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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Moniki Katarzyny Lesiow

pt: ,Charakterystyka i aktywnos¢ prooksydatywna komplekséw Cu(Il)
z fragmentami biatka FomA Fusobacterium nucleatum”

Recenzowana interdyscyplinarna rozprawa doktorska mgr Moniki K. Lesiow wykonana
w Zespole ZastosoWar’l Strukturalnych EPR Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego pod
kierunkiem dr hab. Aliny Bienko, prof. UWr i dr Urszuli Komarnickiej jako promotora
pomocniczego, ukierunkowana jest na poznanie wolnorodnikowych procesow kancerogenezy
jelita grubego. Aktualno$¢ tej tematyki badawczej wynika przede wszystkim z nieefektywnosci
metod wykrywania, monitorowania i leczenia, ktére powoduja, Ze nowotwoér ten zajmuje drugie
miejsce wsrdd zachorowan u obu plci, a drugie i trzecie miejsce, odpowiednio u mezczyzn
i kobiet, w strukturze umieralnoci. W $wietle tych statystyk istnieje wiec pilna potrzeba
opracowania skutecznej metody leczenia tego nowotworu. Dlatego tez mgr Monika Lesiéw
wlaczyla swoj wysitek badawczy do wspélczesnych poszukiwan nauki $wiatowej aby przyblizyé
odpowiedz na pytanie: ,,Czy sq szanse na skuteczniejsze leczenie nowotworu jelita grubego?” W tym
kontekscie gléwnym celem badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byto okreslenie
wptywu kompleksowania biatek powierzchniowych Fusobacterium nucleatum jonami miedzi(II)
na generowanie RFT prowadzgcych ostatecznie do procesu nowotworzenia komorek
srodblonkowych jelita grubego. Realizacja nadrzgdnego celu badafi wymagata przede wszystkim
reprezentatywnego doboru fragmentéw peptydowych, imitujacych potencjalne miejsca wiazania
jonow miedzi(Il). Autorka w oparciu o znajomos$¢ sekwencji aminokwasowej i struktury biatka
FomA wyselekcjonowata 7 fragmentéw posiadajacych rozng liczbe histydylowych reszt

aminokwasowych w sekwencji peptydowej (od jednej do trzech reszt His) zdolnych do
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koordynowania jonéw miedzi(II). Tematyka ta jest kontynuacja badan realizowanych przez zesp6t
Pani prof. Malgorzaty Jezowskiej-Bojczukt, w ktérym Autorka rozpoczynata badania naukowe
w ramach prezentowanej rozprawy doktorskiej.

Z formalnego punktu widzenia oceniana rozprawa doktorska zawarta jest na 318 stronach
maszynopisu i posiada uklad typowy dla opracowafi opartych na eksperymencie: wprowadzenie,
wykaz stosowanych skrétéw i symboli, cele pracy oraz formy ich realizacji, przeglad literaturowy,
metody stosowane w badaniach strukturalnych oraz aktywnosci rodnikotworczej uktadow Cu(I)-
peptyd; czes¢ doswiadczalna, wyniki i dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, spis rysunkéw i tabel, dorobek naukowy, bibliografia. Dodatkowo do rozprawy
doktorskiej dotgczono kopie 5 wiasnych artykuléw naukowych wchodzacych w zakres badan

opisanych w rozprawie doktorskiej oraz kart¢ z wzorami stosowanych fragmentéw peptydowych.

Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa rozpoczyna si¢ krotkim ogélnym wprowadzeniem
uzasadniajgcym potrzebe podjetych przez mgr M. Lesiow prac badawczych. Nastepnie,
w rozdziale ,, Przeglgd literaturowy” Doktorantka oméwila kluczowa role mikroflory jelitowej
(szczegllnie Fusobacterium nucleatum) w procesie kancerogenezy, ktéra prawdopodobnie
odpowiedzialna jest za pobudzanie komérek do produkeji reaktywnych form tlenu poprzez adhezje
blony zewnetrznej biatka bakterii do receptorow znajdujacych si¢ na powierzchni jelita grubego
lub koordynacje jonéw Cu(ll) do biatka powierzchniowego. W dalszej czgsci Autorka uwage
czytelnika kieruje na role jonéw miedzi(Il) w ukladach biologicznych i ich oddziatywanie
z ligandami. Rozbudowanie tego podrozdziatu o aktualny przeglad pismiennictwa dotyczacy
kompleksowania peptydéw jonami Cu(Il) oraz roli tych uktadéw w prawidtowym funkcjonowaniu
organizmu ludzkiego dodatkowo przekonuje czytelnika o stusznosci wyboru tematu rozprawy
doktorskiej i pozwala Autorce na precyzyjne okreslenie celéw pracy wsrdd ktérych wymienié
nalezy: i) okreslenie struktury i trwatosci termodynamicznej komplekséw miedzi(Il) z wybranymi
fragmentami biatka FomA Fusobacterium nucleatum; ii) zbadanie zdolnosci peptydowych
komplekséw Cu(Il) do generowania reaktywnych form tlenu (RFT) i okreslenie ich wplywu
na peroksydacje; iii) okreslenie cytotoksycznosci in vitro oraz zdolnosci badanych komplekséw

do akumulowania si¢ we wnetrzu mysiej komodrki nowotworowej okreznicy CT26; iv) okreslenie
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przezywalnosci szczepu bakteryjnego Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum DSM 20482
w obecnosci badanych zwigzkow.

Pragne podkresli¢, ze Doktorantka bardzo starannie przygotowala si¢ teoretycznie do
wykonania czesci oryginalnej pracy. Wnikliwie przedstawila najbardziej istotne zagadnienia,
stanowigce tlo probleméw poruszanych bezposrednio juz w badaniach objetych rozprawa
doktorskg. Zrobita to w bardzo dobrym stylu jezykowym w oparciu 0 najnowsze pismiennictwo
naukowe (175 pozycji literaturowych), w duzej mierze pochodzace z ostatnich 10 lat, co §wiadczy
o aktualnosci tematyki badawczej.

,» Czgs¢ doswiadczalna” rozprawy zawiera szczegbtowe wyjasnienie wyboru 7 fragmentow
biatka FomA bakterii Fusobacterium nucleatum, ktore zostaly syntezowane przez zespot
prof. dr. hab. Krzysztofa Rolki z Wydziatu Chemii UG, jak réwniez metodologie eksperymentéw
obejmujgcych ~ badania  strukturalne, aktywnosci rodnikotworczej, mikrobiologicznej
i cytotoksycznej in vitro.

Kolejny rozdzial ,,Wyniki i dyskusja” jest najobszerniejszy (161 stron) i zawiera wyniki
badan wlasnych oraz ich wnikliwg analiz¢ i dyskusje, ktére stanowi wiarygodna baze
do formutowania wnioskow koncowych. W pierwszej czesci tego opracowania przedstawiono
dane eksperymentalne dotyczace okreslenia sposobu wigzania jonéw Cu(Il) z wybranymi
ligandami peptydowymi w szerokim zakresie pH (2,5-10,5) z wykorzystaniem miareczkowania
potencjometrycznego, MS, CD, UV-Vis i EPR.

W drugiej czesci tego rozdzialu Doktorantka zaprezentowata wyniki wilasne dotyczace
oceny aktywnos$ci prooksydacyjnej kompleksow Cu(Il) z badanymi fragmentami biatka FomA,
gdzie monitorowata tworzenie reaktywnych form tlenu w obecnosci HyOz, Asc lub HxOz/Asc
z wykorzystaniem elektronowej spektroskopii emisyjnej i absorpcyjnej UV-Vis, putapkowania
spinowego EPR, elektroforezy zelowej. Uzyskane rezultaty potwierdzajace obecno$¢ RFT
w badanych uktadach zachecity Doktorantke do podjecia dalszych badan na mysich komoérkach
raka okreznicy CT26 i1 szczepie F. nucleatum DSM 20482. Godnym podkreslenia jest fakt
samodzielnego wykonania przez Doktorantke badan mikrobiologicznych i cytotoksycznych
in vitro w ramach stazd6w naukowych w Zespole Fizykochemii Koordynacyjnej
i Bionieorganicznej Wydziatu Chemii UJ w Krakowie kierowanym przez prof. dr hab. Grazyng

Stochel 1 Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Genetyki i1 Mikrobiologii Wydziatu Nauk
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Biologicznych UWr we Wroclawiu kierowanym przez prof. dr hab. Gabriele Bugle-Ploskonsks.
Czgsto tego rodzaju badania odbywaja si¢ w zaprzyjaznionym zespole bez udzialu chemika.
Wszystkie dane eksperymentalne sa bardzo starannie opracowane i udokumentowane

reprezentatywnymi widmami oraz opatrzone odpowiednim komentarzem. Szczegdlnie pomocne w

analizie danych otrzymanych przez Doktorantke jest ich prezentacja na rysunkach (159 rysunkow)

i zestawienie w tabelach (43 tabele), co pozwala na ich szybka analize i poréwnanie.

Olbrzymi nakfad pracy wlozony w realizacje zatozonych celéw ma swoje odzwierciedlenie

w kolejnym rozdziale, gdzie Autorka przedstawila najwazniejsze wnioski. Do niewatpliwych

osiggnig¢ wsrod bogatego materialu doswiadczalnego prezentowanego w tej czesci rozprawy

doktorskiej nalezy zaliczy¢:

1) przedstawienie szerokiej i bardzo merytorycznej dyskusji nad czynnikami determinujacymi
geometri¢ i sposob koordynacji fragmentéw peptydowych do Cu(Il) oraz ich termodynamiczna
stabilnos¢;

2) wykazanie, ze fragmenty biatka FomA z jonami Cu(Il) w obecnosci H202, Asc i HoO2/Asc
generuja RFT i mogg stanowi¢ reprezentatywny model do badania interakcji Cu(Il)-biatko;

3) udowodnienie, ze peptydowe kompleksy Cu(Il) stymuluja nowotworowe komorki jelita
grubego CT26 do wewnatrzkomérkowego wyrzutu RFT prowadzacego do uszkodzenia
wielonienasyconych kwasow tluszczowych.

Praca zostata napisana bardzo dobrze od strony jezykowej. Za szczeg6lnie mocnag jej strong nalezy

uzna¢ tez szaty graficzng i edytorska. Oczywiscie w tego rodzaju rozprawach nie sposob unikngé

pewnego rodzaju niescistosci i nielicznych btedéw edytorskich. Usterki te nie wplywajg jednak
na moja catkowitg bardzo pozytywna ocen¢ pracy. W trakcie lektury nasunety mi si¢ pewne uwagi

i problemy do dyskusji o wyjasnienie, ktorych poprosze Autorke dysertacji:

uwagi

1) stezenie mianowanego roztworu nalezy podawaé z wigksza doktadnoscig (rozdziat 4.2.1.1)

2) w przypisach bibliograficznych zabraklo nr tomu i nr stron.

problem do dyskusii

1) prosze o wykazania korelacji pomigdzy sposobem wigzania jonéw Cu(ll) a aktywnoscia

prooksydatywng ich kompleksow, o ktorych Autorka wspomina na stronie 264.
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2) czy Doktorantka mogtaby przedstawi¢ kierunki dalszych badan stanowiacych kontynuacje prac
badawczych ujetych w pracy doktorskiej, czy tez propozycje innych tematéw badawczych,
ktore warte bylyby zainteresowania?

Podsumowujac swoja recenzje stwierdzam, ze mgr Monika K. Lesiéw wykazata si¢
umiejetnoscia postugiwania si¢ wspétczesnymi technikami spektroskopowymi, analitycznymi
1 eksperymentami biologicznymi do rozwiazywania probleméw naukowych z pogranicza chemii
i biologii. W petni zrealizowata ambitny cel pracy uzyskujgc bardzo wazne wyniki naukowe, ktore
z powodzeniem opublikowala w 5 wieloautorskich artykutach w bardzo dobrych czasopismach
z bazy JCR o zasiegu $wiatowym: Dalfon Trans., Metallomics (2); Chemical Research
in Toxicology;, Future microbiology (sumaryczny IF > 17). W czterech publikacjach
mgr M. Lesiow jest pierwszym autorem, co wyraznie wskazuje na Jej wiodaca role
w przeprowadzaniu eksperymentow i dyskusji wynikéw. Dorobek naukowy Doktorantki
uzupetniajg kolejne 3 wieloautorskie publikacje naukowe (IF>10), 3 artykuly w Wiadomosciach
Chemicznych oraz 8 prezentacji na krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych.
Intensywny rozwoj naukowy Doktorantki o ktérym wspomnialam powyzej to w duzej mierze
zastuga promotorki dysertacji, Pani Profesor Aliny Bienko, ktéra jak to podkreslita na wstepie
Autorka byla ,,Jdealnym Szefem”.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdzajace wiedz¢ oraz umiejetno$é
samodzielnego prowadzenia badan 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. (wraz z pézniejszymi zmianami). Wnosze wiec do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr
Moniki K. Lesiow do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i do publicznej dyskusji nad
rozprawa.

Jednoczesnie z uwagi na innowacyjno$¢ i wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy
doktorskiej, omoéwiong przeze mnie we wczesniejszej czgdei recenzji, wnoszgcej znaczacy wklad
nie tylko do rozwoju chemii koordynacyjnej i bionieorganicznej, ale rbwniez w rozwigzywanie
probleméw farmakologicznych w leczeniu nowotworu jelita grubego wnioskuje¢ do Wysokiej

Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne UWr 0 wyréznienie rozprawy.
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