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RECENZJA

pracy doktorskiej pana mgr Jacka Grebowskiego
p.t. ,Wyznaczenie statych szybkos’ci_ reakcji wysoko hydroksylowanego fulerenu Ceo(OH )36
z produktami radiolizy wody i okreslenie mechanizmu jego oddziatywania na erytrocyty cztowieka”

Przedstawiona do oceny rozprawa skifada sie z 4 publikacji (w tym 3 oryginalnych prac
badawczych), streszczenia, krétkiej listy odnosnikéw literaturowych, wykazu dorobku naukowego
Doktoranta, a takze oSwiadczen wspdtautordéw publikacii.

Najpierw chciatbym odniesc sie do formy przedstawionej rozprawy.

Doktorant skorzystat z mozliwosci, jaka daje obecnie obowigzujaca Ustawa o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, i w miejsce jednolitego
tekstu przedstawit rozprawe w formie spdjnego tematycznie zbioru 4 artykutdw opublikowanych
w czasopismach naukowych. Oczywiscie formalnie jest to jak najbardziej w porzadku. Jako
recenzent musze jednak wyrazi¢ zal, ze Doktorant nie napisat rozprawy w klasycznym znaczeniu
tego stowa, a przeciez ani nowa ustawa ani jej interpretacja w tej kwestii podana przez Centralng
Komisje do Spraw Stopni i Tytutdw tego nie zabrania, ani do takiego rozwigzania nie zniecheca.

Przyjecie takiej formy rozprawy, to znaczy zbioru publikacji, nie utatwia Doktorantowi
udowodnienia, a recenzentowi przekonania sie, ze Doktorant istotnie spetnia wymagania
okreSlone w punkcie 1 artykutu 13 Ustawy. Publikacja naukowa, ze swojej natury zwiezta
i skupiona na szczegdtowym zagadnieniu, ktére jest jej tematem, nie jest optymalnym
narzedziem, ktére umozliwia udowodnienie szerokiej wiedzy teoretycznej w danej dziedzinie, czyli
w tym przypadku m.in. w dziedzinie kinetyki chemicznej i mechanizméw reakcji rodnikowych.
Krotka i zwiezta publikacja najczesciej nie daje tez mozliwosci zaprezentowania petnej, obszernej
i wielostronnej dyskusji nad danym zagadnieniem naukowym, wymienienia i rozwazenia
alternatywnych hipotez i interpretacji oraz petnej dyskusji nad implikacjami otrzymanych
wynikéw. A szkoda, bo jak wykazuje ponizej, przedstawione tu wyniki sg tak ciekawe, ze wydaje
sig naturalng potrzeba i warto$¢ przedstawienia przez Doktoranta ich obszernej dyskusji. Przyjecie
takiej formy rozprawy ogranicza réwniez mozliwo$¢ popisania sie erudycja naukowa,
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umiejetnoscig.  prowadzenia dyskusji naukowej, profesjonalng dojrzatoscia i wreszcie
opanowaniem umiejetnosci  profesjonalnego prezentowania wynikdw, tym bardziej, ze
z oSwiadczer Doktoranta i wspdtautordw nie wynika, ze byt on jedynym Autorem tekstow
publikacji. Pewnym remedium mogtoby by¢ dotaczenie, oprécz streszczenia, bardziej obszernego
przewodnika po publikacjach stanowigcych podstawe rozprawy.

Powyzsze nie jest oczywiscie formalnym zarzutem pod adresem Doktoranta — podkre$lam, ze
z formalnego punktu widzenia Doktorant nie miat obowigzku przedstawienia rozprawy
w klasycznej formie.

Na szczescie, w tym konkretnym przypadku, bardzo wysoka warto$é naukowa rozprawy,
to jest publikacji wchodzacych w jej sktad, a takze zyciorys naukowy i bogaty dorobek
publikacyjny i konferencyjny mgr Jacka Grebowskiego stanowia bardzo solidng podstawe dla
recenzenta do pozytywnej oceny wiedzy i umiejetnosci Doktoranta.

Os$wiadczenia Doktoranta i wspétautoréw zasadniczo spetniajg wymagania okreélone w paragrafie
5 punkt 3 Rozporzgdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r.
w sprawie szczegofowego trybu | warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach
doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora,
cho¢ moim zdaniem w przypadku artykutu nr 1 oéwiadczenia nie sg spdjne i precyzyjne. Trudno
jest na ich podstawie stwierdzi¢, kto byt Autorem koncepcji pracy oraz kto przygotowat kofcowa
wersje manuskryptu tego artykutu. Oéwiadczenia do pozostatych prac nie budza zadnych
watpliwosci.

Chciatbym sig¢ réwniez odnies¢ do dokonanego przez Doktoranta wyboru prac stanowiacych
rozprawe doktorska. Pan mgr Grebowski, jako Autor 10 publikacji, miat z czego wybiera¢. Wydaje
mi sig, ze bez szkody dla spojnosci tematycznej do tych czterech wybranych prac mozna by
dotaczy¢ jeszcze jedna publikacje, zatytutowang The effect of fullerenol on the alkohol
dehydrogenase activity irradiated with X-rays, ktdra ukazata sie w biezacym roku w Radiation
Physics and Chemistry. Ta praca jest w pewnym sensie logiczng kontynuacjg publikacji nr 2 z
rozprawy, gdyz wskazuje, ze gtdwnym mechanizmem dziatania ochronnego fulerenolu jest
faktycznie zmiatanie wolnych rodnikéw, co podkresla znaczenie i wartos¢ pomiaréw kinetycznych

dotyczacych reakcji fulerenolu z rodnikami, czyli wtasnie takich badan, jakie zaprezentowano w
publikacji nr 2.
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Ogdlna ocena rozprawy i dokonah naukowych Doktoranta

Moja ogoina ocena dokonan naukowych pana mgr Jacka Grebowskiego jest bardzo
wysoka. Doktorant opublikowat 10 prac, w tym 8 w miedzynarodowych czasopismach
naukowych o stosunkowo wysokim wspétczynniku oddziatywania (Sredni IF 1,93), jest
wspotautorem 28 komunikatéw konferencyjnych, uzyskat grant typu Preludium z Narodowego
Centrum Nauki, byt takze stypendystq programu Doktoranci — Regionalna Inwestycja w Miodych
Naukowcow, w ramach programu operacyjnego Kapitat Ludzki. Dorobek Doktoranta jest
zdecydowanie ponadprzecietny, zaréwno jesli chodzi o liczbe publikacji i prezentacii
konferencyjnych, jak i wysoki poziom tych prac, opublikowanych w bardzo dobrych czasopismach.

Przedstawiona rozprawa dotyczy ztozonych, interdyscyplinarnych zagadnieri bedacych na
pograniczu biologii, chemii i fizyki, a badania opisane w pracach sktadajacych sie na rozprawe sg
na najwyzszym poziomie, 0 czym oczywiscie miedzy innymi $wiadczy fakt opublikowania ich
w bardzo dobrych miedzynarodowych czasopismach. Uzyskane wyniki sa wazne i ciekawe.
Uwazam, ze stanowig oryginalny i znaczacy wktad do wiedzy na temat bardzo waznej
klasy nanomateriatéow, jakimi sa fulereny i ich pochodne. Wkiad ten jest bogaty
i wielowatkowy, bo dotyczy zaréwno fizykochemii tych zwigzkdw, jak i ich oddziatywan z uktadami
biologicznymi.

Badania zostaty prawidtowo zaplanowane, profesjonalnie wykonane, przy uzyciu nowoczesnych
i adekwatnie wybranych, zawansowanych technik badawczych, a uzyskane wyniki sq w petni
wiarygodne. Analiza i dyskusja wynikéw jest wnikliwa (cho¢ nie zawsze tak szeroka, jak mozna by
byto sobie zyczy¢), a sformutowane wnioski sg poprawne, co nie znaczy, ze z niektdrymi z nich
nie mozna by dyskutowac. Co zastuguje na szczegélne podkreslenie, Autor w swoich
pracach odwaznie formutuje oryginalne hipotezy i w znaczacej czeéci przekonujaco
dowodzi ich prawdziwosci. Mam tu na mysli szczegdlnie nowy mechanizm reakcji rodnikéw
OH z fulerenolem, a takze mechanizm oddziatywania fulerenoli z biatkami bton komérkowych

erytrocytow.

Uwagi szczegdtowe i dyskusia

Przedstawiona rozprawa jest bardzo ciekawa, i dlatego, nie tylko z obowigzku recenzenta, ale
i z powodu mojego autentycznego zainteresowania wynikami uzyskanymi przez Doktoranta,
chciatbym przedstawi¢ kilka uwag krytycznych, o charakterze polemicznym, dotyczacych
poszczegdlnych czesci rozprawy.
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Uzywajac zaawansowanej techniki pomiarowej, jaka jest radioliza impulsowa, Autor wyznaczyt
drugorzedowgq statg szybkosci reakcji rodnikdéw “OH z badanym fulerenolem. Pomiary i obliczenia
zostaty zaplanowane i wykonane poprawnie i uwazam, ze mozna mie¢ pelne zaufanie do
wyznaczonej przez Autora wartosci. Szkoda jednak, ze zabrakto dyskusji, dlaczego, w ramach
radiolizy impulsowej, wybrano metode polegajaca na obserwacji narastania sygnatu
absorpcyjnego produktu, a nie na przyktad bardziej popularng metode kinetyki konkurencyjnej.
Nastgpnie Autor chciat sprawdzic, czy reakcja jest kontrolowana dyfuzyjnie, i w tym celu wyliczyt
teoretyczng warto$¢ dyfuzyjnie kontrolowanej statej szybkosci reakcji "OH z fulerenolem na
podstawie réwnania Smoluchowskiego-Einsteina. Poniewaz tak wyliczona wartoé¢ okazata sie
kilkukrotnie wyZsza od wyznaczonej do$wiadczalnie, Autor przyjat, ze reakcja nie jest
kontrolowana dyfuzyjnie i w dalszej czesci pracy zaproponowat, bardzo zresztg ciekawy, bardziej
zlozony mechanizm reakcji (do ktérego pozwole sobie wrécié w dalszej czesci recenzji). O ile
sposob postepowania jest tu catkowicie poprawny, o tyle mozna mie¢ watpliwoéci co do wartosci
liczbowej otrzymanej z réwnania Smoluchowskiego-Einsteina. Tu pojawiaja sie dwa problemy.
W pracy nie wyjasniono, czy przyjete literaturowe wartoéci wspotczynnika dyfuzji i promienia
reakcji zostaty wyznaczone dla takiego samego fulerenolu jak badany przez Autora, czyli
fulerenolu o takim samym stopniu hydroksylacji. O ile wptyw stopnia hydroksylowania na wymiary
czasteczki jest prawdopodobnie niewielki, to nie wydaje sie stuszne zatozenie o braku takiego
wptywu na wspotczynnik dyfuzji. Mozna przypuszczaé, ze stopien hydroksylacji wplywa na
hydrofilowosc fulerenu, a co za tym idzie na jego oddziatywania z woda jako rozpuszczalnikiem.
Zmiana tych oddziatywan moze modyfikowal strukture i liczbe warstw czasteczek wody
zwigzanych z czasteczka fulerenolu, ktére poruszajac sie razem z czasteczka fulerenolu powoduja
wzrost promienia hydrodynamicznego i wolniejszg dyfuzje. Szkoda, ze Autor nie zmierzyt
wspotczynnika dyfuzji dla badanego fulerenolu, na przyktad za pomoca dynamicznego
rozpraszania Swiatta. Drugi problem to przyjecie zatozenia, ze fulerenol jest rozpuszczony
czasteczkowo w wodzie, czyli ze kazda jego czasteczka osobno porusza sie w roztworze i jest
w petni dostepna do ataku rodnikéw OH, a promien takiej reakcji (w rozumieniu teorii
Smoluchowskiego) jest réwny promieniowi pojedynczej czasteczki. Doniesienia literaturowe
[m.in. Mohan i in. (1998) J.Chem. Soc. Faraday Trans. 94,359-363, ale takze i cytowany przez
Autora artykut Guldiego i Asmusa (1999) Radiat. Phys. Chem. 56, 449-456] dotyczace badan nad
rozpuszczalnymi w wodzie pochodnymi fulerendw wskazuja, ze o ile pochodne zawierajace grupy
karboksylowe i aminowe faktycznie rozpuszczajg sie czasteczkowo i nie majq tendencji do
agregacji, fulerenole wykazujg taka tendencje. Oczywiécie nie znaczy to, ze w konkretnym
badanym przypadku, to jest dla zsyntetyzowanego przez Autora fulerenolu i badanego zakresu
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stezen, mieliSmy do czynienia z daleko posunietym procesem agregacji, ale na podstawie
doniesien literaturowych mozna przypuszczaé, ze mogto tak byé, i szkoda, ze temu faktowi nie
poswigcono w pracy uwagi. Jesli agregacja miata miejsce, to wynik liczbowy otrzymany
z réwnania Smoluchowskiego-Einsteina mogt by¢ opatrzony duzym btedem.

Zaproponowany przez Autora ciekawy i prawdopodobny mechanizm reakcji jest zgodny z danymi
eksperymentalnymi, aczkolwiek powinien by¢ traktowany jako hipoteza, poniewaz nie wykazano
do$wiadczalnie wystepowania zaproponowanego produktu przejéciowego. Trudno oprzeé sie
wrazeniu, ze w publikacji dyskusje alternatywnych mozliwosci wyjasnienia wynikdw, zwlaszcza
danych termodynamicznych, potraktowano nieco zdawkowo. Nie wyjasniono doktadnie czy
i dlaczego Autorzy odrzucajg mozliwos¢ reakcji jednoetapowej z niewielka barierg aktywacyjna.

O ile poprawnos¢ wyznaczenia statej szybkosci reakcji fulerenolu z elektronem uwodnionym nie
budzi watpliwosdi, szkoda ze w publikacji zabrakto chocby kilku zdar dyskusji o tym, czym moze
by¢ spowodowany znaczny wzrost tej wartosci towarzyszacy hydroksylowaniu fulerenu. Podobnie,
prawdopodobnie ograniczenie objetosci publikacji nie pozwolito Autorowi na podijecie nieco
szersze] dyskusji dotyczacej porownania wiasciwosci antyoksydacyjnych (choéby w sensie statych
szybkosci reakcji z "OH) réznych form fulerendw, w tym takze pochodnych hydrofilowych o innej
budowie niz fulerenole, dla ktérych te state szybkosci sa znane m.in. z prac Guldiego i Asmusa,
Mohana i in., Bensassona i in. oraz Lu i in.

U podstaw koncepcji tych prac i w ogdle catej rozprawy lezy idea, ze byé moze w przysztosci
pochodne fulerenu, a w szczegdlnosci fulerenole, znajda zastosowanie terapeutyczne jako
antyoksydanty. Jest to ciekawa idea, ale sadze, ze jej zasadnos¢ nie jest oczywista i wymaga
przedyskutowania, i to w kilku aspektach.

Autor pisze w Streszczeniu, ze sposréd oksydantdw wystepujacych w  komodrkach
najniebezpieczniejszy jest rodnik hydroksylowy. Sadze, ze i ta teza nie jest oczywista i wymaga
dyskusji. Z faktu, ze rodniki te posiadajg bardzo wysoki potencjat oksydacyjny, nie wynika wprost,
Ze to one bezposrednio dokonujg najwiekszych szkéd w komdrkach czy tkankach, czyli z duzq
wydajnoscia atakuja DNA czy biatka, zwlaszcza w warunkach stresu oksydacyjnego o
umiarkowanym nasileniu. Rodniki OH reaguja z szybko$cig kontrolowang dyfuzyjnie niemalze z
kazdg napotkana czasteczka organiczna, a takze i z wieloma jonami metali, i w ten sposdb sg
szybko zmiatane, dlatego tez ich selektywny atak na najwazniejsze komponenty komdrki jest
mato prawdopodobny. Ich droga dyfuzji od miejsca wygenerowania do miejsca reakcji w
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uktadach biologicznych jest bardzo krotka i ich czas zycia jest bardzo krétki (np. w poréwnaniu z
anionem ponadtlenkowym 0,"). To nie przemawia za tym, by same rodniki “OH miaty istotnie w
kazdej sytuacji by¢ najniebezpieczniejszym oksydantem in vivo, by¢ moze z wyjatkiem takich
przypadkdw, jak dziatanie promieniowania jonizujacego o stosunkowo duzej mocy dawki.

Jest oczywiste, ze /n vitro, w wodzie, fulerenole sg skutecznymi zmiataczami rodnikéw °OH, choé
jesli przyjrzeC sie stalym szybkosci reakcji, mozna stwierdzi¢, ze istnieja setki, jeéli nie tysiace
prostych i ztozonych zwiazkéw organicznych i nieorganicznych, ktorych reaktywno$é wzgledem
"OH jest tak samo wysoka lub wyzsza, a sposrdd nich na pewno mozna by wybra¢ co najmniej
dziesigtki lub setki zwiazkow o charakterze nietoksycznym. Powstaje zatem pytanie, na ktdre nie
znajdujemy przekonujacej odpowiedzi w publikacjach Autora, dlaczego akurat fulerenole (do¢
skomplikowane-w otrzymywaniu i kosztowne) miatyby by¢ szczegdinie pozadanymi zmiataczami
rodnikéw OH w uktadach biologicznych.

Ale sadze ze najwazniejsze pytanie jest nastepujace. Z prac Autora (m.in. z cytowanej powyzej
pracy Krokosz i in. w Radiat. Phys. Chem. z biezacego roku) wynika, ze dziatanie ochronne,
antyoksydacyjne, fulerenoli wzgledem rodnikéw °‘OH opiera sie prawdopodobnie na prostej
konkurencji miedzy reakcja *OH z biomolekutami i z fulerenolem. Taka hipoteza ma istotne
konsekwencje dla idei stosowania fulerenoli jako egzogennego antyoksydanta. W komdrkach sg
obecne w wysokich stezeniach naturalne antyoksydanty, na przykfad tiole takie jak glutation,
ktorych state szybkosci reakcji z "OH sa réwniez wysokie. Stezenie tioli w komérkach zwierzecych
jest rzedu 5 milimoli na litr. Powstaje zatem pytanie, jakie musiatoby by¢ stezenie w komdrkach
czy ogdlnie w tkankach podanego z zewnatrz fulerenolu, aby mdgt on wywiera¢ dziatanie
antyoksydacyjne wyraznie wyzsze od tego, ktdre wynika z naturalnej obecnosci endogennych
antyoksydantow. Zaktadajac, ze aktywnos$¢ antyoksydacyjna fulerenolu jest podobna do
aktywnosci tioli, takie stezenie fulerenolu musiatoby byé rzedu 5 milimoli na litr, to jest mniej
wigcej 5 graméw na kilogram masy ciata. Czy jest w ogdle mozliiwe, i w jaki sposob,
wprowadzenie do organizmu takich ilosci fulerenoli, by byty one obecne w tkankach w tak
wysokich stezeniach ? Zakfadajac ze jest to mozliwe, trzeba by zapytaé, czy jest to racjonalne
i bezpieczne. Z drugiej strony, zwtaszcza w publikacji przegladowej (nr 1) Autor podaje przyktady
prac, ktorych wyniki wydaja sie wskazywaé na antyoksydacyjne dziatanie fulerenoli podawanych
w umiarkowanych (choc nie niskich) stezeniach. Jesli tak jest, to czy mechanizmem ich dziatania
w tych przypadkach byto zmiatanie rodnikéw ? Szkoda, Ze te zagadnienia, istotne jak sadze
z punktu widzenia tezy o mozliwosci zastosowania fulerenoli w terapii, nie zostaty szczegétowo
przedyskutowane w rozprawie.
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Chciatbym stanowczo podkredli¢, ze wymienione wyzej uwagi krytyczne maja wylacznie
charakter dyskusyjny i w zadnej mierze nie wptywaja na moja bardzo wysoka ocene
rozprawy doktorskiej.

Podsumowanie

Jak wykazatem powyzej, praca doktorska pana mgr Jacka Grebowskiego dotyczy zagadnien
bardzo istotnych z punktu widzenia poznawczego i praktycznego, a zatozone bardzo ambitne cele
badawcze zostaty w peini zrealizowane. Praca stanowi powazny wkfad do stanu wiedzy na temat
fizykochemii pochodnych fulerenéw i ich oddziatywarh z uktadami biologicznymi. Rozprawa
zawiera istotne elementy nowosci naukowej, a jej elementy zostaty zawarte w wielu publikacjach
naukowych w liczacych sie miedzynarodowych czasopismach naukowych. Analiza przedstawionej
rozprawy, a takze innych prac Autora oraz bogatej listy jego dorobku upowazniajg mnie do
stwierdzenia, ze pan mgr Jacek Grebowski wykazal, iz dysponuje szeroka wiedza,
posiada umiejetno$¢ planowania, prowadzenia i interpretacji wynikéw badan
naukowych o wysokim stopniu ztozonosci, krytycznej oceny uzyskanych rezultatéw,
prowadzenia dyskusji naukowej i formutowania wnioskow.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spelnia formalne wymagania stawiane
rozprawom doktorskim, a w szczegdlnosci wymagania okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki oraz w paragrafie 5 Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22
wrzesnia 2011 r. w sprawie szczegdfowego trybu | warunkow przeprowadzania czynnosci
w przewodach doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu
profesora i wnosze do Rady Naukowej Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie pana mgr Jacka Grebowskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Rozprawa doktorska pana mgr Jacka Grebowskiego zaréwno swoim zakresem, poziomem, jak
i rangg osiagnigtych wynikdw wykracza poza poziom typowych prac doktorskich. Dlatego
zwracam si¢ do Rady Naukowej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego o wyrdznienie tej rozprawy.
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