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RECENZJA
pracy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Anny Rodzik

p.t.: ,Badanie mechanizmow tworzenia nanokompozytéw metal-bialko jako
potencjalnych srodkow przeciwdrobnoustrojowych”

przygotowanej w na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu (UMK)
pod kierunkiem Promotora pracy
prof. dr. hab., dr. h.c. multi. Bogustawa Buszewskiego, czl, rzecz. PAN

oraz Promotora pomocniczego — dr. hab. Pawla Piotra Pomastowskiego, prof. UMK

Chemia biologicznie aktywnych bialek jest bardzo dynamicznie rozwijajaca si¢ specjalnoscia
naukowa, a prowadzone badania w jej zakresie majg multi- oraz interdyscyplinarny charakter.
Poprawa r6znorodnosci chemicznej na drodze wprowadzenia centrum metalicznego ma
ogromne znaczenie w funkcjonowaniu wielu biatek. Nalezy podkresli¢, Zze w ostatnich latach
dokonano znacznego postgpu w tworzeniu specyficznych 1 bardziej biodostgpnych
indywiduow. Dlatego tez przedlozona mi do oceny praca doktorska odzwierciedla
poszukiwania nowych nanokompozytow biatko-metal. Hipoteza badawcza zaklada
opracowanie metodologii wytwarzania nanokompozytow wybranych jonéw metali z biatkiem
serwatkowym p-laktoglobuling (cynk i srebro) oraz biatkami mleka — asi-, B-, k-kazeinami (cynk).
Cele szczegotowe zrealizowano migdzy innymi poprzez modyfikacje biatek mleka i serwatkowego
jonami cynku i srebra, doglebng fizykochemiczng charakterystyke otrzymanych uktadéw,
by w koncu zaja¢ si¢ opisem mechanizmu procesu immobilizacji, czy badaniem aktywnosci
biologicznej wobec patogennych szczepow opornych na antybiotyki. Na koniec zostaly
przeprowadzone badana aplikacyjne wykorzystujace model zwierzgcy (myszy).

Recenzowana praca doktorska lezy w zakresie badan prowadzonych przez Pana
prof. dr. hab. Bogustawa Buszewskiego — Promotora przedktadanej rozprawy doktorskiej,
tj. w zakresie zagadnien z pogranicza chemii fizycznej, medycznej, analitycznej
z uwzglednieniem chemii materialowej, a nawet supramolekularnej czy kinetyki chemicznej.
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Réznorodnos¢ zastosowan multi- 1 interdyscyplinarnych badan zwigzana jest z jednej Strony
z rozpoznaniem chemicznym czasteczek na drodze metod separacyjnych (chromatografia,
techniki elektromigracyjne), jak i opracowaniem metod przygotowania probki do analizy:
wydzielania, = wzbogacania, rozdzielania 1  oznaczania  roéznych  indywiduéw
w skomplikowanych mieszaninach. Profesor B. Buszewski — jako renesansowy badacz —
zajmuje si¢ takze pracami przebiegajacych na granicy $wiata zewnetrznego i wewnetrznego
komorki, czyli na pograniczu life sciences — life chemistry. Obejmuja one nie tylko tradycyjne
dziedziny nauki jak chemia srodowiska, biotechnologia, chemia medyczna, toksykologia,
ale i nowoczesne tzw. ,,omiki”: proteomike, genomike oraz metabolomike. Niniejsza praca
doktorska jest doskonatym przyktadem wpisania si¢ w ten zakres badan, a wigc bioanalityke
chemiczna, od poczatku uprawiang przez prof. Bogustawa Buszewskiego.

Promotorem pomocniczym rozprawy jest Pan dr hab. Pawet Pomastowski, prof. UMK, ktérego
udzial w badaniach stanowigcych podstawe rozprawy zostal jasno sprecyzowany
w o$wiadczeniu przez niego przedtozonym. Jest on wspdtautorem wszystkich publikacji
bedacych podstawa recenzowanej dysertacji oraz autorem korespondencyjnym pracy P3, P4,
P6, P7, Doktorantka z kolei jest autorem korespondencyjnym w przypadku pracy P5,
za$ Promotor pracy w pozostatych przypadkach oraz pracy P7.

Niniejsza praca doktorska powstata m. in. w wyniku realizacji projektu OPUS14 — ,,Synteza
kompleksowych zwigzkow srebra i cynku na bazie kazein 1 biatek serwatki oraz nanoczastek
srebra i tlenku cynku przez probiotyczne bakterie kwasu mlekowego”, Kierownik projektu —
prof. UMK dr hab. Pawet Pomastowski, Promotor pomocniczy pracy doktorskiej oraz m.in.
mgr Agnieszka Rodzik jako Wykonawca) i Preludium 19 - 2020/37/N/ST4/04082
(,,Wykorzystanie ~ technik  laserowej  desorpcji/jonizacji ~ wspomaganej  matryca
oraz nanostrukturami w analizie hydrolizatow bialkowych ze szczegdlnym uwzglednieniem
modyfikacji potranslacyjnych”, Kierownik projektu mgr Agnieszka Rodzik) finansowanych
z Narodowego Centrum Nauki oraz kilku (3) na badania w ramach prowadzenia prac
naukowych na UMK.

Prawie dwustudwudziestostronicowg rozprawe otwiera strona tytulowa, po ktorej nastepuje
tytut w jezyku angielskim, dalej ulokowano zwyczajowo przyjete podziekowania (w tym takze
za finansowanie badan naukowych) i spis tresci. Merytoryczng czg$¢ dysertacji rozpoczyna
wykaz skrotow stosowanych przez Autorke, ktory to poprzedza syntetyczny wstep.
Po prezentacji podstawowych informacji dotyczacych problematyki badan (,, Wprowadzenie™),
Pani mgr Agnieszka Rodzik formutuje cel badawczy, po czym koncentruje si¢ na prezentacji
wynikow zawartych w cyklu o$miu prac. Koncowa cze$¢ dysertacji stanowig streszczenia,
wykaz cytowanego piSmiennictwa (104 pozycje odzwierciedlajgce stan wiedzy gromadzonej
glownie w minionym dwudziestoleciu) oraz informacje na temat osiggnie¢ naukowych Autorki.
Nalezy wskaza¢, ze sumaryczna liczba punktow ministerialnych za cykl o§miu prac to 720, za$
IF=33,028, co daje bardzo dobry $redni wynik IF na prace ponad 4,1.
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W czesci literaturowej opisano zagadnienia zwigzane z biatkami, w szczego6lnosci
w powigzaniu z metodami badawczymi. W tej czgsci przytoczono m.in. odniesienie do pracy
P1, w ktorej skupiono si¢ na omdwieniu technik analitycznych stosowanych w badaniu biatek
(praca przegladowa). Jednym z kluczowych pomiar6w jest ocena stabilno$ci ukladéw
zawierajacych biatka poprzez pomiar ich potencjatu zeta. W pracach P2-P4 wyznaczono
potencjat zeta w funkcji rdéznej wartosci pH. Nastgpnie omdéwiono zagadnienia oznaczania
masy molekularnej biatek, a prace P2 i P4 postuzyly do wyznaczenia profili molekularnych
z wykorzystaniem techniki MALDI TOF MS (laserowej jonizacji/desorpcji probki
wspomaganej matrycg z analizatorem czasu przelotu).

Rozdziat 3.2.1. zawiera wazne zagadnienia, zwigzane z tematem przedlozonej pracy
doktorskiej — opis mechanizmu wigzania bialek z metalami i stanowi wstep do charakterystyki
wigzania, oceny mechanizmu i typu adsorpcji, a takze kinetyki (szybkosci) tegoz ostatniego
procesu. Wyniki badan z prac P2, P3, P6 wykazaly trzy etapy heterogenicznego procesu
adsorpcji, a takze, ze kinetyka procesu wigzania cynku do frakcji kazeinowych rozni sig¢
w porownaniu do p-laktoglobuliny. Ponadto w pracach P2, P4 i P6 stwierdzono, ze model
Freudlicha zapewnia lepsze dopasowanie do uzyskanych danych eksperymentalnych, zas prace P2,
P3, P6, P7 wykazaly spontaniczno$¢ procesu sorpcji jondw cynku i srebra do badanych biatek.
W tym miejscu zabrakto mi dyskusji wptywu wielkosci czastek wyznaczonych np. metoda
dyfrakcji laserowej (lub resonant mass measurement (RMM), flow imaging (FI)), albowiem
nalezy si¢ spodziewa¢ wptywu wielko$ci czgstek na proces dyfuzji.

W kolejnym podrozdziale omoéwiono stosowane instrumentalne techniki do charakteryzacji
otrzymanych w ramach przedtozonej pracy doktorskiej nanokompozytéw (prace P2, P3, P4,
P6, P7). Wykorzystano, oprocz juz wezesniej wspomnianej techniki MALDI TOF MS, takze
spektroskopi¢ w podczerwieni, Ramana, fluorescencyjna czy UV-Vis, czy techniki
mikroskopowe (SEM i TEM). Nastepnie podjeto si¢ oceny mechanizmu formowania si¢
nanokompozytéw z wykorzystaniem metod obliczeniowych (prace P6 i P7), w tym takze
metody dokowania molekularnego (P4).

W ostatniej czesci opisujacej zagadnienia doswiadczalne celem byto zbadanie skuteczno$ci
przeciwdrobnoustrojowej zsyntetyzowanych kompleksow (praca P8). W szczegdlnosci
oceniono wplyw uktadu Zn-g-laktoglobulina i Ag-S-laktoglobulina na gojenie si¢ ran u myszy
(badania aplikacyjne).

Tematyka rozprawy jest niezwykle aktualna, i to w wymiarze ogdélnoswiatowym,
a Doktorantka wykazala si¢ duzg umiejetnosciag prowadzenia ztozonych i wielokierunkowych
badan (takze we wspolpracy z innymi osobami), co w efekcie pozwolito na uzyskanie waznych,
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z naukowego punktu widzenia, korelacji, a takze waznych uogdlnien. W odniesieniu
do wspomnianego wcze$niej planu pracy na uwage zastuguje takze przemyslane wskazanie
sekwencji testow i technik, ktérych wyniki dostarczaja co najmniej kilku jakos$ciowych
parametrow badanych materialow. Takie zestawienie dziatan $§wiadczy o racjonalnym
wykorzystaniu dostepnego zaplecza aparaturowego.

Do najwazniejszych osiggniec¢ cyklu prac zaliczy¢ mozna:

1. Opracowanie metodyki wprowadzania (na drodze immobilizacji) jonéw cynku i srebra
do B-laktoglobuliny i jonéw cynku do réznych frakcji kazeiny. Przeprowadzenie
doglebnej  charakterystyki fizykochemicznej komplementarnymi  technikami
instrumentalnymi (od XRD, przez metody spektroskopowe, termiczne, az po metody
mikroskopowe).

2. Wykazanie heterogeniczno$ci ww. procesu oraz zaproponowanie trzech etapow
adsorpcji jonow metali do frakcji biatkowych.

3. Zaproponowanie mechanizmu za pomoca ktorego jony metali wigza si¢ z biatkami,
w tym wykazanie (gtownie metodami spektroskopowymi), ze kluczowg role w tym
procesie odgrywaja grupy karboksylowe kwasu glutaminowego i asparaginowego oraz
grupy fosforanowe w przypadku kazein

4. Opisanie po raz pierwszy mechanizmu formowania si¢ nanokompozytéw na bazie
B-laktoglobuliny oraz roznych frakcji kazeiny w oparciu 0 metody obliczeniowe
i dokowanie molekularne, w tym wskazanie miejsc wigzania. Zwrocenie takze uwagi
na wplyw st¢zenia i natury jonéw metali na proces wigzania metalu z biatkiem.

5. Wykazanie, ze analizowane nanokompozyty posiadaja wlasciwosci antybakteryjne
| Spetniajg wszystkie wymagania zwigzane z bezpieczenstwem ich stosowania.

W tym miejscu chciatabym sig¢ zapyta¢ jak widzi Pani mozliwos$¢ komercjalizacji wynikow?
Jaka stabilno$cig dtugoterminowa charakteryzuja si¢ nowe nanokompozyty?

Podsumowujac, analiza danych przeprowadzonych doswiadczen dostarcza nowych informacji,
wskazujac rownoczesnie na integralnos¢ metodologii nauk chemicznych, w tym bioanalityki
chemicznej, w zakresie realizowanych zadan badawczych. Ponadto logiczny tok narracji
dysertacji sprzyjaja S$ledzeniu poszczegdlnych watkéw opisywanych przez Autorke.
Pani mgr Agnieszka Rodzik napisata prace w bardzo dobrym stylu, jednakze nie unikngta
niewielkich btedoéw (np. wpisanie odno$nika do podrozdziatu 2.2 na str. 18).

Pragng tez zaznaczy¢, ze komentowane kwestie i prosby o dostarczenie dodatkowej informacji
nie rzutuja na moja jednoznacznie pozytywng i bardzo wysoka ocen¢ rozprawy doktorskiej
Pani mgr Agnieszki Rodzik. Recenzowana rozprawa reprezentuje bardzo dobry poziom
naukowy.
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Uznajac  walory merytoryczne ocenianej rozprawy, jako spelniajace  formalne
1 zwyczajowe wymagania stawiane dysertacjom doktorskim stwierdzam, ze w moim
przekonaniu niniejsza rozprawa spelnia warunki ujgte w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r.
(Dz. U. z 2018r. poz. 1668).

Wnosze zatem o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Rodzik, do dalszych etapow postepowania
w przewodzie doktorskim. Biorgc pod uwage wymagania stawiane tego typu rozprawom
z pelnym przekonaniem wnosze o jej wyrdznienie.

Prof. dr'hat . I1zabela Nowak
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