Politechnika t.6dzka )
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Dr hab. Anna Bujacz, prof. PL tédz, 16.07.2019r.
Instytut Biochemii Technicznej

Stefanowskiego 4/10, 90-924 t.6dz

Tel. 042-6314337, 042-6314394

e-mail: anna.bujacz@p.lodz.pl

Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Urszuli Izabeli Maciotek
pt. ,Rola czasteczek kwercetyny w chemii supramolekularnej”

Praca doktorska Pani Urszuli Izabeli Maciotek obejmuje badania z zakresu chemii
supramolekularnej. Promotorem pracy jest Prof. dr hab. Anna Koziot z Zaktadu Krystalografii
Wyadziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, a promotorem pomochiczym
jest dr. Ewaryst Mendyk z Laboratorium Analitycznego tego samego Wydziatu. Obiektem badan
prowadzonych przez doktorantke sg ko-krysztaty kwercetyny i kwasu kwercetyno-5-sulfonowego.
Ten szeroko rozpowszechniony polifenol z grupy hydroksyflawonéw wystepuje w wielu owocach,
warzywach i ziotach. Zwigzek ten, jako lek, jest uwazany za bezpieczny, gdyz praktycznie nie
wykazuje niepozagdanych efektéw toksycznych i mozna go dawkowaé w wysokich stezeniach, ale
z uwagi na stabg rozpuszczalno$é w wodzie ma ograniczone stosowanie. Wykazuje on szerokie
spektrum aktywnosci biologicznej, m.in. wtasciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe. Kwercetyna posiada dwa uktady
aromatyczne: podwojny pierscien kromonu (ang. Chromone lub 1,4-benzopyrone) i pierscien
fenylowy. Obecno$¢ dwoéch uktadéw aromatycznych i az pieciu grup hydroksylowych, jedne;
ketonowej oraz zdolnos¢ do zmiany konformacji pierécienia dihydroksyfenylowego wzgledem
ptaskiego ugrupowania kromonu, powoduje ze zwigzek ten jest idealny (chociaz trudny) do badan
nad tworzeniem ko-krysztatéw réznego typu.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska jest bardzo obszerna, liczy prawie 300 stron,
co wynika z bardzo duzego zakresu przeprowadzonych badan, ale i ogromnej liczby
zamieszczonych ilustracji, wykreséw i tabel. Spis literatury wraz z suplementem zajmuje 55 stron.
Praca ma klasyczny uktad, sktada sie z dziewieciu rozdziatéw obejmujacych: wstep, cel pracy,
czesc literaturowa, cze$¢ doswiadczalng, wyniki badan, podsumowanie i wnioski, literature oraz
suplement.

Do pracy zatgczony zostat wykaz dorobku naukowego Doktorantki oraz streszczenia pracy

w jezyku polskim i angielskim.



Czes¢ literaturowa jest napisana bardzo profesjonalnie i $wietnie wprowadza czytelnika w
zagadnienia poruszane w pracy. Jest podzielona na dwa podrozdzialy zatytutowane: Chemia
supramolekularna oraz Kwercetyna - struktury krystaliczne. W czesci poswigconej chemii
supramolekularnej Doktorantka przedstawia nomenklature zwigzkéw supramolekularmych, typy
oddziatywan i inzynierie krystaliczng. Opisuje wyczerpujgco syntony supramolekularne i ich
hierarchie. Wszystkie te informacje chronologicznie obrazujg rozw6j chemii supramolekularnej od
jej zdefiniowania do chwili obecne]. Opis wielosktadnikowych krysztatdw molekularnych zawiera
definicje oraz ich podziat. Pokazane sa przejrzyste schematy graficzne obrazujgce ko-krysztaty
molekularne, jonowe, ich solwaty oraz kompleksy inkluzyjne. Omoéwione sg sposoby syntezy ko-
krysztatdw oraz metody ich badania. Autorka przytacza zastosowania ko-krysztatdéw w produkcji
potencjalnych lekéw, s$rodkéw agrochemicznych, materiatéw nieliniowych optycznie oraz do
tworzenia nowych materiatdow wybuchowych, pokazujac, ze chemia supramolekularna to nie tylko

dziedzina czysto teoretyczna.

Do tej czesci mam trzy drobne uwagi, wyrazajace moje indywidualne poglady i

nieumniejszajgce bardzo wysokiej oceny tego rozdziatu pracy. W zdaniu na str. 19 ,Zrozumienie

tych oddziatywan umozliwito rozwigzanie struktury biatek i kwaséw nukleinowych, zakonczone w
roku 1953 przetomowym odkryciem struktury helisy DNA przez Jamesa Watsona i Francisa Cricka

(Watson i Crick, 1953).” - uzytabym raczej sformutowania — ,zaproponowanie struktur...” poniewaz

w tym czasie byly to tylko propozycje strukturalne oparte posrednio na wczesnigjszych
przestankach eksperymentalnych (strukturach aminokwasoéw i dipeptydéw w pracy Paulinga i zdjec¢
dyfrakcyjnych wtokien DNA w przypadku Watsona i Cricka - wykorzystanych zresztg bez zgody
autorki Rosalind Franklin). Ponadto przydatby sie odnosnik do pracy Paulinga (Linus Pauling,
Robert B. Corey, and H. R. Branson. The Structure of Proteins, Two Hydrogen-Bonded Helical
Configurations of the Polypeptide Chain Proc Natl Acad Sci USA. 1951 Apr; 37(4): 205-211).
Druga uwaga dotyczy nie wymienienia ko-krysztatu CL-20 z oktogenem HMX w stosunku
molowym 2:1, ktéry ma jeszcze wieksze znaczenie od ko-krysztatu TNT-CL-20 (1:1). Trzecia
uwaga dotyczy Tabeli 3.2.1.2. i kolejnych, ktére pokazujg jak uniwersalnym ko-formerem jest
kwercetyna, ale mimo, ze Doktorantka utworzyta te tabele korzystajgc z bazy CSD, to nie podata
do niej odnosnika literaturowego (C. R. Groom, 1. J. Bruno, M. P. Lightfoot and S. C. Ward, The
Cambridge Structural Database, Acta Cryst. (2016). B72, 171-179). Dodatkowo, w tabelach przy
kodach struktur brakuje odnosnikéw do publikacji, ktére znajdujg sie na koncu pracy w spisie
literatury przy odpowiednich publikacjach - o czym jednak czytajgcy dowiaduje sie dopiero
przegladajac literature. Mozna byto doda¢ te odnosniki pod tabelkami.

Czes¢ doswiadczalna zawiera spis materiatéw i odczynnikéw oraz opisy poszczegdinych

procedur eksperymentalnych. Gtéwnag technikg badawczg, uzytg do scharakteryzowania

otrzymanych ko-krysztatéw, byta rentgenowska analiza strukturalna. Doceniam bardzo pracowitos¢



Doktorantki, ktéra oprécz badan strukturalnych, ktére same sg bardzo czasochtonne, rozszerzyta
analizy o spekiroskopie w podczerwieni FTIR-ATR i spektroskopie Ramana. Widma te zostaty
wykonane nie tylko dla uzyskanych ko-krysztatow ale réwniez dla zwigzkéw wyjéciowych. Dla
wigkszosci zwigzkéw i ko-krysztatow wykonata analogiczne pordwnanie dyfraktograméw
uzyskanych za pomoca proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej. Te podstawowe badania zostaty
uzupetnione o caty szereg innych analiz takich, jak: oznaczenia zawartosci metali i niemetali oraz
wody, a jesli byto to uzasadnione innych rozpuszczalnikéw, a takze mikroskopie optyczna,
skaningowg mikroskopie elektronowa oraz analize termograwimetryczng. Czeéé doswiadczalna
obejmuje réwniez opis otrzymywania krysztatdw bezwodnej kwercetyny, syntezy ko-krysztatow
kwercetyny i komplekséw kwasu kwercetyno-5"-sulfonowego, w tym solwotermalng synteze
komplekséw kwasu kwercetyno-5"-sulfonowego. Obliczenia teoretyczne umozliwity pani Urszuli
Maciotek oszacowanie energii oddziatywan pomiedzy jonami w kompleksach sodu z kwasem
kwercetyno-5’-sulfonowym. Ta cze$¢ pracy opisana jest bardzo zwiezle, w stylu publikacyjnym, ale
przy takiej ilosci przeprowadzonych badan byta to jedyna metoda zapobiegajgca nadmiernemu

rozszerzeniu pracy.

Rozdziat zatytutowany ,Wyniki Badan” rozpoczyna sie od scharakteryzowania formy
krystalicznej kwercetyny i ko-formerow ze szczegéinym uwzglednieniem oddziatywan
migdzyczasteczkowych w sieci krystalicznej, w celu identyfikacji potencjalnych syntonéw
supramolekularnych. Do analizy oddziatywan uzyto w wigkszosci danych dostepnych w CSD, ale
dla niektérych z nich, do ktérych dane literaturowe nie byty dostepne albo byly stabej jakosci,
Doktorantka wyznaczyta strukture krystaliczng samodzielnie. Charakterystyka ta obejmuje:
bezwodng kwercetyne (QUE), 4-(1-benzofuran-2-ylo)pirydyne (BZFP), (4-(5-etylo-1-benzofuran-2-
ylo) pirydyne (EBZFP) i 3,3'-dimetoksy-4,4'-diaminobifenyl (O-DIA).

W pracy opisanych jest dziewig¢ ko-krysztatow kwercetyny, ktére mozna podzielié na 4 grupy.

1) typowe ko-krysztaty:
e bis(4-(1-benzofuran-2-ylo)pirydyna) kwercetyna (2:1) QUE:BZFP
e bis(4-(5-etylo-1-benzofuran-2-ylo)pirydyna) kwercetyna (2:1) QUE:EBZFP
e bis(fenantrolina) kwercetyna (2:1) QUE:FEN
e o-dianizydyna kwercetyna (1:1) QUE:O-DIA

2) solwatowane ko-krysztaty kwercetyny z ko-formerami:
¢ solwat ko-krysztatu tris-acetonitryl kofeina kwercetyna (3:1:1) QUE:KOF
» solwat ko-krysztatu etanol kwas pirydyno-3-sulfonowy kwercetyna (1:1:1) QUE:PYRSUL

3) solwatowane ko-krysztaty soli:

¢ monohydrat chlorku ketaminy kwercetyna (1:1:1:1) QUE:KetHCI
ko-krysztatem akwasoli jest natomiast:

» kwercetyna : bis(diklofenako)heptaakwadiséd (1:2:7:2) QUE:NaDik

4) solwatowany kompleks:
» monoetanol monohydrat etanol[bis(kwercetyna)naproksenosdd (1:1:1:2:1:1) QUE:NaNap



Wszystkie okreslone struktury krystaliczne sa udoktadnione do bardzo dobrych parametréw,
co jest pochodng bardzo dobrej jakosci otrzymanych krysztatéw, jak i do perfekcji opanowanego
przez Doktorantke warsztatu badawczego zaréwno pomiarowego, jak i obliczeniowego. Ponadto
dla wszystkich otrzymanych ko-krysztatow kwercetyny wykonano szereg analiz, ktére pozwolity na
okreslenie ich whasciwosci i skorelowanie z budowg wewnetrzng. Morfologie krysztatéw zaréwno
kwercetyny, jak i ko-formeréw zbadano za pomocg mikroskopu optycznego, wykonujac fotografie
w Swietle spolaryzowanym przechodzgcym i/ lub odbitym, technikg pogtebionej ostrosci EDF,
a dodatkowo wykonano réwniez obrazowanie za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowe;
prébek napylonych cienkg warstwa przewodzacg stopu Au/Pd przy niskim napieciu
przyspieszajgcym 5 kV.

Zestawienie dyfraktograméw proszkowych poszczegdinych ko-formerdéw tworzacych ko-
krysztat z dyfraktogramami otrzymanych ko-krysztatéw pokazuje jak zmieniajg sie ogdlne
parametry sieci przestrzennej. Ponadto dyfraktogramy te zostaty poréwnane z dyfraktogramami
wygenerowanymi na podstawie rozwigzanych struktur monokrystalicznych. Analogiczng procedure
zastosowano, analizujgc widma w podczerwieni technikg FTIR-ATR i widma Ramana. Pozwolito
to na powigzanie oddziatywan wystepujgcych w fazie statej, odpowiedzialnych za tworzenie
krysztatdw dla ko-formeréw i ko-krysztatdw. Szczegblnie pozycije pasm drgan zwigzanych
z tworzeniem wigzan wodorowych majg wysokg warto$é analityczng, a wyznaczone struktury
krystaliczne umozliwity ich jednoznaczne przypisanie.

Analiza termiczna z zastosowaniem techniki TG-DSC, przeprowadzona w atmosferze helu,
umozliwita wyznaczenie stabilno$ci termicznej i przebieg rozktadu termicznego dla ko-krysztatu i
zwigzkow je tworzgcych. Zestawienie temperatur topnienia kwercetyny, ko-formeréw z nig ko-
krystalizujgcych i otrzymanych ko-krysztatéw pokazuje, ze ko-krysztaly majg nieco wyzszg
temperature topnienia od ko-formera, co $wiadczy o wzroscie liczby korzystnych energetycznie
oddziatywan w tej formie krystalicznej. Przeprowadzenie tak kompleksowych badan wymagato od
Doktorantki ,tytanicznej” pracy. Wszystkie opracowania sg przejrzyste i dowodza, ze kwercetyna
dzieki swym witasciwosciom jest bardzo dobrym materiatem do tworzenia ko-krysztatéw réznego
typu.

Kolejng grupg zwigzkéw badang przez Doktorantke byly kompleksy kwasu kwercetyno-5'-
sulfonowego z jonami Na* i K*, z dodatkowymi ligandami obojetnymi oraz hydratu soli z jonem
NH,s". Jako pierwszy otrzymano dihydrat diakwakwercetyno-5'-sulfonianu sodu — 1, dla ktérego
przeprowadzono petne badania analogiczne do opisanych powyzej. Rozbudowana zostata
metodyka analizy termicznej kompleksu I, dla ktérego wykonano pomiary zaréwno w atmosferze
powietrza, jak i w atmosferze helu oraz przeprowadzono analize produktéw gazowych uwalnianych
w obu wariantach pomiarowych. W zwigzku | — [NaQSA(H,0).]-2H,0] — czgsteczki wody ze sfery

koordynacyjnej jonéw sodu i sieci krystalicznej zostaly wymienione na drodze syntezy



solwotermalnej na czgsteczki odpowiednio acetonu (Il) i DMSO (lll). Otrzymane kompleksy majg
rozng stechiometrie, w kompleksie Il zwigzaly sie dwie czgsteczki acetonu — [NaQSA Ace]-Ace,
a w kompleksie lll - trzy czasteczki DMSO - [NaQSA DMSQ]-2DMSO. W wyniku reakcji HQSA
z niedomiarem wodorotlenku sodu i po krystalizacji produktu z mieszaniny etanol-woda, uzyskano
krysztat kwasnego organokompleksu z sodem, IV — [Na(QSA)2(H20)2][(EtOH).H]. Dla komplekséw
I — IV wykonano analizy, ktére zestawiono i opisano razem, co utatwia poréwnanie tej grupy
zwigzkow. Analizy te obejmuja widma w podczerwieni i Ramana, analize termiczng oraz
desolwatacje krysztatdbw w prézni. Dodatkowo metodami chemii obliczeniowej przeanalizowano
rozktad tadunkéw na atomach w krysztale .

Analogiczng metodyke badawczg, jak dla dihydratu diakwakwercetyno-5'-sulfonianu sodu,
zastosowano dla diakwakwercetyno-5'-sulfonianu potasu — V. Dla tego zwiazku wykonano
rentgenowskg analize strukturalng i kompleksowag analize termiczng kompleksu zaréwno
w atmosferze powietrza, jak i helu, potaczong z analiza uwalnianych produktéw gazowych.
Kompleks V zostat wybrany jako substrat do wymiany molekut rozpuszczalnika. Obojetne ligandy,
tzn. czasteczki wody ze sfery koordynacyjnej jonéw potasu, wymieniono na drodze syntezy
solwotermainej na czasteczki odpowiednio acetonu (VI) i DMSO (VHl). Kompleks VIl otrzymano
w postaci monokrystalicznej, odpowiedniej do badan dyfrakcyjnych, natomiast VI tworzy tylko faze
mikrokrystaliczng. Dla komplekséw V — VII, zawierajacych kation potasowy, wykonano analizy
analogiczne jak dla komplekséw | - IV, zawierajgcych kationy sodu. Niezmiernie cennym
i nowatorskim elementem tej czesci badan jest okreslenie sfer koordynacyjnych metali w badanych
kompleksach i wykazanie, jak mogg sie one roézni¢ w zaleznosci od rodzaju sieci i uzytego
rozpuszczainika.

Dihydrat kwercetyno-5'-sulfonianu amonu oznaczony jako kompleks VIl jest kolejnym ko-
krysztatem o charakterze hydratowanej soli, ze stechiometrig kation:anion 1:1. Dla tego krysztatu
wykonano analizy podobne, jak dla pozostatych siedmiu, jednak odmienny charakter kationu
amoniowego sprawit, ze struktura ta rézni sie w pewnym stopniu od komplekséw zawierajgcych
kationy sodu i potasu. Jednocze$nie zostato wykazane, ze statym elementem strukturalnym
wszystkich struktur krystalicznych jest orientacja czgsteczek kwercetyny sprzyjajgca kontaktom
uktadow aromatycznych w motywie (1] 0r stacking.

Badania w pracy doktorskiej pani Urszuli Maciotek majg w wiekszosci charakter chemiczno -
strukturainy, jednakze zostaty one wzbogacone réwniez o aspekt biologiczny. Doktorantka
przeanalizowata potencjalne wiasciwosci przeciwnowotworowe kwercetyny i komplekséw kwasu
kwercetyno-5'-sulfonowego, badajac stopien zahamowania proliferacji komorek nowotworowych
nabtonka jelita grubego HT-29. Na podstawie uzyskanych danych obliczono warto$é 1Cso, a
uzyskane wyniki wykazaty zdolno$¢ komplekséw | i V do hamowania podziatdéw komodrek
nowotworowych, a kompleks V wykazat 3-krotnie wyzszg aktywno$é przeciw proliferacyjng w

poréwnaniu do kwercetyny.



Z jednej strony doceniam bardzo warto$§¢ naukowg pracy oraz ogrom wykonanych
eksperymentdw i analiz, jednakze nadmierna drobiazgowo$é Doktorantki nie pozwolita Jej spojrzeé
na przeprowadzone badania z dystansem, ktory umozliwitby lepsze pogrupowanie niektérych
zagadnien, co poskutkowatoby zmniejszeniem objetoéci pracy. Natomiast przeniesienie tabel
zawierajgcych dane krystalograficzne, parametry z pomiaru i udoktadniania struktur do suplementu
stanowi utrudnienie dla czytelnika. Znacznie tatwiej analizowatoby sie struktury poszczegdlnych
ko-krysztatdw gdyby dane te byly umieszczone w poblizu czesci opisowej. Ale jest to uwaga
edycyjna nie merytoryczna.

W podsumowaniu stwierdzam, ze pani mgr Urszula Maciotek przedstawita rozprawe
doktorskg posiadajgcg wysokie walory poznawcze. Uzyskane wyniki sg oryginalne i stanowia
niewgtpliwie nowo$¢ naukowa. Doktorantka wykazata wiedze z zakresu badan strukturalnych
I umiejetnosci wykorzystania uzyskanych informacji strukturalnych w celu wyjasnienia wtasciwosci
fizycznych  krysztatéw supramolekularnych. Dysponuje pogtebiong wiedzg w dziedzinie
krystalografii, jak réwniez innych zastosowanych metod analitycznych. Dysponuje solidnym
i réznorodnym warsztatem eksperymentalnym, a stosujgc réznorodne metody wykazata sie duza

konsekwencjg w dazeniu do postawionego naukowego celu.

Dorobek naukowy Doktorantki jest imponujacy, szczegélnie konferencyjny. W duzej czesci
dotyczy réwniez innych zagadniet naukowych niz badania opisane w pracy doktorskiej. Mam
nadzieje, ze Doktorantka wykorzysta zaprezentowany w pracy materiat badawczy i razem
z Promotorami pracy opublikuje w najblizszym czasie serie prac w czotowych czasopismach z

zakresu chemii supramolekularne;.

Stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Urszuli Maciotek spetnia wszelkie warunki
stawiane pracom doktorskim zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003r. Nr 65 poz
595 z pdzniejszymi zmianami), oraz rozporzadzeniem Ministra Edukacji Narodowej z 5 grudnia
2005 roku w sprawie szczegétowego trybu przeprowadzenie czynnoéci w przewodach doktorskich
i habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora, w zwigzku z czym z catym
przekonaniem stawiam wniosek o dopuszczenie Pani magister Urszuli Maciotek do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na nowatorstwo i jako$¢ przeprowadzonych badan oraz dorobek
naukowy chciatabym przedstawi¢ Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej

e o™

wniosek o wyrdznienie pracy.



