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Choroby neurodegeneracyjne zwigzane z formowaniem struktur amyloidowych
stanowiag problem medyczny z kategorii nieomalze choréb cywilizacyjnych. Powstrzymanie
rozwoju tego typu schorzen stanowi aktualne wyzwanie badawcze w obszarze medycyny
i farmakologii ale réwniez, a moze nawet przede wszystkim, w obszarze podstawowych nauk
przyrodniczych, wobec faktu, iz jedynie petne poznanie mechanizméw molekularnych
zwigzanych z formowaniem struktur amyloidowych oraz ich propagacjg umozliwi¢ moze
skuteczne strategie spowalniania a moze nawet zapobiegania tego typu schorzeniom. W tym
Swietle, tematyka rozprawy doktorskiej przedstawionej przez panig mgr Weronike Surmacz-
Chwedoruk jawi sie nie tylko interesujgca ale réwniez bardzo aktualna i z naukowego punktu

widzeniawazna.

Praca pani mgr Weroniki Surmacz-Chwedoruk zrealizowana zostata pod kierunkiem dr. hab.
Wojciecha Dzwolaka, prof. UW, na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, w Pracowni
Oddziatywan Miedzymolekularnych oraz w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykéw

w Warszawie.
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Rozprawa doktorska zredagowana zostafa w jezyku polskim, wedtug standardowego ukfadu,
na 180 stronach maszynopisu. Zawiera 82 rysunki, w wiekszosci prezentujgce oryginalne wyniki
badawcze, oraz 5 tabel. Rozprawa podzielona zostata przez Autorke na 9 rozdziatéw, z czego
rozdziat 1 zawiera zwiezilg prezentacje celéw i zatozen pracy zas rozdziat 9 spis wykorzystanego
piSmiennictwa. Pozostate rozdzialy zawarte zostaty w dwdch czesciach; w czesci majacej
charakter analizy doniesien literaturowych dotyczgcych bezposrednio tematyki rozprawy
(rozdziaty 2-4) oraz z czesci prezentujgcej wyniki przeprowadzonych prac badawczych oraz ich
dyskusje i podsumowanie (rozdziaty 5-8). Wstepna cze$¢ literaturowa zredagowana zostata,
moim zdaniem, w sposéb bardzo przejrzysty i logiczny, posiada przy tym znaczne walory
dydaktyczne, tak iz polecana by¢ moze studentom oraz adeptom nauki jako bardzo cenne
opracowanie wprowadzajgce w tematyke badania biatek oraz choréb neurodegeneracyjnych
zwigzanych z formowaniem struktur amyloidowych. Chciatbym w tym miejscu swojej analizy
podkreslié, iz precyzja sformutowan, elegancja jezyka oraz dbatos¢ o strone redakcyjng nie jest
jedynie cechg wstepnej czesci ale catej rozprawy doktorskiej. W trakcie jej lektury zauwazytem
jedynie trzy miejsca, w ktérych mégtbym zasugerowaé drobng modyfikacje. Szczegdlnie
wartosciowym fragmentem wstepnej czesci rozprawy wydaje mi sie zestawienie porownawcze
technik instrumentalnych stosowanych powszechnie w badaniach struktur amyloidowych.
W opracowaniach tych, wiecej uwagi poswiecono stosowanym w ramach prowadzonych
eksperymentdéw technikom badawczym, w szczegdlnosci zastosowaniu sond fluorescencyjnych,
spektroskopii absorpcyjnej w obszarze podczerwieni (FTIR) oraz spektroskopii dichroizmu
kotowego (CD). W miejscu tym, chciatbym zaznaczyé, iz stosowanie wielu komplementarnych,
zaawansowanych technik badawczych, uwazam jako bardzo pozytywny aspekt ocenianej
rozprawy. Najwieksza jednak wartos¢ rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Surmacz-Chwedoruk
taczy sie, moim zdaniem, z wyjatkowo duzg iloscig wartosciowych wynikow badawczych oraz
zich wagg dla postepu badan naukowych w obszarze formowania i propagacji struktur
amyloidowych. Wyniki badan dotyczg bezposrednio insuliny. Uzyskane w ramach rozprawy
wyniki majg wiec znaczenie jako dotyczgce catej klasy biatek tworzgcych potencjalnie struktury
amyloidowe. Ponadto, rezultaty wydajg sie istotne z punktu widzenia zaburzeid wynikajgcych
z dtugookresowego stosowania iniekgcji insulinowych, niezbednych wsréd pacjentéw cierpigcych

na cukrzyce typu pierwszego.
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W petni zgadzam sie z Autorka rozprawy co do najwazniejszych osiggnie¢ badawczych,

wyartykutowanych w ramach rozdziatu 8. Podsumowanie. Szczegdlnie podkresli¢ chciatbym:

1. Uzyskanie precyzyjnych informacji dotyczgcych temperatury, powyzej ktérej termiczna
degradacja amyloidu insuliny, wptywa na utrate mozliwosci destabilizowania
i przytagczania monomeréw do jej lepkiego konica.

2. Whykazanie skutecznosci modyfikacji sekwencji aminokwasowej na kinetyke oraz
wydajnosé¢ formowania amyloidéw oraz naich strukture.

3. Pokazanie, ze na drodze efektu pamieci konformacyjnej modelowaé¢ mozna ztozone

struktury biatkowe, z potencjalnym zastosowaniem winzynierii bionanomateriatow.

Tak zaawansowane i wieloaspektowe opracowanie, jakim znajduje rozprawe doktorska
Pani mgr Weroniki Surmacz-Chwedoruk, pobudza ciekawos$¢ poznawczg, czego wyrazem moze

by¢ sformutowanie nastepujacych problemow:

1. Niezwykle pomystowa metoda stosowana w precyzyjnych badaniach struktur
amyloidowych w oparciu o efekt TICT znacznikdéw fluorescencyjnych (na przyktad
ThT) posiada jednakie niewielki margines niepewnosci wynikajgcy ze
specyficznosci wigzania sondy do struktur biatkowych. Czy moizliwe jest, ze
uzupetnienie podejscia o badania czaséw zycia fluorescencji, nie zas jedynie jej

widm emisji, wptyngé moze pozytywnie na walory takiego podejscia?

2. Wsrdéd metod instrumentalnych stosowanych w badaniach amyloidéw stosuje
sie techniki obrazowania (np. AFM) oraz techniki spektroskopowe (np. FTIR).
Ostatnio pojawity sie mozliwosci aparaturowe potfgczenia tych podejs¢, na
przyktad w postaci mikroskopii okreslanej jako nano-IR. Bardzo interesujgca
praca w tym zakresie ogtoszona zostata przed kilkoma miesigcami (F.S. Ruggeri et
al., ,Infrared nanospectroscopy characterization of oligomeric and fibrillar
aggregates during amyloid formation”, Nature Communications, 6 Article

number: 7831). Ciekaw jestem, jakie mozliwosci, zdaniem Doktorantki, technika
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ta stwarza dla badan propagacji struktur amyloidowych? Czy jest to istotny

postep metodologiczny czy moze ,kolejna zabawka eksperymentatorow”?

Formutujgc konkluzje chciatbym stwierdzi¢, iz Pani mgr Weronika Surmacz-Chwedoruk
przedstawifa bardzo warto$ciowg rozprawe doktorska, opartg na licznych oraz waznych
wynikach przeprowadzonych przez siebie badan naukowych. Badan, wymagajgcych od
eksperymentatora duzej wiedzy z zakresu chemii strukturalnej makromolekut, spektroskopii
molekularnej oraz rowniez umiejetnosci praktycznych z zakresu preparatyki chemiczne;j.
Wiekszos¢ z zawartych w pracy doktorskiej wynikdw stato sie juz podstawg oryginalnych
artykutdéw naukowych opublikowanych w renomowanych czasopismach specjalistycznych,
w tym w PloS One, Biochemisty oraz Langmuir. W moim odczuciu, przedstawiona rozprawa
doktorska spetnia wszelkie ustawowe oraz zwyczajowe wymagania. Co wiecej, zaréwno wysoki
poziom naukowy przeprowadzonych badan jak i waga uzyskanych wynikow, ktére stanowig
podstawe rozprawy, czyni jg, w moim odczuciu, godng wyrdznienia. Uprzejmie prosze
o przyjecie mojej pozytywnej rekomendacji oraz stawiam wniosek o dopuszczenie Panig mgr

Weronike Surmacz-Chwedoruk do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.

4/\!\ umwf



ZAKLAD BIOCHEMII ANALITYCZNE]
WYDZIALBIOCHEMII, BIOFIZYKII BIOTECHNOLOGII
UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Prof. dr hab. Andrzej Kozik

Krakéw, dnia 4 kwietnia 2016 .

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Weroniki Surmacz-Chwedoruk
pt. ,,Rola konformacyjnego efektu pamieci

w propagacji wariantéw strukturalnych amyloidu insuliny”

Z prawdziwg przyjemno$cia zapoznatem sie z praca doktorska mgr Weroniki Surmacz-
Chwedoruk, przygotowang pod kierunkiem dr hab. prof. Wojciecha Dzwolaka w Pracowni
Oddziatywar Migdzymolekularnych Zakiadu Chemii Fizycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego. Przedmiotem rozwazan autorki rozprawy jest zjawisko przeksztatcania form
natywnych wielu biatek w formy amyloidalne — nierozpuszczalne wiékniste agregaty, w kidrych
taricuchy polipeptydowe przyjmuja w przewazajacej czedci drugorzedowa strukture typu B-arkusza.
Proces ten moze zachodzi¢ w organizmie i ma wtedy dramatyczne konsekwencje kliniczne, gdyz
amyloidaine formy szeregu biatek zwigzane s z patogeneza Smiertelnych choréb, takich jak m.in.
neurodegeneracyjne choroby Alzheimera, Parkinsona czy Creuzfeldta-Jacoba. Zjawisko to ma réwniez
fascynujacy aspekt poznawczy, gdyz stawia wyzwanie klasycznym pogladom na temat stabilnosci
strukturalnej i fatdowania biatek, zgodnie z ktérymi struktura natywna biatek, ij. ta, w ktorej petnia
one swoja naturalng funkcjg, jest zarazem strukturg najbardziej stabilng pod wzgledem
energetycznym. Wiele grup badawczych, pracujacych w tej dziedzinie, przyjmuje zatozenie, ze w obu
tych aspektach donioste wnioski wysnué mozna z analizy procesu amyloidogenezy w biatkach
modelowych, tworzacych te wibkniste agregaty w postaci czystej w kontrolowanych warunkach in
vitro. Nawet jesli akurat w przypadku tych biatek nie zostata dotad opisana jednostka chorobowa,
ktérg mozna bytoby przypisa¢ tworzeniu formy amyloidalnej in vivo. Jednym z takich modelowych
biatek moze by¢ insulina — obiekt badari eksperymentalnych, opisanych w recenzowanej rozprawie.

Motywem przewodnim tych badar byt wptyw konformacji zarodkéw, na bazie ktérych nastepuje

narastanie wi6kna amyloidalnego, na jego ostateczng strukture. Efekt ten obrazowo okreslany jest
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jako ,,pamie¢ konformacyjna”. Przeprowadzone przez doktorantke badania reprezentuja bardzo
wysoki poziom merytoryczny. W rozprawie przedstawiona zostata imponujaca ilogé danych
dodwiadczalnych, ktére doktorantka uzyskata na drodze drobiazgowych i czesto bardzo
czasochtonnych analiz z zastosowaniem réznorodnych metod, obejmujacych termograwimetrie,
réznicowg kalorymetrig skaningowg (DSC), spektrometrig mas (MS), mikroskopie sit atomowych
(AFM), mikroskopie elektronowa — transmisyjng (TEM) i skaningowa (SEM), spektrofluorymetrie z
zastosowaniem sond molekularnych, fourierowska spektrofotometrie absorpcyjng w podczerwieni
(FTIR), pomiary dichroizmu kotowego (CD), wysokosprawna chromatografie cieczowg (HPLC) i inne.
Nie ulega watpliwosci, ze oryginalne wyniki, przedstawione w rozprawie wnoszg znaczacy wktad w
rozumienie proceséw powstawania amyloidalnych form biatek. O bardzo duzej wartoéci tych badan
Swiadczy m.in. fakt, ze znakomita wigkszoé¢ przedstawionych w rozprawie wynikéw zawarta jest w
czterech petnych artykutach oryginalnych, ktére zostaly juz opublikowane w latach 2012-2014, a
ktdrych wspdtautorem (w trzech przypadkach pierwszym) jest W. Surmacz-Chwedoruk. Sgto
znakomite prace, opublikowane w tak renomowanych czasopismach jak PLoS One, Journal of Physical
Chemistry B, Langmuir i Biochemistry. Fakt ten jest z jednej strony godny wielkiego uznania, ale z
drugiej strony - skoro prace te spetnity surowe kryteria redakcyjne tych czasopism - odebrat mi sporg
czgs¢ pracy nad merytoryczng oceng rozprawy.

Zadaniem recenzenta jest jednak — szczegdinie w takim witasnie przypadku — ocena catoéci
rozprawy doktorskiej - pod wzgledem ogélnej koncepcji, spéjnosci wywodéw, prawidtowoséci
wysnutych wnioskéw, zgodnosci ze standardami redakcyjnymi tego typu prac, prawidiowosci
zastosowanej terminologii na gruncie jezyka rozprawy (polskiego) czy poprawnosci czysto jezykowej.

Doktorantka zastosowata doé¢ nietypows organizacje swojej rozprawy doktorskiej, ktéra w
zasadzie sktada sig z dwdch duzych, odrebnych rozdziatéw, okreslonych jako ,Czeéé literaturowa” i
»Badania wiasne”. Osobiscie nie mam nic przeciwko takiemu zabiegowi redakcyjnemu, aczkolwiek
spojnos¢ pomiedzy obiema cze$ciami nie zostata w petni zrealizowana, o czym za chwile. Przed
~Czescia literaturowa” podana zostata obowiagzkowa lista skrétéw, po ktérej nastepuje zwiegzte
(iednostronicowe) sformutowanie przestanek, celu i gléwnych zadar badawczych pracy {rozdziat 1).
Zadaniami tymi byty analizy:

(1) termicznej stabilnosci zarodkéw amyloidu insuliny w kontekécie ich zdolnoéci indukowania

kolejnych pokolen widkien,

(2) wptywu podstawien reszt aminokwasowych w sekwenciji insuliny poza rejonem rdzenia

amyloidu na strukture powstajgcych wiékien,

(3) propagacji fenotypu zarodka amyloidu w potomnych pokoleniach wiékien.



Uprzedzajac moje dalsze, bardziej szczegétowe rozwazania dotyczace czesci ,Badania wiasne”,
pragne w tym miejscu stwierdzi¢, ze ogélny cel pracy oraz gtéwne zadania badawcze zostaty przez

doktorantke w petni zrealizowane.

Dwie gtéwne czgsci rozprawy ocenie osobno, gdyz wymagaja nieco odmiennego podejscia.
~Czes¢ literaturowa” jest ogromna — zajmuje prawie potowe catego zasadniczego tekstu rozprawy (78
stron). Zakrojona zostata na szeroka skale, co miato ten efekt uboczny, ze niektére informacje sg
potraktowane nieco pobieznie. Sktada sig trzech rozdziatéw, zawierajacych:

(1) w rozdziale 2 - podstawowe informacje o procesie zwijania faricuchéw polipeptydowych
biatek w strukture natywng oraz struktury amyloidalne, ze szczegétowym oméwieniem
patogennych konsekwencji amyloidogenezy, mechanizmu agregacji inicjowanej przez
pierwotng nukleacjg, kinetyki agregacji, struktury i stabilnoéci amyloidéw oraz polimorfizmu
widkien;

(2) w rozdziale 3 - charakterystyke insuliny — jej struktury, biosyntezy i funkcji w organizmie, jej
analogéw strukturalnych, uzasadnienie tezy, ze insulina moze by¢ dobrym modelem do
badan amyloidogenezy, oraz szczeg6towa charakterystyke strukturalng amyloidu insuliny;

(3) w rozdziale 4 - podstawy metod badania amyloidéw — technik wysokorozdzielczych
(rentgenografia strukturalna widkien i krysztatéw biatek, NMR); technik mikroskopowych
(AFM, mikroskopia elektronowa), metod spektroskopowych (gtéwnie spektrofluorymetrii)
opartych o zastosowanie sond molekularnych takich jak tioflawina T, czerwier Kongo czy
ANS; spektroskopii FTIR oraz spektroskopii dichroizmu kotowego.

Mimo obszernodci tej ,Czesci literaturowej” oraz drobnych potknieé, ktére wymieniam ponizej,
przyznaje, ze ten rozdziat wstepny, napisany przejrzyscie i przystepnie, czytatem z duzym
zainteresowaniem a wobec réznorodnosci poruszanych zagadnieri narastata we mnie coraz mocniej
ciekawos¢, co znajde w dalszej czedci, opisujacej badania wiasne autorki. Wychodzitem bowiem z
zatozenia, ze w czgsci wstgpnej powinny byé gtéwnie informacje, stanowigce podstawe do
péiniejszej interpretacji uzyskanych wynikéw i ich szerszej dyskusji. Po lekturze catej rozprawy
wydaje mi sig teraz, ze niektére dane, zamieszczone we wstepie, mogtyby by¢ pominiete, zwtaszcza
ze niekiedy sa zbyt elementarne, jak na rozprawe doktorska. Mam na mysli przede wszystkim
rozdziat, poswigcony metodom badania amyloidéw. Nieco razi pobieznos¢ opisu technik
wysokorozdzielczych (rentgenografia, spektroskopia NMR), ktérg autorka usprawiedliwia tym, ze ,nie
byty wykorzystane do badar wtasnych”. Jakie$ teoretyczne wprowadzenie do tych metod jednak by
sie przydato, zwtaszcza w kontekscie czasem zbyt szczegétowych opiséw innych metod, np. FTIR, w
przypadku ktdrej niezbyt chyba potrzebnie autorka rozwodzi sie nad teorig Miyazawy. Z drugiej

strony — niekt6re metody, faktycznie przez nig zastosowane w badaniach, takie jak termograwimetria



czy roznicowa kalorymetria skanujaca (DSC) nie zostaty oméwione w czesci wstepnej. Zwiaszcza ta
ostatnia chyba na to zastugiwata, gdy: jest jedna z najwazniejszych metod badania stabilnosci
strukturalnej biatek.

Analizujac ,Cze$¢ literaturowa” rozprawy pod wzgledem zgodnoéci z przyjetymi standardami
redakcyjnymi, dostrzegiem dwa uchybienia. Jedno (pojawiajgce sie w catej rozprawie) dotyczy
sposobu cytowania odnosnikéw literaturowych w tekicie — autorka cytuje je, podajac tylko nazwisko
pierwszego autora i rok opublikowania pracy. Standardowo tak cytuje sie tylko prace pojedynczego
autora; gdy jest ich dwdch — wymienia sig oba nazwiska, gdy jest ich wiecej — pisze sie nazwisko
autora pierwszego i dodaje sig ,,i inni” lub ,,i wsp.”. Cytujac monografie lub ksigzke, w ktérej rézne
rozdziaty napisane sg przez réznych autorow, nalezy wymienié nazwisko autora rozdziatu, tytut
rozdziatu, nazwisko redaktora catosci, tytut catej ksigzki, strony, rok, wydawnictwo, miejsce wydania.
W tych ostatnich przypadkach doktorantka niekiedy stosuje cytowanie wedtug dziwnego wzoru
[Otzen Ed., 2013] (str. 12-13). Drugie niedociggnigcie dotyczy rysunkéw w tej czesci rozprawy. Sg
skopiowane z oryginalnych prac, a zatem maja opisy w jezyku angielskim, co jest nieeleganckie, gdyz
rozprawa doktorska napisana jest w jezyku polskim. Ponadto jakos¢ tak wygenerowanych rysunkéw
jest czasem niewystarczajaca (np. rys. 43).

Jako recenzent, musze wytkna¢ ponadto kilka potknie¢ terminologicznych, z ktérych niektore
przewijajg sig niestety przez cata rozprawe. Méwiac o sekwencji biatek nalezy uzywaé terminéw
»reszty aminokwasowe” a nie ,aminokwasy” - te ostatnie przestaty istnie¢ jako odrebne substancje
chemiczne z chwilg utworzenia peptydu. Z tych samych wzgledéw niepokojaco brzmi termin
»aminokwasy hydrofobowe” (str. 10) — nalezy uzy¢ stéw: ,reszty aminokwasowe z hydrofobowym
taricuchem bocznym”. Nie mozna wymieniaé nazw aminokwaséw w liczbie mnogiej, jak np. na str. 40,
gdzie mowa jest o cysteinach A7 i B7 oraz A20 i B19 - L-cysteina jest naprawde tylko jedna).
Nieprawidtowe jest okreslenie ,energia Gibbsa” — ta funkcja termodynamiczna (G) nazywa sie
»energia swobodng Gibbsa", a najlepiej ,entalpia swobodna”. Zgodnie z aktualnymi wymogami,
efekty energetyczne nalezy wyraza¢ w dzulach (J) a nie kaloriach (cal). Eksperyment myslowy, ktéry
do literatury przeszedt jako ,paradoks Levinthala” trudno nazywaé rzeczywista obserwacjg albo
nawet teorig (str. 11). Fatalnie brzmi czesto powtarzane okreélenie ,ciecie enzymatyczne” — chodzi tu
o katalizowane przez enzym rozszczepienie wigzania chemicznego, a konkretnie — hydrolityczne, gdyz
mowa tu o enzymach proteolitycznych. Zamiast , polipeptydy natywnie nieustrukturyzowane”
zreczniejsze byloby okreslenie ,biatka inherentnie nieuporzagdkowane” (str. 13). Zamiast »wydtuzone
regiony glutaminowe” (tabela 1 i str. 18) lepiej brzmiatoby np.: ,wydiuzone regiony sekwencji, z
wielokrotnie powtarzajgcymi sig resztami glutaminy”. Zamiast ,mobilnoé¢ elektroforetyczna” na str.
35 powinno by¢ ,ruchliwos¢ elektroforetyczna”, zamiast insulinoodpornosci (str. 45) —

»insulinoopornod¢”, zamiast ,inhibuje” (str. 49) — ,hamuje”, zamiast »Pasma amidowe” (str. 67) lepiej



bytoby , pasma Amid” (pasma, zwigzane z oscylacjami atomoéw wigzania amidowego), zamiast , kwasu
retinolowego” (str. 82) powinno by¢ , kwasu retinowego”. Nie méwiac juz o niespodziewanym
prezencie od programu Word w postaci ,kwasnicy metabolicznej” (str. 45). Musze jednak przyznac,
ze tych mniej lub bardziej przypadkowych btedéw terminologicznych jest w recenzowanej rozprawie
stosunkowo niewiele, w poréwnaniu z innymi pracami doktorskimi, ktére dotad wpadly w moje rece.
W paru miejscach zauwazytem potkniecia, ktére najprawdopodobniej sq wynikiem zwyktego
przejezyczenia, aczkolwiek literalnie potraktowane mogtyby by¢ jako btedy merytoryczne. Na str. 18,
w tekscie dotyczacym wyjgtkowosci prionéw jako czastek zakaznych, pada stwierdzenie, ze przed ich
odkryciem ,uwazano, ze wszystkie choroby zakaZne przenoszone sg przez wirusy i bakterie”. Aco z
infekcjami, spowodowanymi przez inne mikroorganizmy, np. grzyby? Skrétowo omawiajgc podstawy
metody FTIR (str 65-66), doktorantka przywotuje wytacznie model oscylatora harmonicznego, dla
kt6rego obowiazuje reguta wyboru, ze dozwolone s3 wylacznie przejscia ze zmiang kwantowej liczby
oscylacji o = 1. Ostabienie tej reguty wyboru, a w konsekwencji mozliwosé pojawienia sie nadtondw,

dotyczy oscylatora anharmonicznego.

Druga gtéwna czg$¢ rozprawy, zatytutowana ,Badania wstepne”, liczy 77 stron i jest raportem z
badar eksperymentalnych, przeprowadzonych przez doktorantke. Ma niekonwencjonalng
organizacje tekstu, obejmujac kilka rozdziatéw, wygladajacych jak osobne publikacje. Kazdy ma
wstep, wyprowadzajacy cel pracy, opis zastosowanych materiatéw i metod oraz oméwienie
otrzymanych wynikéw potaczone w jeden podrozdziat z ich interpretacjg i dyskusja. Taka koncepcja
nadaje czesci eksperymentalnej wyjatkowa przejrzystosé, ale ma jedng wade - dotkliwie daje sie
odczu¢ brak osobnej dyskusji, ktéra zapewnitaby integracje wnioskéw, ptynacych z badan
przeprowadzonych w odrebnych nurtach oraz faczne ich naswietlenie w wystarczajaco szerokim
aspekcie. Roli tej nie spetnia zamieszczone na koricu tej czesci czterostronicowe podsumowanie
(rozdziat 8), z ktérego dopiero dowiadujemy sie, jakie konkretnie publikacje stanowity podstawe
kolejnych rozdziatéw.

(1) Rozdziat5 jest w zasadzie przektadem na jezyk polski pracy Surmacz-Chwedoruk i in. (2014)
opublikowanej w czasopi$mie PLoS One i poswiecony jest analizie stabilnodci termicznej
amyloidu insuliny. Praca ta jest wazng polemika w stosunku do literaturowych doniesieni
Browna i wsp. (1990) o niezwykiej trwatosci - niemal niezniszczalnoéci - biatek prionowych.
Doktorantka wykazata jednak, ze amyloid insuliny traci swa »infekeyjno$é” juz po ogrzewaniu
w temperaturze 200°C.

(2) Kolejny rozdziat 6 przygotowany zostat w oparciu o czeé¢ pracy Surmacz-Chwedoruk i in.

(2012), opublikowanej w czasopismie Biochemistry, dowodzaca, ze punktowe podstawienia



reszt aminokwasowych w ,,sekwencji aminokwasowej insuliny poza segmentem rdzeniowym
prowadza do powstania konformacyjnie odmiennych fibryli”.

(3) Kolejny, najobszerniejszy rozdziat czesci eksperymentalnej rozprawy (rozdziat 7) podzielony
jest na kilka podrozdziatéw (z taka samg organizacjg, jak poprzednich petnych rozdziatéw),
kt6rych wspéinym celem jest badanie réznych aspektéw konformacyjnego efektu pamieci.
Najpierw (podrozdziat 7.1) opisane sg badania tego efektu w zasiewaniu krzyzowym.
Wykazano, ze ,,molekuty insuliny przyfaczajac sie do heterologicznego zarodka, przyjmuja
dori bardzo podobnga konformacje zaréwno w obrebie faficucha gtéwnego jak i w sposobie
upakowania taricuchéw bocznych”. Jednakze struktura wyzszego rzedu jest determinowana
przez rodzaj czgsteczek budujgcych widkno, a nie rodzaj zarodkujgcego szablonu. W
podrozdziale 7.2 przedstawiono wyniki badari nad stabilnoscia termodynamiczng szczepéw
amyloidalnych z zastosowaniem DMSO jako czynnika denaturujacego. Oba te podrozdziaty
przygotowane zostaly na podstawie dalszej czesci wymienionej wyzej pracy opublikowanej w
czasopismie Biochemistry. Z kolei w podrozdziale 7.3, na podstawie artykutu Dzwolak i wsp.
(2013), opublikowanego w czasopismie Langmuir, opisano efekt pamieci konformacyjnej w
procesie agregacji insuliny prowadzacej do powstawania superstruktur o charakterze
chiralnym, co zachodzi w trakcie intensywnego wytrzasania prébek amyloidu. Dalszy rozdziat
7.4 to opis niezmiernie interesujacych badar efektu pamieci konformacyijnej podczas
zasiewania dwoch roznych form insuliny mieszaning zarodkéw dwojakiego typu
strukturalnego. Wykazano m.in., ze konformacje wiékien potomnych determinuje zarodek
homologiczny, ale w procesie tym zarodek heterologiczny moze petnié¢ funkcje katalizatora.
Wyniki te opublikowano w czasopismie Journal of Physical Chemistry B {Surmacz-Chwedoruk
i in., 2014). Ostatni z podrozdziatéw (7.5), jako jedyny, zawiera wyniki dotad nie
opublikowane (aczkolwiek na str. 179 autorka deklaruje, ze na ich podstawie zostat juz
przygotowany maszynopis, wystany do druku). Dotyczy badan nad trwatoscig efektu pamieci
konformacyjnej w serii nastepujacych po sobie zasiewar.

Nie mam Zadnych istotnych merytorycznych zastrzezer odnosnie eksperymentalnej czeéci tej
rozprawy. Eksperymenty zostaly starannie zaplanowane. Celowo$¢ ich przeprowadzenia nie budzi
watpliwosci. Wykonane zostaly profesjonalnie, przy zastosowaniu adekwatnych metod. Uzyskane
wyniki stanowig doniostg nowos¢ naukowa.

Nie mam réwniez uwag krytycznych wzgledem redakcyjnej strony tej czeéci rozprawy. Tym razem
rysunki, mimo iz zaczerpniete z prac opublikowanych w jezyku angielskim, Sg przygotowane w wersji
z opisami w jezyku polskim. Materiat ilustracyjny jest bardzo dobrze opracowany pod wzgledem

graficznym.



Jedynym zauwazonym przeze mnie potknigciem terminologicznym w tej czedci rozprawy jest
uzywanie enigmatycznych okresleri ,intesywno$¢ spektralna” (str. 134) czy ,intesywno$é sygnatu”
(str. 136) w odniesieniu do pomiaréw metoda FTIR. Poniewas jest to spektroskopia absorpcyjna, to
wielkoscig wyznaczana jest absorbancja — tak, jak prawidiowo zaznaczono na odpowiednich
rysunkach, z wyjatkiem rys. 67. Pod wzgledem jezykowym watpliwoséci moje budza okreélenia takie
jak: ,czas relewantny biologicznie” (str. 139), czy ,zaadresowanie watpliwosci” (str. 141). Nie
spotkatem sig dotad z terminem ,frustracja termodynamiczna” (str. 140).

Po czgéci eksperymentalnej rozprawy nastepuje spis catoéci pismiennictwa, zawierajacy
gigantyczng liczbg pozycji (383!, nie uwzgledniajac zduplikowanej pozycji Nelson i in., 2005). S3 to w
znacznej czgsci publikacje z ostatniej dekady. Swiadczy to o znakomitym przygotowaniu doktorantki
do realizacji postawionych celéw eksperymentalnych oraz interpretacji uzyskanych wynikéw. Dalej,
niejako poza konkursem, scharakteryzowany zostat godny uznania catkowity dorobek naukowy
autorki, obejmujacy tacznie osiem znakomitych publikacji oryginalnych oraz jeden maszynopis
wystany do druku. Rozprawe wiericzy, zgodnie z formalnymi wymogami, streszczenie w jezyku
angielskim, kt6re tutaj okreslane jest jako ,Autoreferat rozprawy doktorskiej”. Pod wzgledem

jezykowym jest ono prawie bez zarzutu.

Podsumowanie

Jak wynika z powyzszych rozwazan, niewiele mam uwag krytycznych wzgledem rozprawy
doktorskiej mgr W. Surmacz-Chwedoruk. Sg one wytacznie formalne (terminologiczne lub
redakcyjne) i w zasadzie dotyczg przede wszystkim czgéci wstepnej. Nie mogg one przestoni¢
zasadniczej zalety rozprawy, jaka jest przedstawienie duzej ilosci wynikéw o ogromnej wartosci
poznawczej, uzyskanych samodzielnie przez doktorantke przy zastosowaniu wielu nowoczesnych
metod badawczych i w znacznej wigkszosci juz opublikowanych w czasopismach biochemicznych
wysokiej rangi.

Stwierdzam zatem, ze praca doktorska mgr Weroniki Surmacz-Chwedoruk spetnia zwyczajowe
wymogi merytoryczne, redakcyjne, terminologiczne i jezykowe, stawiane rozprawom doktorskim z
zakresu biochemii oraz formalne wymagania ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z
dnia 18 marca 2011 r. Wysokq Rade Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego prosze o
przyjecie mojego wniosku o dopuszczenie mgr Weroniki Surmacz-Chwedoruk do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage wysoki poziom merytoryczny rozprawy, doniosto$¢ naukows
uzyskanych wynikdw, a takze staranng forme redakeyjna i jezykowa opracowania, proponuje

stosowne wyréznienie tej wyjgtkowej pracy doktorskiej.
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Whniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej
mgr Weroniki Surmacz-Chwedoruk
pt. ,Rola konformacyjnego efektu pamieci

W propagacji wariantéw strukturalnych amyloidu insuliny”

Rozwazywszy wymienione nizej wyjatkowe zalety rozprawy doktorskiej mgr W. Surmacz-
Chwedoruk, jako recenzent tej pracy sktadam wniosek o jei wyréznienie stosowng nagroda.

Za wnioskiem tym przemawiaja:

1. Doniosty aspekt poznawczy podjetej tematyki badawczej. Praca wnosi znaczacy wkiad w
rozumienie roli procesu amyloidogenezy na tle ogélniejszej wiedzy nt. przyjmowania przez
biatka stabilnej struktury przestrzennej.

2. Implikacje medyczne tematyki badawczej. Przeprowadzone przez doktorantke modelowe
badania nad amyloidogenezg insuliny moga by¢ w pewnym stopniu ekstrapolowane na
zjawisko tworzenia amyloidéw in vivo, ktérego konsekwencija s3 powazne choroby, m.in.
neurodegeneracyjne.

3. Wyjatkowo wysoka wartos¢ merytoryczna rozprawy. Eksperymenty zostaly starannie
zaplanowane. Celowo$¢ ich przeprowadzenia nie budzi watpliwosci. Doktorantka
przedstawita imponujaca iloé¢ danych doswiadczalnych, ktére uzyskata na drodze
drobiazgowych i czesto bardzo czasochtonnych analiz, wykonanych profesjonalnie z
zastosowaniem roznorodnych, adekwatnych metod, obejmujacych termograwimetrie,
roznicowg kalorymetrie skaningowa (DSC), spektometrie mas (MS), mikroskopie sit

atomowych (AFM), mikroskopieg elektronowa — transmisyjng (TEM) i skaningowg (SEM),
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spektrofluorymetrie z zastosowaniem sond molekularnych, fourierowska spektrofotometrie
absorpcyjna w podczerwieni (FTIR), pomiary dichroizmu kotowego (CD) i wysokosprawna
chromatografie cieczowa (HPLC).

Oryginalnos¢ i nowos¢ naukowa uzyskanych wynikéw.

Opublikowanie wiekszosci uzyskanych wynikéw w znakomitych czasopismach naukowych. Sg
to cztery oryginalne artykuty opublikowane w latach 2012-2014 w PLoS One, Journal of
Physical Chemistry B, Langmuir i Biochemistry, kt6rych wspoétautorem (w trzech przypadkach
pierwszym) jest W. Surmacz-Chwedoruk.

Bardzo dobre przygotowanie rozprawy pod wzgledem redakecyjnym i jezykowym.

Bardzo dobra orientacja doktorantki w literaturze przedmiotu.

Znakomity catkowity dorobek naukowy doktorantki, obejmujacy facznie osiem znakomitych

publikacji oryginalnych oraz jeden maszynopis wystany do druku.
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