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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Iwony Magdaleny Ufnalskiej pt. ,,Badanie procesu

redukcji jonow Cu(II) zwiazanych z peptydem GHK z udzialem glutationu”

Praca doktorska Pani mgr inz. lwony Ufnalskiej zostata wykonana na Wydziale Chemicznym
Politechniki Warszawskiej. Promotorem pracy jest Pan prof. dr hab. Wojciech Wroblewski za$ promotorem
pomocniczym pani dr Urszula Wawrzyniak. Przedstawiona mi do oceny rozprawa poswigcona jest istotnemu
zagadnieniu, jakim jest redukcja jonow Cu(Il) w postaci kompleksu z trojpeptydem GHK wystepujacym
naturalnie we krwi, ktorego rola biologiczna jest tematem licznych badan naukowych. Jedna z
prawdopodobnych hipotez mowi o tym, ze peptyd ten bierze udziat w transporcie jonéw Cu(Il) w krwiobiegu
a przede wszystkim utatwia redukcje tychze jonéw do Cu(I) w procesie transportu miedzi przez blong
komorkowa. Zagadnienie to, cho¢ badane przez wiele lat, nie zostato jak dotad w pelni wyjasnione. Temat
rozprawy pani mgr inz. Ufnalskiej wpasowuje wiec w nowoczesne trendy badawcze chemii
bionieorganicznej, ktorej jednym z filarow jest poznawanie mechanizmow transportu jonow metali u ludzi.

Rozprawa Doktorantki liczaca 166 stron, napisana w jezyku polskim zostata przygotowana w
klasycznym uktadzie pracy eksperymentalnej zawierajacej wprowadzenie 1 nastgpujacy po nim obszerny
wstep, cel pracy, rozdzialy poswigcone stosowanym technikom, aparaturze 1 odczynnikom, wyniki badan
wlasnych, podsumowanie i wnioski. Rozprawg wienczy rozdziat pt. ,,Znaczenie biologiczne”, w ktoérym
Autorka bardzo zgrabnie umieszcza wyniki swoich badan w konteks$cie biologicznym. Do pracy zalaczony
jest krotki suplement, spis publikacji Doktorantki i bibliografia liczaca 206 pozycji, ktére zostaly w
przewazajacej czes$ci opublikowane w ostatnim 20-leciu. Do pracy dotgczony jest spis uzywanych skrotow,
cho¢ jest on wedlug mnie zbyt skromny wobec ilosci stosowanych symboli 1 skrotow. Catos¢ opatrzona jest
68-oma ilustracjami i 6-oma tabelami. Szczegdlng uwage przykuwa sposob przygotowania rozprawy w
postaci zgrabnej i estetycznej ksiazki, ktdrg z przyjemnoscia si¢ czyta.

Wstep pracy liczacy 44 strony jest rozdziatem dos¢ obszernym jak na typowe rozprawy doktorskie, cho¢
nie oznacza to, ze jest przetadowany informacjami. Zawiera bowiem wstep do chemii koordynacyjnej, w
ktorym pojawiajg si¢ definicje kluczowych pojeé¢. Ze wzgledu na miedziowa tematyke pracy zabrakto mi tu
umieszczenia jonéw Cu(Il) i Cu(I) w kontekscie kwaséw Lewisa oraz teorii migkkich i twardych kwasow

(HSAB). Jest to szczegdlnie przydatne dla zrozumienia, istotnych roznic we wlasciwosciach




fizykochemicznych obu stanéw utlenienia miedzi. Wstegp do pracy zawiera przede wszystkim najistotniejsze
informacje na temat roli miedzi w ludzkim organizmie, a takze jej chemii koordynacyjnej oraz informacje o
peptydach jako ligandach jonow miedzi. Szczegodlny nacisk jest tu potozony na peptydy zawierajace reszte
histydyny w réznych pozycjach w sekwencji aminokwasowej, w tym peptyd GHK, ktoremu poswigcona jest
rozprawa. Autorka zwarta tu roéwniez informacj¢ na temat glutationu i jego kompleksow z miedzig (brak
podanej struktury) a takze poznanych i opisanych dotagd miedziowych kompleksow ternarnych.

Cele pracy zostaly umieszczone w krotkim, potstronicowym rozdziale w sposob bardzo przejrzysty.
Jedyna moja uwaga dotyczy tego, ze rozdzial napisany jest gtbwnie w czasie przesztym i bardziej wpasowuje
si¢ w konkluzje anizeli cele ptynnie wynikajace ze wstepu rozprawy. W rozdziale ,,Techniki stasowane w
pracy” oraz , Aparatura i odczynniki” Autorka umiescita podstawowe informacje na temat technik
badawczych stosowanych podczas realizacji projektu. Informacje te sg jednak bardzo teoretyczne i
praktycznie, brak jest tu detali dotyczacych samych eksperymentéw i warunkow ich prowadzenia. W
rozdziale ,,Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego” zabraklo informacji na temat tego czym sg
eksperymenty DOSY, ktore byty stosowane podczas charakterystyki produktow reakcji redukcji kompleksu
Cu(I)-GHK.

Najistotniejszy rozdziat pracy to ,,Wynik badan witasnych”. Na poczatku chciatbym zaznaczy¢, ze
rozdziat ten powinien informowaé o tym, ze zwiera on rezultaty i dyskusje, gdyz w rozprawie nie ma
osobnego rozdzialu dotyczacego dyskusji uzyskanych wynikéw. Opis rezultatdw rozpoczyna si¢ od
skrupulatnej prezentacji tego, w jaki sposob byly wyznaczane stezenia reagentow oraz przedstawia od czego
moga pochodzi¢ potencjalne btedy w ich oznaczeniu. Jest on peten rad i z pewnosciag powinien by¢
obowigzkowa lekturg dla poczatkujacych adeptow chemii bionieorganicznej. RoOwnie pouczajace sg
obserwacje dokonane we wstepnych badaniach, w ktorych Doktorantka wykorzystywata najpierw bufor
HEPES, nastepnie bufor fosforanowy tak, by konkludujac swoje proby, zastosowac ostatecznie w badaniach
uktad niebuforujacy (woda) doprowadzony do odpowiedniego pH recznie. Sugeruj¢ by podczas prezentacji,
Autorka w postaci choc¢by jednego slajdu mogta przedyskutowac powody, dla ktorego wybrata takie a nie
inne warunki eksperymentalne. Z opisu wstepnych badan nad reakcja redukcji kompleksu Cu(Il) z peptydem
GHK w obecnosci glutatnionu wynika, ze Cu(Il) jest redukowana do Cu(I), co zostato potwierdzone w tescie
z kwasem bicynchoninowym. Glutation (GSH) zostaje utleniony do GSSG a powstata Cu(l) jest
stabilizowana przez nadmiar GSH, a w miar¢ jego konsumpcji zostaje utleniona do Cu(ll). Procesowi
oksydacji kompleksu Cu(l)-GSH towarzyszy odtworzenie pierwotnego kompleksu z GHK. Autorka
konkluzje te wycigga na podstawie spadku, wzrostu lub przesunig¢ pasm d-d oraz LMCT obserwowanych
na widmach elektronowych. O ile ten opis jest zrozumiaty i wyciggane konkluzje jasne, niezrozumiate jest
jednak pojawianie si¢ stabego pasma przy 410 nm. Brak jest wyjasnien czy hipotez od czego to pasmo moze
pochodzi¢. Tu prositbym o krotka dyskusje. Ciekawy jest rOwniez przebieg zmian absorbcji w czasie
prezentowany na Rysunku 20. Pasma przy 255 i 606 nm zdaja si¢ jasno potwierdza¢ ten sam scenariusz
zachodzacych reakcji, podczas gdy zmiany absorbcji rejestrowane przy 300 nm ukazuja nieco inny przebieg.

Z czego on wynika? Cieckawg obserwacjg jest rowniez prawdopodobny proces utleniania sktadnikow buforu



HEPES przez jony Cu(Il) w obecnosci ligandéw wiazacych Cu(I) (Rysunek 32). O ile utlenianie sktadnikoéw
buforu HEPES jest zrozumiale i tym samym zrozumialy jest wzrost absorpcji przy 562 nm prezentowany na
Rysunku 32, o tyle mniej jasny jest wzrost absorbcji w obecno$ci buforu fosforanowego (Rysunek 33).
Przyrost ten jest w prawdzie kilkukrotnie mniejszy ale dobrze zauwazalny. Z czego on moze wynikac?

Kolejnym istotnym etapem badan byto sprawdzenie tego, czy opisywane reakcje asocjacji, dysocjacji,
redukcji 1 utleniania zachodza w sposob odwracalny. Jak sama Autorka pisze jest to bardzo wazne z punktu
widzenia transportu jonow miedzi i roli samego peptydu GHK. Przeprowadzone pomiary pokazaty, ze
faktycznie zachodzi tu pelna powtarzalnos¢ cykli redoks obserwowana po dodaniu kolejnych porcji GSH.
Co wazne powstajacy GSSG nie stanowi tu problemu z punktu widzenia kompetycji do jonow Cu(Il) ze
wzgledu na znacznie nizsze powinowactwo w poréwnaniu do peptydu GHK. Ponadto, zarejestrowane widma
MS rowniez nie wskazywaly na pojawianie si¢ produktéw ubocznych reakcji.

W dalszej czgsci pracy Autorka skupita si¢ na poczatkowych etapach reakcji zachodzacych po podaniu
GSH do kompleksu Cu(Il)-GHK. Przesunigcie pasm d-d obserwowane tuz po dodaniu GSH wskazuje na
istnienie krotkotrwatej formy przejsciowej. Aby moc badac ten szybko zachodzacy proces Autorka podjeta
probe spowolnienie tego procesu. Mozliwe byto to za sprawg obnizenia temperatury z 37°C do 20°C i 5°C,
co skutkowato kilkukrotnym wydluZzeniem czasu zycia formy posredniej. Obnizenie temperatury
spowodowato réwniez wzrost wydajnosci reakcji. Czy wynika to ze zmiany roéwnowag w nizszej
temperaturze czy wickszego, czasowego rozdzielenia naktadajacych si¢ na siebie reakcji redukcji i
utleniania? Zdecydowanie najciekawszg obserwacjg fazy redukcji kompleksu dzigki zastosowaniu nizszej
temperatury byta obserwacja przesuwania si¢ pasm d-d w kierunku fal krétszych o okoto 10-12 nm. Efekt
ten jednak jest krotkotrwaty i utrzymuje si¢ zaledwie 10 min po czym pasma d-d nieznacznie przesuwaja si¢
w kierunku fal dtuzszych. Skrupulatna obserwacja zaréwno zmian w dtugosci fal maksimow jak 1 zmian
intensywno$ci pasm na widmach pozwolita na wyciggniecie konkluzji o obecnosci dwoch form
kompleksowych, r6éznigcych si¢ sposobem koordynacji. Wedtug Autorki najbardziej krétkotrwata forma
ternarng jest kompleks Cu(Il) z GHK i glutationem. Przemawia za tym wspomniane wyzej i nieopisane dotad
w literaturze przesunigcie hipsochromowe powstale na skutek substytucji donora tlenowego czasteczki wody
na donor siarkowy czasteczki glutationu. Drugi kompleks, ktory powstaje wraz z nim, cho¢ jest
odpowiedzialny za przesunigcie batochromowe jest kompleksem binarnym Cu(GHK)2, w ktorym czwarte
miejsce w plaszczyznie ekwatorialnej stanowi donor azotowy reszty histydyny od drugiej czasteczki peptydu
{3N+1}. O stusznosci tej konkluzji majg Swiadczy¢ zarejestrowane widma EPR. Szkoda, ze zabraklo ich w
gléwnym tekscie. Pomoglyby one nadazy¢ za tokiem rozumowania Doktorantki a odsytanie czytelnika do
suplementu zaburza nieco jasnos$¢ przekazu. Rozumiem, ze bylty one rejestrowane przez wspolpracownika,
ale maja jednak bardzo istotny wktad w prezentowane wyniki. Bardzo zainteresowal mnie Rysunek 47, ktory
przedstawia rozktad from kompleksow tworzacych sie¢ w ciggu pierwszej godziny po dodaniu GSH do
kompleksu Cu(I)-GHK. Cho¢ sama Doktorantka pisze o nim, ze jest on bardziej jako$ciowy niz ilosciowy
to niemniej jednak prezentuje bardzo dobrze heterogennos¢ uktadu. W ilustracji tej brakuje mi formy Cu(l)-

GSH, ktora musi pojawiac sie w uktadzie. Wynika to pewnie z tego, ze intencja Autorki bylto przedstawienie



jedynie form obserwowanych na widmach EPR. Z czystej ciekawos$ci cheiatbym poprosi¢ Doktorantke o
cho¢by minimum informacji na temat tego, jak dane EPR moga by¢ transformowane w sposéb
ilo$ciowy/potilosciowy do tego typu rozktadu form kompleksowych. Kolejna rzecz, ktora mnie intryguje to
samo pojawianie si¢ kompleksu Cu(Il)-(GHK).. Patrzac na Rysunek 47 mozna wywnioskowac, ze kompleks
1:2 tworzy si¢ z kompleksu 1:1 przy obecnosci tej samej ilosci peptydu GHK. Rozumiem, ze redukcja
wyjsciowego kompleksu powoduje, ze cze$¢ peptydu zaczyna istnie¢ w roztworze w postaci wolnej, tym
samym promujgc pojawienie si¢ kompleksu binarnego {3N+1N}, czy tak? Prezentacja wszystkich from,
nawet wolnego peptydu, pomogtaby w latwiejszym zrozumieniu tego dynamicznego uktadu. Ciekawym
dopelieniem badan nad powstawaniem i charakterystyka struktur kompleksow ternarnych byto uzycie w
reakcji redukcji innych merkaptanow takich jak soli sodowej metanotiolu czy 2-merakptoetanolu. Mimo
pewnych rézni¢ pomiedzy nimi ogdlne konkluzje uzyskane z ich zastosowania sg spojne i wskazujg na
obecno$¢ donora siarkowego w sferze koordynacyjnej najmniej trwatego kompleksu ternarnego bez wzgledu
na rodzaj merkaptanu. Wskazuja one réwniez na rozbiezno$¢ procesu redukcji od obecnosci donorow
azotowych w strukturze merkaptanu. Mysle, ze kropke nad ,,i” postawitoby tu uzycie N-acetylo-glutationu,
ktory jest najwierniejszym analogiem GSH z niefunkcjonalng koordynacyjnie grupa aminowsa, a moze i tez
S-metyloglutationu pozbawionego ugrupowania SH. Niemniej jednak uzyskane wyniki sg bardzo
wartosciowe 1 wskazuja, ze proces redukcji centrum metalicznego kompleksu z GHK zachodzi wolniej niz
reakcja substytucji czasteczki wody grupa tiolowa GSH lub to, Ze istnieje wigcej niz jedna Sciezka transferu
elektronu. Prosze Doktorantke¢ by mogla nieco bardziej obrazowo zaprezentowac ta ostatnig konkluzje
podczas swojego referatu.

Bardzo warto$ciowym etapem prac Doktorantki byto zastosowanie techniki NMR. Ze wzgledu na to, ze
kompleksy Cu(Il) sa paramagnetyczne, uzycie tej techniki sprowadzito si¢ do charakterystyki form Cu(l),
ktora jest diamagnetyczna. Przeprowadzone pomiary jednoznacznie wskazujg na to, ze Cu(l) w uktadzie
nadmiaru GSH wystepuje jedynie w postaci kompleksu z reduktorem (GSH) o czym §wiadczg przesunigcia
protonow reszty cysteinowej glutationu i brak przesunig¢ chemicznych protonéw pochodzacych od peptydu
GHK. Oprodcz analizy jednowymiarowej przeprowadzono réwniez pomiary dyfuzyjne DOSY. Zastosowanie
tego typu eksperymentu pozwolilo na rozroznienie trzech indywiduéw rdéznigcych si¢ parametrami
dyfuzyjnymi. Najwolniej dyfundujaca formg byt kompleks Cu(I)-GSH. Zastosowanie odpowiednich
obliczen pozwolito Doktorantce 1 wspolpracownikowi na okreslenie objetosci kompleksu Cu(l), ktory
pozostawat trzykrotnie wiekszy od czasteczki GSSG. Taka sytuacja jest mozliwa jedynie, gdy GSH tworzy
kompleks Kklastrowy z Cu(l) o stechiometrii Cus(GSH)e. Jest to bardzo wartosciowy wynik, gdyz dotad
tworzenie si¢ takiego kompleksu bylo potwierdzone jedynie badaniami spektroskopowymi i
sedymentacyjnymi.

Ostatnia czg$¢ pracy badawczej to wyznaczenie stalej trwatosci kompleksu ternarnego oraz
charakterystyka wtasciwosci elektrochemicznych badanych ukladéw. Zdecydowanie chyle czota nad
zastosowang procedura pozwalajacg na dokladne wyznaczanie stalej tworzenia kompleksu ternarnego.

Znajomo$¢ wartosci tej stalej pozwala na obliczenie dystrybucji form kompleksowych miedzi w dowolnych



warunkach reakcji, roznigcych si¢ sktadem/stezeniami reagentow. Sugeruj¢ Doktorantce by tg czgs$c
wnioskow przedstawi¢ podczas prezentacji w nieco inny sposob niz prezentuje to Tabela 6. Zastosowanie
catej procedury jest bardzo skomplikowane ale jej efekt bardzo wartosciowy. Profil zmian
elektrochemicznych uzyskanych przez Autorke jest spdjny z badaniami spektroskopowymi. Zaobserwowane
przesunigcie sygnatu katodowego w kierunku dodatnich potencjatow dla pierwszych minut reakcji redukcji
wskazuje na to, ze proces ten moze zachodzi¢ w warunkach fizjologicznych a doktadniej w fizjologicznym
oknie zmian potencjatu redoks. Sugeruje to mocno, ze tworzenie si¢ kompleksow ternarnych moze odgrywac
istotng role w licznych procesach biologicznych dzigki modulacji wtasciwos$ci redoks. Jest to zdecydowanie
istotne dla komplekséw jondw miedzi a takze innych aktywnych redoksowo jonow metali.

Rozprawe doktorska Pani mgr inz. Ufnalskiej wienczy rozdziat ,,Podsumowanie i wnioski” a takze
»Znaczenie biologiczne”. Autorka umiescita tam najistotniejsze wnioski i spostrzezenia uzyskane podczas
realizacji projektu w konteks$cie biologii miedzi a takze badanych peptydow. Rozdziaty te napisane sa jasno
i $wiadczg o dojrzalosci badawczej Autorki.

Poza uwagami umieszczonymi wyzej, nie mam zasadniczych zastrzezen merytorycznych do
recenzowanej rozprawy. Prac¢ czyta si¢ z przyjemnoscig mimo, ze opisuje ona nielatwe w realizacji i
prezentacji badania chemiczne z zastosowaniem ro6znych technik pomiarowych. Do$¢ trafnym podejsciem
Autorki byto rozpoczynanie kolejnych etapoéw pracy od podsumowania najistotniejszych wynikdéw
uzyskanych do tej pory, ktore byty istotne dla czytelnika w zrozumieniu kolejnych krokow. Mimo, ze takie
podejscie generuje pewne powtorzenia to zdecydowanie utatwia czytanie rozprawy. Cata praca napisana jest
poprawnym jezykiem cho¢ Autorka nie uniknela pewnych bledow gramatycznych 1 zwyczajowych. W
niektorych miejscach obecne sg powtdrzenia wyrazow, niewtasciwe stowa lub nawet niedokonczone zdania.
Domys$lam si¢, ze wynikalo to z pospiechu na ostatnich etapach edycji. Zdecydowanie nie jestem
zwolennikiem umieszczania w rozprawach napisanych w j. polskim rysunkow i tabel, ktore zawierajg kropki
zamiast przecinkow. Wymienione btedy edytorskie, cho¢ pojawiajg si¢ w calej pracy nie wptywaja znaczaco
na bardzo pozytywny odbidr calej rozprawy, walorow naukowych a takze bardzo przystepnego sposobu
przekazywania informacji i opisu uzyskanych wynikow.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. inz. lwony
Magdaleny Ufnalskiej spelnia wymogi ustawowe, stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje
wiedze teoretyczng Autorki jak 1 umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwiazku z
POWYZSzym wnosze o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. lwony Ufanlskiej do dalszych etapow
postepowania doktorskiego.

Z wyrazami szacunku

Artur Krezel
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