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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt.”Okreslenie metodami spektroskopowymi struktury biomateriatéw
tworzonych na bazie protopofiryny IX”
autorstwa Pani mgr Moniki Walczak

Rozprawa doktorska pt. ,,Okreslenie metodami spektroskopowymi struktury
biomaterialow tworzonych na bazie protopofiryny IX” wykonana zostata przez Pania
mgr Monike Walczak w Instytucie Fizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, pod
kierunkiem prof. dr hab. Krystyny Jablonskie;j.

Metody spektroskopowe znajduja coraz czgstsze zastosowania nie tylko w
badaniach podstawowych ale coraz czesciej w biologii i medycynie. Jak sie okazuje,
stosowana dyfrakcja rentgenowska do badania struktury najrozmaitszych zwiazkéw nie
zawsze pozwala jednoznacznie jg ustali¢. Wraz z rozwojem akceleratorow i odkryciem
promieniowania synchrotronowego nastapit rozkwit innych metod badawczych, ktore
staly si¢ komplementarnymi i znacznie rozszerzyly zakres mozliwosci analitycznych.
Dzigki zastosowaniu promieniowania synchrotronowego opracowano nowe techniki
analityczne  takich  jak XANES/EXAFS (X-ray Absorption Near Edge
Structure/Extended X-ray Absorption Fine Structure) pozwalajace na specyficzne
badanie sktadu fazowego — chemicznego materii. Badania te wydaja sie byé obiecujace
w zakresie poszukiwan nowych lekéw, czy badan etiologii wielu chorob. Wcigz nie sa
poznane procesy zachodzgce w stanach patologicznych. Poznanie ich przyczyni sie do
lepszej profilaktyki, diagnostyki i w konsekwencji do leczenia. Podobnie, rozwijajace
si¢ techniki diagnostyki medycznej wymagaja coraz bardziej zaawansowanych badan w
celu ich doskonalenia.

Pani mgr Monika Walczak postawita sobie trudne zadanie dokonania analizy
sktadu strukturalnego i lokalnego otoczenia atoméw zelaza w zwiazkach bedacych
syntetycznymi odpowiednikami pigmentu malarii poddawanych dzialaniu organicznych
rozpuszczalnikow, kwasu octowego, wody, roztworu dimetylosulfotlenku oraz chloro
chininy — leku antymalarycznego. Ponadto, zadaniem autorki rozprawy byto okreslenie
miejsca wigzania atomu Zelaza i bromu w strukturze diaminokwasowej pochodnej
protoporfiryny IX zwigzku bedgcego pétproduktem fotouczulacza w diagnostyce i
terapii nowotworéw metodg fotodynamiczng. Poznanie tej struktury pozwoli na
opracowanie metod usuwania tych pierwiastkow w celu oczyszczania tych zwigzkéw w
procesie przygotowania fotuczulaczy dla PDD i PDT. W tym celu, Pani Walczak
postanowita zastosowa¢ techniki EXAFS i XANES. Wykonala nie tylko pomiary
roznorodnych zwigzkéw i w roéznorodnych ukfadach ale przeprowadzita doglebna
analize otrzymanych wynikéw proponujac pie¢ strategii analizy danych.

Recenzowana rozprawa zawiera si¢ na 116 stronach, posiada wstep, opis
ukfadow eksperymentalnych, charakterystyke i preparatyke probek, opis podstaw
teoretycznych analizy danych, szczegétowa analiz¢ danych, wyniki analizy danych
eksperymentalnych, dyskusje wynikée, bibliografi¢ zawierajacg 118 pozycji, jak



rowniez spis publikacji i wystapien konferencyjnych autorki. Tekst ilustrowany jest
kolorowymi rysunkami, wykresami, tabelami oraz zdjeciami. Kazdy rozdziat
podzielony jest na podrozdziaty.

Po krotkim wstepie opisujacym zwiazki, w ktorych wystepuje pierscien
porfirynowy oraz wyjasnia jakie funkcje moga one odgrywaé w procesach
chemicznych. Nastepnie autorka opisuje znaczenie badah zwigzkéw tworzonych na
podstawie protoporfiryny IX, wyjasniajac ogélny mechanizm dziatania chlorochininy
jako leku antymalarycznego oraz wykazuje istot¢ dziatania zwigzkéw stosowanych w
diagnostyce i terapii fotodynamicznej. W ten sposob, Pani Walczak wprowadza
czytelnika rozprawy do zagadnienia stanowigcego istote rozprawy i pod koniec
rozdziatu pierwszego definiuje cele pracy.

Jak dowiadujemy si¢ z pozniejszych rozwazan, malaria jest jedng z najczesciej
spotykanych chorob zakaznych na $wiecie w konsekwencji ktérej, zgodnie z raportem
Swiatowej Organizacji Zdrowia, mamy do czynienia z wieloma zgonami.

Zmiany patologiczne zachodzace w komérkach niejednokrotnie doprowadzaja
do stanéw nowotworowych i rakowych. Dlatego tez, medycyna stosuje najrozmaitsze
metody diagnostyki i terapii w celu zapobiezenia, wyleczenia czy ztagodzenia skutkéw
chor6b nowotworowych. Do metod tych zalicza si¢ miedzy innymi metode
fotodynamiczng oparta na wprowadzeniu do organizmu fotouczulaczy a nastepnie
naswietleniu pacjenta w celu wywolania emisji promieniowania pozwalajacego na
wykrycie zmienionych patologicznie komoérek i ich zniszczeniu.

Biorge pod uwage koniecznos¢ statego doskonalenia metod diagnostycznych,
profilaktyki i terapii shusznym wydaja si¢ postawione przez Panig mgr Monike Walczak
cele pracy do ktorych naleza:

- potwierdzenie podobienstwa struktury czasteczek meso-hematyny do
syntetycznie otrzymanej -hematyny,

- zbadanie lokalnego otoczenia Zelaza w syntetykach hemozoiny, B-hemetyny,
meso-hematyny w oddziatywaniach z chlorochining majacego na celu wyjasnienia
mechanizmu dzialania chlorochininy na poziomie molekularnym, oraz

- znalezienie miejsca wigzania atomow zelaza i bromu w strukturze potproduktu
fotouczulacza, co pozwoli na opracowanie metody oczyszczania aby zwiazek ten
nadawat si¢ do zastosowan w PDD i PDT. Do realizacji postawionych celéw autorka
stusznie postanowila wykorzysta¢ metody XANES i EXAFS oparte o zastosowanie
promieniowania synchrotronowego.

Kolejny rozdziat poswigcony jest czesci eksperymentalnej. Opisane w nim
zostaly wykorzystane do celéw pracy stanowiska pomiarowe na synchrotronach w
HASYLAB i ESRF, dokonano charakterystyki probek i opisano proces ich
przygotowania. Niezrozumiatym jest dlaczego autorka podaje angielskie nazwy
zwigzkdéw chemicznych (str. 14 i wezesniej str. 2) jak np. iron(Ill) (protoporphrin-IX
hydroxide) itd. skoro istniejg polskie nazwy tych zwigzkéw zgodne z obowigzujacym
nazewnictwem chemicznym.

Rozdzial 3 dotyczy teoretycznych podstaw analizy danych. Lektura tego
rozdzialu jednoznacznie wskazuje na doglebne zrozumienie przez Pania Walczak



zagadnien fizycznych i aparatu matematycznego niezbednego do wiasciwego
opracowania danych. Dwie uwagi jakie nasuwajg si¢ podczas jego lektury to:

- nalezaloby zdefiniowaé granice Ec pomiedzy obszarem XANES i EXAFS,
albowiem samo zaznaczenie jej na rys. 3.2 nie jest jednoznaczne, podobnie jak nie
wiadomo co oznaczajg zaznaczone linie przerywane na tym rysunku,

- niezrozumialym jest tez, wrecz slangowym, okreslenie wyrazenie na dipol
elektryczny.

Potwierdzeniem doglebnej znajomosci tematyki zwigzanej z zastosowaniami
spektroskopii XAFS jest rozdziat 4, w ktorym autorka w przejrzysty i konsekwentny
sposOb przedstawia strategie przyjgte do analiz EXAFS. W sposob calkowicie
przekonywujgcy zwraca uwagg na trudnosci jakie mozna napotka¢ podczas interpretaciji
widm 1 podaje propozycje czynnikéw jakie nalezy uwzgledni¢ do poprawnej ich
analizy, ktorymi s3 uwzglednienie wielokrotnych rozproszen.

Najobszerniejszy rozdziat przedstawionej do recenzji pracy stanowi rozdziat 5,
w ktorym przedstawiono wyniki i przeprowadzono dyskusje na bazie ktérej dokonano
podsumowania w rozdziale 6.

Zawarte w rozdziale 5 wyniki z analiz bardzo wielu pomiaréw $wiadcza o
czasochtonnosci i ogromie pracy eksperymentalnej jaki zostal wlozony przez autorke.
Zastosowanie szeregu dopasowan, modeli, analiz, oraz obliczen jak i wizualizacja
wynikow przekonuja o dojrzatosci eksperymentalnej Pani mgr Moniki Walczak.

Przedstawione wyniki analiz XANES i EXAFS potwierdzity stusznosé obranych
strategii albowiem autorce udato si¢ otrzymac¢ bardzo dobre dopasowania przyjetych
modeli dla poszczegolnych stref koordynacyjnych. Ta cze$é¢ pracy wykonana jest
bardzo starannie, konsekwentnie, systematycznie i z nalezytg analiza otrzymanych
wynikéw. Jedynie czego mi zabraklo to opisu sposobu normalizacji widm XANES. W
przypadku tej pracy widma zostaty znormalizowane do maksimum w tzw. biatym piku.
Byloby dobrze gdyby w pracy znalazlo si¢ uzasadnienie takiego sposobu normalizacji.

Podsumowanie pracy zawiera wnioski w odniesieniu do zamieszczonych we
wstepie rozprawy celow. Przeprowadzone badania dostarczyly oczekiwanych
informacji na temat struktury zwiazkéw opartych na bazie protoporfiryny IX.

Z obowigzku recenzenta muszg jeszcze zwrdci¢é uwage na drobne bledy
edytorskie, ktore jednak nie umniejszaja wartosci rozprawy. I tak:

e str. 18 — niegramatyczna sktadnia jezykowa I cm srednicy i 1 mm grubosci, powinno
by¢ raczej o srednicu 1 cm i grubosci 1 mm,

e str. 26 — okreslenie iz rozwinigcie, ktére jest wyrazeniem na elektryczny dipol jest
typowym przyktadem slangu naukowego,

e str. 30 — niegramatyczne zdanie Pracy P.A. Lee oraz J.B. Pendry zawiera doktadny
opis wyznaczenia macierzy Z [56],

e str. 67 — rysunek 5.12 po lewej stronie zawiera dwie krzywe dotyczace meso-
hematyny, nie zaznaczono ktora z nich jest pochodna a ktéra widmem XANES,

e str. 68 —rysunek 5.13 — podobnie j.w. a w dodatku niezbyt szczesliwie dobrano kolory
lini co czyni je nierozréznialnymi ,

e str. 69 —rysunek 5.14 — uwagi j.w.,
e str. 83 —rysunek 5.26 — uwagi j.w.,
e str. 87 — rysunek 5.32 — uwagi j.w.,



Podsumowujgc, stwierdzam, ze wyniki z przeprowadzonych badafh moga mieé
istotny wptyw na wzbogacenie naszej wiedzy z zakresu struktury i sktadu ukladow
ztozonych do jakich naleza zwigzki protoporfiryny IX. Z punktu widzenia fizyki,
autorce udato si¢ w przedstawionej rozprawie polaczy¢ rozwazania czysto-fizyczne z
ich zastosowaniami do badan interdyscyplinarnych a w szczegdlnosci do badan
biologicznych ukladéw ztozonych, uwypuklajac fizyczne aspekty przeprowadzonych
obliczefi i dopasowan, dajac dowodd pelnego zrozumienia omawianych zagadnien i
zjawisk fizycznych. Dlatego tez, biorac pod uwage ogrom pracy, jaki zostal wlozony
przez Panig mgr Monike Walczak w przeprowadzenie eksperymentdéw, opracowanie
otrzymanych wynikéw pomiarowych oraz ich interpretacj¢ wnioskuj¢ o dopuszczenie
Pani mgr Moniki Walczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
stwierdzam, ze niniejsza rozprawa moze byé przedmiotem publicznej obrony i
whnioskuje o jej wyroznienie.




