UNIWERSYTET
MIKOtAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

Wydziat Chemii

prof. dr hab. Iwona Lakomska Torun, 14.03.2019 1.
Zespol naukowy Chemia Bionieorganiczna

Wydziat Chemii UMK

ul. Gagarina 7

87-100 Torun

email: iwolak@chem.umk.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Justyny Anny Polaczek pt:

»INO versus HNO chemistry. Studies on the formation, stability and reactivity

of nitrosylocobalamin and model complexes”

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Justyny A. Polaczek wykonana w Zespole
Fizykochemii ~Koordynacyjnej i Bionieorganicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem Prof. Dr. Dr. h. ¢. mult. Rudiego van Eldika,
swiatowej stawy specjalisty z dziedziny chemii koordynacyjnej i bionieorganicznej, §wietnie
wpisuje si¢ swoja tematyka w nurt najbardziej aktualnych badan prowadzonych przez wiodace
osrodki naukowe w kraju i zagranicg. Pomimo, ze tematyka dotyczaca badania whasciwosci
chemicznych i biochemicznych nitrozylokobalaminy pojawia sie w literaturze naukowej
od ponad 20 lat, to dotychczas szczegblowo opisano tworzenie nitrozylokobalaminy
w  bezposredniej reakeji zredukowanej formy witaminy By, i tlenku azotu(IT). Jednak ciagle
nierozstrzygnigta pozostaje mozliwo$¢ tworzenia nitrozylokobalaminy w wyniku redukcji
nitrokobalaminy. Zglebienie wiasnie tej wiedzy zainspirowalo Doktorantke do podjecia badan,
ktorych podstawowym celem bylo poznanie i opisanie reakeji prowadzacych
do powstawania nitrozylokobalaminy oraz pokrewnych zwigzkéw modelowych: porfiryny
Co"(TPPS) i Fe'(edta) w $rodowisku wodnym. Realizacja powyzszego celu wymagala
od Autorki przede wszystkim przetestowania roznych dciezek i warunkéw reakeji, wlagciwego
doboru reduktoréw i zwigzkow modelowych.

Z formalnego punktu widzenia oceniana rozprawa doktorska zawarta jest na 140
stronach maszynopisu i posiada uklad typowy dla rozpraw doktorskich opartych
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na eksperymencie. W opracowaniu tym Doktorantka popetnita tylko nieliczne i bardzo drobne
bledy jezykowe i edytorskie, ktore jako nieistotne dla meritum wartosci naukowej pracy

pozwolg sobie pomingc.
Ocena merytoryczna pracy

Czes¢ teoretyczna

Bardzo dobrze wprowadza czytelnika w problematyke realizowana w czedci
doswiadczalnej. Opracowanie to rozpoczyna sig od charakterystyki reaktywnej czasteczki tlenku
azotu(Il), powstajgcej w organizmie z L-argininy w reakcji katalizowanej przez syntaze tlenku
azotu (NOS). W reakcji konieczna jest obecno$é tlenu i kofaktorow. Jednak zanim odkryto, ze
tlenek azotu(Il) jest wytwarzany w organizmie, w literaturze istnialo okredlenie na nieznany
zwigzek powodujgcy rozkurcz migsniowki gladkiej — $rédblonkowy czynnik rozluzniajacy
(EDRF - Endothelium-derived relaxing factor), ktérym pozniej okazal sie wiasnie tlenek
azotu(Il). Odkrycie, roli tlenku azotu(Il) jako czynnika rozkurczowego pochodzenia
srodbtonkowego (EDRF) uhonorowane Nagroda Nobla w 1998 roku w dziedzinie medycyny
bylo impulsem do podjgcia intensywnych badaniach zmierzajgcych do poznania biologiczne;
roli tej nieorganicznej czgsteczki, odgrywajacej wazng role m.in. w regulacji napieé¢ naczyn
krwionosnych i co za tym idzie ci$nienia tetniczego krwi; hamowaniu agregacii plytek krwi
i leukocytow czy regulowaniu wiele mechanizméw immunologicznych. W dalszej czescei
Doktorantka scharakteryzowala reaktywny produkt jednoelektronowej reakeji redukeji NO
nitroksyl (azanon), opisujac literaturowe metody jego generowania. Wartosciowa czescig tego
opracowania jest prezentacja reaktywnosci nitroksylu wobec malych czasteczek jak rowniez
zwigzkow kompleksowych. W kontekscie badan realizowanych w dysertacji szczegélnie cenne
opracowanie stanowi material zawarty w podrozdziale konczacym czesé teoretyczng
prezentujacy aktualny stan wiedzy w zakresie metod tworzenia nitrozylokobalaminy.
Reasumujgc pragng podkresli¢, ze mgr Justyna A. Polaczek w czedci teoretycznej bardzo
wnikliwie przedstawila najbardziej istotne zagadnienia, stanowigce zakres probleméw
poruszanych bezposrednio juz w badaniach objgtych rozprawg doktorskg. Dokonata doboru
aktualnej i bogatej bazy literaturowej (130 pozycji literaturowych). Bardzo pomocnym dla

lektury tej czgsci jak i calej rozprawy jest wykaz stosowanych skrotow utozonych
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alfabetycznym. Logiczne opracowanie tej czgsci rozprawy pozwolito Doktorantce precyzyjnie
sformutowa¢ cele pracy. Wsrdd szezegdtowych celow pozwalajacych Doktorantce rozwigzaé
postawiony problem naukowy wymieni¢ nalezy: i) opisanie nowych reakecji tworzenia
nitrozylokobalaminy; i)  ustalenie ~ wplywu réznych  czynnikéw na przebieg
wewngtizkomorkowego  tworzenia nitrozylokobalaminy; iii) zbadanie i poréwnanie
mechanizméw reakcji modelowych zwigzkow kompleksowych Co(IIl) i Fe(Ill) z nitroksylem.
Realizacje tych ambitnych celow Doktorantka realizowata w oparciu o metody spektroskopowe
i pomiary kinetyczne. Dlatego tez za wartoéciowy czedcia rozprawy doktorskiej uwazam
zwigzlg charakterystyka metod i procedur badawczych, kiéra stanowi dobra podstawe

do analizy wynikow eksperymentalnych.

Czesé oryeinalna pracy

Przedstawia szeroki material badawczy, ktory stanowi bazg do dyskusji
i formulowania wnioskow koncowych. Zgodnie z tematem rozprawy doktorskiej, Autorka
w badaniach swoich skoncentrowala si¢ na opracowaniu mechanizmu wewngtrzkomorkowego
otrzymywania nitrozylokobalaminy poprzez: i) redukcje nitrokobalaminy  kwasem
askorbinowym w pH <5; ii) reakcji akwa/hydroksybobalaminy z nitroksylem uwalnianym
przez kwas Piloty’ego; iii) bezposredniej reakcji akwa/hydroksybobalaminy z kwasem
Piloty’ego w obojetnym pH. Bogaty materiat eksperymentalny zaprezentowany jest w sposob
przejrzysty z wykorzystaniem schematéw i widm, natomiast wnikliwa i logiczna dyskusja
wynikow $wiadezy o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Do  niewgtpliwych  osiggnie¢ wséréd bogatego  materiatu doswiadczalnego
prezentowanego w tej czgsci pracy na poziomie badan miedzynarodowych nalezy zaliczyc¢:
i) wykazanie réznych Sciezek tworzenia nitrozylokobalaminy i opisanie ich mechanizmdw;
ii) przedstawienie szerokiej i bardzo merytorycznej dyskusji nad czynnikami determinujgcymi
przebieg wewnatrzkomoérkowego tworzenia nitrozylokobalaminy; iii) wykazanie roli
azotanow(Ill) w biologicznej kontroli procesoéw redoks; iv) wnikliwa analiza wynikow

cksperymentalnych, ktéra wzbogaca chemig bionieorganiczng i koordynacyjng o nowg wiedze.
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W trakcie lektury rozprawy doktorskiej nasunely mi sie pewne pytania i problemy
do wyjasnienia:
Question and problems for discussion:
1) how did you check the presence of free radicals propose in the mechanistic interpretations?
2) ascorbic acid proved to be the best reducing agent for nitrosylcobalamin. How would you
explain it?

Podsumowujgc swojg recenzje stwierdzam, ze cel pracy zostal w pelni zrealizowany,
a otrzymane wyniki w istotny sposob przyczynily sie do zglebienia wiedzy na temat kobalaminy
1 wewngtrzkomérkowych procesow zachodzacych z jej udzialem. Wiekszogé wynikow
prezentowanych w rozprawie doktorskiej zostalo wczesniej opublikowanych z udziatem
Doktorantki w wieloautorskich artykutach w czasopismach z bazy JCR o zasiegu swiatowym:
J. Biol. Inorg. Chem., (3 — dwie prace opublikowane jedna wystana do druku); J. Coord. Chem.,
(1). W dwoéch publikacjach z zakresu tematyki rozprawy doktorskiej mgr Justyna A. Polaczek
Jest pierwszym autorem. Dorobek naukowy Doktorantki uzupetnia 13 prezentacji posterowych
na konferencja krajowych i miedzynarodowych.

Reasumujge, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
z nadmiarem spelnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim zawarte w art. 13 Ustawy
z dnia 14.03.2003 r. (Dz.U. 2003 r. numer 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) o tytutach
1 stopniach naukowych i z calym przekonaniem stawiam wniosek Radzie Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Jagiellofiskiego o dopuszczenie Pani mgr Justyny A. Polaczek do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorge pod uwage wysoka wartosé merytoryczng
rozprawy 1 dotychczasowe osiggnigcia naukowe Doktorantki, szczegdlowo przedstawione
w podsumowaniu recenzji, wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu

Jagiellonskiego o jej wyrdznienie.

ke —
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