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Ocena rozprawy doktorskiej mgra Dariusza Kluczyka pt. ,,Analiza spektroskopowa
organizacji molekularnej wybranych 1,3,4-tiadiazoli oraz efektéw ich dziatania

w badaniach in vivo w modelu hipoksji normobarycznej u szczuréw”

Dynamiczny rozwdj badan obserwowany w obszarach naukowych biologii i medycyny
wymaga od wspofczesnych badaczy formutowania pytan oraz poszukiwania odpowiedzi
o budowie i funkcjonowaniu organizméw czesto na poziomie molekularnym. Niezbednymi
narzedziami eksperymentalnymi stajg sie¢ wowczas wszelkiego rodzaju techniki pomiarowe
oparte na spektroskopii i mikroskopii czasteczek. Umozliwiajg one $ledzenie proceséw
zachodzacych w zywych komoérkach, wiaczajac w to naprawe DNA, ruchy motoréw
molekularnych, transkrypcji, translacji, gaszenia elektronowych wzbudzen nadmiarowych
w procesie fotosyntezy czy tez |lokalizacji Ilub kolokalizacji molekut przy uzyciu
np. rezonansowego przekazu energii typu Forstera. Poprzez oddziatywanie $wiatta z materig
dowiadujemy sie o organizacji molekularnej poszczegélnych grup czasteczek (bardzo czesto
réwniez lekoéw), o ich aktywnosci w dziataniu na btony biologiczne, czy tez tworzeniu nowych
wigzan chemicznych. Badania wykonywane na uktadach modelowych stuza do formutowania

hipotez badawczych, ktére w nastepnych krokach weryfikowane sa na prébkach in vivo.

W te naturalng kolejnos¢ badan doskonale wpisuja sie eksperymenty opisane w rozprawie
doktorskiej Pana mgra Kluczyka. Celem jego pracy bylo okreslenie organizacji molekularnej
dwdéch wybranych pochodnych 1,3,4-tiadiazoli, wptywu tych pochodnych na modelowe biony
lipidowe utworzone z dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC) oraz ocena ich aktywnoci
cytoprotekcyjnej w odpowiedzi na hipoksje normobaryczng u szczuréw. Do badan
wyselekcjonowano dwie pochodne 1,3,4-tiadiazoli; 4-(5-metyl-1,3,4-tiadiazol-2-yl)benzeno-1,3-
diol (C1, MTDBD) oraz 4-(5-heptyl-1,3,4-tiadiazol-2-ylo)benzeno-1,3-diol (C7, HTDBD)
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zsyntetyzowane w Katedrze Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego, ktére - jak mozna sig
dowiedzie¢ - potwierdzity juz swoja aktywnos$¢ farmakologiczng w obszarze neuroprotekcyjnym
i przeciwzapalnym. Podjeta przez Doktoranta tematyka badan jest w mojej opinii interesujgca

oraz wazna w kontekécie profilaktyki choréb uktadu krazenia.

Praca zostata wykonana w Zakiadzie Biologii Komorki na Wydziale Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej, pod kierunkiem prof. dra hab. Mariusza
Gagosia, przy wspdipracy dra Arkadiusza Matwijczuka, jako promotora pomocniczego.
Wspomniany tutaj Wydziat posiada dtugoletnig tradycje badan mikroskopowych, stajgc sie
cenionym osrodkiem tego typu eksperymentow w kraju i zagranica, a dzigki staraniom Promotora

coraz $mielej wkraczajgcym rowniez w obszar badan spektroskopowych.

Oceniang rozprawe doktorska stanowi zestawienie czterech oryginalnych artykutow
badawczych, opublikowanych w czasopismach specjalistycznych o zasiegu miedzynarodowym,
w ktorych (sadzac po kolejnosci autoréw) udziat Doktoranta mozna uznac za istotny. Prace
charakteryzuja sie réznorodnymi warto$ciami tzw. impact factor (Przemyst Chemiczny (IF 0,385)
w ktorej Doktorant jest trzecim w kolejnosci autorem, Journal of Fluorescence (IF 2,686), w ktorej
jest On czwartym w kolejnosci oraz dwie publikacie w The Journal of Physical Chemistry B
(IF 3,177), w ktorych jest odpowiednio pierwszym i drugim w kolejnosci. Pomimo formalnego
zréznicowania czasopism stanowigcych integralng czes¢ rozprawy doktorskiej, wszystkie prace
zawieraja, w mojej ocenie, wazne rezultaty badan eksperymentalnych, traktujagc w sposéb

wieloaspektowy problemy zmniejszenia czy tez niwelowania efektow niedotlenienia organizmu.

Praca doktorska ma forme klasyczna, z podziatem na typowe dla prac eksperymentalnych
rozdziaty i liczy 131 stron. Rozprawe rozpoczyna Streszczenie (przygotowane zgodnie
z wymogami formalnymi w jezyku polskim i angielskim), ktore pozwala na zapoznanie sie
z tematykg badawczg podjeta przez Doktoranta. Po nim, umieszczony zostat Wistep, ktory
w sposéb zwiezty i klarowny wprowadza do zagadnien charakterystyki chemiczne; tiadiazoli oraz
uszkodzen powodowanych krétkotrwatymi okresami niedotlenienia organizmu. W rozdziale pt.
Cel pracy Autor jasno okreslit zadania badawcze, a metodyka opisana w rozdziale Materialy
i metody jest na tyle szczegdtowa, iz umozliwia odtworzenie analogicznych eksperymentow.
Najwazniejszy i najbardziej obszerny rozdziat zatytutowany Wyniki badarn i dyskusja liczy 76 stron
i zawiera 34 rysunki, w wiekszosci prezentujace kilka paneli z widmami czy diagramami. Tg czes¢
rozprawy uwazam réwniez za bardzo dobrze zredagowang, chociaz najwazniejszym jej
pozytywnym aspektem sa bardzo interesujgce oraz wartosciowe wyniki eksperymentalne.
Rozprawe konczg Podsumowanie, Whioski, Materialy uzupefniajgce oraz spis Bibliografii,

w ktorej zawarto 125 pozycji (w wiekszosci odnoszacych sie do prac oryginalnych).
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W przedstawionej mi do oceny rozprawie doktorskiej badano samoorganizacje dwoch
homologéw 1,3,4-tiadiazoli w funkcji ich stezenia, zmian polarnosci uzytych do tego celu
rozpuszczalnikéw organicznych, zmian pH i temperatury. Zbadano wptyw tych czynnikow na
ksztatt widm absorpgiji, fluorescencji, wzbudzenia fluorescendji i rozproszenia $wiatta. To wtagnie
prace badawcze prowadzone wramach tej kategorii, przyczynity sie do przedstawienia
stosunkowo petnej charakterystyki spektroskopowej, na bazie ktérej wnioskowaé mozna
o organizacji molekularnej poszczegdinych pochodnych tiadiazoli (monomerow i agregatow
molekularnych), a takze zbudowa¢ na tej podstawie odpowiadajace im schematy poziomow
energetycznych.

Badania przeprowadzone w dalszej cze$ci dotyczyly uktadéw liposomalnych, utworzonych
z DPPC i modyfikowanych wybranymi pochodnymi tiadiazoli (C1 i C7). Badania prowadzono
w réznych zakresach stezen (1-30% mol), wyrazajacych stosunek ilociowy molekut zwigzku
do uzytego lipidu. Eksperymenty (podobnie jak w pierwszej cze$ci pracy) wykonano przy uzyciu
technik absorpcji i emisji elektronowej, rozpraszania $wiatta, spektroskopii oscylacyjnej
w podczerwieni z transformatg Fouriera (FTIR), a takze skaningowej mikrokalorymetrii réznicowej
(DSC). Otrzymane przez Doktoranta zmiany wartosci temperatur (charakteryzujace gtéwne
przejScie fazowe) wykreslone w funkcji stezenia pochodnej tiadiazoli, wskazujg na wptyw tych
ostatnich na swobode migracji w btonie lipidowej. Na bazie opracowanych wynikéw otrzymano
modulacje¢ wartosci temperatury gtéwnego przejécia fazowego w wyniku wzrostu stezenia
zwigzku C7 (r6zng od zaobserwowanego dla pochodnej C1). Whnioski, sformutowane
na podstawie tych danych pokazuja, ze wzrost stezenia C1 powoduje zwiekszenie ptynnosci
btony, a w przypadku C7 - usztywnienie btony dla jego dodatku 25% mol. Wedtug opinii Autora,
jako uzasadnienie dla takiego zachowania si¢ uktadu pomiarowego z C7, wskazano rozpad
agregatow molekularnych tiadiazoli potgczony z réwnoczesnym ich uwolnieniem poza obszar

btony liposomu.

W dalszej czesci badan poszukiwano spektroskopowych markeréw aktywnosci
biologicznej z wyselekcjonowanych przedstawicieli grupy tiadiazoli. W tym celu, przeprowadzono
analizg widm FTIR prébek homogenatow tkanek (serc, nerek, osoczy oraz mozgow)
pochodzacych od szczuréw badanych w modelu hipoksji normobarycznej z zastosowaniem
pochodnej chemicznej oznaczanej jako C7. W eksperymentach tych, uzyto kombinacji dawek
substancji czynnej (50, 100, 2x50 mg/kg. m.c.) podawanych zwierzetom po wystapieniu stanu
niedotlenienia. Analizie poddano widma absorpcji w podczerwieni, a w szczegdlnosci obliczone
na ich podstawie drugie pochodne. Ocena wynikéw polegata na wskazaniu réznic spektralnych

pomigdzy probkami pochodzgcymi od zwierzat zdrowych oraz poddanych hipoksji, a nastepnie
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obserwacji fagodzenia tych zmian w wyniku podawania zwigzku C7. Najlepsze rezultaty

niwelowania efektu niedotlenienia obserwowano dla dawki 50 mg/kg m.c. pochodne;j tiadiazolu.

Wyniki zaprezentowane w rozprawie dostarczaja niewatpliwie interesujacych informacii

o wiasnosciach pochodnych tiadiazoli i ich wptywie na skutki spowodowane niedotlenieniem

organizméw, ale jednocze$nie nasuwaja pewne pytania:

1.

Jakie wtasnosci chemiczne pochodnych tiadiazoli predestynowaty je do uzycia
w kierunku cytoprotekcyjnym w modelu hipoksji normobarycznej? Jaki czynnik
zadecydowat, ze to wtasnie te dwie pochodne (C1 i C7) wybrano do badan?
Interpretacja wynikow dotyczaca zmian spektralnych widm absorpcji i fluorescenciji
wykreélona w funkcji stezenia zwigzkow C1 i C7 oraz zaprezentowana na rys. 6
i 7 wskazata (wedtug Autora) na obecnos¢ réznych form zagregowanych tych
czasteczek. Zastanawiam sie¢ czy zmiany obserwowane w widmie emisji,
a przypisane tzw. dualnej fluorescenciji oraz przesuwaniu si¢ jej maksimow nie sg
spowodowane efektem reabsorpcji $wiatta, co przy tak duzych analizowanych
stezeniach tych zwiazkéw oraz przekrywaniu si¢ widm absorpcji i emisji bytoby
bardzo prawdopodobnym efektem? Jak woéwczas zmienitby sig schemat
poziomow energetycznych zaprezentowany na rys. 117

Czy zmiany obserwowane w widmie wzbudzenia fluorescencji (rys. 8),
a interpretowane jako pojawianie si¢ kolejnych pasm ekscytonowych przy
ok. 260 nm oraz 340 nm nie sg spowodowane efektem tzw. filtra wewngtrznego
(ang. .inner filter effect’)? Jakg inng, analogiczng metode pomiaru widma
wzbudzenia fluorescencji mogiby Doktorant zaproponowaé, by zweryfikowac
te niejasnosc?

Bardzo pomystowe wydaje mi sie uzycie techniki rozpraszania Swiatta do detekcji
form zagregowanych tiadiazoli. Zastanawiam sig, czy nie nastgpita jednak
nadinterpretacja tych widm (zaprezentowanych na rys. 9), gdzie analizowane
sa kolejne maksima uzyskane ta technikg wraz z przypisaniem im poziomow
elektronowych? Nalezy pamieta¢, ze proces rozproszenia Swiatta moze
wspotuczestniczy¢ z absorpcja energii w obszarze pasm elektronowych, co
mogtoby wptywaé réwniez na pojawianie si¢ maksiméw intensywnosci w widmie
RLS.

Na rys. 13 rozprawy, Doktorant rozwaza réznego typu formy zagregowane
pojawiajace sie w funkcji zmian pH. Na str. 53 pisze On, ze .Dodatkowo przy

pH 7-8 widaé wyraznie poszerzenie pasm absorpcji badanych zwigzkéw -
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sugerujac obecnosS¢ wigkszej ilosci form spektralnych w probkach.” Czy punkty
izobestyczne rejestrowane przy ok. 330-340 nm nie wskazujg na wystepowanie
jedynie dwéch form wybranych do badan tiadiazoli?

6. Bardzo interesujgce wydajg sie réwniez wyniki analiz potozenia maksimum emisji
fluorescencji zaprezentowane na rys 19 w konfrontacji z pomiarami wykonanymi
technikg DSC i zaprezentowanymi na rys. 23. Jak Doktorant ttumaczy brak reakgcji
potozenia maksimum fluorescencji zwigzku C1 na zmiany temperatury i stezenia,
kiedy pochodna C7 reaguje na te czynniki, przy jednoczesnych zmianach wartosci

temperatury gtbwnego przejscia fazowego dla obydwu tych zwiazkéw?

Przygotowanie rozprawy doktorskiej w formie ksiazkowej pozwolito mi na ocene zdolnosci
edytorskich Autora. Chciatbym podkresli¢, ze rozprawa jest opracowaniem bardzo starannym
i poprawnym zaréwno pod wzgledem redakcyjnym jak i graficznym, co sprawia, ze prace czyta

si¢ przyjemnie. Zaproponowa¢ mégtbym jedynie drobne korekty wyszczegdlnione ponizej:

1. Str. 17 ..., bardziej wnikliwg analize tego uktadu zaprezentowali Freud i Kuhn” — cytacja
nie odnosi sig¢ do pracy wspomnianych autoréw, a do artykutu przegladowego.

2. Str. 37, jak nalezy interpretowa¢ zdanie ,Mozna réwniez zauwazy¢, ze zmiana polarnosci
rozpuszczalnika ma stabilizujgcy wptyw na obecno$¢ molekut w stanie wzbudzonym, przy
czym efekt ten silniej zaznacza sie w czgsteczce C7"?

3. Str. 39 i dalsze, powtarzajgce si¢ stwierdzenia ,... pasmo okoto 550 nm” proponuje
skorygowac do postaci ,...pasmo przy okoto 550 nm”.

4. Str. 50, stwierdzenie ... krocej zyciowa” proponuje skorygowaé¢ do postaci ,krotko-
zyciowa”.

5. Str. 42idalsze, fragmenty tekstu rozprawy ,... intensywno$¢ pasma z pikiem przy 319 nm”
oraz ,... pasmami na 266 nm” proponuje poprawi¢ do postaci ,... intensywno$é pasma
z maksimum przy 319 nm” oraz ,.... pasmami przy 266 nm”

6. Str. 51, zdanie zapisane w ostatnim wersie odnosi sie do wynikéw dla wybranych warto$ci
pH, co zobrazowano na rys. 13, a nie jak podano na rys. 19. Ta sama uwaga dotyczy str.
61 i wspominanego tam rys. 22, str. 64 i rys. 24 i 25, str. 65 i rys. 24, str. 67
i wspomnianego tam dwa razy rys. 23 oraz str.86 i rys. 33.

Str. 72, co oznacza uzyte tam stwierdzenie ,.... majg wspding amplitude drgan”?

8. Str. 76, fragment tekstu ,.... otrzymano przy niemal statej diugosci fali” nalezy skorygowaé

do postaci ,... otrzymano przy niemal statej wartosci liczby falowej”.

W  podsumowaniu chciatbym stwierdzi¢, iz Pan mgr Dariusz Kluczyk przedstawit

wartosciowg rozprawe doktorska, opartg na istotnych wynikach przeprowadzonych przez siebie
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badan naukowych. Doktorant jest eksperymentatorem i doskonale czuje si¢ w obszarze badan
biofizycznych. W sposob klarowny i precyzyjny opisuje teorie dotyczaca zagadnienia, jak
i szczegoty badan wybranymi technikami spektroskopowymi. Osiggnat cele postawione sobie
na poczatku drogi badawczej, a wyszczegodinione we wprowadzeniu rozprawy doktorskiej. Nalezy
podkreslié, ze przeprowadzone badania wymagaty od Niego duzej wiedzy z zakresu biofizyki oraz
umiejetnosci praktycznych z zakresu preparatyki probek. Wyniki prac badawczych, powstatych
w ramach doktoratu, zostaty czeéciowo opublikowane, wnoszac wiele nowych i cennych
z naukowego punktu widzenia informaciji, przyczyniajacych sig¢ do zrozumienia oddziatywania
wybranych pochodnych tiadiazoli z modelowymi btonami lipidowymi, ich organizacji molekularnej
oraz wptywie na efekty spowodowane niedotlenieniem organizmu. W mojej ocenie przedstawiona
rozprawa doktorska spetnia wszelkie ustawowe oraz zwyczajowe wymagania. Uprzejmie prosze
Wysoka Rade Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej
o przyjecie mojej pozytywnej rekomendacji oraz stawiam wniosek o dopuszczenie Pana

mgra Dariusza Kluczyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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