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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Darii Sowik
pt. ,Zapobieganie akumulacji cytotoksycznych oligomerow, ktore sg
przyczyng rozwoju chorob neurodegeneracyjnych i cukrzycy typu 2,
poprzez aktywacje¢ zwiazanego z proteasomem 20S systemu
proteolitycznego”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Darii Sowik pt.
»Zapobieganie akumulacji cytotoksycznych oligomeréw, ktére sg przyczyng
rozwoju choréb neurodegeneracyjnych i cukrzycy typu 2, poprzez aktywacje
zwigzanego z proteasomem 20S systemu proteolitycznego™ zostala zrealizowana
w Katedrze Chemii Biomedycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
pod kierunkiem dr hab. Elzbiety Jankowskiej, prof. UG oraz dr Ewy Wieczerzak.
Zostala ona poswigcona badaniom majagcym na celu ocene wpltywu oligomeréw
amyliny na aktywnos¢ ludzkiego proteasomu 20S oraz zastosowaniu
peptydomimetycznych zwigzkéw o charakterze aktywatoréw proteasomu w procesie
hamowania akumulacji oligomerycznych form amyliny.

Praca doktorska Pani mgr Darii Sowik ma uktad typowy dla tego typu
dysertacji i obejmuje: wykaz skrétow, zatozenia i cel pracy, przeglad literaturowy,
badania wlasne, podsumowanie, czg$¢ eksperymentalng oraz bibliografie.
Dodatkowo na koncu pracy zamieszczony zostal wykaz dorobku naukowego oraz
lista wystgpien konferencyjnych.

Czgs$¢ literaturowa recenzowanej pracy doktorskiej zostata po$wigcona
charakterystyce ludzkiego kompleksu enzymatycznego - proteasomu 20S, jego
budowie, roli w komoérce oraz aktywatorom. W dalszej czeSci przegladu

literaturowego Doktorantka opisata choroby o podtozu amyloidowym takie jak:



choroba Alzheimera i cukrzyca, a w ostatniej cz¢sci wstepu literaturowego scharakteryzowata
amyline. Przeglad literaturowy zostal napisany w sposob zwiezly, przejrzysty i spojny w oparciu
o dobrze dobrang, aktualng literaturg. Stanowi dobre wprowadzenie do tematyki rozprawy
doktorskiej. Charakteryzuje sie starannie opracowana szata graficzna. Przedstawiane zagadnienia sg
zilustrowane odpowiednimi schematami i rysunkami. Przy tworzeniu pracy doktorskiej trudno
unikng¢ jednak drobnych bledéw lub mniej precyzyjnych sformutowan, lecz nie majg one wplywu
na oceng rozprawy.

Zatozenia i cel badan zostal umieszczony jako pierwszy rozdziat doktoratu, w ktorym
Doktorantka precyzyjnie opisata co jest celem rozprawy doktorskiej oraz w jaki sposéb zostal on
osiagniety, nakreslajac plan pracy. W rozdziale tym Doktorantka nie zamiescita jednak przypiséw
bibliograficznych, ktoére powinny zosta¢ zamieszczone szczegdlnie w pierwszej czesci tego rozdziatu,
gdzie Doktorantka odnosi si¢ do aktualnej wiedzy na temat cukrzycy typu 2.

W opisie badan wlasnych mozna wyr6zni¢ dwie zasadnicze czesci: w pierwszej
Doktorantka dokonata charakterystyki oligomerow amyliny, a w drugiej przedstawita wyniki badan
dotyczacych wplywu oligomerow amyliny na aktywnos$¢ proteasomu 20S przy braku oraz
w obecnosci jego aktywatorow. W pierwszym etapie badan Pani mgr Sowik zoptymalizowata
warunki oligomeryzacji amyliny, dobierajgc stezenie probki, sktad buforu do inkubacji, pH, stezenie
soli oraz temperature. Uzyskane wyniki przedstawila na rysunkach 18-25 zamieszczajgc dane tylko
z jednego powtoérzenia. Proszg¢ o komentarz ze strony Doktorantki podczas publicznej obrony,
dlaczego na wykresach nie przedstawita wartosci $redniej z co najmniej trzech powtorzen wraz
z odchyleniem standardowym. Kolejne badania obejmowaty charakterystyke amyliny oraz
produktow jej oligomeryzacji za pomocg wielu technik takich jak: dichroizm kotowy, technika
dynamicznego rozpraszania $wiatla, elektroforeza w warunkach natywnych oraz denaturujacych,
chromatografia wykluczania oraz elektroforeza kapilarna. Ze wzglgdu na trudnosci w oczyszczaniu
i separacji oligomeréw amyliny w dalszych badaniach Doktorantka wykorzystata ich mieszaning. Na
uznanie w tej czesci rozprawy doktorskie zastuguje znajomo$¢ i ilo$¢ technik, ktore Pani mgr Daria
Sowik zastosowata w swoich badaniach oraz pracochtonno$é¢ samych badan. Z wilasnego
doswiadczenia wiem, jak zmudne i czasochtonne sg badania dotyczace optymalizacji warunkow
reakcji 1 oczyszczania jej produktow.

W drugiej czgsci pracy Doktorantka skupita si¢ na zbadaniu wplywu oligomeréw amyliny
na aktywno$¢ ludzkiego proteasomu 20S. Z przeprowadzonych badan wynika, iz najsilniej
z proteasomem oddziatujg niskoczgsteczkowe oligomery amyliny, wystepujace w poczatkowych
fazach oligomeryzacji oraz moze istnie¢ kilka miejsc oddzialywania amyliny z proteasomem.
W dalszych badaniach Pani mgr Sowik wykazala hamujacy wplyw oligomeréw amyliny na

aktywnos¢ proteasomu oraz role aktywatordw proteasomu w procesie przywracania jego aktywnosci.



Doktorantka w opisie badan dotyczacych analizy lokalizacji miejsc odzialywania oligomerow
amyliny z proteasomem wspomniata o badaniach zaplanowanych z uzyciem wysokorozdzielczego
mikroskopu elektronowego, czy sa dostepne wyniki tych badan?

Rozdziat ,,Badania wtasne” napisany jest w sposob przejriysty, a starannie przygotowane
rysunki i tabele dokumentujg uzyskane wyniki i wysunigte na ich podstawie wnioski. W opisach
wykonywanych badan obecne sa nieliczne bledy czy tez mniej precyzyjne sformutowania jak np. str.
97 ,,ale w dalszej analizie mogloby to nie by¢ pozadane.” nasuwa to pytanie dlaczego?; str. 123
,»W ten sam sposob przygotowywalam frakcje kontrolne z uzyciem buforu proteasomalnego”; str.
162 ,,Pomiary wykonywatam w buforze reakcyjnym, ktory w wiekszosci sktadat sie z”. Na rysunkach
nr 43 1 61 nie umieszczono markera masy czgsteczkowej biatek. Analiza wynikoéw przedstawionych
na rysunku 45A (membrana western blot) jest utrudniona. Prosze o komentarz ze strony Doktorantki
odnos$nie badan z aktywatorami proteasomu, a mianowicie na jakiej podstawie wybrano czas po
ktérym do mieszaniny oligomeréw amyliny i proteasomu dodawano aktywatoréw (w pracy jest to 5
minut), czy wykonano eksperymenty w ktérych proteasom byt dodawany jednoczesnie
z aktywatorami lub aktywatory dodawane byly po dluzszym czasie inkubacji proteasomu
z oligomerami amyliny? Doktorantka wspomniata réwniez, ze ,,Kazdy z eksperymentéw zostat
wykonany z wykorzystaniem specjalnie opracowanej przez nas wysokowydajnej metody z uzyciem
pipety wielokanatowej.” — prosz¢ o komentarz jaka to metoda.

W rozdziale zatytulowanym ,,Podsumowanie” Doktorantka przypomniata co byto celem
pracy oraz w jaki sposob cel ten zostal osiagnigty. Do najwazniejszych osiggnie¢ prowadzonych
badan nalezg:

- charakterystyka procesu oligomeryacji amyliny,

- potwierdzenie oddziatywania oligomerdéw amyliny z proteasomem,

- wykazanie hamujacego wptywu oligomer6w amyliny na aktywno$¢ proteasomu 208,

- wykazanie, iz aktywatory proteasomu umozliwiajg przywrdcenie jego aktywnosci po inhibicji przez

oligomery amyliny,

- potwierdzenie odzialywania oligomeréw amyliny z przeciwcialem A11,

- wykazanie, iz niskoczasteczkowe oligomery amyliny mogg by¢ degradowane przez proteasom 20S.
W czgsei eksperymentalnej (rozdziat V) Pani mgr Sowik opisata metodyke prowadzonych

badan. Przedstawione opisy zawieraja niezbgdne informacje do przeprowadzenia tego typu

eksperymentow. Zabraklo jedynie widm z analizy HPLC potwierdzajacych czysto$é otrzymanych

peptydéw (amyliny i aktywatorow proteasomu) oraz informacji o stopniu ich czystosci.

Wyniki uzyskane przez Pani mgr Sowik stanowig istotny wktad w rozwdj dyscypliny oraz
z pewnoscig zostang wykorzystane w dalszych badaniach prowadzonych w zespole Promotoréw

rozprawy oraz opublikowane w czasopi$mie naukowym. Potwierdzajg one wiedze oraz umiejetnosci



samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke. Na uznanie zastuguje znajomos¢
roznorodnych metod i technik badawczych wykorzystanych w realizacji niniejszej rozprawy
doktorskiej. Bardzo doceniam réwniez ilo$¢ pracy wlozong w proces optymalizacji prowadzonych
eksperymentow.

Podsumowujac stwierdzam, iz wyniki opisane w rozprawie doktorskiej stanowia
oryginalne, warto$ciowe i znaczace osiggniecie Doktorantki. W zwigzku z powyzszym stwierdzam,
ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim w mysl ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U.
2023r. poz. 742 z pdzn. zm.) i wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Darii Sowik do dalszych etapow postepowania w sprawie

nadania stopnia doktora.

Wioletia, Lui-S dhedlok



