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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Adriany Zyly
Z Wydziatu Fizyki Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
pt Structural studies of the aggregation of selected beta-amyloid peptides in
the presence of human albumin and human cystatin C

Ogolna problematyka rozprawy doktorskiej pani magister Adriany Zyty, zostata
sformutowana w tytule pracy. Autorka, poprzez analize strukturaing wybranych
binarnych uktadéw biatkowych, poszukuje odpowiedzi na pytanie, czy i jak ludzka
cystatyna C i albumina surowicy oddziatujg z fibrylami amyloidowymi.

Tematyka rozprawy jest w nurcie badan prowadzonych od szeregu lat w
Zaktadzie Fizyki Biomedycznej na Wydziale Fizyki pod kierunkiem profesora Macieja
Kozaka.

Nie ma potrzeby specjainego uzasadniania, ze zagadnienia rozszyfrowywania
ztozonych probleméw biologicznych zwiaszcza nakierowane na rozwikianie na
poziomie molekularnym etiologii choréb zwiazanych z budowa biatek sg niezwykle
wazne, ale i bardzo trudne. Bowiem wymagajg od badacza wiedzy zaréwno z zakresu
biologii biatek bedgcych przyczyng choréb a takze metod instrumentalnych i
obliczeniowych pozwalajgcych analizowa¢ takie ziozone uktady.

Rozprawa jest napisana jezyku angielskim z krotkim streszczeniem w jezyku
polskim, przedstawiona zostata w postaci obszernego opracowania liczgcego 193
strony, z podziatem na 10 czeéci.

Gtéwng intencjg autorki byto poszerzenie wiedzy na temat agregaciji amyloidow
beta (AB) i tym samym wskazanie mechanizméw molekularnych, ktére mogtyby
zapobiega¢ dziataniom patologicznym tych biatek.

Szczegdtowy cel pracy zostat okreslony w pierwszym rozdziale. Doktorantka,

po krétkim uzasadnieniu, podaje cztery zasadnicze cele, a mianowicie:



- okreslenie strukturalnych parametréw komplekséw utworzonych przez biatka
amyloidu beta (AB) z biatkiem ludzkiej cystatyny C (HCC) lub biatkiem ludzkiej
albuminy surowicy (HSA),

- okreslenie parametréw strukturalnych uktadéw HSA i HCC

- okreslenie mechanizmu oddziatywan migdzy HCC, lub HSA z wybranymi
biatkami AB oraz okre$lenie strefy w budowie biatek, ktére s3 zaangazowane w takie
oddziatywania.

Dla realizacji tych zamiaréw doktorantka wyznaczyta zadania obejmujace
synteze i oczyszczanie biatek AR oraz badania strukturaine i symulacje komputerowe
komplekséw réznych wariantéw biatek, AR, HCC, oraz HSA.

W rozdziale drugim rozprawy zawarte sg informacie o konsekwencjach
neurodegeneracyjnych zakidcen w organizmie cztowieka. Doktorantka, w oparciu o
197 cytowanych prac, przedstawita aktualny stan wiedzy na tematy zwigzane z
rozprawsg.

Rozdziat ten podzielony zostat na siedem podrozdziatdéw, gdzie trzy pierwsze
poswigcone s3 skutkom i przyczynom powstawania choroby Alzheimera ( ch. A) a
takze historii poszukiwan sposobéw leczenia tej choroby. W kolejnych czterech
podrozdziatach zawarte sg informacje o biatkach amyloidu beta jako gtéwnej
przyczyny tej choroby. Autorka w bardzo przystepny sposéb podaje mechanizmy
tworzenia AB oraz oddziatywar z innymi polipeptydami. Znajdujemy tez informacje o
roli cystatyny i albuminy w interakcji z biatkami amyloidowymi.

Nalezy podkreslic, ze tekst ilustrowany jest rysunkami i wykresami, co utatwia
czytelnikowi rozumienie ztozonych zagadnien.

Rozdziat trzeci zawiera skrétowe informacje o wybranych metodach
stosowanych w badaniach strukturainych makroczgsteczek.
W sposob encyklopedyczny autorka opisuje metody stosowane w prezentowane;j
rozprawie, a mianowicie:
- malokatowe rozpraszanie rentgenowskie i neutronowe (SAXS i SANS) =z
uwzglednieniem réwnania Guinier pozwalajgcego okreslaé tzw. promiefi zyracji a
takze metody obliczeniowe stosowane w pomiarach dyfrakgji matokatowej
rentgenowskiej (SAXS); metode wymiany izotopowej w przygotowaniu preparatu do
metoda dyfrakcji neutronéw pod matymi katami (SANS);




- metody obliczeniowe, czyli symulacje dynamiki molekularnej, symulacje tworzenia
uktadéw binarnych (makromolecular docking) oraz metode tzw. modelowania
gruboziarnistego;

- mikroskopie sil atomowych (AFM) i elektronowg transmisyjng (TEM);

- metody rozdzielcze poprzez ultrawirowanie;

- spektroskopie mas (MS);

- spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).

W opisach podane sg istotne cechy danej metody bez rozwijania szczegotow.

W rozdziale czwartym zatytutowanym Material and methods doktorantka
opisuje sposoby przygotowania preparatéw trzech amyloidéw: 1-6, 2-28 i 1-42 oraz
ludzkiej cystatyny C (HCC) i ludzkiej albuminy surowicy. Amyloid A 1— 16 byt
komercyjny, natomiast dwa pozostate zostaty syntetyzowane we wspoéipracy z panig
prof. Anetg Szymarnskg z Uniwersytetu Gdanskiego. Cystatyne i jej deuterowanie
przygotowano wedtug opisu literaturowego.

Opisane metody przygotowania materiatéw do badan AB, HCC jak i ludzkie]
albuminy HSA nie budza zastrzezen.

Doktorantka analizowata strukture nastepujgcych ukiadéw: kompleks HSA-
HCC V57G oraz kompleksy cystatyny (HCC) i albuminy (HSA) z widkienkami AR (1-
42, 1-26 i 3-28). Badania przeprowadzono 2z wykorzystaniem poprzednio
wyszczegolnionych metod.

Nalezy szczegélnie pokreslic, ze wybrane metody byly komplementarne,
mogace wspotdziata¢ w otrzymaniu informacji na temat struktury a takze dynamiki
analizowanych biatek.

Eksperymenty realizowane byly w kilku  o$rodkach badawczych: w
Uniwersytecie Gdanskim, w Dubnej (Rosja), w Grenoble (Francja), na Wydziale Fizyki
i Centrum NanoBioMedycznym UAM oraz w Narodowym Centrum Promieniowania
Synchrotronowego w Krakowie.

Przeprowadzone eksperymenty jak i metody obliczeniowe zostaty starannie opisane
wraz z krotkim uzasadnieniem. Stosowano szereg programow komputerowych
zarébwno wspomagajacych interpretacje wynikéw pomiarowych jak i symulujgcych

aranzacje przestrzenng badanych uktadéw. Do analizy danych uzyskanych metodg



dyfrakcji matokgtowej autorka wykorzystywata Primus (ATSAS) Igor, SASView, dla
modelowania niskiej rozdzielczosci DAMMIN, DAMMINF, MONSA, GASBOR, ATSAS.

Do analizy rozbieznosci, za pomocg funkgcji XZ, miedzy wynikami eksperymentalnymi

i zaproponowanym modelem CRYSON, ATAS i FoXS. Do modelowania ukiadéw
binarnych PatchDoc i dla wizualizacji PyMOL oraz SUPCOMB pozwalajacy na
superpozycje dwu przestrzennych struktur, wyznaczonych eksperymentalnie i
obliczone w oparciu o kKrzywe dyfrakcyjne. Programy PEPSI-SANS i PEPSI-SAXS
(PEPSI Polynomial Expansions of Protein Structures and Interactions) pozwalajg
wyliczy¢ teoretyczne krzywe rozpraszania w oparciu o model atomowy. Dla
konstruowania modeli referencyjnych doktorantka korzystata z bazy PDB, czyli bazy
danych strukturalnych dla biatek i kwaséw nukleinowych.

Uzyskane rezultaty zaprezentowane zostaty na 46 stronach w rozdziale 5.
Wyniki zostaty starannie opisane, zilustrowane i odpowiednio zinterpretowane .
Badania eksperymentaine, a takze obliczenia symulacyjne sg przedstawiane w postaci
wykresow, tabel i rysunkow. Dotyczy to kazdego badanego uktadu, a wiec biatek HSA
i HCC oraz kombinac;ji tych protein z trzema amyloidami beta.

Rezultaty pomiaréw eksperymentalnych sg analizowane zgodnie z wspodtczesnymi
standardami.

Przyktadem moze by¢ analiza krzywych dyfrakcyjnych SAS, gdzie promien zyracji (Rq)
okreslony z funkcji Guinier jest poréwnywany z obliczeniami funkcji rozktadu
radialnego (P¢) ).

Réznorodnosé eksperymentéw przeprowadzona dla kilku kombinacji HSA i
HCC z AB wraz z obliczeniami wykazaty, ze dezintegracji ulega jedynie amyloid AB 3-
28. To zjawisko wystgpito jako skutek oddziatywania z ludzkg cystatyng C (HCC).

Ta obserwacja zastuguje na szczegding uwage ma bowiem fundamentalne znaczenie
dia prac nad zahamowaniem ch.A.

Nalezy réwniez dodaé, ze korzystajac z odpowiednich  programéw
komputerowych autorka podaje prawdopodobny mechanizm tworzenia uktadéw
binarnych ztoZzonych z amyloidu i biatka HCC lub HSA.




Dyskusja wraz z podsumowaniem zawarta jest w rozdziale 6. W rozdziale tym
autorka omawia uzyskane wyniki w konfrontacji z doniesieniami literaturowymi.
Podaje, ze juz w roku 2001 byta informacja o roli HCC w zapobieganiu
neurodegeneracji powodowanej przez oligomery AB. Brakowato jednak gtebszego
objasnienia tego zjawiska.

Wyniki prezentowane w tej pracy pozwolity wskaza¢ mechanizm dekompozycii
amyloidu beta 3-28 . Jest to wigc bardzo wazne uzupetnienie tamtej obserwacji

Autorka wykazata réwniez, ze HCC nie powoduje rozktadu AR 1-42, jednakze
badania dyfrakcji neutronowej i obrazy AFM pokazaty, ze HCC osadza sie na
powierzchni tego amyloidu i tym samym hamuje jego wzrost.

W dalszej cze$ci Dyskusji doktorantka omawia znaczenie badan nad kompleksami
HSA i AB oraz kompleksami HCC i HSA.

Podrozdziat oznaczony jako 6.4 zawiera podsumowanie wraz wnioskami
Whioski w liczbie 8 w petni korespondujg z prezentowanymi wynikami.
Na zakonczenie rozdziatu 6 jest podrozdziat 6.5 zatytutowany Study perspectives

gdzie doktorantka wskazuje na dalsze mozliwe badania w tej tematyce.

Ponizej kilka uwag i pytan szczegotowych:
1. Redakcja pracy wymaga korekty jezykowej i graficznej; jest kilka powtorzen. W

kilku przepadkach rysunki sg mato czytelne

2. Wyniki obliczerh prezentowane sg w postaci rysunkéw, w przypadku uktadow
binarnych; byty one sporzadzane po osiggnieciu miniméw energii oddziatywan |
brak wzmianki na ten temat

3. W przeprowadzonych eksperymentach brak jest pewnych szczegétow np. jakiego
rodzaju promieniowanie (lampa) stosowano w pomiarach SAXS ?

PODSUMOWANIE

Lektura rozprawy pozwala na stwierdzenie, Ze prezentowane rezultaty zawierajg wiele
nowych informacji, poszerzajacych a takze pogtebiajacych wiedze w zakresie biologii biatek
amyloidowych, zwtaszcza oddziatywar z cystatyng i albuming, ktére sg w organizmie
cztowieka. Wyniki te majg tez aspekt praktyczny, pokazujg bowiem droge do opracowania
leku przeciw chorobie Alzheimera.




Wykonane eksperymenty, a takze obliczenia wraz z oméwieniem rezultatow,
pozwalajg wyrazi¢ opinie, ze mgr Adriana Zyta potrafi kompetentnie postugiwaé sie wieloma
metodami badawczymi, a uzyskane wyniki wtasciwie i krytycznie interpretowac.

WNIOSEK KONCOWY
Biorac pod uwage cato$¢ rozprawy, z przekonaniem wyrazam opini¢, ze przedstawione

wyniki majg duzg warto$¢ poznawcza ale tez praktyczng, wskazujgcg na mozliwosé opracowania
leku. Praca zawiera wiele nowych oryginalnych obserwacji pozwalajgcych lepiej zrozumieé
zmiany wystepujgce w procesach chorobowych cziowieka

Bez watpliwosci stwierdzam, Zze recenzowana rozprawa spetnia warunki przewidziane
stosowng ustawg dla prac doktorskich i dlatego wnosze do Wydzialu Fizyki UAM o
dopuszczenie magister Adriany Zyty do kolejnych etapow postgpowania kwalifikacyjnego
oraz do publicznej dyskusji na temat rozprawy.
Jednoczeénie wnioskuje, aby te prace uznad za wyrézniajgca
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