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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Sandry Skibiszewskiej „Poszukiwanie skutecznego 

inhibitora agregacji ludzkiego osoczowego bialka amyloidu A (hSAA1.1) oraz pray poznania 

mechanizmu tej agregacji" powstalej pod kierunkiem dr. hab. ElZbiety Jankowskiej, prof. UG 

na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdatiskiego. 

Procesy niepoprawnego zwijania sic i agregacji bialek manifestujace sic powstawaniem 

specyficznych nanowlokien o wysokiej zawartoki 13-kartki, tzw. fibryli amyloidowych, 

powiazane sa z etiologia szeregu chorob degeneracyjnych: m.in. chorobami Alzheimera, 

Parkinsona, czy te2 cukrzyca typu II. Specyficznym przypadkiem takiej choroby jest 

amyloidoza AA, w ktorej prekursorem fibryli jest osoczowe bialko amyloidu A (SAA). Jego 

obecnok w organizmie w bardzo vvysokim, sprzyjajacym patogennej agregacji ste2eniu, 

moe bye pochodna stanow zapalnych o innej etiologii (np. stowarzyszonych z przebiegiem 

gru21icy). Opracowanie nowych strategii terapeutycznych zapobiegajacych powstawaniu tego 

amyloidu w nastcpstwie chronicznych stanow zapalnych jest ambitnym celem dzialan wielu 

grup badawczych na calym §wiecie. W ten nurt badari wpisuje sic przedkladana rozprawa 

doktorska mgr. Sandry Skibiszewskiej „Poszukiwanie skutecznego inhibitora agregacji 

ludzkiego osoczowego bialka amyloidu A (hSAA1.1) oraz pray poznania mechanizmu tej 

agregacji". 

Liczaca sobie 131 stron prace rozpoczyna bardzo dobrze napisane wprowadzenie w kontekst 

biomedyczny i biofizyczny prowadzonych przez Autorkc badarl. Obszerna prezentacja 
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powiqzarl amyloidogenezy in vivo z etiologiq roZnych chorOb jest satysfakcjonujqca i, co 

zrozumiale, gcigle zwiqzana z tematem pracy, choe wartogciowym mogloby sic okazae 

umieszczenie rownie2 wzmianki o niepatogennych, funkcjonalnych biologicznie strukturach 

amyloidowych, jak chocia2by bialka Pme117. Formalna struktura pracy jest poprawna, a jej 

czytanie sprawia przyjemnoge - glownie za sprawq krytycznej i inteligentnie prowadzonej 

dyskusji przedstawianych na bie2qco rezultatow. Doge zwiczly opis podstaw 

metodologicznych wybranych technik stosowanych przez Autorkc poprzedza prezentacje 

wynik6w wlasnych. W tym miejscu musze podkreglie imponujqcq paletc wykorzystanych w 

pracy metod eksperymentalnych. Sq wgrod nich: m.in. spektrometria mas, elektroforeza, 

dichroizm kolowy, fluorescencja zarowno zewnetrznych znacznikow (ThT, ANS), jak i reszt 

tryptofanowych, magnetyczny rezonans jqdrowy, mikroskopie: TEM i AFM. Gama tych 

technik jest doskonale dobrana do rodzaju problemu, a jej bogactwo wiele m6wi o 

pieczolowitogci, z jakq mgr Skibiszewska zaprojektowala i przeprowadzila swoje badania. 0 

nakiadzie pracy Autorki (i jej kompetencjach, jako specjalisty w dziedzinie chemii peptydOw) 

niech gwiadczy fakt, iz wiele z badanych zwiqzkow bylo przez Niq samq zsyntetyzowanych. 

W szczegolnoki dotyczy to trudnej syntezy bialka MetSAA1.1 w wyniku natywnej ligacji 

dw6ch polipeptydowych fragmentow. Doskonale opanowanie warsztatu zarowno syntezy 

polipeptydowych modeli (i inhibitorow ich amyloidogennej agregacji), jak i ich 

biofizykochemicznych badali pozwolilo na wysnucie ciekawych wnioskow dotyczqcych 

mechanizmow agregacji SAA oraz wskazania molekuly — inhibitora jego agregacji. Rezultaty 

pracy „ Poszukiwanie skutecznego inhibitora agregacji ludzkiego osoczowego bialka 

amyloidu A (hSAA1.1) oraz pray poznania mechanizmu tej agregacji" opublikowane ju2 

czegciowo w bardzo dobrych czasopismach - m.in. Archives of Biochemistry and Biophysics, 

oraz Amino Acids sq istotne nie tylko dla zrozumienia mechanizmow agregacji bialka SAA, 

ale rownie2 dla opracowania skutecznych lekow zapobiegajqcych temu procesowi in vivo. 

W tym miejscu chcialbym przejge do bardziej szczegolowych, merytorycznych uwag: 



1. Zastanawia mnie ro2nica stosunku eliptyczno§ci przy 208 / 222 nm widoczna w 

widmach CD bialek hSAA1.1 i MetSAA1.1 zmierzonych w temp. 4 °C (Rye. 5, 

str. 23) w stosunku do widm otrzymanych w temp. 37 °C (najgwietsze widma 

pokazane po 6 h inkubacji — Rye. 6). Czy mo2e miee ona zwiqzek ze zjawiskiem 

denaturacji niskotemperaturowej ? 

2. Strong 49 rozprawy wieficzy zdanie: „Wyniki z natywnej elektroforezy pokazujg 

jak wiele form oligomerycznych jest zaangatowanych w proces agregacji tych 

bialek". Zastanawiam sic czy na1e2y przyjmowae (bez dodatkowych badati / 

zastrze2eti), 2e wszystkie te oligomery sq „on-pathway" badanego procesu 

agregacji bialka. Proszc o komentarz. 

3. Zastanawia mnie wynik zaprezentowany na dolnym panelu Ryc. 39 (str. 61) — czy 

na1e2y rozumied, 2e zwiqzki takie, jak saa3,4Bip, saa4Bpa czy Ai3Bpa stymu1uj4 

agregacjc SAA1-27 na przestrzeni 24 h? Czy kontrolna agregacja samego peptydu 

po 24 h jest calkowita? A je2eli tak, to jak dodatek tych substancji moZe 

doprowadzia do 2-3 krotnego przyrostu sygnalu ThT przy zalo2eniu, 2e skaluje sic 

on wprost proporcjonalnie do ilogci agregatow? 

4. To pytanie prowadzi mnie ku dra2liwej kwestii domniemanej proporcjonalnoki 

sygnalu (intensywno§e emisji) ThT do ilogci powstaj4cego amyloidu. Nawet w 

przypadku pojedynczego wariantu strukturalnego agregatu amyloidowego 

pojedynczego biaika prawdopodobne jest istnienie wiccej ni2 jednego typu miejsca 

wi4zania ThT na jego powierzchni (innego w sensie energii i geometrii wiqzania, 

to ostatnie ma zwiaszcza prawo wplynad na wydajno§e kwantowq fluorescencji 

ThT). To, z kolei, przeloZy sic na nieliniowa zaleZnok sygnalu emisji ThT w 

szerokim zakresie stosunkow molowych ThT: liczba miejsc wiazania. W 

przypadku badanym w tej pracy zastanawiaj4 mnie dwie mo21iwoki: [i] 

wspolzawodnictwa „inhibitorow" z ThT w wiqzaniu powierzchni bocznych 

amyloidu (trzymam sic tu dla uproszczenia rozs4dnego modelu „Krebsa" i 

podobnych, w ktorych ThT jest traktowana jak dokujqcy na powierzchni amyloidu 

rotor molekularny), [ii] bezpo§redniego wivania inhibitora z ThT prowadz4cego 



do powstania luminescencyjnego, bac:12 nieluminescencyjnego kompleksu z 

pominicciem bialka. Taki przypadek nie bylby niezwykly — istnieja liczne 

nieamyloidowe ligandy ThT, np. natywna acetylocholinoesteraza z Torpedo 

cal‘fornica, czy kwas poliglutaminowy w pH neutralnym i inne. Chcialbym prosie 

Autorkg o ustosunkowanie sic do tych ewentualno§ci. 

5. Je2eli dobrze zrozumialem strategic projektowania inhibitorOw agregacji bialek 

opartych o modyfikowany motyw amyloidogermy (np. KLVFF) to zasadza sic ona 

na interakcjach takiego motywu z oligomerycznym kwazi-P-kartkowym stanem 

po§rednim, bad2 ju2 13-kartkowym agregatem i blokowanie jego dalszego wzrostu. 

Dzicki temu mala liczba cmteczek inhibitora mo2e zablokowao agregacjc wielu 

czasteczek bialka poprzez dezaktywacjc aktywnych powierzchni agregatu. Wynik 

przedstawiony w rozprawie sugeruje, Ze molekula saa3Dip przeciwdziala agregacji 

MetSAA1.1. poprzez stabilizacjc natywnej struktury bialka (z konieczno§ci ju2 w 

stechiometrii co najmniej 1:1). Czy Autorka uwaZa ten wynik za zaskakujacy w 

kontek§cie oczekiwanego mechanizmu dzialania takich inhibitorow? 

6. Zastanawiam sic nad interpretacjq sygnalow CD kompleksu MetSAA1.1 z saa3Dip 

(Ryc. 54B, str. 76). Czy widmo to nie jest rownie2 efektem na1o2enia sic sygnalu 

CD aromatycznego i chiralnego inhibitora (dodatkowo komplikowanego 

indukowanym CD w wyniku dokowania na powierzchni bialka)? 

7. Czy w przypadku widm drugiej pochodnej (np. Ryc. 55, str. 77) osi rzcdnych nie 

powinnigmy raczej przypisae wymiaru d2Aidv2 [cm2], a, tame, siowo 

„trajektoria" (tor ruchu) zastqpie slowem „krzywa" (lub „wykres")? 

8. Strona 56. Zastanawiam sic jak dodatek zewnctrznego wygaszacza fluorescencji 

Trp (np. jonow jodkowych) wplynqlby na widma emisyjne prezentowane na Ryc. 

36? Jednym slowem: czy reszty Trp w agregatach sa odizolowane od otaczajacego 

rortworu? 

9. Bardzo stanowczy tytul podrozdzialu (114) „Sposoby walki z amyloidami" nie 

budzi zastrzeZen w przypadku immanentnie patogennych amyloidow i jest 

zapewne uprawniony w przypadku SAA. Jednak kwestia sensu takiej „walki" jest 



mniej jednoznaczna w przypadku amyloidow Af3 czy a-synukleiny, ktore mom 

stanowie relatywnie bezpieczny produkt koricowy agregacji w porownaniu do 

bardziej neurotoksycznych wczesnych oligomerow. 

Kwestie poruszone w tych komentarzach i pytaniach nie zmieniajq mojej bardzo 

wysokiej oceny pracy ,Poszukiwanie skutecznego inhibitora agregacji ludzkiego osoczowego 

bialka amyloidu A (hSAA1.1) oraz pray poznania mechanizmu tej agregacji" wnoszqcej 

rzetelny i cenny wklad w badania niezwykle zlo2onych procesow patogennej agregacji bialek. 

Jestem przekonany, 2e rezultaty badawcze mgr. Sandry Skibiszewskiej przedstawione w Jej 

pracy zb1i2ajg nas do uzyskania nowych, skutecznych lekow. 

Podsumowujqc, stwierdzam, 2e recenzowana praca calkowicie speinia warunki i 

wymogi stawiane pracom doktorskim, zgodnie z odpowiednimi przepisami prawa i normami 

zwyczajowymi. Stwierdzam, iz dorobek naukowy Doktorantki i Jej postawa akademicka w 

pelni uzasadniajq nadanie Jej stopnia naukowego doktora i wnosze o dopuszczenie mgr. 

Sandry Skibiszewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

/ Wojciech Dzwolak 


