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rozprawy doktorskiej Pani mgr Oleksandry Pryshchepa
pt. ,,Badanie molekularnych mechanizméw wigzania metali z biatkami”
wykonanej pod kierunkiem dr. hab. Pawta Pomastowskiego, prof. UMK
w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii

Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

Praca doktorska Pani mgr Oleksandry Pryshchepa dotyczy wciaz stabo poznanych
mechanizméw molekularnych wigzania metali z biatkami i1 przedstawia nowatorskie
opracowanie syntezy kompleksow laktoferyny (LTF) z metalami przejsciowymi, ktoére maja
istotne znaczenie dla rozwoju chemii i biologii, w szczegdlno$ci w projektowaniu zwigzkéw o
znaczeniu praktycznym. Badania zostaty sfinansowane ze §rodkéw: (a) Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej, w ramach projektu pt. ,,Zaawansowane biokompozyty dla gospodarki jutra; (b)
Ministerstwa Edukacji i Nauki w ramach programu ,Inicjatywa doskonalosci — uczelnia
badawcza, ID-UB”; (c) Wydzialu Chemii UMK w Toruniu w ramach trzech projektow
realizowanych w 2019, 2020 1 2021 roku.

Rozprawa ma charakter zbioru 5 opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw
naukowych. Wszystkie prace sg wieloautorskie (od 3 do 13 wspotautoréw), w czterech z nich
Pani Oleksandra Pryshchepa jest pierwszym autorem, w jednej drugim, a w trzech autorem
korespondencyjnym. Wszystkie prace zostaly opublikowane w czasopismach indeksowanych
przez baze Scopus, jednoczesnie znajduja si¢ one w wykazie wysoko punktowanych czasopism
MEN z 2022 r. (sumaryczny IF = 33,28, pkt MEN = 750), m.in. Advances in Colloid and
Interface Science (IF = 15,19, pkt MEN = 200) i Journal of Dairy Science (IF = 4,225, pkt MEN
= 200). Rozprawa liczy 185 stron, sktada si¢ z 9 rozdziatéw, wykazu dorobku naukowego oraz

dotaczonych o$wiadczen wspotautorow.
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Wartos¢ merytoryczna rozprawy

W pierwszym rozdziale pracy Doktorantka wyjasnia, dlaczego rozpoczela badania nad
kompleksami metal-LTF, nastepnie zwig¢zle opisuje jakich zadah podjeta si¢ realizujac te
badania i na koniec podaje mozliwosci wykorzystania takich zwigzkéw. W drugim rozdziale
Autorka wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z wystgpowaniem, struktura oraz
wybranymi wtasciwos$ciami fizykochemicznymi LTF, w tym zdolnoscig biatka do wigzania
metali 1 jego aktywnos$cig biologiczng. W trzecim rozdziale poczatkowo skupia si¢ na
oddziatywaniach metal-biatko, podkreslajac znaczenie jondéw metali begdacych waznymi
modulatorami procesow biologicznych i zwracajac uwage na charakter wigzania takich jonow do
aktywnych grup funkcyjnych biatek, ich specjacji, miejsc wigzania oraz konsekwencji
molekularnych i strukturalnych takich oddzialywan, aby na tym tle szerzej omowi¢ kompleksy
LTF ze srebrem, zelazem i cynkiem. W przypadku srebra podkre§la mozliwos¢ wykorzystania
nanoczastek srebra do rozwigzan biomedycznych, ktore uwarunkowane jest ich wlasciwo$ciami
fizykochemicznymi, zaleznymi od metody syntezy. Omawiajac kompleksy z zelazem podkresla
charakter LTF, nalezacej do metaloprotein wigzacych zelazo niehemowe, ktorych gldownym
zadaniem jest transport zelaza i regulacja jego homeostazy. Zwraca przy tym uwage na problem
konwersji zelaza, ktore z jednej strony jako Fe(Il) aktywuje ditlenek z wytworzeniem bardzo
reaktywnych form, ktéore moga powodowaé powazne procesy uszkodzen oksydacyjnych, co
uniemozliwia jego wykorzystanie jako dostgpnego zrodia zelaza, a z drugiej — jako Fe(III)
charakteryzuje si¢ matg rozpuszczalno$cia w warunkach fizjologicznych, co oznacza, ze musi
by¢ zwigzany z bialkami lub innymi hydrofilowymi chelatorami. W przypadku jondéw cynku,
ktore zawierajg wypetiony orbital d (d'°) i dlatego nie biorg udzialu w reakcjach redoks,
wskazuje na wazne zmiany w sferze koordynacyjnej jonéw. Wedlug Autorki koordynacja
ligandow wigzacych Zn>" cho¢ jest trudna w roztworze o odczynie kwasnym i obojetnym, jest
mozliwa w roztworze o pH 6.

W mojej opinii cenne byto to zwigzle, a zarazem krytyczne przedstawienie przedmiotu
badan, wystarczajace dla zrozumienia zagadnien waznych dla koncepcji 1 wynikow rozprawy.
Uwazam jednak, ze w rozdziale Problem badawczy streszczanie poszczegolnych artykutéw byto

niepotrzebne.
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W kolejnym rozdziale Doktorantka formutuje cele badawcze i wypunktowuje w jaki
sposob je zrealizowata. Nadrzednym celem badawczym byta synteza kompleksow LTF z
wybranymi jonami metali d-elektronowych o znaczeniu biologicznym (Ag, Fe(Ill), Zn) oraz
zbadanie ich wlasciwos$ci 1 opis mechanizméw wigzania na podstawie danych uzyskanych z
wykorzystaniem technik molekularnych oraz modelowania molekularnego. Dodatkowo, za cel
pracy badawczej wyznaczyla sobie rowniez zbadanie wiasciwosci biologicznych
zsyntetyzowanych kompleksow, tj. cytotoksyczno$¢ oraz dzialanie przeciwdrobnoustrojowe.

Rozdziat szosty zawiera zbidr 5 publikacji stanowiacych podstawe rozprawy doktorskie;.
Zbior ten otwiera artykul przegladowy pt. ,, Silver nanoparticles: synthesis, investigation
techniques, and properties”, w ktorym przedstawiano metody syntezy nanoczastek srebra i ich
charakterystyke. Jest to bardzo obszerna praca, powstala w oparciu o 255 pozycji piSmiennictwa,
w ktorej] wskazano na kluczowe parametry syntezy nanoczastek i nanokompozytow srebra
wplywajace na ich fizykochemiczne i1 biologiczne wtasciwos$ci. Zawarty opis podstaw bardzo
duzej liczby technik instrumentalnych uzywanych w badaniach nanouktadéw nie jest oryginalny,
ale, co niezmiernie wazne, pozwolit na wskazanie ich wad i1 ograniczen. Chronologicznie praca
ta poprzedza pozostale prace eksperymentalne ze zbioru ocenianych prac i cho¢ nie ma
charakteru eksperymentalnego, uwazam, ze jest jak najbardziej potrzebna: pozwolila
Doktorantce uporzadkowac posiadang wiedzg 1 wytyczy¢ cele badawcze.

Zamiarem pierwszej pracy eksperymentalnej, zatytulowanej ,, Synthesis, physicochemical
characterization and antibacterial performance of silver-lactoferrin complexes”, byto okreslenie
wpltywu warunkéw syntezy srebra z laktoferyng bydleca (bLTF) na wlasciwosci otrzymanych
nanokompozytéw. Zbadanie izoterm absorpcji pozwolito przewidzie¢ wlasciwosci
fizykochemicznych takich nanokompleksoéw, ktore opisano wykorzystujac  techniki
instrumentalne przedstawione w pracy przegladowej. Za cenne w tej pracy uwazam utworzenie
funkcjonalizowanych nanokompozytéw srebra o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec
bakterii lekoopornych. Wykorzystanie takich ukladéw w leczeniu zakazen bakteryjnych ma wigc
duzy potencjat aplikacyjny. Toksyczno$¢ nanokompozytow okazata si¢ jednak porownywalna z
toksyczno$cig srebra. W tym momencie checiatabym prosi¢ Doktorantke, aby podczas publicznej
obrony rozwingla problem cytotoksycznosci kompleksow Ag-LTF wzgledem komorek

eukariotycznych
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W drugiej publikacji, pt. ,,Synthesis and physicochemical characterization of bovine
lactoferrin supersaturated complex with iron (IIl) ions” opisano wyniki badan sorpcji jondw
Fe(Il) na bLTF. Za cenne w tej pracy uwazam dobranie warunkow syntezy homogennego
kompleksu bLTF o duzej zawarto$ci zelaza oraz wlasciwosciach fizykochemicznych i
biologicznych wskazujacych na jego duzy potencjal aplikacyjny jako suplementu diety. Wstepne
badania dotyczace cytotoksyczno$ci otrzymanych kompleksow wykazaty, ze nie sg one bardziej
toksyczne niz odpowiednie st¢zenie jonow Fe(Ill), podawanego w formie cytrynianu. Czy
Doktorantka zamierza kontynuowac¢ te badania?

Trzecia i czwarta publikacja dotyczy tworzenia kompleksow cynku z bLTF i ludzka. W
pracy zatytulowanej ,,Synthesis and physicochemical characterization of zinc-lactoferrin
complexes” opisano wptywem pH i sily jonowej roztworu na skuteczno$¢ wigzania jonow Zn>*
do bLTF, a w pracy pt. “Study on the zinc ions binding to human lactoferrin” — mechanizm
wigzania cynku do rekombinowanej LTF ludzkiej. Za wazne w tych obu pracach uwazam
opisanie mechanizmu wigzania jonéw Zn?*" do LTF, co stanowi fundamentalny problem
badawczy w chemii bialek. Do weryfikacji poprawnosci opisu tego mechanizmu postuzyty
Doktorantce zarowno wyniki przeprowadzonych eksperymentow laboratoryjnych, jak i te
uzyskane z uzyciem narzg¢dzi chemii kwantowej, takich jak obliczenia kwantowo-mechaniczne i
modelowanie molekularne.

Merytoryczng czg$¢ rozprawy zamyka rozdzial Podsumowanie i wnioski oraz
streszczenie w j. polskim 1 angielskim. Rekapitulujac kluczowe wnioski z przeprowadzonych
przez siebie eksperymentow Doktorantka nie wspomina jednak o dalszych planach badawczych,
opartych na otrzymanych wynikach. Szkoda, bo wedtug mnie otrzymane biologicznie aktywne

uktady zastuguja na dalsze badania aplikacyjne.

Poprawno$¢ redakcyjna rozprawy

Chociaz og6lny poziom rozprawy jest bardzo wysoki i wskazuje na dojrzato$¢ naukowa oraz
kompletno$¢ warsztatu badawczego Doktorantki, krytyczny czytelnik moze znalez¢ w nim kilka
wad, w wigkszo$ci drobnych, jak na przyktad uzycie jednostek dtugosci spoza uktadu SI (str.
1513-1% oraz str. 35'2), nieprawidlowe nazewnictwo chemiczne i specjalistyczne — zwigzki

niskoczgsteczkowe zamiast zwigzki matoczgsteczkowe (str. 1812 1 str. 28%), azotan srebra zamiast
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azotan(V) srebra (str. 2916), wolna energia Gibbsa zamiast energia swobodna Gibbsa (str. 307),
mostki dwusiarczkowe zamiast mostki disiarczkowe (str. 3214). Wsérod btedéw pisarskich sa:
,przeprowadzenie badan opisujace” zamiast ,,przeprowadzenie badan opisujacych” (str. 12¢),
,,LTF wykazuj¢ wysoka homologi¢” zamiast ,,LTF wykazuje wysoka homologi¢” (str. 5s), ,,W
LTF wystepuje N-glikozylacja” zamiast ,,W LTF wystepuje N-glikozylacja” (str. 164), ,,miejsca
N-glikozylacju” zamiast ,,miejsca N-glikozylacji” (str. 17'), ,,na 0g6t znane sg co najmniej 20
roznych struktur” zamiast ,,na 0gét znanych jest co najmniej 20 réznych struktur” (str. 181%-16),
,rodzina Enterobacteriacae produkuj¢ fimbrie typu 17 zamiast ,,rodzina Enterobacteriacae
produkuje fimbrie typu 17 (str. 223), ,,zar6wno natywna ludzka LTF, jak i jego fragmenty”
zamiast ,,zarowno natywna ludzka LTF, jak i jej fragmenty” (str. 23s9), ,,Pod czas” zamiast
,podczas” (str. 26'%), ,wickszo$¢ wigzah w metalokompleksach sg duzo stabsze” zamiast
,,wiekszo$¢ wigzah w metalokompleksach jest duzo stabszych” (str. 26'9), ,w ktorych kilka
atomoOw Zelaza lacza si¢ ze sobg” zamiast ,,w ktorych kilka atoméw Zelaza laczy si¢ ze soba”
(str. 3111), ,,co wskazuje na” zamiast ,,co wskazuje na” (str. 32!"), , wigzanie jonow metali do
badanych bialek przechodzi w taki sam sposdb” zamiast ,,wigzanie jonow metali do badanych
biatek zachodzi w taki sam sposob” (str. 3416). Wszystkie te drobne bledy i pomytki nie obnizaja
wysokiej warto$ci rozprawy.

Na koniec Doktorantka przedstawia swoj dorobek naukowy, ktéry wykracza poza ramy
tematyki zwigzanej z rozprawg doktorska. Pani Oleksandra Pryshchepa jest wspotautorka tacznie
8 artykutow naukowych, charakteryzujacych si¢ bardzo dobrym wspotczynnikiem wpltywu
(sumarycznie IF = 35,739, pkt MEN = 940) oraz 2 rozdziatéw w ksiazkach, opublikowanych
przez wydawnictwo Springer i PWN. Dodatkowo jest tez autorka 15 komunikatow
konferencyjnych oraz kierownikiem 5 i wykonawca 1 projektu badawczego. Odbyta tez
szkolenie nt. cytometrii przeptywowej w Collegium Medicum UMK w Bydgoszczy i trzy staze
przemystowe w zaktadzie mleczarskim w Grudzigdzu. Caly dorobek Pani Oleksandry

Pryshchepa jest wigc bardzo bogaty, dalece powyzej §redniego na tym etapie kariery.

Ocena koncowa

Po przeanalizowaniu zawarto$ci merytorycznej przeprowadzonych i opublikowanych badan, a

takze roli jakag Pani mgr Oleksandra Pryshchepa w nich petnita, nie mam watpliwosci, ze
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prezentowana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dn. 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65
poz. 595 z pdézn. zmianami). Dlatego wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani Oleksandry Pryshchepa do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. .

Whniosek o wyr6znienie

Interdyscyplinarne badania naukowe przeprowadzone przez Pania mgr Oleksandr¢ Pryshchepa
charakteryzuje duza warto$¢ poznawcza i znaczacy potencjal aplikacyjny. Bardzo wysoko
oceniam zaréwno syntez¢ kompleksow metal-LTF, jak i dobér szerokiego wachlarza metod do
ich fizykochemicznej i biologicznej charakterystyki — zgodny ze Swiatowymi standardami w
badaniach takich ukladéw — a takze ich potencjat aplikacyjny. Wyniki badar, aspekt ich nowosci
oraz poprawnos¢ warsztatowa, zostaly zweryfikowane poprzez ich opublikowanie w
czasopismach o wysokim wspélezynniku wptywu. Dlatego wnosz¢ do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Oleksandry Pryshchepa.
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