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rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Doroty KALDUNSKIE]J

pt.

SYNTEZA I BADANIA STRUKTURALNE BIOMIMETYCZNYCH KOMPLEKSOW
ZELAZA(III) I MIEDZI(II)

Rozprawa zostata wykonana przez Doktorantke pod opieka naukowg prof. dr. hab.
Andrzeja Wojtczaka oraz dr Anny Kozakiewicz-Piekarz. Badania byly przeprowadzone
w Zaktadzie Krystalochemii i Biokrystalografii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu. Badania zawarte w tej rozprawie mozna traktowac jako badania
podstawowe w zakresie zaawansowanej chemii koordynacyjnej o znaczeniu bioche-
micznym.

Formalna charakterystyka pracy. Rozprawa doktorska jest napisana w jezyku

polskim w formie monografii zawierajacej 291 stron. W tym tekscie cze$¢ literaturowa to
60 stron, cze$¢ eksperymentalna — 182 strony, z czego Opis wynikow badan zajat 146 stron.
Praca ma klasyczny uktad tresci: wstep literaturowy - cel - badania wtasne - podsumo-
wanie - spis odnosnikéw. Kolejnymi rozdziatami sa:
1. Wstep - jest wprowadzeniem do charakterystyki dioksygenaz katecholowych i oksy-
dazy katecholowej, ktore katalizuja degradacje katecholu (benzeno-1,2-diolu), a przede
wszystkim jest tu omowienie wiedzy o biomimetycznych kompleksach Zelaza i miedzi,
pozwalajacych na badanie mechanizmow dziatania tych metaloenzymow in vitro. 2. Cel
pracy, materialy i metody stosowane do syntezy i charakterystyki zwigzkéw. 3. Opis
syntezy ligandow i komplekséw oraz sposobu krystalizacji. W kolejnych podrozdziatach
analizowane sg struktury poszczegdlnych uktadéw wyznaczone metodami rentgenografii
strukturalnej i aktywnos¢ komplekséw wobec 3,5-di-tert-butylokatecholu (3,5-DTBC).
4. Dyskusja i podsumowanie - gdzie opisany zostat wptyw modyfikacji ligandéw na
strukture sfer koordynacyjnych jonow metali i, w konsekwencji, na wydajnos¢ reakcji
ulteniania. 5. Ostatnie rozdziaty to bibliografia (liczba odno$nikow - 141) oraz spisy tabel
i rysunkow.

Dokumentacja naukowa rozprawy zostata uzupetniona danymi w formie elektro-
nicznej. Sg to pliki dokumentujgce badania 37 monokrysztatdw metodami rentgenografii
strukturalnej (formaty plikow: cif'i checkcif).

Ocena merytoryczna pracy

Celem pracy byta synteza i przebadanie aktywno$ci nowej grupy biomimetycznych
kompleksow zelaza(IIl) i miedzi(Il) jako analogéw miejsc aktywnych enzyméw - dioksy-
genaz katecholowych i oksydazy katecholowej. W centrach aktywnych tych metaloprotein
znajduja sie gléwnie jony Zelaza, miedzi oraz manganu, wanadu lub niklu. Liczne
doniesienia literaturowe wskazuja, ze budowa ligandow w zwigzkach biomimetykow
kompleksowych odgrywa kluczowa role w aktywnos$ci oraz mechanizmach konwersji
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katecholi. To stanowito podstawe do zaprojektowania nowych ligandéw N,0-donorowych
z grupy zasad Schiffa. Dioksygenazy katecholowe, w zalezno$ci od mechanizmu konwersji
substratu, mozna podzieli¢ na dioksygenazy intradiolowe i ekstradiolowe. Dioksygenazy
intradiolowe katalizujg rozszczepienie wigzania C1-C2 w piers$cieniu aromatycznym
katecholu, a gtéwnym produktem jest kwas cis,cis-mukonowy. W przypadku mechanizmu
ekstradiolowego rozszczepienie nastepuje na wigzaniu C2-C3 piers$cienia aromatycznego,
a produktem jest semialdehyd kwasu 2-hydroksymukonowego. W strukturach tych
enzymoOw charakterystyczne jest koordynowanie jonu Fe(IlI) dwoma wigzaniami Fe-N do
reszt histydyny oraz wigzaniami Fe-O z resztami aminokwasowymi lub czasteczkami
wody. Natomiast oksydazy katecholowe katalizujg utlenienie grup hydroksylowych
katecholu do grup karbonylowych, a jedynym produktem reakgcji jest chinon. W centrum
katalitycznym zawierajg one dwa jony miedzi(Il). Kazdy jon miedzi(II) jest stabilizowany
poprzez trzy wigzania koordynacyjne do reszt histydynowych Cu—Ny;s.

Z tego wzgledu uznaje sie, ze zasady Schiffa dobrze nasladujq centra aktywne
metaloenzyméw, a ponadto mozliwe jest stworzenie nowych wariantéw ligandéw
zr6znymi uktadami atoméw chelatujacych. Badane byty ligandy troéj-, cztero- i piecio-
kleszczowe o atomach koordynujgcych N3, N2O, NOz, N4, N30, N202, NO3 oraz N20.S. We
wstepie Doktorantka omawia opisane dotychczas ligandy i ich biomimetyczne kompleksy
z kationami zelaza i miedzi. Bardzo obszerny jest przeglad budowy ligandéw, stereochemii
komplekséw, a w szczegdlnosci sfer koordynacyjnych kationéw, i zaleznos$ci ich
aktywnos$ci katalitycznej od tych czynnikéow. Podkres$lana jest tez rola Srodowiska
(rozpuszczalnikdw) w przebiegu reakcji utleniania katecholi. Oméwiona powyzej czes¢
literaturowa pracy jest merytorycznie we fragmentach tozsama z opublikowang praca
przegladowa autorstwa Karoliny Katdunskiej, Anny Kozakiewicz, Magdaleny Wujak
i Andrzeja Wojtczaka, pt. Biological Inspirations: Iron Complexes Mimicking the Catechol
Dioxygenases. Materials (2021) 14, 3250 [odno$nik 2].

Bazujac na tych informacjach, mgr Karolina Katdunska zaprojektowata czasteczki
nowych ligandow do utworzenia kompleksow zmieniajgcych geometrie ‘kieszeni wigzace;j’.
Opracowata syntezy zaroéwno ligandéw jak i kompleksow, metodyke badania sktadu
i struktury nowych zwigzkéw oraz procedure badania degradacji 3,5-di-tert-butylo-
katecholu (3,5-DTBC). Szczegoty tych badan Doktorantka prezentuje w czeSci
eksperymentalne;j.

W swoich badaniach uzyla Ona dwie symetryczne N20:-donorowe chelatujace
pochodne z grupami fenolowymi i iminowymi - otrzymane w zaprzyjaZnionym zespole,
a samodzielnie syntezowata 27 zasad Schiffa, ktére sg potencjalnie N;0-donorowe.
Rdzeniem tych czgsteczek byt uktad fenolu podstawionego w pozycji C2. Otrzymata trzy
serie ligandéw, ktore s3 pochodnymi 3-(dimetyloamino)-1-propyloaminy, 2-(di-
metyloamino)etyloaminy i 2-(dietyloamino)-etyloaminy, posiadajacymi mniejsze grupy
funkcyjne podstawione do pierScienia aromatycznego (-OH, -CHs, -OCHs, NEt;, ¢t-Bu, -Cl,
-Br). Budowa otrzymanych zasad Schiffa zostata potwierdzona z wykorzystaniem analizy
elementarnej, spektroskopii 1H i 13C NMR, i spektroskopii w podczerwieni. Zwigzki
ligandéw z pierwszej grupy pochodnych to substancje oleiste, dla drugiej grupy
Doktorantka otrzymata 5 monokrysztatéw, a z trzeciej grupy krystaliczny byt tylko jeden,
pozostate produkty byty olejami. Jednak otrzymane monokrysztaty tez nie byty trwate
w temperaturze powyzej 7°C.

Na dalszym etapie prac zostaly podjete proby syntezy kompleksow wszystkich
ligandéw z jonami zelaza(III) i miedzi(II). Mgr Karolina Katdunska otrzymata w formie
krystalicznej 3 kompleksy Fe(III) (o kodach: S17-Fe, S19-Fe i S29-Fe) oraz 13 komplekséw
Cu(II) (S6-Cu, S7-Cu, S8-Cu, S9-Cu, S22-Cu, S26-Cu, S27-Cu, S28-Cu, S29-Cu, S31-Cu, S32-
Cu, S33-Cu i S34-Cu). Z kolei syntezy komplekséw z dwoma ligandami - zasada Schiffa
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i katecholem jako substratem - miaty by¢ dowodem na mozliwo$¢ wiaczenia tego
ostatniego w miejsce katalityczne biomimetykéw. W tym zadaniu z sukcesem udato sie
otrzymac Doktorantce 8 komplekséw, a byty to jedynie kompleksy z jonem Fe(III) (S7-Fe-
CAT, S9-Fe-CAT, S17-Fe-CAT, S18-Fe-CAT, S19-Fe-CAT, S27-Fe-CAT-H;0, S27-Fe-CAT-
MeOH i S28-Fe-CAT). Otrzymanie w tych samych warunkach krystalicznego kompleksu z
jonem miedzi(II) zawierajacego katechol nie byto mozliwe. Przeprowadzone procedury
krystalizacji ligandéw i komplekséw, pozwolity na uzyskanie krysztatow (w liczbie 8 + 24),
dla ktérych moglty by¢ wykonane pomiary dyfrakcyjne i pelna charakterystyka
strukturalna. Mgr Karolina Katdunska podkres$la, Ze nie wszystkie krysztaty byty stabilne,
co stwarzato duze trudno$ci w wykonaniu precyzyjnych pomiarow.

W opisie struktury krysztaléw poszczegélnych zwigzkéw Doktorantka podata
charakterystyke sieci krystalicznej, petne dane analizy strukturalnej czyli parametry
pomiaru i udoktadniania struktury. Z kolei dla czasteczek ligandéw i kompleksow
wykonana zostata bardzo szczeg6towa analiza geometrii ligandow, wielo$cianéw koordy-
nacyjnych jonéw centralnych, a takze analiza oddziatywan miedzyczasteczkowych, ze
szczeg6lnym uwzglednieniem wigzan wodorowych i kontaktow pomiedzy fragmentami
aromatycznymi. Je$li w czeSci symetrycznie niezaleznej krysztatu wystepowaty dwie
jednostki chemiczne, poréwnywana byta ich budowa, co pozwolito na zasugerowanie
tworzenia sie form tautomerycznych zasad Schiffa (np. dla ligandu S17). Pokazano, Ze
otrzymane kompleksy w fazie statej sa jedno-, dwu- a nawet tréjrdzeniowe. Jednoczesnie z
prezentacjg danych strukturalnych dla poszczegélnych krysztatéw, dokonywane byly w
wielu wypadkach poréwnania dwu lub wiecej pochodnych. Przyktadem tego niech bedzie
rozdziat 20.1 opisujacy badania struktury komplekséw Cu(II); zajmuje on 35 stron, co jest
rownowazne zawartosci obszernej publikacji.

W koncowej czesSci pracy mgr Karolina Katdunska, dla 16 otrzymanych zwigzkéw
miedzi(Il) i zelaza(Ill) potwierdzita aktywno$¢ wobec modelowego zwigzku - 3,5-di-tert-
butylokatecholu (3,5-DTBC) — monitorujac przebiegi reakcji z uzyciem widm UV-VIS.
Pojawienie sie pasma z maksimum przy ok. 400 nm potwierdzito, Ze gtéwnym produktem
konwersji 3,5-DTBC przez zastosowane nowe kompleksy jest 3,5-di-tert-butylochinon
(3,5-DTBQ). Co istotne, udato sie Jej potwierdzi¢ obecnos¢ 3,5-DTBQ w mieszaninie
poreakcyjnej po przeprowadzonej reakcji konwersji, poniewaz otrzymata monokrysztaty
zawierajace ten zwigzek. Budowa czasteczki 3,5-DTBQ w uzyskanych krysztatach zostata
jednoznacznie potwierdzona za pomocg badan strukturalnych.

Najlepsza aktywnos$¢ wsrdd wszystkich badanych zwigzkéw wykazywat kompleks
S6-Cu, ktorego ligand zawieral fenol podstawiony w pozycji C4 grupa hydroksylowa.
Najmniej aktywny byt kompleks S28-Cu, z podstawnikami -Br w pozycjach C3 i C5
pierscienia fenolu. Wsr6d komplekséw zelaza(lll) najlepsza aktywnos$¢ wykazat S19-Fe,
w ktorym ligand ma grupy tert-butylowe w pozycjach C3 i C5. W efekcie badan aktywnosci
katalitycznej 16 uktadéw wzgledem 3,5-DTBC nie zaobserwowano zmian spektralnych
charakterystycznych dla biomimetykow dioksygenaz katecholowych. To jednoznacznie
wskazuje, ze wszystkie otrzymane kompleksy zelaza(III) i miedzi(Il) z zaprojektowanymi
do celéw doktoratu ligandami N20-donorowymi wykazujg aktywno$¢ zgodna z mecha-
nizmem oksydazy katecholowej. Natomiast badane na wstepie prac symetryczne
czterokleszczowe kompleksy N20:-donorowe nie wspotkoordynujg z katecholem i nie
wykazuja zadnej aktywnoSci katalityczne;j.

Doktorantka wnioskuje tez, ze: Analiza otrzymanych wynikéw wskazuje na korelacje
aktywnosci katalitycznej otrzymanych zwiqzkdéw z ich budowq. Uzyskane wyniki wskazujq,
Ze obecnos¢ niezwiqzanej sprotonowanej grupy aminowej znaczqco wptywa na zwiekszenie
aktywnosci otrzymanych komplekséw, podczas gdy elektronoakceptorowe wtasciwosci
podstawnikéw chlorkowych i bromkowych w pierscieniu aromatycznym obnizajq aktywnosc.
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Badania wykazaty, ze obecnos¢ mostka propylodiaminowego w strukturze liganda powoduje
zwiekszenie efektywnosci katalizatora w poréownaniu ze zwiqgzkami zawierajgcymi mostek
etylenodiaminowy.... Wyniki powyzszych analiz potwierdzajq, Ze otrzymano ligandy, ktdre po
skompleksowaniu zaréwno z jonami Cu(ll) jak i Fe(lll) tworzq selektywne biomimetyki
dziatajqce zgodnie z mechanizmem analogicznym do mechanizmu oksydaz katecholowych.

PowyzZsze wnioski bazuja na danych eksperymentalnych, wsréd ktorych jest 37
analiz strukturalnych monokrysztatlow (w tym 32 nowe) oraz badania aktywnosci 16
kompleksow (vide: zalgczona tabela). Jak wida¢, ambitne zalozenia Doktorantki, aby
scharakteryzowa¢ otrzymywane zwigzki strukturalnie jako fazy Kkrystaliczne, byty
ograniczane przez zdolnosci tych zwigzkéw do tworzenia periodycznych asocjatow w fazie
statej.

Charakterystyka redakcji tekstu

[stotnych btedéw merytorycznych w tekscie rozprawy doktorskiej nie znalaztam,
jest napisana logicznie i poprawng polszczyzng. Zauwazylam kilka przypadkow
niedostatkéw interpunkcyjnych, jakimi sg braki przecinkéw przed wyrazami ktory i zZe
oraz w zdaniach ztoZzonych zawierajagcych imiestowowy ré6wnowaznik zdania (np. ,.wigze
sie z jonami Fe(lll), tworzqc izomer..”, str. 45).

W czesci literaturowej, gdzie omawiane sg znane juz ligandy, ich kompleksy oraz
wtlasnosci, zwigzki numerowane sg w do$¢ przypadkowy nieciagly sposéb, co sugeruje, ze
Doktorantka zebrata wiekszg ilos¢ informacji a potem analizowata je i prowadzita selekcje,
nie majac czasu na usystematyzowanie tej numeracji. Podobnie w czesci eksperymentalnej
widoczne jest, ze wstepne badania obejmowaty wiekszg ilo$¢ prob syntezy ligandéow a w
pracy znajduja sie tylko te, ktére zakonczyly sie pozytywnym wynikiem. Zapewne brak
czasu spowodowat niedokonczenie ujednolicania nazewnictwa danych, co nie umniejsza
wartos$ci zamieszczonych wynikow.

Doktoratka wymienia metody analityczne jakie byly zastosowane w pomiarach
wykonanych w laboratorium wydziatowym (analiza elementarna, rezonans magnetyczny,
spektroskopia FT-IR; str. 84), natomiast uzywa formy bezosobowej, opisujac metodyke
analizy rentgenografii strukturalnej i spektrometrii UV-Vis. Przypuszczam, Ze te ekspery-
menty Doktorantka wykonywata samodzielnie.

Na kilku stronach tekstu pojawiajg sie niezbyt precyzyjne wyrazenia lub braki, np.:
Str. 30 - ma pieciokoordynacyjng sfere koordynacyjng w ksztatcie ...
Str. 37 (60, 67, 73) - ligandy ... zostaty zwigzane w kompleksy (w kation kompleksowy)...
Str. 54 - mozliwos¢ koordynacji katecholi zdwoma metalami jednoczesnie ...
Str. 86 - jednocze$nie wymieniane sg nazwy katechol i benzeno-1,2-diol
Str. 86, 87 - efekty wizualne pozostatly takie same jak w przypadku ... (moze: zmiana barwy,
zabarwienia?)
Str. 165 - w czesci asymetrycznej znajdujq sie dwie potéwki kationu ...
Str. 176 - prowadzone reakcje mogq by¢ bardzo dtugie
Str. 205 - zawierajq one pierwszq grupe otrzymanych komplekséw o ogélnym wzorze ...
Str. 207 - w czesci asymetrycznej znajduje sie cata tréjjgdrowa molekuta ...
Str. 208 - Dtugos¢ wigzania pomiedzy aminowym atomem azotu a centrum koordynacji jest
mniejsza niz dtugos¢ wiqzania z azotem aminowym.
Str. 135 - brak odnos$nikéw do cytowanych analiz strukturalnych o REFCOD-ach BOXVAL
i BOXVEP
Str. 197-8 - brak odniesienia w tek$cie do bardzo istotnego Rysunku 67
Str. 213 - zty podpis pod Rysunkiem 74



Str. 229 - niejasne odniesienie do rysunku ?
Uwagli i pytania

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Katdunskiej jest wyjatkowo obszerna (290
stron). Moze to by¢ oceniane catkowicie rozbieznie, w zaleznosci od punktu widzenia. Albo
niezbyt pozytywnie - jako wyraz nieumiejetnos$ci syntetycznego opisu obszernych badan.
Lub tez jako catoSciowe ujecie zagadnienia, poczynajac od przedstawienia motywacji i celu
badan, przez szczegétowy opis syntezy i analityki wybranych zwigzkéw, po dyskusje
wynikéw i przedstawienie udokumentowanych konkluzji. Ja wybieram te druga wersje,
tym bardziej, ze badania wtasne Doktorantki nie zostaly jeszcze opublikowane, zapewne z
powodu obowigzujacych terminéw przedtozenia przed Rada pracy doktorskie;j.

Doktorantka poréwnuje struktury krysztatéw S19, S19-Fe, S27-Cu i M1/M2
z odpowiednimi danymi z bazy CSD: WEVDEH, UKICUM, XICHAT oraz MIPYES, piszac, zZe
»jest to struktura analogiczna”, a s3 to identyczne zwigzki. R6Zne byly jedynie temperatury
pomiaréw dyfrakcyjnych, co skutkuje spodziewang zmiang objetosci komorek
elementarnych. W zwigzku z tym szczegétowe porédwnania geometrii czasteczek sa
absolutnie zbedne w kontekscie gtéwnego celu tej pracy.

Str. 215 - moze poréwnanie sfer koordynacyjnych kationu Cul z Cu2 wykazatoby
lepsze podobienistwo struktur S7-Cu i S8-Cu, niz to na Rysunku 75, gdzie s3 zestawienia
Cul/CuliCu2/Cu2?

Str 218 - pomylony jest kod kompleksu poréwnywanego ze struktura BUDHAK;
zamiast S7-Cu podany jest S27-Cu. A oprocz tego wyttumaczenie réznic strukturalnych jest
niezbyt precyzyjne. Czy moge prosi¢ o wyjasnienie?

Doktorantka podata informacje, ze krysztaty ligandéow byty nietrwate w tempera-
turze powyzej 7° C. Jak byly one przygotowywane do pomiaru na dyfraktometrze po
wyjeciu z chtodziarki?

Whnioski koncowe. Dobdr bardzo obfitego i jednoczesnie jednolitego materiatu
chemicznego oraz odpowiednia metodyka badan umozliwily uzyskanie jednoznacznych
wynikéw i ich spdjna dyskusje. Efektem pracy mgr Karoliny Katdunskiej jest otrzymanie
27 nowych zasad Schiffa oraz proby uzycia ich jako ligandéw do syntezy biomimetycznych
kompleksow z kationami Fe(IIl) i Cu(II). Nastepnie, dobranie warunkow krystalizacji, aby
okresli¢ strukture czasteczek organicznych i sfer koordynacyjnych jonéw. Docelowym
eksperymentem byto zbadanie zdolnoSci tych komplekséw do utleniania katecholu oraz
okreSlenie produktu, co dalo odpowiedz na pytanie o mechanizm konwersji. Powyzsze
wyniki badan stanowig znaczacy wktad w osiagniecia nauki, a w szczeg6lnosci chemii
strukturalnej i biochemii. Doktorantka w swoich badaniach udowodnita aktywnos$¢
katalityczng nowych komplekséw Zelaza i miedzi z zasadami Schiffa jako biomimetykow
oksydazy katecholowej. Powigzata zalezno$¢ tej aktywno$ci z budowag chemiczng
liganddw. Jest to istotny element nowosci naukowej. Badania strukturalne tych faz krysta-
licznych i wynikajace z nich wnioski moga postuzy¢ do prac aplikacyjnych jak i dalszych
projektow w zakresie celowych modyfikacji budowy tej grupy ligandow i komplekséw.

Posumowanie opinii. Nalezy podkresli¢, Zze prezentowana dysertacja mgr Karoliny
Katdunskiej ukazuje ]Jg jako osobe naukowo tworcza i gwarantujacg wykonanie rzetelnych
badan na wysokim poziomie. Zrealizowata Ona zaplanowane zadania swojego doktoratu
przedstawionego w celu uzyskania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych, dyscyplina nauki chemiczne.



Jej rozprawa doktorska zatytutowana ,Synteza i badania strukturalne bio-
mimetycznych komplekséw zelaza(lll) i miedzi(ll)”, ktéra Rada Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przedstawita mi do oceny, spetnia
wszelkie wymogi okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym (art. 13
ust. 1) z dnia 14 marca 2003 r. (tekst jednolity: Dz.U. poz. 1789, z dnia 27 wrze$nia 2017
r.) oraz w ustawie Przepisy wprowadzajqce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce
(art. 179; Dz.U. poz. 1669; z dnia 3 lipca 2018 r.).

Na tej podstawie wnosze o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr
Karoliny Doroty Katdunskiej do publicznej obrony.

/Anna E. Koziot/



Zbadane fazy krystaliczne (mgr Karolina D. Katdunska)
37 analiz — w tym 32 nowe badania strukturalne
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