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Recenzja rozprawy doktorskiej w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych,
w dyscyplinie nauki chemiczne, pani magister Klaudii Stachowiak,
pt.: "REAKCJE KOMPLEKSOWANIA CUKROWYCH POCHODNYCH
URYDYNO-5'-DIFOSFORAN - CHARAKTERYSTYKA SPEKTRALNA
ORAZ BADANIA AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ”

Rozprawa powstata na Wydziale Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza, w Zaktadzie
Chemii Koordynacyjnej, promotorzy: prof. dr hab. Renata Jastrzab i dr Michat Zabiszak.

Podstawgq wydania opinii jest pismo prof. dr hab. Macieja Kubickiego, Dziekana Wydziatu
Chemii, Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu, z dnia 18.07.2025 r.
(L.dz. WCH/162/AK/2025).

Wprowadzenie

Rozprawa doktorska Pani Mgr Klaudii Stachowiak wpisuje sie w tematyke
badawcza Zaktadu Chemii Koordynacyjnej, w ktorym praca zostata wykonana: badania
potencjometryczne i spektralne fosforylowanych pochodnych bioczgsteczek, ich
wiasciwosci koordynujacych jony metali. Jest podsumowaniem kilkuletnich badan nad
procesami kompleksowania w uktadach zawierajacych cukrowe pochodne urydyno-5’'-
difosforanu z jonami metali d-elektronowych o znaczeniu biologicznym. Praca odnosi sie
do wspotczesnych problemdéw naukowych. Jak informuje Autorka we wstepie, ,cukrowe
pochodne urydyno-5'-difosforanu: urydyno-5'-difosfoglukoza, urydyno-5'-difosfo-N-
acetyloglukozamina czy urydyno-5'-difosfogalaktoza odgrywajg  kluczowa role
w prawidtowym funkcjonowaniu organizmédw zywych. Jako donory jednostek cukrowych,
majq istotne znaczenie w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych i nowotworowych,
dlatego enzymy zaangazowane w synteze tej grupy u bakterii stanowig potencjalny cel
terapeutyczny w procesach projektowania lekow przeciwbakteryjnych”. Istotna jest
réowniez rola jondw metali przejsciowych, gtéwnie: miedzi, cynku, zelaza, kobaltu manganu
i niklu w prawidtowej pracy organizmu a zaburzenie ich stezenia wystepuje w wielu stanach
chorobowych. Zwiazki metali przejsciowych wykazujg dziatanie przeciwdrobnoustrojowe

wiacznie z indukowaniem $mierci komérek, w tym komdrek nowotworowych. Celowym



wydato sie potaczenie wilasciwosci pochodnych cukrowych urydyno-5'-difosforanu
i wlasciwosci jonow metali d-elektronowych, z ktérych wybrane zostaty trzy: Cu(II), Co(II)
i Ni(II), utworzenie form kompleksowych oraz zbadanie ich wfasciwosci
termodynamicznych i biologicznych. Badania w tym obszarze mogq przyczyni¢ sie do
rozwoju nowych metod terapeutycznych w leczeniu choréb, w tym nowotworowych i to

stato sie celem niniejszej dyzertacji.

Struktura i zawartos¢ pracy

Uktad pracy jest klasyczny, rozprawa skfada sie z 10 czesci i liczy 115 stron,
w tym stron wstepu literaturowego. Kolejna cze$¢ obejmuje cele pracy, materiaty,
metodologie badan, wyniki i ich dyskusje, podsumowanie, streszczenia, literature oraz
dorobek naukowy. Ponadto, praca zawiera spis stosowanych skrotéow i symboli co byto
pomocne w trakcie lektury.
Po krotkim wstepie, wprowadzajacym czytelnika w zagadnienia zwigzane z tematykg pracy
przedstawiono cze$¢ teoretyczng, w sktad ktérej wchodzg podrozdziaty zawierajace
najnowsze doniesienia dotyczace: analogdéw nukleotydéw i nukleozydédw w ujeciu
terapeutycznym, cukrowych pochodnych urydyno-5'-difosforanu i ich znaczenia dla
prawidtowego funkcjonowania organizméw zywych a takze w terapii - chorobach
nowotworowych i cukrzycy, ktéra niestety przyczynia sie do progresji nowotworéw oraz
wielu innych chordb.
Celem pracy byto zbadanie procesu kompleksowania w uktadach zawierajgcych ligandy -
cukrowe pochodne urydyno-5-difosforanu i jony metali bloku d o znaczeniu biologicznym.
Jako ligandy wybrano: kwas urydyno-5'-difosfoglukuronowy, urydyno-5'-difosfo-N-
acetyloglukozamine oraz urydyno-5'-difosfoglukoze a jony metali: Cu(II), Co(II) i Ni(II).
W pracy przewidziane zostaty rdéwniez badania biologiczne uzyskanych form
kompleksowych. W czesci teoretycznej pracy wskazano znaczenie biologiczne wybranych
ligandéw i jonéw metali d w molekutach biologicznych. Scharakteryzowane zostaty krotko
planowane metody badawcze: miareczkowanie potencjometryczne, spektroskopia UV-Vis,
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego NMR i elektronowego rezonansu
paramagnetycznego EPR, spektroskopia dichroizmu kotowego oraz badania biologiczne.
W czesci eksperymentalnej przedstawiono wyniki przeprowadzonych w roztworze badan
kompleksowania cukrowych pochodnych urydyno-5'-difosforanu z jonami Cu(II) Co(II)
i Ni(II) w stosunkach molowych 1:1 i 1:2.
W stosunku réwnomolowym zbadano potaczenia koordynacyjne: jondéw miedzi(II)
z kwasem urydyno-5'-difosfoglukuronowym, z urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozaming
i uruduno-5'-difosfoglukozg. Z jonami Co(II) i Ni(II) badaniom poddane zostaty juz tylko
kompleksy z urydyno-5'-difosfo-N-acetyloglukozaming i urydyno-5'-difosfoglukoza.



Nie znalaztam w pracy informacji dlaczego nie badano komplekséow kwasu urydyno-5"-
difosfoglukuronowego z jonami Co?* i Ni**? Bardzo prosze o wyjasnienie.

W stosunku molowym 1:2 (ligand do jon metalu) przeprowadzono badania dla zwigzkdéw
wymienionych jondéw metali z dwoma ligandami: urydyno-5'-difosfo-N-glukozaming

i urydyno-5'-difosfoglukoza.

Wyniki badan wiasnych

Zakres badan obejmowat przeprowadzenie petnej charakterystyki
termodynamicznej i spektroskopowej wyznaczonych form kompleksowych w roztworze
wodnym. Uzupetnieniem metod chemicznych byty zaplanowane testy biologiczne oparte na
hodowlach komorek (in vitro) w celu oceny cytotoksycznosci otrzymanych zwigzkéw.
Analiza wynikow rozpoczyna sie od analizy wynikéw protonacji ligandow, ich statych
protonacji oraz statych réwnowag, na podstawie ktérych oszacowano potencjalne miejsca
koordynacyjne, w zaleznosci od pH roztworu.
Obecnos$¢ form kompleksowych z jonami miedzi(II), kobaltu(II) i niklu(II) identyfikowano
na podstawie przeprowadzonych badan potencjometrycznych i spektroskopowych
w szerokim zakresie pH, od najnizszych do pH powyzej 10, gdzie dominujq juz formy
wodorotlenkdéw metali. Przeprowadzono komputerowq analize badan
potencjometrycznych, wyniki przedstawiono graficznie w postaci krzywych dystrybucji
a state trwatosci dla poszczegdlnych form kompleksowych zamieszczono w tabelach.
Wyznaczenie statych trwatosci pozwolito na oszacowanie stabilnosci poszczegélnych form
kompleksowych. Dla wszystkich zidentyfikowanych form kompleksowych istniejacych
w okreslonym pH roztworu, przypisano pasma absorpcyjne obserwowane w spektroskopii
UV-Vis. Najpetniej zostaty scharakteryzowane formy kompleksowe, ktére tworzyt jon
miedzi(II) z kwasem urydyno-5'-difosfoglukuronowym i to ta czes$¢ pracy zostata
opublikowana a Doktorantka byta pierwszym autorem. Tu wykonano dodatkowo widma
CD, wykorzystano metode elektronowego rezonansu paramagnetycznego EPR i jadrowego
rezonansu magnetycznego NMR. Na podstawie obserwowanych przesunie¢ pasm UV-Vis
whnioskowano o zmianach w wewnetrznej sferze koordynacyjnej. Na podstawie analizy
pasm CD nie stwierdzono zmian konformacyjnych liganda w badanym zakresie pH=2,5 -
8,0, w roztworach wodnych. Przeprowadzono analize widm *3C i 3!P NMR, przesuniec
chemicznych miedzy wolnym ligandem a jego formami kompleksowymi. Zaobserwowano
zauwazalne zmiany przesunie¢ chemicznych wegla C6’ grupy karboksylowej kwasu oraz
fosforu P2 jednej z grup fosforanowych, wnioskujac na tej podstawie o zaangazowaniu
atomow tlenu zwigzanych z tymi grupami w koordynacje do jonu miedzi(II).
Mam pytanie, czy obecnos¢ paramagnetycznego jonu miedzi(II) w zwigzku nie byta
przeszkodg w analizie widm NMR?
Kontynuujac, na podstawie wykonanych w temperaturze ciektego azotu widm EPR dla

wszystkich form kompleksowych jonu miedzi(II) z trzema badanymi ligandami, nie



zaobserwowano roznic w wygladzie pasm jak i w wartosciach uzyskanych parametrow, g
i A} dla przedstawionych wartosci pH, chociaz na podstawie widm UV-Vis wnioskuje sie o
zmianach zachodzacych w sferze koordynacyjnej jonu.

Kolejne pytanie — w jaki sposéb wyznaczano parametry rozszczepienia spektroskopowego
g i A? Metodq symulacji widma?

W pracy proponuje sie wiaczenie do koordynacji atomoéw azotu pierscienia urydyny wraz
ze wzrostem pH. Szkoda, ze nie wykonano widm EPR w celu $ledzenia tej zmiany. Na
pewno na widmach EPR bytoby to widoczne w postaci zmiany ksztattu pasma sktadowej
prostopadtej jak i rdwnolegtej.

Na podstawie spektroskopii EPR wysunieto inny wazny wniosek, wszystkie formy
kompleksowe z jonem miedzi(II) i badanymi trzema ligandami sg monomeryczne.

Dla form kompleksowych ligandéw: urydyno-5'-difosfo-N acetyloglukozamina i urydyno-
5’-difosfoglukoza z jonami Co(II) i Ni(II) przeprowadzono badania potencjometryczne oraz
przeanalizowano widma UV-Vis.

Analiza poréwnawcza form kompleksowych badanych ligandéw z jonami miedzi(II),
kobaltu(II) i niklu(II) pozwolita na wyciggniecie wniosku, ze w uktadach zawierajacych jony
miedzi(II) i niklu(II) wystepujgq sprotonowane formy kompleksowe i hydroksokompleksy.
Nie zaobserwowano tego dla komplekséw kobaltu(Il), w uktadach zawierajacych jony
kobaltu(II) potwierdzono obecnos$¢ form dimerycznych. W przypadku zbadanych form
kompleksowych z jonami kobaltu(II) i niklu(II) wykazano jedynie niewielkie efekty
przesuniecia pasm na widmach UV-Vis, w poréwnaniu do form kompleksowych badanych
ligandow z jonami miedzi(II).

Dla wybranych komplekséw miedzi(II) z kwasem urydyno-5'-difosfoglukuronowym
i urydyno-5'-difosfo-N-acetyloglukozaming przeprowadzone zostaty wstepne badania
biologiczne. Testy oparte na hodowlach komoérek (in vitro) zostaty wykonane we
wspotpracy z Katedrg Onkologii Wydziatu Nauk o Zdrowiu, Collegium Medicum UMK
w Bydgoszczy. Wstepne wyniki badan wykazaty zwiekszong cytotoksycznos¢, redukujacg
aktywnos¢ metaboliczng, kompleksu miedzi(II) w kwasem urydyno-5'-
difosfoglukuronowym w stosunku do wolnego liganda, wzgledem komoarek raka ptuc-A549
a efekt byl wyraznie zalezny od czasu inkubacji. W przypadku kompleksu miedzi(II)
z urydyno-5'-difosfo-N-acetyloglukozoaming przeprowadzono badania wzgledem komorek
nowotworowych raka pecherza moczowego (linii T24). Nie zaobserwowano istotnych réznic
cytotoksycznosci w poréwnaniu do wolnego liganda.

Przedstawiona dogtebna analiza rozprawy doktorskiej pozwala na stwierdzenie, ze zatozone
cele pracy zostaty osiggniete. Przedstawione wyniki wpisujg sie we wspodtczesne trendy
badan dotyczacych kompleksowania jondw metali przez ligandy o znaczeniu biologicznym,

uzaleznionych wartoscig pH roztworu wodnego.



Z obowigzku recenzenta przedstawiam zaobserwowane biedy pisarskie, niescistosci,
z prosbg o wyjasnienie:

1. W tabelach: 16 - str.67, 21 - str. 96, 23 - str.80, 25 - str.83, 27 - str.89 i 29 -
str.92 i 31 - str.95 Autorka miata pewnie na mysli schemat reakcji a nie reakcje
rbwnowagowg, poniewaz nie zgadza sie bilans fadunkow.

W tabeli 23 brakuje w dwoch pozycjach fadunku jondéw kobaltu.
W tabeli 9, str.51 przedstawiono formy jonowe ligandéw a nie ligandy jak zapisano

Str.55, podpunkt c) - jest ,odwazki HCI”, powinno by¢ ,NaOH”

v A W

Tabela 19, str.73 - przesuniecie chemiczne wegla C6’, jest 0,70 powinno by¢ 0,7 -
co wynika z zataczonej publikacji

6. Rys.25 str.72 powinien mie¢ numer 24

7. Str. 57 - (pKw =-13,78)?

Wymienione omyiki nie umniejszajg wartosci dysertacji.
Podsumowanie

Przedstawione przez Doktorantke wyniki badan i wnioski $wiadczg o pomys$inym
zrealizowaniu celdow rozprawy. Praca doktorska Pani mgr Klaudii Stachowiak stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego a wyniki zostaty opublikowane (publikacja
w zatgczeniu). Doktorantka wykazata sie wiedzg teoretyczng w dyscyplinie i umiejetnoscig
zaplanowania i prowadzenia badan naukowych. Doktorantka jest wspoétautorkg trzech
publikacji, z ktérych jedna, opublikowana w 2024 r., w Molecules jest tematycznie zwigzana
z pracq a Doktorantka jest pierwszym autorem pracy. W publikacji zamieszczone zostaty
wyniki analizy termodynamicznej komplekséw zawierajacych jony miedzi(II) z kwasem
urydyno-5'-difosfo-glukuronowym. Doktorantka jest réwniez wspotautorkg pieciu
monografii, ktére ukazaty sie kazdego roku, poczynajac od roku 2021 do 2025,
w czasopismie Nauka i Przemyst - lubelskie spotkania studenckie, naktadem wydawnictwa
UMCS.

Oceniajac catoksztatt dziatalnosci podkresli¢ nalezy réwniez coroczny udziat Doktorantki
w Sympozjach naukowych ,Nauka i Przemyst” od 2021 r., w konferencjach naukowych
krajowych i zagranicznych , w tym udziat w 44% International Conference on Coordination
Chemistry, w Rimini we Witoszech, w 64th Zjezdzie Naukowym Polskiego Towarzystwa
Chemicznego w Lublinie w 2022 r., w 17th European Biological Inorganic Chemistry
Conference w 2024 r., w Minster, w Niemczech, w Natural Science Baltic Conference,
w 2025 r., gdzie prezentowata wyniki swoich badan w formie komunikatéw ustnych oraz
prezentacji posterowych.

Doktorantka odbyta dwie wizyty studyjne w Hiszpanii, w 2019 r i 2024 r. oraz dwa

miesieczne staze: w 2019 r. -Browar rzemieélniczy ,Nepomucen”, Szkaradowo oraz



Colegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu.

Bardzo pozytywnie oceniam dziatalno$¢ Doktorantki w obszarze popularyzujgcym wiedze
w S$rodowisku poznanskim w ramach Poznanskiego Festiwalu Nauki, Festiwalu Filmu

Chemicznego ,Cinema to Chemia” czy Nocy Naukowcdw.

Whniosek koncowy

Majac na uwadze powyzsze stwierdzam, ze recenzowana praca w petni spetnia
kryteria stawiane kandydatom do stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne oraz wymogi stawiane pracom doktorskim
wynikajgce z Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo i szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.).
Zwracam sie z wnioskiem do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Uniwersytetu
Adama Mickiewicza o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Doktorantki, mgr Klaudii

Stachowiak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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