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1. Przedmiot recenzji

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Karoliny Doroty Katdunskiej stanowigca podstawe w
procedurze uzyskania stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie chemia wykonana zostata w Zaktadzie Krystalochemii i Biokrystalografii
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem promotora
Prof. dr hab. Andrzeja Wojtczaka i promotorki pomocniczej dr Anny Kozakiewicz-Piekarz.
Tematyka rozprawy doktorskiej porusza istotne zagadnienia zwigzane z zaprojektowaniem i
otrzymaniem komplekséw metali zelaza(Ill) i miedzi(Il) petlnigcych role biomimetykow
metaloenzyméw, odpowiednio dioksygenaz 1 oksydazy katecholowych. Inspiracja prac
badawczych Doktorantki byly procesy utleniania katecholi do chinonow z udziatlem tlenu
czasteczkowego przeprowadzane przez zwigzki kompleksowe w sposob imitujacy dziatanie
enzyméow. Cechg wyrdzniajacg zaprojektowane zwiazki sposrod bogatej biblioteki substancii,
ktorych syntezy rozpoczeto juz w latach 80-tych, bylo wykorzystanie N.O-donorowych
ligandow w zwigzkach kompleksowych zelaza(ll1) i miedzi(Il) oraz N2O,-donorowego liganda
W syntezie zwigzkow z kationem miedzi (II).

Wykazano, iz zwigzki chemiczne bedace biomimetykami odgrywaja kluczowa role w
badaniach nad procesami biologicznymi, dostarczajac modeli nasladujacych dzialanie
naturalnych systemow enzymatycznych. Opracowanie strukturalnie i funkcjonalnie zwigzkow
imitujgcych naturalne biomolekuty, wspiera rozw6j wiedzy o mechanizmach biochemicznych
oraz procesach katalitycznych zachodzacych w organizmach zywych. Symulacja aktywnych
centrow enzymow pozwala na opracowane nowych materiatow Kkatalitycznych
wspomagajacych projektowanie procesow przemystowych minimalizujgcych zuzycie drogich
lub trudno dostgpnych materialéw, a zdolno$¢ biomimetykéw do nasladowania ztozonych
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procesdw biologicznych czyni je niezastgpionym narzedziem w chemii biologicznej.
Wspomniane walory biomimetykow zachecajg wiec do podjecia poglebionych badan, ktore
pozwolg na pehiejsze wykorzystanie ich potencjatu. Z tego punktu widzenia konieczne jest
opracowanie skutecznych metod otrzymywania tego typu zwigzkow o jak najwyzszej
aktywnosci. Bioragc pod uwage toksyczne i mutagenne dziatanie katecholi na organizmy zywe,
zidentyfikowanie zwigzkow biomimetycznych majacych zdolno$¢ do utleniajacej konwersji
polifenoli stanowi ciekawy i wazny problem badawczy. Zglebienie wiedzy w tym obszarze
zainspirowato Doktorantke do podjecia badan, ktorych podstawowym celem bylo
opracowanie nowych polaczen fragmentow organicznych z zelazem(III) lub miedzig (IT),
ktore moglyby nasladowaé biologiczng aktywno$¢ wybranych enzyméw, dla ktérych
substratem jest katechol.

Z formalnego punktu widzenia oceniana rozprawa doktorska zawarta jest na 291
stronach maszynopisu i posiada uktad typowy dla opracowan opartych na eksperymencie
(wykaz skrotow, cze$é literaturowa, cel pracy, cze$¢ eksperymentalng, wyniki i dyskusje,
wnioski, streszczenie, anglojezyczny abstract, spis tabel, spis rysunkow oraz bibliografie
liczaca 141 pozycji literaturowych). Prace konczy dorobek publikacyjny Doktorantki
zawierajacy 3 publikacje.

Dysertacja rozpoczyna si¢ Czescig literaturowg i niezwykle szczegotowa analizg obecnego
stanu wiedzy, w ktorym Doktorantka na 60 stronach, w oparciu 0 117 pozycji literaturowych
zaprezentowata przeglad dotychczasowych osiagnie¢ spojnych z jej planami badawczymi, a
doktadniej koncepcji projektowania biomimetykéw zelaza (III) i miedzi (II). Ta wnikliwa
analiza doprowadzita Autorke do wniosku, iz wiele czynnikéw moze wptywac na aktywnos¢
projektowanych zwiazkow 1 racjonalne zaprojektowane tego typu potaczen nie jest tatwym
zadaniem. W $wietle przeprowadzonych badan w ramach rozprawy doktorskiej ten fragment
jest bardzo istotny, gdyz pozwala w pelni doceni¢ wktad zaplanowanych przez Doktorantke
badan skupionych na poszerzeniu wiedzy na temat opisanej grupy biomimetyk6éw. Ponadto, to
staranne 1 dojrzate przygotowanie teoretyczne do wykonania badan wlasnych pozwolito
Doktorantce na sformulowanie w kolejnym rozdziale Celu pracy. Autorka pokreslita, iz
przeprowadzone studia literaturowe wyraznie wykazaty brak doniesien dla interesujacej grupy
ligandow, i to wiasnie ta luka zainspirowata ja do skoncentrowania swoich prac badawczych
na wykorzystaniu N2O-donorowych ligandow oraz N2O2-donorowego liganda w syntezie
nowych zwiazkow biomimetycznych, nasladujacych miejsca aktywne dioksygenaz i oksydaz
katecholowych.

Czesé eksperymentalng otwiera wykaz odczynnikéw zastosowanych w trakcie badan,
po ktorym Doktorantka niezwykle oszczednie opisata metody wykorzystane do charakterystyki
otrzymanych zwigzkow oraz systematycznie przedstawila przebieg wykonanych syntez,
podajac wyniki analizy spektroskopii rezonansu magnetycznego oraz analizy elementarnej dla
27 zasad Schiffa bedacych pochodnymi trzech amin: 3-(dimetyloamino)-1-propylaminy —
ligandy S6-S14 (9 zwigzkow), 2-(dimetyloamino)etyloaminy — ligandy S16-S24 (9 zwigzkoéw)
I 2-(dietyloamino)etyloaminy S26-S34 (9 zwigzkow). W tym miejscu zaznaczg, ze lista
ligandow nie zawiera numeréw 0d 1 do 5 oraz 15 i 25. Budowe ligandow Autorka potwierdzita
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spektroskopia NMR, spektroskopia w podczerwieni oraz analizg elementarng. Nalezy z
podziwem odnie$¢ sie¢ do liczby przeprowadzonych syntez, jednak powielenie w niemal
wszystkich fragmentach tych samych lub podobnie brzmigcych sformutowan nie utatwia
lektury tej czeSci pracy. Moze lepszym pomystem w tym przypadku byloby przedstawienie
opisu syntez w formie zbiorczej np. tabelarycznej.

Najobszerniejszy rozdziat Wyniki i dyskusja zawiera przede wszystkim rzetelny opis wynikow
badan strukturalnych zwigzkow, dla ktorych Doktorantce udato si¢ wykonaé synteze i otrzymac
monokrysztalty. Opis zwigzkow kompleksowych o potencjale biomimetycznym Autorka
rozpoczeta od wynikow zakonczonych sukcesem eksperymentow strukturalnych dla zwigzkow
kompleksowych zelaza(Ill) z ligandami MB1 i MB2 otrzymanymi od dr hab. Magdaleny
Barwiotek. Autorce udato si¢ otrzymac 4 produkty: 2 monojadrowe i 2 dijadrowe zwigzki z
zelazem(II), w ktorych gdzie dodatkowe miejsce w sferze koordynacyjnej zajmowaty aniony
Cl" lub czasteczka rozpuszczalnika. Poniewaz zwigzki dijadrowe byly nietrwate, pomiary
aktywno$ci przeprowadzone zostaly tylko dla zwigzkow monojadrowych 1 nie potwierdzity ich
zdolnosci do przeksztatcenia pochodnej katecholu do chinonu.

Kolejny rozdzial o numerze 17 poswigcony opisowi wynikow uzyskanych dla 7 z 27
zsyntezowanych zasad Schiffa w mojej ocenie jest nadmiernie szczegbtowy. Zgadzam sig, ze
otrzymanie ligandow stanowito wazny etap w osiaggnieciu celu, niemniej jednak tak
drobiazgowa analiza struktury otrzymanych ligandow znacznie rozbudowuje dysertacje, ktorej
najwazniejszymi wynikami sa zaprojektowane zwiazki kompleksowe. Ligandami, ktore
Autorce udalo si¢ wykrystalizowaé¢ byly 4 pochodne 2-(dimetyloamino)etyloaminy (S17,
S18, S19 i S23) oraz 3 pochodne 2-(dietyloamino)etyloaminy (S24, S27 i S28). Pomimo
licznych prob Doktorantka nie otrzymata krysztatdow ligandow bedacych pochodna
propylaminy. Myslg, ze rozbudowany opis dla 5 ligandoéw, ktore pojawity si¢ w docelowych
zwigzkach kompleksowych oraz zamieszczenie skroconego opisu dla 2 pozostatych z
odpowiednim komentarzem Autorki lub przeniesienie czg¢éci danych (zwtaszcza tych, ktore nie
wnoszg istotnych informacji) do materialow dodatkowych pracy zaprezentowanych np. w
formie aneksu, pozwolitby na korzystne skondensowanie dysertacji. Wykonany przeglad bazy
CSD pozwolit na zidentyfikowanie analogicznej struktury (kod WEVDEH) do tej otrzymanej
dla zwigzku S19.

Wykorzystujac ciekawe podejScie w syntezie zaprojektowanych polaczen, a dokladniej
wykonywanie syntezy zasad Schiffa in situ bezposrednio przed syntezami docelowych
zwigzkoéw kompleksowych czg$¢ z otrzymanych ligandow utworzylo polaczenia z zelazem(I1I)
lub miedzig(Il). W dalszej czesci dysertacji bazujac na samodzielnie otrzymanych zasadach
Schiffa Autorka otrzymata 3 struktury zawierajace zelazo(Ill): S17-Fe o wzorze ogdlnym
kationu [Fe(L)2Cl2]*, S19-Fe oraz S29-Fe o worze [Fe(L)Cl.], przy czym otrzymana struktura
S19-Fe zostala przez Doktorantka zidentyfikowata w bazie CSD oznaczonej kod UKICUM.
Przedstawiona w dalszych cze$ciach analiza aktywnosci komplekséw S17-Fe, S19-Fe i S29-Fe
ujawnita aktywnos¢ wobec modelowego substratu 3,5-di-tert-butylokatecholu (3,5-DTBC). W
mojej ocenie bardzo wartosciowym fragmentem pracy sg eksperymenty zwigzane z
otrzymaniem kompleksoéw typu S-Fe-CAT, ktore doprowadzity do wyznaczenia 7 struktur
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potaczen tego typu z ligandami: S7 i S9 (wzor ogodlny kationu [Fe(L)2(CAT)]), dla potaczen z
S17 1 S18 otrzymano zwigzki typu [Fe(L)2(CAT)]. Dla ligandow S27 (dwie struktury réznigce
si¢ rozpuszczalnikiem) oraz S28 otrzymano struktury komplekséw dijadrowych wedtug wzoru
[Fex(L)2(CAT)2]. Co ciekawe struktury krystaliczne uktadow zelazo(III)-ligand-katechol
otrzymano tylko dla ligandow, ktore w pierscieniach aromatycznych w pozycjach 3 i 5
zawierajag podstawniki chlorkowe, bromkowe badz grupy tert-butylowe. Mozliwo$¢
przeanalizowania przestrzennego uktadu ligandow w obecnosci skoordynowanego katecholu z
pewnoscig pozwolito na glebsze zrozumienie warunkow w jakich dochodzi do przytaczenia
potencjalnego substratu i utatwito koncows dyskusje.

W przypadku eksperymentow z wykorzystaniem miedzi(ll) jako jonu centralnego
Autorka otrzymata monokrysztaty dla 13 zwigzkéw kompleksowych Cu(ll) z ligandami S6 do
S9, S22, S26 do S29, S31 do S34, dla ktoérych wykonata badania strukturalne. Takze w tym
przypadku Doktorantka pogrupowata otrzymane kompleksy ze wzgledu na otoczenie jonu
centralnego. | tak: do gr I o ogoélnym wzorze [Cu(L)Cl2] przypisany zostat zwigzek S9-Cu; do
gr 11 o wzorze [Cus(L)2Cls] zaklasyfikowano zwigzki S22-Cu, S32-Cu i S34-Cu; gr 111 0 wzorze
[Cu(L)2]Cl2> zostata zaobserwowana dla polgczen S7-Cu i S8-Cu. Do gr IV o wzorze
[Cuz(L)2Cl4] przypisano zwigzek S26-Cu, natomiast w ostatniej najliczniejszej grupie V o
wzorze [Cu(L)CI] znalazty si¢ zwigzki S6-Cu, C27-Cu, C28-Cu, C29-Cu, S30-Cu oraz S33-
Cu. W wyniku przeszukania bazy CSD sposrdéd otrzymanych przez Autorke struktur
odnaleziono strukture zwigzku S7-Cu o kodzie BUDHAK oraz S27-Cu o kodzie XICHAT.
Autorka konsekwentnie opisata i graficznie przedstawita sposob koordynacji centralnego
kationu miedzi, natomiast analiza AA wykazata wartosci powyzej 1 dla zwiazkow S6-Cu i S9-
Cu oraz powyzej 0.5 dla S7-Cu, S22-Cu, S32-Cu oraz S34-Cu. Dla pozostatych kompleksow
miedzi opisanych w rozdziale 20.1 otrzymano wartosci w zakresie 0.340 (S8-Cu) do 0.032
(S28-Cu). Podsumowujac dla wszystkich 16 otrzymanych zwigzkéw biomimetycznych
zelaza(Il) lub miedzi(IT) Autorka wykazata aktywnos¢ wzgledem 3,5-DTBC potwierdzajac
jednoczesnie ich zdolno$é do konwersji zgodnej z dziataniem oksydaz katecholowych. Zaden
z badanych biomimetykoéw nie wykazat aktywnosci podobnej do dioksygenaz katecholowych.

Fascynujacym jest fakt, ze w otrzymanych zwigzkach kompleksowych obserwujemy
szereg geometrycznych sposobow w jaki jon centralny jest koordynowany, poczawszy od
konformacji ptaskiego kwadratu (S7-Cu, S8-Cu, S22-Cu, S27-Cu do S29-Cu, S31-Cu do S34),
zdeformowanej hustawki (S6-Cu i S9-Cu), przez piramid¢ kwadratowg (MB1-diFe, MB2-Fe,
MB2-diFe, 29-Fe) i bipiramide trygonalng (S19-Fe, S26-Cu), konczac na zdeformowanym
oktaedrze (MB1-Fe, S17-Fe). W tym miejscu warto zaznaczy¢, ze w miejscach aktywnych
nasladowanych metaloenzyméw  kation zelaza wykazuje najczes$ciej koordynacje
zdeformowanej bipiramidy trygonalnej, natomiast kationy miedzi otoczone sg atomami
formujacymi piramide trygonalng. Biorac pod uwage ten aspekt, tylko w strukturze S19-Fe
zelazo posiada podobng konformacje do jonu w miejscu aktywnym enzymu 1 konsekwentnie
wykazuje wysoka warto$¢ AA. Natomiast zaskakujace sg wyniki aktywnos$ci dla kompleksow
miedzi(ll), dla ktorych udato si¢ uzyskaé krysztaty, a tym samym wyodrebni¢ zwigzki z
roztworow | wykona¢ pomiary widm UV-vis. Analiza geometrii i aktywnosci w tym przypadku
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nie wykazata bowiem wyraznej korelacji. Kontynuujac lekturg rozprawy docieramy do cennego
i interesujgcego fragmentu, w ktorym Autorka dokonata wizualizacja struktur w reprezentacji
van der Waalsa. Zawarte w tej cze$ci rozwazania uwazam za cenne dopetnienie dyskusji nad
sterycznymi ograniczeniami wptywajacymi na mozliwo$¢ konwersji 3,5-DTBC. Musz¢
réwniez przyznac, ze wobec tak bogatych i zroznicowanych wynikéw znalezienia zalezno$ci
czy prawidtowosci stanowito dla Autorki nictatwe zadanie, jednak czytajac wnioskKi
dostrzegamy biegtos¢ Doktorantki nie tylko w przeprowadzaniu syntez, ale roéwniez w
interpretacji ztozonych informacji w sposob logiczny i spojny. Co wiecej, cze$¢ uzyskanych
wynikow naukowych Doktorantka z powodzeniem opublikowata w wieloautorskim artykule w
czasopismie Materials, z ktorego pochodzi cze$¢ rysunkow i schematow zamieszczonych
roOwniez w recenzowanej dysertacji.

Kontynuujgc niniejsza recenzje pragng zwrocié uwage, ze koncepcja pracy jest
poprawna i przemyslana. Praca zawiera bogaty oraz wartosciowy material eksperymentalny
udokumentowany tabelami, wykresami, rysunkami, widmami *H NMR, FT-IR oraz UV-ViS.
W swojej dysertacji Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia: i) sformutowania problemu
badawczego; ii) planowania eksperymentow i ich przeprowadzania; iii) doboru wlasciwych
metod badawczych; iv) wnikliwej analizy otrzymanych wynikow; V) poprawnego
wnioskowania oraz oceny otrzymywanych wynikow na tle danych literaturowych.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze w czasie realizacji badan i1 eksperymentow
zaplanowanych w ramach przedtozonej rozprawy doktorskiej, Pani mgr Karolina Kaldunska
osiagnela zalozony cel glowny pracy, a uzyskane i opublikowane wyniki maja duze
znaczenie poznawcze i, przede wszystkim, praktyczne. Do najwazniejszych osiggniec¢
niniejszej dysertacji zaliczy¢ nalezy:

1. Wykonanie syntezy 27 zasad Schiffa begdacych zrodtem ligandow w docelowych
zwigzkach kompleksowych oraz przeprowadzenie analizy 7 struktur wykrystalizowanych
ligandow.

2. Uzyskanie 16 zwigzkow kompleksowych typu Fe(III)- lub Cu(ll)-ligand oraz 8 potaczen
typu Fe(lll)-ligand-katechol w formie monokrysztatow i przeprowadzenie dla nich
eksperymentow krystalograficznych.

3. Wykazanie, ze otrzymane biomimetyki wykazuja aktywno$¢ oksydaz katecholowych oraz
potwierdzenie analizg strukturalng uzyskanych produktéw bedacych wynikiem reakcji 3
badanych zwigzkéw biomimetycznych z 3,5-DTBC.

4. Sformutowanie wnioskéw  dotyczacych architektury otrzymanych zwiazkow
kompleksowych pod katem rodzaju jonu metalu i jego sfery koordynacyjnej, a takze
wplywu efektow elektronowych 1 sterycznych na struktur¢ zaprojektowanych
biomimetykow.

2. Uwagi o charakterze merytorycznym

Pomimo wysokiej jako$ci badan przedstawionych w dysertacji, do jej tresci wkradly sie
niescistos$ci, a niektore fragmenty wzbudzily dodatkowa recenzencka ciekawos¢, dlatego
wymagaja one dyskusji, wyjasnienia lub rozwini¢cia w czasie publicznej obrony:
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W pracy, pomimo tytulu, trudno doszuka¢ si¢ wprost definicji ,,biomimetyku” i

przyktadow najnowszych osiggnie¢ w tej dziedzinie. Prosz¢ o wyjasnienie 1

doprecyzowanie tego terminu oraz krotkie zaprezentowanie doniesien ukazujgcych

niezwykly potencjal biomimetykow.

2. W Czesci literaturowej zamieszczono wzory ligandow budujacych zwigzki biomimetyczne
analizowane w ramach przegladu literaturowego, natomiast nie zaprezentowano ani
jednego przyktadu petnej struktury biomimetyku otrzymanego przez innych autoréw.

3. W opisie metody zastosowanej do badania aktywnosci (str. 114) zabrakto odnos$nika, ktory
pozwolitby na zapoznanie si¢ z procedurg zaproponowang w literaturze, tym samym w
dysertacji nie znajdujemy informacji o zastosowanym stezeniu substratu oraz uzasadnienia
Sledzenia postepu reakcji przez 2h (w czesci doniesien czas badania aktywnos$ci byt
znacznie dluzszy).

4. W opisie sposobu prowadzenia eksperymentow rentgenograficznych podano
wykorzystanie promieniowania Cu, natomiast w Tabeli 1 (str. 118) jako zrodto
promieniowania odnajdujemy Mo. Prosz¢ wyjasni¢ od czego zalezato uzycie danego
rodzaju promieniowania.

5. Prosze o wyjasnienie z czego wynikajg raportowane w plikach checkcif ostrzezenia
zwigzane z brakujacymi refleksami np. w pliku dla S7-Cu (608 refleksow) czy dla S§-Cu
(143 refleksy)?

6. Majac do dyspozycji zarejestrowane zmiany absorbancji odzwierciedlajace rosngce
stezenie produktu (str. 241-242) zaskakujacy jest brak analizy AA w funkcji czasu pod
katem szybkosci reakcji.

7. Dlaczego nie przeprowadzono pomiarow dla zmieniajgcego si¢ stezenia substratu, ktore
pozwolilyby na obliczenie parametrow kinetycznych Vmax, Km I Keat W Oparciu o podejscie
Michaelisa-Menten? Uzyskane wartosci pozwolityby na poréwnanie z danymi
literaturowymi 1 ocen¢ aktywnosci otrzymanych zwigzkow na tle biomimetykow
opisanych w czesci literaturowe;.

8. Biorgc pod uwage klopoty z otrzymaniem krysztatdow czy rozwazata Pani uzyskanie modeli

teoretycznych kwantowymi metodami obliczeniowymi?

3. Uwagi jezykowe i edytorskie

Zwyczajowo recenzenci w swych recenzjach starajg si¢ znalez¢ w teks$cie drobne
niezr¢gczno$ci. Takich w pracy niestety jest sporo i chociaz nie umniejszajg one wysokiej
wartosci recenzowanej przeze mnie dysertacji zwroce uwage na kilka najwazniejszych:

1. W pracy napotykamy na brak konsekwencji w stosowaniu czasu terazniejszego i
przesztego. Jest to szczegodlnie czeste w Czesci literaturowej gdzie Autorka opisuje wyniKki
badan raportowanych przez innych naukowcow.

2. W wielu miejscach skrét bazy Protein Data Bank jest btgdnie podawany jako PBD. W
rozprawie zmienia si¢ rOwniez zapis oznaczajacy dziesigtne czesci liczb.

3. W poczatkowej czgsci pracy Autorka zapisuje stowo Autorzy z duzej litery, by w
pozniejszych fragmentach stosowac zapis z matej litery.



4. Niestety w treSci dysertacji wystepujg btedy interpunkcyjne, btedy stylistyczne i kilka
ortograficznych.

Nalezy rowniez podkresli¢, ze rysunki zawarte w pracy przygotowane sg niezwykle starannie,
a w czasie recenzji nie stwierdzono innych, istotnych btedéow edytorskich 1 jezykowych.

4. Podsumowanie

Wymienione wyzej uwagi nie obnizajg bardzo dobrej oceny przeprowadzonych badan.
Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdzajace wiedze 1 umiejetnose
postugiwania si¢ wspotczesnymi metodami do rozwigzywania problemdéw naukowych z
pogranicza chemii i biologii. Jednoczeénie wktad Pani Karoliny Katdunskiej w projektowanie
i charakterystyke biomimetykéw zelaza(IIl) i miedzi(Il) oceniam jako istotny i oryginalny.
Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa Pani mgr
Karoliny Kaldunskiej spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018. Poz. 1668 z p6zniejszymi zmianami) i
wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Wydzialu Chemii
UMK w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Kaldunskiej do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Podpisany elektronicznie przez
Katarzyna Kurpiewska
27.01.2025
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