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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Krupy pt.

» Oddzialywanie jonéw Cu(Il) z biatkami FadA i P1 bakterii F. usobacterium

nucleatum”

Tematyka rozprawy doktorskiej obejmuje ocene i charakterystyke wlasciwosci
koordynacyjnych dwéch fragmentéw biatka FadA oraz dziewigciu fragmentéw biatka P1

bakterii Fusobacterium nucleatum wobec jonéw miedzi(II).

Cele badan prowadzonych w ramach tej dysertacji byly nastepujace:

okreslenie  wlasciwosci koordynacyjnych  fragmentéw  dwoéch  biatek
powierzchniowych Fusobacterium nucleatum (FadA i P1) wzgledem jonow miedzi(II).

wyznaczenie  stalych trwatosci powstajacych komplekséw oraz stechiometrii
tworzacych si¢ miedziowych komplekséw w roztworze wodnym. i

wyjasnienie znaczenia kwasu glutaminowego w procesie koordynacji jonu miedzi(II),
a takze okreslenie jego wplywu na stabilno$é powstajacych kompleksow.

ustalenie czy cala komoérka bakteryjna Fusobacterium nucleatum ma zdolno$é do

generowania reaktywnych form tlenu (RFT).

Autorka rozprawy w swoich badaniach zastosowala szereg metod spektroskopowych
takich jak: UV-Vis, CD, EPR, a takze NMR. Ponadto, wykorzystala obliczenia teoretyczne
(DFT) ktére potwierdzity zaproponowane modele koordynacyjne dla kompleksow

z fragmentami biatka FadA.



Pani mgr Katarzyna Krupa przeprowadzita miareczkowanie potencjometryczne
w funkcji pH roztworu w celu okreslenie stechiometrii i wyznaczenia statych trwalosci
powstajacych komplekséw miedzi w roztworze wodnym.

Autorka wykorzystala programy SUPERQUAD oraz HYPERQUAD do wyliczenia
sumarycznych statych trwatosci (logB) zaréwno ligandéw i ich kompleksow z jonami
miedzi(TI).

Doktorantka potwierdzila stechiometri¢ powstajgcych komplekséw technika
spektrometrii mas (MS).

Autorka wykazata, ze badane peptydowe ligandy zdolne sg do tworzenia z jonem
miedzi(Il) w roztworze wodnym zaréwno kompleksow monojgdrowych (o stosunku
molowym metalu do liganda 1:1 oraz 1:2) jak i polijgdrowych.

Pani mgr Matgorzata Krupa obliczyta wartosci logK*, co umozliwito Jej poréwnanie
sity oddziatywania pomiedzy poszczegdlnymi kompleksami o tym samym sposobie wigzania

jonu miedzi(II).

Zgodnie z zatozeniami podjetych badaf bardzo wazne byto zbadanie czy wybrane
ligandy peptydowe i ich kompleksy z jonami miedzi(Il) wykazuja zdolnosé generowania
reaktywnych form tlenu (RFT). Do detekcji RFT Autorka rozprawy zastosowala metody
spektroskopowe (UV-Vis i luminescencjg) wraz z odpowiednio selektywnymi zwigzkami
bedacymi molekutami raportujgcymi. Doktorantka dla wybranych zwigzkéw zastosowata
technike poziomej elektroforezy zelowej ktéra umozliwita Jej nie tylko identyfikacje

powstajacych rodnikéw ale rowniez oceng uszkodzen plazmidowego DNA.

Bardzo wazny etap badan prowadzonych w ramach tej dysertacji obejmowal
okreslenie zdolnosci przez cala komorke bakteryina Fusobacterium nucleatum, do
generowania RFT a takze wykazanie czy wolne rodniki powstaja na zewnatrz czy wewnagtrz

komorki bakteryjne;.

Praca doktorska zostata opublikowana w trzech artykutach w bardzo dobrych
czasopismach J. Inorg. Biochem. (2018, 201 9) i Future Microbiol., (2020) z listy JCR. Na
podkreslenie zastuguje fakt, z¢ w dwéch publikacjach (J. Inorg. Biochem.) Pani mgr
Katarzyna Krupa jest pierwszym autorem a w jednej z nich (2019) autorem

korespondencyjnym.



Pani mgr Katarzyna Krupa prezentowata wyniki swoich badan w trakcie siedmiu
konferencji (w kraju - pie¢ konferencji i za granicg dwie konferencje). Na trzech Autorka
przedstawiata wyniki w formie prezentacji ustnej, a na czterech konferencjach w formie
plakatéw. Jako pierwszy autor na pieciu konferencjach. Jest to bardzo dobry dorobek
naukowy.

Badania mikrobiologiczne zostaly wykonane we wspbtpracy z dr Anng Kedzior oraz
dr hab. Gabriela Bugla-Ploskofiska, prof. UWr. z Instytutu Genetyki i Mikrobiologii
Uniwersytetu Wroctawskiego. Wyniki prezentowane w rozprawie doktorskiej wykonane
zastaly samodzielnie w ramach stazu naukowego, w zakladzie Mikrobiologii Uniwersytetu
Wroctawskiego. Nalezy w tym miejscu podkredlié fakt samodzielnego przeprowadzenia

badan przez Autorke rozprawy.

Czg$¢ badan prowadzonych w ramach dysertacji “Oddziatywanie jonéw Cudl) z
biatkami FadA i PI bakterii Fusobacterium nucleatum” zrealizowano w ramach grantu
naukowego Narodowego Centrum Nauki grant 2014/13/B/ST5/04359. Kierownikiem
Projektu byta Pani Prof. dr hab. Matgosia Jezowska — Bojczuk.

Wstep pracy jest napisany w sposéb precyzyjny i logiczny, a cel podjetych badaf
dobrze uzasadniony. Dyskusja wynikéw dowodzi duzej dojrzatosci naukowej. Rozprawa jest
przygotowana niezwykle staranie pod wzgledem edytorskim. Zawarty w niej zostal bardzo

szeroki i kompetentny przeglad aktualnej literatury naukowe;.

Dysertacje¢ konczy podsumowanie w ktérym Autorka stwierdza ze przeprowadzone
badania na calej komérce bakteryjnej Fusobacterium nucleatum pozwolily zweryfikowaé
hipotezg, o mozliwosci generowania RFT przez bakterie. Doktorantka udowodnila, ze
w obecnosci jonéw miedzi(I), a takze nadtlenku wodoru, ktéry pelni role reduktora,
Fusobacterium nucleatum jest zdolne do generowania wolnych rodnikéw. Autorka
stwierdzita, ze wolne rodniki powstaja na zewnatrz komorki bakteryjnej, co potwierdza teze

0 zaangazowaniu biatek powierzchniowych w proces powstawania rodnikéw.

Wyniki badan wskazujg jednoznacznie, ze bakteria F. nucleatum w obecnosci Cu?*

i H202 jest zdolna do wytwarzania wolnych rodnikéw. Reaktywne formy tlenu wytwarzane sg



gléwnie poza komorka bakteryjna. Wynik ten sugeruje, ze biatka blony zewngtrznej mogg

braé¢ udziat w procesie utleniania.

Przedstawione wyniki sg istotne dla rozwoju chemii bionieorganicznej i stwarzajg
mozliwos¢ dalszych badan, ktore pozwolg na stwierdzenie, ktére z biatek powierzchniowych

w najwigkszym stopniu sg zwigzane z procesem generowania wolnych rodnikéw.

Interdyscyplinarny ~charakter badafi pozwala na powiazanie funkcji  bakterii
Fusobacterium nucleatum z nowotworem jelita grubego i moze przyczyni¢ si¢ do

zaproponowania nowego mechanizmu nowotworzenia.

Mam pytanie do doktorantki, czy na obecnym etapie badan, przedstawione wyniki
moga mie¢ charakter aplikacyjny? Prositbym doktorantke o ustosunkowanie si¢ do pytania

podczas obrony.

Whniosek koricowy.

Stwierdzam, ze rozprawa pt. ,,Oddzialywanie jonéw Cu(Il) z bialkami FadA i Pl
bakterii Fusobacterium nucleatum”, w pelni spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim i skladam wniosek do Rady Dyscypliny Naukowej Chemiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Krupy do dalszych etapow przewodu

doktorskiego. Jednoczesnie wnosze o wyréznienie pracy.
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Uzasadnienie wniosku o wyroéznienie rozprawy doktorskiej

mgr Katarzyny Krupa pt.

,» Oddziatywanie jonow Cu(ll) z biatkami FadA i P1 bakterii Fusobacterium

nucleatum”

Rozprawa doktorska zastuguje na wyréznienie ze wzgledu na nowatorski oraz
interdyscyplinarny charakter przeprowadzonych badan, ktéry pozwolg na powiazanie bakterii
Fusobacterium nucleatum z nowotworem jelita grubego i moze przyczynié si¢ do
zaproponowania nowego mechanizmu nowotworzenia.

Przeprowadzone przez Autorke badania na calej komérce bakteryjnej Fusobacterium
nucleatum udowodnily, ze w obecnosci jonéw miedzi(Il) i nadtlenku wodoru, bakteria ta
zdolna jest do generowania wolnych rodnikéw. Autorka rozprawy stwierdza, ze powstajg one
na zewnatrz komorki bakteryjnej, co moze potwierdzaé teze o zaangazowaniu biatek
powierzchniowych w proces powstawania wolnych rodnikéw. Reaktywne formy tlenu sa
wytwarzane gléwnie poza komoérkg bakteryjna, co sugeruje, ze biatka btony zewnetrznej
moga bra¢ udziat w procesie utleniania.

Wyniki badan zostaty opublikowane w postaci 3 oryginalnych prac w recenzowanych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym w latach 2018-2020 : Journal of Inorganic
Biochemistry (2018, 2019) i Future Microbiology (2020) z listy JCR. Nalezy podkresli¢ fakt,
ze w dwoch publikacjach (J. Inorg. Biochem.) Pani mgr Katarzyna Krupa jest pierwszym
autorem a w jednej z nich autorem do korespondencji.

Praca jest opracowana bardzo starannie w aspekcie edytorskim i graficznym.
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