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1. Dane personalne
Imi¢ i nazwisko: Daniel Michal Kaminski

Data urodzenia: 02.10.1975.

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem
nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy
doktorskiej

02.07.2008 Doktor nauk chemicznych w zakresie chemii fizycznej, Solid State Chemistry na
Radboud University in Nijmegen (Holandia), tytul pracy: “The atomic-scale role
of additives during crystal growth from solution -surface X-ray diffraction
studies” (pol.: ,,Rola dodatkow na poziomie atomowym w procesie wzrostu
krysztalow z roztworu — badania powierzchniowej dyfrakcji rentgenowskiej™),

promotor Profesor Elias Vlieg, kopromotor dr Willem van Enckevort

08.09.2000 Magister chemii, Wydzial Chemii Uniwersytetu Warszawskiego w Warszawie,
tytul pracy magisterskiej: ,,Rentgenowskie badania strukturalne pochodnych

tetraazaanulenu”, promotor prof. dr hab. Krzysztof Wozniak

1995 Technik, specjalnos¢: ,,Technologia procesow chemicznych nieorganicznych”,

Technikum Chemiczne Marii Curie Sktodowskiej w Kielcach,

3. Doswiadczenie zawodowe

od 04.2009 Wydziat Zywnosci i Biotechnologii na Uniwersytecie Przyrodniczym
w Lublinie, Katedra Chemii, Lublin, Polska, zatrudniony na

stanowisku adiunkta

08.2005-08.2008 Wydziat Fizyki Eksperymentalnej i Stosowanej, Christian-Albrechts-

Universitdt w Kilonii, Niemcy, staz post-doktorski

02.2001-06.2005 Department of Solid State Chemistry, Radboud University in

Nijmegen, Holandia, doktorant
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy
Z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4.1. Tytul osiggniecia naukowego:

Organizacja molekularna wybranych zwigzkow
biologicznie czynnych w krysztalach i membranach

lipidowych
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4.2. Publikacje wchodzgce w skitad osiggniecia naukowego

H1. Kaminski D. M., Recent progress in the study of the interactions of amphotericin B
with cholesterol and ergosterol in lipid environments. European Biophysics Journal,

2014, 43(10), p. 453-467 (open access).

w artykule jestem autorem korespondujacym

H2. Jarzembska, K.N.*, Kaminski, D. M.*, Hoser, A.A., Malinska, M., Senczyna, B.,
Wozniak, K., Gagos, M., Controlled crystallization, structure, and molecular
properties of iodoacetylamphotericin B. Crystal Growth and Design, 2012, 12(5), p.
2336-2345
* autorzy maja rowny wklad w powstanie pracy
Moj udzial w tej pracy polegal na wspotudziale w stworzeniu jej zarysu
koncepcyjnego, opracowaniu metody syntezy jodopochodnej amfoterycyny B,
oczyszczeniu i krystalizacji tejze pochodnej, przeglgdzie literatury, opracowaniu
wynikow dotyczgcych mechanizmu wzrostu krysztalow i czesciowo opisu struktury,
napisaniu wstepnej wersji manuskryptu z wykluczeniem czesci obliczeniowej,
wspotredagowaniu koncowej wersji manuskryptu orvaz udziale w odpowiedzi na
uwagi recenzentow. Ze wzgledu na rozbudowang czes¢ obliczeniowg w tej pracy
mdj udziat procentowy oceniam na 40%.

H3. Gagos M., Kaminski D. M., Arczewska M., Krajnik B., Mackowski S.,
Spectroscopic Evidence for Self-Organization of N-lodoacetylamphotericin B in

Crystalline and Amorphous Phases. The Journal of Physical Chemistry B, 2012,
116(42), p.12706-13.

Moj udziat w tej pracy polegal na krystalizacji i oczyszczeniu krysztatow AmB-I,
tworzeniu formy amorficznej, pomiarach FTIR bez opracowania wynikow,
wspotudzial w korelacji danych strukturalnych z efektami spektroskopowymi,
udziale w pisaniu  publikacji, przeglgdzie literatury, wspotredagowaniu
manuskryptu w odpowiedzi na uwagi recenzentow. Moj udzial procentowy
oceniam na 21%.

H4. Kaminski D. M., Czernel G., Murphy B., Runge B., Magnussen O. & Gago$ M.,
Effect of cholesterol and ergosterol on the antibiotic amphotericin B interactions
witch  dipalmitoylphosphatidylcholine monolayers: X-ray reflectivity study.
Biochimica et Biophysica Acta — Biomembranes, 2014, 1838(11), p. 2947-2953
w artykule jestem autorem korespondujacym

Moj udzial w tej pracy polegal na stworzeniu jej zarysu koncepcyjnego,
zaplanowaniu oraz przygotowaniu badan synchrotronowych jak rowniez kierowaniu
nimi, opracowaniu wynikow i stworzeniu modelu opartego o dane dyfrakcyjne,
korelacji danych z monowarstw z danymi dyfrakcyjnymi, przeglqdzie literatury,
pisaniu manuskryptu, wspotredagowaniu manuskryptu w odpowiedzi na uwagi
recenzentow. Moj udziat procentowy oceniam na 60%.
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HS.

Kaminski D. M., Arczewska M., Pociecha D., Gorecka E., Stepniewski A. 1 Gago$
M., Amphotericin B-DPPC lipid complex: X-ray diffraction and FTIR studies.
Journal of Molecular Structure, 2015, 1080, p. 57-62

w artykule jestem autorem korespondujacym

Moj udzial w tej pracy polegal na stworzeniu jej zarysu koncepcyjnego,
przygotowaniu probek, opracowaniu danych eksperymentalnych a w szczegolnosci
korelacji danych dyfrakcyjnych z danymi spektroskopowymi, przeglgdzie literatury,
stworzeniu manuskryptu, wspotredagowaniu manuskryptu w odpowiedzi na
uwagi recenzentow. Moj udzial procentowy oceniam na 80%.

Heé.

Kaminski D. M., Pociecha D., Gorecka E. i Gago§ M., The influence of
amphotericin B on the molecular organization and structural properties of DPPC
lipid membranes modified by sterols. Journal of Molecular Structure, 2015, 1082, p.
7-11
w artykule jestem autorem korespondujacym

Moj udzial w tej pracy polegal na stworzeniu jej zarysu koncepcyjnego,
wbudowywaniu AmB do wielowarstw lipidowych, opracowaniu wszystkich danych
eksperymentalnych, przeglgdzie literatury, stworzeniu manuskryptu,
wspotredagowaniu manuskryptu w odpowiedzi na uwagi recenzentow. Moj
udziatl procentowy oceniam na 80%.

H7.

Kaminski D. M., Hoser A. A., Gago§ M., Matwijczuk A., Arczewska M.,
Niewiadomy A. & Wozniak K., “Solvatomorphism of 2-(4-Fluorophenylamino)-5-
2 (2,4- dihydroxybenzeno)-1,3,4-thiadiazole Chloride”, Crystal Growth & Design,
2010, 10 (8), p. 34103417

w artykule jestem autorem korespondujacym

MOoj udziat w tej pracy polegat na stworzeniu jej zarysu koncepcyjnego, przeglgdzie
literatury, opracowaniu metody krystalizacji i kierowaniu tymi badaniami,
przygotowaniu probek, opracowaniu wynikow z dyfrakcji strukturalnej z
uwzglednieniem efektow solwatacyjnych, napisaniu wstgpnej wersji manuskryptu,
wspotredagowaniu koncowej wersji manuskryptu oraz udzial w odpowiedzi na
uwagi recenzentow. Moj udziat procentowy oceniam na 60%.

HS.

Hoser A. A.*, Kaminski D. M.*, Matwijczuk A., Niewiadomy A., Gago$ M.,
Wozniak K., “On  polymorphism  of  2-(4-fluorophenylamino)-5-(2,4-
dihydroxybenzeno)-1,3,4-thiadiazole (FABT)” Cryst. Eng. Comm., 2013, 15 (10),
p- 1978-1988.

* autorzy maja rowny wklad

Moj udzial w tej pracy polegal na wspotudziale w stworzeniu jej zarysu
koncepcyjnego, przeglgdzie literatury, opracowaniu metody krystalizacji
niejonowych form zwiqzku, opis polimorfizmu, wspolopracowaniu wynikow badan
rentgenowskich i obliczeniowych, napisaniu manuskryptu, wspotredagowaniu
koncowej wersji manuskryptu oraz udziat w odpowiedzi na uwagi recenzentow. Moj
udziat procentowy oceniam na 40%.
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H9. Kaminski D.M., Matwijczuk A., Pociecha D., Gorecka E., Niewiadomy A.,
Dmowska M., Gago$ M., Effect of 2-(4-fluorophenylamino)-5-(2,4-
dihydroxyphenyl)-1,3,4-thiadiazole on the molecular organisation and structural
properties of the DPPC lipid multibilayers. Biochimica et Biophysica Acta —
Biomembranes, 2012, 1818 (11), pp. 2850-2859

Moj udziat w tej pracy polegal na stworzeniu jej zarysu koncepcyjnego, przeglgdzie
literatury, kierowaniu pracami zwigzanymi z krystalizacjq oraz opracowanie
metody krystalizacji tego zwiqgzku, uczestniczeniu w pomiarach FTIR, opracowaniu
wynikow badan strukturalnych w tym solwatomorfizmu, napisaniu manuskryptu,
wspotredagowaniu koncowej wersji manuskryptu oraz udzial w odpowiedzi na
uwagi recenzentow. Moj udzial procentowy oceniam na 80%.

H10. Arczewska M.*, Kaminski D. M.*, Gorecka E., Pociecha D., Roj E., Slawinska-
Brych A., Gagos M., “The molecular organization of prenylated flavonoid
Xanthohumol in DPPC multibilayers: X-ray diffraction and FTIR spectroscopic
studies”, Biochimica et Biophysica Acta — Biomembranes, 2012, 1828(2), p.213-22
* autorzy maja rowny wklad

Moj udzial w tej pracy polegal na wspotudziale w stworzeniu jej zarysu
koncepcyjnego, przeglgdzie literatury, przygotowaniu probek, uczestniczeniu w
pomiarach FTIR, opracowaniu wynikow badan rentgenowskich i czesciowo FTIR,
napisaniu czesci manuskryptu odnoszqcej si¢ do badan rentgenowskich i
wspottworzeniu czesci odnoszgcej sie¢ do badan spektroskopowych, korelacji
wynikow spektroskopowych z dyfrakcyjnymi, wspotredagowaniu koncowej wersji
manuskryptu oraz udziale w odpowiedzi na uwagi recenzentow. MOoj udzial
procentowy oceniam na 40%.

Oswiadczenia wspolautorow prac, okreslajace szczegolowo ich indywidualny wklad

w powstanie publikacji znajduja si¢ w zalaczniku nr 6.

Lacznie:
e Sumaryczny impact factor za publikacje wchodzace w sktad osiggnigecia naukowego
wedlug Journal Cytation Report (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania: 32,566

e Suma punktow za publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego wedtug

wykazu czasopism naukowych MNiSW z roku publikacji: 307
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4.3. Dziatalnos¢ naukowo-badawcza

Zgodnie z zalacznikiem do Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
z dnia 8 sierpnia 2011r. w sprawie obszaréw wiedzy, dziedzin nauki i sztuki oraz dyscyplin
naukowych 1 artystycznych mdj kierunek badan naukowych dotyczy chemii fizycznej, ktora

pozostaje w dziedzinie nauk chemicznych, w obszarze nauk przyrodniczych.

W swojej pracy badawczej koncentruj¢ si¢ gldéwnie na zjawiskach fizykochemicznych
powierzchni i interfejsu modelowych uktadéw btonowych i krysztatow; oddzialywaniach
wewnatrzkrystalicznych, wzroscie krysztatow, polimorfizmie 1 solwatomorfizmie. W tym celu
wykorzystuje rézne techniki dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego, analiz¢ termiczng
DSC oraz metody obliczeniowe. Wspoélpraca z prof. dr hab. Mariuszem Gagosiem pozwolita
mi rozszerzy¢ moje mozliwosci badawcze o techniki spektroskopowe. Gléwnym nurtem
badawczym w grupie Profesora sa bowiem badania organizacji molekularnej zwigzkow
biologicznie czynnych w odniesieniu do ukladow o znaczeniu biologicznym. W zwigzku z
powyzszym postanowitem wykorzystaé swoja wiedz¢ w tej dziedzinie 1 rozszerzyc
mozliwosci poznawcze zespotu o techniki dyfrakcyjne i krystalizacje. W swojej pracy zajmuje
si¢ w dalszym ciagu krystalizacja oraz badaniem modelowych uktadéw biologicznych, przez
ktére rozumiem mono-, dwu- i wielowarstwy lipidowe modyfikowane sterolami. Uktady te w
uproszczeniu pozwalaja bada¢ oddziatywania zwigzkéw biologicznie czynnych z btonami
lipidowymi. Takie specyficzne interakcje molekut z btong lipidowa mozna ekstrapolowacé do
rzeczywistych ukladow biologicznych (modyfikacja blony, transport przez btone).
Przedstawione przeze mnie badania amfoterycyny B, 1,3,4-tiadiazoli oraz ksantohumolu a
zwlaszcza: ich krystalizacji, organizacji molekularnej w btonach lipidowych oraz korelacji z
technikami spektroskopowymi, znaczaco uzupeiniajg prowadzone obecnie badania nad ich

aktywno$cig biologiczna.
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4.4. Przebieg rozwoju zawodowego

Od najmtodszych lat fascynowata mnie chemia, $wiat mineraldow 1 procesy ich
powstawania. Kierujac si¢ tymi pobudkami w 1990 roku rozpoczatem nauke w Technikum
Chemicznym im. Marii Curie-Sktodowskiej w Kielcach, gdzie otrzymatem dyplom ,,Technik
Procesow Chemicznych Nieorganicznych”. Po ukonczeniu szkoly w 1995 roku podjatem
studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Na czwartym roku studiow
zostatem przyjety do Pracowni Krystalochemii Profesora Krzysztofa Wozniaka, gdzie
mogltem rozwija¢ swoje zainteresowania i zglebia¢ wiedze zwigzang z budowa krysztatéow i
technikami dyfrakcji rentgenowskiej. Na pigtym roku studiow wyjechatem, w ramach
programu ,,Sokrates Erasmus”, do Holandii na Radboud University w Nijmegen do grupy
Profesora Eliasa Vliega. Jest to jedna z czolowych grup na $wiecie zajmujaca si¢
fizykochemig i modelowaniem wzrostu krysztatow. W grupie tej pod kierunkiem dr Willema
van Enckevort i jego doktoranta Franka Hollendera zglebiatem wiedzg dotyczaca wzrostu
krysztatow 1 towarzyszacych im proceséw powierzchniowych. Z tego okresu pochodzi moja
pierwsza publikacja P1, dotyczaca badan krysztatow estrow kwaséw thuszczowych.
Zrozumienie proceséw powierzchniowych w przypadku wzrostu krysztaléw jest kluczowe,
poniewaz zachodza one zawsze na powierzchni. Stad wynika moje bezposrednie
zainteresowanie zjawiskami mig¢dzyfazowymi, powierzchnig ciat statych 1 technikami

dyfrakcyjnymi, ktére w naturalny sposéb umozliwiaja takie badania.

4.4.1. Okres studiow doktoranckich

W 2000 roku obronitem prac¢ magisterska pt. ,,Rentgenowskie badania strukturalne
pochodnych tetraazaanulenu” pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa WozZniaka opartg na
pigciu zmierzonych i rozwigzanych przeze mnie strukturach, przedstawionych w pracy P2. W
tym tez roku otrzymalem tytul magistra chemii. Cztery miesigce pozniej, na zaproszenie
Profesora Vlieg’a - Radbound University w Nijmegen - rozpoczatem pracg¢ w jego zespole.
Profesor Elias Vlieg byt moim bezposrednim opiekunem naukowym. Na rozwo6j moich
zainteresowan mialy rowniez wptyw cotygodniowe seminaria grupowe, w ktorych czgsto brat
udziat prof. dr Pieter Bennema (byly kierownik grupy Solid State Chemistry - Radbound
University w Nijmegen). Prace doktorska pt. ,,The atomic-scale role of additives during

crystal growth from solution — surface X-ray diffraction studies” napisalem pod kierunkiem
7
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prof. Eliasa Vlieg’a na Radboud University w Nijmegen (Holandia). W tym czasie
zajmowatem si¢ badaniem powierzchni krysztatow w ultra wysokiej prézni i w roztworach za
pomoca rentgenowskiej dyfrakcji powierzchniowej, mikroskopii sit atomowych (AFM),
elektronowych technik dyfrakcyjnych Reflectivity High Energy Electron Diffraction
(RHEED), Low Energy Elektron Diffraction (LEED) i mikroskopii optycznej. Techniki te
byly bardzo pomocne w stworzeniu diagramu fazowego dla uktadu monowarstwy bizmutu na
powierzchni Cu(111), praca P10. Dzi¢ki tym badaniom udato mi si¢ odkry¢ uporzadkowanie
powierzchni Bi-Cu(111) nie heksagonalne a romboedryczne. Uklad ten jest wyjatkowy, gdyz
praktycznie wszystkie ciekle struktury powierzchniowe to uktady o uporzadkowaniu
heksagonalnym. Ta unikalna struktura zostata opisana w pracy P13. W dalszej czg$ci studiow
doktoranckich zajmowalem si¢ wplywem pH na interfejs krysztal-roztwor a przez to na
morfologi¢ krysztalow KH,PO4 (KDP). Krysztaly te odgrywaja istotng rol¢ w technikach
laserowych, gtownie jako generatory wyzszych harmonicznych, czego przyktadem jest
National Ignition Facility. Rezultatem tych badan bylo wyjasnienie prawie stuletniej
tajemnicy zwigzanej z morfologia tych krysztatow w zalezno$ci od pH $rodowiska, w jakim
wzrastajg, prace P8, P11. Kolejnym tematem ktorym zajmowalem si¢ podczas studidw
doktoranckich byta morfologia krysztalow NaCl. Krysztaly te powstajace w Srodowisku
wodnym maja geometri¢ kubiczng, jednakze dodatek formamidu powoduje stabilizacje
rodziny powierzchni {111}, co oznacza, ze powierzchnie te sa zakofczone na warstwie Na"
albo CI'. Taka konfiguracja wydaje si¢ mato prawdopodobna, poniewaz prowadzitaby do
uktadu termodynamicznie niestabilnego. W tym przypadku badania rentgenowskiej dyfrakcji
powierzchniowej ktore wykonalem wykazaty, ze powierzchnia ta jest atomowo gladka i
niezrekonstruowana, natomiast interfejs (krysztat-roztwor) jest zbudowany z naprzemiennych
wodnych warstw zawierajacych Na“ i Cl” o stopniowym zaniku obu jonéw. Model ten
potwierdzity obliczenia teoretyczne rozkladu tadunku w poszczegdlnych warstwach. Wyniki
powyzszych prac sa zawarte w mojej rozprawie doktorskiej, w pracy przegladowej P14, w
monografii M1, jak rowniez byly prezentowane na konferencjach.

Oprocz pracy badawczej do moich obowigzkéw w tym okresie nalezalo rozwijanie
oprogramowania ANA-ROD. Moim osiggni¢gciem w tym przypadku byto zaimplementowanie
zaawansowanego algorytmu globalnej optymalizacji VFSR (wykorzystywanego m.in. w armii
amerykanskiej) w programie ROD, co znaczaco poprawilo prace programu i pozwolilo na
szybsze 1 doktadniejsze dopasowywanie modelu do danych strukturalnych.

Przed zakonczeniem mojego kontraktu z Radboud University, prof. dr Elias Vlieg
8
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nawiazatl wspolprace z grupa prof. dr Polsemy z Uniwersytetu w Twente (Holandia), co
zapoczatkowato badania modelowego ukladu bizmutu na powierzchni miedzi z
zastosowaniem techniki LEM (Low Energy Elektron Microscopy). Efektem tej wspolpracy
jest ciag publikacji P17, P23 i P29 (nie bedace czescig dorobku przedstawionego w pracy
doktorskiej), ktore byly kontynuacja wczesniejszych prac przedstawionych w mojej rozprawie
doktorskiej P10 1 P13.

Znaczna cz¢$¢ badan naukowych w tym okresie dotyczyta dyfrakcji powierzchniowej,
przez co czesto wyjezdzalem do synchrotronu ESRF w Grenoble (Francja). Praca w takich
osrodkach jest wyjatkowo wyczerpujaca, poniewaz ze wzgledu na wysoki koszt wykonania
pomiardéw, badania trwajg nieprzerwanie az do zakonczenia eksperymentu. Na ostatnim roku

studiow doktoranckich czgsto sam kierowalem eksperymentami synchrotronowymi w ESRF.

4.4.2. Staz post-doktorski

Po zakonczeniu pracy na Radboud University, ale jeszcze przed uzyskaniem stopnia
doktora wzigtem udzial w konkursie na pelnoetatowe stanowisko naukowe na Wydziale
Fizyki Eksperymentalnej 1 Stosowanej Christian-Albrechts-Universitdt w Kilonii (Niemcy).
Po kilkuetapowej rekrutacji i pomimo silnej konkurencji - uzyskatem te posade¢. Prace w
grupie Profesora Olafa Magnussena na Wydziale Fizyki Eksperymentalnej i Stosowanej na
Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel (Niemcy) rozpoczatem w sierpniu 2005 roku. W
czasie jej trwania zajmowatem si¢ gléwnie wzrostem krysztalow metali szlachetnych w
srodowisku elektrochemicznym oraz wptywem dodatkow organicznych na proces ich
wzrostu, przygotowywaniem powierzchni krysztalbw metali szlachetnych do badan
(polerowanie, elektropolerowanie, sputtering) 1 ich charakterystyka w warunkach
elektrochemicznych z zastosowaniem dyfrakcji powierzchniowej. Badania elektrochemiczne
w tym przypadku odgrywaja istotng role, gdyz pozwalaja na kontrole potencjatu roztwor-
elektroda, co jest dodatkowym parametrem obok temperatury czy sktadu roztworu
pozwalajagcym wptywac bezposrednio i odwracalnie na zjawiska fizykochemiczne zachodzace
na powierzchni metalu.

Dodatkowo opracowalem aparatur¢ i metode oczyszczania powierzchni platyny za
pomoca plomienia palnika wodorowego i chlodzenia krysztatu w atmosferze helu i wodoru
oraz zaprojektowalem elementy gtowicy w aparacie do sputteringu, ktérg wykorzystywatem w

eksperymentach tam prowadzonych. W badaniach wzrostu krysztalow metali z roztwordéw
9
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kluczowa jest znajomo$¢ technik elektrochemicznych, z tego wzgledu prof. dr hab. Olaf
Magnussen skierowal mnie do grupy Profesora Huana Feliu z Uniwersytetu w Alikante
(Hiszpania) na szkolenie z elektrochemii. Wiedz¢ wyniesiong z tego szkolenia
wykorzystywatem w badaniach elektrochemicznego wzrostu krysztatéw metali szlachetnych.

Na szczego6lng uwage z okresu pracy w Niemczech zastuguja dwie prace P15 1 P19. W
pracy P15 bylem pomystodawca i1 gtownym wykonawca. Wykorzystujac catkowita
odwracalno$¢ elektrochemicznych procesow powierzchniowych pokazatem, ze mozliwe jest
odtworzenie sekunda po sekundzie zmian strukturalnych zachodzacych na powierzchni
krysztatu zlota podczas jego wzrostu. Mozliwe to bylo poprzez cykliczne powtarzanie
sekwencji zmian potencjatu przy rownoczesnym zapisywaniu intensywnosci promieniowania
rentgenowskiego dla réznych pozycji wiazki odbitej. Otrzymane dane wymodelowatem za
pomoca swojej modyfikacji kodu programu ROD. Natomiast w pracy P19 odkrytem, ze
ustawienie potencjatu uktadu w przeciwnym kierunku niz planowany doprowadza do
waznego efektu ,,layer by layer dissolution”, ktéry charakteryzuje si¢ cyklicznymi zmianami
w pradzie oraz w obrazie dyfrakcyjnym. Proces ten jest catkowicie symetryczny w stosunku
do ,layer by layer growth” obserwowanym dla tego uktadu. Zafascynowany zjawiskiem
stworzytem model matematyczny, ktéry opisywal rownoczesnie efekty elektrochemiczne i
dyfrakcyjne. Na podstawie tego modelu stworzytem makro w programie Orygin, ktére
pozwolito dopasowa¢ model rownoczesnie do danych dyfrakcyjnych i elektrochemicznych.
Ostatecznie po niewielkiej zmianie dokonanej przez dr Klausa Kruga, polegajacej na
arbitralnym dopasowaniu czasu rozpuszczania kolejnych warstw, model ten zostal wraz z
danymi eksperymentalnymi przedstawiony w publikacji, ktorej jestem drugim autorem.
Natomiast pomyst i1 rezultaty pracy P19 staty si¢ inspiracja dla grupy Profesora Magnussena
do kolejnych badan.

Réwniez miatem znaczacy wklad w powstanie pracy P22. Podczas jednego z
wyjazdow zauwazylem, ze sygnatl dyfrakcyjny z powierzchni miedzi pokrytej chlorkami jest
zaskakujaco dobry. Przekonalem wigc zespdl, aby poswieci¢ czas eksperymentalny na
pomiary atomowej struktury powierzchni. W efekcie tego dysponowatem duzym zbiorem
danych, ktéry umozliwit mi stworzenie doktadnego modelu tego uktadu. Dane te oraz moj
model zostaly przedstawione w tej pracy i staly si¢ punktem odniesienia do obliczen
kwantowych réwniez w niej zawartych.

Podobnie jak powyzej, réwniez w pracy P19 przekonalem grupe, aby rozszerzy¢ badania

o cze$¢ strukturalng. Dzieki temu moglem wymodelowaé pierwszg z trzech struktur bizmutu
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na powierzchni ztota (100). Pozostate dwie struktury byly scharakteryzowane na podstawie
matej ilosci refleksow, co pozwolito jedynie na jako$ciowy opis geometrii mierzonych
uktadow. Na podstawie opracowanych danych stworzytem prezentowane w pracy modele
struktur oraz ich opisy.

Bralem tez udzial w badaniach powierzchniowych substancji organicznych naniesionych
na powierzchni¢ ztota ,,self-assembled monolayers” - praca P16. W tym przypadku moj udziat
polegal na planowaniu i przeprowadzeniu badafn dyfrakcyjnych w synchrotronie w DESY
(Niemcy) a potem modelowaniu danych eksperymentalnych i przedstawieniu modelu, ktory je
opisywat. Podobne badania przeprowadzatem jeszcze do doktoratu.

Z okresu pracy w Niemczech pochodza artykuty P15, P16, P19, P20, P22, ktérych
wyniki byty prezentowane na wielu konferencjach. Szczegdélnym wyrdznieniem za moje
badania w tym okresie bylo dla mnie zaproszenie na Wydziat Fizyki Uniwersytetu w Bonn,
gdzie wyglositem wykltad, na ktorym zaprezentowatem przebieg moich badan oraz osiagnigte

wyniki.

4.4.3. Okres pracy na Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie

W lipcu 2008 roku uzyskatem stopien doktora, a miesigc poézniej zakonczytem prace w
Niemczech i z powodéw rodzinnych wrocitem do Polski. W marcu 2009 roku podjatem prace
na Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie w grupie Profesora Andrzeja Niewiadomego,
ktory zainteresowal mnie swoimi badaniami nad zwigzkami z grupy 1,3,4-tiadiazoli. W tym
czasie budowa tych zwigzkow znana byla jedynie w oparciu o badania spektroskopowe
(NMR) oraz spektrometri¢ mas. Doktadna budowa tych zwigzkow w oparciu o dyfrakcje
rentgenowska nie byta dostepna. Wczesniejsze proby krystalizacji tych zwigzkow w innych
grupach konczyly si¢ niepowodzeniem. Problem ich krystalizacji potraktowatem jako
wyzwanie 1 pomimo bardzo skromnych $rodkéw finansowych, juz po potrocznej pracy
dysponowatem krysztatami form jonowych jednego z 1,3,4-tiadiazoli (praca H7). Kolejne p6t
roku préb doprowadzito mnie do opracowania ogoélnej metody krystalizacji tej grupy
zwiazkéw w formie molekularnej z roztworéw DMSO, czego efektem jest praca H8. Okres
ten byl rowniez poczatkiem mojej wspotpracy z Profesorem Mariuszem Gagosiem, ktory
wprowadzit mnie w wiele tajnikow technik spektroskopowych jak rowniez w problematyke
badan biofizycznych. To wtasnie on zainteresowat mnie tematyka amfoterycyny B oraz

ksantohumolu, czego efektem sg prace H 1-7 oraz H10.
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Od wielu lat zajmuje si¢ rowniez tworzeniem oprogramowania edukacyjnego na rézne
platformy Microsoft Windows, ktéore wzbudzalo i wzbudza duze zainteresowanie wsrod
uzytkownikoéw. Byto to dla mnie punktem wyjscia do stworzenia nowego programu WinRod
do dyfrakcji powierzchniowej z intuicyjnym graficznym interfejsem uzytkownika GUI. Jest to
duzy przetom w szybkosci dziatania i intuicyjnosci interfejsu gdyz do tej pory dostepne
oprogramowanie — gléwnie pakiet ANA-ROD lub skrypty dziataly z wiersza polecen
wykorzystujac jeden watek procesora, a ich interfejs uzytkownika byt mato intuicyjny, przez
co dostepny tylko dla waskiego grona specjalistow. W chwili obecnej program WinRod jest w
pelni funkcjonalny. WinRod jest aplikacja wykorzystujaca interfejs GUI, DirectX do
tworzenia zaawansowanej grafiki 3D oraz wiele nowoczesnych rozwigzan informatycznych,
jak wielowatkowos$¢ czy wykorzystanie polecen procesora AVX. W programie tym
zaimplementowatem rowniez swoje rozwigzania zwigzane z obliczeniami chropowatosci
powierzchni, wyznaczania potozenia reflekséw braggowskich w oparciu o zmiang fazy dla
krysztalu bazowego oraz rozproszenia anomalnego. Praca nad tym projektem zajeta mi dwa
lata a program zbudowany jest z okoto 100000 linii kodu. Projekt ten rozwijam obecnie razem
ze specjalistami z ESRF (dr Nikolay Vinogradow, Reiner Wilcke, Claudio Ferraro —
kierownik osrodka informatycznego ESRF) i DESY (dr Bridget Murphy 1 jej studenci). Do
projektu przylaczyt si¢ rowniez tworca programu ROD prof. dr Elias Vlieg. Wersja beta
programu WinRod wzbudzita duze zainteresowanie wsrod specjalistow, dzigki czemu
zostalem zaproszony do ESRF na jego prezentacje, jak rdwniez na konsultacje dotyczace
dalszych trendow i rozwoju oprogramowania do rentgenowskiej dyfrakcji powierzchniowej
wykorzystywanej w synchrotronach. Obecnie trwaja prace nad nowa wersja programu AVE
do redukcji danych rentgenowskich w ktorym implementuje¢ nowoczesny interfejs GUI dla
systemow Windows. Oficjalny link do programu WinRod znajduje si¢ na stronie ESRF:
http://www.esrf.eu/computing/scientific/joint_projects’/ANA-ROD/.

4.4.4. Cykl badan przedstawiony jako osiggniecie naukowe

Celem prezentowanych w autoreferacie prac byly badania organizacji molekularnej
wybranych zwigzkéw o =znaczeniu biologicznym w krysztalach oraz w mono- i
wielowarstwach lipidowych modyfikowanych sterolami (cholesterol 1 ergosterol). W
badaniach tych zastosowatem techniki: warstw jednoczasteczkowych, dyfrake;ji

rentgenowskiej z granicy ciecz-gaz, dyfrakcji rentgenowskiej szerokokatowej, dyfrakcji
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strukturalnej z krysztatéw, mikroskopii fluorescencyjnej oraz spektroskopii w podczerwieni

ATR-FTIR.

Amfoterycyna B

Moja problematyka badawcza koncentruje si¢ gléwnie na organizacji molekularnej
wybranych zwigzkoéw organicznych w krysztatach i w modelowych uktadach biologicznych.
Z tego powodu szczegolnie zainteresowal mnie badany w grupie prof. dr hab. Mariusza
Gagosia blonowy antybiotyk przeciwgrzybiczny amfoterycyna B (AmB). AmB jest
makrolidowym, jonoforowym  antybiotykiem z grup poliendow, powszechnie
wykorzystywanym w medycynie podczas cigzkich grzybic wewnatrzustrojowych. AmB jest
roOwniez stosowana prewencyjnie po przeszczepach narzadow wewnetrznych, transplantacji
szpiku, w terapii choréb nowotworowych i AIDS. AmB pomimo jej znaczenia w medycynie
jest ciaggle jednym z najbardziej toksycznych lekéw. Uwaza si¢, ze jej dziatanie polega na
tworzeniu poréw molekularnych odpowiedzialnych za wyciek z komoérek waznych zyciowo
jondéw 1 substancji, co w konsekwencji prowadzi do ich $mierci. Wiekszg toksycznos¢ AmB
wobec komorek grzyboéw, niz wobec komorek ssakow tlumaczy sie wyzszym
powinowactwem AmB do ergosterolu, ktory jest skladnikiem bton komorkowych grzybow.
Nie jest to jednak jedyny mechanizm wyjasniajacy dziatanie tego leku.

Po nawigzaniu wspotpracy z Profesorem 1 przedstawieniu swoich mozliwosci
badawczych zwigzanych z krystalizacja oraz dyfrakcja rentgenowska, zostalem zaproszony
przez Profesora do projektu badawczego "Znaczenie jonow metali, ziem alkalicznych i
przejsciowych w procesie agregacji amfoterycyny B w modelowych uktadach biologicznych”,
nr grantu N N401 015035. Logicznym nastepstwem przystapienia do projektu byty proby
krystalizacji amfoterycyny B. Niestety antybiotyk bez wlasciwego oczyszczenia 1 bez
modyfikacji chemicznych nie krystalizuje. Wielokrotne proby jego krystalizacji doprowadzilty
ostatecznie do wytworzenia krysztaldw AmB w postaci sferolitow o rozmiarach ~10 um (Rys.
1). Charakterystyczny, szablowaty ksztalt krysztalow wskazywat na duzy wptyw sladowych
zanieczyszczen 1 prawdopodobnie tez rozpuszczalnika na przebieg ich wzrostu. W zwiazku z
tym podjatem si¢ opracowania syntezy, oczyszczania i krystalizacji jodoacetylowej pochodnej
amfoterycyny B (AmB-I) w oparciu o prace Ganisa [1]. Szybko jednak okazalo sig, ze
informacje w niej zawarte sg dalece niewystarczajace do odtworzenia eksperymentu. Na
podstawie okoto setki syntez i krystalizacji udato mi si¢ opracowac¢ metode krystalizacji, ktora
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pozwolita mi otrzymaé wysokiej jakosci krysztaly AmB-I. Duzym utrudnieniem na tym etapie
badan byly male ilosci zwigzku uzywane w eksperymentach, co bylo podyktowane jego
wysoka ceng. W pracy tej bardzo pomocne byty badania chromatograficzne wykonane przez
mgr Bogustawa Senczyne (Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie) w celu oznaczenia
ilosciowego zanieczyszczen poreakcyjnych. Na podstawie zebranych danych moglem
stworzy¢ kompletny morfogram (morphodrome) dla ukladu AmB/AmB-I, w ktorym czysta
amfoterycyna B byla modyfikatorem wzrostu krysztaldw AmB-I. Charakterystyczny ksztatt
krysztatbw AmB-I (Rys. 1.) stat si¢ dla mnie inspiracja do studium ich mechanizmu wzrostu z
roztworu. Ostatecznie w pracy przedstawitem kompletny mechanizm wyjasniajacy ksztalt i

efekty zachodzace na powierzchni krysztalow AmB-I, gdzie szczeg6lng role odgrywa

obecnos¢ AmB.

Rys. 1. Po lewej, krysztaly AmB ktore sa w formie sferolitow o bardzo ostro zakonczonych krawedziach
(10x5x2um). Swiadezy to o duzym wplywie $ladowych zanieczyszczen na proces ich wzrostu, co z kolei
thumaczy trudno$ci w otrzymaniu krysztatow o wigkszych rozmiarach (0.5 mm). Po prawej, fotografia
krysztatbw AmB-I (0.7x0.3x0.lmm). Na uwage zashuguje bardzo charakterystyczny zelazkowaty ksztalt
krysztatow.

Wysokiej jako$ci krysztaty AmB-I, o znaczaco zredukowanej dlugo$ci, otrzymane
moja metoda zostaty zmierzone w grupie prof. dr hab. Krzysztofa Wozniaka. Efektem tego
byly dane strukturalne wielokrotnie doktadniejsze od tych przedstawionych w pracy Ganisa z
1972 roku. Niewielkie rozmiary grupy jodoacetylowej w pordwnaniu do czasteczki AmB 1
duze podobienstwo dyfraktogramu proszkowego AmB do tego wygenerowanego z danych
strukturalnych AmB-I wskazywaty na duze podobienstwo struktur AmB i AmB-I. Z tego
powodu zasugerowatem, aby policzy¢ strukture hipotetycznych krysztatow AmB w oparciu o
dane dyfrakcyjne z AmB-I. Zadania tego podj¢ta si¢ Pani dr Katarzyna Jarzgbska. A rezultaty
tego przedsiewziecia pozwolity wyjasni¢ trudnos$ci w krystalizacji AmB. Artykut H2 zostat

bardzo wysoko oceniony przez trzech recenzentow w Crystal Growth and Design.
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Dostgpnos¢ krysztatdow AmB-I data nowe mozliwosci w badaniach spektroskopowych.
Pierwszym waznym pytaniem jakie si¢ nasuwato, byly roznice w spektroskopii FTIR 1
Ramana pomig¢dzy forma krystaliczng i amorficzng AmB. Odpowiedz na to pytanie jest
wazna, poniewaz moze dostarczy¢ informacji na temat agregacji tego leku w organizmach
zywych ktorg z kolei thumaczy si¢ m.in. jego toksyczno$¢ [2]. Wezesniejsze badania dyfrakcji
proszkowej wskazywaly, ze AmB 1 AmB-I nie krystalizuje z roztworow DMSO. Na tej
podstawie wytworzyltem cienkie warstwy amorficznej AmB i AmB-I poprzez szybkie
odparowanie tego rozpuszczalnika, ktére nastgpnie zmierzylem za pomocg techniki FTIR. Te
wyniki oraz rezultaty spektroskopii ramanowskiej doprowadzity do scharakteryzowania
pasma przy ok. 1010 cm’, specyficznego dla formy krystalicznej w obu technikach
spektroskopowych. Poniewaz pasmo to pojawia si¢ w btonach lipidowych zawierajacych
AmB, na podstawie powyzszego eksperymentu mozna wnioskowaé, ze AmB w nich
zagregowane ma podobng strukture jak w krysztatach. Z tego wynika, ze jak w modelowych
btonach lipidowych AmB moze pojawia¢ si¢ w formie krystalicznej w organizmach zywych.
W artykule tym powigzatem réwniez budowe wewnetrzng krysztalu z obserwowanymi
zmianami w intensywnosci fluorescencji dla spolaryzowanej wiazki wzbudzajacej (pomiary
wykonane we wspotpracy z grupa Profesora Sebastiana Mackowskiego z Wydziatu Fizyki
Uniwersytetu w Toruniu), to z kolei pozwolilo wywnioskowa¢, ze moment dipolowy uktada
si¢ wzdtuz najdtuzszej osi krysztalu a nie wzdtuz chromoforu (najdtuzszej osi molekuty AmB-
I), jak to ma miejsce w przypadku polienow. Wynik ten wskazuje na silne oddziatywania
miedzy warstwami w tym kierunku dla krysztatu AmB.

Dysponujac danymi strukturalnymi, opracowang metoda syntezy i oczyszczania
AmB-I postanowitem wspoélnie z prof. dr hab. Maruszem Gagosiem w roku 2013 napisac
projekt do synchrotronu w DESY (Niemcy) na pomiary agregacji molekularnej AmB/AmB-I
w monowarstwach lipidowych modyfikowanych sterolami z granicy gaz-woda. Projekt zostat
pozytywnie rozpatrzony przez rade naukowa synchrotronu, w wyniku czego mogliSmy
przeprowadzi¢ badania na nowym dyfraktometrze LISA w wigzce P08 (DESY). Bylo to
duzym wyrdznieniem dla naszej grupy. Eksperyment przygotowywalem przez trzy miesiace
razem dr. Grzegorzem Czernelem, przeprowadzajac dziesiatki iniekcji roztworéw AmB i
AmB-I pod powierzchni¢ lipidu DPPC/DOPC z ergosterolem i cholesterolem w réznych
proporcjach 1 przy ré6znym ci$nieniu powierzchniowym. Dzigki temu mieliSmy doktadnie
okreslone uktady pomiarowe, jak rowniez dysponowali$my precyzyjnymi procedurami, ktore

znakomicie usprawnily prace w synchrotronie. Sama technika pomiaru monowarstw z granicy
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gaz-ciecz jest bardzo podobna do tej z dyfrakcji powierzchniowej krysztaléw i1 nie wymagato
to ode mnie wickszego przygotowanie, natomiast duzo czasu zajeta mi obrobka danych i
modelowanie, gdzie zamiast przyblizenia kinematycznego stosuje si¢ rozwinigty model
fizyczny uwzgledniajacy — obok dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego, rowniez
refrakcje, wielokrotne odbicie migdzywarstwowe oraz transmisje wigzki. Rezultatem mojego
modelowania jest publikacja H4, ktéra po raz pierwszy tlumaczy rdéznice w cisnieniu
powierzchniowym pomi¢dzy monowarstwa DPPC zawierajaca cholesterol i monowarstwa
DPPC zawierajaca ergosterol. Precyzyjne pomiary gestosci elektronowej w monowarstwach
pokazuja, ze AmB wnika w takiej samej ilosci do monowarstw zawierajacych ergosterol, jak i
monowarstw zawierajacych cholesterol. Roznice w ci$nieniu powierzchniowym w tym
przypadku musza by¢ spowodowane wzrostem pofatdowania dla monowarstwy zawierajacej
cholesterol. Jest to pewien przetom w interpretacji, gdyz do tej pory w oparciu o badania
zmian ci$nienia powierzchniowego istnialo przekonanie, ze monowarstwy zawierajace
ergosterol absorbuja wigcej AmB (maja wigkszy przyrost cisnienia powierzchniowego), niz te
zawierajace cholesterol. Odkrycie to jest istotne w zrozumieniu mechanizmow dziatania AmB
w skali atomowej na uklady biologiczne. Powyzsze badania staty si¢ inspiracja do
przeprowadzenia podobnego eksperymentu dla wielowarstw lipidowych. W tym celu, jako
pierwsze, przeprowadzitem badania uktadu AmB w $rodowisku wielowarstw lipidu DPPC.
Pomiary te zostaly wykonane we wspodtpracy z panig Profesor Ewa Goreckg 1 dr. hab.
Damianem Pociecha z Uniwersytetu Warszawskiego. Wynikiem tej pracy, w ktorej
analizowatem dane rentgenowskie bylo scharakteryzowanie kompleksu AmB-DPPC w
funkcji temperatury. Dokladne pomiary FTIR, ktére przeprowadzitem razem z dr Martg
Arczewska (Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie) pozwolity na wykrycie subtelnych zmian
widmowych, na podstawie ktorych mozliwe byto okreslenie oddziatywan pomig¢dzy grupami
funkcyjnymi czasteczek DPPC i AmB. W tym przypadku dane FTIR opracowywatem
osobiscie, a wyniki konsultowalem z prof. dr hab. Mariuszem Gagosiem. Taka
charakterystyka uktadu AmB-DPPC byla niezbedna do zrozumienia przemian zachodzacych
w bardziej ztozonych uktadach wielowarstw: DPPC-cholesterol-AmB oraz DPPC-ergosterol-
AmB. Dysponujac odpowiedniag wiedzag moglem na podstawie danych z szerokokatowej
dyfrakcji rentgenowskiej (badania rowniez przeprowadzone w grupie pani prof. dr hab. Ewy
Goreckiej) scharakteryzowa¢ zmiany w tych uktadach. Zaskakujace w tym przypadku byto to,
ze wielowarstwy kompleksu zawierajace ergosterol charakteryzowaty si¢ wieksza gruboscia

dwuwarstw od tych zawierajacych cholesterol, co jest doktadnie przeciwienstwem zmian
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obserwowanych dla monowarstwy. Efekt ten mozna wytlumaczy¢ na podstawie oddzialywan
miedzywarstwowych, gdzie potencjalne pofatdowanie monowarstwy jest ,,prostowane” przez
efekt wielowarstwowosci lub powstawanie dwuwarstw w wielowarstwie. Badania te
potwierdzity rowniez wigksza trwalo$¢ kompleksow AmB-sterol-DPPC, niz samego
kompleksu AmB-DPPC.

Moje pigcioletnie zaangazowanie w badania nad AmB sklonito mnie do napisania
artykulu H1, w ktérym zawartem nie tylko przeglad literaturowy z ostatnich dziesigciu lat,
odnoszacy si¢ do badan chemicznych, biochemicznych oraz biofizycznych oddzialywan AmB
z btonami lipidowymi modyfikowanymi steroli, ale réwniez podzielitem si¢ w nim moimi
przemys$leniami na ten temat. Wedlug mnie, wigkszo$¢ dostepnych badan koncentruje si¢ na
efektach agregacji AmB w modelowych ukladach bton lipidowych. Bardzo czgsto w
literaturze biofizycznej zapomina si¢ o tym, ze organizmy zywe takie, jak grzyby maja
rowniez $ciany komoérkowe, ktére w tym procesie transportu/dyfuzji AmB do S$ciany
komorkowej odgrywaja wazng role. W tym przypadku mykozamina (fragment AmB) bardzo
przypomina acetyloglukozaming, bedaca budulcem chityny. Wyrazna korelacja pomigdzy
iloscig ergosterolu zawartego w blonach a przewodnictwem jonowym poréw AmB w
uktadach modelowych nie ma bezposredniego przelozenia na wigksza skuteczno$é tego
antybiotyku w walce ze szczepami Candida albicans o stwierdzonej wyzszej zawartosci tego
sterolu w btonie komorkowej. Thumaczenie dziatania AmB tylko na podstawie wlasciwosci
btonowych moze by¢ rowniez biedne, gdyz zwigzek ten jest odpowiedzialny za efekty
rodnikowe i oksydacyjne w btonie, co moze prowadzi¢ do jej uszkodzenia i w konsekwencji
réwniez wycieku waznych zyciowo sktadnikow z jej wngtrza. Bardzo waznym zagadnieniem,
poruszonym przeze mnie w tej pracy jest tez duza wrazliwos$¢ tego zwigzku na utlenianie, ze
wzgledu na uktad siedmiu sprzgzonych wigzan podwodjnych. Proces ten jest szczegolnie
wzmocniony, gdy zwigzek jest wystawiony na dzialanie promieniowania UV. Ma to istotne
znaczenie przy wszelkiego rodzaju pomiarach fluorescencyjnych lub spektroskopii UV/Vis.
Piszac t¢ prace przegladowa chciatem zwroci¢ uwage na fakt, ze duzo istotnych prac
odnoszacych si¢ do tematyki AmB zostalo stworzonych przez polskich naukowcow, jak np.
prof. dr hab. J. Mazerskiego i1 jego grupe, prof. dr hab. E. Borowskiego, prof. dr hab. P.
Dynarowicz-Latke i jej grupe, czy prof. dr hab. W. I. Gruszeckiego i jego wspotpracownikow.
Potwierdzeniem tego jest list, jaki otrzymatem od Profesora M. Muraty (Osaka University,
Japonia), w ktorym bardzo pozytywnie i z uznaniem wyrazat si¢ o dokonaniach 1 wkladzie

polskich naukowcoéw w badania AmB.
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Przedstawione prace byly po czeéci finansowane z projektu NCN (OPUS: UMO-
2012/05/B/NZ1/00037), temat: ,,Badania aktywnosci biologicznej antybiotyku amfoterycyny
B kompleksowanego jonami miedzi (II) oraz modyfikowanego oksydacyjnie na uktadach
modelowych bton lipidowych oraz in vitro”, kierowanego przez prof. dr hab. M. Gagosia,

przy tworzeniu ktorego miatem duzy udziat.

1,3,4-tiadiazole

Roéwnolegle do badan AmB zajmuje si¢ rowniez - we wspdlpracy z prof. dr hab. M.
Gagosiem - badaniami réznych pochodnych 1,3,4-tiadiazolu. Zwiazki te charakteryzuja si¢
unikalnym potaczeniem podstawnika rezorcynowego i pierScienia 1,3,4-tiadiazolowego
tworzonego w jednoetapowej reakcji. S-podstawiony-(1,3,4-tiadiazol-2-yl)benzeno-1,3-diol
jest to grupa ok. 170 zwigzkoéw otrzymanych przez prof. dr hab. Andrzeja Niewiadomego,
charakteryzujaca si¢  wlasciwosciami  przeciwproliferacyjnymi, przeciwgrzybiczymi,
przeciwbakteryjnymi oraz aktywno$cia neuroprotekcyjna, jak rowniez przeciwnowotworowa.
Ich aktywno$¢ biologiczng mozna ttumaczy¢ m. in. specyficzng geometrig i oddziatywaniem z
biatkami w organizmach zywych [3-5]. O znaczeniu pochodnych tiadiazoli we wspodtczesnej
nauce $wiadczy ilos¢ rekordow (ok. 100) odnoszacych si¢ do komplekséw bialek z tymi
substancjami w Protein Data Bank. Wybrany przeze mnie do badan zwigzek 2-(4-
fluorofenylamino)-5-(2,4-dihydroksybenzeno)-1,3,4-tiadiazol (FABT), charakteryzuje si¢
aktywnos$cig w stosunku do: komoérek raka piersi, komorek rakowych jelita grubego oraz
posiada potwierdzong aktywno$¢ w stosunku do komorek glejaka C6, przy czym dawki
lecznicze nie dzialaja toksycznie na komorki prawidlowe. W celu poznania jego struktury,
przeprowadzitem badania, ktéore doprowadzily mnie do metody otrzymywania krysztatow
w/w zwigzku, jak rowniez innych pochodnych 1,3,4-tiadiazoli. Duzym utrudnieniem byla
czysto$¢ substratow; z tego powodu w pierwszej fazie badan duzg cze$¢ uwagi poswigcitem
oczyszczaniu tych zwigzkéw. W pracach tych ktérymi kierowalem pomagat mi dr Arkadiusz
Matwijczuk (Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie). Prace H7 i H8 odnosza si¢ do
krystalizacji oraz charakterystyki strukturalne;j 2-(4-fluorofenylamino)-5-(2,4-
dihydroksybenzeno)-1,3,4-tiadiazolu (FABT) w formie jonowej i molekularnej. W badaniach
tych oprécz opracowania metody krystalizacji tej grupy zwigzkéw zajmowalem si¢ rowniez
wyjasnieniem zjawisk polimorfizmu i solwatomorfizmu obserwowanego dla FABT.

Dodatkowo wykonalem obliczenia DFT dla réznych konformacji FABT, korzystajac z
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programu GAUSSIAN 09. Obliczenia w programie OPIX i CRYSTAL wykonata dr Anna
Hoser (Wydzial Chemii Uniwersytetu Warszawskiego). Natomiast w znacznej cze$ci w
przedstawionych artykulach wykonatem analiz¢ danych strukturalnych, opis struktur oraz
charakterystyke i opis oddziatywan miedzyczasteczkowych w sieci krystalicznej w oparciu o
dane strukturalne i obliczeniowe. Artykuty te dostarczaja waznych informacji dotyczacych
konformacji molekuty FABT w zaleznosci od rozpuszczalnika wbudowanego w sie¢
krysztatu. Czasteczka FABT wystepuje w krysztalach w dwoch konformacjach, w zaleznosci
od solwatu: z grupa hydroksylowa pierscienia rezorcylowego w pozycji orto, skierowang do
atomu siarki z pier$cienia tiadiazolowego (,,S™) 1 z tg samg grupa skierowang do atomu azotu
(,N), rowniez z pierscienia 1,3,4-tiadiazolowego. Obliczenia kwantowe w programie
Gaussian 09 metoda B3LYP z baza 6-31++(d,p) 1 6-31(d,p) dla pojedyncze; molekuty
wskazujg na réznice¢ energii pomigdzy formami "S" 1 "N", wynoszaca ~30 kJ. Bariera rotacji
podstawnika rezorcynowego zwigzana z przejsciem jednej formy w druga wynosi ~50 kJ.
Zastosowanie bazy z orbitalami dyfuzyjnymi zauwazalnie obniza energi¢ ukladu w
konformacji "N". W obu bazach konformacja ,,N” ma energi¢ nizsza, za sprawag utworzenia
bardziej trwatego ukltadu pseudoheteroaromatycznego pierscienia z wigzaniem wodorowym.
Jednak zysk energetyczny z powstania takiej struktury czesto nie jest uprzywilejowany w
uktadach krystalicznych. Efekty sieciowe zwigzane z powstawaniem wigzan wodorowych
pomiedzy grupg —OH 1 atomem azotu z sgsiedniej molekuty, czgsciej faworyzujg konformacje
»S . Potwierdzeniem tego jest uklad sieci krysztatu jednego z 1,3,4-tiadiazoli, w ktorym
czasteczka 1,3,4-tiadiazolu wystepuje w dwoch konformacjach ,,S” 1 ,N”, rys. 2.
Wystepowanie obu konformacji o zblizonych energiach jest prawdopodobnie czynnikiem
odpowiedzialnym za trudno$ci w krystalizacji tej grupy zwigzkow.

v
%

Rys. 2. Dwie konformacje ,,S” (po lewej) i ,,N” (po prawej) 1,3,4-tiadiazolu wystgpujace w tej samej sieci
krystalicznej. Struktura zmierzona, rozwigzana i udoktadniona w grupie prof. dr hab. Krzysztofa
Wozniaka z Uniwersytetu Warszawskiego.
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Badania  strukturalne byly szczegélnie pomocne w  korelacji  danych
spektroskopowych z konformacja FABT, mierzonego w roznych rozpuszczalnikach, praca
P20 (praca ta jest wyrdzniona przez edytora, nie tylko jako open access ale jest rowniez
pierwsza pracg otwierajaca caly rocznik 2011 publikacji J. Fluorescencje, issue 1, strona 1).
Dodatkowo praca ta przedstawia wplyw temperatury, polarno$ci i polaryzowalnos$ci
rozpuszczalnikow na réwnowage pomiedzy forma ketonowg i enolowag FABT w roztworach.
W tym przypadku obie formy mozna powiaza¢ z konformacja "N" 1 "S". Dla konformacji "S"
zwigzek moze wystgpowac tylko w formie enolowej, natomiast dla konformacji "N" mozliwy
jest wewnatrzczasteczkowy transfer protonu, prowadzacy do powstania formy ketonowe;.
Efektem tych badan jest powigzanie polaryzowalnosci rozpuszczalnika (nie polarnosci) na
przesunigcie rownowagi w kierunku konformacji ,,N”. Efekt ten nie byt wczesniej opisywany
w literaturze $wiatowej. Dodatkowo dla krysztatow z konformacja ,,S” obserwowana jest
pojedyncza fluorescencja, podczas gdy dla krysztaléw z konformacja ,,N” widoczna jest
podwdjna fluorescencja. Zjawisko to odkryte 1 opisane w pracach H7, H8 1 P20 - moze mie¢
istotne znaczenie w zrozumieniu wysokiej aktywnosci 1,3,4-tiadaizoli w ukladach
biologicznych, gdzie czasteczka FABT moze przyja¢ jedna ze swoich konformacji w
zalezno$ci do $rodowiska, w jakim wystepuje. Na przyktad w srodowisku hydrofobowego
wnetrza btony lipidowe] moze wystegpowa¢ w konformacji "N", co moze wplynaé na
zwigkszenie jego przenikalnosci przez btone lipidowa. Dysponujac widmami obu form ,,S” 1
»N” FABT (i innych pochodnych 1,3,4-tiadiazolowych), mozliwe jest jego zastosowanie jako
detektora pH srodowiska, w jakim on wystepuje, praca P20. Znajomo$¢ widm FTIR zwigzku
dla obu konformacji moze szybko dostarczy¢ cennych informacji o jego utozeniu w centrum
aktywnym bialka.

Do tej pory udato si¢ skrystalizowa¢ i zmierzy¢ okolo 20 krysztatow z tej grupy
zwigzkow, a efektem tego sa obecnie tworzone dwie nowe prace. Struktury wszystkich
otrzymanych krysztaldéw sa wyznaczane metodami rentgenowskiej dyfrakcji strukturalnej w
grupie prof. dr hab. Krzysztofa Wozniaka (Wydziat Chemii Uniwersytetu Warszawskiego), a
wyniki tych pomiardw zamieszczane s3 w bazie krystalograficznej Cambridge
Crystallographic Data Centre.

Ze wzglgdu na amfifilowy charakter FABT - wplywa on na wlasciwosci fizyczne
btony lipidowej. W pracy H9 przedstawitem uproszczony diagram fazowy dla uktadu DPPC-
FABT. Wyniki pracy wskazuja na obnizenie temperatury gldéwnego przejscia fazowego lipidu

w zaleznos$ci od ilosci FABT w wielowarstwie. Moze to wskazywaé na wigkszg ptynno$é
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btony po absorpcji FABT, co jest efektem pozadanym w przypadku przenikalnosci substancji
biologicznie aktywnych przez btony komoérkowe. Réwniez po raz pierwszy w badaniach
wielowarstwy lipidowe] zastosowalem pomiary refrakcji wedlug opracowanej przeze mnie
metody. Ide¢ prezentowanych pomiardéw zaczerpnalem z teoretycznej pracy Xiaominga [6].
Wedhlug szacunkéw, efekt ten powinien by¢ mierzalny dla uktadéw lipidowych z dobrze
wyksztalconymi warstwami. Pomiar taki pozwala obliczy¢ stosunek indeksow refrakcji
pomigdzy dwoma warstwami, co z kolei rownowazne jest stosunkowi elektronéw zawartych
w tych warstwach. Ta dodatkowa informacja pojawiajaca si¢ w pomiarach dyfrakcyjnych
wielowarstw moze by¢ pomocna w interpretacji modelowanych gestosci elektronowych
zwlaszcza wtedy, gdy roéznice w tych gestosciach sg na granicy btedu pomiarowego
tradycyjnymi metodami. Powstajacy powyzej przejscia fazowego lipidu kompleks FABT-
DPPC jest trwaly nawet w temp. 70 °C. Na podstawie danych rentgenowskich oraz
metodologii przedstawionej w pracy Quinna [7], moglem réwniez oszacowaé stosunek

stechiometryczny powstatego kompleksu jako 1:4 do 1:6 pomi¢edzy FABT a DPPC.

Ksantohumol

Ostatnim zwigzkiem, ktéry prezentuj¢ w dorobku habilitacyjnym jest ksantohumol
(XN). Tematyka tego zwiazku zainteresowal mnie réwniez prof. dr hab. Mariusz Gagos.
Efektem zaangazowania w badania nad tym zwigzkiem byt mdj udziat w tworzeniu projektu
badawczego NCN (N N 209 0324 40), jak i udziat w nim, gdzie zajmowatem si¢ krystalizacja
XN oraz badaniami btonowymi przedstawionymi w pracy H10. XN, jako jeden z
flawonoidow wystepuje m.in. w szyszkach chmielowych. Jednak w procesie ekstrakcji
nadkrytycznej ditlenkiem wegla zwigzek ten nie przechodzi do ekstraktu, co znaczaco obniza
walory zdrowotne produktow takich, jak np. piwo, bazujacych na tym substracie. XN ma
udowodnione dzialanie przeciwrakowe i jest stosowany w profilaktyce chorob krazenia. In
vitro XN dziala na raka piersi (MCF-7), raka jelita grubego (HT-29), raka jajnika (A-2780) i
prawdopodobnie na raka prostaty. Dodatkowo XN zmniejsza ryzyko zachorowania na
chorobg wiencowg przez inhibicje utleniania lipoproteid niskiej gestosci. XN wptywa rowniez
korzystnie na gestos¢ tkanki kostnej, co moze mie¢ znaczenie w leczeniu osteoporozy.
Czgsciowo dzialanie XN tlumaczy si¢ jego wlasciwosciami antyoksydacyjnymi a takze
zwigkszeniu aktywno$ci enzymow odpowiedzialnych za neutralizacj¢ wolnych rodnikow.

Duzym problemem w stosowaniu tego zwigzku jest jego niska przyswajalno$¢ zwigzana
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czegsciowo z jego agregacja w fizjologicznym stgzeniu jondw wodorowych. Z tego powodu
stosuje si¢ rozne suplementacje XN. Duza liczba patentoéw zwigzanych z tym zwigzkiem
$wiadczy o jego duzym potencjale prozdrowotnym.

W mojej pracy skupitem sie takze na krystalizacji i wtasciwosciach btonowych
ksantohumolu (XN). Wykorzystujac swoje wieloletnie do$wiadczenie udato mi sie
wykrystalizowa¢ cztery nowe solwaty alkoholowe XN, ktore wystepuja w roznych odmianach
polimorficznych (Rys. 3). Duzym utrudnieniem w tym przypadku byty zanieczyszczenia od
innych flawonoidéw, ktore niekorzystnie wptywaty na proces krystalizacji. Dodatkowo XN
ma naturalng tendencj¢ do agregacji, ktora prowadzi do form amorficznych, a jego
przegrzanie w procesie oczyszczania moze prowadzi¢ do powstania izoksantohumolu -
utrudniajacego krystalizacje. Wszystkie otrzymane przeze mnie krysztaly nie byly jeszcze
przedstawione w literaturze §wiatowej 1 sg tematem powstajacej obecnie nowej pracy. Dane
strukturalne wskazujg, ze XN moze w krysztale przybiera¢ rézne konformacje oraz
odksztatca¢ swo@j szkielet w zaleznosci od upakowania sieci krysztalu. Jest to wazna
informacja, gdyz wskazuje to na jego duze mozliwosci adaptacji ksztaltu - w zaleznosci od
otoczenia. Prawdopodobnie ma to duze znaczenie w oddziatywaniach z biatkami organizméw
zywych.

Wysoka aktywnos¢ XN w uktadach biologicznych mozna po czeéci thumaczyé
oddzialywaniem z lipidami. W celu charakterystyki jego wiasciwosci btonowych
przeprowadzilem razem z dr Marta Arczewska (Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie)
badania dyfrakcyjne i spektroskopowe, w ktorych wykorzystatem w/w krysztaly jako substrat,
praca H10.
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Rys. 3. Nowe struktury czterech roznych solwatow alkoholowych XN. Pomiary oraz rozwigzanie i udoktadnienie

struktur zostato wykonane w grupie prof. dr hab. Krzysztofa Wozniaka z Uniwersytetu Warszawskiego.

Tak, jak w przypadku FABT, roéwniez dla XN zastosowatem podczas analizy
refleksow dyfrakcyjnych opisang wyzej metod¢ pomiaru refrakcji. Poréwnanie pomiaréw
refrakcji dla FABT 1 XN pokazuje, ze obie substancje oddzialuja z btong lipidowa w
odmienny  sposéb, zwlaszcza podczas gléwnego przejscia fazowego  lipidu.
Najprawdopodobniej jest to spowodowane odmiennym utozeniem si¢ czasteczek XN i FABT
w dwuwarstwie lipidowej podczas przejscia fazowego. Podobnie do FABT, rowniez XN
tworzy trwate kompleksy z lipidem, na co wskazuja badania dyfrakcyjne. Korelacja danych
dyfrakcyjnych 1 spektroskopowych dla réznych temperatur doprowadzita mnie do
przedstawionego w artykule modelu dwuwarstwy lipidowej, wedlug ktérego czasteczki te
ponizej gldéwnego przej$cia fazowego gromadza si¢ w czesci polarnej lipidow. Powyzej
przejscia fazowego czasteczki XN najprawdopodobniej agreguja poza dwuwarstwa.

Obecnie w grupie Profesora Mariusza Gagosia zostat zlozony projekt suplementacji
ksantohumolu, w ktorego tworzeniu bralem udzial, a wyniki przedstawione w pracy H10 byly

podstawg proponowanych w nim przysztych badan.

4.5. Glowne dokonania naukowe

4.5.1. Przed uzyskaniem tytutu doktora
* Wyjasnienie wptywu pH roztworu na morfologi¢ krysztatbw KDP, badania

przedstawione w pracach P08, P11;

» Wspotudzial w wyjasnieniu morfologii krysztatow NaCl (préby wyjasnienia tego
problemu trwaty od 200 lat), prace P9, P12;

e Stworzenie diagramu fazowego dla uktadu Bi-Cu(111) oraz okreslenie struktur
powierzchniowych poszczegdlnych faz, odkrycie cieczy powierzchniowej o lokalnym
uporzadkowaniu romboedrycznym, a nie heksagonalnym. Wyniki te sg przedstawione

w pracach P10, P13;
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4.5.2.

4.5.3.

Podczas stazu post-doktorskiego w Niemczech
Badania zmian struktury powierzchni krysztalu ztota podczas jego wzrostu z roztworu

z rozdzielczos$cig subsekundowa. Wyniki te zostaty przedstawione w pracy P15;

odkrycie zjawiska rozpuszczania monowarstw krysztatu ztota layer-by-layer i
stworzenie opisujagcego go modelu fizycznego. Mozliwo$¢ ,nakladania” 1
»zdejmowania” doktadnie jednej monowarstwy metalu moze mie¢ kluczowe znaczenie
dla wytwarzania ukladéow elektronicznych w skali atomowej. Badania te sa

przedstawione w pracy P18;

Cykl badan przedstawiony jako osiggniecie naukowe
synteza, oczyszczanie 1 krystalizacja jodopochodnej amfoterycyny B. Nowe krysztaty

pozwolity na wyznaczenie struktury AmB wielokrotnie lepiej od tej przedstawionej w
pracy Ganisa [l], praca H2. Skorelowanie wynikow spektroskopowych z formg
krystaliczng 1 amorficzng tego antybiotyku, praca H3. Wyniki tych badan pozwalaja
stwierdzi¢ - bazujgc tylko na danych spektroskopowych, w jakiej formie wystepuje
amfoterycyna B na przyktad w blonie lipidowej lub w rzeczywistym uktadzie
biologicznym;

wyjasnienie efektu wigkszego cisnienia powierzchniowego dla monowarstw lipidowych
zawierajacych ergosterol w porownaniu do monowarstw zawierajacych cholesterol,
praca H4. Badania te wskazuja rowniez na takie samo st¢zenie amfoterycyny B w
monowarstwach zawierajacych cholesterol, co 1 monowarstwach zawierajacych
ergosterol. Efekt ten skorelowany jest z morfologia powierzchni.

krystalizacja uktadow 1,3,4-tiadiazoli w formie jonowej i neutralnej, prace H8, H9.
Wspotudzial w korelacji efektow spektroskopowych z konformacja 1,3,4-tiadiazoli z
grupa rezorcynowg oraz wewnatrzczasteczkowym transferem protonu P20;
charakterystyka organizacji molekularnej 1,3,4-tiadiazolu oraz ksantohumolu w
wielowarstwach lipidowych z zastosowaniem nowatorskiej techniki pomiaru refrakcji

promieniowania rentgenowskiego H8, H9.
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5. Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego (w oparciu o
zalacznik 4)

Moj taczny dorobek stanowi 57 pozycji, w tym:

35 oryginalnych prac tworczych, w tym po doktoracie 21;

4 rozdzialdow w monografiach, po uzyskaniu stopnia doktora;

16 komunikatow na konferencjach migdzynarodowych, 9 po uzyskaniu stopnia
doktora;

5 komunikatoéw na konferencjach krajowych, po uzyskaniu stopnia doktora.

5.1. Wskazniki dokonan naukowych

Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z

rokiem opublikowania: 119,127;

Suma punktéw za publikacje, zgodnie z rokiem opublikowania: 990;

Liczba prac opublikowanych w czasopismach indeksowanych przez JCR wynosi 35
(tacznie 990 punktdéw, co stanowi 97,68% ogdlnej liczby punktow);

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS) 267 (wszystkich), 225
(bez aucytowan) — z dn. 05.03.2015;

Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS): 10 — z dn. 05.03.2015.
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5.2 Liczbowe zestawienie dorobku naukowego

Rodzaj publikacji Liczba Punkty IF*
MNiSW*#

Przed uzyskaniem stopnia doktora

Publikacje w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie 15 346 51,799
Journal Citation Reports (JCR)

Publikacje w czasopismach recenzowanych innych niz - - -
znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

Rozdziaty w monografiach - - -

Lacznie publikacje: 15 346 51,799
Po uzyskaniu stopnia doktora
Publikacje w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie 21 630 67,328
Journal Citation Reports (JCR)
W tym stanowigce szczegdlne osiggniecia 10 307 32,566

Publikacje w czasopismach recenzowanych innych niz - - -
znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)
W tym stanowiace szczegdlne osiggnigcia - - -

Rozdzialy w monografiach 4 12 -

W tym stanowiace szczegdlne osiagniecia - - -

Lacznie publikacje: 25 642 67,328
Komunikaty naukowe
- przed uzyskaniem stopnia doktora 7
- po uzyskaniu stopnia doktora 9
Lacznie komunikaty naukowe: 16
RAZEM: 57 988 119,127

(oryginalne prace naukowe oraz komunikaty naukowe)

* . . .
zgodnie z rokiem wydania
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5.3 Zestawienie czasopism, w ktorych opublikowano prace naukowe
Czasopismo Punkty Liczba prac Suma
MNiSW* Przed Po punktéw
doktoratem | doktoracie
Czasopisma znajdujace sie w bazie Journal Citation Reports (JCR)

Biochim Biophys Acta. 35 3 105
Biometals 20 1 20
Crystal Growth & Design 40 1 2 120
Crystal Ing. Com. 35 1 35
European Biophysics Journal 20 1 20
European J. of Inorg. Chem. 30 1 30
Faraday Discussion 35 1 35
Food Research International 40 1 40
J. of Electroanalytical Chem. 30 2 60
J. Phys. Chem. C 35 1 1 70
Journal of Chemical Physics 35 1 35
Journal of Fluorescence 25 1 25
Journal of Mol. Struc. 20 2 40
Natural Prod. Comm. 20 1 20
Phys. Rev. B 35 2 2 140
Physical Review Letters 45 2 1 135
Radiation Phys. and Chem. 20 1 20
Surface Science 25 3 1 100
J. Chem. Phys. 35 1 35
J. Phys. Chem. B 30 30
Rozdzialy w monogriﬁach 6 6
w jezyku angielskim
Rozdzialy w mon(*)*graﬁach 2 2 4
w jezyku polskim
Komunikaty naukowe na 7 5
konferencje
miedzynarodowe
Komunikaty naukowe na 4
konferencje krajowe

RAZEM 21 33 1125

“ wg Komunikatu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 17 grudnia 2013 r. w sprawie wykazu
czasopism naukowych wraz z liczba punktéw przyznawanych za publikacje w tych czasopismach
" wg Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 1 sierpnia 2012 r. w sprawie kryteriow i

trybu przyznawania kategorii naukowej jednostkom.
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