O K

UNIWERSYTET GDANSKI CHEMIAUG

Prof. dr hab.
Sylwia Rodziewicz-Motowidto
Wydziat Chemii

Uniwersytet Gdanski

Gdansk, 15.11.2022 r.
RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Adriany Zyly
pt.: ,Badania strukturalne agregacji wybranych peptydow beta-amyloidowych w obecnosci ludzkiej
albuminy i ludzkiej cystatyny C”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Macieja Kozaka oraz

promotora pomocniczego dr tukasza Popendy

W dniu 15 listopada 2022 roku, doktadnie w dzien ztozenia niniejszej recenzji pracy doktorskiej, liczba ludnosci na
Ziemi przekroczyta 8 miliardéw. W kolejnych latach ludzi nadal bedzie przybywa¢, cho¢ tempo wzrostu nie bedzie juz
tak duze jak w latach 1960-1990. Obnizajgce sie tempo wzrostu populacji ludzkiej, szczegdlnie w krajach
rozwinietych, jest zwigzane z jednej strony z malejgcg liczbg urodzen (np. w skali roku w Europie ujemny przyrost, w
Ameryce Pétnocnej wynosi 0,7% a w Afryce ok. 2,4%) a z drugiej strony z wydtuzajaca sie srednig zycia cztowieka (np.
w Europie - 42,8 lata, w Ameryce Potnocnej - 40 lat i w Afryce - 24,3 lata). Niestety, wraz z wydtuzaniem sie dtugosci
zycia ludzkiego, dochodzi do zwiekszenia liczby chorych na choroby starcze takie jak choroba Alzheimera. Choroba ta
postepuje powoli i zwigzana jest ze zwyrodnieniem uktadu nerwowego. W jej przebiegu dochodzi do utraty
neurondéw w obszarach mdzgu odpowiedzialnych za funkcje poznawcze. Pojawienie sie takich chordb zwykle skazuje
chorego na catodzienng opieke, duze koszty paristwa zwigzane z leczeniem i hospitalizacjg oraz wykluczeniem z zycia
spotecznego nie tylko chorych ale takze ich rodzin. Obecnie stosowane leki mogg wptywac jedynie na poprawe
funkcji poznawczych i behawioralnych chorego, pod warunkiem ze stosuje sie je na wczesnym etapie choroby.
Osoby chore posiadajg zaburzenia nastroju oraz zachowania. Powodujg narastajgcy wzrost niesprawnosci i niecheé
ze strony opiekundw. Wspodfczesnie stosowane leczenie pozwala jedynie na zahamowanie progresji choroby a nie na
jej wyleczenie. Nie ma obecnie, dopuszczonego do powszechnego stosowania, leku na chorobe Alzheimera, ktéry
dziatatby na przyczyne powstawania tej choroby. Trudno jest jg rozpozna¢ na wczesnych etapach, dlatego w
momencie wiaczenia leczenia objawowego czesto jest juz za pdino. Choroba trwa przez 8 do 20 lat, powoli
pozbawiajgc chorego zdolnosci do samodzielnego myslenia i zycia. Choroba Alzheimera prowadzi ostatecznie do
Smierci pacjenta w wyniku obecnosci tzw. blaszek amyloidowych oraz zwyrodnien neurowtdkienowych. Na swiecie
co 3 sekundy jedna osoba zapada na chorobe Alzheimera. Szacuje sie ze na Swiecie, w roku 2050, chorych na
Alzheimera bedzie 103 miliony ludzi. Powyzsze dane wskazujg na koniecznos$¢ opracowania nowych terapii
dziatajgcych na wczesnych etapach choroby. Co prawda pojawity sie juz pierwsze czgsteczki ktore sg (w wybranych
krajach) zarejestrowane do leczenia przyczynowego (np. przeciwciato monoklonalne), to jest to dopiero poczatek. W
celu opracowania terapii czy nowych lekéw wazine jest doktadne poznanie mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za powstawania tej choroby. W nurt tych badan wpisuje sie praca doktorska mgr Adriany Zyty, w
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ktdrej autorka postanowita zrozumie¢ jakie sg podstawy formowania sie toksycznych oligomerdw lub fibryli
amyloidowych AP w chorobie Alzheimera, w obecnosci innych biatek wystepujacych u ludzi tj. ludzkiej cystatyny C
(HCC) oraz ludzkiej albuminy (HSA). Co ciekawe biatko HCC a raczej jego naturalnie wystepujgcy mutant L68Q,
odpowiedzialne jest za powstawanie choroby neurodegeneracyjnej ale o nieco innym przebiegu.

Rozprawa doktorska mgr Adriany Zyty zostata wykonana pod opiekg prof. dr hab. Macieja Kozaka z Wydziatu
Fizyki Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza oraz dr tukasza Popendy z Centrum Nanobiomedycznego Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza, jako promotora pomocniczego. Praca powstata we wspdtpracy naukowej z licznymi grupami
naukowymi z kraju (Gdansk, Warszawa) jak i z zagranicy (Rosja, Francja). We wszystkie prace badawcze, realizowane
we wspotpracy Doktorantka byta bezposrednio zaangazowana. Badania byly wykonane w ramach projektu NCN
OPUS, natomiast wyjazd zagraniczny mgr. Zyty finansowany byt z programu NCBR POWER (Polska) i programu ILL
(Francja).

Catos¢ rozprawy obejmuje 193 strony maszynopisu. Praca podzielona jest na 5 gtéwnych rozdziatow (tj. czesc
teoretyczna poprzedzona celem pracy, opis materiatéw i metod, wyniki badan, dyskusje oraz spis literaturowy i
zataczniki). Rozdziaty te poprzedza wykaz uzywanych skrotéw, cho¢ w mojej opinii nie nalezy wyjasniaé¢ skrotow
uzywanych zgodnie z zapisami konwencji IUPAC. Spis piSmiennictwa obejmuje 197 pozycji i obejmuje w wiekszosci
publikacje z ostatnich dziesieciu lat. Praca ma ukfad typowy dla prac z zakresu nauk przyrodniczych i S$cistych. W
pracy znalaztam kilka btedéw edycyjnych (np. brak kropek, rézne wciecia czy zmiana rodzaju lub wielkosci czcionki
np. Unres zamiast UNRES itd.) oraz jezykowych (np. , desegregacji” a powinno by¢ dezagregacji, ,,awzllow” (str. 33),
jest fibrillation zamiast fibrilization (str. 33), a2M zamiast a2M (str. 33), N-terminal fragment zamiast C-terminal
fragment (str. 34), 6 mg/mL zamiast 6 mg/L (str. 34) itd.). Zaznaczy¢ nalezy, ze praca doktorska napisana jest
zrozumiatym jezykiem angielskim. W pracy Doktorantka umiescita kilkanascie tabel, kolorowych i wysokiej jakosci
rysunkow, struktur i schematow, ktére znacznie utatwity zrozumienie przedstawionych wynikéw. Szczegdlng uwage
zwracajg podziekowania, skierowane do promotora, wspotpracownikow, rodzicow i przyjaciot. Ich tres¢ wskazuje, ze
Doktorantka potrafi wspdtpracowaé ze specjalistami z zakresu réznych dziedzin naukowych (chemia - synteza
chemiczna, modelowanie molekularne; biologia molekularna — praca z biatkami; biofizyka - badania
spektroskopowe i mikroskopowe).

Na poczatku lektury dysertacji Kandydatka przedstawita gtéwny cel swojej pracy doktorskiej, ktédrym byta
charakterystyka oddziatywania oraz zrozumienie mechanizméw kompleksowania peptydéw AP w obecnosci
ludzkiej cystatyny C oraz ludzkiej albuminy. Do osiggniecia zamierzonego celu Doktorantka postanowita
wykorzystaé szereg zaawansowanych technik fizykochemicznych. Cel pracy postanowita osiggna¢ badajgc dwa rdézne
fragmenty peptydu AP tj. 1-16 i 3-28 oraz natywny peptyd AP tj. 1-42. Nie znalaztam jednak w pracy szczegétowego
uzasadnienia dla wyboru tych fragmentow peptydu AP. Dlaczego do badan wybrany zostat peptyd 1-16 ktéry nie
tworzy fibryli. Zabrakto réwniez w tym miejscu wyjasnienia dlaczego do badan Kandydatka wybrata biatko V57G HCC
a nie biatko natywne.

Kolejna czes¢ pracy doktorskiej, zatytutowana ,Wprowadzenie”, to zapoznanie czytelnika z zagadnieniami
zwigzanymi z chorobami neurodegeneracyjnymi ze szczegélnym uwzglednieniem choroby Alzheimera. Mgr Zyta
opisata w sposéb bardzo zwiezty wptyw tej choroby na zycie cztowieka oraz wyjasnita molekularne mechanizmy
prowadzace do jej powstania. Najwazniejszy z punktu widzenia tematyki recenzowanej pracy doktorskiej jest
rozdziat dedykowany oddziatywaniom peptydéw AP z innymi biatkami. Bardzo podoba mi sie podziat tych
oddziatywan, zaprezentowany na Rys. 12, ze wzgledu na biatka ktére promuja lub hamuja fibrylizacje peptydu AB. W
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kolejnych dwdch podrozdziatach szczegdtowo scharakteryzowata dwa biatka, tj. ludzka cystatyne C (HCC) oraz ludzka
albumine (HSA) z uwagi na fakt, iz biata te oddziatuja z peptydami AP, obnizajac ich tendencje do agregacji lub
op6zniajgc proces fibrylizacji.

Kolejne podrozdziaty pracy doktorskiej dotyczag omowienia podstaw teoretycznych stosowanych przed
Doktorantke technik fizykochemicznych. Zastosowata ona, w mojej opinii, nowoczesne i odpowiednie metody
badawcze, do ktdrych nalezaty: (i) spektrometria mas (MS), (ii) matokatowe rozpraszanie promieni rentgenowskich
(SAXS) i neutrondw (SANS), (iii) mikroskopia sit atomowych (AFM), (iv) elektronowa mikroskopia transmisyjna (TEM),
(v) obliczenia dynamiki molekularnej (MD) i dokowanie molekularne, (vi) ultrawirowanie analityczne (UA) oraz (vii)
spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR). Opis poszczegdlnych metod jest bardzo przystepny i
zrozumiaty nawet dla niespecjalistow. Ze szczegdlnym zainteresowaniem przeczytatam opis metod SAXS i SANS oraz
sposoby analizy danych eksperymentalnych.

Nastepny rozdziat dysertacji, zatytutowany ,Materiaty i metody” zawiera informacje o zastosowanych
materiatéw oraz protokotach wykonanych podczas syntezy i oczyszczania peptydéw AP oraz podczas nadprodukcji
biatek. Doktorantka opisata szczegdétowo wszystkie parametry techniczne dla zastosowanych technik tj. SAXS, SANS,
modelowanie struktur na podstawie danych SAXS i SANS, AFM i TEM, spektroskopia NMR. Wymienita takze
zastosowane przez siebie oprogramowanie i bazy danych z ktdrych korzystata. Liczba zastosowanych programoéw
przez Kandydatke jest bardzo duza i nie zawsze znajdowata sie informacja dlaczego i do czego zostaty zastosowane.
Kiedy np. stosowano dokowanie z wykorzystaniem programu PatchDock, FoXSDocs a kiedy Cabs Dock? Czy wszystkie
obliczenia MD byty wykonywane z wykorzystaniem modelu gruboziarnistego w polu sitowym UNRES? W mojej opinii
brakuje w pracy petnych informacji na temat szczegétowych parametrow obliczeniowych, cho¢ rozumiem, ze ich
wypisanie wigzatoby sie ze znacznie rozbudowanym opisem tej czesci pracy.

Kolejny rozdziat pracy zawiera opis uzyskanych wynikéw. Mgr Zyta podzielita ten rozdziat ze wzgledu na
stosowane techniki badawcze a nie badane obiekty badawcze. Oczywiscie mozna by tego podziatu dokonaé
odwrotnie ale jest to odwieczny i czesto nierozstrzygalny dylemat piszacego doktoranta i opiekujgcego sie nim
promotora. W pierwszym podrozdziale Doktorantka przedstawita wyniki z badan MS podczas ktérych badata wptyw
heksafluoroizopropanolu  (HFIP) na stopiert dezagregacji oligomeréw AP do nizszych form czy monomeroéw.
Zarejestrowata widma MS komplekséw peptyddéw AP z biatkiem HSA, potwierdzajac ze biomolekuty te oddziatujg ze
sobg. Tego eksperymentu nie wykonata jednak dla kompleksu AB-HCC, dlaczego? Wyniki pomiaréw MS umiescita w
Tabeli 3, podajac masy czgsteczkowe badanych peptyddéw i biatek. Czy na pewno sg to masy czgsteczkowe? Nie
rozumiem réwniez dlaczego w Tabeli tej podane zostaty teoretycznie obliczone wartosci dla peptydéw 1-16 i 3-28
skoro widma MS dla tych peptydéw zostaty wczeéniej wykonane (Rys. 43). W kolejnym podrozdziale mgr Zyta
scharakteryzowata pod wzgledem morfologicznym fibryle peptydu AP 1-42 oraz mieszaniny tych fibryli z biatkiem
HSA, z tym e probki pochodzity z wczesniej wykonanego eksperymentu SANS. Whniosek jaki ptynie z tego
eksperymentu jest taki ze biato HSA prowadzi do skrécenia dtugosci fibryli peptydu AP 1-42, cho¢ trudno to ocenic
na podstawie dwodch zdje¢ TEM (Rys. 46). By¢ moze nalezatoby dokona¢ pomiaru dtugosci i szerokosci fibryli z
kilkudziesieciu zdje¢ TEM i pokazac statystyczny rozktad. Nalezy jednak podkresli¢, ze uzyskany wynik jest bardzo
wazny w Swietle badania mechanizméw odpowiedzialnych za proces fibrylizacja peptydu AB. Czy podobne
eksperymenty wykonane zostaty dla peptydu AB 3-28? W nastepnym podrozdziale Doktorantka opisata wyniki z
wykorzystaniem techniki ultrawirowania analitycznego, ktére wykonata dla pojedynczych biatek oraz dla kompleksu
HCC-HSA o réznych stosunkach molowych. Wyniki tych badan pokazujg, ze biato HCC, cho¢ raczej chodzi o wariant
V57G HCC, wystepuje w formie monomeru podczas gdy HSA tworzy mieszanine monomeru i dimeru. Niestety,
Doktorantka nie zaobserwowata piku sedymentacyjnego charakterystycznego dla kompleksu HCC-HSA a jedynie dla
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pojedynczych biatek. Zauwazyta réwniez, ze we wszystkich prébkach zaobserwowata zanieczyszczenia. Skad mogg
pochodzi¢ te zanieczyszczenia? Z uwagi na to iz nie zaobserwowany zostat kompleks HCC-HSA to w jaki sposdb
mozna by zmodyfikowaé procedure, zeby uzyskaé¢ dane na temat tworzenia sie kompleksu biatko-biatko z
wykorzystaniem ultrawirowania analitycznego? Kolejna obszerna czes$¢ pracy dotyczy, w mojej opinii, najbardziej
wartosciowych wynikdw recenzowanej rozprawy doktorskiej, mianowicie eksperymentéw przeprowadzonych z
wykorzystaniem techniki SAXS i SANS dla komplekséw HCC-AP oraz HSA-AP. Dodatkowo wykonane zostaty
eksperymenty SAXS dla pojedynczych biatek HSA i HCC oraz dla kompleksu HCC-HSA i SANS dla procesu dezagregacji
fibryli AB 3-28 i 1-42. Obie techniki dostarczajg informacji o duzych grupach, takich jak struktura czastek oraz
zespotach czagstek/makroczastek w skali do setek nanometréw. Sygnat wigzki padajgcej pod wysokim katem opisuje
strukture krystaliczng na poziomie atomowym. Dlatego, techniki te doskonale nadajg sie do badania tak duzych
uktadéw jak fibryle peptydowe oraz ich kompleksy z biatkami. Niewatpliwie analiza uzyskanych wynikéw SAXS i SANS
oraz uzyskanie informacji o ksztatcie badanej czgsteczki nie jest proste. Dodatkowo, Kandydatka musiata naby¢
umiejetnosci zwigzanych z dokowaniem molekularnym i wyborem najbardziej optymalnego i uzasadnionego modelu
komplekséw AB-biatko. Z eksperymentu SANS dla kompleksu HSA-AB (1-16, 3-28 i 1-42) nie udato sie uzyskaé
wysokiej rozdzielczosci parametrow z uwagi na problemy z wytrgcaniem sie probek. Jednak byty one wystarczajgce
do zaproponowania ksztattu tych komplekséw i ktdre zostaty szczegétowo opisane w rozdziale poswieconemu
dyskusji wynikdw. W przypadku badarn SANS dla kompleksu HCC-AP (3-28 i 1-42, dlaczego nie byt badany fragment
1-16 skoro byt badany w kompleksie z HSA?) mgr Zyta uzyskata bardzo ciekawe wyniki, gdyz udowodnita, ze biatko
HCC (a wtasciwie wariant V57G) ,rozpuszcza” widkna AP 3-28. W przypadku fibryli utworzonych przez peptyd AB 1-
42 byly one odporne na dziatanie HCC. Wynik eksperymentu SANS zostat potwierdzony przez Kandydatke w
badaniach AFM, gdzie wyraznie widaé¢ zmiane morfologii fibryli AB 3-28 pod wptywem obecnosci biatka HCC. Tutaj
pojawia sie jedynie pytanie dotyczace peptydu AP 3-28. Czy peptyd ten wystepuje w ludzkich ztogach amyloidowych
i czy najwazniejsze osiggniecie tej pracy doktorskiej mozna przenies¢ na procesy in vivo wystepujgce u ludzi? Jak
mozna wyjasni¢, ze peptyd AP 1-42 nie ulega dezagregacji w warunkach in vitro, cho¢ w badaniach in vivo (dane
literaturowe) podobny efekt byt obserwowany. Ostatnig technikg ktérg zastosowata Doktorantka do analizy
kompleksu HCC-HSA byta spektroskopia NMR. Wyniki tych badan pokazaty, ze pomimo braku zmian w
przesunieciach chemicznych to szybkos¢ relaksacji R2 dla biatka HSA ulegta zmianie. Wskazuje to na stabe i
prawdopodobnie niespecyficzne oddziatywanie obu biatek. Doktorantka napisata, ze mozliwe jest, ze biatka te mogg
oddziatywaé w sposdb niebezposredni, napedzajac oddziatywania hydrofobowe poprzez motyw B-kartki. Prosze o
wyjasnienie co doktadnie miata na mysli piszac o takim rodzaju oddziatywan?

Ostatni rozdziat dysertacji doktorskiej, zatytutowany ,Dyskusje” zawiera doktadng charakterystyke
strukturalng modeli komplekséw HCC-AB oraz HSA-AP, uzyskanych na podstawie danych eksperymentalnych.
Charakterystyka ta jest umieszczona w Swietle znanych danych literaturowych. Uwazam, Zze dyskusja
przeprowadzona przez Doktorantke jest dojrzata i pokazuje doskonata znajomosé podjetej tematyki badawczej.
Doktorantka udowadnia w nim, ze biatka HCC i HSA petnig w organizmie cztowieka role neuroprotekcyjng z uwagi na
wigzanie i/lub dezagregacje oligomerdw Af.

Uwazam, ze tematyka recenzowanej pracy doktorskiej jest interesujgca i niezwykle potrzebna w $wietle
poznania molekularnych przyczyn powstawania fibryli AP oraz sposobu ich dezagregacji z udziatem innych biatek
ludzkich. Cel pracy zostat w petni osiggniety przez Doktorantke. Rozprawa mgr Adriany Zyty zawiera bogaty, solidny i
warto$ciowy materiat doswiadczalny. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze przedfozona do oceny
rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z wymaganiami artykutu
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.). W
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tym odniesieniu wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o
dopuszczenie mgr Adriany Zyty do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne. Ponadto, majgc na wzgledzie wktad odkryé Doktorantki w
prace nad wyjasnieniem wptywu biatek HCC i HSA na powstawanie toksycznych oligomerdw i fibryli A oraz
udowodnienie, ze ludzkie biatko HCC jest odpowiedzialne za "rozpuszczanie: fibryli amyloidowych AP 3-28 zwracam
sie do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyrdznienie tej rozprawy.
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