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rozprawy doktorskiej mgr Ewy CZECHOWSKIE) zatytutowanej ,,Badanie procesu
przytqczania katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej do powierzchni nanoczgstek
metalicznych” przedstawionej Radzie Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu
tédzkiego w celu uzyskania stopnia naukowego doktora nauk chemicznych

Przedtozona mi do recenzji dysertacja pozostaje w nurcie badan syntezy i
zastosowan nanoczastek srebra i ztota jako nos$nikéw biomolekut o potencjalnych
wiasciwosciach terapeutycznych, stanowigcym przedmiot zainteresowan zespotu
kierowanego przez prof. dr. hab. Jarostawa Grobelnego, Promotora recenzowanej
dysrtacji, w Katedrze Technologii i Chemii Materiatéw Wydziatu Chemii Uniwersytetu
tédzkiego.

Rozprawa zostata przygotowana w podziale materiatu na dwie czesci, obejmujace
Czes¢ Literaturowg (42 str.) i Czes¢ Doswiadczalng (63 str.), Spis Literatury obejmujacy
144 wybrane pozycje literaturowe, Spisy Rysunkéw i tabel, skrétéw, oraz dorobek
Autorki.

W dysertacji Doktorantka nie wyodrebnita czesci Dyskusja Wynikow, ktéra
pokazataby w szerszym kontekscie, réwniez na tle doniesien literaturowych, dorobek
Autorki (prace witasne i to nie wszystkie cytowane sg w czesci doswiadczalnej).
Doktorantka ograniczyta sie jedynie do podsumowania i wnioskédw w Czesci
Doswiadczalnej (4 str.).

Dorobek publikacyjny stanowi 5 prac oryginalnych opublikowanych w bardzo
dobrych (Nanomedicine IF 4,717, Colloids & Surfaces B, IF 3,973) i dobrych (Appl Biochem
Biotechol IF 2,14) czasopismach naukowych, ktérych Ewa Czechowska jest wspoétautorks,
z tego jedna praca, gdzie jest pierwszg autorkg (Colloids & Surfaces B, 2018, IF 3,973) o
tacznym IF 16.94. Przy znaczgcym dorobku publikacyjnym Recenzentce nasuwa sie
pytanie, dlaczego Doktorantka nie skorzystata z mozliwosci przedstawienia
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opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw opatrzonych komentarzem i
dyskusjg wynikow.

Przeglad literaturowy (128 ze 144 pozycji bibliografii) wprowadza czytelnika w
tematyke rozprawy, dajgc szeroki obraz zaréwno syntezy i wtasciwosci fizycznych
nanoczgstek ztota i srebra, ich wtasciwosci chemicznych fizycznych oraz biologicznych, w
tym roli w funkcjonowaniu w uktadach biologicznych, funkcji jako enzymdéw na nosnikach,
inhibitorow enzymow, oraz oddziatywan tychze zwigzkdéw z innym biomolekulami.

Doktorantka w czesci literaturowej sporo uwagi poswiecita enzymom
antyoksydacyjnym, w tym dysmutazom ponadtlenkowym (SOD-1, SOD-2 i SOD-3) oraz
katalazie CAT, ktdre stanowity przedmiot jej badan (zastrzezenia budzi dobér referenc;ji,
szczegodlnie pozycje 93 i 95 o charakterze raczej historycznym lub popularno-naukowym),
oraz dotychczasowym wynikom immobilizacji tych biatek na powierzchni nanoczastek
(publikacje 104-111).

Oddzielna i znaczaca cze$é przegladu literatury poswiecona jest opisowi metod
analizy biatek, nanoczastek i ich koniugatéw z biatkami, w szczegdlnosci elektroforezie w
zelach poliakrylamidowych.

Publikacje, w ktérych Doktorantka jest wspétautorkg sg po prostu wymienione (np.
str. 61) i Autorka praktycznie nie odnosi sie szerzej do ich tresci w catej dysertacji, co
stanowi utrudnienie w zbudowaniu petnego obrazu obszernej pracy doktorskiej i
zaleznosci pomiedzy wynikami opublikowanymi i nieopublikowanymi. Co wiecej praca [1]
w spisie dorobku: Catalase- Modified...Radoszek et al.,, Colloids and Surfaces B:
Biointrfaces, 2017) nie jest w ogdle cytowana w dysertacji, pomimo ze dotyczy
wykorzystania elektroforezy do wyznaczania stopnia adsorpcji CAT na AuNPs13, szeroko
omawianej w pracy.

Badania wtasne

Celem pracy byto wytworzenie funkcjonalnych koniugatéw nanoczgstek-biatko
poprzez przytgczenie biatek enzymatycznych: katalazy (CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) do powierzchni nanoczgstek ztota i srebra wytworzonych w trakcie przygotowania
pracy doktorskiej, jak rowniez opracowanie metody ilosciowej analizy biatek
przytaczonych do nanoczastek ztota i srebra, opartej na wykorzystaniu elektroforezy w
zelu poliakrylamidowym

Tak postawiony cel doktorantka zrealizowata catosci.

Zgodnie z opisem, Autorka otrzymata i scharakteryzowata nanoczastki ztota
AuNP13-AuNP42 i srebra AgNP13-AgNP45 o réznych rozmiarach i polach powierzchni oraz
stosunkowo waskim rozrzucie wielkosci nanoczgstek (Tabela 4 oraz Rys. 41 i 42).

W opisie brak odnosnikéw literaturowych. Czy Autorka korzystata z metody
Wojtowicz-Krawiec et al. (pozycja [33] cytowana w [134]) czy jest to metoda (niecytowana
Turkievicha- str.61. Moze z pracy [1]. Czy réznice w wydajnosci immobilizacji pomiedzy



opisem w dysertacji odzwierciedlajg roznice w warunkach reakcji opisanych w artykule
Catalase-modified gold nanoparticles.....(Colloids and Surfaces B, 2017) i dysertacji?

Autorka nie komentuje réznic w rozrzucie rozmiaréow koloidéw nanoczastek srebra
i ztota, a takze rdznic gestosci powierzchniowej enzymoéw (pokryé powierzchni), chociaz w
przypadku AuNP-CAT maksymalng, znaczaco najwyziszg gestos¢ Autorka uzyskata dla
AuNP20.

Autorka otrzymata biokoniugaty katalazy CAT z nanoczgstkami ztota na drodze
niespecyficznej adsorpcji fizycznej oraz specyficznej adsorpcji chemicznej z
wykorzystaniem linkeréw i zbadata ich wtasciwosci (dla poréwnania Rys. 89, str. 118)

Pytania szczegdtowe do tej czesci pracy:

1. Dlaczego Doktorantka uzywa terminu ,specyficzna adsorpcja fizyczna” dla
procesu (Rys. 58), w ktérym oddziatywania chemiczne pomiedzy znacznikiem
polihistydynowym CAT a linkerem na powierzchni AuNP, zawierajgcym jon Ni?*
jest odpowiedzialne za tworzenie biokoniugatéw.

2. Dlaczego w Tabeli 9 brakuje pokrycia powierzchni teoretycznego dla $rednicy
nanoczgstki 1AuNP-13? Zgodnie z opisem (str. 82) tzw. teoretyczne pokrycie to
pokrycie maksymalne w warunkach eksperymentu.

3. Pokrycie powierzchni wyznaczony metodg PAGE jest znaczgco nizsze niz tzw.
pokrycie teoretycznie. W jaki sposéb wyznaczono pokrycie teoretyczne i czy
rozni sie ono w zaleznosci od enzymu? Autorka nigdzie nie odwotuje sie do
danych literaturowych a jedynie pisze o tzw. obliczeniach teoretycznych. Na
czym one polegaty?

4. Czy pokrycie powierzchni (Tabela 12) odpowiada obsadzeniu teoretycznemu
(Rys. 66)?

5. Dlaczego pokrycie powierzchni teoretyczne dla nanoczasteczek AuNP-LA-NTA-
Ni oraz AuNP (Tabela 9 i 12 oraz Rys. 56 i 66) rézni sie tak znaczaco? Jak
wyliczono pokrycie teoretycznie dla AUNP-LA-NTA-Ni-CAT?

6. Jaka role odgrywa w tym przypadku typ tgcznika? Jakimi kryteriami postugiwata
sie Doktorantka w doborze fgcznika? Czy korzystata z danych literaturowych?

7. Jakie Doktorantka ma dowody na procesy adsorpcji-desorpcji CAT na AgNP?

Do iloSciowego oznaczenia ilosci biatek immobilizowanych na powierzchni
nanoczastek Doktorantka z powodzeniem wykorzystata powszechnie stosowang do
analizy biatek elektroforeze w zelach poliakrylamidowych oraz znane metody wybarwiania
srebrem. Autorka poswiecita w pracy wiele uwagi opisowi eksperymentow
elektroforetycznych (str. 69-76), z uwzglednieniem drobiazgowego doboru warunkow
elektroforezy a takze ilosciowej metody oznaczania biatek i wykorzystaniu metody do
analizy wszystkich biokoniugatdow z nanoczgstkami Au i Ag.



W rozwazaniach na temat mechanizmu immobilizacji katalazy na powierzchni
nanoczgsteczek autorka stosuje znaczaco uproszczone, mechaniczne podejscie do
struktury biatka, nie uwzgledniajgc zmian konformacji oraz centrum aktywnego.
Jednoczesnie w tych rozwazaniach podaje argumenty ktére, wydajg sie truizmami np.
str.84: ,ze wzrostem srednicy nanoczastki rosnie réwniez jej promien krzywizny, a w
konsekwencji jej powierzchnia bedzie coraz bardziej ptaska”....

Doktorantka nigdzie w cze$ci doswiadczalnej nie powotuje sie na wczesniejsze
prace innych autoréw, w ktérych wykorzystano reakcje badz metody stosowane w
prezentowane] dysertacji. Sprawia tym wrazenie, ze reakcje opisane w pracy s3
przygotowane po raz pierwszy. Dotyczy to zardwno syntezy nanoczgsteczek jak réwniez
immobilizacji katalazy i dysmutazy zaréwno w przypadku specyficznej jak i niespecyficznej
adsorpcji fizycznej.

Szerszego komentarza wymaga niespecyficzne adsorpcja fizyczna katalazy do
powierzchni nanoczgstek srebra. Autorka analizuje zele po wybarwieniu srebrem i
identyfikuje w nich biatko niezwigzane z nanoczgstkami we wszystkich przeprowadzonych
eksperymentach. Interpretuje ten wynik obecnoscia jonéw srebra w koloidzie i
kompleksowaniem ich do katalazy. Nie wyjasnia, w jaki sposéb takie kompleksowanie
wptywa na wydajno$é syntezy biokoniugatow a takie na rownowage pomiedzy z
kompleksowanym z Ag+ i immobilizowanym biatkiem (str.95).

Osobny rozdziat czesci doswiadczalnej poswiecony jest badaniu aktywnosci
biologicznej enzymoéw CAT i SOD po unieruchomieniu na powierzchni nanoczasteczek.
Badanie aktywnosci przedstawiono sposdb bardzo skrétowy. Pokazano zmiany w czasie
(Rys. 89-92) aktywnosci dotyczace tych enzymdéw bez podania warunkdéw, co stanowi
istotny element opisu. Podanie nazwy i producenta zestawu do badania aktywnosci nie
nosi znamion opisu eksperymentu. Takie podejscie stanowi znaczne utrudnienie w analizie
przedstawionych wynikdw i ma raczej charakter pogladowy.

W pracy Autorka odwotuje sie wielokrotnie do ,obliczen teoretycznych”, pod
ktérymi, jak sie wydaje czesto kryjg sie proste obliczenia pola powierzchni kuli o znanym
promieniu lub przeliczenia stezen/ ilosci enzymow.

,ll0$¢ biatka uzytego do modyfikacji obliczono teoretycznie jako....czgsteczek monomerdéw
...przypadajacych” (str. 77, 86, 94, 102, 108, 111)

,1108¢ linkera zostata teoretycznie obliczona i wynosita 1 czgsteczke na 1 nm2 AgNP” (str.
111)

Co oznacza stwierdzenie: Niespecyficzna adsorpcja fizyczna CAT na powierzchni
nanoczgstek moze prowadzi¢ do czesSciowego zablokowania aktywnego miejsca enzymu z
powodu statystycznego rozmieszczenia czgsteczek katalazy na powierzchni AuNP (str.
118)?



Dlaczego aktywno$¢ katalazy wolnej [U/mg] na Rys. 89 a i b oraz Rys. 90 a,b i c
rézni sie znaczgco? Czy Autorka uzywata réznych katalaz? Mozna domniemywa¢, ze CAT
niezwigzana (wolna) powinna mie¢ taka samg aktywnos$¢ we wszystkich prébkach
analizowanych, jesli warunki eksperymentu byty takie same.

Whiosek na str. 122 ,Uzyskane wyniki aktywnosci CAT i SOD po przytgczeniu do
nanoczgstek ztota i srebra dowodzg, ze zaréwno metoda unieruchomienia biatka jak i
rodzaj nosnika wptywa na aktywnos$¢ enzymatyczng biatek” s3 nadmiernym uogdlnieniem,
gdyz z prezentowanych wczesniej danych zmian aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej
SOD (rys. 92a-d i 93 a-d) wynika, ze dysmutaza SOD po przytgczeniu do nanoczastek ztota
lub srebra ma aktywnos¢ réwng aktywnosci enzymu niezwigzanego.

W omawianej dysertacji Autorka zastosowata bardzo ogdlne ujecie badan
wtasnych, nie wyodrebniajgc czesci dyskusja i takiego fragmentu, porzadkujgcego opisane
wyniki w pracy brakuje, przez co pozostaje niedosyt, jesli chodzi o wnioski na temat
uzyskanych wynikéw i odniesienie ich do szerszego tta syntezy immobilizowanych
enzymow i ich wykorzystania, w tym opublikowanych prac na ten temat, ktérych
Doktorantka jest wspétautorka.

Z obowigzku recenzenta musze skomentowaé i wskazaé drobne uchybienia i
niescistosci jezykowe, ktére najwyrazniej umknety uwadze doktorantki w trakcie
przygotowywania manuskryptu oraz jego korekty. Szczegdlnie waine wydaje sie
zwrécenie uwagi na unikanie jezyka potocznego i precyzyjne okreslenie zjawisk i pojeé
chemicznych, fizycznych i biologicznych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Ewy Czechowskiej stanowi interesujgcy wktad do wiedzy o nanoczastkach ztota i
srebra, ilustrowany przyktadami immobilizacji na ich powierzchni wybranych dwdch biatek
CAT i SOD, z wykazaniem zmian aktywnosci tych biatek po immobilizacji w warunkach
modelowych badan in vitro i in vivo.

Warto podkreslié, ze Doktorantka brata udziat w realizacji dwdch projektédw
badawczych NCN, oraz ze cze$é¢ badan wtasnych wykonata we wspodtpracy z zespotami
badawczymi z Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku oraz todzi.

Biorgc pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze oceniana przeze mnie rozprawa
spetnia w petni wymagania okreslone w tekscie Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym w czesci dotyczgcej trybu uzyskania stopnia doktora. Wnosze wiec do
Wysokiej Rady wniosek o podjecie pozytywnej decyzji w sprawie dopuszczenia mgr Ewy
Czechowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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