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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Grabarek

pt. ,,Synteza inhibitorow ureaz bakteryjnych o kowalencyjnym mechanizmie dziatania”

Recenzowana praca doktorska w dziedzinie Nauki Sciste i przyrodnicze oraz dyscyplinie Nauki
chemiczne zostata przygotowana na Politechnice Wroctawskiej pod opieka promotorska Pana prof.
dr hab. inz. Artura Muchy.

Podstawa opracowanej recenzji

Podstawg opracowania recenzji jest Pismo dr hab. inz. Roberta Goérnego, prof. PW -
Przewodniczagcego Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej nr
22/RDND10/2024 z dnia 22.10.2024 roku, dotyczgce wykonania recenzji wspomnianej rozprawy.

Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska przygotowana przez Panig mgr inz. Marte Grabarek liczy 138 stron i jest
utrzymana w klasycznej formie. Zawiera wykaz skrotéw, wprowadzenie wraz z czescig literaturowg
(studia literaturowe), a takze omdéwienie wynikdw w postaci opisu tzw. badan witasnych i czes¢
eksperymentalng. Poza tym w rozprawie znajdziemy bibliografie, wykaz dorobku naukowego,
a takze streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Dodatkowo, co warte podkreslenia, Autorka
rozprawy dofgczyta tzw. materiaty uzupetniajgce w postaci widm NMR zsyntezowanych produktéw.
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Osobiscie uwazam, ze to doskonaty pomyst, pozwalajgcy Recenzentom szybko zweryfikowac dane
opisane w czesci eksperymentalnej. Praca jest dobrze przygotowana pod wzgledem estetycznym
i edytorskim. Jednak, jak to zwykle bywa przy tak obszernych opracowaniach, Doktorantka nie
unikneta potknie¢ jezykowych i edytorskich. Z obowigzku recenzenta przytaczam ponizej kilka
przyktadow:

- strona tytutowa — Wroctaw 2023 (chyba powinno byc¢ 20247?)
- str 18; ostatni wiersz: naturalng

- str 27: kolejnos¢ cytowania [54-53] -> [53-54]

- str 33: przedostatnie zdanie jest niezrozumiate

- str 36; wiersz 6: wplywu zaréwno wphyw

- schematy (np. 10 i 12); tabele (np. 5): w opisie podstawnikdw R, R? powinno sie stosowaé raczej
indeksy gérne

- str 39; wiersz 3: kwercetyna zamiast kwarcetyna

- str 40; wiersze 14-15: , aktywnosci hamujacej aktywnos¢”

- str 41; wiersz 11: czy na pewno chodzi o kwas glutationowy?

- str 49: niefortunne stwierdzenia: ,,wydtuzony kwas fosfinowy”; ,,rozszczepienie”
- str 75: niefortunne stwierdzenie: ,wartosci aktywnosci biologicznej”

- str 80; wiersze 7-9: zdanie ,Przede wszystkim ... przyniosty najwiekszy wzrost wtasciwosci
antyureolitycznych.” - skrét myslowy

- str 135, wiersz 13: koncentrujac sie na.

Bibliografia liczy sobie 91 pozycji. Wiekszo$¢ to artykuty w czasopismach, ale pojawiaja sie tez
fragmenty ksigzek, rozprawy doktorskie oraz patenty. Utrzymana jest w jednolitej konwencji cho¢
zdarzajg sie drobne niedoskonatosci, np.:

- 1: skrét czasopisma to Ecol. Bull.

- 19: to raczej fragment ksigzki, a jest zacytowane jak artykut.
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Oczywiscie niedociagniecia te nie wptywajg na pozytywng ocene catej rozprawy.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Doktorantka we wprowadzeniu nakreslita znaczenie podjetej tematyki zwracajgc uwage na wazng
role ureazy w réznych procesach (np. biogeochemicznym obiegu azotu w przyrodzie), a takze na
zagrozenia zwigzane ze zbyt duzg aktywnoscig tego enzymu. Z takiego punktu widzenia mozliwos¢
kontroli aktywnosci ureazy z wykorzystaniem nowych inhibitoréw wydaje sie by¢ niezwykle
atrakcyjnym i inspirujgcym kierunkiem badan.

W rozdziale ,Studia literaturowe” Autorka przedstawita wszystkie najwazniejsze informacje
dotyczace ureazy, jej struktury, pochodzenia i znaczenia. Przytoczyta réwniez ciekawe historyczne
fakty faczace badania nad ureazg z wieloma pionierskimi odkryciami w naukach biochemicznych.
W kolejnych rozdziatach zajefa sie charakterystyka inhibitoréw ureazy. Dokonata ich klasyfikacji pod
wzgledem struktury chemicznej (tabela 3, str 20) oraz sposobu wigzania z enzymem (inhibitory
kowalencyjne i niekowalencyjne). W podrozdziatach znajdujemy informacje nie tylko na temat
aktywnosci poszczegdlnych inhibitoréw ale rowniez metod ich syntezy. W tym miejscu miatbym trzy
uwagi:

1. stosowanie oznaczenia X jako reszty aminokwasowej jest troche niefortunne (Schemat 3)

2. wzory na schemacie 5 sg nieco mylgce (w jednym wzorze podany jest podstawnik ogdlny R
tymczasem zwigzek 18 ma juz konkretny podstawnik)

3. uzywanie nazw reakcji imiennych w moim odczuciu powinno by¢ bardziej precyzyjne —
proponowatbym kondensacja typu-Knoevenagela lub bezpieczniej kondensacja aldolowa
(w tej najszerszej definicji).

W mojej opinii wstep teoretyczny dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia, z ktérymi zwigzana
jest recenzowana rozprawa doktorska.

W kolejnym rozdziale Doktorantka opisata juz badania wtasne. Jasno sprecyzowata cel swoich
badan, czyli opracowanie nowej klasy inhibitoréw ureaz o unikalnym sposobie dziatania. Biorgc pod
uwage doniesienia literaturowe Autorka zaproponowata/zaprojektowata struktury, ktére miatyby
mozliwos¢ tworzenia zaréwno kowalencyjnych jak i niekowalencyjnych interakcji z centrum
aktywnym enzymu. Opieraty sie one na fosforoorganicznych pochodnych katecholu oraz
fosforoorganicznych lub halogenowych pochodnych 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu. Doktorantka
bardzo dobrze poradzita sobie z przedstawieniem dos¢ skomplikowanych i zréznicowanych syntez
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w przystepny i zrozumiaty sposdb. Na uznanie zastuguje fakt syntezy ponad 50 modeli potencjalnych
inhibitorow ureazy, a takze umiejetno$¢ wyciggania wnioskow z eksperymentdow, ktére nie
zakonczyty sie sukcesem. Updr w dazeniu do celu, ciekawos¢ i wnikliwos¢, ktorg wykazata sie
doktorantka zaowocowaty réwniez ciekawymi wynikami zwigzanymi z wyizolowaniem,
charakterystyka i wykorzystaniem zwigzku P.1.4, a takze reakcja estryfikacji opisang na stronach 51-
52.

Ostatnim etapem badan realizowanych przez Paniag mgr inz. Marte Grabarek byta weryfikacja
wiasciwosci biologicznych otrzymanych zwigzkéw, ktérej efekty opisano w podrozdziale 3.6.
LAktywnos¢ biologiczna zwigzkow”. Badanie te byly realizowane we wspoétpracy z dr. inz.
Wojciechem Taborem oraz dr. Agnieszkg Grabowieckg, a takze dr. Pawtem Krzyzkiem. W tym
miejscu chciatbym zapytad jak duzy byt udziat Doktorantki w przeprowadzonych badaniach. Nie do
konica rozumiem jaki byt zamyst Autorki zwigzany z umieszczeniem cytowania 87 i 88 w pierwszym
zdaniu wspomnianego wczesniej podrozdziatu 3.6.

Aktywnos¢ biologiczng otrzymanych zwigzkéw okreslono wyznaczajgc stata dysocjacji kompleksu
enzym-inhibitor (Ki) dla pomiaréw wobec natywnej ureazy z bakterii Sporosarcina pasteurii oraz
parametr ICso dla pomiaréw wobec zywych komorek Helicobacter pylori.

Wszystkie zsyntezowane fosforowe pochodne katecholi byty mikromolarnymi inhibitorami
natywnej ureazy. Na podstawie wynikéw modelowania wykazano ponadto, ze zwigzki te majg
mozliwos¢ oddziatywania z enzymem zgodnie z zatozeniami, tj. wykazujgc podwdjny mechanizm
inhibicji. Oceniono réwniez mozliwosci tych zwigzkéw do kontrolowania rozktadu mocznika
w zywych komdrkach H. pylori, a takze dziatanie cytotoksyczne wzgledem komoérek eukariotycznych
(linie komorkowe: 3T3-L1 oraz HEK-293).

Podobne badania wykonano dla fosfonowych (podrozdziat 3.6.2) i halogenowych pochodnych
N-benzylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu (podrozdziat 3.6.3). Okazaty sie one nanomolarnymi
inhibitorami. W kazdej grupie zwigzkéw zidentyfikowano takze struktury niezwykle aktywne
antyureolitycznie w badaniach in vitro wzgledem H. pylori.

Doktorantka zasygnalizowata, ze badania korelacji struktura/aktywnos¢ sg/i bedg kontynuowane
np. we wspodtpracy z Uniwersytetem Bolonskim w celu uzyskania kompleksu ligand/biatko.

W czesci eksperymentalnej pracy znajdziemy ogdlne informacje zwigzane z przeprowadzonymi
syntezami i analizami; w gtéwnej mierze przepisy preparatywne i opis wfasciwosci
fizykochemicznych (w tym dane spektroskopowe) otrzymanych zwigzkéw.
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Brakuje charakterystyki IR, a z nazewnictwem niektérych zwigzkéw trudno mi sie zgodzi¢ (np.
podstawnik metoksykarbonylowy -COOMe traktowany jako grupa metoksy + okso w zwigzkach
P1.4-1.6).

Brak odnosnikow literaturowych wskazuje, ze wszystkie przepisy (poza syntezg 4.2.2.5) sg autorskie
i wszystkie otrzymane zwigzki do tej pory nie zostaty opisane w literaturze (czy dobrze to
rozumiem?).

W opisach wtasciwosci spektroskopowych pojawiaja sie drobne btedy: np. zwigzek P1.5, 3C NMR:
brakuje 1 sygnatu; P2.3.3, *H NMR: 1,29 ppm powinno byé 6H; P2.2.3, 13C NMR: za duzo o 1 sygnat;
P3.5, 'H NMR: 5,05 ppm powinno byé 2H; zwigzki P3.13-3.15, 3C NMR: multipletowo$é sygnatu
grupy CFs powinna by¢ q.

Podsumowanie — zagadnienia do dyskus;ji:

1. Nie zauwazytem w tekscie, zwtaszcza w czesci eksperymentalnej odnosnikéw literaturowych
do opiséw eksperymentdéw i otrzymanych produktéw. Czy mogtaby Pani zatem potwierdzi¢,
ze wszystkie procedury sg autorskimi rozwigzaniami (np. demetylowanie z zastosowaniem
BBrs, synteza fosfonianéw na drodze reakcji Arbuzowa — procedura C)? Jak dobierano
warunki poszczegdlnych reakcji (np. czas, temperatura itp.), w pracy nie opisywano tych
etapow ,,optymalizacyjnych”.

Czy wszystkie otrzymane i scharakteryzowane w czesci eksperymentalnej zwigzki byty
dotychczas nieznane?

2. Czy przeprowadzata Pani analizy IR otrzymanych zwigzkéw?

3. Czesto do oczyszczania stosowata Pani chromatografie typu flash — czy podejmowata Pani
tez préby krystalizacji otrzymanych zwigzkow?

4. Czy mogtaby Pani nieco przyblizyé aspekty stereochemiczne otrzymywania zwigzkéw 1.4,
1.7, 1.8 (czy ma to swoje konsekwencje w opisie ich wiasciwosci spektroskopowych)?

5. Czy zastanawiata sie Pani nad wyjasnieniem obserwacji opisanych na rysunku 13 (korelacja
miedzy zastosowanymi warunkami reakcji/odczynnikami a otrzymanymi produktami)?

6. Czy ijakie metody obliczeniowe stosowata Pani podczas realizacji doktoratu (na stronie 55
wspomniata Pani o szacowaniu odlegtosci pomiedzy atomem siarki grupy tiolowej
a kationem niklu; a na stronie 69 o0 modelowaniu sposobu wigzania inhibitoréw)?
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Ocena dorobku

Na dorobek Doktorantki sktada sie 5 publikacji naukowych; cztery z nich to publikacje punktowane
z listy ministerialnej (140, 140, 100 i 70 punktow). W dwdch publikacjach zwigzanych z tematyka
doktoratu Pani mgr inz. Marta Grabarek jest pierwszym autorem (IF = 6.0 4.9).

Doktorantka byta réwniez wspotautorka 16 wystgpien konferencyjnych zaznaczajgc swojg obecnosc
na takich miedzynarodowych konferencjach jak European Symposium on Organic Chemistry,
Tetrahedron Symposium czy International Conference on Phosphorus Chemistry.

W moim odczuciu, tgczny dorobek Pani mgr inz. Marty Grabarek na tym etapie kariery naukowej
jest dobry i wystarczajgcy w kontekscie uzyskania stopnia naukowego doktora.

Whniosek koricowy

Mysle, ze zaprezentowane wyniki stanowig spdjng i logiczng catos¢. W petni spetniajg kryterium
nowosci stawiane jako warunek konieczny zwigzany z realizacja pracy doktorskiej.

W mojej opinii recenzowana praca doktorska pt. ,Synteza inhibitoréw ureaz bakteryjnych
o kowalencyjnym mechanizmie dziatania” zrealizowana pod opieka promotorska Pana prof. dr
hab. inz. Artura Muchy spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6in. zm.).
Whnioskuje zatem o dopuszczenie mgr inz. Marty Grabarek do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Z powazaniem

Jakub Adamek

PODPIS ZAUFANY

JAKUB
ADAMEK

27.12.2024 10:45:42 [GMT+1]
Dokument podpisany elektronicznie
podpisem zaufanym
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