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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Darii Sowik “Zapobieganie akumulaciji
cytotoksycznych oligomeréw, ktére sq przyczynq rozwoju choréb
neurodegeneracyjnych i cukrzycy typu 2, poprzez aktywacje zwiqzanego z
proteasomem 20S systemu proteolitycznego”

Rozprawa doktorska mgr Darii Sowik zostata zrealizowana pod kierunkiem dr hab.
Elzbiety Jankowskiej, prof. UMW, i pani promotor pomocniczej, dr Ewy Wieczerzak, w
Katedrze Chemii Biomedyczne] Uniwersytetu Gdanskiego, a jej gtowne konkluzje
stanowiq istotny wktad w badania nad rolg proteolitycznej aktywnosci proteasomu
20S w kontekscie jego roli w degradacji toksycznych agregatéw amyliny i innych
amyloidow.

Praca zostata przygotowana w formie tradycyjnej; zawiera szereg typowych dla prac
doktorskich sekcji i obejmuje wszystkie niezbedne elementy formalne. Jedynym
drobnym odstepstwem od ‘tradycyjnosci’ pracy jest to, ze cel rozprawy jest
sformutowany juz w pierwszym jej rozdziale, jeszcze przed literaturowym
wprowadzeniem do tematyki — jest to ciekawy zabieg, ktéry w mojej opinii jeszcze
bardziej zaciekawia czytelnika tym, co ma nastgpi¢ w dalszych czesciach rozprawy.
Doktorantka w sposdb klarowny formutuje cele swojej pracy, ktdre obejmuja:
(i) charakterystyke oligomeryzaciji amyliny; (ii) zbadanie wptywu oligomerdw amyliny
na aktywnos¢ proteolityczng proteasomu 20S (oparta na literaturze hipoteza stawiana
przez Doktorantke twierdzi, ze jest to wptyw hamujgcy) oraz (i) zaprojektowanie
i wykorzystanie peptydomimetykéw do aktywacji zdolnosci proteolitycznych
proteasomu 208S.

We wstepie literaturowym, ktéry nastepuje po opisie celdw pracy, Doktorantka
wprowadza czytelnika w problematyke chordb amyloidowych, skupiajgc sie
szczegOlnie na roli amyliny w cukrzycy typu 2 oraz na roli amyloidu beta w chorobie

Alzheimera, przedstawiajgc ich rosngcg epidemiologie oraz ogromne obcigzenie dla
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systemdéw zdrowotnych na catym Swiecie. Obszerna, trafnie opisana czesc
literaturowa wprowadza czytelnika w temat mechanizmu proteolitycznego
proteasomu 20S, szczegdtowo omawiajgc jego naturalne regulatory. Wstep pracy
dostarcza réwniez wiele szczegdtowych i cennych informacji na temat amyliny
i mechanizmow jej cytotoksycznosci, szczegdinie w kontekscie wadliwie dziatajgcych
uktadow proteolitycznych. Czytelnik dowiaduje sie rowniez sporo na temat strategii
leczenia cukrzycy typu 2 i na temat roli amyliny w chorobie Alzheimera.

W przypadku choroby Alzheimera, Parkinsona i Huntingtona przyjmuje sie, ze
rozpuszczalne formy fibrylarnych biatek zaangazowanych w neurodegeneracje to
formy najbardziej toksyczne dia komorek.

U pacjentdw z cukrzycq typu 2 dochodzi do gromadzenia sie w trzustce
cytotoksycznych form amyliny, ktérej wtasciwosci agregacyjne sq jeszcze silniejsze niz
te amyloidu beta. Wspdlne cechy fizykochemiczne, w tym amyloidogennos¢ obu tych
peptyddw sugeruje podobny mechanizm cytotoksycznosci. Poniewaz amyloid beta
hamuje funkcjonowanie proteasomu 20S, Doktorantka postawita stuszng hipoteze
zaktadajgcg, ze podobny mechanizm bedzie obserwowany rowniez w przypadku
amyliny.

Tto teoretyczne jest przygotowane w sposéb przemyslany i kompleksowy; jest ono
bardzo uzyteczne dla czytelnika i pozwala na jeszcze lepsze zrozumienie opisanych
wczesniej zatozen badawczych.

Kolejna cze$¢ pracy - ‘badania wtasne’ — jest w moim odczuciu najciekawszg czescig
rozprawy. Rowniez ta czes$¢ pracy nie jest opisana w do kohca tradycyjny sposdb —
cze$¢ eksperymentalna jest wyodrebniona jako osobny rozdziat, ktéry nastepuje po
czesci, ktdéra opisuje uzyskane wyniki; bardzo cieszy mnie taki uktad pracy, poniewaz
najbardziej ekscytujgca czesc zostaje tu zaprezentowana jako pierwsza.

Z kazdego z poszczegdlnych rozdziatow dowiadujemy sie, ze mgr Sowik bardzo dobrze
zna metodologie stosowanych przez siebie badan; praca wyrdznia sie starannie
dobranym, uzupetniajgcym sie zestawem licznych metod badawczych, ktére
umozliwity Autorce uzyskanie szeregu precyzyjnych wynikdw. Doktorantka
zastosowata  fluorymetrie, dichroizm kotowy, DLS, elektroforeze i metody

chromatograficzne do analizy oligomerdw amyliny; aby scharakteryzowac jej
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oddziatywania z ludzkim proteasomem, uzyta termoforezy mikroskalowej, spektrometrii
mas i mikroskopii krioelekironowej; do opisania oddziatywan amyliny z przeciwciatem
A11 uzyta techniki Western blot i testu immunoneutralizaciji. Réwnie imponujgca jest
tez metodologia stosowana przez Doktorantke w badaniach biologicznych i lekkos¢,
z jakg porusza sie w stosowanej przez nig (imponujgcej ilosciowo i jakosciowo)
metodologii — od syntezy, poprzez analize, po badania biologiczne.

Rozdziat opisujgcy gtdéwne wyniki pracy jest rozbudowany i wypetniony wartosciowymi
danymi, ktére sq rzetelnie analizowane i interpretowane. Czytelnik dowiaduje sie, ze
amylina agreguje w postaci rozpuszczalnych oligomerdw (uznawanych za najoardziej
toksyczne) po oSmiu godzinach po rozpoczeciu inkubacii, natomiast stabilizacja i
wysycenie form fibrylarnych nastepuje po petnej dobie.

Doktorantka szczegdtowo scharakteryzowata powstajgce niskoczgsteczkowe
oligomery amyliny (od dimerdw po heptamery), charakterystyczne dla poczgtkowych
reakcji agregaciji i potwierdzita ich siine oddziatywanie z proteasomem 20S, na
podstawie wyznaczonych wartosci EC50. Wskazanie bezposredniego miejsca
oddziatywania proteasomu 20S z amyling okazato sie nie lada wyzwaniem i
najprawdopodobniej nie jest moZliwe ze wzgledu na fakt, ze takich miejsc moze byc¢
co najmnigj kilka.

W kolejnym etapie badan Doktorantka potwierdzita swojg hipoteze badawczq,
wykazujgc hamujgcy wptyw opisanych wczesniej oligomerdw amyliny na aktywnosc
proteolityczng proteasomu 20S i udowadniajgc, ze amylina hamuje go w sposéb
allosteryczny.

Rownie ciekawe okazaty sie wyniki testow niwelowania hamujgcego dziatania
oligomerdw amyliny na aktywnos$¢ proteolityczng proteasomu  20S. Kika z

testowanych przez Doktorantke peptydomimetykdw, w szczegdlnosci tego z grupy
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BIm i BisBIm jest w stanie znosi¢ hamujgce proteasom dziatanie oligomerdw amyliny, a
kilka z nich jest nawet w stanie jg pobudzic.

Mgr Sowik potwierdzita, ze rozpuszczalne oligomery amyliny mogg byc¢ substratem dla
proteasomu 20S, a ich degradacja moze by¢ dodatkowo pobudzana przez wyzej
wspomniane peptydomimetyki Bim i BisBIm, bedgce fragmentami biatka BIm10.
Rozprawe wienczqg streszczenia w jezyku polskim i angielskim, ktére trafnie
podsumowujqg kluczowe osiggniecia badawcze.

Gtéwna czes¢ rozprawy jest napisana na 212 stronach, zawiera 72 ryciny i 4 tabele
oraz cytuje 232 odniesien do literatury. Praca jest bardzo przyjemna w odbiorze,
dobrze napisana (Doktorantka ma tzw. ,lekkie piéro”), a przeprowadzone badania sg
wysokiej jakosci. Jedynym zastrzezeniem cytowania prac, ktdére wskazujg jedynie
pierwszego autora, ktérego wspodtpracownicy figurujg jako ‘et al.’.

W rozprawie nie zauwazytam zadnych powazniejszych brakdéw, poza bardzo
drobnymi btedami redakcyjnymi, ktére sg na tyle drobne, ze nie ma potrzeby o nich
wspominac w pismie, i ktére nie wptywajg na mojg bardzo wysokq ocene rozprawy
doktorskiej. Wszelkie uwagi zawarte w recenzji wynikajg z ciekawosci i rdwniez nie
wptywajg na wysokg ocene poziomu merytorycznego pracy, sposobu jej prezentacii
i wyciggnietych z niej wnioskéw.

Wyniki rozprawy dokforskiej mgr Sowik majg zaréwno znaczenie teoretyczne, jak i
potencjalne zastosowanie kliniczne. Praca jest napisana klarownie i spdjnie, co
sprawia, ze jest przyjemna w odbiorze, a sposdb przedstawienia wynikdw jest bardzo
przystepny, czego naturalng konsekwencjq jest cheé dowiedzenia sie wiecej na
temat potencjalnych inhibitorow proteasomu 20S:

1. Na jakiej zasadzie zostaty zaprojektowane aktywatory proteasomu 20S¢ Diaczego
akurat C-kohcowy fragment biatka BIm102 Rozumiem, ze Doktorantka wzorowata sie
na pracach Smitha, ktéry produkowat analogiczne zwigzki — modulatory innego
proteasomu i ze kluczowa jest tutaj petla aktywacyjna — projektowana na podstawie

naturalnego aktywatora 11S. Nurtuje mnie pytanie, czy zwiqzki z grupy BIm i BisBIm
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mozna jeszcze bardziej ulepszyc? Jesli tak, to w jaki sposdb, w ktdrym kierunku powinny
pojs¢ badania?

2. Czy wspomniane wyzej modulatory aktywnosci proteasomu 20S bedg stabilne
proteolitycznie/hydrolitycznie w osoczu2 W jaki sposdéb mozna wzmocni¢ takg
stabilnosc?

3. Jakie korzysci kliniczne mogtoby przynie$¢ wprowadzenie diagnostycznych
markeréw szacujgcych aktywnos¢ proteasomu 2052

4. Co okazato sie by¢ najwiekszym wyzwaniem i z jakiego wyniku Doktorantka jest

najbardziej dumna?

Mierzalnym efektem pracy mgr Sowik sg dwie publikacje i sze$¢ konferenciji, na
ktorych osobiscie przedstawiata wyniki swojej pracy i siedem kolejnych, na ktorej
przedstawiano jej wyniki.

Doktorantka byta wykonawczynig grantu Opus NCN; kierowata frzema projektami dla
mtodych naukowcodw przyznawanymi przez Uniwersytet Gdanski.

Kandydatka wykazata sie umiejetnosciq wszechstronnej analizy wynikdéw, a napisana
przez nig praca ma istotny wptyw na dziedzine, interdyscyplinarny charakter i bardzo
dobrq jako$¢ naukowq; wnioski ptyngce z pracy znaczgco wzbogacajg naszg wiedze
o chorobach amyloidowych.

Badania przeprowadzone przez mgr Sowik majg rowniez potencjalne znaczenie
kliniczne — wyniki pracy przyblizajg nas do poznania mechanizmdw bedgcych
molekularng podstawq cukrzycy typu 2, a zaprojektowanie aktywatory proteasomu
20S rzucajg nowe Swiatto na mozliwosci terapii chordéb, ktérych molekularng
podstawq sq ztogi amyloidowe.

Omawiana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie istothego problemu

naukowego i tym samym w petni spetnia warunki okreSlone w art. 187 ust. 1-3
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Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r., z pdzniejszymi
zmianami.

W zwigzku z powyzszym rekomenduje Radzie Naukowej Dyscypliny Naukowe] Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Darii Sowik do dalszych

etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki chemiczne.
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