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pt. ,Wyznaczenie struktury molekularnej zwigzkéw o potencjale
farmakologicznym z wykorzystaniem metodologii bazujacej na
rentgenowskiej spektroskopii absorpcyjnej”
napisanej pod kierunkiem dr. hab. Marcina Klepki

Obliczenie widma absorbcji rentgenowskiej dla zwigzku o znanej strukturze
jest zadaniem stosunkowo prostym. Problem odwrotny tj. wyznaczenie
skomplikowanej tréjwymiarowej struktury molekularnej zwigzku na podstawie
widma absorbcji rentgenowskiej jest zadaniem znacznie trudniejszym. Widmo
absorbcji to dane jednowymiarowe, a liczba parametréw strukturalnych, ktére
mozina wyznaczyé z pojedynczego widma absorbcji rentgenowskiej jest ograniczona.
Dodatkowo, analiza struktury jest utrudniona przez skomplikowane procesy
rozpraszania elektronéw o niskich energiach. Dlatego tez proces wyznaczania
struktury jest czesto prowadzony zmudnymi metodami préb i bledéw.

W swojej pracy doktorskiej pani mgr Diana Kalinowska wyznacza strukture
molekularng, a wlasciwie proponuje modele strukturalne, czterech serii
niekrystalicznych zwigzkéw metal-ligand: pochodnych tetrazolu z jonami miedzi oraz
srebra. Ligandami uzytymi w reakcjach byty dwa tautomery: 1-(2-fluorophenyl)-N-(4-
methoxyphenyl)-1H-tetrazol-5-amine (MD) oraz N-(2-fluorophenyl)-1-(4-
methoxyphenyl)-1H-tetrazol-5-amine (MG). Gtéwnym narzedziem badawczym jest
promieniowanie synchrotronowe, a kluczowe techniki badawcze to metody absorbcji
rentgenowskiej w obszarach EXAFS i XANES.

W badaniach strukturalnych autorka wykorzystuje metodologie opracowang ul. prof. Stanistawa

w Zespole Spektroskopii Rentgenowskiej i Mikroanalizy Instytutu Fizyki PAN, ktéra
pozwala na uzyskanie dodatkowych informacji o badanych systemach oraz w petni
scharakteryzowa¢ strukture badanych ukladéw metal-ligand organiczny. Te PL 30-348 Krakéw
niezbedne dodatkowe informacje pochodza zaréwno z badah przeprowadzonych
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Jak pisze Autorka, podstawowg motywacjg badan opisanych w rozprawie
doktorskiej jest okreslenie zaleznosci miedzy aktywnoscig biologiczng (t]j. aktywnoscia
mikrobiologiczng i cytotoksyczng) danego zwigzku a jego struktura chemiczng. W tym
celu w pracy =zaprezentowane s3 wyniki niezaleinych eksperymentéw
biochemicznych.

Do najwiekszych pluséw pracy nalezy zaliczyé fakt, ze strukture udato sie
wyznaczy¢ dla zwigzkéw w postaci niekrystalicznej tj. nienadajacej sie do badan
dyfrakcyjnych oraz to, ze badano zwiazki w roztworach tj. w warunkach zblizonych do
warunkdéw in vivo. Na pochwate zastuguje takze fakt, ze doktorantka samodzielnie
zsyntetyzowata badane przez siebie kompleksy metoda elektrochemiczna.

Do najwiekszych minusdw zaliczam fakt, ze z pracg doktorska nie s3
powigzane zadne publikacje naukowe. Mam nadzieje, ze publikacje takowe powstang
w przysztosci, co pozwoli na zweryfikowanie zaproponowanych modeli strukturainych
przez srodowisko naukowe.

Praca napisana jest w jezyku polskim i sktada sie z pieciu rozdziatéw (pierwszy
to streszczenie), podsumowania i trzech suplementéw (facznie nieco ponad 100
stron). Spis literatury zawiera 119 pozycji. Niestety, korzystanie ze spisu literatury nie
jest ani tatwe, ani przyjemne. Autorka zdecydowata sie na absolutnie minimalistyczny
format spisu literatury, ktdry w zasadzie nie jest w dzisiejszych czasach stosowany w
zadnym czasopi$mie. Brak jest tytutow artykutéw, petnej listy autoréw, nie
wspominajagc o hyperlinkach w wersji elektronicznej. Wyszukiwanie pozycji
literaturowych jest zatem czasochtonne i uciailiwe.

Pierwszy rozdziat pracy to , Abstrakt”, ktéry dobrze streszcza prace. Rozdziat 2
to ,Wstep”, w ktérym Autorka przedstawia motywacje pracy i bardzo skrétowo
opisuje kompleksy bioaktywnych zwigzkéw organicznych z jonami metali, gldwnie w
kontekscie poszukiwania nowych lekéw. Rozdziat 3 zatytutowany ,Metodologia” to
opis podej$cia Autorki do analizy widm absorpcji rentgenowskiej. W rozdziale tym
przedstawione sg tei elementarne informacje dotyczace promieniowania
rentgenowskiego oraz promieniowania synchrotronowego, techniki absorbcji
rentgenowskiej, syntezy zwigzkéw, jaki i obliczen teoretycznych i zastosowanych
technik biochemicznych.

Rozdziat 4 ma nieco mylacy tytut ,,Czes¢ eksperymentalna i metodyka analizy
danych”, a materiat w nim jest wymieszany. Zwyczajowo cze$¢ dotyczaca opisu
zastosowanych metod i rezultatéw badan umieszcza sie w osobnych rozdziatach. W
rozdziale 4 zawarte sg jednak zaréwno opis syntezy zwigzkéw, opis metod
eksperymentalnych zwigzanych 2z wykorzystaniem promieniowania
synchrotronowego oraz, co nieco mnie dziwi, wyniki uzyskane z pomocg metod
biochemicznych

W rozdziale tym Autorka przedstawia poréwnawcze wyniki testéw
cytotoksycznosdci i aktywnosci mikrobiologicznej badanych zwigzkéw, zaréwno dla
wyjsciowych ligandow jak i komplekséw metal-ligand. W przypadku badan




cytotoksycznosci materiat badawczy stanowity ludzkie linie komérkowe pierwotnego i
przerzutowego raka jelita grubego, ludzka linia komérkowa przerzutowego raka
prostaty, ludzkie uniesmiertelnione keratynocyty oraz fibroblasty chomika pobrane z
tkanki ptucnej. Dodatkowe informacje dot. tych badarn przedstawione sg w
Suplemencie A. Autorka zaobserwowata podwyiszong, choé silnie zréznicowang
aktywnos$¢ biologiczna metalokomplekséw, w stosunku do ligandéw. Najwiekszy
efekt cytotoksyczny sposréd badanych metalokomplekséw wykazaty kompleksy
srebra. Selektywne dziatanie przeciw przerzutowej linii komérkowej raka prostaty
wykazaty natomiast kompleksy miedzi. Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
przeprowadzono zaréwno dla wybranych bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-
ujemnych. W szczegélnosci wskazano, ie kompleksy jonéw srebra wykazaty
aktywnos¢ przeciwbakteryjng poréwnywalng ze stosowanymi obecnie antybiotykami.

Intuicja podpowiada mi, ze powyisze wyniki s3 ciekawe, a Autorka poprawnie
~ je interpretuje. Niestety nie sa podane niepewnosci statystyczne uzyskanych
wynikéw. Z Suplementu A wynika, ze Autorka przeprowadzita analize statystyczna z
uzyciem programu Statistica oraz programu EXCEL, a wyniki przezywalnosci
przedstawita jako $rednig arytmetyczng z odchyleniem standardowym (x SD). Podany
jest takie uiyty poziom istotnosci statystycznej Niestety nigdzie nie znalaztem ani
wartosci niepewnosci statystycznych, ani informacji jakich testéw statystycznych
uzyto i do testowania jakich hipotez byty one uzywane. Spodziewam sie, Zze podczas
publicznej obrony Doktorantka wyjasni te powaine niedociagniecia. Dodatkowo, na
stronie 53 w kolejnych trzech linijkach stezenie podane jest z uzyciem 3 réinych
jednostek; to réwniez wymaga wyjasnienia.

Rozdziat 5 to najwainiejsza czes¢ pracy tj. wyniki opisujace strukture
molekularng uktadéw ligand organiczny-metal, gdzie metalem jest Cu(ll) i Ag(l). W
przypadku komplekséw z jonami miedzi pomimo, Ze metody pomocnicze
(spektroskopia w podczerwieni i analiza elementarna) nie dostarczyly wielu
pomocnych informacji, Autorce udato sie uzyska¢ bardzo dobrg zgodnos¢ danych
pomiarowych z modelem teoretycznym i w efekcie z duzym prawdopodobieristwem
zaproponowaé wiarygodny model strukturalny badanych zwigzkéw. Autorka nie
zauwazyta istotnych réinic dla prébek w postaci proszkowej i w postaci roztworéw.
We wszystkich przypadkach tj. dla komplekséw (MD i MG) zaobserwowano strukture
jednordzeniowa.

W przypadku komplekséw z jonami srebra, Autorka uzyskata bardzo ciekawy
wynik eksperymentalny. Dla probek w postaci proszkowej i w postaci roztworéw
widma absorpcji miaty istotnie réiny ksztatt. Tym samym pokazano, iz czasteczki
wody istotnie madyfikuja strukture molekularng badanych metalokomplekséw z
jonami srebra. W przypadku komplekséw z jonami srebra Autorka zaproponowata
modele struktury, osobno dla prébek proszkowych i roztworéw. W obu przypadkach
zaproponowano rézne dwurdzeniowe modele struktury. O ile w przypadku prébek
proszkowych uzyskano dobrg zgodnosé krzywych teoretycznych i eksperymentalnych
XANES, to rozbieznosci dla roztworéw s3 duze. Pomimo to uwazam, ze




zaproponowane modele moga by¢é dobrym punktem startowym do tzw.
udoktadnienia struktury.

Z obowiazku przedstawiam drobniejsze uwagi krytyczne. Na stronie tytutowe;j
po tytule doktorantki pojawia sie niepotrzebnie kropka. Co najmniej raz Autorka
odnosi sie do ztego rysunku (str. 55, rys 22b). Prawo Lamberta-Beera pojawia sie w
tekscie dwa razy, a wystarczyto je umiescié¢ jako numerowany wzér. Na stronie 25
Autorka ,opisuje ... opis”.

Podsumowujac, uwazam ze przedstawiona praca doktorska zawiera ciekawe i
oryginalne wyniki i wnosze o dopuszczenie pani mgr Diany Kalinowskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Mam tez nadzieje, ze podczas publicznej obrony
Autorka przedstawi dodatkowe informacje, o ktére prosze w recenzji i ustosunkuje
sie do moich uwag krytycznych.

Oz

Pawet Korecki




