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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Moniki Wanat zatytutowanej ,Zastosowanie rentgenowskiej analizy
strukturalnej i metod krystalografii kwantowej w badaniach krysztatéw zwigzkéw o potencjale
farmaceutycznym” (ang. Applications of X-ray structural analysis and quantum
crystallography methods in studies of crystals of substances with potential pharmaceutical
importance).

Praca doktorska zostata przygotowana na Miedzywydziatowych Indywidualnych
Studiach Matematyczno - Przyrodniczych oraz na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego pod kierunkiem promotoréw: prof. dr. hab. inz. Krzysztofa Wozniaka oraz
prof. dr. hab. Rafata Sicinskiego. Doktorantka umiejetnie potaczyta gtéwne nurty prac
badawczych w zespotach obu promotoréw i w ten sposéb swoje wszechstronne umiejetnosci
postugiwania sie zaawansowanymi metodami krystalografii kwantowe] wykorzystata
w badaniach strukturalnych analogéw witaminy D i ich prekursoréw.

Tematyka badawcza doskonale wpisuje sie w aktualne trendy badan
interdyscyplinarnych, gdzie réznorodne, najnowsze techniki i metody badawcze
wykorzystywane sg w celu wyjasnienia intrygujacych zjawisk przyrodniczych. W przypadku
niniejszej rozprawy szeroko pojete badania strukturalne z wykorzystaniem promieniowania
rentgenowskiego czy neutronowego pozwalajg na zrozumienie szeregu aspektéw
zwigzanych z aktywnoscig biologiczng uktadéw witaminy D na poziomie atomowym a nawet
elektronowym. Niewatpliwie zastosowanie coraz doktadniejszych modeli strukturalnych
z wykorzystaniem mozliwosci, jakie daje krystalografia kwantowa, przyczyni sie do rozwoju
wielu nowatorskich koncepcji w badaniach nad substancjami o znaczeniu farmaceutycznym.

Struktura rozprawy

Praca doktorska przedstawiona do recenzji jest monotematycznym cyklem publikaciji
opatrzonym komentarzem Doktorantki. Cata rozprawa, podobnie jak materiaty publikacyjne,
na ktoérych jest oparta, zostata napisana w jezyku angielskim.

Uktad pracy jest logiczny i odpowiada standardom dla doktoratéw opartych na zbiorze
publikacji. Dysertacja rozpoczyna sie od podzigkowan Doktorantki za wspotprace w ramach
projektdw badawczych i wsparcie w trakcie powstawania doktoratu. Badania naukowe nie
bytyby mozliwe gdyby nie finansowanie z zewnetrznych zrédet. Doktorantka otrzymata grant
Preludium oraz Etiuda a takze uczestniczyta w grancie Maestro, ktérego beneficientem byt
promotor prof. dr hab. Krzysztof Wozniak. Waznym osiggnieciem byto otrzymanie przez
Panig Wanat stypendium dla wybitnych mtodych naukowcéw sponsorowane przez Ministra
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Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz uzyskanie kilku innych stypendiéw finansowanych m.in.
przez Uniwersytet Warszawski. Kolejna strona zawiera tytut rozprawy w jezyku polskim oraz
liste publikacji wechodzacych w sktad dysertacji, a takze tych poza gtébwnym nurtem badan.
Nastepnie jest abstrakt w jezyku angielskim i nieco bardziej rozbudowane podsumowanie
w jezyku polskim. Dopiero na stronie 17 zostat umieszczony spis stresci, co jest jednak lekko
ktopotliwe dla czytelnika z powodu trudno$ci z odszukaniem doktadnie tej strony.
Po spisie tresci jest lista skrotdw, a po niej zaczyna sig wtasciwa numeracja kolejnych
rozdziatdbw. Pierwszy rozdziat to wstep bedacy zarazem gtéwng czescig wiasciwego
autoreferatu. Na 19 stronach Doktorantka przedstawita zarys najwazniejszych zagadnien
poruszanych w publikacjach, potrzebnych do zrozumienia tematyki pracy. Pani Wanat
napisata ten rozdziat w sposéb zwigzty, a jednoczed$nie wyjatkowo przystepny oraz
zrozumiaty. Przeglad rozpoczyna sie od omowienia roli krystalografii w badaniach
farmaceutycznych oraz zdefiniowata szeroko pojetg krystalografie kwantowg wedtug
najnowszych doniesien literaturowych. Bardzo podoba mi sie opinia Doktorantki,
ze krystalografia kwantowa to krystalografia poza modelem atoméw niezaleznych
(ang. Independent Atom Model, 1AM), czego dowodzi Jej rozprawa doktorska. Pozostajgc
w nurcie krystalografii kwantowej kolejne podrozdziaty przyblizajg = podstawy
wykorzystywanych w badaniach modeli tj. modelu multipolowego (ang. Multipole Model,
MM), modelu deformacyjnej gestosci elektronowej zorientowanej na wigzania (ang. Bond
Oriented Deformation Density, BODD), modelu atoméw Hirshfelda (ang. Hirshfeld Atom
Refinement, HAR), modelu przenaszalnych atoméw asferycznych (ang. Transferable
Aspherical Atom Model, TAAM) oraz modelu wynikajgcego z udokfadnienia normalnych
moddéw (ang. Normal Mode Refinement, NoMoRe). Ostatnie podrozdziaty dotyczg zagadnien
zwigzanych z witaming D. Drugi rozdziat to cele pracy doktorskiej, wsréd ktérych za
najwazniejsze nalezy wuznaé okreSlenie poprawnoéci wyzej wymienionych modeli
w odniesieniu do nisko- i wysokorozdzielczych danych dyfrakcyjnych (cel metodologiczny)
oraz zastosowanie tych modeli w analizie strukturalnej analogéw witaminy D (cel
aplikacyjny). Zgodnie z zaproponowanym podziatem, na rozdziat trzeci zwigzany z celem
metodologicznym sktadajg sie dwie publikacje stanowigce tzw. trzon rozprawy doktorskiej,
a rozdziat czwarty to kolejne trzy publikacje zwigzane z celem aplikacyjnym. Mojg opinie
merytoryczng zamieszczam w dalszej czesci. Rozdziaty pigty i szésty to odpowiednio
wnioski oraz wykaz literatury obejmujacy 101 pozycji cytowanych we wstepie rozprawy
doktorskiej. W tym miejscu, na stronie 132 mozna uznaé, ze nastgpuje swoisty koniec
rozprawy doktorskiej ale jak sie okazuje to zaledwie okoto 40% catej pozycji. Dalej
w suplemencie A zostaty zamieszczone o$wiadczenia wspdtautoréw, z ktérych
jednoznacznie wynika wiodacy udziat Pani mgr Wanat we wszystkich pieciu publikacjach.
Co warte podkreslenia, Doktorantka jest pierwszym autorem we wszystkich tych artykutach.
Najbardziej obszerny rozdziat 8 (suplement B) (strony od 140 do 311) to materialy
uzupetniajgce do publikacji wechodzacych w sktad dysertacji. Jak sie zatem okazuje ogrom
informacji w postaci tabel i rysunkéw ilustrujgcych wnikliwe poréwnanie badanych modeli
strukturalnych znajduje sie poza gtéwng trescig publikacji. Niewatpliwie te materiaty
uzupetniajgce stanowig dowdd ciezkiej i zmudnej pracy Doktorantki. Za zwigztymi wnioskami
dotyczacymi poréwnania wielu metod i modeli kryje sie wnikliwa i dogtebna analiza wielu
parametrow strukturalnych i wskaznikéw poprawnosci udoktadnienia struktur. Ponadto
w suplemencie prac nad analogami witaminy D dominujg schematy oddziatywan
miedzyczasteczkowych oraz wizualizacja ram energetycznych w odniesieniu do
najwazniejszych sktadowych oddziatywan miedzyczgsteczkowych w badanych krysztatach.
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Ocena merytoryczna

W pierwszym artykule z kategorii badan metodologicznych opublikowanym w Acta
Crystallographica B (2021), dla trzech substancji o znaczeniu farmaceutycznym, 1-oksa-4-
azatricyklo[5.2.1.0*°|dec-8-eno-3,5-dionu,  ksylitolu oraz metylouracylu, Doktorantka
zaproponowata nastepujgce modele gestosci elektronowej: model deformacyjnej gestosci
elektronowej zorientowanej na wigzania (BODD), model uzyskany z udoktadnienia atoméw
Hirshfelda (HAR), model przenaszalnych atoméw asferycznych (TAAM). Do udoktadnienia
tych modeli wykorzystata niskorozdzielcze dane dyfrakcyjne (d=0.8A) zebrane przy uzyciu
promieniowania molibdenowego i miedziowego. Modelem odniesienia dla struktury kazde;j
substancji byt model uzyskany z udokfadnienia danych neutronograficznych. Poprawno$é
modeli zostata zweryfikowana poprzez szczegétowe pordéwnanie kluczowych parametrow
geometrycznych analizowanych czgsteczek (np. dlugosci wigzan, miary katow
walencyjnych), objetosci parametrow przesunie¢ atomowych oraz warto$ci koncowych
parametrow udokfadnienia (np. wartosci resztkowych gestodci elektronowych czy
wskaznikéw niezgodnosci).

W kolejnym artykule opublikowanym w Molecules (2021) Doktorantka zastosowata
podobne kryteria do oceny poprawnos$ci modeli gestosci elektronowej tych samych trzech
substancji, z tg roznica, ze zamiast modelu BODD udokfadnita model multipolowy (MM),
model HAR wzbogacita takze o zastosowanie udoktadnienia normalnych modéw (NoMoRe),
a wszystkie udokfadnienia przeprowadzita wykorzystujgc wysokorozdzielcze dane
dyfrakcyjne.

Pozytywne wrazenie zrobito na mnie zréznicowanie modeli wynikajgce
z zastosowania réznych sposoboéw traktowania atoméw wodoru (izotropowo, anizotropowo,
anizotropowo z wykorzystaniem opcji SHADE, ang. Simple Hydrogen Anisotropic
Displacement Estimator; lub NoMoRe, itd.). Doceniam ogrom pracy jaki Doktorantka wtozyta
w bardzo szczegétowe i wyczerpujace opisy procedur tworzenia modeli, ich udoktadnienia
i analizy porébwnawczej w formie tabel i rysunkéw. Realizacja celu metodologicznego
wymagata od Niej umiejgtnosci interpretacji ogromnej liczby wynikéw. W efekcie Doktorantka
przedstawita wiele ciekawych wnioskéw ptynacych z tak przeprowadzonych badan.
Za najwazniejsze uwazam potwierdzenie poprawnos$ci modeli udoktadnianych z uzyciem
niskorozdzielczych danych dyfrakcyjnych oraz wyszczegélnienie systematycznych btedow
zwigzanych z takim sposobem udokfadnienia. Mozna $miato stwierdzi¢, ze metoda HAR
wydaje sie by¢ najbardziej uniwersalng metodg uzyskiwania doktadnego modelu
strukturalnego dla niskorozdzielczych danych.

Trzy artykuty z serii zastosowania metod krystalografii i krystalografii kwantowe;
w badaniach dotyczgcych analogéw witaminy D (PRI-1730, PRI-1731, PRI-1732, BNR-1,
SYN-1G) i ich produktéw posrednich (dwa diole i sulfon) ukazaty sie w Crystal Growth and
Design (2018) i dwukrotnie w Molecules (2020, 2022). Pierwsze doniesienia bazujg na
zastosowaniu podstawowego modelu strukturalnego IAM w rozwazaniach dotyczacych
konformagcji uktadéw pierécieniowych badanych czasteczek oraz schematéw upakowania
czasteczek w krysztatach. Bardzo pomocne okazaly sie tutaj obliczenia energii par
czgsteczkowych z zastosowaniem metod kwantowo-chemicznych oraz ich wizualizacja za
pomocg ram energetycznych. W ten sposéb Doktorantka wyjasnita, ze konformacja B
pierécienia A jest preferowana ze wzgledu na oddziatywania grup hydroksylowych, co z kolei
determinuje nizsza energie takiego utoZzenia w poréwnaniu z konformacjg o. Poza tym
wykazata wptyw grupy metylenowej na schemat wigzan wodorowych w badanych
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strukturach analogdw witaminy D, a w konsekwencji na wtasciwosci tych zwigzkdéw.
Szczegbtowa analiza wigzan wodorowych i ich energii z podziatem na sktadowe przyczynita
sie potwierdzenia bezposrednich relacji struktura-oddziatywania pomiedzy analogami
witaminy D i ich prekursorami. Miedzy innymi dzieki takim zaleznosciom mozliwa bytfa
rekonstrukcja gestosci elektronowej analogéw witaminy D (PRI-1730 oraz PRI-1731) za
pomocg modelu przenaszalnych atoméw asferycznych (TAAM) przy uzyciu danych
niskorozdzielczych. Dla krysztatbw analogédw witaminy D lepiej rozpraszajgcych
promieniowanie rentgenowskie (BNR-1, Syn-1G) Doktorantka uzyskata wysokorozdzielcze
dane dyfrakcyjne, na podstawie ktérych udokfadnita model multipolowy. Wglad w strukture
elektronowg kluczowych uktadéw zwigzanych z witaming D daje zdecydowanie wigksze
mozliwosci niz podstawowy model strukturalny I1AM.

Podsumowujac ocene merytoryczng chciatabym podkresdlié, Zze niektére modele
strukturalne zastosowane przez Panig Wanat w Jej badaniach sg po prostu skomplikowane
i w wielu przypadkach zapewne trudne do odtworzenia, chociaz czytajgc artykuty naukowe
czy rozprawe doktorskg mogg sie wydawaé proste. Dzieje sie tak dlatego, Zze sukces
w badaniach strukturalnych na poziomie krystalografii kwantowej wymaga przezwycigezenia
wielu kluczowych i krytycznych aspektéw, poczawszy od jakosci probek monokrystalicznych,
przez eksperyment rentgenowski i doswiadczenie w redukcji danych dyfrakcyjnych (tutaj
w gre wchodzi takze umiejetnosé radzenia sobie z danymi synchrotronowymi,
neutronograficznymi, itd.), kofnczac na konstruowaniu zaawansowanych modeli gestosci
elektronowej badanych czasteczek. W tym miejscu pragne réwniez zwréci¢ uwage, ze nadal
w Strukturalnej Bazie Danych Cambridge (CSD) deponowane sg struktury, dla ktérych brak
jednoznacznie okreslonych pozycji atoméw wodoru, natomiast w pracach Doktorantki
wigkszo8¢ analizowanych modeli strukturalnych ma atomy wodoru udoktadniane
z anizotropowymi parametrami przesunieé, co na razie jest standardem dla atomoéw
niewodorowych. Z kolei réznorodnos$é zastosowanych metod doskonale uwypukla niezwykte
umiejetnosci  Doktorantki w  postugiwaniu sie najnowszym i specjalistycznym
oprogramowaniem w dziedzinie szeroko pojetych badan strukturalnych wykorzystujgcych
metody krystalografii kwantowej.

W tym kontek$cie podziat doktoratu na dwie podstawowe czeséci, metodologiczng
i aplikacyjng, wydaje sig doskonatym pomystem, gdyz pozwolito Doktorantce najpierw
udoskonali¢ warsztat badacza, a potem wykaza¢ jego uzytecznos$é, tutaj konkretnie
w badaniach nad zwigzkami o potencjalnym znaczeniu farmaceutycznym.

Ponizej przedstawiam kilka komentarzy na temat zauwazonych niescisto$ci w rozprawie,
ktére w Zaden sposdb nie obnizajg wysokiej wartosci merytorycznej recenzowanej pracy.

e W wykazie skrétdow pojawito sie niefortunne rozwiniecie skrétu CSD jako Crystal
Structure Database zamiast Cambridge Structural Database. Prawdopodobnie btad
wynika ze skojarzenia bazy ze strukturami krystalicznymi, ktére tam sg deponowane
gdyz na stronie 14 w polskiej wersji streszczenia nazwa ta jest juz przytoczona
prawidiowo.

e Systematycznie w autoreferacie skrot QTAIM jest rozwijany do Atom In Molecules
zamiast Atoms In Molecules.

e Na stronie 29 wyrazenie pozwalajgce szacowaé energie¢ wigzania wodorowego na
podstawie gestosci energii potencjalnej zostato skrytykowane w literaturze fachowej
jako mato doktadne i wiarygodne. Uwazam, ze odnosénik literaturowy M. Spackman,
How reliable are intermolecular interaction energies estimated from topological
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analysis of experimental electron densities? Cryst. Growth. Des. 2015, 15, 5624-
5628, powinien by¢ cytowany przez Doktorantke w podrozdziale 1.2.3 by obiektywnie
przedstawi¢ omawianie zagadnienie.

e W rozdziale 6, gdzie zostaty zebrane odno$niki literaturowe do prac cytowanych
w autoreferacie, Doktorantka pomineta kilkanascie identyfikatoréw publikacji
w postaci adresu URL odsytajgcego do wyszukiwarki DOI, ktére zdecydowata sie
zastosowa¢ jako informacje uzupetniajagcg do  podstawowych  danych
bibliograficznych. Ma to miejsce dla pozycji 11, 12, 28 i wielu innych.

Korzystajac w przywileju bycia recenzentem chciatabym wywotaé dyskusje publiczng
z Doktorantkg w oparciu o zagadnienia gtéwnie eksperymentalne, ktére zwrdcity mojg uwage
w trakcie czytania rozprawy.

e Po pierwsze, analizujgc sposoby pozyskiwania danych dyfrakcyjnych do
badan, zwrécitam uwage, ze wiele pomiaréw zostato wykonanych przez
Doktorantke. Analizy poréwnawcze modeli strukturalnych obejmowaty dane
dyfrakcyjne  zebrane z  uzyciem promieniowania miedziowego
i molibdenowego dla réznych krysztatdbw. W zadnym przypadku nie
doszukatam sie jednak poréwnania modeli dla tego samego krysztatu. Pragne
zatem dopytaé, z czego wynika brak analizy poréwnawczej majgcy na celu
zbadanie odtwarzalno$ci modeli z uzyciem promieniowania CuKo. i MoKoi?

e Po drugie pozostajgc przy kwestii eksperymentu rentgenowskiego, trzy
substancje zaproponowane w analizie poréwnawczej réznych modeli
strukturalnych, nie zawieraty atoméw ciezkich, innych niz C, N i O. Natomiast
wérod analogéw witaminy D i ich prekursoréw mozna napotkaé strukture
sulfonu, w ktérej jest obecny atom siarki. Dla modeli strukturalnych tej
substancji parametry koncowe udoktadnienia sg wyraznie podwyzszone
w stosunku do pozostatych zwigzkéw, co jest efektem spodziewanym
chociazby ze wzgledu na wzgledu na obecno$¢ atomu siarki. Chciatabym
zapyta¢, jakie czynniki miaty wptyw na wybér substancji testowych? Czy
Doktorantka brata pod uwage wplyw innych czynnikéw jak np. obecno$é
atoméw cigzkich w strukturze na rozrzut wynikéw koncowych analizy
porownawczej? Wiagze sie z tym tez wybdr promieniowania rentgenowskiego,
gdy wspotczynnik absorpcji u jest wysoki.
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Whniosek koncowy

Pani mgr Monika Wanat w swojej rozprawie doktorskiej pt. ,Zastosowanie rentgenowskiej
analizy strukturalnej i metod krystalografii kwantowej w badaniach krysztatéw zwigzkéw
o potencjale farmaceutycznym” zaprezentowata nowe i oryginalne wyniki swoich badan
naukowych. W mojej ocenie praca spetnia wymagania okreslone w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003r. nr 65 poz. 595 wraz z pdzniejszymi zmianami).
Zatem wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu
Warszawskiego o dopuszczenie Pani mgr Moniki Wanat do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ponadto ze wzgledu na wysokg warto§¢ naukowg recenzowanej przez mnie pracy
doktorskiej wnioskuje o jej wyrdznienie. Stosowne pisemne uzasadnienie wniosku
przedktadam w oddzielnym dokumencie zgodnie z zasadami wyrézniania prac doktorskich
przyjetymi przez Rade Naukowg Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Warszawskiego.
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WNIOSEK O WYROZNIENIE

rozprawy doktorskiej mgr Moniki Wanat zatytutowanej ,Zastosowanie rentgenowskiej analizy

strukturalnej i metod krystalografii kwantowej w badaniach krysztatéw zwigzkéw o potencjale
farmaceutycznym”.

Whniosek argumentuje bardzo wysokim poziomem merytorycznym rozprawy
doktorskiej. Doktorantka wykazata sie ogromng wiedzg z krystalografii kwantowej oraz
umiejetnosciami zastosowania réznorodnych modeli gestosci elektronowej w badaniach
krysztatdw zwigzkéw o potencjale farmaceutycznym, a takze umiejetng interpretacjg
wynikéw analiz poréwnawczych.

Za najwazniejsze osiggniecie Doktorantki uwazam potwierdzenie poprawno$ci modeli
udoktadnianych z uzyciem niskorozdzielczych danych dyfrakcyjnych oraz wyszczegdlnienie
systematycznych btedéw zwigzanych z takim sposobem udokfadnienia. Niewatpliwie
w literaturze fachowej brakowato usystematyzowanych badan w tym zakresie. Pani mgr
Wanat dostarczyta wielu uzytecznych schematéw zastosowania zaawansowanych modeli
strukturalnych, ktére mogg byé wykorzystywane przez krystalograféw na catym $Swiecie.
Ponadto, uzycie przez Doktorantke metod chemii kwantowej przyczynito sie do opisania
zmian konformacyjnych pierécienia A w strukturze analogéw witaminy D, co byto dotad
niewyjasnionym zagadnieniem w literaturze.
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