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Na wstepie nalezy podkresli¢, ze zakres badan w prezentowanej rozprawie doktorskiej ma
ogromne znaczenie. Tworzenie amyloidéw jest do dzisiaj nie do korica zbadane, a konsekwencje tego
zjawiska dla organizmdw sg dramatyczne. Wzrost sredniej Zycia ludzkiego skutkuje miedzy innymi
wzrostem zachorowan na choroby neurodegeneracyjne, ktére potrafimy opdézniac ale nie eliminowac.
Przedstawiony w pracy cykl badan stanowi niewatpliwie postep w rozumieniu proceséw sterujgcych
tworzeniem agregatow-amyloidow.

Rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Hernik-Magon ma klasyczny uktad. Skfada sie
praktycznie z dwdéch czedci. Pierwsza czescig jest wprowadzenie zawierajgce przeglad literatury
dotyczacy polipeptydéw i ich przemian konformacyjnych. Duzo miejsca Autorka poswiecita zjawisku
agregacji amyloidogennej oraz skutkom tego procesu zachodzacego w arganizmach ludzkich. Poniewaz
wybranym obiektem badan sg homopolipeptydy stad nastepny paragraf poswiecony jest gtéwnie poli-
L-glutaminie i poli-L-lizynie oraz ich przemianom strukturalnym. Ta cze$¢ zawiera takze podstawowg
wiedze dotyczacg struktury polipeptydow: konformacji oraz parametréw fizykochemicznych
warunkujgcych przejscie jednej formy w drugg. Omowiony zostat takze proces tworzenia amyloidow
oraz struktury jakie tworza te agregaty. Duzo miejsca Autorka poswiecita omowieniu amylogennych
wtasciwosci kwasu poliglutaminowego, gltownego obiektu badan. Paragraf 1.3.4 zawiera istotne
informacje dotyczace mechanizmu i kinetyki procesu agregacji amyloidowej. W tej czesci pracy -
wstepie, autorka wykazata sie dobrg znajomoscig literatury. Tekst jest krdtkim i tresciwym opisem
wiedzy niezbednej do wprowadzenia w tematyke rozprawy. Przy okazji omawiania zmian
zachodzgcych w strukturze peptyddw w zaleinosci od pH zabrakto mi jedynej bardzo podstawowej
informacji, ktora jest istotnym sktadnikiem tych badan, a mianowicie wartosci pKa dla grup funkcyjnych
monomeru kwasu glutaminowego. Takie rownanie pozwala na precyzyjne uswiadomienie sobie
tadunku monomeru a co za tym idzie takze polimeru.

Drugi rozdziat zatytutowany ,,Métodologia” zawiera krdtki opis znakomicie dobranych metod
badawczych: spektroskopii FTIR, AFM, fluorescencji a w szczegdlnosci metody sond fluorescencyjnych
oraz spektroskopii elektronowego dichroizmu kotowego. Tak jak poprzednio tekst jest napisany krotko,
zawiera niezbedng ilo$¢ informacji, ktore beda wykorzystywane w dalszej czesci rozprawy.

W trzecim rozdziale zostat sformutowany cel pracy i rozdziat najwazniejszy: prezentacja
zaprojektowanych badan, omdwienie wynikdw i ich prezentacja. Bardzo obszerny spis literatury,
gtdwnie z ostatnich lat chociaz znajdujg sie cytowania artykutow siegajacych lat 80 ubiegtego wieku,
zamyka omawiang przeze mnie rozprawe doktorsky. Jest to takze znak, ze Autorka dogiebnie
przestudiowata literature dotyczaca zagadnien poruszanych w rozprawie.



Nastepnie zostat okreslony cel pracy oraz wymienione zostaty zadania badawcze. Cel pracy
zostat sformufowany precyzyjnie a dobrze zaplanowane zadania badawcze doprowadzily do
rozwigzania zatozonej tezy. Sformulowanym przez Autorke celem pracy bylo gtebsze poznanie
molekularnego i fizykochemicznego mechanizmu tworzenia amyloidéw przez peptydy (L-Glu)n,
oznaczenie minimalnej dtugosci faricucha peptydowego jeszcze tworzacego agregaty oraz okreslenie
czynnikdw majgcych wptyw na polimorfizm powstajgcych fibryli amyloidowych. Autorka takze podjeta
préby wyjasnienia mechanizmu tworzenia tych struktur. Cykl badan zostat wykonany na polipeptydzie
PLGA, ktory stanowit wzorzec dla dalszych eksperymentéw. Materiatem badawczym byty krétkie
tancuchy kwasu poliglutaminowego — (L-Glu),, gdzie n przybierato wartoéci:3,4,5,6,10 - liczba reszt
kwasu glutaminowego. Dla peptydu PLGA Doktorantka wykonata calg serie badan kinetycznych w
roztworach wodnych, rejestrujgc widma FTIR w zaleznosci od czasu biegu reakcji 245h) oraz dla kilku
stezel wyrazonych w procentach masowych (0,3;0,5;1,0;2,0;3,0). Produkt: tworzenie B, struktury
monitorowany byt poprzez wczeéniej zdefiniowane pasma w widmie FTIR. Na postawie
zarejestrowanych kinetyk, do dalszych pomiardw dla krétkotaricuchowych polimerow kwasu L-
glutaminowego przyjeto stezenie 1% masowy. Agregacja prowadzona byta przez 72 godziny w t=60°C.
Koricowy produkt analizowany byt spektroskopig FTIR i AFM. W petni zagregowane krétkotaricuchowe
peptydy opadaty w postaci osadu. Badania wykazaty, ze tylko polimer ztozony z 3 reszt GA nie wykazat
charakterystycznego widma dla B, struktury. Potwierdzity ten wniosek badania morfologiczne metoda
AFM. Po wyznaczeniu krytycznej diugosci faricucha polimeru L-Glu wykazujgcego zdolnosé do
tworzenia agregatow, do dalszych eksperymentéw Doktorantka wybrata PLGA-wzorzec i (L-Glu)s.
Eksperyment polegat na badaniu kinetyki tworzenia formy B, w procesie zasiewania homologicznego i
heterologicznego. Zostaty przebadane takie wiasciwosci agregacyjne zmodyfikowanych na C i N
koncach peptydéw oraz efekty uzyskane w procesie zasiewania.

Zastosowanie czterech technik pomiarowych pozwolito na sformutowanie nastepujgcych wnioskow:

1. Autorka badajgc agregacje peptydow o réznej liczbie reszt kwasu glutaminowego wyznaczyta
ich minimalng liczbe tj n=.4 niezbedng do utworzenia B-kartkowej agregacji. Struktura
agregatow tworzonych przez krotkie oligomery charakteryzuje sie znacznymi réznicami w
widmie FTIR jak i morfologig tworzonych struktur

2. Niezaleznie od dtugoéci taricucha peptydy (L-Glu), wykazujg zdolno$¢ agregacji w obecnosci
dodawanych zarodkow utworzonych z fibryli zaréwno homologicznych jak i heterologicznych.

3. Koagregacja peptyddw (L-Glu)s i PLLA prowadzi zawsze do przyspieszenia agregacji i bez
wzgledu na ilos¢ obu sktadnikéw w mieszaninie reakcyjnej, wiasciwosci produktu s3 identyczne
z tworzonymi agregatami przez PLLA. Widma roznicowe CD takiego uktadu reakcyjnego
wykazaly, ze w pierwszym etapie koagregacji czasteczka PLLA traci strukture helikalng co
utatwia i przyspiesza agregacje.

4. Modyfikacja C konca i N konca peptyddow poprzez reakcje podstawienia zasadniczo zmienia
wiasciwosci agregacyjne peptydow. Modyfikacja N-korica nie prowadzi do tak drastycznych
zmian. Szczegolnie istotne sg zmiany C-konca, ktdre silnie spowalniajg proces agregacji.
Modyfikacja obydwu koncow przywraca zdolnosci do agregacji amyloidowej a jednoczesnie
przesuwa granice w kierunku mniejszej liczby reszt kwasu glutaminowego aby utworzyé¢
stabilne agregaty.

5. Badanie zdolnosci zasiewania poszczegolnych peptydéw wykazaly, ze w przypadku réinej
modyfikacji peptydoéw proces jest selektywny a jednoczesnie tworzone produkty znacznie
réznig sie strukturg. Oznacza to, ze w przeciwienstwie do efektéw uzyskiwanych dla PLLA
uktady o zmodyfikowanej strukturze wykazujg strukturalny poliformizm.



Po lekturze przedstawionej pracy uwazam, Ze zarowno zaplanowane eksperymenty, ich iloé¢ oraz
dobér metod pomiarowych jest imponujgca. Uzyskane wyniki wnosza znaczacy wktad w zakres wiedzy
o amyloidach. Swiadczy o tym fakt, ze wszystkie wyniki zostaty opublikowane w bardzo dobrych

czasopismach.

W przeciwieristwie do lektury publikacji, ktérych Autorka jest pierwszym autorem (3), studiowanie
rozprawy doktorskiej juz jest dos¢ utrudnione. A oto przyczyny tych trudnosci. Opis wykonanych
eksperymentdw wykazuje sporo brakéw. Rozprawa doktorska powinna wykazac petne zrozumienie
doktoranta o ich przebiegu co z kolei powinno sie faczyé ze szczegdlng troska o dokumentacje
dotyczacy zaréwno przebiegu eksperymentdw, jak i stosowanych materiatéw. Oczekuje sie tez, ze
prezentacja wynikdéw bedzie czytelna i petna. Ponizej przedstawiam problemy jakie napotkatam w

trakcie lektury.

1

Otrzymywanie peptyddw jest istotnag informacjg dla opisu przebiegu eksperymentu. Doceniam
uczciwe przedstawienie faktu, ze otrzymat je zespét wspétpracownikow, doktorantka nie
zawfaszcza cudzej pracy. Oprocz jednak komentarza warto byloby krotko opisa¢ metode
otrzymywania tych zwigzkow tak jak zostato to opisane w publikacji. Natomiast zupetnie nie
moge zrozumiec¢ dlaczego opis stosowanych odczynnikéw (paragrafy 4.1.1.1i 4.1.1.2 str. 69)
pojawia sie w pracy tréjkrotnie (metoda kopiuj-wklej) jako informacja dotyczgca materiatéw
stosowanych przy nastepnych eksperymentach. W bardzo interesujgcych badaniach kinetyki
agregacji i tworzeniu amyloidéw przez modyfikowane peptydy brakuje jakiegokolwiek opisu
przeprowadzonej reakcji podstawienia Ci N konca polimeréw kwasu L-glutaminowego. Czy byt
jakis sprawdzian na temat ilosci podstawionych grup?

Zgodnie z cytowang literatura najlepsze warunki fizykochemiczne przy uzyskiwaniu agregatow
B2-(L-Glu), s3 pD=4,1 oraz temperatura 60°C. W pomiarach kinetycznych temperature
zredukowano do 40°C. Pomiary stezeniowe takze wykonano w tej samej temperaturze. Czy
chodzito o obnizenie szybkos$ci tworzenia agregatow?

W paragrafie 4.1.2.2. w opisie agregacji krotkotancuchowych polimeréw we wstepie
Doktorantka uzyta sformutowania, ze w badanej reakcji agregacji w zaleznosci od diugodci
taficucha mozna ocenic szybkosé¢ tego procesu. W podanych wynikach znalazly sie tylko dane
dotyczace koficowego efektu agregacji. Proces prowadzony byt w t=60°C (duza litera T na ogdt
uzywana jest dla temperatur wyznaczonych w stopniach K) przez 72h, a mierzony efekt
dotyczyt charakterystyki widmowej produktu koricowego bez jakiejkolwiek wiedzy o szybkosci
tego procesu.

Pomiary kinetyczne wykonuje sie w przedziale czasowym z okreslong czestotliwoscia.
Szukatam w tekscie jakiejkolwiek informacji na ten temat. Znalaztam tylko, ze pomiary
kinetyczne wykonywane byly przez 24h bez podania czestotliwosci pomiarow.

Pomiary widm oparte na 256 przemiataniach sg prawdopodobnie stabo zaszumione.
Zmniejszenie tej liczby do 16 w pomiarach kinetycznych moze wymagac dodatkowej obrobki
widm. Szczegdlnie moze to byc¢ istotne przy prezentacji drugiej pochodnej widm (rys. 49) a
takze widma probek zawierajgce osad agregatdw. Opis obrébki widm jest dos¢ lakoniczny.

Z ilu pomiaréow byty wyznaczone kinetyki? Jaka jest powtarzalno$¢? Rysunek 45 pokazuje
jednak dos$¢ duzy rozrzut w otrzymanych krzywych kinetycznych. Prezentowanie wszystkich
wynikdw na jednym wykresie (rys. 45) zmniejsza jego czytelnosc.

Prezentowane wyniki w postaci wykreséw sg niestety bardzo nieczytelne; np. wspomniany rys
45, rys. 52, rys. 53, 54, 55. Jesli krzywe sie naktadajg, szczegolnie przy prezentacji widm, mozna
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przesunac je na osi absorbancji. Na rysunku 36A, 52 i podobne warto pokazaé w jakim kierunku
rosnie czas zachodzacej reakc;ji.

Otrzymujgc wykresy absorbancji od czasu i stezenia mozna by sie pokusi¢ o ilosciowy opis
zjawiska. Najprostszg metodg bytoby np. okreslenie szybkosci reakcji elongacji. To uproscitoby
znacznie zrozumienie efektdw i skrécenie stownego opisu.

Jakg intensywno$¢ pasma amidu | mierzono: integralng czy tylko wysoko$¢ odcietego pasma?
Pod wszystkimi wykresami kinetycznymi opisujacymi zalezno$¢ absorbancji od czasu biegu
reakcji pojawia sig informacja, ze na osi podane sg wartosci absorbancji znormalizowanej. O
normalizacji $wiadczg wartoéci na skali intensywnosci. Warto$ci te na wykresach kinetycznych
zmieniajg sie pomiedzy 0 i 1 albo 100 (chyba sg to %). Wzgledem czego normalizowano
absorbancje: intensywnosci okreslonego pasma czy po powierzchni catego widma, czy
wzgledem wartosci uzyskanych dla wzorca PLLA? Z wykresu bardzo trudno sie zorientowac o
co chodzi, w opisie procedury pomiarowej nie ma ani jednego stowa na ten temat. Mierzac te
samg probke przez 24h, czy konieczna jest jakas normalizacja?

1 przypisanemu

Proba wytlumaczenia wzrostu intensywnosci pasma 1585 cm
antysymetrycznym drganiom rozciggajgcym zjonizowanym grupom karboksylowym jest dla
mnie bardzo niejasna. Ttumaczenie przedstawione w pracy jako efekt polaryzacyjny dodatnio
natadowanej grupy -ND3" na niezjonizowang grupe karboksylowa, jest bardzo trudny do
zrozumienia. W przedstawionym rozumowaniu jest takze pewna niescisto$¢. Wartoéé pD=4,1
odpowiada wartosci punktu izoelektrycznego dla peptydu. Grupy karboksylowe przy weglu a
sg w formie zjonizowanej juz powyzej pD=2.1 natomiast reszty GA s3 jeszcze sprotonowane,
jak stusznie zauwazyta Autorka. Nie moge zrozumie¢ jaki cel miato obnizanie pD. Obnizanie pD
nie mogto powodowac wigkszych zmian intensywnosci tego pasma (najnizsze mierzone przez
doktorantkg wynosito 2,6) natomiast wzrost pD powyzej 4.1 powodowatby masowg jonizacje
grup bocznych. Dlatego tez wydaje mi sie, ze druga wersja ttumaczenia wzrostu intensywnosci
pasma 1585 cm™ jest najbardziej prawdopodobna. Stad tez wzieta sie moja wczesniejsza
uwaga o rozpisaniu réwnowag kwasowo-zasadowych dla monomeru kwasu glutaminowego.
Metoda AFM jest niestychanie wazna poniewaz obrazuje powstajace produkty agregacji.
Natomiast niejasna jest dla mnie metodyka pomiaru. Z rysunkdw wynika, ze wybierane byty
dos¢ arbitralnie podobne twory (fibryle) i 15 razy zostaty zmierzone przekroje. lloé¢
zmierzonych obiektéw wg prezentowanych ilustracji nie przekraczat 3 fibryli. Doktorantka
wspomniata przy rysunku 38 o analizie statystycznej. Dalej jednak w opisie byta srednia i
odchylenie standardowe. Powstaje pytanie, czy przedstawione obrazy i wybdr fibryli byt
jednorazowy a kazdy z fibryli zostat zmierzony 15 razy, czy zanalizowane zostato 15 obrazéw
dajgc odpowiednig ilos¢ danych do analizy statystycznej. Jesli tak to, jakg analize zastosowano?
Wazne jest takze pytanie o istotnos¢ podanych wynikdw.

Uzywanie wyraZenia , kowalencyjnie zmodyfikowanych taricuchéw bocznych”, konsekwentnie
stosowanych w catej pracy jako$ nie wspoigra z miejscem wykonanej pracy (Wydziatem Chemii
UW), kojarzy mi sie raczej z historig chemii.

Nie czuje sig specjalista w sprawach jezykowych. Razity mnie jednak sformutowania np.
intensywnos¢ pasma amid I. W jezyku polskim nazwy wtasne powinny sie odmieniaé. Sporo
byto niezrecznych sfomutowan np. ,mozna zgadnac¢” bo przeciez w rozprawce naukowej nie
powinno sie zgadywac.



Niezaleznie od krytycznych uwag, praca Pani mgr Agnieszki Hernik-Magon stanowi wartosciowy
wktad w stan wiedzy o biatkach a dorobek publikacyjny jest znaczacy — cztery publikacje, w trzech
Doktorantka jest pierwszym autorem. Wszystkie czasopisma gdzie zostaty opublikowane prace sg
znakomite. Na podkreslenie zastuguje udziat Doktorantki w dwdch projektach badawczych. Jej
aktywnos$¢ naukowa zostata nagrodzona stypendium KNOW oraz EMBO Travel Grant Award.

Podsumowujac , stwierdzam na postawie przeprowadzonej oceny, ze rozprawa doktorska
mgr Agnieszki Hernik-Magon pt. ,AMYLOIDOGENNE WtASCIWOSCI PEPTYDOW (L-GLU),” stanowi
oryginalne rozwigzanie zagadnienia naukowego, wykazuje ogélna wiedze teoretyczna Doktorantki
w chemii peptydéw oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badar, a tym samym spetnia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki. W zwigzku z tym wnioskuje o jej
dopuszczeniu do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z{,{@(M&WM/Q@



