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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Katarzyny Walencik,
pt. ,,Charakterystyka fizykochemiczna redoks — aktywnych uktadow typu
mied? — peptyd. Implikacje dla wolnorodnikowego mechanizmu
kancerogenezy”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Pauliny Katarzyny Walencik,
wykonana pod kierunkiem dr hab. Aliny Bienko, prof. UWr, wpisuje si¢ w wazny i aktualny
nurt badan z pogranicza chemii koordynacyjnej i biochemii. Inspiracja do podjecia badan
byly doniesienia naukowe dotyczace wlasciwosci kancerogennych wystepujacej powszechnie
W jamie ustnej gram-ujemnej, beztlenowej bakterii Fusobacterium nucleatum (Fn),
posiadajace] na swojej blonie zewnetrznej biatka zdolne do wigzania jonéw metali
przejsciowych, w tym Cu(l), Cu(ll). Dotychczasowe badania wykazaly, ze wzrostowi
populacji tej bakterii w tkankach pacjentow z nowotworem jelita grubego towarzyszy
podwyzszony poziom jonéw miedzi i nasilona generacja form rodnikowych prowadzaca do
stresu oksydacyjnego. Wskazywaé to moze na nadrzedng rolg w procesie nowotworzenia
reakcji rodnikowych wynikajacych z aktywnosci metaloprotein drobnoustroju. Doktadny
mechanizm powstawania raka jelita grubego z udzialem Fr nie zostal jednak jeszcze
doktadnie okreslony.

Gléownym celem badan Doktorantki byla analiza wptywu struktury i trwatosci
termodynamicznej komplekséw Cu(Il) i Cu(l) z ligandami peptydowymi na ich aktywnos¢
redoks. Jako ligandy wykorzystane zostaty fragmenty peptydowe dwoéch réznych typow
bialek, FomA i Aim1, wytwarzanych przez bakteri¢ Fusobacterium nucleatum i mogacych
przyczynia¢ si¢ do wzrostu komoérkowego metabolizmu tlenowego i inicjacji stresu
oksydacyjnego. Sekwencje peptydowe dobierane byly w taki sposéb aby zawieraty
ugrupowania zdolne do koordynacji jondw miedzi na obu stopniach utlenienia, wykazywaly
zroznicowanie strukturalne w kontekscie badan fizykochemicznych oraz elektrochemicznych,
a co najwazniejsze, aby mozliwie jak najlepiej odzwierciedlaly sklad aminokwasowy
i budowe okreslonych domen biatkowych. Przy projektowaniu ligandow peptydowych
Doktorantka uwzgledniata dane strukturalne bialek FomA i Aiml oraz dotychczasowe
doniesienia literaturowe. W szczego6lnosci opierala si¢ na wynikach badan dotyczacych
aktywnosci prooksydacyjnej in vitro komplekséw Cu(ll) z ligandami o krétszej sekwencji
peptydowej (Cu'-Fom3 i Cu"-Fom4), dla ktérych badania in vitro z wykorzystaniem



modelowej linii - komorkowej mysiego raka okreznicy (CT26) wykazaly zdolnosé
peptydowych  kompleksow Cu(ll) do stymulacji wewnatrzkomérkowej produkeji
reaktywnych form tlenu [Dalton Trans., 2018, 47, 5445-5458]. Dla pelniejszego zrozumienia
wplywu struktury kompleksow na aktywno$¢ centrum metalicznego i poznania mechanizmu
konwersji redoks Cu'-peptyd + ¢~ 2 Cu'-peptyd, analizie strukturalnej i elektrochemicznej
poddawane byly zaré6wno kompleksy Cu(Il), jaki i Cu(I). Doktorantka badata réwniez
reaktywnos¢ komplekséw Cu'-Fom wzgledem tlenu czgsteczkowego O, oraz komplekséw
Cu"-Fom wzgledem biologicznego reduktora - kwasu askorbinowego. W przeciwienstwie do
szeroko badanych i opisywanych w literaturze peptydowych komplekséw z jonem Cu(Il),
potaczenia Cu'-peptyd sg rzadko przedmiotem analiz strukturalnych lub elektrochemicznych.
Zagadnienia te bez watpienia sg istotne w kontekscie poznawania mechanizméw
nowotworzenia tkanek przez Fusobacterium nucleatum.

Doktorantka wyznaczyta sobie wyjatkowo ambitne cele, ktdrych realizacja wymagata
zastosowania calej gamy eksperymentalnych metod badawczych, w tym spektroskopii
magnetycznego  rezonansu  jadrowego (z  uwzglednieniem  zarowno  technik
jednowymiarowych 'H NMR, jak i dwuwymiarowych 'H-'"H TOCSY), absorpcyjnej
i emisyjnej spektroskopii UV-Vis, dichroizmu kotowego (CD) i elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR), metody miareczkowania potencjometrycznego, cyklicznej
woltamperometrii (CV) i woltamperometrii pulsowej réznicowej (DPV) oraz miareczkowania
kompetycyjnego z uzyciem niskoczgsteczkowych ligandow chelatujacych jony Cu(Il).
Zastosowane przez Nig metody badawcze dostarczyly cennych informacji o strukturze,
trwatoéci badanych uktadéw, jak réwniez mechanizmie konwersji redoks Cu'-peptyd + ¢ S
Cu'-peptyd. Wybor technik badawczych uwazam za whasciwy i dobrze przemyslany.

Pod wzgledem formalnym powierzona mi do oceny dysertacja ma klasyczny uktad
tresci. Po wstepie, wykazie skrotéw i sformutowaniu celu pracy nastgpuje czgsé literaturowa,
w ktorej Doktorantka omawia kolejno aktywnos$¢ kancerogenng Fusobacterium nucleatum,
chemi¢ koordynacyjng jonow Cu(Ill) i Cu(l), aktywnos$¢ redoks miedzi w procesach
homeostatycznych, aktywno$é redoks miedzi w metaloenzymach i uktadach typu Cu-peptyd,
rolg jonow miedzi w procesach wolnorodnikowych oraz techniki wykorzystywane w analizie
strukturalnej i elektrochemicznej badanych uktadow. Omoéwione w tej czesci zagadnienia, ich
wybor i kolejnos¢, tworza logiczng calosé, stanowige dobrg podstawe do zrozumienia istoty
prowadzonych przez Doktorantke prac badawczych, ich dyskusji oraz interpretacji wynikéw
badan wlasnych. W mojej ocenie jest to kompetentne opracowanie i uwazam je za istotny
element rozprawy. Pani mgr Paulina Walencik wykazata si¢ znajomoscig specjalistycznej
literatury naukowej. W bibliografii, obejmujacej 260 pozycji, zostala uwzgledniona kluczowa
literatura przedmiotu.

Prezentacja i dyskusja badan wlasnych zostata podzielona na dwie zasadnicze czgsci.
Pierwsza z nich dotyczy uktadéw zawierajacych ligandy peptydowe odpowiadajace
zewnatrzkomérkowej petli biatka FomA. Natomiast w drugiej, skladajacej si¢ z dwoch
rozdzialow, Autorka dyskutuje zwiazki Cu(l) i Cu(ll) z peptydami o rdéznych motywach
strukturalnych (odpowiednio -H(X),H- oraz -H(X),M-, gdzie H to histydyna, M-
metionina, X- dowolna reszta aminokwasowa), ktore zaprojektowane zostaly dla biatka Aim1.
Doktorantka argumentuje ten podzial koniecznoscig stosowania odmiennego podejscia
eksperymentalnego dla biatek FomA i Aim1. Przedstawiona przez Autorke argumentacja nie
do konca mnie przekonuje. W rezultacie zastosowania takiego ukladu, nie sposdb byto
unikngé szeregu powtorzen. Przyktadowo, informacja o syntezie i identyfikacji ligandow
(,,.Ligandy peptydowe zsyntetyzowane zostaly na zlecenie przez komercyjng firmg KareBay
Biochem, Inc. Peptydy otrzymane zostaly w postaci soli chlorkowych o certyfikowanych
czystosciach rzedu 98%. Dodatkowo czystos¢ kazdego z peptydow potwierdzana byla na
drodze eksperymentalnej poprzez zastosowanie spektroskopii NMR) pojawia si¢ w pracy
dwukrotnie, na stronie 81 oraz 142. W duzym stopniu pokrywaja si¢ réwniez informacje
dotyczace opiséw eksperymentéw, w szczegdlnosci dotyczace spektroskopii magnetycznego



rezonansu jadrowego, spektroskopii absorpcyjnej UV-Vis, spektroskopii elektronowego
rezonansu paramagnetycznego i miareczkowania z zastosowaniem z niskoczasteczkowych
ligandéw chelatujacych jony Cu(Il). Rozdzialy zatytutowane jako ,,Wnioski”, zamieszone po
kazdej z czesei dotyczacej dyskusji wynikow badan dla uktadéw z motywami strukturalnymi
~H(X),H- oraz -H(X)nM-, maja raczej forme¢ podsumowania/streszczenia. Typowe wnioski
badan wlasnych pojawiajg si¢ dopiero w rozdziale zatytulowanym ,,Podsumowanie
i najwazniejsze osiggniecia”.

Pod wzgledem redakcyjnym rozprawa doktorska przygotowana zostala bardzo

starannie. Jest napisana dobrym jezykiem, a edytorskie usterki sg nieliczne i przypadkowe.
W mojej opinii jednak zamiast okreslenia ekstremum w przypadku dyskusji wynikoéw badan
w zakresie spektroskopii absorpcyjnej UV-Vis lepiej jest stosowaé maksimum. Za niefortunne
uwazam takze sformutowanie: ,Nieréwnomierny i nieliniowy zanik fluorescencji Tyr
zwigzany jest z heterogenicznosciq jej stanow podstawowych”. (strona 154).

Najwigkszym atutem recenzowanej pracy jest bogaty, wartosciowy i nowy material
doswiadczalny. W roli modeli okreslonych motywdw biatkowych Doktorantka wykorzystata
7 ligandow peptydowych (oznaczonych jako Fom1, Fom2, P1, H3A-P1, H11A-P1, M1 i M2),
dla ktérych scharakteryzowala zwigzki miedzi o strukturach imitujacych redoks-aktywne
centra metaloprotein, prowadzgc badania dla uktadow zawierajacych jako centrum metaliczne
zarowno Cu(l) jak i Cu(Il). Dla dwéch krétszych peptydéw Fom3 i Fom4 przeprowadzila
szczegdtowe badania dla ukladow z jonem Cu(l) oraz wykonala analize aktywnosci
elektrochemicznej dla Cu"-Fom3 i Cu"-Fom4, a uzyskane wyniki dyskutowala w odniesieniu
do wynikow badan spektroskopowych dla Cu'“Fom3 i Cu"-Fom4 przedstawionych w pracy
[Dalton Trans., 2018, 47, 5445-5458]. Szkoda jedynie, ze Doktorantka nie zdecydowala si¢
na wykonanie miareczkowania potencjometrycznego dla Cu-Foml i Cu"-Fom2
i przedyskutowania ich w polgczeniu z diagramami dystrybucji dla Cu"-Fom3 i Cu"-Fom4,
zamieszczonymi w wyzej wymienionej publikacji. Nie znalaztam tez wyjasnienia dlaczego
Autorka zrezygnowala z okreSlenia wilasciwosci koordynacyjnych ligandéw peptydowych
H3A-P1 oraz H11A-P1 wzgledem jonu Cu(l) za pomoca spektroskopii NMR. Biorgc pod
uwage, ze polgczenia biatka Aiml z jonami miedzi mogg przyczynia¢ si¢ moga do wzrostu
komorkowego metabolizmu tlenowego i inicjacji stresu oksydacyjnego, oczekiwatabym
rowniez szerszego komentarza odnosnie przewidywanego zachowania uktadow
zawierajacych fragmenty peptydowe biatka Aiml w procesach biochemicznych w oparciu
o wyznaczone dla komplekséw miedzi(Il) wartosci parametrow E;, Chociaz badania
biologiczne nie wchodzily w zakres pracy doktorskiej Pani mgr Pauliny Walencik, to w
kontek$cie uzyskanych wynikéw badan wiasnych Doktorantki, ktére potwierdzily, ze
struktura kompleksu moze mie¢ wplyw na aktywnos$¢ redoks centrum metalicznego oraz
procesy generowania RFT, a krotsze fragmenty peptydowe Fom3 i Fom4 nie spelniajg funkcji
wiarygodnych mimetykéw redoks-aktywnych centrow biatek, jestem ciekawa opinii Autorki
odno$nie wyboru ukladéw do badan skupiajgcych si¢ na analizie skutkéw proceséw
wolnorodnikowych, to znaczy na uszkodzeniach oksydacyjnych biomolekul. Czy w opinii
Autorki stosowanie uktadéw ,,uproszczonych” ma swoje uzasadnienie, czy raczej sklaniataby
sie do wykorzystywania w tych eksperymentach polaczen stanowigcych wiarygodne modele
centrow aktywnych danego biatka. Mam nadziej¢, ze bedzie okazja do krotkiej dyskusji tych
zagadnien w trakcie obrony pracy.

Poziom naukowy recenzowanej rozprawy i osiggniecia Doktorantki oceniam bardzo
wysoko. Zlozono$¢ podjetej w dysertacji problematyki badawczej wymagata od Autorki
korelacji wynikow badan na wielu plaszczyznach. Doktorantka zestawiala ze sobg dane
elektrochemiczne z danymi potencjometrycznymi oraz spektroskopowymi, co w efekcie
pozwolito Jej okresli¢ wptyw struktury komplekséw i koordynacji okreslonych atoméw
donorowych na wilasciwosci redoks centrum metalicznego. Wyniki tych badan sa dobrze
udokumentowane i wnoszg istotny wktad w rozwoj wiedzy z zakresu chemii koordynacyjnej,



bionieorganicznej oraz elektrochemii peptydowych komplekséw miedzi, a zgromadzony tutaj
material znacznie przekracza wymagania stawiane rozprawom doktorskim.

Hipoteza naukowa, zakres prac badawczych oraz opis i dyskusja wynikow badan
dowodza, ze Autorka jest wnikliwym badaczem, ktoéry potrafi planowa¢ 1 realizowaé
eksperymenty, jak réwniez wycigga¢ prawidlowe wnioski. Jestem w pelni przekonana, ze
Doktorantka zdobyla umiejetno$¢ prowadzenia pracy naukowej, co jest warunkiem
koniecznym przy ubieganiu si¢ o stopien naukowy doktora.

Dojrzatos¢ naukowa Doktorantki potwierdza takze Jej aktywno$¢ w  zakresie
prezentacji i popularyzacji wynikow badan wiasnych, jak réwniez umiej¢tnos$¢ pozyskiwania
funduszy na realizacje badan. Pani mgr Pauliny Walencik jest wspolautorka czterech
publikacji w renomowanych czasopismach z =zakresu chemii koordynacyjnej
i bionieorganicznej oraz dwoch artykulow w czasopismach spoza listy filadelfijskiej. Jej
dorobek naukowy uzupelniajg cztery prezentacje posterowe i cztery komunikaty ustne
przedstawiane/ wygloszone na konferencjach miedzynarodowych. Z zalaczonych materiatéw
wynika rdéwniez, Zze trzy kolejne prace, bezposrednio zwigzane z tematyka rozprawy
doktorskiej zostaty wystane do redakcji czasopism. Pani mgr Paulina Walencik kierowata
dwoma projektami badawczymi z dotacji celowej z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego oraz odbyla dwa naukowe staze zagraniczne w ramach programoéw ERASMUS+
oraz IRSES.

W podsumowaniu pragng jeszcze raz podkresli¢, ze Autorka podjeta wazny problem
badawczy, rozprawa zawiera nowy i wartosciowy material eksperymentalny. Doktorantka
w sposob wihasciwy dobrala metody badawcze i przedstawita prawidtowa interpretacje
wynikéw swoich badan, wykazujac si¢ duzg wiedzg i umiejetnosciami w obszarze badan
i stosowanych technik badawczych. Przeprowadzone analizy pozwolily Autorce
zidentyfikowaé szereg czynnikéw strukturalnych, ktére decyduja o mechanizmie konwersji
redoks Cu'-peptyd + ¢~ 2 Cu'-peptyd. Wyniki badan Doktorantki znaczaco poszerzyty stan
wiedzy w zakresie chemii koordynacyjnej, bionieorganicznej oraz elektrochemii
peptydowych komplekséw Cu(l) i Cu(Il). Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa
doktorska pt. ,,Charakterystyka fizykochemiczna redoks — aktywnych uktadow typu miedz —
peptyd. Implikacje dla wolnorodnikowego mechanizmu kancerogenezy” autorstwa Pani mgr
Pauliny Walencik spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim okreslone w artykule 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach w
zakresie sztuki” (Dz. U. nr. 65 poz. 595 wraz z pbézniejszymi zmianami), a takze
rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegdlowego trybu
przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskim i habilitacyjnym oraz w postgpowaniu
o nadanie tytulu profesora z dnia 15 stycznia 2004 roku (Dz.U. nr 15 poz. 128 wraz z
p6Zniejszymi zmianami). Z prawdziwg przyjemnoscig wnioskuje o dopuszczenie mgr Pauliny
Walencik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i wnosz¢ o wyrdznienie pracy.
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Uzasadnienie wniosku o wyréznienie rozprawy doktorskiej pt. ,,Charakterystyka
fizykochemiczna redoks — aktywnych ukladéw typu miedz — peptyd. Implikacje dla
wolnorodnikowego mechanizmu kancerogenezy”, przedstawionej przez mgr Pauling
Katarzyn¢ Walencik

Pani mgr Paulina Walencik podjela sie realizacji trudnych i ztozonych problemoéw, a Jej prace
badawcze wpisuja sic w wazny i aktualny nurt badan z pogranicza chemii koordynacyjnej
i biochemii. Ztozono$¢ podjetej w dysertacji problematyki badawczej wymagata od Autorki
zastosowania szeregu eksperymentalnych metod badawczych, a nastepnie korelacji wynikow
badan na wielu plaszczyznach. Doktorantka zestawiata ze soba dane elektrochemiczne
z danymi potencjometrycznymi oraz spektroskopowymi, co w efekcie pozwolilo Jej
zidentyfikowaé szereg czynnikéw strukturalnych, ktore decyduja o mechanizmie konwersji
redoks Cu'-peptyd + ¢~ 2 Cu'-peptyd. Wyniki tych badan wnosza istotny wklad w rozwdj
wiedzy z zakresu chemii koordynacyjnej, bionieorganicznej oraz elektrochemii peptydowych
komplekséw miedzi, a zgromadzony materiat znacznie przekracza wymagania stawiane
rozprawom doktorskim.

Lektura rozprawy przekonuje, ze Doktorantka posiada duza wiedz¢ i umiejgtnosci z zakresu
fizykochemii zwigzkéw koordynacyjnych oraz cechuje si¢ duza wnikliwoscia w interpretacji
wynikow, a to wszystko razem potwierdza Jej dojrzato$¢ naukowa. Na podkreslenie zastuguje
réwniez aktywno$é Autorki w zakresie prezentacji i popularyzacji wynikéw badan whasnych,
jak réwniez umiejetno$¢é pozyskiwania funduszy na realizacje badan. Pani mgr Paulina
Walencik jest wspotautorkg czterech publikacji w renomowanych czasopismach z zakresu
chemii koordynacyijnej i bionieorganicznej oraz dwoch artykuléw w czasopismach spoza listy
filadelfijskiej. Jej dorobek naukowy uzupelniajg cztery prezentacje posterowe i cztery
komunikaty ustne przedstawiane/ wygloszone na konferencjach migdzynarodowych.
Z zalaczonych materiatébw wynika réwniez, ze trzy kolejne prace, bezposrednio zwigzane
z tematyka rozprawy doktorskiej zostaly wyslane do redakcji czasopism. Pani mgr Paulina
Walencik kierowala takze dwoma projektami badawczymi z dotacji celowej z Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz odbyla dwa naukowe staze zagraniczne w ramach
programéw ERASMUS+ oraz IRSES.

Oceniajac bardzo wysoko poziom badan naukowych przedstawionych w rozprawie oraz
wiedze, umiejetnosci i zaangazowanie Doktorantki sktadam wniosek do Rady Wydziatlu
Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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