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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Krupy zatytulowane;j

~Oddzialywanie jonéw Cu(II) z biatkami FadA i P1
bakterii Fusobacterium nucleatum”

Przedstawiona do recenzji dysertacja doktorska Pani mgr Katarzyny Krupy wykonana
zostata pod kierunkiem naukowym Pani dr hab. Marii Korabik, Profesora UWr. na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego w Zespole Chemii Biomateriatow. Pragne jednoczesnie
nadmieni¢, ze Doktorantka rozpoczela pracg badawcza nad tematem dysertacji u $p. Pani
Profesor Matgorzaty Jezowskiej-Bojczuk, uznanej specjalistki w dziedzinie chemii
koordynacyjnej, ktéra wiagnie prowadzila na wysokim poziomie naukowym badania nad
oddziatywaniami jonéw metali z peptydami i kwasami nukleinowymi oraz cytotoksycznoscig
komplekséw metali.

Tematyka dysertacji Pani mgr Katarzyny Krupy wpisuje si¢. W nurt najbardziej
aktualnych badan prowadzonych zaréwno przez o$rodki naukowe w kraju, jak i za granica,
gdyz w pracy Doktorantka podjeta si¢ przeprowadzenia badas zmierzajgcych do wyjasnienia
jednego z postulowanych mechanizméw r0zwoju nowotworu jelita grubego. Podjete przez
Doktorantke zadanie jest bardzo trudne j jednoczesnie bardzo wazne, gdyz pozwala wigczyé
si¢ W rozwigzywanie istotnych problemdéw wspotezesnego spoleczenistwa jakim jest proba
pokonania choréb nowotworowych, zaliczanych do choréb cywilizacyjnych, nazywanych
chorobami XXI wieku. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) nowotwory sg
wspélczesnie jedng z najezestszych przyczyn zgondw na S$wiecie, a ostatnie statystyki
wskazuja, ze podobnie jest w Polsce, gdzie nowotwory zlosliwe po chorobach ukladu
krazenia sa drugg najezgdciej  stwierdzang przyczyng zgondéw. Wsréd wielu typow
nowotworéw do bardzo groznych, uwzgledniajge  $miertelnosé, nalezy wilasnie nowotwor

jelita grubego. Ponadto Doktorantka wykazala, ze przeglad literatury dokonany na potrzeby
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pracy dowodzi, ze w promocji tego nowotworu moga byé zaangazowane bakterie
Fusobacterium nucleatum, ktére sa obecne na plytce nazebnej kazdego cztowieka. Postuluje
si¢, Ze W obecnosci tej bakterii, a szczegolnie jej biatek powierzchniowych FadA i Pl
generowane s3 miejscowe stany zapalne jelita grubego. Dodatkowo obserwuje si¢ w tych
miejscach zwigkszony poziom st¢zenia jonéw miedzi(Il), ktére nawet po skoordynowaniu do
biatek powierzchniowych bakterii, w obecnosci egzogennych reduktoréw, moga generowaé
reaktywne formy tlenu (RFT). Przytoczone fakty wskazuja na mozliwosé wystgpienia stanéw
chorobowych w organizmie, w tym proceséw nowotworowych.

W tym kontekscie gtéwny cel badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej
dotyczy: okre§lenia wlasciwosci koordynacyjnych fragmentéw dwéch bialek
powierzchniowych Fusobacterium nucleatum (FadA i P1) wzgledem jonéw miedzi(IT).
Tak sformutowany gtéwny cel pracy wymagat od Doktorantki dodatkowo przeprowadzenia
badan nad:

- okresleniem stalych trwatosci powstajacych komplekséw oraz stechiometrii tworzacych sie
miedziowych kompleks6w w roztworze wodnym,

- wyjasnieniem znaczenia kwasu glutaminowego w procesie koordynacji jonu miedzi(II),

a takze okreslenie jego wplywu na stabilnosé powstajacych komplekséw,

- ustaleniem czy wybrane peptydy oraz ich kompleksy z jonami miedzi(I) sg zdolne do
generowania reaktywnych form tlenu(RFT),

- okresleniem zdolnosci do generowania reaktywnych form tlenu przez calg komorke
bakteryjng Fusobacterium nucleatum,

- sprawdzeniem miejsca powstawania wolnych rodnikéw w przypadku komérki bakteryjnej,

- oOpracowaniem metody pomiaru RFT dla bakterii beztlenowych z wykorzystaniem
odczynnika ABTS

Uwzgledniajac co powyzej, oceniam ze cel pracy zostal przez Autorke dobrze sprecyzowany,
a tok badawczy do jego realizacji precyzyjnie przemyslany i zaprojektowany. Jednoczesnie
zaplanowane badania wskazujg na interdyscyplinarny charakter pracy. Nalezy docenié, ze aby
sprosta¢ temu zadaniu Doktorantka odbyta dwuletni staz naukowy w Instytucie Genetyki i
Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Analizujgc pod wzgledem formalnym przedstawiong do recenzji rozprawe Pani mgr Karoliny
Krupy stwierdzam, ze praca liczy 191 stron, posiada strukture typows dla rozpraw opartych
na badaniach eksperymentalnych i zawiera nastepujace rozdzialy: obszerny wstep, cel pracy,
czg$¢ eksperymentalng, wyniki i dyskusje, podsumowanie oraz bibliografi¢ liczaca

231pozycji. Dodatkowo w czesei koficowej pracy Autorka zamiescita: wykaz stosowanych



skrotéw, spis rysunkéw, spis tabel, spis publikacji i artykuléw naukowych oraz spis
wystapien konferencyjnych. Niestety praca nie zawiera wymaganego streszczenia pracy w
jezyku angielskim natomiast sg zalgczone 3 publikacje, zawierajace czesé opublikowanych

wynik6éw badan uzyskanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej.

Ocena merytoryczna pracy
Cze$¢ literaturowa

Czegs¢ literaturows pracy stanowi obszerny rozdzial zatytulowany “Wstep”, w ktérym
Doktorantka w oparciu o przeglad oryginalnych artykuléw naukowych starala si¢ przedstawié
motywacje, ktérg kierowata si¢ przy wyborze tematyki badawczej zawartej w dysertacji, a
tym samym umotywowaé podjecie w/w celu badan. Czg$¢ wstgpna pracy zostata
zredagowana w oparciu o przeglad 95 pozycji literaturowych i sklada si¢ z 4 gléwnych
podrozdzialéw przedstawiajqcych wiedzg¢ z zakresu czynnikéw warunkujacych proces
nowotworowy w organizmie i jego etapy rozwoju w tym, wyjasnieniem pogladéw na temat
zwigzku pomiedzy powstawaniem nowotworu jelita grubego, a obecna w organizmie kazdego
cztowieka bakteria Fusobacterium nucleatum, oraz zwiezlg charakterystyke tej bakterii i jej
gléwnych bialek powierzchniowych: FadA i Pl wraz 2 podaniem ich sekwencji
aminokwasowej. Drugi podrozdziat dotyczy nakreslenia biologicznej roli miedzi. Kolejny
podrozdzial dotyczy zwigzlej charakterystyki reaktywnych form tlenu i oméwienia ich
najwazniejszych wiasciwosei, oraz ostatni podrozdziat, bardzo istotny w nawigzaniu do
tematu dysertacji, zawiera przeglad najnowszych badah nad oddziatywaniem jonow
miedzi(Il) z peptydami.

Lektura tej czesci dysertacji dowodzi, ze przedstawiona przez Autorke tematyka w sposob
wyczerpujacy wprowadza w zagadnienia zwigzane z planowanymi badaniami oraz
Jjednoczesnie swiadczy o dobrym przygotowaniu Doktorantki od strony teoretycznej do

realizacji czesci do$wiadczalnej pracy.

Czgs¢ eksperymentalna

Analizujgc eksperymenty przeprowadzone w czg$ci doswiadczalnej pracy mozna wyodrebnié
czg$¢ chemiczng i mikrobiologiczna badan.

W czesci chemicznej doktorantka prowadzila obszerne badania nad wiasciwosciami
koordynacyjnymi i oksydacyjnymi wybranych peptydéw. Material badawczy stanowity
fragmenty biatka FadA oraz P1, przy czym Doktorantka do badan wybrata 2 peptydy,
skladniki biatka FadA, ktére w ramach wspélpracy naukowej pozyskata z Uniwersytetu

Gdanskiego, gdzie zostaly zsyntezowane przez zespot prof. Krzysztofa Rolki. Natomiast 9



peptydéow bedacych fragmentami bialka powierzchniowego P1 zakupiono z firmy
KareBayBiochem (USA). Na szczegblne wyrdznienie zashuguje fakt, ze aby zrealizowaé
zakreSlone w dysertacji ambitne i trudne cele Doktorantka wykorzystala caly wachlarz metod
badawczych takich jak miareczkowanie potencjometryczne wraz z wykorzystaniem do
obliczen programéw SUPERQUAD oraz HYPERQUAD, spektroskopie  UV-Vis,
spektroskopie  dychroizmu kotowego(CD), spektroskopi¢  elektronowego  rezonansu
paramagnetycznego(EPR), spektroskopie 'H NMR,"C NMR, spektrometrie mas(MS), oraz
obliczenia DFT.

W czgdei mikrobiologicznej Doktorantka uzupelnita badania nad detekcja wolnych rodnikéw
przez uklady zawierajace szczep bakterii Fusobacterium nucleatum DSM 15643 majgc na
uwadze fakt, ze badania nad peptydami, a wiec fragmentami biatka nie moga w pehni stuzyé
do wyciagnigcia wnioskow dotyczacych wiasciwosci catej komérki bakteryjnej. Materiat
badawczy zostal pozyskany z Niemiec z Instytutu Laibniz. Nalezy podkresli¢, ze badania
mikrobiologiczne Doktorantka wykonata samodzielnie podczas stazu naukowego odbytego w
Zakladzie Mikrobiologii UWr, pod opieka naukowg dr Anny Kedziory i prof. Gabrieli Bulga-
Ploskonskiej. Przy realizacji tej czesci pracy Doktorantka musiala zastosowa¢ dodatkowo
nowe metody badawcze (obok spektroskopii UV-Vis, pomiary luminescencji i elektroforeze
zelowa), ktére postuzyly do: 1) wyznaczenia warto$ci minimalnego st¢zenia hamujgcego
wzrostu bakterii (MIC), ii) okreslenia przezywalnosci bakterii, iii) detekcji wolnych rodnikéw
przy uzyciu metody ABTS.

Wyniki badan, uzyskane przy pomocy powyzej wymienionych metod, Doktorantka
zawarta w rozdziale czwartym zatytwlowanym ,,Wyniki i dyskusja”. Jest to obszerna czesé
pracy gdzie w czterech podrozdziatach przedstawione sg wyniki badar i ich analiza wraz zZ
odniesieniem do danych literaturowych. Autorka przedstawita badania nad: (1) kompleksami
jonéw miedzi(Il) z fragmentami biatka FadA, (2) kompleksamii jonow miedzi(I) z
fragmentami biatka P1z rozréznieniem koordynacji do jonow Cu(II) peptydow zawierajgcych
odpowiednio jedna, dwie i trzy reszty histydylowe w sekwencji aminokwasowej, (3) badania
nad reaktywnoscig komplekséw miedzi(Il) z fragmentami biatka P1, (4) badania
mikrobiologiczne nad detekcjg wolnych rodnikéw w obecnosci catej komorki bakteryjnej
Fusobacterium nucleatum DSM 15643,

Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki wynikajgcych z realizacji badan prowadzonych w
pracy nalezy zaliczyé:
(1) Wyznaczenie przy uzyciu metody potencjometrycznej oraz przy wykorzystaniu w/w
programéw obliczeniowych wartosci skumulowanych (sumarycznych) statych
protonacji i stopniowych statych dysocjacji kwasowych dla 112 i 9) peptydéw



bedacych sktadnikami odpowiednio biatka FadA i Ploraz wyznaczenie sumarycznych
statych trwalosci dla réwnowagowych reakcji koordynacji jonéw miedzi(Il) z
badanymi peptydami w szerokim zakresie pH.

(2) Okreslenie chromoforéw koordynacyjnych wokét jonow Cu(ll) dla kazdego z
badanych peptydéw, przedyskutowanie réznic w sposobie koordynacji badanych
ligandéw z jonem centralnym jak i préby pordwnania i wyjasnienia réznic w trwalosci
powstatych komplekséw.

Uwazam, ze to jest bardzo istotny ale réwniez i najtrudniejszy etap badan
doswiadczalnych, ktéry wymagat od Doktorantki znajomosci i zaangazowania catego
szeregu metod spektroskopowych UV-Vis, CD, EPR, a w przypadku badan procesu
koordynacji fragmentéw biatka FadA réwniez wykonane zostaty badania 'H i °C
NMR, ktére naleza do rzadkodci w przypadku badan komplekséw z
paramagnetycznym centrum metalicznym. Ostateczny werdykt dotyczacy okreslenia
atoméw donorowych i stechiometrii komplekséw Autorka wsparta analizg widm
masowych oraz dla komplekséw Cu(ll) z peptydami bialka FadA, obliczeniami
teoretycznymi DFT.

(3) Przedyskutowanie  zaleznosci pomigdzy sktadem aminokwasowym badanych

peptydow, a typem chromoforu i trwatoscig kompleksow miedzi(IT).

(4) Przeprowadzenie badan: (1) modelowych z udziatem wybranych peptydow biatka P1
oraz ich komplekséw z jonami miedzi(Il) nad procesem generowania reaktywnych
form tlenu w obecnosci nadtlenku wodoru oraz kwasu askorbinowego jako
reduktoréw, ktére wykazaly, ze zaréwno ligandy jak i wigkszo$¢ komplekséw jest
zdolna do generowania rodnika hydroksylowego wylacznie w obecnosci kwasu
askorbinowego, (2) badan mikrobiologicznych na calej komérce bakteryjne;j
Fusobacterium nucleatum DSM 15643 w obecnosci jonow Cu(ll) i H,0, i
udowodnienie, ze bakteria jest zdolna do produkcji rodnikow.

(5) Opracowanie przez Doktorantke procedury pomiaru wolnych rodnikéw metodg ABTS
dla bakterii beztlenowych.

Tym samym, na tym poziomie eksperymentu, Doktorantka potwierdzila, ze obrany w
dysertacji kierunek badan zmierzajacy do wyjasnienia zalozonej $ciezki powstawania
nowotworu jelita grubego miat swoje podstawy, a postawiony cel pracy zostat zrealizowany.

W mojej ocenie wyniki przedstawione w pracy doktorskiej sg bardzo dobrze
udokumentowane w postaci 78 rysunkoéw prezentujacych wykresy i widma, rozklady form
kompleksowych, schematy i wzory strukturalne oraz zestawione w 33 tabelach. Praca jako
catos¢ jest dobrze zredagowana ale Wywigzujgc si¢ z powierzonego obowigzku recenzenta
muszg jednoczesnie zaznaczyé, ze Doktorantce (ak przewaznie kazdemu) nie udalo si¢

unikng¢ w pracy pewnych usterek stylistycznych i edytorskich gléwnie wynikajacych z braku



precyzji w formulowaniu zdan oraz nadmiernym korzystaniu z okre$len z jezyka
angielskiego. Na potwierdzenie przytaczam przyktadowo kilka niescistosci zawartych w
pracy z pros$ba o ustosunkowanie si¢ i wyjasnienie oraz dodatkowo poproszg¢ Doktorantke o
przedyskutowanie pewnych zagadnien zamieszczonych ponizej w trakcie obrony pracy

doktorskiej:

- W pracy czgsto zamiast stosowaé w nazwie duze litery przy pisaniu nazwy Tabela i skrotow
Rys. od Rysunek uzywane sa oznaczenia pisane malg literg (np. na stronach: 12,45, 66,69,
83,84,104,159,160,161)
- ©z¢8¢ uzywanych w pracy okresled moze by¢ niezrozumiata dla czytelnika np.:
»uprotonowana catkowicie czasteczka liganda” , molekuta raportujgca” czy ,,bis-kompleksy
miedzi(Il)” - raczej stosuje sie: czasteczka liganda catkowicie sprotonowana; substancja
bedgca wskaznikiem poziomu np. RFT, kompleksy zawierajace w sferze koordynacyjnej
Cu(II) dwie czasteczki peptydu,
- str. 165, co znaczy stwierdzenie »kompleksy o duzym rozpowszechnieniu w pH—S 5 ?
- str.166, co oznacza ,,oddziatywanie kation-n?

- str. 163, czy mozna na tym etapie badan stwierdzi¢, ze badane fragmenty biatka FadA to
markery nowotworowe?
-str.49 winno byé ,,zastosowanie w tym przypadku wyzszego (a nie niZszego)r stosunku
molowego ” na co wskazuje odniesienie do Rys.11B.
- okreslenie wielkosci pierécieni: pierscien pigcioczlonowy, szesciocztonowy zaréwno chemii

organicznej jak i koordynacyjnej pisze si¢ tgcznie.

Zagadnienia do przedyskutowania podczas obrony:
1. Na podstawie przeprowadzonych badan modelowych w pracy przedyskutowaé, w

ktérym kierunku jest przesunigta réwnowaga pomiedzy dziataniem toksycznym a
ochronnym badanych kompleksow Cu(l) z peptydami biatka P1 i jakie wnioski
mozna wyciagngé z korelacji tych wlasciwosci z wartosciami skumulowanych statych

trwatosci analizowanych komplekséw miedzi(II).

2. W zakonczeniu pracy Autorka stwierdza, ,,ze obrany kierunek badan jest prawidtowy i
stwarza mozliwos¢ dalszych eksperymentéw, ktére pozwolg na wskazanie, ktére z
biatek powierzchniowych jest w najwigkszym stopniu zwigzane z procesem
generowania wolnych rodnikéw”. Prosze o rozwinigcie tematu i wskazanie jakie by

Pani zaproponowata eksperymenty gdyby praca byla przez Panig kontynuowana?



Podsumowujac moja ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Krupy chciatabym
zwroci¢ uwagg, ze Doktorantka podjeta sie realizacji interdyscyplinarnego, bardzo ambitnego
przy czym waznego spotecznie ale réwniez bardzo trudnego tematu. Pragne podkresli¢ bardzo
wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan. Wskazuja one na kompetencje
Doktorantki w zakresie chemii koordynacyjnej, metod badania reakcji rdwnowagowych w
roztworze pomigdzy jonami miedzi(Il) a wielodonorowymi ligandami przy udziale metody
potencjometrycznej oraz bardzo szerokiej gamy metod spektroskopowych. Dodatkowo na
uwage zastuguje otwarto$é Doktorantki w kierunku badan mikrobiologicznych i zdobyte w
tym kierunku do$wiadczenie w czasie dwuletniego stazu w Instytucie Genetyki i
Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Wyniki badan recenzowanej pracy doktorskiej zostaty juz czesciowo opublikowane w trzech
artykulach oryginalnych w czasopismach z bazy JCR: J. Inorg. Biochem., 2018, 189, 69.
(gdzie Doktorantka jest pierwszym wspétautorem) J. Inorg. Biochem., 2019, 201, 110819.
(gdzie Doktorantka jest nie tylko pierwszym wspétautorem ale -r6wniez autorem do
korespondencji). oraz Future Microbiol., 2020, 15, 259. Pani Krupa jest rowniez
wspotautorem publikacji w Metallomics, 2019, 11, 1700. 3, ktora tematyka wykracza poza
rozprawe oraz 3 artykuléw przegladowych opublikowanych w Wiadomogciach Chemicznych
zwigzanych tematycznie z problemami poruszanymi w dysertacji. Dodatkowo Pani mgr
Katarzyna Krupa prezentowata wyniki swoich badaf na 7 konferencjach migdzynarodowych
w kraju i za granica. Nalezy nadmienié, ze nie opublikowane dotychczas wyniki badaf
zostaly przez Doktorantke przygotowane do druku w postaci trzech nowych artykulow
naukowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdzajac wiedze oraz umiejetnosé samodzielnego
prowadzenia badaf naukowych przez Doktorantke, zatem spelnia wymagania stawiane
pracom doktorskim okreslone w art.13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z
dnia 14 marca 2003 r. z pozniejszymi zmianami. Wnosze wiec o dopuszczenie Pani mgr
Katarzyny Krupy do dalszych etap0w przewodu doktorskiego. Ponadto z uwagi na
interdyscyplinarnosé badan, wigczenie si¢ W rozwigzywanie istotnych probleméw
wspolczesnego spoleczenstwa jakim jest proba pokonania choréb nowotworowych, wysokg
wartos¢ merytoryczng uzyskanych wynikéw oraz ich opublikowanie w uznanych

czasopismach, stawiam wniosek o wyréznienie rozprawy.
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