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Recenzja rozprawy doktorskiej
»Przemiany konfarmacyjne amyloidogennych produktéw proteolizy insuliny ”

przedstawionej przez magistra Roberta Deca

Praca doktorska magistra Roberta Deca dotyczy bardzo ciekawego zagadnienia bioczasteczek
o charakterze amyloidogennym. Tematyka ta od diuzszego czasu znajduje sie w centrum zainteresowania
naukowcdw, poniewaz agregacja biatek i tworzenie przez nie ztogéw amyloidowych powiazane sa
z szeregiem chorob, w tym takze choréb neurodegeneracyjnych i cukrzycy, ktére dotykaja wielu milionéw
ludzi na catym $wiecie i stanowig prawdziwe wyzwanie cywilizacyjne, szczegdlnie w spoteczeristwach $wiata
zachodniego. Poszerzanie wiedzy na temat mechanizmu agregacji i czynnikéw, ktére moga miec dla tego
procesu kluczowe znaczenie, jest niezbedne, aby mozliwe byto zapobieganie i leczenie choréb powigzanych

z amyloidogeneza.

Badania podjete przez Roberta Deca wpisuja sie znakomicie w to zapotrzebowanie. Rozprawa doktorska
dotyczy agregacji insuliny i jest kontynuacjg prac prowadzonych w grupie badawczej promotora rozprawy,
prof. dr hab. Wojciecha Dzwolaka. Doktorant zajmowat sie analogami tzw. peptydu H, zidentyfikowanego
przez grupe prof. Dzwolaka- jako silnie amyloidogenny fragment insuliny wotowej. W ramach niniejszej
pracy mgr Robert Dec przebadat 11 analogéw peptydu H, wykorzystujac do tego celu spektroskopig
w 'podczerwieni, dichroizm kotowy, mikroskopie sit atomowych oraz testy fluorescencyjne z uzyciem
tioflawiny T i czerwieni Kongo. Zasadniczym celem tych badari bylo zrozumienie fizykochemicznych
i molekularnych uwarunkowar skutkujgcych bardzo silng skfonnoécia peptydu H do agregacji. Rozprawa
. obejmuje kilka watkéw, ktérych zbadanie finalizowane bylo publikacja w recenzowanym czasopisémie
o obiegu migdzynarodowym. W opublikowanych pracach zostaty opisane: i) badania sktonnosci peptydu H
do agregacji (Dec i wsp. Int. J. Biol. Macromol. 2020); ii) znaczenie dla tendencji agregacyjnych peptydu H
zawartych w jego sekwencji mostkéw disulfidowych (Dec i wsp. FEBS ). 2019); iii) wplyw na wiaéciwosci
amyloidogenne wzajemnego utozenia taricuchéw A i B peptydu H (Dec & Dzwolak, Langmuir 2020);

iv) identyfikacja najbardziej amyloidogennego rejonu faricucha A peptydu H (Dec & Dzwolak, Int. J. Biol.



Macromol. 2021); oraz v) wplyw neutralizujgcego fadunek dodatku jonéw na agregacje faricucha A

z dofaczong sekwencjg polilizynowa (Dec i wsp. 1. Mat. Chem B, w druku).

Wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng rozprawy. Jej tematyka jest niezwykle wazna i aktualna, a przy
tym peptydy agregujace to trudne i sprawiajace wiele probleméw obiekty badawcze. Réznorodne czynniki
maja wplyw na przebieg procesu agregacji, dlatego uzyskanie spéjnych, powtarzalnych wynikéw wymaga
dobrego warsztatu badaWczego. Doktorant znakomicie pérédzii sobie z tym zadaniem i przedstawit
w rozprawie ciekawy materiat naukowy. Cele pracy zostaty precyzyjnie okreélone, a do ich realizacji
Doktorant zastosowat odpowiednio dobrany wachlarz metod. Przeprowadzone badania pozwolity uzyskac
informacje m.in. na temat wielkosci zarodka agregacji peptydu H, znaczenia mostkéw disulfidowych
i tadunku elektrycznego dla przebiegu tego procesu, a takie wytypowaé piecioaminokwasowy rdzeri
amyloidogenny (GIVEQ). Lektura tekstu rozprawy wskazuje, iz Doktorant potrafi krytycznie kontrastowad
swoje obserwacje z danymi literaturowymi, a takze wyciaga¢ i weryfikowa¢ wnioski, takze te sprzeczne

z wiedzg kanoniczna.

Wysoka ocena wartosci merytorycznej rozprawy idzie w parze z wysokg ocena strohy redakcyjnej. Swoje
pozytywne uwagi i pewne drobne zastrzezenia w tym zakresie przedstawiam ponizej.

Rozprawa doktorska magistra Deca ma uktad kiasyczny, przyjety powszechnie dla tego typu opracowar.
Na jej poczatku przedstawiony zostat cel i zatozenia pracy. Pozwala to od razu zorientowaé sie, co bylo
obiektem badan, a takze pozna¢ pytania, na kiére badania te mialy przynie$¢ odpowieds. Stanowiacy
kolejng czes¢ rozprawy, przygotowany w oparciu o Zrédta literaturowe, opis biatek amyloidogennych, w tym
insuliny, choc nie jest zbyt rozbudowany (38 stron), to jest prawdziwg skarbnica wiediy. Za zalete uwazam
zastosowane przez Doktoranta ograniczenie prezentowanych treéci do kregu Scidle Zwigzanego
z prowadzonymi badaniami. Czytajac te cze$¢ rozprawy ma sie wrazenie, 2e autor doktadnie przestudiowat
catg dostepna literature na interesujacy go temat i wybrat tylko to, co jest niezbedne dla zrozumienia celu
i sensu badan. Kolejnod¢ i tre$¢ poszczegélnych podrozdziatéw zostata starannie przemyélana.
Przedstawidny aktualny stan wiedzy pozwala zbudowaé zainteresowanie czytelnika podejmowang w pracy
tematyka, jak réwniez umiejscowi¢ te tematyke na tle innych badan, aby mozna bylo dostrzec i docenié
element nowodci, jaki wnosza do istniejacych zasobéw badania przeprowadzone przez Dokioranta.
W czesci literaturowej umieszczony zostat takze rozdziat prezentujacy podstawy fizyczne zastosowanych
w pracy technik eksperymentalnych — spektroskopii w podczerwieni, dichroizmu kotowego, mikroskopii sit
atomowych oraz detekcji amyloidéw za pomoca fluorescencyjnych sond molekularnych. Rozdziat ten
_ podaje wszelkie szczegbty niezbedne do zrozumienia prezentowanych badan i ich wynikéw, przez co bardzo

dobrze przygotowuje do lektury dalszej czgsci rozprawy.

Na wstepie rozdziatu ,Badania wtasne” Doktorant przedstawit ich plan oraz opis wykorzystanych
" materialéw i metod. Jest to bardzo dobra praktyka, utatwiajgca zrozumienie koncepcji badawczej,
jak réwniez umozliwiajaca szybkie odnajdywanie informacji technicznych. Rozdziat ten zawiera duzg ilosé
wynikéw, napisany jest jednak zwigile i rzeczowo. Zasygnalizowane jest jedynie to, co ilustruje sedno

przeprowadzonego eksperymentu i jego wyniku. Dane przedstawione s3 bez nadmiernej szczegdtowosci,



w sposob przejrzysty, czyli tak, jak jest to wymagane w dobrych publikacjach naukowych. Wyniki
ilustrowane sg starannie przygotowanym materiatem graficznym, a dyskusja zawarta w kaidym
z podrozdziatéw systematyzuje i wyjasnia znaczenie przedstawianych wynikéw. Zwraca uwage precyzja
sformutowan i odpowiednia doza ostroznodci w interpretacji obserwacji. Konkluzje s3 wywazone, dobrze

poparte materiatem eksperymentalnym i odnoszg sie w sposéb adekwatny do obecnego stanu wiedzy.

Bibliografia pracy jest bardzo bogata i obejmuje odwotania zaréwno do publikacji dawniejszy'ch,
jak i najnowszych, co pdkazuje, iz doktorant dobrze zna literature przedmiotu i umie jg odpowiednio dobraé

dla zilustrowania zagadnien prezentowanych i dyskutowanych w rozprawie.

Obowigzek recenzencki obliguje do zwrécenia uwagi takze na mankamenty, niescistosci i niejasnoéci,
jakie pojawity sie w pracy:

o W Tabeli 1, przy przypnsywanlu poszczegdinym pasmom amldowym odpowiadajacych im drgan,
nalezatoby wskazac odpowiednie wigzania, a nie tylko grupy atoméw.

e  Czy roztwér ztozony z fosforanu(V) trisodowego i chlorku sodu mozna nazwaé buforem?

e Na jakiej podstawie stwierdzono, iz stezenia masowe agregatéw insuliny i peptydu H
w prébkach badanych za pomoca testu tioflawinowego sg takie same (str. 76)?

» (o oznacza indeks ,Ch” umieszczony przy oznaczeniu insuliny (str. 81) i co to jest stezenie
stacjonarne?

» (o oznacza przesuwanie sie pasma ,ku czerwieni”?

e W jaki sposéb usuwano przed pomiarami FTIR chlorowodorek guanidyny lub DMSO z prébek,
w ktdrych nie powstawaly nierozpuszczalne agregaty?

» (Czy nie utatwitoby interpretacji widm FTIR obliczenie drugich pochodnych dla zarejestrowanych
trajektorii pasma amid I?

e (Czy mozna w jakié sposéb zinterpretowac znaczacy przyrost fluorescencji ThT po 12 godzinach
inkubacji prébek peptydu X w pH 4.1, czego nie obserwuje sie w nizszym pH (Rys. 64)?

e (zy ATP wigze sie z peptydem Xl poprzez fragment ACC1-137? Bo na to wskazuje opis Rys. 75.

Bardzo liczne s3 usterki redakcyjne, w rodzaju btednych koricéwek, zamiany kolejnodci liter, badz ich
braku w stowach. Czasem taka usterka prowadzi do zmiany sensu, jak np. w sformutowaniu ,stata szybko$é
procesu elongacji” zamiast stata szybkodci tego procesu (Rys. 9), ,odziatywarn CD-amyloid” zamiast
CR-amyloid (Rys. 32), ,oscylujacej w graniach” zamiast oscylujacej w granicach (str. 123), czy tez
»POzadania” zamiast podazania (str. 119). Doktorant nie ustrzegt sie kolokwializmu (,obrabianie
widm/wynikéw”), kilkukrotnie powtdrzonego w tekscie rozprawy, choé trzeba przyznaé, ze zasadniczo jezyk

pracy jest jasny, precyzyjny i poprawny pod wzgledem stylistycznym, gramatycznym i interpunkcyjnym.

Podsumowujac, uwazam, ze rozprawa doktorska przedstawiona przez mgr Roberta Deca jest spéjna
merytorycznie i ciekawa, a przedstawione wyniki wnoszg nowag wartoéé¢ do biezacego stanu wiedzy.
Rozprawe czyta sie bardzo dobrze, poniewaz jej tre$¢ przedstawiona jest zwigzle i klarownie. Nie budzi

zastrzezen sposéb prezentacji wynikéw ~ dobdr rysunkéw, tabel, jak i ich czytelnoéé. Badania zostaty



przeprowadzone w sposéb kompetentny, z zastosowaniem wiasciwej metodologii badawczej. Uzyskane
wyniki zostaty poprawnie zinterpretowane oraz wiasciwie skontrastowane ze stanem wiedzy. Whioski

wyciggnigte przez autora sg wywazone, brak w nich przesady i nadinterpretacji.

Na szczegodlng uwage zastuguje fakt, iz dorobek Doktoranta obejmuje 19 prac naukowych, w tym 6 prac
pierwszoautorskich, bezposrednio powiazanych z tematyka rozprawy. tacznie stanowi to dorobek

naprawde imponujacy na tym etapie kariery naukowe;j.

Z przedstawionych powyzej powodéw stwierdzam, iz przediozona mi do recenzji rozprawa doktorska
z naddatkiem spetfnia warunki stawiane praéom doktorskim, zgodnie z odpowiednimi przepisami prawa
I normami zwyczajowymi. Dorobek naukowy Doktoranta i jego dojrzato$é naukowa w petni uzasadnia
nadanie mu stopnia naukowego doktora. Whnioskuje o dopuszczenie magistra Roberta Deca do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego, wnosze réwniez o wyrdznienie jego rozprawy, o ile pozwalajg na to reguty

{)Kmka@l@

dr hab. Elzbieta Jankowska

przyjete przez Wydziat Chemii Uniwersytetu WarszaWskiego.
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Jako uzupelnienie do zlozonej recenzji rozprawy doktorskiej magistra Roberta Deca

niniejszym sktadam wniosek o wyréznienie tej rozprawy.

W odczuciu recenzenta szczegblng wartoscia tej rozpraWy jest identyfikacja N-terminalnego
fragmentu fancucha A insuliny jako silnie amyloidogennego rejonu, mogacego w znacznym stopniu
przyczynia¢ si¢ do agregacji calego bialka. Skierowanie. uwagi naukowcéw na ten fragment,
wraz z wynikami dalszych badan Doktoranta, dowodzacych kluczowej roli sekwencji GIVEQ® oraz
mostka disulfidowego Cys6-Cysll w amyloidogenezie segmentu A, stwarza _podstawy
do kontrolowania niepozadanej agregacji insuliny. Ma to istotne znaczenie zaréwno w aspekcie

medycznym, jak i przemyslowym.

Istotnym wskazaniem do wyr6znienia tej rozprawy jest rtéwniez:

- opublikowanie wynik6éw badan zrealizowanych w ramach pracy doktorskiej w postaci szesciu
prac, w ki6rych Doktorant jest pierwszym autorem;
- istotny wspdlczynnik wplywu czasopism, w ktérych opublikowane zostaly wyniki — $redni
wspolczynnik przypadajacy na prace wynosi ponad 5,0;
- imponujacy, jak na ten etap rozwoju naukowego, ogblny dorobek publikacyjny Doktoranta,
obejmujgcy lacznie 19 prac, kidre ukazaty sie w' renomowanych czasopismach

o obiegu miedzynarodowym.
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