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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Anny t.agiewki:
,,Badanie samorzutnych reakcji inwersji chiralnej i peptyzacji wybranych aminokwaséw
bialkowych”

Recenzowana rozprawa powstala w Zakladzie Chemii Ogélnej i Chromatografii Instytutu
Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, jako wynik wspolnych badan Doktorantki i Pani mgr
Agnieszki Godziek, prowadzonych pod kierunkiem Pani Prof. dr. hab. Teresy Kowalskiej (Promotora
P. mgr Lagiewki) i Pana Dr. hab. Mieczystawa Sajewicza (Promotora jednocze$nie przedtozonej mi do
recenzji rozprawy P. mgr Agnieszki Godziek). Wyniki tych badan zostaly opisane we wspolnych
publikacjach, czesciowo z udzialem takze innych Autoréw. Jest zatem oczywiste, ze ocena
indywidualnego dorobku kazdej Doktorantki wymaga postf;powama opisanego w Rozporzadzeniu
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 26 wrzes$nia 2016 r, a polegajacego na przedtozeniu
stosownych oswiadczein wszystkich wspétautorow (Dz. U. z dnia 30.09.2016, poz. 1586).
O$wiadczenia takie, podpisane przez obie w/w Doktorantki, ich Promotoréw oraz innych Autoréw
otrzymatem i stanowig one istotny element oceny kazdej rozprawy, niezaleznie od szczegdtowej
recenzji kazdej z nich.

Sposrod tacznie 13 publikacji, ktorych Pani mgr Anna Eagiewka (Maciejowska) jest
wspotautorem. Doktorantka zadeklarowalta 9 prac jako tematycznie zwigzanych z Jej rozprawg
doktorska. Sze$é z tych dziewieciu publikacji (o numerach 2, 4, 5, 6, 7, 8 w zestawieniu na s. 141-142
rozprawy) réwniez Pani mgr Agnieszka Godziek deklaruje jako tematycznie zwigzane z Jej rozprawg.
Prace te zostaly opublikowane w dobrych czasopismach: Journal of Liquid Chromatography &
Related Technologies (IF ok. 0,6), Journal of Chromatographic Science (IF ok. 1,4 ), Journal of
Planar Chromatography (IF ok. 0,7), Israel Journal of Chemistry (IF ok. 2,2), Reaction Kinetics,
Mechanisms and Catalysis (IF ok. 1,2) oraz Acta Chromatographica (IF ok. 0,6). Pozostate prace
zostaly opublikowane w Current Protein & Peptide Science (IF ok. 3,2), a jedno opracowanie to
rozdzial w wydawnictwie Planar Chromatography — Mass Spectrometry (Taylor & Francis Group).
Deklarowany przez p. mgr Lagiewke udzial w poszczegélnych publikacjach, potwierdzony
o$wiadczeniami pozostatych wspétautoréw, waha si¢ od 20% do 55%, przyjmujgc Srednig warto$¢ ok.
40%. Oczywiscie istotne znaczenie ma takze to, ze obie Doktorantki nie pracowaty z dokladnie tymi
samymi uktadami aminokwaséw, wnoszac zatem swoj indywidualny wkiad merytoryczny do kazdej
publikacji zestaw1ajqcej ich réwnolegle prowadzone badania. Oswiadczenie Prof. I. Epsteina z USA,
dotyczace jego wspétautorstwa w jednej z pubhkacp z wlasnym udzialem 20% jednoznacznie
wskazuje na jego zasadnicza role w opracowaniu teoretycznego modelu dynamiki oscylacyjnej w
badanych przez obie Doktorantki uktadach aminokwasowych. Powyzsze informacje zostang zawarte
takze w jednoczesnie sporzadzanej przeze mnie recenzji rozprawy doktorskiej p. mgr Agnieszki
Godziek.
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Og6lnie rzecz ujmujac, opisane w rozprawie p. mgr bagiewki, jak rowniez p. mgr Godziek,
wyniki badan i ich interpretacja stanowia kontynuacje prowadzonych wczesniej w zespole Pani Prof.
Teresy Kowalskiej studiow nad intrygujacymi zjawiskami niemonotonicznej dynamiki przemian,
jakim w roztworach ulegaly zwiazki z grup profenéw, hydroksykwasow, a takze aminokwasow.
Mozna te procesy od strony fenomenologicznej nazwa¢ oscylacyjnymi, cho¢ Scistosé tej klasyfikacji
wymaga potwierdzenia, iz spetniaja one konkretne mechanistyczne kryteria dynamiki oscylacyjnej,
wymagajace miedzy innymi identyfikacji petli dodatnich i ujemnych sprzezen zwrotnych. Tym razem
przedmiotem badan opisanych w obu recenzowanych rozprawach staly si¢ analogiczne procesy
dotyczace aminokwaséw biatkowych, ulegajacych w warunkach prowadzonych eksperymentéw
samorzutnej peptyzacji. Obie doktorantki stosowaly aminokwasy: cysteing, fenyloalaning,
hydroksyproline i metioning (w postaci odpowiednich enancjomerow lub mieszanin racemicznych),
Pani mgr Lagiewka takze fenyloglicyne, a Pani mgr Godziek — proling, seryne i treonine. Metodyka
eksperymentalna obu prac jest podobna i obejmuje techniki takie, jak: chromatografia
cienkowarstwowa (TLC), takze sprzezona ze spektrometriz mas (TLC-MS), wysokosprawna
chromatografia cieczowa (takze w wersji sprz¢zonej ze spekirometrig mas. HPLC-MS), mikroskopia
optyczna, skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM), turbidymetria, polarymetria, przy czym P.
mgr Lagiewka postugiwata si¢ takze technikg chiralnej chromatografii gazowej, a Pani mgr Godziek -
spektroskopia w podczerwieni.

Po tej wstepnej charakterystyce obu rozpraw przejdg teraz do szczegblowej analizy rozprawy
Pani mgr Anny Lagiewki.

Od strony formalnej rozprawa Pani mgr ELagiewki ma tradycyjny, powszechnie w srodowisku
naukowym akceptowany uklad. Calo$¢ tego obszernego opracowania liczy 148 stron, z czego 57
przypada na czg$¢ literaturows, a 69 na czgs¢ opisujaca badania wiasne. Podany jest takze spis
publikacji wiasnych oraz licznych wystapien konferencyjnych. Spis pozostatej literatury zawiera 186
pozycji. W przekazanej mi zwartej wersji rozprawy zatgczone sg takze kopie publikacji stanowigcych
podstawe ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.

Przejde teraz do omoéwienia czeSci literaturowej. Zawarta jest w niej podstawowa
charakterystyka aminokwaséw (nomenklatura, struktura czasteczek), wzbogacona interesujgcymi
informacjami o ich mozliwej biogenezie. Obowigzkiem recenzenta jest jednak zwrdcenie uwagi na
pewng niescistosé, jaka mogtaby wynikng¢ z dostownej interpretacji rys. 4 sugerujacego, ze jon
obojnaczy istnieje w dokladnie obojetnym srodowisku, podczas gdy pH punktu izoelektrycznego jest
niekoniecznie réwne 7, a przy tym specyficzne dla danego aminokwasu. Oczywiscie rozumiem, iz
schemat ten nalezy interpretowaé w ten sposob, ze przejscie od czystej formy anionowej do czysto
kationowej aminokwasu zachodzi takze poprzez uklad o pH = 7. Z kolei w definicji punktu
izoelektrycznego kluczowe wydaje mi si¢ wskazanie w pierwsze] kolejnosci na dominujace stezenie
formy obojnaczej, zgodnie z zaleceniem IUPAC-u, aby punkt izoelektryczny definiowaé jako
odpowiadajacy zerowemu wypadkowemu tadunkowi obiektu (entity). Nieprecyzyjne, a nawet bledne
jest sformulowanie na s. 11, iz ,,w punkcie tym [izoelektrycznym] roztwér aminokwasu jest
elektrycznie obojetny, w wyniku miedzyczasteczkowej i wewnatrzczasteczkowej kompensacji
réznoimiennych ladunkéw elektrycznych”. Roztwér aminokwasu dla kazdej wartosci pH, podobnie
jak kazdy inny roztw6r w typowych warunkach, jest elektrycznie obojetny jako spelniajacy realng
fizycznie zasade elektroobojetnosci, zgodnie z ktorg tadunek kationéw jest kompensowany tadunkiem
anionow.

Zawarte na s. 12-16 tabelaryczne zestawienie 20 biatkowych aminokwaséw stanowi
pozyteczny, syntetyczny przeglad ich struktur i roli fizjologicznej. Nieco niezrgczne jednak jest uzyte
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w Tab. 1, na s. 12, w odniesieniu do leucyny, sformutowanie, iz ,, zwieksza [ona] stymulacj¢ syntezy”
,,Zwiekszanie” jest bowiem réwnoznaczne ze ,,stymulacjg”.

Na s. 18 rozpoczyna sie ogélna charakterystyka peptydow i tu takze pojawia si¢ pewna
niescistosé, iz ,,peptydy sa polimerami aminokwaséw”, chociaz w nastepnych zdaniach zawarta jest
wyrazna informacja, iz tworzenie peptydu jest reakcjg kondensacji, zatem peptydy sa raczej
polikondensatami niz polimerami aminokwaséw.

Do pewnego nieporozumienia interpretacyjnego, na poziomie kwestii podstawowych, moze
takze prowadzi¢ sformulowanie na s. 19, iz ,,wigzanie kowalencyjne w czasteczce jest tworzone
miedzy atomami w wyniku wzajemnego dzialania elektronéw, ktére przy tym stajg si¢ wspdlne dla
obu taczacych je atoméw”. Elektrony jako czastki ujemnie natadowane odpychajg si¢ i dlatego nie
mozna wylacznie w ten sposob tlhumaczyé wiazania chemicznego — to przyciaganie migdzy
elektronami jednego z atoméw i dodatnio naladowanym jgdrem drugiego atomu jest Zrodiem sity
przyciagajacej oba atomy, czyli efektu wigzacego, a ostateczne wzajemne usytuowanie atomow
wynika z optymalnego bilansu sit przyciagajacych i odpychajgcych, zapewniajgcych osiggniecie
minimalnej energii potencjalnej.

Istotne znaczenie dla merytorycznej treSci rozprawy ma nastgpujacy dalej rozdziat 3
,,Chromatograficzny rozdziat enancjomeréw aminokwaséw”, cho¢ poczatkowe zdanie ,,Naturg Ziemi
charakteryzuje asymetria” jest nieco zagadkowe poprzez swojg 0goélnosé i warto by je uscislié poprzez
odpowiednig argumentacjg.

Merytoryczny charakter ma uwaga odnoszaca si¢ do zdania na s. 34, w ktorym ,absorpcja
molowa enancjomeréw” powinna byé wyrazona jako ,absorbancja”, poniewaz absorpcja jest
zjawiskiem, a absorbancja — jego ilosciowg miara.

Rozdzial 4 czesci teoretycznej: ,,Analiza peptydow technikg spektrometrii mas” jest dobrze
uzasadniony merytoryczng zawartoscia rozprawy w czesci badan wiasnych, w trakcie ktérych ustalana
byla sekwencja aminokwaséw w peptydach. Co jednak oznacza pojecie: ,metoda delikatna™?
Merytoryczng niescistoscig jest uzyte na s. 37 sformulowanie ,,z dofaczonag czgsteczkg protonu”.
Podobnie $cislej niz ,,dlugosé peptydu” brzmialby termin ,,dlugosé CZASTECZKI peptydu” (s. 38).
Ponadto, czy fragmentacji ulegaja wigzania, czy raczej czasteczki, a wigzania ulegaja ZERWANIU (s.
38)?

Stosownej i rozszerzonej oceny wymaga tre$¢ rozdzialu 5, w zamierzeniu majacego
syntetycznie opisaé chemiczne reakcje oscylacyjne. Dostrzegam w tym tekscie wiele merytorycznych
niedcistosci. Nie jest prawda, ze w przebiegu klasycznych (tzn. nieoscylacyjnych) reakcji, w ktorych z
biegiem czasu ilo§¢ substratow maleje, a produktéw rosnie, ,cala reakcja znajduje si¢ w stanie
réwnowagi”. Dopoki stezenie substratow maleje, a produktéw rosnie, stan réwnowagi jeszcze nie
nastapit, uktad do niego dopiero w ten sposob dazy, a gdy go osiagnie, stgzenia reagentow przestang
siec zmienia¢, osiggng bowiem wtedy wartosci rownowagowe, dla ktérych szybkosci reakcji prostych i
odwrotnych ulegng wyréwnaniu. Bardzo nieprecyzyjny jest takze opis reakeji oscylacyjnych. ,,Pewien
nietrwaly produkt przejéciowy”, a raczej produkty powstajg w wigkszosci, jesli nie w praktycznie
wszystkich reakcjach chemicznych, niekoniecznie oscylacyjnych. Cecha homogenicznych reakcji
oscylacyjnych jest natomiast to, ze stezenia tych nietrwatych produktow przejsciowych zmieniajg sie
wiagnie w sposob oscylacyjny. Niejasne jest zdanie: ,,potencjalne rozproszenie energii uwarunkowane
jest ujemnym wkiadem entropii do ukfadu, ktéra jest produktem ubocznym glownego procesu
dyssypatywnego, zwigzanego z duzg produkcja entropii, zgodna z warunkami spetniajgcymi II zasade
termodynamiki”. Ta relacja jest raczej odwrotna - dyssypacja, czyli rozpraszanie energii, zwigzana z
produkcja entropii, jest niezbgdna dla zréwnowazenia spadkow entropii zwigzanych z procesem
oscylacyjnym czy innym rodzajem uporzadkowania. Niezrozumialy jest warunek 3) dynamiki
oscylacyjnej, podany na s. 41: ,,Procesy powinny przebiega¢ wedtug etapowych mechanizméw reakcji,
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a wiec posiadaé petle”. Etapowos$é reakcji nie jest tozsama z pojgciem ,,petli”, tym bardziej ze chodzi
tu o pojecie ,,petli sprzezen zwrotnych”. W istocie chodzi o to, aby w wieloetapowym mechanizmie
reakcji zaistnialy petle dodatnich i ujemnych sprzezef zwrotnych, na przemian dominujgce, przez co
stezenia pewnych substancji najpierw autokatalitycznie rosng, zanim ujemne sprz¢zenie zwrotne na
pewien czas nie powstrzyma i nie odwroci tego wzrostu. Innymi stowy, wzrost stgzenia pewnego
produktu przej$ciowego jest zwigzany z jego autokatalityczng produkcja, a z pewnym opdznieniem
wlacza si¢ ujemne sprzezenie zwrotne, ktére hamuje autokatalizg.

Nie jestem tez pewien, czy — zgodnie z zawarta w tekécie rozprawy informacj¢ - reakcje
oscylacyjne s3 obecne tak dhugo, jak dlugo istnieje zycie na Ziemi, cho¢ materia ozywiona musiala
zapewne w swej dynamice zawiera¢ sprzezenia zwrotne jako podstawowe mechanizmy regulacyjne.
Niejasne zdania na s. 41/42, odwolujace si¢ do prac Hodgkina i Hukleya powinny zawierac
odniesienie do klasycznej pracy Turinga, co nastepuje w tekscie z pewnym opdZnieniem, jest to wige
kwestia logicznej kolejnosci opisu poszczegélnych zagadnien. Informacja o pracach Prigogine’a
powinna byé uscislona w ten sposob, ze zjawiska oscylacyjne moga wystgpowac JEDYNIE poza
réwnowagg termodynamiczng.

Kompletnie niejasne jest zdanie na s. 42: ,,Wiele powstajgcych struktur w przestrzeni uktadow
chemicznych znajdujacych sie poza krytycznym punktem stabilnosci w stosunku do dyfuzji rytmu (?!)
odpowiada organizacji czasowej, ktéra pojawia si¢ poza krytycznym punktem stabilnosci w
nierbwnowagowym stanie stacjonarnym”. Nie bardzo takze rozumiem sformulowanie, iz
,,pozaréwnowagowa niestabilnos¢ jest spowodowana ukladem, a nie jego otoczeniem”. W zasadzie
caty odnos$ny akapit jest nielatwy do zrozumienia. W spdjnej prezentacji nalezato, po pierwsze, gladko
przejsé od struktur czasowych, czyli od oscylacji stanu ukfadu jako catosci w funkcji czasu,
omawianych wezesniej, do struktur (takze) dyssypatywnych, realizujacych si¢ takze lub wylacznie w
funkcji wspotrzednej przestrzennej. To o tych ostatnich pisal m. in. Alan Turing swej fundamentalnej
pracy z 1952 r.: “The Chemical Basis of Morphogenesis”. Po drugie, cate to zagadnienie moze by¢
ogblnie opisane w bardzo prosty sposéb: oscylacje wylacznie w funkcji czasu oznaczaja, iz stan
stacjonarny uktadu dyssypatywnego jako catosci utracit stabilnosé na rzecz oscylacji - w ten sam
sposéb w calej objetosci uktadu. Istnieje takze mozliwos¢, iz utrata stabilno$ci zachodzi na drodze
szczegblnego wspotdziatania kinetyki reakcji chemicznej o odpowiednej charakterystyce i dyfuzji (lub
innego rodzaju transportu masy), i wtedy dochodzi do powstawania struktur pokazujacych
przestrzenne zréznicowanie rozktadu stezen, czyli do czasowo-przestrzennych lub przestrzennych
struktur dyssypatywnych. Przykladem tych pierwszych sg fale chemiczne w reakcji Bielousowa-
Zabotynskiego, a tych drugich - struktury Turinga.

Dalsze zawarte w tym rozdziale rozwazania ukazuja kolejne niescistosci lub nieporozumienia.
Bifurkacja Hopfa nie jest jedynym sposobem wylaniania si¢ oscylacji ze stanu stacjonarnego, cho¢
trzeba przyznaé, ze najczeéciej w realnych uktadach spotykanym. Catkowicie niezrozumiate jest
stwierdzenie:,,gdy uklad przekroczy cykl graniczny i utraci stabilno$¢, moze przej$¢ w jakosciowo
nowe zachowania, a taka zmiana nazywana jest bifurkacja”. Cykl graniczny nie jest przekraczany (w
kazdym razie nie spontanicznie, bez celowego zaburzenia zewngtrznego), jest natomiast (z definicji —
jako graniczny) osiagany asymptotycznie jako trajektoria w przestrzeni fazowej odpowiadajgca
stabilnym oscylacjom. Cykl graniczny powstaje na drodze bifurkacji Hopfa wtedy, gdy - w wyniku
Sciéle okreslonych warunkéw matematycznych - stabilno$¢ utraci stan stacjonarny, wokot ktorego ten
cykl sie rozwija, a stan stacjonarny istnieje wtedy nadal, lecz po przekroczeniu punktu bifurkacji
Hopfa juz jako stan stacjonarny niestabilny. Bifurkacja oznacza, najprosciej méwiac, jakosciowa
zmiane w zachowaniu ukladu dynamicznego, zwigzang ze zmiang stabilnosci stanu(-0w). Innymi
stowy, sekwencja zdarzen prowadzaca poprzez bifurkacj¢ Hopfa od strony zachowania jeszcze
nieoscylacyjnego, w reprezentacji odpowiedniej przestrzeni fazowej, jest nastepujgca: najpierw istnieje
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stabilny stan stacjonarny, ktéry pod wplywem zmiany parametrow kontrolnych w punkcie bifurkacji
Hopfa traci asymptotyczng stabilno$¢ i uzyskuje wtedy charakter centrum, a nastgpnie, po
przekroczeniu tego punktu bifurkacji rozwija si¢ wokél tego niestabilnego stanu stabilny cykl
graniczny, czyli niegasnace, stabilne oscylacje stezen w funkcji czasu.

Wspomniany na s. 43 model to model Chuy, a nie Chuasa. Odno$ny badacz nosi nazwisko
Chua, a nieprawidlowy zapis wynika prawdopodobnie z dostownego przetozenia na polski
anglojezycznej formy dopetniacza ,,Chua’s”. Poza tym nie jest to model z ,homogenicznym
rozktadem reagentdw”, a w oryginalnej wersji — prosty obwod elektryczny, wykazujacy, co
najwazniejsze, zachowanie chaotyczne (w sensie chaosu deterministycznego). Podobnie oryginalny
model van der Pola odnosi sie do obwodéw elektronicznych (historycznie — z lampg elektronowa),
czyli takze do uktadow fizycznych, a nie do chemicznych.

Nastepujace dalej stwierdzenie, ze model Prigogine’a i Lefevera (czyli ,,Brukselator”) jest w
stanie generowaé fale takie, jak obserwowane eksperymentalnie w reakcji Bielousowa-Zabotynskiego,
takze nie jest zgodne z prawds. Mechanizm powstawania fal w Brukselatorze, o dynamice nie
wykazujacej pobudliwosci, a wymagajacy zréznicowania wspotezynnikow dyfuzji produktow
przejsciowych jest zasadniczo odmienny od wspétdziatania z dyfuzja pobudliwego uktadu B-Z. Fale w
tej ostatniej reakcji mozna modelowaé za pomocg mechanizmu FKN, czy tez jego uproszczonej wersji,
znanej jako OREGONATOR, ale to zupetnie inny model kinetyczny.

Przytoczony opis mechanizmu Brukselatora odwoluje si¢ do reagenta C, ktérego model nie
zawiera. Nastepujacy dalej opis utraty stabilnosci stanu stacjonarnego jest nawet spojny, nalezy jednak
wskazaé (s. 44), ze stabilnosé cyklu granicznego przejawia si¢ nie tym, ze DO, lecz DLA ustalonych
warunkow poczatkowych daza DO NIEGO wszystkie trajektorie.

Osobnego oméwienia wymagaja rysunki 14 i 15 oraz ich opisy, odnoszace si¢ do modelowania
oscylacyjnej dynamiki stezen w Brukselatorze. Niescisty jest podpis pod rys. 14, sugerujacy, iz
przestrzen fazowa [ZOSTALA] uzyskana dzigki zintegrowaniu numerycznemu réwnan Kinetycznych
w Brukselatorze”. Przestrzen fazowa nie powstala w wyniku calkowania, zostata bowiem wczesniej
odpowiednio zdefiniowana, tu poprzez wspdhrzedne stezefi x i y. Numeryczne catkowanie prowadzi
natomiast do uzyskania przebiegu TRAJEKTORII fazowych w tej juz zdefiniowanej przestrzeni
fazowej. W podpisie brakuje tez wartosci stezenia substratu A, przez co nie wiadomo, jaki jest
stosunek stezen B/A, decydujacy o tym, po ktorej stronie i jak daleko od punktu bifurkacji Hopfa
rozwija si¢ dynamika uktadu, cho¢ z rysunku wynika, ze jest to ogolnie zachowanie oscylacyjne. Co
wiecej, rysunek ten nie odpowiada doktadnie oryginalnemu schematowi Brukselatora ze s. 43, takze
dlatego, ze W jego podpisie pojawia si¢ kompletnie niejasna informacja o stezeniu formy Z, ktéra w
Brukselatorze na s. 43 w ogble nie wystepuje. Ponadto przypisuje si¢ stanowi oznaczonemu jako (b)
niezgodno$é z nieprecyzyjnie tu uzytym okreéleniem ,,adiabatycznej ewolucji zmiennej Z”. Przyczyna
tych niejasnosci jest to, ze rys. 14 zostal nieco bezkrytycznie skopiowany z pozycji literaturowej [137],
w ktorej jest to rys. 5. Autorzy tej publikacji, wspéitworcy oryginalnego Brukselatora, odnoszg si¢ w
niej do krytycznych opinii na temat swojego modelu, m. in. poddajacych w watpliwos¢ realnosé
chemiczna zawartego w nim etapu trdjczasteczkowego. W swoim uzasadnieniu rozdzielajg oni Ow
etap na dwa elementarne, w ktore zaangazowana jest dodatkowa forma Z. Nastepnie wykazuja, ze Z
jest tzw. ,,szybkg zmienng”, tzn. o dynamice relatywnie szybszej niz dynamika form X i Y, dzigki
czemu moze ona zostaé wyeliminowana z jawnego opisu za pomoca réwnan rézniczkowych na drodze
tzw. adiabatycznej eliminacji, co w istocie odpowiada przyblizeniu stanu stacjonarnego dla Z. Bez
tych wyjasnien tre$¢ i podpis pod rys. 14 (nieprecyzyjnie zreszta przetozony z jezyka angielskiego, w
ktérym zawarta jest jednoznaczna informacja o adiabatycznej eliminacji zmiennej Z) sg niezrozumiate.

Analogiczna sytuacja wystapila dla rys. 15, bedacego kopig rysunku 2 z pozycji literaturowej
[135]. W podpisie tego czteroczgéciowego rysunku wystepuje czterokrotnie parametr o, ktdrego sens
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nie jest nigdzie wyjasniony. Co wigcej, oscylacje dotyczg zmiennych oznaczonych jako u i w2, ktore
tez nie sa opisane. Dopiero analiza oryginalnej publikacji V. Gafiyuchuka i B. Datski w Physics
Letters A pozwala pojaé, ze rys. 15 dotyczy modelu Brukselatora zmodyfikowanego czysto
matematycznie w ten sposob, ze pochodne rzedu pierwszego, typowe dla réwnan kinetyki chemiczne;j,
zostaly zastgpione przez pochodne rzedu niecatkowitego a, co oczywiscie oznacza poglebienie
abstrakcyjnego (z punktu widzenia chemika) charakteru rozwazan. Zamieszczony w rozprawie
rysunek pokazuje po prostu wptyw owego rzedu pochodnej (o = 1,05; 1,4; 0,9 1 0,7) na dynamike tak
zmodyfikowanego Brukselatora, ale nie ma to wiele wspdlnego z jego oryginalng wersja, podang na s.
43 rozprawy. Opisane powyzej problemy pokazuja, jak wazne jest zadawanie sobie pytania na kazdym
etapie tworzenia whasnego, takze przegladowego opracowania, czy naprawde rozumiemy opisywane
zagadnienia. Rozdzial 5.2 o reakcjach oscylacyjnych zastuguje zatem na krytyczng ocene, zard6wno ze
wzgledu na jego kompozycje, jak i bledy oraz niejasnosci merytoryczne.

Nastepujacy dalej rozdziat 5.3 omawia wyniki wczesniejszych, wykonanych w zespole Pani
Prof. Kowalskiej, badan profenéw i hydroksykwasow, ktére w roztworach wykazywaty przemiany
objawiajace si¢ niemonotonicznymi zmianami proporcji miedzy enancjomerami, kwalifikowanymi
jako procesy oscylacyjne, w tym jako inwersja chiralna. W poczatkowym okresie tamtych badaf
pojawiato sie, wyrazane takze przeze mnie W poprzednich recenzjach, pytanie o mozliwos¢
zachodzenia takich proceséw w ukladzie homogenicznym, w $wietle motywowane]j zasadg wzrostu
entropii tendencji do monotonicznej racemizacji. Na przyktad, badania opublikowane przez Yuchuna i
in. w International Journal of Pharmaceutics, 196 (2000) 21 pokazywaly, monitorowany technikg
HPLC, monotoniczny postep racemizacji ibuprofenu w $rodowisku zasadowym. Prosty dwuetapowy
kinetyczny model, zakladajacy przeksztalcenie jednego enancjomeru w drugi poprzez nieaktywng
optycznie enolowa forme przejsciows, nie mogh oscylacyjnego przebiegu zjawiska wyjasnic,
poniewaz nie spelnial on kryteriow takiej niestabilno$ci. Pewien postep w tej dziedzinie dokonal sig
dzieki wspolpracy z zespotem Prof. I. Epsteina z Brandeis University (USA). Zgodnie z rozszerzonym
mechanizmem kinetycznym, proces inwersji chiralnej zostat zilustrowany schematem 1 na s. 49, ktory
wprowadza procesy kondensacji réwnolegle do procesow inwersji. Opracowany model kinetyczny
wprowadzil mozliwo$¢ oligomeryzacji prekursora P do krétkiego oligomeru E, ktory z kolei moze
ulegaé agregacji do wigkszego obiektu M. Niezbgdne dla uzyskania niestabilnosci sprzezenie zwrotne
zostalo wprowadzone przez postulat autokatalitycznego tworzenia agregatu M, réwnolegle z droga
niekatalizowang. Dla celéw opisu kondensacji o oscylacyjnym przebiegu jej charakterystyk,
poprzednio stworzony model kinetyczny zostat rozbudowany poprzez dodanie drugiego aminokwasu,
7z utrzymaniem idei tworzenia oligomeréw i wigkszych agregatéw oraz z uwzglednieniem katalizy
krzyzowej, polegajacej na katalizowaniu tworzenia agregatu M (tworzonego przez aminokwas 2)
przez M i vice versa.

Niestety zapisy tych mechanizméw w rozprawie (s. 47, s. 51), podobnie jak w oryginalnych
publikacjach, nie sa dla mnie dostatecznie jasne, poniewaz nie pokazuja, jak nalezy przetozy¢ postaé
réwnan chemicznych dla kazdego etapu na zapis rézniczkowych rownan kinetycznych, poza
fragmentaryczng informacja na ten temat. Na przyktad, jesli rownanie tworzenia oligomeru ma postaé
mP — E, a réwnanie kinetyczne opisuje szybko$¢ tego procesu jako koP, to powstaje pytanie o powdd
przyjecia jednostkowego wyktadnika potegi dla stezenia P. Co oznacza wtedy wspotczynnik ni tej
reakcji — zapewne nie jej molekularno$é, lecz liczbg czasteczek peptydu P w oligomerze E. Ale wtedy
w jaki sposéb pojawia si¢ w modelu parametr 71, a takze n2 siegajgcy wartosci 8, a nawet 20? Zadne z
czastkowych réwnan kinetycznych (11-14) nie zawiera tych parametréw 71 i n2— gdzie zatem pojawily
sie¢ one w procedurze numerycznej? Nawiasem moéwiac, zdanie na s. 47, brzmigce: ,,prowadzi do
oscylacji o wartosciach n1 wynoszacych co najmniej 20 itd..” jest nieprecyzyjne, poniewaz to nie
wartosci n1 i m2 oscyluja, lecz sg raczej stalym parametrem w danej symulacji, tak jak ilustruje to
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zestawienie parametréw w Tabeli 4 na s. 52. Bez napisania petnego uktadu réwnan kinetycznych
uzytych do symulacji oscylacji przedstawionych na rys. 16 (a dotyczacych zapewne oligomeru E?) nie
sposéb ich odtworzy¢.

Rozdziat 6: , Badanie samoorganizujacych si¢ peptydéw w mikro- i nanostruktury”, ze wzgledu
na swoja zawarto$é powinien raczej nosi¢ tytut ,,Samoorganizowanie si¢ peptydow w mikro- 1
nanostruktury i metody ich badania”. Tym niemniej sama tres¢ tego rozdziatu jest interesujaca.
Niezreczne jest jednak uzywanie sformuowania: ,.ekstremalnych warunkow, jak temperatura czy tez
cinienie”, poniewaz ekstremalne mogg byé ewentualnie jedynie WARTOSCI tych parametréw.
Sformutowanie na s. 55, iz elektrony ,,daja krétsze fale niz $wiatlo widzialne” jest takze nieprecyzyjne
zaréwno w odniesieniu do opisu fal materii de Broglie’a, jak i natury fal elektromagnetycznych.

W podsumowaniu recenzji czgsci literaturowej uwazam dobor materiatu i jego kompozycj¢ za
ogbélnie prawidtowe, z opisanymi WwyZzej zastrzezeniami dotyczacymi przede wszystkim
charakterystyki dynamiki oscylacyjnej.

Cze$é rozprawy poswiecona badaniom wlasnym Doktorantka rozpoczyna od jednoznacznego
okre$lenia celéw swojej pracy, ktére sprowadzajg si¢ do badania, za pomoca odpowiednich metod
pomiarowych, wybranych aminokwaséw pod katem ich tendencji do ulegania niemonotonicznym
zmianom strukturalnym, okreslanym w pracy jako samorzutna inwersja chiralna, z jednoczesng
tendencjg do kondensacji.

W spisie odczynnikow i materiatéw podany jest m. in. zestaw badanych aminokwasow:
L-cysteina, DL-cysteina, L-fenyloalanina, D-fenyloalanina, L-hydroksyprolina, L-metionina,
L-fenyloglicyna. Jest to istotne dla podkreslenia, ze stosowany rownolegle przez druga Doktorantke, p.
mgr A. Godziek, zestaw aminokwasow nie byt tozsamy z podanym wyzej, 0 czym juz wspominatem.
Proponuje jednak sprawdzi¢, czy podany w Tabeli 7 siarczan miedzi(II) byt naprawdg siedmiowodny.
Nie znam diagramu fazowego hydratow CuSOs, ktéry uwzgledniatby stopien uwodnienia wiekszy niz
dla pentahydratu. Co wiecej, firma POCH, ktéra wedtug Tabeli 7 miataby by¢ producentem tego
odczynnika, w swoim katalogu ma jedynie pigciowodny i bezwodny CuSOa4.

W czedci tej zawarte jest takze szczegélowe zestawienie metod eksperymentalnych, z
przypisaniem do nich odpowiednich aminokwasow i rozpuszczalnikow. Poza technikami
chromatograficznymi podany jest tu takze syntetyczny opis warunk6w pomiaréw polarymetrycznych,
turbidymetrycznych i proby biuretowej. Mam jednak pytanie o szczegély eksperymentow
turbidymetrycznych, ktére nasuwa si¢ przy czytaniu dalszej czgsci pracy. Na osi rzednych rysunku 48
odtozone sa bowiem wielkosci okreslone terminem ,,Nephelometric turbidity units”. Czy zatem byla
to, §ciéle rzecz biorgc, turbidymetria (tzn. pomiar nat¢zenia $wiatta przechodzacego przez probkg), czy
nefelometria (pomiar $wiatta rozproszonego pod pewnym katem, np. 90°) ?

Trzeba podkreslié, ze Doktorantka wiozyta wiele pracy w przeprowadzenie wielu, niekiedy
dugotrwatych eksperymentéw i interpretacj¢ ich wynikéw. Sg one niekiedy dos¢ zaskakujace.
Cienkowarstwowa chromatografia §wiezo sporzadzonego roztworu L-metioniny wykazuje dominacje
enancjomeru D, tak jakby inwersja chiralna byta procesem bardzo szybkim i do tego przekraczajagcym
asymptotyczng, wydawaé by si¢ mogto, granicg, jaka jest sktad racemiczny. Co wigcej, zgodnie z
dalszymi badaniami, stezenie enancjomeru D nastgpnie zmalalo, aby po 5 miesigcach zn6w wzrosna¢.
Jesli jest to wynik wiarygodny, na ktory nie wptyneta np. metoda badawcza, mechanizm tego zjawiska
nie moze by¢ trywialny, w tym sensie, Ze przemiana jednego enancjomeru w drugi nie moze by¢
prostym i jedynym procesem. W moim przekonaniu peptyzacja aminokwaséw o odpowiednio
niestabilnej dynamice jest dla wyjasnienia tych obserwacji rzeczywiscie kluczowa, w tym poprzez
tworzenie enancjomeru D na drodze rozpadu peptydow. Co jednak oznacza zdanie na s. 74 o
,nieliniowym charakterze inwersji chiralnej” ?
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Interpretacja pomiardw polarymetrycznych z rys. 25 jest zapewne trudniejsza, poniewaz
pomiar ten dostarcza informacji o wypadkowej czynnosci optycznej roztworu, pochodzacej od réznych
obiektow optycznie czynnych, w tym zapewne tworzacych si¢ peptydéw. Proponowana interpretacja
odnosi sie tylko do L-Met. Czy mozna pomija¢ peptydy w interpretacji dos¢ drobnych zmian (rys. 26)
skrecalnosci optycznej? Czy musi to byé zatem ilustracja wyizolowanego z zespolu przemian samego
tylko procesu inwersji chiralnej? Cenne sg tu opisane na s. 80 wyniki badan metodg wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej, wykazujgcej pojawianie si¢ i zanikanie pikéw pochodzacych od produktow
kondensacji, a badania za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) nie pozostawiaja
watpliwosci co do tworzenia dyskowych w tym przypadku struktur peptydowych. Zarazem prowokuje
to pytanie o wplyw, jaki ewidentna nichomogeniczno$é¢ uktadu, w ktérym pojawita si¢ dyskretna,
rozproszona faza stala, mogta mie¢ na wyniki pomiaréw, chocby turbidymetrycznych, ktérych
niemonotoniczny przebieg mogt by¢ wynikiem nie tylko chemicznej dynamiki oscylacyjnej, ale i
bardziej losowej w przebiegu, lokalnej nukleacji fazy stalej. Innymi stowy, powstaje pytanie, w jakim
stopniu obserwowane niemonotoniczno$ci sa miarg lokalnej zmiany stanu uktadu, a w jakim —
usredniong odpowiedzig ukladu jako catosci. Analogiczne badania dla L-cysteiny mogg sprowokowa¢
podobne pytania, a analiza rysunku 43, na ktérym zaznacza si¢ pewna periodycznos¢ stopnia
zmetniania roztworu tego aminokwasu z okresem niemal doktadnie rownej 1 dobie, kaze zastanowi¢
sie nad tym, czy na mierzone parametry roztworu nie miat wptywu jakikolwiek czynnik zmieniajgcy
sic w ciagu dnia, np. o$wietlenie lub temperatura. Z jakiego bowiem powodu jakikolwiek aminokwas,
nie bedacy przeciez zywym organizmem, a tym bardziej r6zne aminokwasy miatyby wykazywac
wspolny i akurat dobowy rytm zmian? Jednak i tym razem badania SEM jednoznacznie pokazuja
tworzenie peptydowej fazy statej.

Opisane powyzej syntetycznie wyniki eksperymentéw stanowity wystarczajacg podstawe do
przeprowadzenia obliczei numerycznych, we wspotpracy z Prof. I. Epsteinem. Kluczowy dla
niestabilno$ci etap (34), okreslony jako katalizowana agregacja, mogtby wiasciwie by¢ nazwany
AUTOKkatalityczna agregacja, poniewaz C katalizuje swoje powstawanie. Tak jak opisalem to w czg$ci
teoretycznej, podtrzymuje i w tym miejscu moje zastrzezenia co do niepelnego i przez to niejasnego
opisu procedury numerycznej, w ktorej musza sie pojawi¢ stopnie agregacji ni (dla monomerow
tworzacych peptydy) i 2 (dla peptydow tworzacych agregaty C). Nie sadzg tez, aby model w sposob
jawny opisywal wytracanie sie fazy stalej — powstaje jedynie faza C, réwnowazna fazie statej w
eksperymencie, ale konstrukcja modelu odpowiada, w moim przekonaniu, uktadowi homogenicznemu.
Nie ma to znaczenia dla wzbudzenia dynamiki oscylacyjnej w modelu, ale interpretacja wynikow
eksperymentalnych, ktére moga wykazywaé szum zwigzany z nukleacjg fazy stalej, powinna ten efekt,
tak jak wspomniatem wyzej, bra¢ powaznie pod uwage. Tym niemniej wprowadzenie do modelu
etapéw tworzenia i rozpadu struktur peptydowych uczynilo go zblizonym do wynikow
eksperymentalnych. Odpowiednio wymodelowang dynamike oscylacyjng pokazuje rys. 45.
Wprowadzenie skokowej funkcji Heaviside’a mozna uzna¢ za pewng abstrakcj¢ matematyczng w
chemicznym modelu kinetycznym, ale analogiczne postgpowanie byto juz w przeszlosci stosowane w
opisie dynamiki oscylacyjnej, m. in. towarzyszacej procesom pasywacji i depasywacji elektrod
statych. W tej czeéci tekstu daje si¢ jednak zauwazy¢ blad w nazwisku Heaviside’a, a okreslenie
argumentéw jego funkcji jest beztroskim przetozeniem angielskich terminéw na jezyk polski:
argument pozytywny to po prostu liczba dodatnia, a argument negatywny to liczba ujemna. Nazwisko
Lieseganga takze zawiera blad.

Te cze$é pracy zamyka syntetyczny opis analogicznych pomiaréw dla enancjomerdw i
racematu fenyloalaniny, gtéwnie za pomoca techniki HPLC i turbidymetrii, ujawniajgcej zn6w
intrygujacy quasi-dobowy rytm zmian zmgtnienia dla D-fenyloalaniny, przy jednoczesnym braku
takiej periodycznosci (poza pewnym szumem) dla enancjomeru L. Zmiany zmetnienia dla racematu sg
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niemal monotoniczne, co potwierdza szczegdlng dynamike, jakiej ulegaja tylko czyste enancjomery na
drodze ku mieszaninie racemicznej.

Wazna, druga cze$¢ wiasnych badan dotyczy analogicznej analizy roztworéw zawierajacych
dwa rézne aminokwasy, w ktérych zatem mogly powstawat, obok homopeptydow, takze
heteropeptydy. Zastosowanie metody HPLC, prowadzace do wynikow przedstawionych na rys. 51,
pozwolito na $ledzenie czasowej dynamiki stezen L-Phe, L-Hyp i sygnatu przypisywanego produktowi
polikondensacji. Logicznie rozumujac, jesli produkt ten jest polikondensatem L-fenyloalaniny i
L-hydroksyproliny, wzrost jego stgzenia powinien by¢ $cisle skorelowany z jednoczesnym obnizeniem
stezenia (wysokosci sygnatéw) monomerow L-Phe i L-Hyp. Analiza rys. 51 pokazuje jednak przebiegi
raczej zgodne w fazie dla wszystkich 3 postulowanych form. Co prawda rys. 52 pokazuje przeciwne w
fazie przebiegi, ale dla bardzo waskiego przedzialu czasowego i zaledwie dla 3 kolejnych punktow
pomiarowych. W moim przekonaniu interpretacja sygnalow na rys. 51, w szczegblnosci w odniesieniu
do zalozenia o produkcie kondensacji monomeréw, wymaga dalszej analizy. Nie ulega przy tym
watpliwosci, ze peptyd lub peptydy powstaly — dowodza tego i spektrochromatogram, pokazany na
rys. 53 i chromatogramy oraz widma mas, zaprezentowane na rys. 54.

Interesujacym wzbogaceniem opisanych w tej cze$ci badan jest wprowadzenie L-cysteiny,
ktéra poprzez mozliwos¢ tworzenia mostkéw disulfidowych ma wplyw na ksztatt struktur
peptydowych, sprzyjajac ich sferycznym ksztattom, a wiec innym niz w ukfadach opisanych
wezesniej. Nawiasem mowige, uzyte na s. 108 pojecie struktur kulistych/sferycznych zawiera dwa
okreslenia bedace w istocie wzgledem siebie synonimami. Bardzo przekonujace sg wyniki badan
SEM, zestawione w formie mikrografii na rys. 56 i 57, pokazujace morfologie struktur peptydowych
dla czystej cysteiny, fenyloalaniny i fenyloglicyny oraz dla par L-Cys — L-Phe i L-Cys — L-Phg,
powstajacych w ciggu kilku tygodni. Oczywiste bylo zastosowanie nastepnie metody HPLC do
scharakteryzowania dynamiki czasowej tych ukladéw, w ktorych potwierdzono tworzenie wigzan
peptydowych. W badaniach tych ujawnit sie takze sygnal pochodzacy od kwasu cysteinowego,
uznanego za produkt utleniania cysteiny. Interesujace jest osigganie przez uktad, np. L-Cys — L-Phg
wzajemnej synchronizacji w przebiegu pikow chromatograficznych, sugerujacej wzajemng (krzyzowa)
katalize tych aminokwasow, postulowang w opisanym wyzej modelu kinetycznym, co stanowi istotne
potwierdzenie jego chemicznej realnosci. Kolejnym dowodem tworzenia homo- i heteropeptydow w
tych ukladach staty si¢ wyniki badan metoda spektrometrii mas. Badania turbidymetryczne uktadow
L-Cys — L-Phe i L-Cys — L-Phg wykazaly przebiegi czasowe zmegtnienia rbéznigce si¢ nawet
nachyleniem, co zapewne wymaga jeszcze interpretacji, ale nie jest ona tak istotna dla opisu
mikroskopowej dynamiki uktadow, jak bardziej selektywne, opisane wyzej metody. Wreszcie
ostatecznym dowodem tworzenia peptydow w obu ukfadach staly sie¢ pozytywne wyniki proby
biuretowe;j.

Podsumowujac powyzsze omowienie kwestii merytorycznych, za zasadniczg wartos¢ pracy
uwazam uzyskanie bogatego materiatu eksperymentalnego, ktory dowodzi powstawania statych faz
peptydow, z uwzglednieniem ich, zaleznej od budujacych je aminokwaséw, réznorodnej morfologii 1
uzasadnia hipoteze o istotnej roli dynamiki powstawania i rozpadu agregatow peptydowych w
obserwowanych niemonotonicznych zmianach charakterystyk roztworéw aminokwaséw. W moim
przekonaniu, cho¢ zjawiska te nie sg jeszcze w pelni zrozumiane, to wiasnie wprowadzenie do
rozwazan autokatalitycznej dynamiki peptydowej fazy stalej stanowi istotny krok w kierunku
sformutowania realnego chemicznie mechanizmu niestabilnosei. Trzeba pamigtaé, ze dynamika
oscylacyjna jest wynikiem na przemian dominujacych dodatnich i ujemnych sprzgzen zwrotnych i bez
identyfikacji proceséw za to odpowiedzialnych trudno mowié o wyjasnieniu tego typu zjawisk.
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Zarazem ponawiam Wwyrazong powyzej sugesti¢ zastanowienia sie nad tym, w jakim stopniu
niemonotoniczno$¢ zmian niektorych charakterystyk badanych ukladéw dynamicznych moze by¢
spowodowana losowa nukleacjg i agregacjg fazy stalej, tworzacej zatem uktad heterogeniczny, o
charakterystyce zaleznej zatem nie tylko od czasu, ale i od aktualnie analizowanego miejsca uktadu.

Od strony formalnej rozprawa jest zredagowana starannie, cho¢ jej lektura ujawnia
pewne usterki i niezrgcznosci, w praktyce nielatwe jednak do uniknigcia w pracy o tak znacznej
objetosci. Nie ma potrzeby, aby wszystkie je wyliczaé, ogranicze si¢ wiec do wybranych,
dodatkowych uwag. Uzyty na s. 17 niepoprawny czasownik ,,syntezowa¢” powinien by¢ zastgpiony
przez poprawny ,syntetyzowac”, nalezy tez unika¢ (s. 18) bardzo popularnego, ale takze
niepoprawnego zwrotu ,,w oparciu o0..”, zamieniajgc go na poprawne ,opierajac si¢ na” lub ,na
podstawie”. Nieco zagadkowe jest takze zdanie na s. 20, mowigce, iz ,,badania nad stereochemig
zwigzkow rozwijaly si¢ stopniowo, acz powoli”. Dla $cistosci jezyka chemicznego warto zaznaczy¢,
ze (s. 27), to nie cyklodekstryny, a czasteczki cyklodekstryn przypominajg ksztaltem stozek. Na s. 28
symbole jonéw powinny zawiera¢ stopien utlenienia scalony z symbolem pierwiastka, czyli Cu(ll), a
nie Cu (II). W zdaniu na s. 30, méwigcym, iz ,faza ruchoma odgrywa tutaj wazny parametr w
optymalizacji §rodowiska chiralnego rozdzielania” stowo ,,odgrywa” powinno zosta¢ zastgpione przez
,,stanowi”, a poza tym faza nie jest raczej parametrem. Poprawy wymaga sktadnia w zdaniu na s. 35 —
,»Chcgc stosowaé technike spektrometrii mas najwigkszy problem stanowilo przeprowadzenie
czasteczek...”. Zastrzezenia budzi sposéb zapisu rdwnan chemicznych i odpowiadajgcych im réwnan
matematycznych (rézniczkowych) na s 43, 44, 47, 97 i 98. Zgodnie z powszechnie dzi$§ przyjeta
konwencjg, przestrzegang przez redakcje powaznych czasopism naukowych, symbole substancji
chemicznych i operatoréw matematycznych (tu: pochodnej funkcji) powinny by¢ pisane czcionka
prostg, a symbole zmiennych (stezen, czasu, wspohrzednych przestrzennych — kursywa). To tylko
pozornie przesadne zalecenie bardzo ulatwia interpretacje - szczegdlnie zlozonych - rdéwnan
matematycznych.

W konkluzji — na podstawie analizy rozprawy, w zestawieniu z zatagczonymi oswiadczeniami
Doktorantki i wspétautorow publikacji, wyrazam przekonanie, ze przedstawiona do recenzji praca,
mimo pewnych niedociggnie¢ dotyczacych gtéwnie krotkiego i nie w pelni poprawnego opisu
dynamiki oscylacyjnej w czgsci teoretycznej, zawiera istotne elementy nowosci naukowej, a zatem
spetnia urzedowe wymogi Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003
roku (z pdzniejszymi zmianami), a takze zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim.
Wnosze wiec o dopuszczenie Pani mgr Anny bagiewki do dalszych etapéw postgpowania w
procedurze uzyskiwania stopnia naukowego doktora.

Prof. dr hab. Marek Orlik
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