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Recenzja dysertacji dOktOI‘Sklej mgr Anny Lagiewki
pt. Badanie samorzutnych reakcji inwersji chiralnej i peptyzacji wybranych aminokwaséw
wykonanej w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slasklego w Katowicach
pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Kowalskiej

Praca doktorska p. mgr Anny Lagiewki dotyczy optycznie czynnych aminokwaséw
biogennych, posiadajacych wegiel asymetryczny, bedacy centrum chiralnym. Sg to wybrane
aminokwasy:  L-Cysteina,  DL-Cysteina, L-Fenyloalanina, D-Fenyloalanina, L-
Hydroksyprolina, L-Metionina I L-Fenyloglicyna. Badania dotyczg reakcji oscylacyjnych tych
zwiazkow, w gléwnej mierze — oscylacyjnej konwersji chiralnej i peptyzacji. Praca doktorska
p. mgr Anny Lagiewki jest kolejnq dysertacja na temat oscylacyjnej inwersji chiralnej i
oscylacyjnej peptyzacji pod promotorstwem prof. Teresy Kowalskiej, ktora od kilku lat wraz
z zespolem zajmuje si¢ badaniem tego zjawiska w roztworach pochodnych kwaséw
organicznych.

W zwiazku z celem pracy doktorantka w czedci literaturowej dysertacji omawia
aminokwasy: ich nomenklature, budowe, punkt izoelektryczny. W tabeli 1 przedstawia
aminokwasy biatkowe, ich nazwy, wzory, stosowane skréty, mas¢ molowa, punkt
izoelektryczny oraz gtéwne funkcje petnione w organizmach zywych.. Omawia takze podziat
aminokwasow wg réznych kryteri6w. Nastepnie autorka omawia peptydy: ogdlna
charakterystyke, powstawanie, oraz charakter wiazania peptydowego. Kolejny rozdziat jest
poswigcony rozdzieleniu chromatograficznemu enancjomerdéw aminokwaséw. Rozpoczyna
omawianie od =zasad rozdzielania enancjomeréw i przedstawia technike chiralnej
chromatografii cienkowarstwowej, chiralng wysokosprawna chromatografi¢ cieczows z
przedstawieniem chiralnych faz stacjonarnych. Omawia tez dodatki chiralne do fazy

ruchomej. Nastgpny podrozdzial stanowi chiralna chromatografia gazowa a takze zasady



- rozdzialu posredniego i przyklady chiralnych reagentéow stosowanych do derywatyzacji -
enancjomeréw w rozdziale posrednim (w postaci tabeli). Poréwnuje tez metody posrednia i
bezposrednia. Rozdzial 4 czedci literaturowe; poswigcony jest analizie peptydéw technikg
MS: metody jonizacji peptydéw, ustalanie sekwencji aminokwaséw w peptydach i biatkach.

Osobna czgs¢ dysertacji jest pos$wigcona reakcjom oscylacyjnym z uwzglednieniem
- historii ich odkrycia i modeli je opisujacych. Najwazniejszy model — Brukselerator jest
opisany bardziej szczegdétowo. Doktorantka w podrozdziale 5.3 przedstawia kondensacje i
inwersj¢ chiralna, jako procesy oscylacyjne. W procesach tych zespét p. prof. Teresy
Kowalskiej i dr hab. Mieczystawa Sajewicza odegral ogromna — pionierskq role. Badania
zawarte w niniejszej dysertacji wpisuja si¢ W t¢ tematyke.

Ostatni rozdziatl czesci literaturowe;j stanowi oméwienie badan nano- i mikrostruktur,
w ktora organizuja sie peptydy jak: turbidymetria i skaningowa mikroskopia elektronowa
(SEM).

Cel pracy jest ujety w siedmiu podpunktach i dotyczy badania aminokwaséw
biogennych, ktére sa optycznie czynne, pod katem ich zdolnosci do oscylacyjnej konwersji
chiralnej w $rodowisku abiotycznym oraz badania ich samorzutnej kondensacji. Te cele
doktorantka realizowala stosujac chromatografie cienkowarstwows na cienkich warstwach
celulozy z derywatyzacjq ninhydryna jak réwniez z detekcja MS. Stosowano takze
wysokosprawng chromatografic w ukladach RP-18 z wuzyciem eluentéw wodno-
metanolowych i detektora ELSD. Ponadto doktorantka stosowata chromatografie sprzg¢zong z
spektrometrig mas oraz spektrometri¢ mas. Oprocz technik chromatograficznych zastosowane
zostaly skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM), polarymetria, turbidymetria oraz test
biuretowy.

Badaniom zostaty poddane wymienione powyzej aminokwasy w ukfadach jedno- i
dwuskladnikowych. I tak przeprowadzono badania zachowania Jednosktadnikowych
roztwordéw aminokwasow: L-Metioniny, L-Cysteiny, L-Fenyloalaniny oraz
dwusktadnikowych roztworéw aminokwaséw: L-Fenyloalaniny i L-Hydroksyproliny, I-
Cysteiny i Fenyloalaniny oraz L-Cysteiny i L-Fenylo glicyny.

Za pomocg metody TLC z densytometrig i TLC-MS stwierdzono obecnos$é trzech
plamek (pikéw) na chromatogramie po wywolaniu ninhydryng, a mianowicie — gltéwnego
piku L-Metioniny, ale réwniez dwu mniej intensywnych odpowiadajacych D-Metioninie oraz
frakcji  peptydowej. Pasmo D-Metioniny  zanikato, a pasmo  frakeji peptydowej
intensyfikowalo si¢ w czasie 5 godzin przechowywania roztworu. Zjawiska te zostaty

potwierdzone po 5-ciu miesigcach przechowywania roztworu wzorca L-Met, gdzie ponownie



‘stwierdzono obecno$é plamki D-Met, co pozwala na przypuszczenie o nieliniowej inwersji
chiralnej w roztworze. Przypuszczenia potwierdzaja widma mas uzyskane za pomocg TLC-
MS, ktére, pomimo, ze zawieraja szumy, to wyraznie wida¢ w nich piki odpowiadajace
monomerom, a dla plamki zéttej — peptydom. W przypadku L-Met te wstepne obserwacje
byly weryfikowane badaniami polarymetrycznymi. Stwierdzono zmiany skrecalnosci
wiasciwej w ciggu 10 dni od -5 do -9 i fakt, ze zmiany te sg oscylacyjne. W drugim
eksperymencie zmiany rejestrowano w czasie 4 godzin w trybie ciagtym co 1 s i stwierdzono
zmiany warto$ci skrecalnosci wlasciwej od okoto -8 do -7 z trendem w kierunku wzrostu
wartosci czyli racemizacji roztworu. Technika HPLC w ukladach achiralnych z detekcja
ELSD i MS pozwolila na potwierdzenie oscylacyjnej kondensacji w roztworze L-Met. Widaé
to poprzez analiz¢ zmian wysokosci maksimum pikéw odpowiadajacych monomerowi w
czasie kilkudziesigciu godzin. Rzeczywiscie po ok. 12 h i po 53 h pojawiaja sie bardzo
wyrazne piki o nizszym i wyzszym czasie retencji niz monomer, ktére po dalszym
przechowywaniu roztworu zanikajg. Widmo masowe potwierdza obecnosé¢ w widmie pikéw
peptydowych. Dodatkowym dowodem na kondesacje L-Met jest pozytywny test biuretowy
pojawiajacy si¢ po 10 dniach przechowywania roztwory, Takze analiza mikrografii z
mikroskopu elektronowego SEM ukazuje struktury peptydowe w probkach po 5-miesigcznym
przechowywaniu w wodnym roztworze L-Met.

Podobne wnioski wyplywajg z analizy jednoskiadnikowych roztworéw L-Cysteiny,
Takze i w tym przypadku na chromatogramie cienkowarstwowym obecne sg trzy plamki.
Tym razem doktorantka wnioskuje, ze najbardziej intensywny pik pochodzi od frakcji
peptydowej, ktéry jest obecny w $wiezo przygotowanym roztworze a takze po kilku
godzinach i kilkudziesieciu dniach przechowywania roztworu oraz w roztworze racematu D/-
Cysteiny. Na chromatogramach sg tez widoczne plamki odpowiadajace drugiej frakciji
peptydowej. To wlasnie pasmo zostato zweryfikowane za pomocg TLC-MS i potwierdzono,
ze L-Cys i DL-Cys ulegaja procesowi spontanicznej kondensacji, co potwierdzaja widma MS.
Takze i w tym przypadku obserwowano zachowanie retencyjne L-Cysteiny w ciagu kilku
godzin jej przechowywania w roztworze i zaobserwowano  zmniejszenie piku
odpowiadajacego monomerowi w zwiazku z szybka kondensacjq aminokwasu. Takze i w tym
przypadku technika HPLC w ukiadach achiralnych z detekcja ELSD i MS pozwolita na
potwierdzenie oscylacyjnej kondensacji w roztworze L-Cys. Potwierdza to samo
przesledzenie zmian ksztaltu profili chromatograficznych dla L-Cys przechowywanej w 70%
acetonitrylu po uptywie ok. 2, ok 11, ok. 13 i 73 godzin, a takze analiza zmian wysokogci

maksiméw pikéw w czasie ok. 100 h i analiza widm masowych, zmieniajacych sie w czasie,



gdzie po 4 dniach przechowywania pojawiajg sie piki odpowiadajace peptydom. W tym
przypadku takze mikrografie SEM pozwalaja na dostrzezenie nano- i mikrosfer
peptydowych.. Dodatkowo wykonano badania turbidymetryczne  analizujac  stopiefi
zmgtnienia roztworéw DL-Cys w 70% roztworze acetonitmylu, ktére w tym przypadku sg
niewielkie, natomiast s wyrazne w analogicznym roztworze L-Cys w ciagu 4 dni, ktére
oscyluja w przedziale 38,5-43 NTU i zmetnienia zmieniaja si¢ cyklicznie.

Badaniom poddano takze metanolowo-wodny (70%) roztwor L-Fenyloalaniny, D-
Fenyloalaniny i DL-Fenyloalaniny, stosujac RP-HPLC. Stwierdzono zmiany wysokosci
pikéw w czasie 49 godzinnego przechowywania roztworéw, co dowodzi niestabilnosci
strukturalnej i powstawania peptydéw, a amplituda zmian jest wyzsza dla enancjomerow i
zachodzg one poczatkowo w innych poziomach dla enancjomeréw D i L. Wyniki oscylacyjnej
kondensacji potwierdzaja wyniki obserwacji zmetnienia roztworéw w czasie kilkunastu dni,
podobnie wyrazne szczegdlnie dla enancjomerow.

Badania proceséw oscylacyjnych prowadzono takze w roztworach zawierajacych dwa
aminokwasy. Na chromatogramach pojawiaja si¢ dwa piki od poszczegolnych substanciji —
Fenyloalaniny, Hydroksyproliny i produktu kondensacji. Wysokosci pikow Zmieniajg sie w
czasie przechowywania roztworu i zmieniajq sie takze ich czasy retencji. Gdy intensywnogé
sygnatéw aminokwaséw L-Phe i L-Hyp wzrastata, malat pik produktu kondensacji. Swiadczy
to o tym, ze produkt jest heteropeptydem. Zarejestrowany spektrochromatogram wykazuje
maksimum absorpcji w charakterystycznym dla wigzaf peptydowych regionie. Powstanie
heteropeptydu potwierdza eksperyment TLC-MS. W $wiezo przygotowanym roztworze
obecne sa substancje o pikach pseudomolekularnych, natomiast w  roztworze
przechowywanym przez 26 dni procz tych, lecz o zmniejszonej intensywnogci na widmie MS
sq tez piki pochodzace od homo i hetero peptydow.

Powstawanie peptydéw przesledzono analizujagc mikro i nanostruktury homo- i
heteropeptydéw Cysteiny i Fenyloglicyny oraz Fenyloalaniny. Poniewaz struktury peptydow
Cys sa kuliste za$ Phe wiékniste interesujace bylo przesledzenie jaka strukture beda miaty
heteropeptydy ztozone z dwu aminokwaséw, w tym Cysteiny. W tym celu wykorzystano
technik¢ SEM i obserwowano struktury utworzonych peptydéw. Struktury peptydowe
widoczne gotym okiem pojawialy sie w roztworach pojedynczych aminokwaséw po réznym
czasie, dla L-Cys po dwu tygodniach, dla L-Phe po trzech miesigcach, dla L-Phg po jednym
miesigcu przechowywania w roztworach. Cys daje strukturg kulista, Phe tworzy mikrowtékna
peptydowe, za$ Phg  wieloplaszczyznows strukturg.  Natomiast dla  ukladéw

dwusktadnikowych zawsze z obecnoscig Cys stwierdzono, ze struktury peptydowe powstaja



juz po dwu tygodniach i Cys determinuje ksztalt, ktéry staje sie kulisty, lecz kule zbudowane
sq z nieregularnych platkow.

Roztwory L-Cys - L-Phe badano metodq HPLC z detekcja DAD i ELSD po
kilkudziesieciu godzinach przechowywania. Wida¢ na chromatogramach piki odpowiadajace
obu aminokwasom i kwasowi cysteinowemu. Przy zastosowaniu detekcji DAD
zaobserwowano liczne pasma absorpcji w regionie charakterystycznym dla wigzan
peptydowych a takze disulfidowych. Stwierdzono takze zmiany wysokosci pikéw
chromatograficznych w czasie przetrzymywania probki, $wiadczace o powstaniu struktur
peptydowych, odmienne, niz w przypadku roztworéw pojedynczych aminokwaséw.

Roztwory L-Cys - L-Phg badano technikgq HPLC z detekcja ELSD. Po krétkim czasie
przechowywania otrzymano dwa piki aminokwaséw i niewielki pik kwasu cysteinowego. Po
ok. 200 godzinach przechowywania widoczny jest jeden pik — produktu peptyzacii.
Stwierdzono réwniez i w tym przypadku zmiany wysokosci pikéw chromatograficznych w
czasiec 30 h przetrzymywania probki, $wiadczace o powstaniu struktur peptydowych,
odmienne, niz w przypadku roztworéw pojedynczych aminokwaséw. Weryfikacje wnioskéw
z tego faktu ptynacych prowadzono z wykorzystaniem spektrometru mas, ktéra potwierdzila,
ze w wyniku przechowywania roztworéw aminokwaséw powstaja homo- i hetero peptydy
wyjsciowych aminokwaséw i dominacje cysteiny w ich tworzeniu.

Badania turbidymetryczne $ledzace zmetnienie roztwordw par aminokwaséw L-Cys -
L-Phe i L-Cys - L-Phg, ktére charakteryzuje odmienna dynamika zmetnienia — w innym
przedziale i na réznych poziomach, jednak w obu przypadkach te pomiary $wiadczg o
peptyzacji. Peptyzacje potwierdza takze test biuretowy — pozytywny dla obu mieszanin.

Zespot we wspdlpracy z prof. Irvingiem R. Epsteinem z USA opracowat teoretyczny
model samorzutnej kondensacji aminokwaséw biatkowych, ktéry réwniez jest przytoczony w
dysertacji.

Cato$¢ omoéwienia wynikdw koncza wnioski, podsumowujace uzyskane wyniki.

Dysertacja p. mgr Anny Eagiewki zawiera 70 rysunkéw, 13 Tabel i kilka schematéw
reakcji, oparta jest na 186 pozycjach literatury pochodzacej z czasopism o Swiatowym obiegu
z ostatnich lat. Natomiast podkresli¢ nalezy, ze wyniki badan Sa W przewazajacej czesci
opublikowane w dziewigciu publikacjach w czasopismach z listy filadelfijskiej takich jak:
Journal of Liquid Chromatography, Journal of Chromatographic Science (3 publikacje),
Journal of Planar Chromatography, Israel Journal of Chemistry, Reaction Kinetics,
Mechanisms and Catalysis, Acta Chromatographica. Ponadto doktorantka jest autorkg 4

innych publikacji o tematyce niezwigzanej z dysertacja i licznych publikacji konferencyjnych.



| Praca napisana jest klarownie, prawidlowo stylistycznie, co powoduje, ze czyta si¢ ja
dobrze, chociaz tematyka poruszana przez autorke jest trudna. Doktorantka uniknela tez
literéwek i bledéw edytorskich w wiekszosci przypadkéow.

Mam kilka pytan do doktorantki, a mianowicie:

Dlaczego Doktorantka zastosowala rézne powigkszenia przy poréwnaniu mikrografii
ze $wiezo sporzadzonego roztworu Met i po 5 miesiacach jego przechowywania, co utrudnia
a nawet uniemozliwia ich poréwnanie.

Na jakiej podstawie zidentyfikowano srodkowe, najbardziej intensywne pasmo dla
Cysteiny jako peptyd, zwlaszcza, ze na nastepnych stronach przytoczone sg jedynie widma
dla plamki o wyzszym Ry, a tozsamosé tego wilasnie pasma nie jest potwierdzona.

Dlaczego, cho¢ opisane w czesci teoretycznej, nie byly zastosowane uktady chiralne
HPLC.

Z obowigzku recenzenta przytaczam tez kilka zauwazonych niedoktadnoéci i usterek.
Wedlug nowej nomenklatury powinno sie stosowaé nazw: dikarboksylowe zamiast
dwukarboksylowe oraz diamino-monokarboksylowe zamiast dwuamino-monokarboksylowe
(strona 17).

Szczep bakterii to Bacillus macerans a nie Bacillu macerans — str 26

Str. 37 — dwukrotnie uzyto wyrazenia czasteczka protonu, wystarczy proton, jeden proton. ..

Btedy literowe:

Str 11 jest  znacza powinno by¢ Znaczng

Str 17 jest z grupa indolowi powinno by¢ z grupg indolowg

Str 28 jest krzemionkowy powinno byé krzemionkowym

Str 36 jest  matryce powinno by¢ matryce

Str 41 jest  ogniowo powinno byé 0gniwo

Str 63 jest  azotanu (V) cynku  powinno by¢ azotan (V) cynku 2x
jest  octanu miedzi (I) powinno byé octan miedzi (II)

Str70 jest  mikrobiologicznych powinno by¢é mikrobiologicznym

Oczywidcie usterki te i pewne otwarte kwestie, do ktérych mam nadzieje p. mgr Anna
Lagiewka ustosunkuje sie na obronie doktorskiej, nie umniejszajg wartosci pracy, ktéra

catkowicie odpowiada wymogom stawianym dysertacjom doktorskim. Whioskuj¢ zatem do




wysokiej Rady Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego o dopuszczenie p. mgr Anny

Lagiewki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Monika Waksmundzka-Hajnos
Lublin, 2017-05-16
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