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Ze wzgledu na szerokie zastosowanie zwigzkéw luminescencyjnych na wielu polach
ludzkiej dziatalnosci ich rozwdj jest stale podtrzymywany przez coraz to nowe wyzwania
stawiane nauce. Juz samo codzienne uzycie zwigzkow elektroluminescencyjnych jest kluczowe
dla cywilizacji i kazdego z jej cztonkéw. To samo dotyczy innych zastosowan, a te zwigzane
z szeroko rozumiang biochemig i medycyng w obecnych czasach sg szczegélnie wazne.
Szczegblne miejsce zajmuje tu analityka medyczna oraz wyzwania stojgce na drodze do
lepszego zrozumienia zachodzgcych proceséw jak i, co rownie wazine, szczegdétowego ich
zrozumienia w sensie ilosciowym. W tym miejscu pole badawcze zostaje oddane w duzej
czesci chemikom, ktérych zadaniem jest opracowywanie nowych zwigzkéw jakie beda
przydatne w szeroko rozumianej analityce.

Jak w przewodniku zostato to omdwione, uzywanie sond fluorescencyjnych bez
doktadnej wiedzy na temat ich oddziatywania z innymi zwigzkami moze prowadzi¢ do
otrzymania bftednych danych. To, w konsekwencji, uprawnia do stwierdzenia, ze réwniez
dziatania medyczne podjete na podstawie takich wynikdw mogg byé obarczone btedem
wiekszym niz wynika to z badan statystycznych. Stad, moim zdaniem, wyniki przedstawione
przez Autorke rozprawy wpisujg sie w obecny trend zwigzany z kilkoma obszarami nauki,
analezg tu fotofizyka sond spektroskopowych, chemia supramolekularna i analityka
biochemiczna. W swojej pracy naukowej Autorka skupita sie na badaniach popularnych
obecnie sond nadajacych sie do oznaczania jondw cynku w ptynie komorkowym. Do tych

barwnikéw nalezg FluoZin-3, Zinpyr-1 i Zinbo-9. Jednak, celem nadrzednym



i najwartosciowszym z naukowego punktu widzenia byty badania konkurencyjnosci wigzania
cynku z samg sondg oraz oddziatywanie takiego kompleksu z innymi matymi czasteczkami
organicznymi jakie znajdujg sie w przestrzeni komorkowej. Do tych czgsteczek nalezaty jon
cytrynianowy, octanowy, ATP, histydyna, glicyna, kwas glutaminowy oraz glutation w formie
zredukowanej oraz w formie disiarczku.

Na dorobek mgr inz. llony Marszatek sktada sie w sumie osiem publikacji z czego trzy
omoéwione w przewodniku stanowig tematycznie spdjng catos¢. W samym przewodniku
prezentowane badania zostaty wystarczajgco opisane, aby nadac czytajgcemu pewien sposdb
myslenia o wynikach. Szczegdétowe omodwienie wynikdw prac zostato opublikowane
w zatgczonych pracach tj.

1. Journal of Inorganic Biochemistry (2016) 161, 107-114
2. Inorganic Chemistry (2018) 57, 9826-9838
3. Inorganic Chemistry (2019) 58, 14741-14751.
Mgr inz. llona Marszatek prezentowata wyniki prac roéwniez na konferencjach

miedzynarodowych.

Tres¢ przewodnika

Sam przewodnik skfada sie z 62 stron tekstu w tym 4ch tabel, 8iu rysunkéw oraz 111
pozycji literaturowych. Tekst jest napisany jasnym i klarownym jezykiem, choé Autorka nie
ustrzegta sie pewnych bteddéw. | tak:

1. Autorka nie zdefiniowata pewnych skrétéw, mimo tego, ze w tresci konsekwentnie ich
uzywa. Domysélam sie, ze jest to spowodowane pewng ich uniwersalnoscig
w Srodowisku naukowym zajmujacym sie biochemia.

2. Uzycie w przewodniku stwierdzenia ,tightly bound” i ,loosely binding”
sg okres$leniami intuicyjnie rozumianymi, ale nie definiujg granicy miedzy nimi. Mysle,
ze wygodniej bytoby, gdyby za tymi stwierdzeniami staty liczby, ktére w jakis sposdb
je doprecyzowujg. Tymczasem w tekscie pojawiajg sie jedynie zakresy femto-nano
oraz mikro-mili w sensie statych dysocjacji omawianych komplekséw, a odnoszgce sie
do stéw tightly i loosely. Miejsce: strona 18.

3. Jedno 1z kryteridw mozliwosci zastosowania mechanizmu fotoindukowanego

przeniesienia elektronu w badaniach moéwi, zdaniem Autorki, o stabej efektywnosci



(,poor”) przejscia singlet-tryplet. W tym przypadku wtasciwiej bytoby powiedzie¢
o0 niskiej efektywnosci przejscia miedzysystemowego. Miejsce: strona 27.

4. Na tej samej stronie (27) opis czesciowe] dysocjacji kompleksu jonu cynku i uzytej
sondy i zastgpienie fragmentu sondy czgsteczkg wprowadzonego ligandu jest
niefortunny, ale zrozumiaty po ponownej lekturze. Chodzi o fragmenty ,,addition of an
additional ligand” oraz ,disconnection of the individual nitrogen or oxygen ligand”,
ktore wraz z opisem alternatywnego mechanizmu oddziatywania tworzg do$¢ zawity
do zrozumienia fragment.

W tym miejscu zaznaczam, ze nastepna czes¢ przewodnika, dotyczgca hipotezy badawczej
oraz samego problemu naukowego jest napisana z wiekszg starannoscig, a jej lektura sprawita
mi niektamang przyjemnos¢.

Kontynuujac jednak komentarze...
5. Autorka uzywa terminu ,czasteczki cynku” (zinc molecules) w tytule tabeli 3. By¢ moze
jest to zwykta pomytka lub skrét myslowy zmierzajacy do powiedzenia , jonow cynku”,
a jesli nie to prosze o wyjasnienie. Miejsce: strona 35.

6. W tekscie pojawiajg sie struktury uzywanych barwnikéw wraz ze zwigzanym przez nie
jonem cynku. Jednak, Autorka pisze, ze sg one ,,domniemane” (putative).

a. Czyistniejg jakies$ racjonalne podstawy takich domnieman?

b. Dodatkowo zwracam uwage, ze struktura Zinpyr-1 w dwoma jonami cynku
zostata w pracy zrodtowej [J. Am. Chem. Soc. (2001) 123, 7831-7841]
rozwigzana i przedstawiona w postaci diagramu ORTEP. Stad, kompleks ten
posiada okreslong geometrie, ktéra przestaje by¢ ,domniemana”.
Miejsce: strona 38 i 39.

7. W tekscie pojawity sie tez pewne pomyiki jezykowe, takie jak:

a. nastronie 46 pojawia sie sita kompleksu (,,strength of such complexes”),

b. na stronie 47 skutecznos¢ fluorescencji (,fluorescence efficacy”) podczas gdy
jasnym i precyzyjnym jest wydajnos¢ kwantowa fluorescencji (fluorescence
quantum yield).

Powyzsze pomytki nie pogarszajg mozliwosci zrozumienia tekstu, tak wiec, nie wptywajg na

jako$é naukowag pracy, a jedynie sugerujg nieco wiekszg ostroznos¢ w jego iterowaniu.



Tresc¢ zataczonych publikacji

Przedstawiona praca doktorska sktada sie z trzech publikacji. Pozwole sobie

skomentowaé wyniki badan w kolejnosci w jakiej te prace byty omawiane przez Autorke.

Publikacja Journal of Inorganic Biochemistry (2016) 161, 107-114

Praca skupiona jest na przedstawieniu wynikdw pomiaréw zwigzanych z weryfikacja

danych poprzednio publikowanych przez innych autoréw, doprecyzowaniu ich oraz

badaniach barwnika FluoZin-3 w zmieniajgcym sie pH przy zastosowaniu stezenia

mikromolowego. Wyniki byty uzyskane z uzyciem dwdch technik pomiarowych. Lektura

pracy nasuwa, jednak, pytania i komentarze.

1.

a)

Autorka, na podstawie swoich badan, stwierdzita, ze FluoZin-3 nie jest stabilng
czgsteczka przy pH ponizej wartosci 4. Przy dyskusji tego faktu powotuje sie na prace
22 [Journal of Nutritional Biochemistry (2011) 22, 79-88] jako na prace zrédtowa
twoércéw FluoZin-3. Tu nastgpita pomytka, poniewaz oryginalng pracy tworcow jest
praca w Journal of American Chemical Society (2002) 124, 776-778. Co wiecej, w tej
publikacji pracy autorzy wykonali pomiary fluorescencji kompleksu FluoZin-3:Zn%*
w zmiennym pH i wykazali (suplement do publikacji), ze przy pH okoto 4 fluorescencja
zanika. Jednak, w tejze pracy nie byto mowy o rozktadzie samego barwnika FluoZin-3
przy niskim pH, na co powotuje sie Autorka dysertacji. Tak wiec, wyniki jakie Autorka
przedstawita w suplemencie do omawianej publikacji (spektrometria mas, rysunek S3
suplementu) sg oryginalnymi i wartosciowymi danymi.

Autorka opisujgc miareczkowania podaje nastepujgce procedury:

miareczkowanie réwnomolowego kompleksu FluoZin-3:ZnCl, za pomocg NTA (kwas

nitrylotrioctowy)

b) miareczkowanie pH metryczne mieszaniny FluoZin-3:EDTA za pomocg kwasu solnego.

Prosze o wyjasnienie, dlaczego w tych eksperymentach zamieniono NTA na EDTA.

Inne uwagi jakie nasuwajg sie podczas lektury tej publikacji to:

1.

Btad na rysunku 1, gdzie kolorem czarnym zaznaczono nie wynik pomiaru dla barwnika

FluoZin-3 lecz jego kompleksu z cynkiem.



2. Dla rysunku 2 poziomg linig przerywang zaznaczono absorpcje FluoZin-3 bez dodatku
ZnCl; czy NTA. Podobne stwierdzenie (linia przerywana) pojawia sie pod rysunkiem 4
lecz odnosi sie do fluorescencji. Jednak, na tym rysunku brakuje poziomej, przerywanej
linii.

3. W tytule tabeli 2 zostato wspomniane, ze wartosci odchylen standardowych podano
w nawiasach. Brak jest tychze nawiaséw. Jest to pewna niekonsekwencja.

4. W tekscie pracy jest powiedziane, ze FluoZin-3 jest niestabilny przy niskich pH tracac
grupe metylenokarboksylowa potgczong z atomem azotu. W takim przypadku moze
byc to kazda z trzech grup. Dodatkowe pomiary NMR da¢ mogty odpowiedz na pytanie,
w ktérym miejscu zachodzi ta reakcja. Bytaby to cenna informacja dla przysztych staran

dotyczacych syntezy nowych sond. Czy takie dane sg dostepne?

Publikacja Inorganic Chemistry (2018) 57, 9826-9838

Publikacja ta prezentuje bardzo wazine wyniki dotyczace konkurencyjnosci
oddziatywania FluoZin-3 z cynkiem oraz innymi czasteczkami jakie znajduja
sie w komodrkach, a jakie mogg kompleksowa¢ tak jony cynku, jak i asocjowac
z kompleksem cynku z barwnikiem FluoZin-3. Co do wynikdw nie mam praktycznie uwag.
Jedyne pytanie jakie mi sie nasuwa to czy w omawianych kompleksach mozliwym jest

(i czy byto brane po uwage) deprotonowanie grupy NH przez anion kwasu octowego?

Publikacja Inorganic Chemistry (2019) 58, 14741-14751.

Publikacja, podobnie do poprzedniej, prezentuje wyniki dotyczgce konkurencji
wigzania cynku przez sondy spektralne. Do tego celu uzyto sondy podobne co do zastosowan
(oznaczanie cynku) lecz réznigcych sie strukturalnie od najczesciej uzywanej czgsteczki
barwnika FluoZin-3. Publikacja jest nie tylko zbiorem danych, ale tez zbiorem wyjasnien
zjawisk, ktore majg kluczowe znaczenie dla funkcjonowania wybranych sond
fluorescencyjnych. Jednoczesnie jest ona najbardziej zaawansowana tgczgc pomiary
eksperymentalne z symulacjami matematycznymi wykonanymi dla serii zwigzkdw. Praktycznie

nie mam zadnych krytycznych uwag do prezentowanych w niej wynikéw.



Uwagi ogdlne i pytania.

Podczas lektury przewodnika i zatgczonych publikacji z niematg satysfakcjg zauwazy¢
sie da jakg droge naukowg w sensie podjetych tematéw badawczych, pod okiem Promotora,
przebyta Autorka. Jest bardzo mito widzie¢, ze tematyka badan ewoluowata nie tylko w sensie
nauk podstawowych, ale tez praktycznego uzycia uzyskanych wynikdw oraz wyciggniecia
whnioskow, ktére sg znaczace dla wielu grup naukowych zajmujacych sie biochemia.

Pozostaje jedynie zadac ogdlne pytania, ktére nasunety sie w podsumowaniu.

1. Czy Autorka probowata wykona¢ miareczkowania NMR dla interesujacych
Jg komplekséow? Z takich eksperymentow mozna uzyskaé pewne informacje
strukturalne.

2. Czy z danych NMR jakie Autorka posiada wynika w jakikolwiek sposéb geometria dla
kompleksu FluoZin-3 z cynkiem?

3. W publikacjach Autorki jest co prawda mowa o widmach NMR, ale te nie zostaty
zamieszczone w pracach ani suplementach, ani tez nie podano zadnych informacji na
temat tych wynikéw. Jedyng jest ta méwigca o oddziatywaniu czgsteczki FluoZin-3
z cynkiem, lecz wyniki tych pomiardéw nie zostaty zamieszczone. Co byto powodem
takiej decyzji, skoro dr Zhukow, wykonujacy pomiary, jest wspdtautorem pracy
w Journal of Inorganic Biochemistry (2016)?

4. Jedno stwierdzenie nie jest dla mnie jasne. Prosze o wyjasnienie zdania ze strony 50
przewodnika ,It thus becomes highly probable that all cellular free zinc is in fact
complexed.” Jesli tak jest w istocie to o jakich kompleksach Autorka mysli?

5. W spisie literatury, moim zdaniem, brakuje dos¢ waznej pozycji, w ktdrej autorzy
opisujg ,klasyczne sondy uzywane w oznaczaniu jondw magnezu i wapnia
zaadoptowane na potrzeby analizy cynku”. Jest to praca przegladowa Coordination

Chemistry Reviews (2004) 248, 205-229.



Wymienione w mojej opinii pomytki lub niedociggniecia nie wptywajg na wartosc
merytoryczng pracy, ktdrg oceniam wysoko.
Podsumowujgc, cykl prac jakie opublikowata mgr inz. llona Marszatek wnoszg bardzo
wartosciowe tresci do badan oddziatywania sond fluorescencyjnych uzywanych w oznaczaniu
jonédw cynku, a szczegdlnie korygujg dotychczasowe wyniki innych grup. Rozwiktanie
skomplikowanej rdwnowagi jaka zachodzi miedzy czgsteczka sondy, jonami cynku oraz innymi,
obecnymi w duzej ilosci w komadrkach, czgsteczkami to dobry krok na drodze nie tylko do
lepszego zrozumienia samych zjawisk, ale takze do poprawienia wielu procedur zwigzanych
z analitykg biochemiczna.

Z petnym przekonaniem i spokojnym sumieniem rekomenduje dopuszczenie
mgr inz. llony Marszatek do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego. Stwierdzam,
ze przedstawiony cykl prac spetnia wymogi zwyczajowe i formalne stawiane przewodom

doktorskim w mysl obowigzujgcych przepisow.

dr hab. inz. Borys Osmiatowski, prof. uczelni
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