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Whiosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

Pani mer Eweliny Guszpit

Rozprawa doktorska zatytutowana ., Wiasciwosci antyoksydacyjne metalotioneiny i jej
zdolno$¢ do tworzenia komplekséw z kadmowo-tellurowymi kropkami kwantowymi”
dotyczy jakze waznych, a przy tym jeszcze w zauwazalnej mierze nieopracowanych
zagadnien projektowania i wytwarzania markeréw umozliwiajacych selektywne oznaczanie
biatek w probkach biologicznych, ktore to zagadnienia wpisujg si¢ we wspoiczesne Swiatowe
trendy badawcze. Doktorantka podjeta sic ambitnego zadania zaprojektowania uktadéw do
oznaczania ludzkiej metalotioneiny, ktérej to rutynowe oznaczanie jest problematyczne,
miedzy innymi ze wzglegdu na problemy z selektywnoscia i czutoscia znanych metod
analitycznych. Cel ten zostal przez Panig mgr Eweling Guszpit w calosci zrealizowany a
osiagniete rezultaty sg istotne zarowno z czysto badawczego jak i z aplikacyjnego punktu
widzenia. Istotnym elementem nowosci naukowej zrealizowanych badan jest wykazanie
mozliwodci rozréznienia za pomoca proponowanego podejscia liczby czasteczek ludzkiej
metalotioneiny w supraczasteczce. Ponadto zastosowana metodyka moze by¢ réwniez
wykorzystana do oznaczania ilosci ludzkiej metalotioneiny zwiazanej z jonami kadmu, co
réwniez stanowi wazny element nowosci naukowej i jest oryginalnym rozwigzaniem
istotnego problemu analitycznego. Ze wzgledu na wspomniane powyzej 1 szczegbtowo
opisane w recenzji istotne znaczenie osiagnigtych przez Doktorantke rezultatow badawczych,
oryginalnoéé i mozliwo$¢ zastosowania zaproponowanej metodyki oznaczania ludzkie]
metalotioneiny wnosze o rozpatrzenie wyroéznienia opiniowanej rozprawy doktorskie;j.
Wyniki prac zostaty upublicznione w postaci trzech artykutow naukowych w renomowanych
czasopismach z Journal Citation Reports (tzw. Listy Filadelfijskiej) i znajdujacych si¢ na

czesci A Wykazu czasopism naukowych MNiSW: Journal of Nanoparticle Research 17(11),



(2015) art. 423 (IFy0;5 = 2.101, Pkt. MNiSWyg5 = 30), Colloids and Surfaces B. Biointerfaces
160, (2017) str. 381-389 (IF017 = 3.997, Pkt. MNiSWo;s = 35), Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces 170, (2018) str. 447-453 (IFy;7 = 3.997, Pkt. MNiSWsos = 35) co spetnia
wymogi formalne dotyczace opublikowania tresci rozprawy doktorskiej rekomendowanej do
wyréznienia przez Rade Wydzialu Farmaceutycznego z Oddziatem Analityki Medycznej

Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich.
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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani mgr Eweliny Guszpit

Rozprawa doktorska zatytutowana ,, Wiasciwosci antyoksydacyjne metalotioneiny i jej
zdolnosé do tworzenia komplekséw z kadmowo-tellurowymi kropkami kwantowymi”
dotyczy jakze waznych, a przy tym jeszcze W zauwazalnej mierze nieopracowanych
zagadnien projektowania i wytwarzania markerow umozliwiajacych selektywne oznaczanie
bialek w probkach biologicznych. Doktorantka podjeta si¢ ambitnego zadania
zaprojektowania ukladéw do oznaczania ludzkie] metalotioneiny, ktérej to rutynowe
oznaczanie jest problematyczne, migdzy innymi ze wzgledu na problemy z selektywnoscia
i czutoscia metod analitycznych opisanych w literaturze przedmiotu. Juz na wstepie nalezy
podkresli¢, Ze cel ten zostal przez Panig mgr Eweling Guszpit osiagniety, i samo to speinia
wymogi artykutu 13, ustgpu 1, ustawy z dnia 14 marca 2003 r. ,,O stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki”, z pOzniejszymi zmianami,
utrzymane artykutem 179, ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. ,,Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”, z pdzniejszymi zmianami.

Rozprawe stanowi tematycznie jednorodny cykl trzech publikacji z dotaczonymi
wymaganymi  przepisami prawa o$wiadczeniami ~ wspdtautoréw o ich udziale
w poszczegdlnych pracach. Z przedstawionych oswiadczen jednoznacznie wynika wktad
twérezy doktorantki i moze byé¢ on uznany za wiodacy we wszystkich trzech przypadkach.
Autorka dotaczyta do rozprawy doktorskiej obszerny przewodnik ktéry ma strukturg
tradycyjnej rozprawy doktorskiej.

We wstepach poszczegdlnych prac cyklu Autorka zwigZle, a przy tym wystarczajaco,
przedstawia istniejacy stan wiedzy stanowiacy podbudowe poszczegélnych zagadnien
badawczych oraz jednoznacznie precyzuje cele naukowe. Ujednolicone zestawienie tych
informacji znajduje si¢ w pierwszej czesci przewodnika, zatytulowanej jako ,,Wstep”

a odpowiadajacej de facto czesci literaturowej tradycyjnej rozprawy doktorskiej. Nadmieni¢



nalezy ze omawiana czesC rozprawy i przewodnika nie jest wylacznie zbiorem danych
literaturowych obrazujacych istniejacy stan wiedzy dziedziny, do ktérej naleza prowadzone
przez Doktorantk¢ badania, ale zawiera ponadto krytyczne omdwienie i wielowarstwowg
dyskusje wezesniejszych osiggnie¢ w analityce metalotionein oraz w chemii i zastosowaniu
kropek kwantowych. Po zwigzlym przedstawieniu podstawowych informacji dotyczacych
struktury i wlasciwosci metalotionein Autorka przedstawia problemy zwiazane z ich analityka
oraz przyczyny z ktérych one wynikaja. Omawiajac preparatyke kropek kwantowych
Doktorantka skupia sie nie tylko na aspektach stricte syntetycznych, ale rowniez przedstawia
mozliwosci sterowania skladem, rozmiarem i postacia ostateczng kropek kwantowych za
pomocg czynnikow chemicznych i fizycznych. Opisujac whasciwosécei kropek kwantowych
Autorka powiazuje je z ich aspektami strukturalnymi i topologicznymi, jak rowniez odnosi si¢
do wplywu tychze aspektow na strukture elektronowa kropek kwantowych. Opis ten
whasciwie uwypukla wplyw poszczegélnych czynnikdbw na obserwowane wlasciwosci
luminescencyjne, bedace podstawa dalszych badan. W dalszych czesciach prac Autorka
skupia sie¢ na przedstawieniu i dyskusji polaczen tworzonych pomiedzy kropkami
kwantowymi a bioczasteczkami, w tym biatkami i te fragmenty stanowig podbudowe do
dyskusji wynikéw badan wiasnych Doktorantki. Omawiajac kropki kwantowe Autorka
podkresla poprawnie potencjalne problemy z toksycznoscig niektérych rodzajow kropek
kwantowych w przypadku uzywania ich w diagnostyce in vivo, cho¢ nalezy zauwazy¢ ze
przestawiona metodyka jest adekwatna do prowadzenia oznaczef ex vivo, CO powoduje ze
nawet w przypadku toksycznosci kropek kwantowych nie ma to negatywnego wplywu na
potencjalne zastosowanie opracowanej metodyki w diagnostyczne klinicznej. We wstgpach
do poszczegdlnych prac Doktorantka przedstawia réwniez wiasne podejscie do problemu
projektowania kropek kwantowych ktére moga byé zastosowane do oznaczania ludzkie]
metalotioneiny, odnoszac si¢ stosownie do obecnych w literaturze przedmiotu prac
opisujacych potaczenia réznych metalotionein z kropkami kwantowymi.

Opierajac si¢ na wyzej wspomnianym podejsciu Autorka zaprojektowala
i zsyntezowata grupe zwiazkéw zawierajacych polaczenia metalotioneiny z strukturalnie
roznymi kadmowo-tellurowymi kropkami kwantowymi. Dobierajac kropki kwantowe
uwzglednita nie tylko ich podstawowe wlasciwosci, ale réwniez wykorzystala mozliwosé
sterownia czynnikami elektronowymi i sterycznymi odpowiedzialnymi za wytworzenie
polaczen z bialkiem za pomoca odpowiedniego dostosowania rozmiaru kropek kwantowych.
Takie podejscie umozliwilo otrzymanie calej gamy zwiazkow charakteryzujacych si¢ réznymi

whasciwoséciami i konsekwentnie réznymi widmami luminescencji (zarowno w zakresie



energii jak i ilosci fotonow emitowanych). Istotnym elementem nowos$ci naukowej w tym
watku badawczym jest wykazanie mozliwoéei rozroznienia za pomocg proponowancgo
podejscia liczby czasteczek ludzkiej metalotioneiny w supraczasteczce. Ponadto zastosowana
metodyka moze by¢ réwniez wykorzystana do oznaczania ilosci ludzkiej metalotioneiny
zwiazanej z jonami kadmu, co réwniez stanowi wazny element nowosci naukowej. W dalszej
czesci prac Autorka zbadala trwatosci wykazujacych fluorescencjg form syntezowanych
polaczen. Na podstawie oznaczen ustalita ze formy te sa trwale w konkretnych przedziatach
czasu, oraz ze ich trwalo$¢ zalezy od rozmiaru kropek kwantowych. Do oszacowania
zaleznoéei zmian fluorescencji od czasu Doktorantka zaproponowala wykorzystanie
saleznosci  Sterna-Volmera opisujacej wygaszanie —stgzeniowe fluorescencji. Jest to
interesujace podejscie przeksztatcajace réwnanie opisujace warunki statyczne de facto
w réwnanie opisujace warunki dynamiczne (trwato$¢ kinetyczna formy wykazujacej
fluorescencjg).

Jak juz wspomniano na wstgpie rozprawe stanowi tematycznie jednorodny cykl trzech
publikacji. Poszczegdlne prace zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach
rozpoznawalnych w dziedzinie (jedna w Journal of Nanoparticle Research a dwie w Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces) i samo to jest gwarancja merytorycznej poprawnosci. Ponizsze
uwagi nie s3 uwagami krytycznymi, nalezy je traktowaé wytacznie jako pewne sugestie co do
dalszego rozwoju tematyki badawczej. W wszystkich publikacjach stanowiacych cykl
Autorka obserwuje rézny wpltyw rozmiaru kropek kwantowych i czasu trwania uktadu
metalotioneina — kropka kwantowa na intensywnosci i energie fluorescencji. Efekt ten
tlumaczy gloéwnie mozliwoscig —powstania 1 trwatoscia poszczegdlnych polaczen
metalotioneina — kropka kwantowa. Zatozenie to jest merytorycznie uzasadnione, przy czym
moze nie do konca oddawaé rzeczywiste zjawiska w badanych uktadach. W przypadku braku
zauwazalnych zmian fluorescencji (lub zmian niewielkich) moze réwniez wystapié
wytworzenie polaczenia metalotioneina — kropka kwantowa z zachowaniem roznic energii
pomiedzy orbitalami odpowiedzialnymi za fluorescencje (energia orbitali na skutek
wytworzenia wigzan zmienia si¢ zauwazalnie ale roznica energii orbitali pozostaje
niezmieniona lub zmienia sie w bardzo niewielkim stopniu). W takim przypadku trudno jest
za pomocng zastosowanych metod eksperymentalnych jednoznacznie wykluczy¢
wytworzenie polaczenia metalotioneina — kropka kwantowa. Nalezy w tym miejscu
podkreslié¢ ze jednoznaczne okre$lenie wystgpowania oddziatywan wiazacych metalotioneina
— kropka kwantowa nie bylo celem rozprawy, tym samym brak takiego jednoznacznego

okreélenia nie wplywa na ocene merytoryczna. Widma fluorescencji poszczegblnych uktadow



byty wyznaczane dla jednej fali wzbudzenia, co powoduje ze czgs¢ informacji o zmianach
energetycznych orbitali odpowiadajacych za fluorescencje mogla nie byé zarejestrowana.
Ze wzgledu na charakter kropek kwantowych wytwarzane przez nie wiazania z czasteczkami
bialek (koordynacyjne i supraczasteczkowe) moga prowadzi¢ do zmiany widma absorpcji
zwiazanego z fluorescencja (najczgsciej poszerzenia maksimow absorpcji) i zachowania
widma fluorescencji w maksimum energii wzbudzenia, przy jednoczesnej zmianie widma
fluorescencji przy nizszych wartosciach absorpcji (zmiany te widoczne bylyby
w tréjwymiarowym widmie fluorescencji). Jakkolwiek efekt ten nie zawsze wystepuje, o tyle
ciekawe byloby zbadanie jego wystepowania dla studiowanych uktadéw. Nasuwa si¢ réwniez
pytanie czy zaproponowana metodyka umozliwia selektywne oznaczanie ludzkie]
metalotioneiny przy obecnosci w probee innych biatek o zblizonej budowie i czy
zarejestrowanie  widm  dwuwymiarowych fluorescencji bedzie wystarczajace do
rozstrzygniecia tego problemu (mozna suponowac ze konieczne byloby rejestrowanie widm
trojwymiarowych). Badania trwatosci wytworzonych potaczen zostaly przeprowadzone
w temperaturze otoczenia (vide Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 160 (2017) str. 383),
co w przypadku postulowanego zastosowania metodyki do oznaczen in vivo moze nie
odzwierciedlaé warunkéw rzeczywistych (analizy wykonano w temperaturze nizszej niz
w potencjalnych oznaczeniach in vivo, a wiadomym jest ze kinetyka przemian ukladow
biologicznych silnie zalezy nawet od niewielkich zmian temperatury). Autorka obserwowane
zmiany fluorescencji w czasie tlumaczy nietrwaloscia polaczei metalotioneina — kropka
kwantowa, co jest pewnym skrétem myslowy poniewaz obserwowane zmiany $wiadcza
o nietrwaloéci konkretnej struktury polaczenia metalotioneina — kropka kwantowa
wykazujacej dang charakterystyke fluorescencyjna, a nie o nietrwatosci polaczenia
metalotioneina — kropka kwantowa jako takiego (moga wystgpowac zmiany strukturalne,
np. zmiana konformacji metalotioneiny, zmiana liczby i charakteru wiazan metalotioneina —
kropka kwantowa, zmiany struktury kropki kwantowej, wplywajace na fluorescencje, a nie
powodujace rozpadu polaczenia metalotioneiny z kropka kwantowa). Nie do konca Scisle jest
tez jest stosowany termin ,,wygaszanie” (ang. quenching) do oznaczenia obserwowanego
zaniku fluorescencji w czasie. Termin ten oznacza zmniejszenie aktywnosci czasteczki
wzbudzonej poprzez czynniki zewngtrze lub na skutek efektow podstawnikowych, a to nie
zostalo wykazane (postulowana zmiana oddzialtywan nie speinia wymogdw definicji
wygaszania fluorescencji).

Przedstawiona praca jest spdjna, napisana w sposob przejrzysty, zrozumialym

jezykiem fachowym, a poszczegélne jej czesci sa ze soba wiasciwie powiazane (kolejne prace



cyklu wynikaja z poprzednich). Oprécz dwoch drobnych niezrecznosci jezykowych
wymienionych wyzej cykl publikacji nie zawiera istotnych niedoskonatosci. Niestety nie
udato si¢ Autorce unikna¢ pewnych niescistosci jezykowych w dotaczonym do rozprawy
przewodniku. W wigkszosci przypadkéw stosowana terminologia jest poprawna, ale zdarzaja
si¢ niewlasciwe slowa i sformutowania (bedace w wigkszosci przypadkow kalkami z jezyka
anielskiego) lub niekonsekwencje, takie jak na przyktad uzycie sformutowan: ,stabilnoscig
kinetyczng” zamiast ,,trwatoscig kinetyczna” (np. na str. 8), ,,wysoka termodynamika” zamiast
»duza nietrwaloscia termodynamiczng” (np. na str. 8), ,antyoksydacyjnej” zamiast
.przeciwutleniajacej” (np. na str. 13), ,molekularnego” zamiast ,,czasteczkowego” (np. na str.
14), ,,wspdtczynnik molowy ekstynkcji” zamiast ,,molowy wspotczynnik absorpcji” (np. na
str. 14), ,,efektu blaknigcia” zamiast ,,fotowybielania” (np. na str. 14, nota bene na stronie 15
znajduje si¢ poprawnie uzyte stowo ,,fotowybielania™), ,,interakcji” zamiast ,,oddzialywania”
(np. na str. 25). W kilku miejscach przewodnika wystepuja nieprecyzyjne stwierdzenia, np. na
stronie 13 znajduje si¢ stwierdzenie: ,,Pomimo braku wlasciwosci redukujacych, Zn zaliczany
jest do elementéw ochrony antyoksydacyjnej”, co nie jest stricte poprawne poniewaz cynk
metaliczny ma wlasciwosci redukujace (nie ma go jon cynku, i wlasciwym zapisem jest Zn**
a nie Zn). Brakiem formalnym jest pominigcie podania temperatury otoczenia podczas
oznaczenia trwalosci wytworzonych potaczen (Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 160
(2017) str. 383), powoduje to ze przedstawione rezultaty mogg byé trudne do odtworzenia.
Przytoczone powyzej niescistosci jezykowe i formalne w zaden sposob nie umniejszaja
aspektow merytorycznych pracy, ani tez poszczegdlnych osiagnie¢ Doktorantki.

Trudnos¢ zastosowanej metodyki polegata na koniecznosci skrupulatnego rozwazenia
wszystkich, bardzo ztozonych, czynnikéw wplywajacych na powstawanie wykazujacych
fluorescencje potaczen kropek kwantowych z ludzka metalotioneina. Autorka zaprojektowata
uklady prowadzace do powstania zwiazkéw wykazujacych si¢ charakterystyczna
luminescencja, umozliwiajace oznaczanie ludzkiej metalotioneiny. Wszystkie aspekty
przeprowadzonych prac zostaly przed Doktorantke wlasciwie opisane i merytorycznie
przedyskutowane. Zsyntezowanie zwiazki posiadaly pozadana strukture (odpowiednie
potaczenia grup funkcyjnych biatka z atomami metalu kropki kwantowej), dzieki czemu
wykazaly zalozone wiasciwosci fluorescencyjne. Autorka merytorycznie postulowata
przyczyny zmian fluorescencji zsyntezowanych polaczef wystepujace pod wptywem czasu.
Na szczegélng uwage zastuguje fakt udowodnienia przez Doktorantke mozliwosci
rozroznienia za pomoca opracowanej metodyki liczby czasteczek ludzkiej metalotioneiny

W supraczasteczce.



Podsumowujac, Autorka wiasciwie zidentyfikowala problemy badawcze oraz
przedstawita spojny proces eksperymentéw naukowych majacych na celu ich wyjasnienie,
osiagajac przy tym wszystkie zamierzone cele badawcze, a $wiadomy dobdr kropek
kwantowych umozliwit Jej opracowanie metodyki oznaczania ludzkiej metalotioneiny i jej
wybranych form. Wyniki swoich prac opublikowata w wiodacych czasopismach z dziedziny,
do ktérej naleza prowadzone badania. Jak juz zostalo to podkreslone na wstepie,
przedstawione w pracy 1 przytoczone powyzej osiggnigcia stanowig oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego i z nawiazka wypelniaja wymogi wyzej powolanej ustawy, oraz
wymogi zwyczajowe stawiane rozprawom doktorskim. Ty samym, zgodnie z artykulem 13,
ustepu 1, ustawy z dnia 14 marca 2003 r. ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki”, z p6zniejszymi zmianami, utrzymanym artykutem 179,
ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. ,,Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce”, z pOzniejszymi zmianami, rekomenduj¢ Radzie Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddziatem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Guszpit i dopuszczenie Jej do
publicznej obrony.

Ponadto, ze wzgledu na przytoczone powyzej istotne znaczenie osiggnietych przez
Doktorantke rezultatbw  badawczych, oryginalno$¢ 1 mozliwoé¢  zastosowania
zaproponowanej metodyki oznaczania ludzkiej metalotioneiny wnosze rowniez o rozpatrzenie
wyrdznienia opiniowanej rozprawy doktorskiej. Wyniki prac zostaty upublicznione w postaci
trzech artykutéw naukowych w renomowanych czasopismach z Journal Citation Reports (tzw.
Listy Filadelfijskiej) i znajdujacych si¢ na czesci A Wykazu czasopism naukowych MNiSW:
Journal of Nanoparticle Research 17(11), (2015) art. 423 (IF3015 = 2.101, Pkt. MNiSWg;s =
30), Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 160, (2017) str. 381-389 (IFy17 = 3.997,
Pkt.MNiSWyo16 = 35), Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 170, (2018) str. 447-453 (IF2017
= 3.997, Pkt MNiSWy;6 = 35) co spelnia wymogi formalne dotyczace opublikowania tresci
rozprawy doktorskiej rekomendowanej do wyrdznienia przez Rade Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich.
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