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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Pauliny Katarzyny Walencik
pt: ,,Charakterystyka fizykochemiczna redoks — aktywnych uktadow typu miedz — peptyd.

Implikacje dla wolnorodnikowego mechanizmu kancerogenezy”
wykonanej w Zespole Zastosowan Strukturalnych EPR Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego pod kierunkiem dr hab. Aliny Bienko, prof. UWr i dr. Macieja Witwickiego jako

promotora pomocniczego

Choroby nowotworowe stanowia globalny problem zdrowotny i sa druga, zaraz
po chorobach uktadu krazenia, najczestsza przyczyna zgonéw na S$wiecie, ze wzgledu
na nieskuteczng terapi¢ przeciwnowotworowg, ktéra wynika z atypowe] budowy guzow
nowotworowych oraz wytworzenia przez nie licznych mechanizméw obronnych, takich jak brak
odpowiedzi na reakcje uktadu immunologicznego oraz unikanie $mierci komorki. Dlatego tez,
przy naszej praktycznie bezsilnosci w obliczu tej choroby, wyzwaniem XXI wieku staje si¢
doglebne poznanie mechanizmu kancerogenezy, w ktorych wedtug przestanek literaturowych
nadrzgdng role mogg petnic reakcje rodnikowe z udziatem metaloprotein. Zglebienie wlasnie tej
wiedzy zainspirowalo Doktorantke do podjecia badan, ktérych podstawowym celem byto
okreslenie wptywu trwatosci termodynamicznej oraz struktury komplekséow Cu(Il) i Cu(I) na ich
aktywno$¢ utleniajaco-redukujaca w uktadach biatkowych wytwarzanych przez bakteri¢
z rodzaju Fusobacterium nucleatum, ktoére najprawdopodobniej odpowiedzialne sg za rozwoj
nowotworu jelita grubego. Realizacja powyzszego celu wymagata przede wszystkim wilasciwego

doboru reprezentatywnych fragmentow bialek, a nastgpnie przeprowadzenia skutecznej reakcji ich
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kompleksowania jonami miedzi. W badaniach wykorzystano dziewi¢¢ réznych peptydow
stanowigcych syntetyczne mimetyki aktywnych fragmentow wytwarzanych przez beztlenowa
bakterie z rodzaju Fusobacterium nucleatum. Zastosowane peptydy zawierajace histydylowe
i metionylowe motywy strukturalne typu -H(X)nH- oraz -H(X)nM- (gdzie H, M i X oznaczaja
odpowiednio histydyne, metioning oraz dowolng reszt¢ aminokwasowga), cechowaly si¢ wysokim
powinowactwem wzgl¢dem jondw miedzi. Warto wspomnieé, ze tematyka oddziatywania jonow
metali z biomolekutami od wielu lat byla z powodzeniem realizowana w grupie badawczej
prof. Matgorzaty Jezowskiej-Bojczukt, w ktorej to mgr P. Walencik rozpoczynata swojg przygode
z nauka.

Z formalnego punktu widzenia oceniana rozprawa doktorska zawarta jest na 314 stronach
maszynopisu 1 posiada uktad typowy dla opracowan opartych na eksperymencie: wstgp, wykaz
stosowanych skrotow, cele pracy i strategia ich realizacji, przeglad literaturowy, wyniki badan
i dyskusja (cze$¢ 1, czgsé II), podsumowanie i najwazniejsze osiggnigcia, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, dorobek naukowy, wykaz stosowanych odczynnikdéw, spis tabel i rysunkow,

suplement i literatura.
Ocena merytoryczna pracy

Przeglqgd literaturowy

Przygotowany w oparciu o bogatg bazg literaturowa (213 pozycji literaturowych) bardzo
dobrze wprowadza czytelnika w problematyke realizowang w cz¢séci doswiadczalnej. Opracowanie
to rozpoczyna si¢ od omowienia hipotezy aktywnosci kancerogennej Fusobacterium nucleatum
(Fn), ktora podkresla Scislg zalezno$¢ miedzy aktywnoscig biatek bakteryjnych a wtasciwosciami
prooksydacyjnymi jonoéw miedzi. Konsekwencja tej aktywnosci jest stres oksydacyjny, ktory
najprawdopodobniej odpowiedzialny jest za proces nowotworzenia komoérek $rodblonkowych
jelita grubego. Hipoteza ta jednak nie wyjasnia, w jaki sposob koordynacja jonéw miedzi
do struktur biatkowych determinuje ich prooksydacyjng aktywno$¢. Wydaje sie jednak,
ze zbadanie tego zagadnienia moze okaza¢ si¢ istotne dla zrozumienia i1 zaproponowania
mechanizmu patofizjologii nowotworu jelita grubego.

W dalszej czgsci opracowania Doktorantka uwage czytelnika kieruje najpierw

na bardziej obszerng grupe strukturalnie scharakteryzowanych metaloproteiny Cu(ll),
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w przypadku ktorych grupami inicjujagcymi proces koordynacji z atomem centralnym najczgsciej
jest N-terminalna grupa lub pierscien imidazolowy reszty His, a w wyzszym pH ugrupowania
amidowe. Dalej zaprezentowala znacznie ubozsze dane literaturowe dotyczace peptydowych
potaczen z Cu(l), ktore ograniczajg si¢ tylko do kilku fragmentow peptydowych B-amyloidu,
synukleiny, biatka prionowego PrP oraz N- i C-terminalnych domen transportera Ctrl, w ktorych
kluczowy do tworzenia liniowych kompleksow Cu(I) okazat si¢ motyw strukturalny -H(X)nH-.

W kontekscie realizowanych w ramach rozprawy badan reakcji wolnorodnikowych
i redoks, uktadow metal-peptyd wynikajacych z glownego celu pracy, szczegdlnie wartoSciowy
jest material prezentujacy aktualny stan wiedzy w temacie stanowigcym przedmiot rozprawy
doktorskiej, ktéry dodatkowo wuzasadnienia celowos$ci prowadzonych badan zawartych

w rozprawie doktorskiej.

Czes¢ orvginalna pracy

Przedstawia szeroki material badawczy, slusznie podzielony na dwie czg$ci, stanowigcy
dobra baze do dyskusji i formulowania wnioskow koncowych. Pierwsza cz¢s¢ obejmuje badania
z udziatem silnie ustrukturyzowanego bialka FomA zawierajacego liczne zewnatrzkomodrkowe
petle, z ktorych jedna, okreSlana jako LS, wskazana zostala jako motyw o najwigkszym
powinowactwie do jonéw metali. W oparciu o strukture pierwszo- i drugorzedowg biatka FOmA,
zaprojektowano 4 ligandy peptydowe (Foml, Fom2, Fom3 i Fom4) i zbadano ich oddziatywanie
z jonami Cu(ll), jak i Cu(l). Druga cze$¢ dyskusji wynikow wiasnych dedykowana jest biatku
wykazujagcemu wzgledem limfocytow wlasciwosci apoptyczne 1 posiadajacemu zdolno$¢
do autoprotolizy (Aiml - generujace S$mieré komorkowsg). Rowniez w oparciu o strukturg
pierwszorzedowa biatka Aim1 Doktorantka zaprojektowala reprezentatywne peptydy (P1 i jego
dwie modyfikacje; M1 oraz M2), ktore nastepnie zastosowala do zbadania ich oddziatywan
z jonami Cu(ll) i Cu(l) 1 okreslenia ich aktywnosci utleniajaco-redukujacej
w obecnosci tlenu czasteczkowego Oz i kwasu askorbinowego.

Autorka w badaniach eksperymentalnych zastosowata szeroki wachlarz metod spektroskopowych
(UV-Vis, CD, EPR, NMR) i elektrochemicznych (cv, DPV),
a zaprezentowane wyniki 1 dyskusja wskazuja, ze Doktorantka nie tylko opanowata stosowane

techniki badan i opracowanie otrzymanych danych, ale réwniez potrafi je przeanalizowaé
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i wykorzysta¢ do planowania dalszych badan. Przeprowadzone badania sa obszerne

1 przejrzyscie zaprezentowane z wykorzystaniem 36 tabel i 147 rysunkow.

Do niewatpliwych osiggnie¢ wséréd bogatego materiatu doswiadczalnego prezentowanego w tej

czesci rozprawy doktorskiej na poziomie badan mi¢dzynarodowych nalezy zaliczy¢:

1) nowatorskie zastosowanie peptydowych kompleksow Cu(ll) i Cu(l) do otrzymania
mimetycznych metaloprotein;

2) przedstawienie szerokiej i bardzo merytorycznej dyskusji nad czynnikami determinujgcymi
sposob koordynacji fragmentéow peptydowych do Cu(Il) i Cu(l); termodynamiczng trwato$¢
kompleksow; potencjal redukcji;

3) wnikliwg analize¢ wynikow eksperymentalnych, ktéra znaczgcoO wzbogaca chemig
bionieorganiczng i koordynacyjng o nowa wiedzg;

4) sformutowanie nowatorskiej koncepcji proceséw  wolnorodnikowych ~w  uktadach
biologicznych typu Cu-peptyd, zgodnie z ktorg kwas askorbinowy peini nie tylko funkcje
inicjatora procesu redoks, ale takze generatora form rodnikowych zdolnych do wywotania
uszkodzen oksydacyjnych.

W streszczeniu Autorka stwierdza, ze "Korelacja danych elektrochemicznych,
spektroskopowych i potencjometrycznych pozwolifa zidentyfikowaé, w jaki sposob struktura
kompleksow i obecnos¢ poszczegolnych ugrupowan donorowych wplywa na aktywnosé redoks
miedziowego centrum metalicznego i potencjat redukcji”. Pewnym niedosytem jest brak takiego
podsumowania w opracowaniu rozprawy doktorskiej, dlatego prositabym Doktorantke,
aby w trakcie publicznej obrony zaprezentowata w zwiezly i przejrzysty sposOb korelacje,
o ktorych wspomniata.

Rozprawa jest napisana starannie, a mimo to Autorka nie unikn¢ta w opracowaniu
pewnych drobnych btedow edytorskich 1 potknig¢ jezykowych, np. , dolnopolowe”,;
,,gornopolowe” (przy opisie zmian obserwowanych w NMR - np. roz. 2.1), czy ,, W naturze miedz
wystepuje gtownie w postaci mono- diwalentnej” (s. 35), o ktorych z powinno$ci recenzenta
wspominam. Chcialabym tez zwroci¢ jednak uwage na brak odnosnikéw literaturowych przy
opisach rysunkow. Jesli jaki$ rysunek zapozycza si¢ z dostgpnej literatury, to trzeba go zacytowac.

W konkluzji stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska w nadmiarze spetnia kryteria

stawiane rozprawom doktorskim zawarte w art. 13 Ustawy z dnia 14.03.2003r.
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(Dz. U. 2003 r. numer 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) o tytutach i stopniach naukowych
1 z calym przekonaniem przedktadam wniosek Radzie Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Pauliny K. Walencik do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

/{;{ albomie
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