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Prof. dr hab. Wac aw L. Ko odziejski                      Warszawa, 25 stycznia 2016 r.
Katedra i Zak ad Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej
Wydzia u Farmaceutycznego z Oddzia em
Medycyny Laboratoryjnej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (WUM)

Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Tomasza Pawlaka

pt. „Zastosowanie spektroskopii NMR w ciele sta ym i metod obliczeniowych w badaniach

nieuporz dkowania molekularnego w kryszta ach peptydów i polimerów syntetycznych”.

Przed ona do recenzji rozprawa doktorska prezentuje badania wykonane w Centrum

Bada  Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w odzi. Promotorem

pracy jest prof. dr hab. Marek Potrzebowski z CBMiM PAN.

Rozprawa doktorska mgr. Pawlaka stanowi spójny tematycznie zbiór sze ciu artyku ów

opublikowanych w latach 2012-2015 w znanych mi dzynarodowych czasopismach naukowych z

zakresu chemii fizycznej i fizyki chemicznej. czny wspó czynnik oddzia ywania (Impact Factor

- IF) tych prac jest wysoki, gdy  wynosi 21,9. Prace by y cytowane 34 razy (wed ug bazy Web of

Science, bez autocytowa ). W pi ciu artyku ach mgr Pawlak jest pierwszym autorem, a w jednym

drugim autorem. Z za czonych do rozprawy o wiadcze  wspó autorów wynika, e Doktorant

mia  dominuj cy wk ad w zaplanowanie i wykonanie bada , interpretacj  ich wyników oraz w

przygotowanie publikacji. Wobec tego rozprawa doktorska mgr. Pawlaka spe nia warunki Art. 13,

p. 4 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

z dnia 14 marca 2003 r. wraz z pó niejszymi zmianami, któr  dalej b  nazywa  krótko Ustaw .

Zgodnie z Ustaw  „rozpraw  doktorsk  mo e tak e stanowi  samodzielna i wyodr bniona cz

pracy zbiorowej, je eli wykazuje ona indywidualny wk ad kandydata przy opracowywaniu

koncepcji, wykonywaniu cz ci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wyników tej

pracy…”. Wymieniony zbiór artyku ów jest poprzedzony obszernym omówieniem (66 stron), na

który sk adaj  si  streszczenia w j zyku polskim i angielskim, wst p omawiaj cy motywacj

Autora do podj cia bada , cele pracy, metodologia i wyniki bada  oraz ich podsumowanie.

Nast pnie przedstawione s  kolejno: spis i kopie publikacji sk adaj cych si  na rozpraw ,

wiadczenia wspó autorów, spis wszystkich publikacji mgr. Pawlaka i jego CV naukowe oraz

bibliografia. Ca  rozprawy ma form  oprawionego maszynopisu zawieraj cego spójny

tematycznie zbiór opublikowanych artyku ów b cych podstaw  dysertacji, co jest zgodne z

formalnymi wymogami Art. 13, p. 2 Ustawy.
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ównym celem pracy doktorskiej by o rozwini cie metodologii bada

nieuporz dkowania molekularnego z wykorzystaniem wysokorozdzielczej spektroskopii NMR w

ciele sta ym (ssNMR) oraz oblicze  kwantowo-chemicznych. Podj cie tej tematyki uwa am za w

pe ni uzasadnione. Nieuporz dkowanie molekularne w kryszta ach molekularnych materia ów

syntetycznych i naturalnych jest wa nym problemem, wp ywaj cym czasami powa nie na ich

ciwo ci fizykochemiczne i mo liwo ci aplikacyjne, a tak e na dzia anie biologiczne w

przypadku biomateria ów i substancji czynnych leków. Podobny cel bada  obrali sobie ju  przed

mgr. Pawlakiem inni naukowcy i próbowali go realizowa  swoimi specyficznymi metodami

badawczymi. Oryginalno  pracy Doktoranta polega moim zdaniem przede wszystkim na

wykorzystaniu (1) metody obliczeniowej GIPAW (ang. Gauge Including Projector Augmented

Waves), (2) analizie anizotropii przesuni cia chemicznego (w szczególno ci parametru span

tensora ekranowania) w aspekcie nieuporz dkowania molekularnego i dynamiki molekularnej

oraz (3) zastosowaniu szybkiego wirowania próbki ssNMR pod k tem magicznym (MAS). Trzeba

tu zaznaczy , e sprawy nieuporz dkowania molekularnego i dynamiki molekularnej ci le si

cz  w pracy mgr. Pawlaka. Zosta y zbadane na dobrze wybranych materia ach modelowych:

tripeptydach Tyr-D-Ala-Phe i Tyr-L-Ala-Phe, tetrapeptydzie Tyr-D-Ala-Phe-Gly, pentapeptydach

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met (met-enkefalina) i Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu (leu-enkefalina), -poli(L,L-

laktydzie) dalej oznaczanym skrótem -PLLA i usieciowanych polimerach krzemoorganiczych

(ang. polyhedral oligomeric silsesquioxane, skrót POSS).

Metoda GIPAW jest rozwini ciem klasycznej metody DFT na uk ady periodyczne i jak

ju  wcze niej stwierdzono, znacznie poprawia dok adno  oblicze  przesuni  chemicznych dla

kryszta ów ma ych zwi zków organicznych. Rzeczywi cie, jak pisze Doktorant, nie by a jeszcze

ywana do obiektów makromolekularnych. Dlatego mgr Pawlak postanowi  przetestowa  j  na

zwi zkach o rosn cej masie molowej (od peptydów do polimerów, vide supra) i wykorzysta  j

do przypisania sygna ów ssNMR oraz co bardziej istotne i zdecydowanie nowatorskie, do badania

dynamiki nieuporz dkowania molekularnego przez porównanie z eksperymentalnymi

parametrami ssNMR. Bardzo podoba mi si  ta przemy lana koncepcja bada . Szczególnie

warto ciowym, oryginalnym ich wynikiem jest wykazanie, e wy sz  warto  obliczonego

parametru span tensora przesuni cia chemicznego w gla-13 w stosunku do obserwacji

eksperymentalnych mo na powi za  z dynamik  molekularn  w danym obszarze cz steczki.

Metoda obliczeniowa GIPAW zosta a z powodzeniem zastosowana w procedurze zwanej

krystalografi  NMR. W ten sposób mgr Pawlak udok adni  struktur -PLLA  w  stosunku  do

struktury dyfraktometrycznej, otrzymanej przez innych badaczy technik  dyfrakcji neutronowej,

uzyskuj c dobr  zgodno  symulowanego i eksperymentalnego widma 13C MAS NMR. Jest to
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pierwszy znany mi przypadek zastosowania krystalografii NMR do udok adnienia struktury

krystalograficznej polimeru.

Post p w konstrukcji g owic MAS NMR umo liwia coraz szybsze wirowanie próbki pod

tem magicznym, nawet ponad 100 kHz (tzw. ultra-fast MAS). Wobec tego staje si  mo liwa

bardziej efektywna redukcja lub ca kowita eliminacja (w zale no ci od szybko ci wirowania i

rodzaju materia u) poszerzaj cych sygna y ssNMR oddzia ywa  anizotropowych. Jest to

wyj tkowo wa ne w przypadku silnych homoj drowych sprz  dipolowych 1H-1H

poszerzaj cych linie protonowego ssNMR i wp ywaj cych tak e poprzez „wspó dzia anie” z

heteroj drowymi sprz eniami 1H-13C na szeroko  linii ssNMR w gla-13. Wobec tego przy

bardzo szybkim wirowaniu staj  si  mo liwe nowe, dwuwymiarowe eksperymenty ssNMR, coraz

bardziej przypominaj ce rozdzielczo ci  eksperymenty cieczowe.

Pan Pawlak w pe ni wykorzysta  unikalne wyposa enie aparaturowe ssNMR macierzystej

jednostki (mo liwo  wirowania próbki do ok. 60 kHz) i swoje umiej tno ci w stosowaniu

najnowszych sekwencji impulsowych, zdobyte pod opiek  promotora prof. Marka

Potrzebowskiego. W rozprawie i w za czonych publikacjach, b cych jej podstaw , znajdujemy

widma 2D ssNMR o bardzo dobrej jako ci i wielkim potencjale interpretacyjnym, je li chodzi o

badane obiekty. Zosta y one w ciwie dobrane do rozwi zania konkretnych problemów i

zarejestrowane zarówno z klasycznymi cz sto ciami MAS, np. 1H-13C PILGRIM i 1H-13C

PISEMA (MAS przy 13 kHz), jak i z szybkim wirowaniem (MAS przy 55 kHz, tzw. fast MAS),

np. 13C-13C SHANGHAI oraz 1H-13C  i 1H-15N HETCOR z detekcj  typu inverse i

wykorzystaniem ró nych czasów kontaktu odwrotnej polaryzacji skro nej (CP) od j der rzadkich

do protonów. Chocia  wymienione sekwencje impulsowe ssNMR zosta y opracowane wcze niej

przez innych autorów, to ich wykorzystanie do bada  strukturalnych takich obiektów, w takim

zakresie i do takich celów jak w prezentowanej pracy uwa am za nowo  naukow . Nale y

jeszcze podkre li , e w Polsce tego rodzaju eksperymenty ssNMR s  wykonywane tylko w

grupie badawczej prof. Potrzebowskiego.

Doktorant po wi ci  równie  du o uwagi dodatkowym pracom, niezb dnym do

wykonania swoich nowatorskich bada  lub do ich uzupe nienia, wzgl dnie weryfikacji ich

wyników. Zastosowa  wzbogacenie próbek w w giel-13 i deuter. Rejestrowa  statyczne widma 2H

ssNMR metod  echa kwadrupolowego i analizowa  je w funkcji temperatury w aspekcie dynamiki

molekularnej przez porównanie z widmami symulowanymi programem EXPRESS. Na

wybranych przyk adach tripeptydów porówna  klasyczn  metod  obliczeniow  DFT, metod

ONIOM i metod  GIPAW. Okaza o si , e metoda GIPAW daje najlepsz  zgodno  z wynikami

eksperymentalnymi.



4

Praca doktorska mgr. Pawlaka jest wi c bardzo bogata pod wzgl dem innowacji

metodycznych, a ponadto zawiera wiele nowych, ciekawych informacji strukturalnych

dotycz cych badanych obiektów. Mnie szczególnie zainteresowa a sprawa zachowania struktury

krystalicznej badanego tetrapeptydu po jego odwodnieniu. Desolwatacja zwykle powoduje

zmian  struktury krystalicznej lub powstanie formy amorficznej. Tutaj mamy do czynienia z

zachowaniem struktury krystalicznej, czyli izomorficzno ci  solwatu i desolwatu, chocia  ten

drugi sta  si  bardziej drobnokrystaliczny (szersze refleksy PXRD). Ciekawe s  te  wyniki bada

kompleksów go  (rozpuszczalnik) – gospodarz (POSS) dowodz ce, e obecno  go cia zwi ksza

dynamik  molekularn  w obszarze klatek POSS. W tym przypadku Doktorant przeprowadzi

analiz  parametru span tensora przesuni cia chemicznego krzemu-29 oraz wykona  pomiary 2D
29Si  i 13C CODEX. Badania te s  bardzo interesuj ce ze wzgl du na mo liwo  inkorporacji do

POSS ró nych ma ych moleku  organicznych.

Podsumowuj c zalety merytoryczne recenzowanej pracy doktorskiej mgr. Tomasza

Pawlaka podkre lam jej nowatorstwo metodyczne, bogactwo i du  wag  informacji

strukturalnych na temat badanych peptydów i polimerów oraz nowatorskie zastosowanie metody

GIPAW chemii kwantowej, komplementarnie z szeregiem nowoczesnych sekwencji impulsowych

ssNMR, wspartych w konkretnych przypadkach szybkim wirowaniem próbki z cz sto ci  55 kHz

(nowoczesny hardware ssNMR). Wysoki poziom publikacji odzwierciedla ich sumaryczny IF

wynosz cy oko o 22.

W pracy nie zauwa em adnych b dów lub spraw merytorycznych wymagaj cych

krytycznego komentarza. Poni sze uwagi maj  na celu zwrócenie uwagi Doktoranta na pewne

zagadnienia, które moim zdaniem wymagaj  szczególnej uwagi w tego typu badaniach:

1. Wydaje mi si , co nale oby potwierdzi  analiz  Scherrera dyfraktogramów PXRD lub

badaniem TEM, e niektóre badane próbki musia y zawiera  nanokryszta y, czyli kryszta y o

przynajmniej jednym wymiarze poni ej 100 nm. W przypadku takich krystalicznych nanocz stek

mo emy mie  kilkana cie do kilkudziesi ciu komórek elementarnych na dany wymiar

nanoczastki, co sprawia e z pewno ci  bardzo zaburzona powierzchnia nanokryszta u ma

niebagatelny wp yw na porz dek strukturalny w jego wn trzu. Czyli mo e wyst powa  co  w

rodzaju gradientu nieporz dku strukturalnego, od du ego nieuporz dkowania molekularnego w

pobli u powierzchni do coraz mniejszego w miar  post pu w g b nanokryszta u. Do tego

dochodzi problem rozk adu (zmienno ci) wielko ci kryszta ów i ewentualna solwatacja

powierzchni, zwi kszaj ca jej nieporz dek strukturalny. Moja uwaga dotyczy wi c wp ywu

wielko ci nanokryszta ów na porz dek molekularny sieci krystalicznej, je li mamy do czynienia z

obiektami nanochemicznymi.
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2. Trzeba bra  pod uwag , e rentgenowskie pomiary dyfraktometryczne s  wykonywane zwykle

w niskiej temperaturze (tutaj np. 100 K dla tripeptydów) a pomiary NMR-owskie w temperaturze

próbki wewn trz rotora (zwykle ok. 300 K). Wobec tego w krystalografii NMR trzeba

uwzgl dnia  ró nice strukturalne zwi zane z ró nicami temperatury podczas pomiarów,

zw aszcza spowodowane przez przemiany fazowe (polimorficzne). Z tego te  wzgl du obliczenia

GIPAW maj ce d  do zgodno ci z widmem ssNMR w rzeczywisto ci udok adniaj  struktur

od wersji niskotemperaturowej (startowe dyfraktometryczne parametry strukturalne do oblicze )

do wersji w temperaturze próbki w rotorze, czyli w zasadzie od struktury bardziej sztywnej do

bardziej dynamicznej. Ponadto temperatura próbki wewn trz rotora ssNMR ro nie wraz ze

zwi kszeniem szybko ci wirowania, co przy braku w ciwej kontroli temperatury (czy by a tutaj

stosowana ?) mo e w przypadku fast MAS prowadzi  do zmian strukturalnych.

Podczas obrony doktoratu oczekuj  porównania wyników w asnych Doktoranta

dotycz cych -PLLA z wynikami Chena, Reicherta i Miyoshi z 2015 roku (J. Phys. Chem. B 119,

4552 4563), których ju  nie zd  uwzgl dni  w rozprawie.

Przechodz c do oceny formalnej chcia bym podkre li , e omówienie artyku ów b cych

podstaw  dysertacji jest zwi e, logiczne i rzetelnie przedstawiaj ce najwa niejsze zagadnienia.

W obliczu mojej bardzo wysokiej oceny merytorycznej dysertacji, niestety musz  z przykro ci

zwróci  uwag  na liczne potkni cia edytorskie, zw aszcza literówki i czasami niezr czne

sformu owania. Na przyk ad, pierwsze zdanie rozprawy brzmi: „Przedstawiona dysertacja sk ada

si  ze streszczenia w j zyku polskim i angielskim”. Je li by tak by o, to nie mia bym du o pracy z

recenzj . Natomiast w wa nym rozdziale „Cel pracy” dwa razy widzimy s owo „zawi zków”,

zamiast „zwi zków”. Nie ma sensu wymienia  wszystkich problemów edytorskich. Moje uwagi

formalne przeka  Doktorantowi w bezpo redniej rozmowie. Do widm i tabel nie mam adnych

zastrze .

W podsumowaniu stwierdzam, e przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr.

Tomasza Pawlaka stanowi oryginalne rozwi zanie problemu naukowego oraz wskazuje na du

ogóln  wiedz  teoretyczn  i praktyczn  kandydata w zakresie spektroskopii NMR, chemii

polimerów, krystalografii i chemii kwantowej. Doktorant jest rzetelnym, twórczym i

samodzielnym badaczem, znaj cym dobrze zastosowane metody badawcze. Wyniki pracy

doktorskiej maj  niew tpliwy walor nowo ci naukowej oraz wytyczaj  nowe kierunki bada

strukturalnych z zastosowaniem wysokorozdzielczej spektroskopii NMR w ciele sta ym i

wykorzystania oblicze  teoretycznych. Podkre laj c wysok  jako  i nowoczesny charakter bada

stwierdzam, e rozprawa mgr. Tomasza Pawlaka spe nia konieczne wymagania stawiane przez

Ustaw  rozprawom doktorskim. Zwracam si  w zwi zku z tym do Wysokiej Rady Naukowej

CBMiM PAN z pro  o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapów przewodu doktorskiego.

Ze wzgl du na wysoki poziom merytoryczny bada  prosz  tak e o odpowiednie wyró nienie

pracy doktorskiej.


