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Recenzja pracy doktorskiej Dariusza Kluczyka ,, Analiza spektroskopowa organizacji
molekularnej wybranych 1,3,4-tiadiazoli oraz efektéw ich dziatania w badaniach in vivo w
modelu hipoksji normobarycznej u szczuréw”

Promotor pracy prof. dr hab. Mariusz Gagos

W swojej rozprawie doktorskiej mgr Dariusz Kluczyk zajat si¢ badaniem wybranych dwéch zwigzkéw z
grupy 1,3,4-tiadiazoli w $rodowiskach o zréznicowanej polarnosci oraz w lipidowych btonach
modelowych a takze badaniami biologicznymi z udziatem zwierzat. Jako gtéwny cel postawit sobie
okreslenie wtasciwosci fizyko-chemicznych w tym organizacji molekularnej pochodnych 1,3,4-tiadiazoli
w ukfadach modelowych oraz dokonanie oceny zdolnosci cytoprotekcyjnych w modelu hipoksiji
normobarycznej u szczuréw. Uwazam, ze Cel pracy jest adekwatnie sformutowany do zakresu badar,
natomiast w przedstawionym na str. 29 rozdziale pt. Cel pracy znalazty sie watki, ktdre posiadajg

charakter Streszczenia.

Zainteresowanie sie zwigzkami z grupy 1,3,4-tiadiazoli przez pracownikdw Zaktadu Biologii
Komorki UMCS, ktérzy opublikowali juz rezultaty badan z tej tematyki, wynika z doniesieri literatury o
tym, ze s juz stosowane w lecznictwie. Dotyczy to np. sulfametizolu - leku bakteriobdjczego, megazolu
stosowanego w chorobach pasozytniczych czy metazolamidu pomocnego w leczeniu jaskry. Opisano
takze potencjalne wtasciwosci farmakologiczne w tym przeciwnowotworowe. Ponadto szerokie
mozliwosci modyfikacji struktury tiadiazoli sprawity, Zze sy prowadzone intensywne badania nad nimi w
poszukiwaniu nowych substancji o obiecujgcych wtasciwosciach aplikacyjnych. Zsyntetyzowane w
Katedrze Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie dwa zréznicowane strukturalnie zwigzki
sktadajg sie z pierscienia 1,3,4-tiadiazolu podstawionego, z jednej strony grupa 2,4-dihydoksyfenylows, a
z drugiej faicuchem weglowodorowym o dtugosci odpowiednio jednego (MTDBD, C1) i siedmiu atoméw

wegli w podstawniku (HTDBD, C7), staly sie przedmiotem badari Doktoranta.

Praca ma uktad klasyczny i liczy 131 strony. Syntetycznie opisana Czg$¢ teoretyczna wraz ze
Wstepem rozprawy to ok. 15 stron, ktéra sktada sig z dwoch czesci. W pierwszej Doktorant omawia
chemiczne aspekty budowy czasteczkowej 1,3,4-tiadiazoli i mozliwe funkcje medyczne a w drugiej
zagadnienie hipoksji. Szczegélne miejsce zajmujg miedzy innymi opisy przyczyn stanu niedotlenienia w
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ptucach, w uktadzie krazenia oraz w komérkowym taricuchu oddechowym, mechanizméw adaptacyjnych
w niedotlenieniu oraz biochemiczne aspekty odpowiedzi na niedotlenienie. Ten wartosciowy fragment
opisu teoretycznego dobrze wprowadza w obszar zagadnieri taczacych sie z zaplanowanymi badaniami w
uktadzie modelowym oraz w warunkach in vivo opisanych na 75 stronach rozprawy rozdziatu pt. Wyniki
Badan i Dyskusja. Rozprawa zawiera takze Podsumowanie, Wnioski oraz 125 pozycji bibliograficznych, z
czego 41% pochodzi z ostatnich 10-ciu lat. Warto podkreéli¢ wartosciowy element koricowym rozprawy
w formie rozdziatu Materiaty Uzupetniajace, w ktérych Doktorant zamieécit stabelaryzowane informacje,
wykazujac tendencje zmian indukowanych zaréwno epizodem niedotlenienia jak réwniez

cytoprotekcyjnym dziataniem pochodnej C7 w fizjologicznym procesie.

W czesci metodycznej rozprawy Doktorant opisuje migdzy innymi stosowane materiaty i uzyte
metody pomiarowe, wyjasniajac sposéb i warunki przeprowadzania eksperymentéw. Zrealizowat swoje
zamierzenia stosujgc szereg metod badawczych i instrumentalnych takich jak: spektroskopie -
absorpcyjng i fluorescencyjng z mozliwoscig uzyskiwania widm rezonansowego rozpraszania $wiatta
(RLS), spektroskopie w poczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR) i dichroizmu kotowego (CD) oraz
skaningowa mikroskopie réznicowa (DSC), co $wiadczy o bogatym warsztacie Doktoranta. W pierwszym
etapie, przygotowujac mieszaniny pochodnych C1 i C7 w rozpuszczalnikach o réznej polarnoéci okreélit
wptyw, jaki posiada polarnoé¢ na wtasciwoéci fizyko-chemiczne zwigzkéw. Badania przeprowadzit takze
w roztworach wodnych o réznym stezeniu jonéw wodorowych. W interpretacji zaobserwowanych
efektéw spektralnych zwigzanych z odziatywaniem pochodnych z molekutami oérodka Doktorant
postuluje istnienie réznorodnych form molekularnych wynikajacych ze stopnia agregacji zwigzkéw C1 i
C7 natomiast w przypadku ich roztworéw o réznym stezeniu w DMSO wykazuje wyrazny wptyw budowy
podstawnikéw weglowodorowych w obu zwigzkach na ich wtasciwosci spektroskopowe. Cennym
osiggnigciem jest wyznaczenie poziomdéw energetycznych form spektralnych pochodnych C1 i C7, czyli
dla ich struktur mono- i dimeréw a takze N-agregatow, jako wyzszych form zagregowania. Zaréwno
sposob uzyskania tych danych jak i same informacje beda wazne dla innych badaczy zajmujgcych sie
podobng tematyka. Inny aspekt badan dotyczy odkrycia przez Doktoranta jednoczesnego wystepowania
dwdch pasm emisji fluorescencji przez pochodne C1 i C7. Charakteryzuje przy tym czynniki
srodowiskowe, w tym zakresy pH i temperatur, konieczne dla wystepowania tej dualnej emisji

fluorescencji oraz ustala, ze istotnymi czynnikami modulujacymi to zjawisko sg procesy agregacyijne,
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zalezne od dtugosci podstawnika weglowodorowego w czgsteczce 1,3,4-tiadiazolu. Doktorant sugeruje
mozliwosci aplikacyjne pochodnej C7, jako sondy fluorescencyjnej np. w badaniach strukturalnych biatek

czutych na zmiany temperatury.

Kolejnym etapem sg badania molekularnej organizacji zwigzkéw C1 i C7 w bfonach liposoméw
dipalmitylocholinowych (DPPC). Dotycza one, podobnie jak wczesniej, wyznaczenia przez Doktoranta
widm emisji fluorescencji w zaleznoéci od stezenia i temperatury, co w przypadku zwiazku C7 w
temperaturach ponizej gtéwnego przejécia fazowego DPPC, ujawnito istnienie dwdch pasm emisji
fluorescencji i skutkowato zanikiem pasma dtugofalowego powyzej tej temperatury. Doktorant
stwierdza, ze zjawisko to wigze z procesem agregacji molekularnej i obecnoscig dtugiego ugrupowania
acylowego w czasteczce C7. Zanik pasma w temperaturach powyzej temperatury gtéwnego przejscia
fazowego DPPC w obecnosci C7 wiaze z deagregacjg tego zwigzku, w tym z wystepowaniem w formie
monomerow. Takie wnioskowanie potwierdza rezultatami otrzymanymi w badaniach metodg FTIR. Co
wigcej stwierdza, ze obnizanie Tma przejécia fazowego lipidu przez badane pochodne jest wynikiem
zwigkszania ptynnosci bton liposomowych. Jako bardzo wazne i ciekawe uwazam badania
spektroskopowe wykonane w podczerwieni, ktére pozwolity Doktorantowi na okreélenie
prawdopodobnej réznej lokalizacji pochodnych w dwuwarstwie. Postuluje umiejscowienie czasteczek
pochodnej C1 w polarnym obszarze dwuwarstwy, co wiaze z nieznacznym oddziatywaniem z lipofilowym
obszarem bfony. Molekuty C7 zdolne s3 natomiast do silniejszych interakcji zaréwno z polarnym jak i
lipofilowym rejonem btony liposoméw DPPC. Istotnoéé¢ rezultatéw uzyskanych na tym etapie badan, a
dotyczaca wykorzystania dwuwarstwy lipidowej, jako prostego modelu lipidowej frakcji btony
biologicznej, stanowi¢ ma zdaniem Doktoranta pomoc w interpretacji wynikéw badan biologicznych, co

starat sig potwierdzi¢ w kolejnej czesci rozprawy.

Do badan biologicznych Doktorant zastosowat jedynie pochodng C7, poniewaz w poréwnaniu z
C1 powodowata silniejsze zmiany w wtaéciwoéciach dynamicznych dwuwarstwy lipidowej. Dla oceny
wptywu tej pochodnej na organizm zwierzecy przeprowadzit eksperymenty z wykorzystaniem dwéch
metod - spektroskopii fluorescencyjnej i spektroskopii FTIR. Badat prébki homogenatéw 0s0Cza, serca i
nerek otrzymanych po eutanazji 2 miesiecznych szczuréw rasy Wistar w modelu hipoksji

normobarycznej, ktérym wstrzyknieto ten zwigzek dootrzewnowo w réznych wariantach stezen (50
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mg/kg m.c.; 100 mg/kg m.c. oraz 2 X 50 mg/kg m.c.). W wyniku przeprowadzonej analizy odpowiednich
widm rdznicowych intensywnosci fluorescencji pochodnej C7 w prébkach homogenatéw Doktorant
wykazat, ze zwiazek ten podlega dystrybucji do réznych tkanek, jednak nie jest mozliwa dedukcja
wskazujgca na jej mechanizm. Stwierdza natomiast, ze pochodna obecna w poszczegéinych tkankach ma
mozliwo$¢ wywierania wptywu na procesy komérkowe. Poziomy zmierzonych intensywnosci
fluorescencji w tkankach byty na tyle wysokie, ze podkreélit szybkos¢ i jednoznaczno$é¢ metody wykrycia
tego potencjalnego leku metoda spektroskopii fluorescencyjnej, zapewne mozliwej do stosowania w

analityce medycznej.

Kolejne badania widm homogenatéw osocza, serca i nerek z wykorzystaniem metody FTIR,
ztozonych pod wzgledem znacznej réznorodnosci sygnatéw i czgsto niejednoznacznym pochodzeniu (z
uwagi na wzajemne przesuniecia, mozliwe natozenia sie réznych drgan w obrebie tego samego pasma i
nadbudowania) musiaty dostarczyé trudnosci, z ktérych przy opracowaniu danych Doktorant dobrze
wybrngt. Wykazat sie przy tym wysokimi zdolnoéciami i biegtoscia w identyfikacji poszczegdlnych
fragmentéw widm. Musze przyznaé, ze miatam ktopot ze éledzeniem informaciji (na stronach 86-94, Rys.
27, 28 i 29), ktére podawat w zwigzku z tg identyfikacja,. Dlaczego nie przedstawit odpowiednich
rezultatow w formie trzech paneli z wyodrebnieniem charakterystycznych pasm i zaznaczeniem liczby
falowej przypisanej do identyfikowanego maksimum, podobnie jak przejrzyscie to zrobit na Rys. 20 i 21?
Doktorant zaproponowat nastepnie analize zaréwno zakreséw roznicujacych jak réwniez drugich
pochodnych sygnatéw z tych zakreséw. Po wyodrebnieniu dominujacych pasm w danym fragmencie
widma analizowat trzy, nastepujace zakresy spektralne: lipidowy (od 3000 cm™ do 2800 cm™), biatkowy
(od 1800 cm™ do 1280 cm™) oraz kwaséw nukleinowych (od 1300 cm™ do 900 cm™?) oraz wykonat
poréwnania miedzy prébkami zwierzat kontrolnych i po hipoksji oraz kontrolnych i w obecnoéci C7.
Histogramy zamieszczone na Rys. 30-37 na uzytek rozprawy mogtyby takze posiada¢ oznaczenia liczb
falowych ich lub zakreséw nad dyskutowana wartoscig réznic. Doktorant stwierdza miedzy innymi, ze w
roznicach w drugich pochodnych poszczegdinych grup eksperymentalnych homogenatéw osocza
widoczne s odchylenia, ktére nie pojawiaja sie w przypadku prébek homogenatdéw serca i nerek, gdzie
w niektorych zakresach fragmentéw widm korespondowaty one ze sobg (dotyczy to w szczegdlnosci
zakresu 1300 a 900 cm™, czyli tzw. fingerprint). W tym zakresie spektralnym odchylenia zwigzane z

niedotlenieniem powtdrzyly sie miedzy prébkami z homogenatéw serc i nerek w okoto pieciu
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wartosciach liczb falowych. Niektére z nich ttumaczy prawdopodobnym wzrostem ekspresji genéw w
stanie hipoksji po tym jak na poziomie komdrkowym mogly zosta¢ unieczynnione mechanizmy
dostosowania sig do warunkéw niedoboru tlenu. W tym przypadku rezultaty otrzymane dla grup
zwierzat, ktorym zaaplikowano zwigzek C7 po epizodzie niedotlenienia wykazujg zredukowanie réznic,
zalezne od dawki potencjalnego leku. Po kolejnych fragmentach analizy poréwnawczej wynikdw prébek
serc i nerek Doktorant konkluduje, ze zaobserwowat rézny wptyw dawki pochodnej C7 w cofaniu zmian
spektralnych towarzyszacej hipoksji. Generalnie wskazuje tendencje/hierarchie efektywnosci jej
dziatania w tym procesie, twierdzac cyt. ,,.. najkorzystniej prezentowata sie jednokrotna dawka 50 mg/kg
m.c.. Ocenia, ze dobroczynne okazato sie stosowanie takze dwukrotnej dawki 50 mg/kg m.c., co
skutkowato w wigkszosci analizowanych zakreséw spektralnych w efekty zblizajagce je do widma
kontrolnego. Dawke 100 mg/kg m.c. ocenia, Ze przyniosta najstabsze rezultaty. Dyskutujac wyniki
zauwaza migdzy innymi, ze w przypadku, gdy dotyczyty homogenatdw serca i nerek nie wykazujg po
hipoksji wystapienia takich zjawisk jak apoptoza czy nekroza komérek. Syntetyczne podsumowanie
zawart w koricowym rozdziale rozprawy oraz w dobrze sformutowanych 10-ciu wnioskach dotyczacych

najistotniejszych jej osiggniec.

Praca jest starannie opracowana pod wzgledem edytorskim, jednakze Doktorant nie ustrzegt sie
niezbyt licznych drobnych btedéw, tzw. literéwek i niepoprawnych stylistycznie sformutowan — przyktady
mozna znalez€ na stronach: 20, 29, 31, 84, 88, 96, 117 i 119. Sg tez pomyiki lub niedociagniecia
techniczne dla porzadku wymienie kilka z nich: str. 81 i 83, omawiany jest Rys. 24 a nie Rys. 30; str. 83 -
brakuje na Rys. 30 oznaczenia paneli (A,B,C); str. 95 i 96 - pomytkowo podano Rys. 36 zamiast Rys. 30;
str. 82, Rys.24 na ktoérym oznaczono dtugosci maksiméw 410 i 436 nm w omdwieniu podaje 408 i 436;
str. 101 - w podpisie pod rysunkiem 101 brakuje stowa ,serc”; str. 123 — podpis Tabeli 5 — pomytkowy,
pod Tabelami brakuje legendy. Podkreslam, ze wymienione przyktady usterek rozprawy nie maja
wptywu na moja jej wysokg ocene. Prosze Doktoranta, aby odpowiedziat/wyjasnit mi na nastepujace
pytania: 1) Jak liczne byty grupy zwierzat (szczuréw) i aby podat troche detali dotyczacych pobierania
homogenatow poszczegélnych tkanek i jaki mégt mie¢ wptyw na rezultaty badan fakt, ze przygotowanie
probek z homogenatéw odbywato sie z 20 minutowg procedurg wirowania w normalnej atmosferze? 2)
Jak przedstawiata sige statystyka poszczegdlnych pomiaréw? 3) Ktére efekty przypisane

cytoprotekcyjnemu dziataniu pochodnej C7 na komdrki homogenatéw badz osocza wymienitby, jako
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najistotniejsze oraz czy metodg FTIR polecitby do stosowania w diagnostyce medycznej, jako uzyteczng,

czy moze uzupetniajgcy lub jedynie, jako metode badawcza?

Podsumowujac, rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko. Moim zdaniem wykonane badania
- pomiary oraz uzyskane wyniki i ich interpretacja spetniaja zamierzone cele naukowe. Otrzymane wyniki
sq wartosciowe nie tylko z punktu widzenia poznawczego, ale réwniez z potencjalnie aplikacyjnego.
Doktorant zastosowat dtugi szereg metod, ktorymi biegle sie postugiwat. Wspomne, ze przedstawione w
rozprawie osiggnigcia zostaty juz w wigkszej czesci opublikowane w formie 4 oryginalnych artykutéw z
listy A czasopism MNISZW, co dobrze $wiadczy o ich wartoéci oraz uéwiadamia, ze przeszty juz
pozytywne recenzje. taczny wspotczynnik oddziatywania prac wynosi IF=8,20 sumaryczna liczba
punktéw MNISZW = 95, liczba wspdtautoréw — 9. Przedstawiona praca Pana mgr Dariusza Kluczyka
spetnia wszelkie wymogi ustawowe okreslone w art. 13 ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki z 14 marca 2003 roku (Dziennik Ustaw nr. 65, poz. 595 z pbzniejszymi
zmianami) i dlatego wnioskuje do wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie o
dopuszczenie Pana mgr Dariusza Kluczyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i o rozpatrzenie

mozliwosci jej wyrdznienia.

/] aung Gabnelsea



