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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Iwony Magdaleny Ufnalskiej
zatytutowanej:

,Badanie procesu redukcji jonéw Cu(ll) zwigzanych z tripeptydem GHK z udziatem glutationu”

Rozprawa doktorska mgr inz. Iwony Ufnalskiej, zatytutowana: ,Badanie procesu redukcji jonédw Cu(ll) zwigzanych
z tripeptydem GHK z udziatem glutationu” wykonana zostata na Wydziale Chemii Politechniki Warszawskiej, pod

kierunkiem prof. dr hab. inz. Wojciecha Wréblewskiego i dr Urszuli Wawrzyniak, jako promotora pomocniczego.

Praca doktorska, w szerszym rozumieniu, dotyczy proby wyjasnienia zjawiska redukcji jonow miedzi (Il)
w Srodowisku pozakomérkowym w celu przetransportowania jonow tego pierwiastka do wnetrza komérki za
pomocg btonowych transporterow jednowartosciowych jondw metali czyli biatek z rodziny CTR (Copper
transporter family). Jedna z koncepcji wskazuje, ze to reduktory takie jak glutation, obecne w organizmach
zywych, mogg by¢ odpowiedzialne za proces redukcji jondw miedzi (ll) do miedzi (I). Celem bezposrednim
rozprawy byto wyjasnienie mechanizmu oddziatywania jondw miedzi skompleksowanych peptydem GHK

z glutationem jako jednej z mozliwych drég dostarczania jonéw miedzi (1) do kanatu CRT1.

Tematyka pracy doktorskiej jest aktualna i wazna, poniewaz dotyczy fundamentalnych zjawisk funkcjonowania
organizmow zywych z zachowaniem kruchej homeostazy w zanieczyszczonym s$rodowisku. Mimo znacznego
postepu w kazdej z dziedzin nauki, istnieje szereg zjawisk, ktdre nie zostaty jednoznacznie wyjasnione i do takich
wtasnie zalicza sie sposdb dostarczania do komérek niezbednego dla prawidtowego funkcjonowania pierwiastka
- miedzi. Jednym z najpowszechniej wystepujacych w przyrodzie ozywionej reduktoréw jest glutation, czyli
tripetyd petnigcy w organizmach wiele réznych rél, poczgwszy od ochrony przed reaktywnymi formami tlenu,
poprzez udziat w procesach fatdowania biatek oraz ich biodegradacji jako czynnik kontrolujacy aktywnos¢
proteosomu. Dlatego, koncepcja wykorzystania wtasciwosci redukujgcych glutationu do generowania formy
miedzi, ktéra moze by¢ przenoszona przez btone komérkowsg do wnetrza komorki wydaje sie wielce
prawdopodobna. Jednak wyjasnienie mechanizmu odziatywania skompleksowanych jonéw miedzi (Il)
z glutationem jest zadaniem bardzo ambitnym i wymagato od Doktorantki duzego zaangazowania w prace

badawcze pod wzgledem koncepcyjnym jak i metodologicznym.
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Przedstawiona do recenzji praca liczy 166 stron i ma standardowy ukfad obejmujacy: streszczenie w jezyku
polskimi oraz angielskim, przeglad literaturowy, osobno zdefiniowany cel pracy, wyniki badan wtasnych, wraz
z metodykg pomiardw, podsumowanie i wnioski, spis prac wiasnych oraz cytowane;j literatury. Dodatkowo,
zamieszczono spis skrotéw i oznaczen, co utatwia rozumienie teksu oraz zatacznik zawierajgcy wyniki pomiaréw

wykonanych przez wspotpracownikéw.

We wstepnej czesci rozprawy mgr Iwona Ufnalska omawia zagadnienia chemii koordynacyjnej, przy czym rozdziat
ten jest nieco szkolny, ze zbednym, w moim odczuciu, rysunkiem 1. Nastepnie, szczegétowo przedstawione s3
zagadnienia dotyczgce jondw miedzi, aktywnosci biologicznej, szlakéw transportowych przez btone komérkowa
czy sposobu koordynacji przez rézne ligandy. W kolejnych rozdziatach wprowadzenia literaturowego Autorka
przyblizyta sposéb wigzania jondw miedzi (Il) przez oligopeptydy. W tym miejscu, ponownie, wydaje mi sie,
Ze praca nie stracitaby na czytelnosci, gdyby rysunek 4 zastgpic¢ tylko wzorami aminokwaséw budujacych peptydy
bedace przedmiotem zainteresowania. W rozdziale tym scharakteryzowano zaréwno sposéb koordynacji jondw
miedzi (Il) przez oligopeptydy, zawierajgce taricuchy proste, a takze przedstawiono sposéb tworzenia struktur
przestrzennych jonéw miedzi (Il) z peptydami zawierajgcymi histydyne w pozycji 1, 2 badz 3 wzgledem N-konca.
Nastepnie opisano kompleksy ternarne, czyli tréjsktadnikowe, zawierajace jon miedzi(ll), ligand w postaci
jednego lub dwdch oligopeptyddw i ewentualnie dodatkowy ligand nieorganiczny. Koniec rozdziatu, z punktu
widzenia tematu pracy jest najciekawszy, poniewaz jest skupiony na badanych oligopeptydach. Autorka ttumaczy
znaczenie biologiczne peptydu GHK, sposdb tworzenia struktury 3N podczas koordynacji jonu Cu(ll) i tworzenia
struktur ternarnych w obecnosci liganddw takich jak: histydyna, imidazol, czy sam GHK. Nastepnie, opisuje
strukture glutationu, jego biologiczne funkcje i sposoby regulacji jego stezenia w organizmie. Oddziatywania
glutationu z jonami miedzi i kompleksami miedzi sg przedmiotem kolejnych podrozdziatow.

Ogoblng uwagg krytyczng do opisu w czesci teoretycznej to mnogosc wtrgcen w nawiasach, co wydatnie rozprasza
czytajacego. Oczywiscie istotne informacje warte sg wplecenia w tekst, lecz jesli sg tylko ciekawostka, tzw.
informacjg ,,dla kultury osobistej”, to mysle ze ich stezenie jest nieco zbyt duze w pracy by czytato sie jg ptynnie.
Jednym z zabawniejszych wtrgcen w nawiasach, byta informacja w ktérych drogeriach mozna kupi¢ preparaty
zawierajgce kompleksy z GHK.

Kolejnym, drobnym potknieciem jest brak konsekwencji w stosowaniu skrotow. Czasem autorka odnosi sie do
nazw polskich - RFT jako reaktywne formy tlenu a nie ROS (Reactive Oxygen Species) a czasem do nazw
angielskich, pomimo, ze w jezyku polskim taki skrot istnieje, np. przewlekata obturacyjna choroba ptuc (POChP),
przy czym Autorka podaje skrét COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease). Btedem jest rowniez uzywanie
apostrofu podczas odmiany nazwisk konczacych sie na spotgtoske, co zdarzyto sie w przypadku choroby
»Alzheimer’a” na stronie 57, podczas gdy na stronie 27, 37,48 odmienione nazwisko zostato zapisane poprawnie.
S3 to oczywiscie drobne pomytki, ktdre zdarzajg sie nam wszystkim a ja wspominam o nich tylko z obowigzku
recenzenta.

W tym miejscu chciatabym podkreslic, ze mgr inz. lwona Ufnalska bardzo wyczerpujgco przestawita
najistotniejsze zagadnienia niezbedne do zrozumienia motywacji i sformutowania celdw rozprawy. Dokonata
wyboru aktualnej, obejmujgcej 209 pozycji literatury, skad przytoczyta rézne koncepcje i odniosta sie do nich. Cel

pracy, zaprezentowany po wprowadzeniu literaturowym, jest jasny i zrozumiaty dla czytelnika.
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W rozdziatach 6 i 7 mgr inz. Ufnalska podaje metodyke prowadzonych eksperymentéw: uzywane odczynniki,
materiaty, aparature, opisuje réwniez stosowane przez siebie oraz wspoétpracownikéow techniki badawcze.
W opisie woltamperometrii cyklicznej na stronie 70 pojawito sie niefortunne sformutowanie ,Rejestrowane
sygnaty sg bardziej smukte...”, co mysle, mogtoby by¢ zastgpione informacjg o szerokosci potéwkowej sygnatu
w przypadku procesu adsorpcyjnego i dyfuzyjnego. Natomiast moja uwaga praktyczna, bedaca jedynie
wskazdwka jest taka, by nie stosowal ultradZzwiekdw podczas czyszczenia elektrod dyskowych, gdyz takie
dziatanie czesto prowadzi do rozszczelnienia pomiedzy materiatem elektrody a obudowg, wzerdéw, zmiany
powierzchni elektrody, a nawet zmiany mechanizmu dyfuzji. Ta technika czyszczenia powinna by¢ pozostawiona
do przygotowywania elektrod w postaci drutéw, badz napylonych na szkle.

Wyniki badan witasnych Autorka przedstawita na 55 stronach, w 4 podrozdziatach, a na koncu pracy umiescita
rozdziat ,,Podsumowanie i wnioski” oraz ,Znaczenie biologiczne”. Przedyskutowata w nich wartos¢ i znaczenie
otrzymanych wynikdéw.

W rozdziale 8.1 zatytutowanym: ,Wyznaczenie stezen przy pomocy spektroskopii UV-Vis” nasuwa sie pytanie:
stezenia ,czego” bedg wyznaczane? Autorka wyznaczyta stezenie peptydu GHK przy uzyciu mianowanego
roztworu jondw miedzi (I1) i dowiodta, na podstawie pasma przy dtugosci fali 606 nm, ze stechiometria kompleksu
jest 1:1 a tworzona w pH 6,2 struktura, to forma 3N. Chciatabym prosi¢ w tym miejscu o podanie argumentacji
co do wyboru roztworu buforowego do pomiardw stezenia peptydu GHK, a w zasadzie kompleksu Cu(ll)GHK,
poniewaz w dalszej czesci pracy dowiedziono, ze zwigzki zawierajgce ugrupowania -SOsH (takie jak HEPES a zatem
i MES) moga redukowac jony Cu(ll).

Kolejny rozdziat (8.2) dotyczy witasnie badania wptywu Srodowiska na przebieg reakcji kompleksu binarnego
Cu(Il)GHK z glutationem. Pomiary prowadzono w roztworach o pH 7,4 w temperaturze 37°C w buforze HEPES
oraz w buforze fosforanowym. W opisie eksperymentu nie podano stezenia buforu HEPES, ta informacja pojawia
sie dopiero w podpisie pod rysunkiem 28. Po dodatku roztworu glutationu do roztworu kompleksu Cu(l)GHK
obserwowano na widmie zmiany w postaci zaniku i odtwarzania sygnatu przy 606nm oraz pojawiania sie i zaniku
sygnatu CT przy dtugosci fal 250 - 300nm. Z powodu wysokiej wartosci molowego wspdtczynnika absorpcji
wartos¢ absorbancji przekracza 1. Pokusitabym sie o przeprowadzenie eksperymentu stosujac nizsze stezenia
reagentéw i obserwowac wtasnie okolice pojawiajgcych sie sygnatéw CT. Dzieki temu, by¢ moze, nie bytoby
watpliwosci w kwestii potozenia pasm CT (S — Cu(l)). Ze zgrubnego szacowania na podstawie rysunku 29 nie
jestem pewna czy pierwsze pasmo faktycznie znajduje sie przy dtugosci fali 255nm, czy raczej 260nm. Utrudniona
byta interpretacja widm réznicowych z rysunku 29 ze wzgledu na rdzny punkt poczatkowy tych widm. Dlaczego
widmo oznaczone linig czerwong rejestrowane po 40 minutach od dodatku glutationu, a majace poméc sledzi¢
postep reakcji, jest réznica pomiedzy widmem po 40 minutach a widmem w czasie 0, natomiast w przypadku
pozostatych widm - oznaczonych linig czarng i niebieska jako punkt poczatkowy zastosowano widmo kompleksu
Cu(Il)GHK bez dodatku glutationu. Rozumiem, ze zabieg ten miat jakis cel i chciatabym prosi¢ o wyttumaczenie
tego w czasie publicznej obrony. Nie wiem, czy rysunek 30 jest wykonany na podstawie danych z rysunku 28, ale
jesli tak, to w przypadku sygnatu przy dtugosci fali 300nm absorbancja po 40 minutach od dodatku GSH ustala sie
na poziomie 0,3 natomiast na rysunku 28 obserwacja krzywej czerwonej, ktéra wydaje sie bys widmem

rejestrowanym po 40 minutach wskazuje, ze przy dtugosci fali 300nm absorbancja jest na poziomie nieco bardziej
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zblizonym do 0,5. By¢ moze moje obserwacje bytyby inne a rdznice bardziej widoczne, gdyby rysunek 28
przedstawic jako dwa rysunki, czyli widmo w zakresie dtugosci fal 240-450nm oraz 400-850 nm.

Dzieki eksperymentom przy uzyciu kwasu bicynchoninowego Autorka udowodnita zajscie procesu redukcji
miedzi(ll) w kompleksie za pomocg glutationu oraz ponownego utleniania tlenem z powietrza do formy +2. Na
tym etapie badan Autorka dowiodta, ze stosowanie buforu HEPES do badan zwigzkéw miedzi (I1) nie jest wiasciwe
ze wzgledu na mozliwos¢ zachodzenia reakcji pobocznej, prowadzacej do czesciowej redukcji jondw miedzi (11).
Czy na tym etapie mozliwe jest poréwnanie przez mgr inz. Ufnalska statych trwatosci komplekséw dla kompleksu
Cu(l)BCA2 Cu(l)GSH oraz Cu(ll)GHK, czy takie dane poza dang ze strony 92 dla Cu(ll)GHK sg dostepne?

Na wczesniejszych stronach rozdziatu 8.2 Autorka sugerowata, ze pasma CT zwigzane sg z przeniesieniem tadunku
(S — Cu(l)), natomiast na stronie 89 wskazuje odwrotny kierunek przeniesienia (Cu(l) —S LMST), w zwigzku
Z czym prosze o wyjasnienia.

W rozdziale 8.3 Autorka omawia inne czynniki wptywajgce na przebieg reakcji glutationu z kompleksem
peptydowym miedzi (ll) takie jak: ewentualne kompleksowanie jonéw miedzi (ll) przez utleniong forme
glutationu - GSSG, obecnos¢ tlenu i stezenie glutationu. Dowodzi tu niezaprzeczalnego udziatu tlenu w reakcji
odtwarzania jonéw miedzi (II) po procesie redukcji przy uzyciu SGH.

Mechanizm redukcji kompleksu Cu(ll)GHK przez GSH dyskutowany jest w kolejnym rozdziale — 8.4. Autorka
zaproponowata obnizenie temperatury prowadzenia reakcji, co znacznie spowolnito proces redukcji, ponownego
utleniania oraz wptyneto na wydajnos¢ procesu. Pomiary prowadzone przez dr hab. Simona Drewa, metodg
elektronowego rezonansu paramagnetycznego, potwierdzity wnioski Autorki ptyngce z pomiaréw w nizszych
temperaturach i obserwacji hipsochromowego przesuniecia pasma d-d. Wyniki te potwierdzity takze istnienie
formy zawierajgcej inny niz woda ligand i jednoczesnie dowiodty istnienia zaréwno nietrwatego kompleksu
ternarnego z GSH jak i kompleksu autoternarnego. Kolejno, Autorka zastosowata do zbadania reakcji redukcji
kompleksu Cu(ll)GHK inne niz GSH tiole. Co prawda, pomiary z pozostatymi badanymi tiolami prowadzone byty
w réznych temperaturach, to wykazaty podobne przesuniecie hipsochromowe pasma d-d oraz obecnos¢ nowego
sygnatu w okolicy 345nm, co wida¢ na rysunku 50, gdzie brakuje podpisu do wykresu wewnetrznego (,insetu”).
Dowiadujemy sie co jest na tym rysunku dopiero na stronie 130. Pomiary z zastosowaniem spektroskopii
jagdrowego rezonansu magnetycznego wykonane i przeanalizowane przez wspotpracownikow pozwolity
potwierdzi¢ stechiometrie kompleksu zredukowanych jondéw miedziowych z glutationem. W tym miejscu
chciatabym zauwazy¢ pewng niekonsekwencje, polegajaca na tym, ze rysunki z pomiaréw metoda spektroskopii
EPR, wykonane przez inng osobe niz Doktorantke umieszczono w Zatgczniku a jedynie wnioski znalazty sie w
gtéwnym tekscie, natomiast w przypadku wynikdéw otrzymanych metoda NMR nie wykonano takiego zabiegu.
Zastgpienie czasteczki wody w sferze koordynacyjnej kompleksu Cu(ll)GHK przez imidazol doprowadzito
do przesuniecia pasma d-d o 41nm w kierunku ultrafioletu, co byto zgodne z oczekiwaniem, ale nie obserwowano
zmian szybkosci redukcji jonu centralnego. Natomiast zastosowanie modelu peptydu typu ATCUN wskazato na
istnienie wiekszej liczby $ciezek redukcji kompleksu przez GSH. Autorka przeprowadzita pomiary oddziatywania
kompleksu Ci(l)GHK z GSH w obecnosci imidazolu o réznych stezeniach, w obnizonej wzgledem poprzednich
eksperymentéw temperaturze o 17°C. Wyznaczyta state szybkosci reakcji redukcji centrum metalicznego

skoordynowanego przez GHK oraz imidazol. Umieszczenie imidazolu w czwartym miejscu koordynacyjnym jonu

ul. Ludwika Pasteura 1, 02-093 Warszawa
tel.: 22 55 26211 (Biuro Dziekana), 22 55 26230 (Administracja)
e-mail: dziekan@chem.uw.edu.pl, chemia@chem.uw.edu.pl, www.chem.uw.edu.pl



miedzi (II) spowolnito reakcje dwukrotnie, ponownie sugerujgc, ze kompleks ternarny z glutationem nie jest
jedyng mozliwg droga redukcji jonu miedzi (Il). W celu wyznaczenia wartosci statej tworzenia kompleksu
ternarnego GSH-Cu(ll)GHK Autorka przeprowadzita analize widm kompleksu Cu(ll)GHK w obecnosci GSH
0 réoznym stezeniu w temperaturze 5°C. By wyznaczy¢ wartosci stezenia odpowiednich form kompleksu
ternarnego oraz ich sktadowych, wyznaczono odpowiednie wartosci molowego wspodtczynnika absorpcji przy
dtugosciach fal 300 i 345 nm. Na podstawie wyznaczonej statej tworzenia wyznaczono procentowy udziat
poszczegdlnych form kompleksu Cu(ll) a zawartos¢ kompleksu ternarnego z GSH wyniosta 40% w nieobecnosci
imidazolu i zmniejszyta sie znaczaco w jego obecnosci potwierdzajgc inne drogi redukcji jonédw miedzi niz tylko
uzycie kompleksu ternarnego z GSH jako substratu tej reakc;ji.

W przypadku danych elektrochemicznych pokusitabym sie o dogtebniejsze zbadanie procesu redukcji jonow
miedzi (II) w kompleksie z GHK. Mam wrazenie, ze gdy skala czasowa eksperymentu jest krotka, to po procesie
redukcji Cu(ll) do Cu(l) i zmianie kierunku polaryzacji, nastepuje utlenianie tych jonéw ponownie do Cu(ll), co
obserwujemy jako sygnat dyfuzyjny. Jesli zas szybkos¢ polaryzacji zostaje zmniejszona, to mozliwa jest
obserwacja reakcji dysproporcjonowania Cu(l) do Cu(ll) oraz Cu(0) i to wiasnie forma metaliczna jest
adsorbowana na elektrodzie, dajac charakterystyczny, ostry pik. Nie do korica przemawia do mnie réwniez opis
procesu utleniania jonéw miedzi (Il) do miedzi (II), poniewaz sygnat ten jest nieproporcjonalnie wysoki w
stosunku do sygnatu redukcji Cu(ll) do Cu(l). Zatem, poza naktadaniem sygnatu utleniania do formy miedzi (Ill) i
sygnatu dekompozycji elektrolitu wydaje sie, ze dochodzi przy potencjale utleniania centrum metalicznego do
katalitycznego utleniania histydyny z peptydu GHK, skad podwyzszenie natezenia pradu i brak piku reakcji

przeciwnej.
Na stronie 136 znajduje sie odniesienie do rysunku S35A, ktérego w pracy nie ma.

Dodatek GSH do roztworu przede wszystkim wskazuje na redukcje przez ten reduktor jondw miedzi (I1), ale
réwniez natychmiastowe ich kompleksowanie, zardwno tych pochodzacych z redukcji chemicznej jak i
elektrochemicznej, co uwidacznia sie brakiem sygnatu utleniania Cu(l). Reakcji kompleksowania dowodzi réwniez
przesuniecie piku redukcji w strone potencjatéw mniej ujemnych, zatem w strone tatwiejszej redukcji. W celu
Sledzenia postepu reakcji i zmian potozenia piku redukcji polecitabym zastosowanie technik pulsowych a w
szczegdlnosci normalnej woltamperometrii pulsowej z krétkimi czasami pulsu. Szkoda, ze Autorka nie pokazata

krzywych cyklicznych po rozszczelnieniu naczynka i dostepu tlenu.

Kilka uwag edytorskich, o ktérych nie wspomniatam wczesniej:

- 0gdblna uwaga do wykreséw prezentowanych w niniejszej pracy zwigzana jest z wielkoscig znacznikéw
oznaczajacych punkty pomiarowe. Tak duzy rozmiar czasem powoduje, ze wykresy staja sie nieczytelne, np. na
rysunku 44, czy 49.

- w jezyku polskim separatorem dziesietnym jest przecinek nie kropka

- nie powinno sie raczej zostawia¢ jednego zdania na kolejnej stronie i reszty strony pustej, poniewaz takie

dziatanie nie robi dobrego wrazenia
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Mimo tych kilku drobnych uwag, oceniajagc edytorska strone dysertacji chciatabym pochwali¢ mgr inz. lwone
Ufnalska za wyjatkowa starannos$¢ podczas edycji pracy, znalaztam zaledwie kilkanascie literdwek i potkniec
w catej pracy. Catos¢ dysertacji jest estetyczna, spdjna i przejrzysta.

Podsumowujac, mgr inz. lwona Ufnalska dokonata interesujgcego wyboru tematyki badawczej, zarowno pod
wzgledem aktualnosci jaki atrakcyjnosci. Uzyskane wyniki z pewnoscia bedg uzyteczne w dalszym wyjasnianiu
zjawisk zachodzgcych w komdrkach.

Najwazniejsze osiggniecia badawcze Doktorantki to:

- przeprowadzenie badan spektroskopowych oraz elektrochemicznych w celu opisania oddziatywania jonéw
miedzi (I1) skompleksowanych peptydem GHK z glutationem

- udowodnienie tworzenia kompleksu ternarnego GSH-Cu(ll)-GHK, wyznaczenie statej rownowagi tworzenia tego
kompleksu, wyznaczenie specjacji poszczegdlnych form kompleksowych

- opis procesu redukcji Cu(Il) do Cu(l) z zastosowaniem zaréwno GSH jak i innych tioli, wyznaczenie potencjalnego
mechanizmu tego procesu z udziatem kompleksu ternarnego

- opis procesu ponownego utleniania Cu(l) do Cu(ll) w obecnosci tlenu, zaproponowanie mozliwego mechanizmu
tego procesu.

Autorka ma w dorobku wspoétautorstwo 7 oryginalnych publikacji naukowych, co jest znacznym dorobkiem

naukowym jak na ten etap rozwoju naukowego, pomimo ze tylko w dwéch jest wiodgcym Autorem.

W oparciu o analize rozprawy stwierdzam, ze spetnia ona wymagania stawiane przez Ustawe o Tytule i Stopniach
Naukowych z dnia 14 marca 2003r. (Dz U. z 2003, Nr 65, poz. 595 z pdZniejszymi zmianami) oraz Rozporzadzenie
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegétowego trybu i warunkow przeprowadzenia czynnosci
w przewodach doktorskich z dnia 26 wrzesnia 2016r. a takze zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom
doktorskim. Wnioskuje o przyjecie pracy i dopuszczenie Pani mgr inz. Iwony Ufnalskiej do dalszych etapdéw

przewodu doktorskiego.
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