Politechnika todzka

Instytut Inzynierii Materialowej

OCENA

pracy doktorskiej Pani mgr Ewy Czechowskiej, zatytutowanej: ,Badanie procesu przytqczania katalazy
i dysmutazy ponadtlenkowej do powierzchni nanoczgstek metalicznych”. Ocena wykonana zostata na
zlecenie Dziekana Wydziatu Chemii Uniwersytetu £6dzkiego, Pani Profesor Stawomiry Skrzypek.

Przedstawiona mi do recenzji praca wykonana zostata w Katedrze Technologii i Chemii Materiatow
Uniwersytetu tddzkiego, pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Jarostawa Grobelnego.
Z przedstawionych informacji wynika, ze Doktorantka uczestniczyta w charakterze wykonawcy
w realizacji czterech projektéw badawczych:

1. ,Analiza potencjatu antyoksydacyjnego biatek immobilizowanych na nanoczastkach. Badania
in vivo, in vitro.” Finansowanego z NCNauki; kod projektu 2013/09/B/NZ7/01019
Kierownik projektu: prof. dr hab. Janusz Szemraj, Katedra Biochemii Medycznej, Uniwersytet
Medyczny w todzi

2. ,Generowanie nanoczastek srebra na grafenie” — projekt naukowo-badawczy finansowany z
dotacji w ramach konkursu dla mtodych naukowcéw oraz uczestnikéw studiéw doktoranckich
w 2015 roku; kod projektu B1511100000879.02. Kierownik projektu: dr Emilia Tomaszewska

3. ,Funkcjonalizacja nanomateriatéw do zastosowari biologicznych” — projekt naukowo-
badawczy finansowany z dotacji w ramach konkursu dla mtodych naukowcow oraz
uczestnikéw studidw doktoranckich w 2017 roku; kod projektu B1711100001603.02.
Kierownik projektu: dr Katarzyna Ranoszek-Soliwoda

4. ,Kontrolowana funkcjonalizacja nanomateriatéw” — projekt naukowo-badawczy finansowany
z dotacji w ramach konkursu dla miodych naukowcéw oraz uczestnikéw  studiow
doktoranckich w 2018 roku; kod projektu B1811100001860.02 Kierownik projektu: dr
Katarzyna Ranoszek-Soliwoda.

Praca obejmuje 156 stron, wigczajagc w to 93 rysunki, 24 tabele, 144 pozycje literatury oraz wykaz
dorobku naukowego. Praca zawiera: Spis skrétéw, Streszczenie, Cze$¢ literaturowa, Czes¢
doswiadczalna, a w niej cel, teze i zakres pracy, bez wyszczegdlnienia metod i wynikéw badan, Spis
rysunkdw, Spis tabel, Dorobek naukowy i Bibliografie.

Bio- i nano-technologie, oprécz technologii informatycznych, naleza do najbardziej intensywnie
rozwijajacych sie obszaréw badawczych i technologicznych, a szczegélnie interesujgce osiggnigcia
pojawiaja sie na pograniczu tych obszaréw. Znajduje to swoje odzwierciedlenie w stosunkowo nowej
strategii badawczej okre$lonej mianem MATERIOMIKI. W tym sensie podjeta przez Doktorantke
tematyka badawcza dobrze wpisuje sie w najbardziej aktualne trendy badawcze i technologiczne.

Manuskrypt rozpoczyna sie streszczeniem dobrze ujmujacym tres¢ catej rozprawy. Nastgpnie
autorka przedstawita aktualny stan wiedzy w zakresie niespecyficznej i specyficznej adsorpcji biatek
na powierzchni nanoczastek, nie wiadomo jednak dlaczego skrupulatnie omijajgc powszechnie
stosowany do opisu tego zjawiska termin efektu korony biatkowej (protein corona effect), o ktérego
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obecnoéci w literaturze Doktorantka byta éwiadoma przywotujgc prace poswiecone temu zjawisku
(75, 76, 87, 118, 123, 133). Przedstawione i oméwione zostaty rézne metody, zaréwno chemiczne, jak
i fizyczne immobilizacji biatek, na ogét poprawnie i czytelnie. Bardzo zasadnie zwrécona zostata
uwaga na wplyw rozmiaru nanoczastki, a szczegdlnie krzywizny powierzchni, na efektywnosc
immobilizacji biatek. Zabrakto jednak w tym miejscu blizszej analizy wptywu rozmiaru samych
czasteczek biatkowych na dyskutowany proces. Warto zwrdci¢ uwage na to, ze czasteczki biatkowe s3
takze nanostrukturami, a proces ich oddzialywania z nanoczastkami ztota i srebra nalezatoby
przedyskutowaé witaénie w aspekcie rozmiaréw i geometrii zaréwno metalicznych nanoczgstek, jak i
biatek. Dla przyktadu, czasteczka fibrynogenu ma rozmiary: 9 x 47,5 x 6 nm przy masie czasteczkowej
340 k, a nie jest to wcale najwieksze biatko. W takim przypadku nalezatoby rozwazyc, czy to biatko
wiaze sie do powierzchni nanoczastki, czy tez odwrotnie nanoczastka wiaze sie do czasteczki biatka.
Pomocna przy tego typu rozwazaniach mogtaby by¢ praca Harolda P. Erickson’a zatytutowana: ,Size
and Shape of Protein Molecules at the Nanometer Level Determined by Sedimentation, Gel Filtration,
and Electron Microscopy” w Biological Procedures Online, Volume 11, Number 1, 2009, ed. Shulin Li.
W nastepnej czeéci Doktorantka krétko omodwita role i strukture dwoch enzymow, Dyzmutazy
ponadtlenkowej (SOD) i Katalazy (CAT), uczestniczacych w ochronie organizmu przed nadmiernym
dziataniem reaktywnych form tlenu. Przedstawita takze doniesienia literaturowe dotyczace
immobilizacji tych enzyméw do réinych noénikéw, a takze efektywnosci metod immobilizacji i
aktywnosci unieruchomionych enzymow.

W kolejnej czeéci wstepu teoretycznego omdwione zostaly metody analityczne przydatne do
realizacji celéw zatozonych w pracy doktorskiej. Metodami tymi s3: Elektroforeza w Zzelach
poliakrylamidowych, wtaczajac elektroforeze 2D, metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS),
spektroskopia UV-VIS, spektroskopia dichroizmu kotowego, spektroskopia w podczerwieni z analizg
FTIR, kalorymatria ITC, mikroskopia TEM i niskokagtowe rozpraszanie promieni X ASXS. Wszystkie te
metody zilustrowane zostalty dobrze dobranymi przyktadami zastosowan raportowanymi w
literaturze.

W kolejnym rozdziale (rozdziat 5) przedstawiony zostat cel, teza i zakres pracy. Jako cel pracy
przyjeto: ,,..wytworzenie funkcjonalnych koniugatéw nanoczgstka-biatko, poprzez przytqczenie biatek
enzymatycznych, katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej, do powierzchni nanoczgstek ztota i srebra z
zachowaniem ich aktywnosci enzymatycznych oraz opracowanie metody ilosciowej analizy biatka
przytqczonego do powierzchni nanoczgstek opartej na technice elektroforezy w Zelu
poliakrylamidowym.” Przedstawiony cel pracy ma charakter ztozony i wtasciwie sktada sie z dwéch
celdw. Zdaniem recenzenta nie zawsze wiecej znaczy lepiej. Wydaje sie, ze wytworzenie
funkcjonalnych koniugatéw nanoczastka-biatko, ze wskazaniem zaréwno nanoczastek zlota i srebra,
jak i wybranych enzyméw, bytoby wystarczajgco wymagajgcym celem pracy, natomiast opracowanie
metody iloéciowej analizy biatek przytagczonych do nanoczagstki nalezatoby potraktowac jako cel
dodatkowy lub krok posredni stuzacy do osiggniecia celu gtéwnego pracy. Takie przedstawienie celu z
cafg pewnoscia nie umniejszytoby wagi przedstawionej pracy, a nadatoby pracy wigkszej czytelnosci,
tym bardziej, ze w dalszym tekécie rozprawy metoda elektroforetycznej analizy ilosciowej
immobilizowanego biatka jest w taki wtasnie sposéb prezentowana. Jest metodg prowadzgcg do
osiagniecia zatozonego celu wytworzenia koniugatéw nanoczastka-biatko, metody pozwalajgcy na
optymalizacje warunkéw immobilizacji biatka.

Praca nie stracitaby tez na wartosci gdyby usunieto z niej teze, a wtasciwie znéw dwie odrebne tezy.
Dla recenzenta tezy te wydaja sie by¢ trywialne gdyz mozna sprawdzi¢ ich prawdziwo$¢ na podstawie
dostepnej literatury, nie odwotujac sie do wynikéw zaprezentowanych w pracy. Proces przyfgczenia
dowolnego biatka do powierzchni metalicznej nanoczastki wymaga wyboru odpowiedniej dla danej
pary nanoczastka-biatko metody, ktéra dodatkowo umozliwi realizacje wtasciwego celu samej
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immobilizacji. Doktorantka tadnie pokazata to we wstepnej czgsci pracy. Natomiast wykorzystanie
elektroforezy w celach analitycznych nie jest rzadkoscig, takze w odniesieniu do analizy oddziatywan
biatek z nanoczastkami. Przyktady mozna znalezé w szeregu prac i Doktorantka wiele z nich omowita
w czesci teoretycznej. Na uwage zastuguje praca przegladowa opublikowana w Analytical and
Bioanalytical Chemistry (2019) 411:79-96, https://doi.org/10.1007/s00216-018-1401-3. Oczywidcie,
na potrzeby wiasne Doktorantka musiata dostosowac warunki elektroforezy i zrobita to z dobrym
skutkiem.

W rozdziale tym przedstawiono takie w sze$ciu punktach zakres pracy, ktdry jest catkiem obiecujacy,
ale zupetnie pomija techniki elektroforetyczne bardzo istotne dla pracy.

W kolejnym rozdziale (széstym) zaprezentowana jest aparatura badawcza wykorzystana podczas
realizacji pracy, a takze wykorzystane odczynniki. Lista aparatury jest jednak niekompletna, dla
przyktadu brakuje informacji o aparaturze uzytej w testach aktywnosci enzymatycznej. Podobnie,
lista odczynnikéw nie jest kompletna i brakuje na niej cho¢by kwasu tetrachloroztotowego (HAUC,) i
cytrynianu sodowego.

Opisane sg takze metody: DLS, spektrofotometria UV-VIS, SEM, elektroforeza PAGE i 2D, a takze
badanie aktywnosci enzymatycznej. Niestety ostatnia z metod opisana jest niezwykle ubogo, podane
sa tylko nazwy zestawéw i producent, brakuje catkowicie informacji o warunkach przeprowadzenia
testdw. W rozdziale tym podana jest takze krétka informacja o metodach syntezy nanoczgstek ztota i
srebra

W rozdziale si6dmym przedstawiono charakterystyke zastosowanych w pracy koloidéw nanoczastek
zfota i srebra.

Rozdziat 6smy dotyczy opracowania metody elektroforetycznego ilosciowego oznaczania biatka
zaadsorbowanego do powierzchni nanoczastek. Przedstawione zostaty standardowe metody i
warunki elektroforezy w zelu poliakrylamidowym i warunki rozdziatu w systemie elektroforezy DISC
(10% zel, 200V, 40 min). Nastepnie wykonane zostaty rozdziaty elektroforetyczne prébek
nanoczastek ztota optaszczonych monomerem katalazy o masie czasteczkowej 60k. Przeprowadzono
analize dla czterech réznych warunkdéw elektroforezy: (a) redukujacej SDS-PAGE, (b) nieredukujgcej
SDS-PAGE, (c) B-merkaptoetanol-PAGE oraz (d) natywnej. Wyniki rozdziatéw przedstawione sg na
rys. 43. Zaprezentowane obrazy zeli i podpis pod rysunkiem niestety nie dostarczajg czytelnikowi
wielu informacji niezbednych do ich analizy. Przede wszystkim dla SDS-PAGE nie przedstawiono
markeréw mas czasteczkowych, przez co trzeba raczej zgadywal jakie s3 masy czasteczkowe
widocznych prazkéw. Nie zaznaczono takze granicy pomiedzy zelami stacking i running, przez co nie
mozna ocenié, czy widoczne na wysokosci okoto % dtugosci zelu rozmazane prazki obecne na prawie
wszystkich $ciezkach, to wtaénie ta granica pomiedzy zelami, czy moze analizowane biatka. Na pewno
wyraznie widoczne prazki na dole zeléw SDS-PAGE (a i b, $ciezka 5) odpowiadajg biatkom o masach
15-20k, przez co nie mogg by¢ traktowane jako podjednostki katalazy o masie 60k.

Kolejne dwa rozdzialy dotycza wykorzystania metody elektroforetycznej do oceny ilosci biatka
przytaczonego do nanoczastek ztota i srebra. Na rysunku 50 przedstawiony jest zel bez opisu
warunkéw elektroforezy. Jezeli jest to rozdziat SDS-PAGE to masa czgsteczkowa widocznego prazka
nie odpowiada masie katalazy, a jezeli jest to rozdziat natywny, to dlaczego inny jest wzér prazkéw
niz na rys. 43 i 48? Z kolei na rysunku 55 potozenie prazkow jest jeszcze inne niz na rysunku 50. Czy
warunki elektroforezy byly takie same? Podobne watpliwosci dotycza rysunkéw 60, 65, 68 i 72.
Podobnie nie jest jasne dlaczego w elektroforezie natywnej oraz w elektroforezie w warunkach
zredukowanych obraz jest identyczny i tak skomplikowany (rys. 43 i 48). Poprosze Doktorantke o
przedstawienie nieco szerszego wyjasnienia tego problemu. Podobnych zastrzezeri nie mam w
stosunku do wynikéw uzyskanych dla dyzmutazy cho¢ i tutaj na uwage i dodatkowe wyjasnienie
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zastuguje ocena wartosci punktu izoelektrycznego duzmutazy wykonana w warunkach elektroforezy
2D. Przedstawiony w pracy wynik w granicach 8,58 — 9,37 érednio koresponduje z wartosciami
podawanymi w bazie SwissProt 2D-PAGE, ktéry zawiera sig w przedziale 6,76 — 7,78. Skad taka
rozbieznoé¢? Pozostate metody analityczne (SEM i spektrometria UV-VIS) dostarczyty wiarygodnych
wynikéw potwierdzajacych przytaczanie biatek do powierzchni nanoczastek.

Rozdziat jedenasty poswiecony jest badaniu aktywnosci biologicznej podjednostek CAT i SOD po ich
immobilizacji. Brak informacji dotyczacych warunkow eksperymentalnych nie pozwala niestety na
petna analize zaprezentowanych wynikéw. Nie jest jasne w jaki sposéb dobrano wyjsciowa
aktywno$¢ wolnego enzymu i dlaczego wraz ze wzrostem rozmiaru nanoczastek, a tym samym ze
wzrostem liczby kopii enzymu maleje oznaczona aktywno$¢. Dlaczego poczatkowa aktywnos¢
swobodnego enzymu takie maleje w kolejnych eksperymentach wraz ze wzrostem rozmiaru
nanoczgstki ztota (rys. 90)?.

Kolejny, dwunasty rozdziat, znalazt sig¢ w pracy chyba przez przypadek. Oczywiscie rozumiem, ze w
zamyéle Doktorantki miato to byé potwierdzenie aktywnosci immobilizowanych enzymow w
warunkach in vivo, ale nie do korica zamyst ten powiddt sie. Opis eksperymentu jest mocno niepetny i
jak sama Doktorantka stwierdza: ,Szczegétowa analiza uzyskanych wynikéw wykracza jednak poza
zakres przedstawionej pracy doktorskiej. Zostata ona szerzej opisana w pracy [144].” Tyle, ze
praca [144] ma status przyjetej do publikacji i nie miatem szansy na zapoznanie sig z jej trescia.

Czytajac i analizujac przedstawiong mi prace odniostem wrazenie znacznego zametu edycyjnego. Jak
rozumie¢ my$l (str. 16) : ,,....wykazujg nanostrukturyzacje w swoich powfokach ligandéw z powodu
rozdziatu faz, wynikajgcego z krzywizny powierzchni.”? Warto pamigtac, ze nie ma petnej zwrotnej
relacji pomiedzy biatkiem i enzymem, ze podjednostka enzymu to nie to samo co cata czasteczka
enzymu, warto tez w sposéb jednoznaczny wyrazaé mysli i oceny. Zdaniem recenzenta warto tez
oddzieli¢ prezentacje wynikéw od ich interpretacji. Znacznie utatwia to analize tresci, a takZze
umozliwia przeprowadzenie fatwo czytelnej dyskusji i wnioskowania.

Zeby jednak nie pozostawi¢ wrazenia, ze moje nastawienie jest bardzo krytyczne chciatbym
podkresli¢ potencjalng uzytecznoéé wynikéw uzyskanych w trakcie realizacji pracy, a takze zwréci¢
uwage na przemawiajace do wyobrazni graficzne schematy pokazujace sposoby immobilizacji biatek,
ich pdzniejszej dostepnosci biologicznej, takze w relacji z rozmiarem nanoczastki i krzywizng jej
powierzchni.

Pomimo przedstawionych powyzej pytan i uwag krytycznych stwierdzam, ze praca jest wartosciowa
i wnosi istotne wartoéci poznawcze, oraz dokumentuje dobre przygotowanie warsztatowe
Doktorantki. Wobec powyzszego oceniana praca spetnia wymagania stawiane w Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku, z
pdzniejszymi zmianami zamieszczonymi w Ustawie z dnia 21 kwietnia 2017 roku.

Przedktadam  Wysokiej Radzie  Wydziatu Chemii  Uniwersytetu  tédzkiego  wniosek
o dopuszczenie Pani mgr Ewy Czechowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dobra Nowiny, 28 lutego 2020

Loy
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