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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Fulczyk zatytutowanej: ,Badanie
wplywu ciezkiej wody na reakcje samorzutnej peptyzacji wybranych o-aminokwaséw
o0 znaczeniu biologicznym”, przedstawionej Radzie Naukowej Instytutu Chemii

Uniwersytetu Slagskiego w Katowicach.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Fulczyk zostata
przygotowana w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego pod kierunkiem Pana dr hab.

Mieczystawa Sajewicza, profesora US.

Biorac pod uwage strukture wyzej wspomniana rozprawa zostata przygotowana w formie
109- stronicowej dysertacji podzielonej na 3 gléwne czesci. Pierwsza z nich, teoretyczna,
kolejna to metodyka badan potfaczona z czescig badawczg, ostatnia zawiera uzyskane wyniki i
ich dyskusje. Catos¢ uzupetnia pismiennictwo, wykaz stosowanych skrétéw oraz odbitki

opublikowanych prac stanowigcych cykl badawczy zwigzany z dysertacja (7).

Tematem przewodnim rozprawy sg reakcje i procesy oscylacyjne. Odbiegajg one od ogodlnie
przyjetych regut reakcji chemicznych, a dotycza uktadéw nieréwnowagowych, dla ktérych
pojawiajg sie fluktuacje posrednich produktéw reakcji. Obserwowane procesy

charakteryzuje sposéb zachowania sie materii nieozywionej przypisany zywym organizmom,
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prowadzacy do samoorganizacji uktadu i powstawania nowych struktur. Niektérzy badacze
twierdzg, ze reakcje te mogg stanowi¢ wyttumaczenie powstania i funkcjonowania zycia na
Ziemi. Sg one réwniez obiektem zainteresowania Promotora i to zapewne zaowocowalo

tematem ocenianej pracy doktorskiej.

CzesC teoretyczna manuskryptu dotyczy kilku zagadnien. Przedstawiono jest w niej
charakterystyke fizykochemiczng oraz funkcje biologiczne wybranych L-aminokwaséw
(cysteiny, metioniny, proliny, hydroksyproliny, alaniny, histydyny), ktéra ttumaczy wybor

tychze aminokwaséw do przysztych badan.

Kolejne zagadnienie omoéwione w czesci teoretycznej dysertacji obejmuje reakcje i procesy
oscylacyjne. W tym podrozdziale szerzej zaprezentowano typy reakcji i proceséw
oscylacyjnych (miedzy innymi popularne reakcje Biefousowa-ZabotyAskiego czy Briggsa-
Rauschera), jak i przyktadowe oscylacje w uktadach homo- lub heterogenicznych. Dodatkowo
przedstawiono labilnos¢ reakcji inwersji chiralnych kwaséw karboksylowych oraz
polikondensacji i peptyzacji aminokwasdw. Zaprezentowano réwniez wybrane sposoby
oszacowania zachodzenia oscylacji z wykorzystaniem technik chromatograficznych. Na
podstawie danych literaturowych opisano model procesu oscylacyjnej oligomeryzacji kwasu
mlekowego. Przedstawiono réwniez badania zwigzane z dynamikg dlugookresowe;j
peptyzacji mieszaniny L-proliny i L-fenyloalaniny, podczas ktérej zaobserwowano

ewoluowanie (przechodzenie) uktadéw homogenicznych w heterogeniczne i odwrotnie.

Kolejny rozdziat poswiecono charakterystyce ciezkiej wody. Przedstawiono w nim
wtasciwosci fizykochemiczne, otrzymywanie, zastosowanie oraz wptywowi na organizmy

zywe tego zwigzku.

Kazdy z opisanych wczedniej podrozdziatdw teoretycznych przedstawiony jest w rozprawie

jako osobna cze$¢ z wiasnymi pozycjami literaturowymi.

Tresci opisane w czedci teoretycznej, a dotyczace przyktadéw proceséw samorzutnej
peptyzacji zachodzacej podczas przechowywania aminokwaséw z utworzeniem uktadéw
homo - i heterogenicznych zostaly szerzej wykorzystane w czeéci doéwiadczalnej. Do
zbadania kazdego z wyzej wspomnianych proceséw zastosowano szereg technik

analitycznych. Monomery aminokwasdéw i uktady homogeniczne zbadano z wykorzystaniem




chromatografii cieczowej potaczonej z kilkoma sposobami detekcji (ELSD, DAD lub
spektrometrig mas). Natomiast mikro i nanostruktury peptydowe tworzace sie jako
precypitat okreslono z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej. Kolejng
technike badawcza, turbidymetrie, wykorzystano do jakosciowego zbadania proceséw
samorzutnej peptyzacji, do ktdérej dochodzi podczas przechowywania wodno-organicznych

roztworow pojedynczych aminokwaséw.

Wyzej wspomniany proces, obserwowany podczas przechowywania roztwordw wybranych
aminokwasow, zostat zbadany poprzez cykliczne pomiary zmian wysokosci pasm
chromatografowanych wybranych zwigzkéw technikami achiralnej HPLC pofaczonej
z detekcjg ELSD lub DAD. Uzyskane wyniki w celu potwierdzenia okresowosci zmian zostaty
poddane transformacji Fouriera. Sposrdd badanych monomerdw aminokwaséw zauwazono,
ze zmiany wysokosci pasm L-cysteiny i L- proliny charakter okresowy z pikiem powtarzajgcym
sie co odpowiednio okofo 24 godziny i 20,8 godziny przechowywania (HPLC z detekcjg ELSD).
Poréwnujac procesy samorzutnej peptyzacji L-proliny i L- hydroksyproliny mozna zauwazyg,
ze ten ostatni aminokwas nie wykazuje oscylacyjnych zmian stezenia podczas

przechowywania, co jest wyttumaczone hamujgcym wptywem grupy hydroksylowej.

Natomiast badania roztworéw monomerdw L-metioniny wykazaty, ze jej stezenie ulegato
zmianom podczas przechowywania, co wykazano podczas chromatograficznych badan
zaleznosci wysokosci jej piku w funkcji czasu przechowywania. Niestety tym zmianom nie

udafo sie przypisac¢ okresowosci w badanym przedziale czasowym.

Technike HPLC z detekcjg DAD zastosowano do okreslenia wptywu czasu przechowywania
proébek monomerycznych L-alaniny i L-histydyny na zmiany ich zawartoici w probkach
(oznaczone przez zmiany wysokosci pasma badanych zwigzkéw). Dokfadniejsze badania
z wykorzystaniem transformacji Fourierowskiej dowiodty, ze w przypadku L-alaniny mamy do
czynienia poczatkowo z dwoma oscylacjami wystepujacymi przez okoto 10 godzin, ktére
ulegajg samorzutnemu ttumieniu. Natomiast w przypadku do$wiadczern dotyczacych
roztworéw monomerycznych L-histydyny zaobserwowano zmniejszanie sie zawartosci
monomerdw w prébce podczas przechowywania, jednak proces ten nie miat charakteru

cyklicznego.




We wszystkich przeprowadzonych badaniach zauwazono, ze rozpuszczenie monomerow
aminokwaséw tylko w ciezkiej wodzie i przechowywanie przez pewien czas nie skutkuje
procesem samorzutnej peptyzacji. Ta obserwacja zaowocowata dalszymi badaniami
zwigzanymi z okresleniem wplywu zawartosci ciezkiej wody w roztworach badanych
monomerow aminokwaséw na proces samorzutnej peptyzacji. W poczgtkowym etapie
badan  przeprowadzono samorzutng peptyzacje aminokwaséw w  roztworach
niezawierajacych ciezkiej wody i scharakteryzowano otrzymane rozpuszczalne monomery
i peptydy z wykorzystaniem widm masowych. Stanowily one materiat poréwnawczy dla
uktadéw ze zmienng zawartoscia ciezkiej wody. Przeprowadzone eksperymenty dowiodty, ze
wplyw stezenia ciezkiej wody w prébce aminokwasu na jego samorzutng peptyzacje jest

odmienny dla cysteiny, proliny i alaniny.

Struktury wytragconych peptyddéw wytworzonych podczas samorzutnej peptyzacji badanych
aminokwaséw (uktady heterogeniczne) zbadano z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej. Zauwazono, ze kazdy z aminokwaséw charakteryzuje sie innymi profilami
zdjeciowymi, a obecnos¢ ciezkiej wody ma wptyw na wielkos$¢ i rozpuszczalno$é agregatow
peptydowych tworzacych sie podczas przechowywania. Zwiekszanie stezenia ciezkiej wody
w roztworach aminokwaséw owocowato stopniowym hamowaniem procesu peptyzacji oraz

tworzeniem mniejszych i bardziej rozpuszczalnych struktur.

Do jakosciowego okreélenia samoorganizacji aminokwaséw w peptydy podczas
przechowywania wykorzystano pomiary turbidymetryczne. Podczas badan zaobserwowano,
ze samorzutna peptyzacja powodujgca zmetnienie roztworu L-cysteiny, L- metioniny i L-
proliny charakteryzuje sie opdinieniem czasowym, na ktére ma wptyw zwiekszanie

zawartosci ciezkiej wody.

Biorgc pod uwage ogoiny wyglad rozprawa jest przygotowana dosy¢ starannie, tabele,
rysunki znajdujace sie na manuskrypcie sg czytelne. Niestety zdarzajg sie w niej bfedy oraz

usterki, o nich ponizej:

Strona 9 - sformutowanie: ,cztery formy wystepowania biatka” jest niepoprawne.
Z kontekstu zdania wynika, ze chodzi o 4 struktury zwigzane z budowg biatka (struktury

pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowe).




Opisane na stronach 16 i 17/ aminokwasy (L-alanina i L-histydyna) wywodzg sie od tego
samego kwasu propanowego, ale ich nazwy chemiczne sg inne. Tak wiec L- alanina
przedstawiona jest jako to kwas L-a-aminopropionowy. Natomiast L- histydyna opisana jest
jako kwas a-amino-p-imidazo-y-ilo propanowy. Ktéry sposéb nazwania aminokwasow jest

poprawny?

W réwnaniach reakcji 1 i 2 przedstawionych na stronie 25, elektrony (e) sg przedstawione

w indeksie gornym. W miejscu powinien by¢ wytacznie tadunek.
W réwnaniu 4 na stronie 26 w zapisie jest brak tadunku dla jonu dichromianowego.

Reakcja utleniania w réwnaniu 12 na stronie 28 dotyczy jonéw jodkowych, I, a nie tak, jak

opisano we wczesniejszym fragmencie tekstu I,
W réwnaniu 85 na stronie 33 brak jest plusa po stronie produktow.

Strona 34, Tabela 7 nie zawiera prawidtowego rozliczenia rownan reakcjach 1, 2, 5-9, 11-15

dia kolumny z lewej strony.

Strona 49, Tabela 9, powinna zawiera¢ jednostki zgodne z obowiazujgcym uktadem SI,
czyli ki/mol, a nie kcal/mol w przypadku funkcji termodynamicznych, napiecie

powierzchniowe powinno by¢ wyrazone w mN/m, a nie w dyn/cm.

Opisane powyzej pomyfki (usterki) wynikaja z nie doé¢ wnikliwej uwagi podczas sprawdzania

gotowego manuskryptu, ale nie maja istotnego wplywu na wartos¢ pracy.

Po przeczytaniu pracy doktorskiej nasuwajq sie nastepujace pytania:

Jaka byta przyczyna zastosowania tylko L-aminokwaséw do zbadania reakcji oscylacji?
Czy takie reakcje sg mozliwe dla D-aminockwasow?

Z jakiego powodu wybrano wysoko$¢ pasma (piku) chromatografowanej substancji jako

miare zmiennosci wykorzystang podczas okreslania oscylacji?

Czy zastosowanie do tego celu pola powierzchni pasma powodowatoby problemy

interpretacyjne?

Podsumowujac, mozna potwierdzi¢ istotng role Pani Agnieszki Fulczyk w badaniach

odnotowana poprzez kolejnos¢ w porzadku nazwisk autordow we wszystkich artykutach
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stanowigcych podstawe ocenianej pracy doktorskiej (Pani Agnieszka jest pierwszym
autorem). Naukowg doniosto$¢ wybranego tematu dokumentujg czasopisma, w ktérych te
prace zostaty opublikowane, nalezgce do Journal Citation Reports (tzw. listy filadelfijskiej),

ich sumaryczny wspétczynnik oddziatywania, IF, wynosi ponad 16,5.

Biorgc pod uwage powyzej wspomniane, mozna stwierdzi¢, ze doktorska Pani mgr inz.
Agnieszka Fulczyk, spetnita wymagania przedstawione w Ustawie o Tytule Naukowym
i Stopniach Naukowych (Dz. U. z 2003r, nr 65 poz. 595 wraz z pdzniejszymi zmianami).
Wnosze zatem do Woysokiej Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Instytutu Chemii

w Katowicach o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dodatkowo z uwagi na liczbe technik analitycznych wykorzystanych podczas realizacji
doswiadczen, wspotprace miedzynarodowg oraz wysoki wspotczynnik oddziatywania prac
zwigzanych z cyklem doktorskim wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych

Instytutu Chemii o wyréznienie rozprawy.

beoto Tolada



