje na bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne i znajomosc tematu obszaru badan.

W kolejnym etapie pracy Doktorantka przedstawia ,Badania wiasne”. Realizacje zatozonych
celéw rozpoczeta od syntezy ludzkiej amyliny, po czym przeprowadzita optymalizacje eksperymentu
majacego na celu zbadanie przebiegu jej oligomeryzacji. Do charakterystyki powstajgcych form
oligomerycznych wykorzystata zaawansowane techniki badawcze w warunkach natywnych i

2

GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY ul. M. Sktodowskiej-Curie 3a, 80-210 Gdarsk | 58 3491111 | info@gumed.edu.pl



denaturujgcych, stosujgc sieciowanie chemiczne oraz fotosieciowanie w celu stabilizacji oligomerdéw.
W wykonanych badaniach wskazata, ze postep oligomeryzacji amyliny jest wysoce zalezny od jej
stezenia. Zoptymalizowata takze inne parametry, ktére majg wptyw na oligomeryzacje: obecnos¢
chlorku sodu, wytrzasanie prébek, czy temperatura inkubacji.

Kolejno, Doktorantka skupita sie na analizie struktury drugorzedowej amyliny i jej wariantéow
za pomocgy dichroizmu kotowego. Nastepnie zbadata site oddziatywania rozpuszczalnych oligomeréw
amyliny z proteasomem 20S, ktéry samodzielnie wyizolowata z ludzkiej krwi. W ramach dalszych prac
zsyntezowata wariant amyliny zawierajacy reszte fotosieciujgcg i zastosowata dwie niezalezne techniki
badawcze: sieciowanie chemiczne potaczone ze spektrometrig mas oraz mikroskopie krioelektronowa.
Przeprowadzita réwniez eksperymenty z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych substratow
fluorogenicznych, okreslajgc m.in. kinetyke inhibicji. Dodatkowo wykonata testy oceniajgce
oddziatywanie oligomerdw amyliny z przeciwciatem A11.

Nastepnie zbadata potencjat peptydomimetykéw do znoszenia inhibicji h20S przez oligomery
na wyizolowanym proteasomie 20S, ale takze w lizacie ludzkich komdérek HEK293-T. Zweryfikowata
cytotoksycznos¢ frakcji zawierajgcych niskoczasteczkowe oligomery amyliny wzgledem tej linii
komérkowej. W kolejnym etapie zweryfikowata czy oligomery amyliny o niskiej masie czgsteczkowej
mogg byc¢ substratem dla proteasomu 20S oraz czy zwigzki aktywujace sq w stanie stymulowac ich
proteolize.

Doktorantka okreslita takze cytotoksyczno$é oligomeréw amyliny wobec komérek HEK293-T.

Przy tym punkcie prositabym o wyjasnienie wyboru komdrkowego modelu badania
cytotoksycznosci.

Prositabym rowniez o wyjasnienie zdania , Natomiast rozpoznany juz, ogdlny mechanizm
cytotoksycznosci oligomerow wzgledem btony komdrkowej” — co oznacza cytotoksycznosc¢ wzgledem
btony komdrkowej? (strona 130).

Nastepstwem powyzszego rozdziatu jest ,Podsumowanie” w ktérym Doktorantka przedstawia
kolejny raz gtéwny cel pracy oraz skrétowo opisuje otrzymane wyniki badan. Bardzo podobny opis
znajduje sie w punkcie I. Zatozenia i Cel pracy.

Rozdziat pracy, ,Metodologia prowadzonych badan” napisany jest przejrzyscie i starannie.
Doktorantka opisuje synteze i oczyszczanie amyliny oraz jej wariantéw; charakterystyke oligomeréw
amyliny; oddziatywanie oligomeréw amyliny z przeciwciatem konformacyjnym A11; oczyszczanie
ludzkiego proteasomu 20S; badania oddziatywania oligomeréw amyliny z proteasomem 20S; zdolnos¢
proteasomu 20S do trawienia oligomeréw amyliny; badania wptywu oligomeréw amyliny na
aktywnos¢ proteolityczng h20S oraz badania komérkowe. Doktorantka doktadnie opisata uzyte
materiaty, wtaczajac sktad buforéw stosowanych podczas analiz, a takze uzyty sprzet w procedurach
eksperymentalnych.

Podsumowujac, rozdziat ,,Metodologia prowadzonych badan” w sposéb skrupulatny i wyczerpujgcy
opisuje cato$¢ zaplanowanych i przeprowadzonych eksperymentdw, pozwalajgc na odtworzenie
warunkéw i weryfikacje uzyskanych wynikow przez innych badaczy. Zdaniem recenzenta wybér oraz
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zastosowanie tak szerokiego wachlarza metod i technik badawczych z dziedzin chemii, biologii
molekularnej oraz biologii komérki jest imponujgcy i Swiadczy o ogromie poswieconej pracy oraz
duzym potencjale naukowym Doktorantki.

Rozprawa doktorska zakoriczona zostaje streszczeniem w jezyku angielskim oraz polskim,
wykazem dorobku naukowego oraz udziatem w projektach naukowych. Ostatni punkt pracy zawiera
przypisy - spis rysunkow, spisem tabel oraz bibliografie.

Podsumowanie

Amyloidozy to grupa choréb bezposrednio zwigzanych 2z nieprawidtowos$ciami
w przemianach btednie sfatdowanych biatek, czesto wynikajacymi z wadliwosci systemoéw
degradacyjnych. Do proteolitycznych uktadéw kontroli homeostazy biatkowej zaliczy¢ mozna
proteasom 20S. Zaprezentowana przez Doktorantke rozprawa doktorska w sposéb logiczny
i konsekwentny odzwierciedla kontekst badan i potwierdza duzg znajomos¢ regulacji aktywnosci
proteasomu 20S. Doktorantka podjeta ambitny temat okreslenia mechanizméw oligomeryzacji
amyliny i jej potencjalnej cytotoksycznosci, jak rowniez roli w patomechanizmie choréb t.j. cukrzyca.
Wyniki stanowia podstawe do dalszych badan uwzgledniajacych badania komérkowe i kolejno,
dodatkowe modele badawcze.

Rozprawa doktorska nie jest napisana w sposéb tradycyjny, co niestety utrudnia jej lekture
i recenzje. Przede wszystkim w przedstawionej mi do recenzji rozprawie doktorskiej brakuje dyskusji
z literaturg naukowgq. Cytowanie literatury Doktorantka stosuje wytgcznie we wstepie teoretycznym.
Ponadto, brakuje takze jasno postawionej hipotezy badawczej oraz wypunktowania konkretnych
wnioskow z otrzymanych wynikéw badan wraz z ich krytycznq analizq. Zaréwno dyskusja jak i
hipoteza badawcza sq bardzo wazinymi sktadowymi rozprawy doktorskiej. Te uwagi jednak nie
umniejszaja bardzo wysokiej wartosci naukowej rozprawy doktorskiej.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, zaréwno merytoryczna jak i metodyczna strona rozprawy doktorskiej zastuguje na
uznanie.

Rozprawa doktorska Pani mgr Darii Sowik pod tytutem ,Zapobieganie akumulacji cytotoksycznych
oligomerow, ktdre sg przyczyng rozwoju choréb neurodegeneracyjnych i cukrzycy typu 2, poprzez
aktywacje zwigzanego z proteasomem 20S systemu proteolitycznego” spetnia warunki okreslone
w art. 187 ust. 1-3 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 z pdzniejszymi
zmianami.

Zwracam sie zatem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie
Pani mgr Darii Sowik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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