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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Roberta Deca
pt. ,,Przemiany konformacyjne amyloidogennych produktéw proteolizy

insuliny”

Choroby neurodegeneracyjne, powigzane zaleznosciami przyczynowo
skutkowymi z formowaniem biatkowych struktur amyloidowych w mozgu, stanowig
ogromne zagrozenie dla cztonkéw naszego spoteczenstwa, wobec wydluzajgeej sie
Sredniej dlugosci zycia ludzi. Nie budzi wiec zdziwienia fakt, iz zrozumienie
mechanizméw molekularnych powigzanych z etiologig tych choréb stanowi wazne
oraz aktualne wyzwanie podejmowane przez liczne zespoty naukowé na sSwiecie.
Spontaniczne formowanie agregatéw molekularnych biatek, dalekich w swojej
strukiurze od natywnych form warunkujgcych ich funkcjonalnosé w organizmie, |
wpisuje sie réwniez do katalogu istotnych probleméw w obszarze biotechnologii oraz
przemystu farmaceutycznego polipeptydéw, w tym réwniez hormonu insuliny, ktérego

produkcja odpowiada¢ musi na ogromne zapotrzebowanie ze strony pacjentéw
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cierpigcych na cukrzyce. Badaniom amyloidogennych wlasciwosci insuliny oraz
produktéw jej proteolizy poswiecona zostata rozprawa doktorska mgr. Roberta Deca.
Wobec zarysowanych powyzej wyzwain naukowych oraz cywilizacyjnych podjetg przez
doktoranta tematizke postrzegam nie tylko w kategoriach interesujgcych, ale réwniez
bardzo waznych.

Praca doktorska wykonana zostata pod kierunkiem prof. Wojciecha Dzwolaka
w Pracowni Oddziatywann Miedzymolekularmych na Wydziale Chemii Uniwersyietu
Warszawskiego, w renomowanym osrodku, kiérego wysoka aktywnos$¢ wpisuje sie
w wysitki Srodowisk naukowych na Swiecie zogniskowane na problemach organizacji
molekularnej struktur amyloidowych. Rozprawa dokiorska zredagowana zostata
w jezyku polskini; na 153 stronach standardowego maszynopisu, w oparciu
o klarowny, optymalny w moim odczuciu schemat. Po spisie tresci i wykazie skrétow,
zaprezentowane zostaly zalozenia pracy oraz jej cele strategiczne, w ramach rozdziatu
1. Kolejne rozdziaty rozprawy przedstawione zostaty w ramach ,Czesci Literaturowej”
(rozdziaty 2, 3 i 4) oraz ,Badan Wlasnych” (rozdziatly 5-10 plus wykaz cytowanego
+ piSmiennictwa | jako rozdziat 11 pt. Bibliografia). Rozprawe zamyka okazate
zestawienie dorobku riaukowego autora rozprawy. Wstepna cze$¢ opisowa stanowi
doskonate wprowadzenie w problematyke pracy doktorskiej. W sposéb zwiezly,
a zarazem klarowny, przedstawione zostaty w niej podstawowe informacje dotyczgce
biatek, agregatéw amyloidowych oraz insuliny. Znaczng wartos$é stanowi réwniez,
w moim odbiorze, zestéwienie charakterystyk podstawowych technik instrumentalnych
stosowanych trachyjnie w badaniach struktur amyloidowych, wiaciajac spektroskopie
absorpcyjng w obszarze IR, spekiroskopie absorpcyth i fluorescencyjng sond
molekularnych specyﬁcznie oddziatujgcych z agregatami biatkowymi, spektroskopie
CD oraz mikroskopie sit atomowych (AFM). Blok rozpraw doktorskiej prezentujacy
wyniki badan witasnych rozpoczyna krotki rozdziat 5. pt. ,Ogoiny plan badan, materiaty
i metody”. Tresé zawarta w ramach tego rozdzialu jest, moim zdaniem, bardzo cenna,
strukturalizujgc dalszg lekture rozprawy. Kolejne rozdzialy pos$wiecone zostaly

szczegGlowym opisom odrebnych projekiow badawczych, uwzgledniajgcym



prezentacje zalozen metodologiéznych, szczegotdéw przygotowywania probek
i prowadzenia pomiaréw. Kazdorazowo, w spos6b precyzyjny przedstawione zostaly
wyniki badan, ich interpretacja oraz dy’sku'sja w kontekscie doniesien literaturowych
oraz konkluzji z popriedzajacych rozdzialéw zaprezentowanych w ramach pracy
doktorskiej. Takie powigzanie freSci sprawia, iz rozprawe czyta si¢
z zainteresowaniem, pomimo wysokiej kondensacji wynikéw i analiz. Adresowane
w ramach projektu doktorskiego problemy poznawcze dotyczyly, miedzy innymi,
charakterystyki struktur amyloidowych formowanych przez peptyd H oraz
mechanizmoéw molekularnych, na drodze kidrych peptyd H tworzy formy zagregowane.
Przeprowadzone zostato rowniez mapowanie segmentéw peptydu H szczegdlnie
sprzyjajacych amyloidogenezie. Wéznym elementem projekiu doktorskiego byly
réwniez, w moim doczuciu, badania jednotancuchowych syntetycznych peptydéw
zawierajgcych amyloidogenng domene peptydu H. Uzyskane w ramach pracy
doktorskiej wyniki wskazujgce precyzyjnie na determinanty strukturalne wptywajgce na
proces formowania agregatéw amyloidowych insuliny oraz produkiéw jej proteolizy.
Co wiecej, uzyskane wyniki posiadajg, moim zdaniem, o wiele szerszg wartos¢
poznawczg i mogg by¢ uogdlniane na inne peptydy oraz proces formowania struktur
amyloidowych. Poza znaczgcymi osiggnieciami poznawczymi, Doktorant whniGst
réwniez bardzo benny wktad metodologiczny opracowujgc podejscie umozliwiajace

wyznaczenie energii oddziatywania czgsteczek sond molekularnych z amyloidami.

Bardzo wysoko oceniam réwniez strone redakcyjng rozprawy, zardwno w aspekcie
klarownosci przekazu jak i jakosci grafik. Mégtbym zaproponowaé Autorowi rozprawy,

pod rozwage nieliczne korekty formalne. Oto ich krétka lista:

1. .8tr. 19, 4 wiersz od dolu, ,poliformy” zamiast ,polimofrmy”,
2. sir. 23, 3 wiersz od dotu, ,pierwsze” zamiast ,pierwsza”,
3. str. 33, 10 wiersz od dolu, proponuje disiarczkowych” w - miejsce

~dwusiarczkowych”, chociaz obydwie formy sg zrozumiate,

4. str. 47, 16 wiersz od dohu, ,sigmoidalnego” w miejsce ,sigmodialnego”,



5. str. 49, legenda Rys. 19. Przedstawione widmo nie jest widmem transmisyjnym,

ale absorpcyjnym chociaz mogto by¢ zarejestrowane w trybie transmisyjnym,

6. str. 96, 1 wiersz od géry, ,sam” w miejsce ,samo”.

Tak obszerne i wieloaspektowe opracowanie, jakim znajduje rozpfawe doktorska

pana mgr. Roberta Deca, dostarcza bardzo wielu cennych informacji, rozbudzajgc

jednoczesdnie ciekawos¢ poznawczg. Wyrazem tego mogg by¢ nastgpujgce pytania:

1.

Zastanawiam sie nad procesem obnizania sie poziomu fluorescencji ThT po
osiggnieciu poczatkowego maksimum, obserwowane w wielu eksperymentach
(np. wyniki przedstawiane na Rys. 18, str. 48). Czy mozliwe jest, Ze na ten
proces ma réwniez wplyw formowanie agregaté}w samego fluoroforu, w tym
rowniez na powierzchni amyloidu? Znanym jest bowiem mechanizm obnizenia
wydajnosci kwantowej fluorescencji czgsteczek jako skutek ich agregacji. Moze
wykorzystanie analizy czaséw zycia fluorescencji mogloby utatwi¢ rozwigzanie

tego problemu? Ciekaw jestem jakie jest zdanie Doktoranta w tym zakresie.

. Analizy poréwnawcze wigkszosci widm absorpcyjnych w obszarze IR

zarejestrowane z zastosowaniem techniki ATR-FTIR przeprowadzone byly po
znormalizowaniu ich w maksimum pasma amid | (np. Rys. 50A, str. 99).

Zastanawiam sie, na ile celowe byloby przeprowadzenie normalizacji polem

-powierzchni pod poszczegdlnymi widmami? Nie wplynetoby to oczywiscie na

pofozenia poszczegdélnych skiadowych pasm, ale pozwolito na ocene
faktycznego wkiadu w widmo poszczegéinych form spekiralnych -peptydow.

Ciekaw jestem jakie jest zdanie doktoranta?



Konkluzja

Formutujge konkluzje cheiatbym stwierdzié, iz pan mgr Robert Dec przedstawit.
bardzo wartosciowg rozprawe doktorskg, opierajgcg sie na wynikach precyzyjnie
_ zaprojektowanych oraz pieczotowicie przeprowadzonych zadan badawczych. Badania
te wymagaly wiedzy i umiejetnosci w zakresie preparatyki biochemicznej biatek jak
i spektroskopii molekularnej. Wyniki uzyskane w ramach realizacji projektu
doktorskiego opublikowane zostaly réwnolegle w 6 oryginalnych artykutach
badawczych, ktére ukazaly sie z znakomitych, miedzynarodowych czasopismach
specjalistycznych. Doktorant ksztattowat réwniez swéj warsztat naukowy w ramach
innych projektéw badawczych, ktorych rezultatem jest 13 bardzo dobrych publikacji
oraz liczne doniesienia konferencyjne. ‘

Moim zdaniem, przedstawiona przez mgr. Roberta Deca rozprawa doktorska
zawiera rozwigzania aktualnych, waznych i interesujacych probleméw naukowych,
wnosi do nauki Swiatowej znaczgcy postep, spelniajgc tym samym wymagania
stawiane w postepowaniach doktorskich, czynigc zado$¢ warunkom okreslonym w art.
187. Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2021r., poz. 478 ze zm.). w zwigzku z powyzszym, uprzejmie wnosze o dopuszczenie
mgr. Roberta Deca do dalszych etapéw postepowania doktorskiego, w szczegdinosci
do publicznej obrony.

Wielos¢ uzyskanych wynikéw naukowych oraz, przede wszystkim ich ranga
poznawcza sktania mnie réwniez do wnioskowania o uznanie przedmiotowej rozprawy

doktorskiej jako wyr6zniajgcej.
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Whiosek o uznanie rozprawy doktorskiej mgr. Roberta Deca jéko wyrdzniajacej

Szanowni Panstwo,

Uprzejmie prosze o rozwazenie mozliwoSci uznania za wyrézniajagca rozprawy
doktorskiej pana mgr. Roberta Deca, zatytulowanej: ,Przemiany konformacyjne
amyloidogennych produktéw proteolizy insuliny”. ‘

Przedmiotowa rozprawa doktorska opiera si¢ na znacznej liczbie bardzo warto$ciowych
wynikéw naukowych, wnoszacych istotny wkiad do naszej- wiedzy o mechanizmach
formowania struktur amyloidowych insuliny, ktére mozna uogélni¢ na wiele innych peptydéw,
w tym istotnych z punktu widzenia etiologii choréb neurodegeneracyjnych. Za osiagniecie
o szczegblnej randze poznawczej uznaje identyfikacje sekwencji aminokwaséw we fragmencie
N-terminalnym tanicucha A insuliny (GIVEQ), odpowiadajacej za wysoka podatnos¢ na
formowanie struktur zagregowanych biatka oraz wzmocnienie tych wlasciwoéci poprzez
obecno$¢ mostka disiarczkowego w pozycji A6-Al1l. Znaczng wartoscig rozprawy jest rtéwniez
opracowanie oryginalnego podejscia metodologicznego umozliwiajacego wyznaczenie energii
oddziatywania matych czasteczek sond molekularnych ze strukturami amyloidowymi.

Bardzo wysoks range osiqgnigé naukowych zawartych w rozprawie doktorékiej

potwierdza fakt r6éwnoleglego ogloszenia uzyskanych wynikéw w 6 artykulach
opublikowanych - w renomowanych migdzynarodowych czasopismach specjalistycznych.
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