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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Oleksandry Pryshchepa zatytulowanej:
»Badania molekularne mechanizmow wigzania metali 7 biatkami”

Przedstawiona do recenzji praca zostata wykonana pod kierunkiem Pana dr hab. Pawta
Pomastowskiego prof. UMK w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii
UMK w Toruniu, w grupie badawczej, ktora od lat wiedzie prym w kreowaniu NOwoczesnej
tematyki badawczej, a ktorej tworca byt Pan prof. Bogustaw Buszewski.

Od wielu lat inzynieria biatkowa wraz z chemig bionieorganiczng stanowi wazny aspekt
badan w kierunku tworzenia nowych materiatow, w kontek$cie mimetykoéw ukladow
biologicznych, inzynierii materiatowej, uktadéw transportujacych jony metali oraz nanoczastki
i leki. W szczegolno$ci zagadnienia te stajg si¢ wazne w $wietle gospodarki o obiegu
zamknigtym oraz wykorzystaniu bialek, ktére sg dostepne w skali przemystowej, wérdd ktorych
dobrym przyktadem jest laktoferyna z mleka. Jednakze, aby biatkowe produkty znalazty swoje
zastosowanie na rynku np. w przemysle mleczarskim, farmaceutycznym, czy tez
kosmetycznym potrzebne sg najpierw badania podstawowe, ktore w ostatnim czasie wydajg si¢
pehi¢ drugorzedng role, chociaz w mojej opinii powinny petnié¢ role wprost nadrzedna. Tego
typu badaniom poswiecona jest niniejsza praca doktorska, czyli charakterystyce oddziatywan
jonéw metali takich jak Ag*, Fe3* oraz Zn?* z biatkiem laktoferyna.

Praca doktorska stanowi zbior ,spietych” razem publikacji poprzedzonych
nastepujacymi rozdziatami: ,,Wprowadzenie”, ,,Obiekt badawczy”, ,,Problem badawczy”,
Bibliografia” oraz ,,Cele badawcze”. Na koncu dysertacji zostaly umieszczone takie rozdziaty
jak: ,,Podsumowanie i wnioski”, ,Streszczenie”, ,Abstract” i ,Dorobek naukowy”
oraz ,,Oswiadczenia”, cato$¢ pracy to 185 stron. W ostatnim czasie pojawia si¢ coraz wigksza
liczba prac o podobnym uktadzie, w ktorym wszystkie publikacje naukowe zwigzane
z tematyka dysertacji sa juz wydane, i w takiej wiasnie formie zalgczone do rozprawy.
Ten rodzaj pracy doktorskiej swiadczy nie tylko o wysokim poziomie prowadzonych badan,
ale rowniez o bardzo duzym zaangazowaniu doktoranta w jej realizacje.

Z punktu widzenia odbiorcy konstrukcja pracy jest prawidlowa. Najpierw Doktorantka
wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z laktoferyng oraz mozliwoséciami
jej wykorzystania, nastepnie charakteryzuje w zwiezly sposob przedmiot badan poprzez opis
struktury, glikozylacji, wybranych wtasciwosci fizyko-chemicznych w tym wigzania jonow
metali oraz biologiczng aktywno$¢ LTF. Ten ostatni podrozdziat jest niewatpliwie cickawy,
poniewaz Autorka dysertacji opisuje w nim homeostaze mikroelementow, wilasciwosci
drobnoustrojowe LTF oraz jej mozliwo$¢ regulowania procesoOw biologicznych.



Nastepnie Pani mgr Oleksandra Pryshchepa zdefiniowata cele badawcze, wsérod ktorych
punktem docelowym byta ,synteza kompleksow laktoferyny z wybranymi jonami metali
d-elektronowymi o znaczeniu biologicznym (srebro, zelazo(lll), cynk), zbadanie
ich wlasciwos$ci oraz opis mechanizméw wigzania na podstawie danych uzyskanych przy
wykorzystaniu technik molekularnych oraz modelowania molekularnego”. Do dodatkowych
celow pracy nalezy zaliczy¢ zbadanie cytotoksycznosci powstatych kompleksow
oraz ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.

Cykl prac zwigzanych z rozprawa doktorska otwiera przeglad literaturowy na temat syntezy
nanoczastek srebra, mozliwosci uzycia réznych metod i technik badawczych oraz opis
wilasciwosci AgNP. Moim zdaniem praca przegladowa jest bardzo dobrym sposobem
zapoczatkowujacym cykl badan, poniewaz umozliwia dogl¢bne zapoznanie si¢ DoktorantKi
z tematem pracy doktorskiej i sprzyja dalszemu przemyslanemu rozwojowi prac badawczych.

W nastepnej pracy zostalty opisane oddziatywania jonéw Ag* z laktoferyng wotowg bLTF.
Na szczegolng uwage zastuguje bardzo bogaty warsztat badawczy, ktory zreszta W roznym
stopniu zostat wykorzystany w nastepnych pracach. W badaniach zostaty zastosowane takie
techniki badawcze jak mikroskopia elektronowa, spektroskopia FTIR, spektroskopia Ramana,
badania fluorescencyjne, spektrometria MALDI-TOF-MS, SDS-PAGE oraz elektroforeza
kapilarna sprzgzona z metoda ICP-MS. Dodatkowo zostaly przeprowadzone toksykologiczne
badania biologiczne. Analiza powstajacych komplekséw przeprowadzona za pomocs
mikroskopii elektronowej wykazata w badanym materiale tworzenie si¢ nanokompozytowych
struktur typu metal-biatko. Zastosowane metody spektroskopowe pozwolilty na okreslenie
mozliwych miejsc wigzania jonéw srebra z udziatem takich reszt aminokwasowych jak kwas
glutaminowy i asparaginowy, czy tez tancuchy boczne tryptofanu i metioniny. Badania
mikrobiologiczne powstajacych nanokompozytow wykonane dla wybranych szczepow bakterii
wykazaly wyzsze dziatanie przeciwbakteryjne, niz wolnych jonow srebra. Dodatkowo badania
przeprowadzone na komorkach mysich fibroblastow linii L929 wykazaty inhibujace dziatanie
proliferacyjne kompleksow Ag-bLTF, podczas gdy jony Ag® powodowaly zmiany ksztattu
komorek na okragty, charakterystyczny dla komorek apoptotycznych.

W nastepnej pracy Doktorantka opisala oddzialywania wotowej laktoferyny bLTF
z jonami zelaza(lll). Dowiedziono, ze na jedng czasteczke bLTF przypada ok. 50 jonow tego
metalu. Badania te majg znaczenie praktyczne, szczegdlnie biorgc pod uwage bLTF jako
czasteczke, ktéra moze by¢ transporterem jonow metali w fortyfikowanych suplementach diety.
Prace badawcze przeprowadzone na komorkach linii 929 oraz Caco-2 nie wykazaty
cytotoksycznosci, z tego wzgledu Autorzy pracy konkludujac napisali, ze otrzymane
kompleksy Fe-LTF nie posiadaja wigcej negatywnych efektow, niz powszechnie uzywane
suplementy diety zawierajace jony zelaza.

W dalszym ciggu badan, w dwoch pracach naukowych zostaly scharakteryzowane
oddzialywania laktoferyny wotowej bLTF oraz rekombinowanej laktoferyny ludzkiej hLTF
z jonami cynku. Praca ta, podobnie jak poprzednio opisana, ma znaczenie podstawowe opisujac
mozliwo$¢ wykorzystania LTF jako transportera mikroelementéw dla pacjentow cierpigcych
na niedobor tych pierwiastkow. Przeprowadzone badania dowiodty, ze w pH 6,0 nie zachodzi
wigzanie si¢ jonéw cynku do bialka, natomiast stabilne kompleksy zostaly otrzymane
w pH 7,4 oraz 8,6. Jako cickawe zjawisko zostaly opisane oddzialywania pomiedzy jonami
cynku a biatkiem, ktore byty bardziej efektywne przy wiekszym stezeniu jondw metali



oraz wyzszym pH. Chociaz, ten drugi parament nie powinien by¢ zaskakujacy, poniewaz wraz
ze wzrostem pH nastepuje, przede wszystkim, deprotonacja grup imidazolowych reszty
histydylowej. Natomiast rzeczywiscie cickawym zjawiskiem jest zwigkszenie miejsc wigzania
cynku poprzez sukcesywne wigzanie si¢ kolejnych jonow tego metalu do biatka.

Opisywanie pracy doktorskiej z tzw. ,,spinki” oczywiscie posiada duzo zalet, poniewaz
praca jest juz po recenzjach, jednakze w konteks$cie zatgczonego opisu chciatbym z obowigzku
recenzenta zada¢ Doktorantce kilka pytan. Pierwsze, ktore mi si¢ nasuwa to, czy zgodnie
z definicjg mozna mowic o sorpcji jondw metali na biatku, czy nie jest bardziej uprawnione po
prostu nazywaniem tego zjawiska wigzaniem jonow metali do biatka? Drugie pytanie jest
zwigzane z mozliwoscig wigzania jonéw metali za pomocg glikanow znajdujacych sie na
powierzchni biatka, czy Pani rozwazata taka mozliwo$¢? Chcialbym rdéwniez zapytal
Doktorantke jak zgodnie z przytoczong w pracy doktorskiej teorig migkkich i twardych zasad,
i kwasow Lewisa opisa¢ oddzialywanie pomiedzy jonami zelaza z grupami tiolowymi
w ferredoksynie?

Podsumowujgc, Pani mgr Oleksandra Pryshchepa opanowata bardzo dobrze warsztat
badawczy, w tym postugiwanie si¢ wieloma metodami instrumentalnymi. Do najwazniejszych
osiggni¢¢ pracy zaliczam wykazanie tworzenia si¢ nanostruktur srebra z bLTF, opisanie
dziatania kompleksow z jonami zelaza(Ill) oraz cynku z LTF, co moze mie¢ znaczenie
przy opracowywaniu suplementow diety bogatych w te mikroelementy.

W sktad dysertacji doktorskiej Pani mgr Oleksandry Pryshchepy wchodzg cztery prace
o tagcznym wspodtczynniku wptywu IF ponad 30, z ktorych w trzech wystepuje jako autor
wiodacy. Natomiast do catkowitego dorobku naukowego nalezy zaliczy¢ jeszcze dodatkowo
10 prac. Jest to niewatpliwie imponujacy dorobek naukowy zdobyty w latach 2019-2023 i w
moim odczuciu §wiadczy o ponadprzecigtnym zaangazowaniu Doktorantki w prace badawcze
macierzystej jednostki.

Juz tradycyjnie rowniez dodam, ze nie mam w zwyczaju wskazywania, w pracy na btedy
jezykowe czy edytorskie, poniewaz nie wplywajg one na jej merytoryczng zawartosc.

Reasumujgc  stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Oleksandry Pryshchepy spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslonym
w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z p6Zniejszymi
zmianami i1 uzupetnieniami) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669, z p6zn. zm.)
i wnioskuje 0 dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego
oraz wnosze¢ 0 wyrdznienie niniejszej dysertacji doktorskiej.

Piotr Mtynarz
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