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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Beaty Szaty-Mendyk

Rozprawa doktorska mgr Beaty Szaty-Mendyk zatytutowana , Kinetics and mechanisms of peptide
aggregation from molecular dynamics simulations” zostata wykonana pod kierunkiem prof. dra hab.
Andrzeja Molskiego na Wydziale Chemii Uniwersytetu in. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Temat badawczy poruszony w rozprawie dotyczy waznego zjawiska agregacji biatek oraz peptydow i
zwigzane z tym tworzenie sie nierozpuszczalnych fibryli. Agregacja biatek czy ich fragmentow jest
obserwowana w przypadku wielu chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, czy
Parkinsona. W mézgach chorych na Alzheimera zaobserwowano akumulacje nieprawidtowo
sfatdowanych biatek B-amyloidu w tzw. ztogi B-amyloidowe oraz akumulacje biatek tau. W chorobie
Parkinsona obserwuje sie ztogi innego biatka o nazwie alfa-synukleina. Kolejnym znanym przyktadem
jest choroba Huntingtona, w przypadku ktdrej obserwuje sie agregacje koricowych fragmentéw
biatka huntingtyny, zawierajgcych dtugie powtarzajgce sie sekwencje glutamin. Wiadomo, ze po
przekroczeniu progu dtugosci ok. 35-40 glutamin biatka agregujg i wystepujg objawy choroby. Mimo,
ze wtdkna biatkowe majg tez istotng role w prawidtowym funkcjonowaniu komadrek, zwykle kojarzy
sie je z agregatami chorobotwdrczymi bgdz bedgcymi efektem choroby.

Mechanizm agregacji biatek i peptyddw zalezy od wielu czynnikéw i nie zostat w petni poznany. Etapy
agregacji, poprzez tworzenie przejsciowych oligomeréw peptydédw do koricowych fibryli nie sg do
konca wyjasnione. Zwykle doswiadczalnie najtatwiej jest bada¢ koricowe ztogi, a wazine s3 tez
mechanizmy ich formowania, a w szczegdlnosci kinetyka tych proceséw. Wiadomo tez, ze stany
przejSciowe mogg by¢ bardziej toksyczne niz dojrzate fibryle. Majgc te informacje na wzgledzie
autorka rozprawy podjeta prébe wyjasnienia kinetyki formowania sie stanéw przejsciowych i fibryli za
pomocg metod obliczeniowych.

Rozprawa doktorska jest oparta o trzy publikacje, w ktdrych mgr Beata Szata-Mendyk jest pierwszym
autorem, a drugim autorem jest promotor rozprawy. Sg to prace, ktére ukazaty sie w wysoko
notowanych dla dyscypliny nauki chemiczne czasopismach z listy Journal Citation Reports o
wskazniku oddziatywania (tzw. impact factor, IF) miedzy 3 a 5. Praca oznaczona jako P1 i
zatytutowana “Chiral structure fluctuations predicted by a coarse-grained model of peptide
aggregation” zostata opublikowana w czasopismie Soft Matter wydawnictwa Royal Society of
Chemistry w roku 2020 o IF wynoszacym 3.7. Praca P2 zostata opublikowana tez w roku 2020 w
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czasopiSmie Biomolecules wydawnictwa MDPI (IF = 4.7) i jest zatytutowana ,,Clustering and Fibril
Formation during GNNQQNY Aggregation: A Molecular Dynamics Study”. Trzecia praca P3 pod
tytutem “Diverse Aggregation Kinetics Predicted by a Coarse-Grained Peptide Model” ukazata sie w
roku 2021 w Journal of Physical Chemistry B (IF = 3.0).

Autorka przedstawita do oceny rozprawe opartg o powyzsze publikacje. Rozprawa zostata napisana w
jezyku angielskim, zawiera takze streszczenie w jezyku polskim.

W pierwszym rozdziale zatytutowanym , Introduction” Beata Szata-Mendyk opisuje krdotko zjawisko
agregacji biatek i peptyddéw oraz podkresla jego znaczenie biologiczne. Podkresla takze, ze istotne
sg stany przejsciowe przyjmowane przez uktady w czasie oligomeryzacji, gdyz witasnie te stany
przejSciowe, a nie konncowe agregaty, mogg by¢ toksyczne. Autorka podkresla tez, ze kinetyka
tworzenia agregatéw ma duze znaczenie dla ich toksycznosci, a jest trudna do badan
doswiadczalnych. Dodatkowo, zwykle myslimy o negatywnych aspektach agregacji biatek, ale
mogag one by¢ tez pozyteczne, jesli chodzi o funkcje biologiczne. Autorka przedstawia tez modele
kinetyki tworzenia agregatow, oparte na nukleacji oraz bezposredniej asocjacji oligomerdéw. Opisuje
tez pokrétce biatko prionowe drozdzy, o nazwie Sup35, ktérego siedmioaminokwasowy fragment
badata w rozprawie. W dalszej czesci tego podrozdziatu autorka opisuje metode dynamiki
molekularnej, a takze istotnos¢ modeli i pdl sitowych w symulacjach dynamiki molekularne;j.

W rozdziale 2 autorka rozprawy przedstawia cele badawcze. Celem pracy byto scharakteryzowanie
jak agregujg krotkie peptydy, zardwno jaka przyjmuja strukture koricowych agregatow, jak i w jaki
sposéb do tej struktury dochodza. Autorka badata wiec nie tylko aspekt strukturalny, ale
tez kinetyczny. Chciata odpowiedzie¢ na pytania, czy sg jakies ogdlne cechy peptyddw, niezwigzane z
sekwencjg reszt aminokwasowych, ktore sg odpowiedzialne za zdolnos¢ agregacji. Czy za agregacje i
model kinetyczny odpowiada jedynie faicuch peptydowy? Czy kinetyka tego procesu zalezy od
sekwencji peptydu? Pytania badawcze sg dobrze postawione i metody odpowiedzi na nie dobrze
dobrane.

Kolejny rozdziat ,Methodology” jest poswiecony metodom obliczeniowym, w szczegdlnosci modelom
gruboziarnistym, ktdre autorka stosowata w symulacjach dynamiki molekularnej. Pierwszy model to
model jednokulkowy, w ktérym jeden aminokwas stanowi jedno centrum oddziatywania. Parametry
tego modelu zostaty przetestowane i dobrane przez autorke rozprawy. Taki minimalny model zawiera
tylko dwa typy oddziatywan wigzacych (pseudo-wigzanie oraz pseudo-kat jako funkcje harmoniczne)
oraz jeden rodzaj oddziatywania niewigzgcego (reprezentowany przez potencjat Lennarda-Jonesa). W
kolejnej czesci mgr Szata-Mendyk przedstawia protokdt symulacji oraz metody analizy trajektorii
dynamiki molekularnej. Niektére metody nie sg standardowe i wymagaty wprowadzenia wtasnych
miar uktadéw, a takze napisania odpowiednich skryptow.

W rozdziale 3 ,Results” podsumowane sg gtéwne wyniki zawarte w publikacjach, ktdre sg czescig
rozprawy doktorskiej. Dla modelu minimalnego, tzw. jednokulkowego, autorka przetestowata rézne
parametry pola sitowego (w szczegdlnosci gtebokos¢é studni potencjatu Lennarda-Jonesa
odpowiadajgcg za site oddziatywania niewigzgcego oraz statg sitowq kata ptaskiego odpowiadajaca za
sztywnosc fancucha peptydowego), dtugosci peptyddw oraz ich liczbe w pudetku symulacyjnym (czyli
stezenie peptydéw). Model minimalny, jego testy i wyniki zostaty zrecenzowane i opublikowane w



pracach P1 i P3. Autorka otrzymata diagram fazowy w funkcji tych dwdch parametréw pokazujgcy
rejony tworzenia uporzgdkowanych i amorficznych agregatéw. Mimo braku preferencji co do
skretnosci w potencjatach, w pewnych przypadkach autorka z réwnym prawdopodobienstwem
obserwowata skrecenia koncowych struktur zaréwno lewo- jak i prawoskretne. Rézne symulacje
pozwolity tez wskaza¢ i rozréini¢ przyktady agregacji opartej na mechanizmie dotgczania
monomerdw i na mechanizmie zwigzanym z nukleacjg. Okreslita czas tworzenia zarodka agregacji
oraz jego wielkos¢.

Model minimalny nie zawiera parametréw zaleznych od sekwencji peptydu. Natomiast, kolejnym
problemem badawczym autorki byto wyjasnienie jak zamiana koricowej tyrozyny na alanine w
heptapeptydzie z biatka prionowego wptywa na struktury agregatow obserwowane
eksperymentalnie oraz na kinetyke ich formowania. Do tego problemu autorka musiata wiec
zastosowac bardziej szczegétowy model, uwzgledniajacy zalezno$¢ parametréow pola sitowego od
sekwencji. Zastosowata model Bereau-Deserno, ktdry zapewnia zaleznos$¢ wynikéw symulacji od
sekwencji peptydu, gdyz jeden aminokwas jest reprezentowany przez 3 lub 4 pseudo-atomy z innymi
parametrami oddziatywania. Autorka zaobserwowata, ze zaréwno peptyd dziki jak i zmutowany
utworzyty fibryle w symulacjach, ale w pierwszym przypadku byty one regularne, z peptydami
utozonymi rdwnolegle i opartymi na szkielecie uformowanym z koicowych tyrozyn kazdego peptydu.
Dla formy zmutowanej peptydu taki szkielet agregacyjny sie nie tworzyt, cho¢ peptyd tez tworzyt
agregaty.

Rozdziat 4 zatytutowany ,Discussion” podsumowuje dyskusje wynikéw zawartg w publikacjach
autorki rozprawy. Dyskusja uwzglednia wyniki doswiadczalne dla agregujagcych sekwencji
homopeptyddw oraz wczesniejsze symulacje innych grup badawczych.

Rozdziat 5 to podsumowanie. Autorka stworzyta minimalny model jednokulkowy peptydéw, ktoéry
zastosowata do badan kinetyki agregacji tych peptydéw. Model potwierdzit, ze sam tancuch
peptydowy i jego sztywnos$¢ majg istotny wptyw na zdolnos$¢ agregacji peptydéw. Agregacja zachodzi
szybciej dla dituzszych tarncuchéw peptydowych, ale mechanizm agregacji nie zmienia sie. Model
minimalny odpowiada polimerom ztozonym z glicyn, a wiadomo, ze takie homopolimery agreguja.
Autorka zaobserwowata tez, ze peptydy skrecajg swdj faricuch w agregatach mimo braku cztonu
odpowiadajgcego za chiralnosé w polu sitowym. Mimo prostoty, model ten tez odtwarzat jakosciowo
dane doswiadczalne dotyczace kinetyki agregacji, a takze modelu agregacji zaleznego od stezenia
peptydéw w pudetku symulacyjnym. Jednak zastosowanie bardziej szczegétowego modelu pokazato,
ze morfologia agregatéw zalezy od sekwencji. W przypadku, gdy interesuje nas produkt agregacji dla
réznych mutantéw danego peptydu nalezy stosowa¢ modele bardziej szczegétowe.

Ostatnia sekcja rozprawy to Literatura. W tej bibliograficznej czesci autorka odwotuje czytelnika do
79 pozycji, gtdwnie z listy Journal Citation Reports.

Rozprawa jest napisana klarownie, publikacje wchodzagce w jej sktad podlegaty juz ocenie
niezaleznych ekspertéw. Po przeczytaniu rozprawy ciekawa jestem zdania autorki dotyczgcego
nastepujacych zagadnien.



str. 21 zdanie ,,Because the calculations for AA models take o lot of time, AA simulations are limited
to small systems and short time-scales.” To zdanie jest ogdlnikowe jak na rozprawe doktorskg. O
jakich rzedach czasu moéwimy oraz jakich wielkosciach uktadéw? Jakie sg skale czasowe w
doswiadczeniach?

str. 22. zdanie ,,Moreover, simulations at high resolution level give a lot information which can hin-
der understanding of interesting process or system properties” Dlaczego bardziej szczegdtowe
informacje utrudniajg zrozumienie proceséw lub wtasnosci uktadu?

W modelach gruboziarnistych trudno jest méwié¢ o realistycznej skali czasowej symulacji, jaka
zaktadamy w modelach petnoatomowych. Nie mozna wiec bezposrednio poréwnywaé skal
czasowych symulacji petnoatomowych i gruboziarnistych, co sugeruje autorka. Dodatkowo, czy
mozemy w modelach gruboziarnistych skale czasowe symulacji porownywac¢ do doswiadczalnych?
Chetnie poznam opinie autorki na ten temat.

Rys. 1.3 Dla reprezentacji peptydu w modelu MARTINI na tym rysunku widac potgczenia nie tylko
wzdtuz tafcucha gtéwnego, czy od tancucha gtéwnego do reszty aminokwasowej. Czy potgczenia te
odpowiadajg potencjatom natozonym na pseudo-atomy w tym modelu?

str. 26 Krok czasowy stosowany w modelu minimalnym wynosit 25 fs. Skad wynikata ta liczba? Czy
krok czasowy byt testowany, by¢ moze krok czasowy mégtby by¢ dtuzszy?

Model minimalny nie zawierat kierunkowosci oddziatywania, a mimo to autorka obserwowata w
symulacjach lewo- i prawoskretne agregaty. Z czego to mogto wynikac?

str. 44 Autorka napisata, ze jej wyniki potwierdzajg hipoteze, ze wewnetrzna sztywnos¢ taricucha
peptydowego jest odpowiedzialna za wysokg tendencje peptydu do agregowania. Jak to koreluje z
biologicznymi sekwencjami, tj. czy taricuchy polyQ sg sztywne wtasnie? albo polyG?

Mimo, ze rozprawa jest napisana poprawnie jezykowo autorka nie unikneta niestety pewnych
uchybien jezykowych, czy literéwek. Czes¢ z nich wymieniam w ramach roli recenzenta, ale nie
umniejszajg one merytorycznych aspektéw rozprawy i nie utrudniaty zrozumienia.

str. 9 — ostatnia linia, powinno by¢ , klastra”

str. 10 powinno by¢ ,struktury”

W wielu miejscach (np. str. 15, 21) pojawia sie ,molecular dynamic simulations” zamiast ,molecular
dynamics simulations” (rowniez w tytule podrozdziatu 1.2)

str. 18 — ostatnia linia, powinno by¢ ,nucleus”

str. 20 — na dole, powinno by¢ ,These beta-sheets form”

str. 22 — powinno by¢ ,smoothing” oraz ,representations”

str. 24 — Ostatnie stowo “Nevertheless,” powinno by¢ wykreslone.

str. 31 — w réwnaniu 2.10 powinno by¢ chyba oznaczenie Hip a nie H, tak jak w réwnaniu 2.9.
str. 38 — podrozdziat 3.2, powinno by¢ ,,in single sheets”, ,fibrils consist of” oraz “indicating”
str. 48 — powinno by¢ “fibrils do not”



str. 52 — powinno by¢ ,the structural difference is observed” lub “the structural differences are
observed” oraz “oligomers can grow”

Oswiadczenia autorki oraz jednego wspétautora, prof. Andrzeja Molskiego, ktéry jest zarazem
promotorem doktoratu wskazujg, ze udziat doktorantki w tych pracach byt dominujacy. Wspdlnie z
promotorem brata udziat w planowaniu badan, tworzeniu oprogramowania do analizy danych z
symulacji, dyskusji nad wynikami oraz pisaniu manuskryptu publikacji. Doktorantka przeprowadzita i
przeanalizowata prawie wszystkie symulacje. Opracowata i dokonata wizualizacji wynikow. We
wszystkich trzech pracach mgr Beata Szata-Mendyk wystepuje jako autor korespondencyjny; w
dwéch z nich jest autorem korespondencyjnym wspdlnie z promotorem, a w jednej wystepuje jako
wyfaczny autor korespondencyjny. Oprdécz publikacji  wyniki rozprawy byty przez jej
autorke prezentowane na czterech konferencjach.

Jesli chodzi o dorobek naukowy doktorantki to poza trzema pracami bedacymi podstawg rozprawy
doktorskiej, mgr Szata-Mendyk jest wspétautorem jeszcze dwdch prac opublikowanych w roku 2019
w Biophysical Chemistry oraz J. Phys. Chem. Letters. Mgr Szata-Mendyk odbyta w czasie pracy nad
doktoratem kilka stazy za granicg. Dwa z nich, w latach 2017 i 2018, byty w ramach programu
Erasmus+ na Uniwersytecie Padewskim. Trzeci staz odbyta w Niemczech w znanym centrum
badawczym w Juelich.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Beaty Szaty-Mendyk stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza jej wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauk
chemicznych oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska spetnia wiec warunki ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr Beaty Szaty-Mendyk do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto uwazam, ze dorobek mgr Beaty Szaty-Mendyk wykracza poza standardowe wymagania
stawiane doktorantom. Wyniki przedstawione w rozprawie dotyczg trudnego problemu zbadania
mechanizméw i kinetyki agregacji réznych peptyddéw oraz struktur korcowych takich agregatéw. Co
wazne, autorka nie tylko zastosowata metody zaproponowane przez innych badaczy, ale takze
opracowata witasny jednokulkowy minimalny model peptydu i dopasowata jego parametry. Model
ten jakosciowo odtwarzat wyniki doswiadczalne. Praca doktorantki wymagata duzego zaangazowania
i cierpliwosci w przeprowadzaniu oraz analizowaniu wielu symulacji z réznymi parametrami pola
sitowego, roznymi dtugosciami tancucha peptydowego, czy stezeniami peptydow w pudetku
symulacyjnym. Model, ktéry autorka nazwata minimalnym, bedzie mdgt stuzy¢é innym badaczom,
ktorzy chcieliby pozna¢ mechanizmy agregacji takich peptydéw, ktérych agregacja jest
determinowana wtasnosciami tancucha peptydowego. Dodatkowo, mgr Szata-Mendyk napisata
wtasne skrypty i wymyslita nowe deskryptory okreslajagce helikalnos¢ oraz chiralnosé agregujacych
peptydéw. Opracowata tez odpowiednie metody identyfikacji agregatow w trajektoriach ruchu
pochodzacych z symulacji dynamiki molekularnej. Biorgc pod uwage wnikliwe podejscie autorki do
symulacji i ich analiz, ogromny naktad pracy, uzytecznos¢ badan oraz dominujacy wkfad autorki w
publikacje wynikéw badan uwazam, ze praca doktorska mgr Beaty Szaty-Mendyk zastuguje na
wyrdznienie. Wnosze wiec do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.
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