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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marty Grabarek zatytutowanej ,Synteza inhibitorow
ureaz bakteryjnych o kowalencyjnym mechanizmie dziatania” wykonana na podstawie
Uchwaty Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z dnia 16
pazdziernika 2024 roku.

Przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr inz. Marty Grabarek zostata wykonana
pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Artura Muchy w Katedrze Chemii Bioorganicznej Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej.

Dysertacja wpisuje sie w tematyke badarn prowadzong w grupie profesora Artura
Muchy, obejmujaca projektowanie i synteze biologicznie aktywnych pochodnych fosforowych,
w tym inhibitoréw enzyméw. W ramach pracy doktorskiej Doktorantka podjeta sie
opracowania dogodnych warunkéw syntezy inhibitoréw ureaz bakteryjnych zawierajgcych
w swojej strukturze fragmenty fosforo- i selenoorganiczne oraz zbadania ich wtasciwosci
inhibicyjnych.

Pod wzgledem formalnym praca doktorska ma kiasyczny uktad obejmujgcy spis tresci,
wprowadzenie, studia literaturowe powigzane z tematyka pracy, na ktére przypada 28 stron,
badania wtasne przedstawione na 35 stronach, trzystronicowe podsumowanie rozprawy
doktorskiej i czterdziestostronicowg cze$¢ eksperymentalng, zawierajacg opisy
wykonywanych syntez oraz analize fizykochemiczng otrzymanych pochodnych. Dysertacja
zakonczona jest bibliografig obejmujgca 91 pozycji literaturowych oraz streszczeniem pracy w
jezyku polskim i angielskim. W pracy znalazty sie takze materiaty uzupetniajgce, w ktérych
Doktorantka zamiescita 67 rysunkéw widm *H, 23C, 3P i 77Se NMR zsyntetyzowanych
produktéw konicowych.
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Do pracy dotaczone zostaty informacje dotyczace aktywnosci naukowej Doktorantki,
z ktérych wynika, ze jest ona wspdétautorka pieciu publikacji naukowych, z czego dwie prace
zwigzane s3 z tematykg doktoratu (Eur. J. Med. Chem. IF = 6,0; 140 pkt. MNiSW i Int. J. Mol.
Sci., IF = 4,9 140 pkt. — artykut przegladowy) oraz 16 prezentacji konferencyjnych z czego 7 na
konferencjach miedzynarodowych.

Dysertacje Doktorantka rozpoczeta od wprowadzenia, w ktorym opisuje
biogeochemiczne znaczenie enzymu ureazy, wykorzystywaniu go w medycynie, przemysle
chemicznym i spozywczym. Pisze tez o skutkach nadmiernej aktywnosci ureazy
i potrzebie kontroli jej aktywnosci. W czesci literaturowej prezentuje charakterystyke enzymu,
role jaka odgrywa w metabolizmie zwigzkéw azotowych, jego budowe, przykfady zrodet
ureazy pochodzenia naturalnego i wptyw hamowania aktywnosci enzymu na powodzenie
leczenia antybiotykami choréb pochodzenia bakteryjnego. Omawia réwniez mechanizmy
inhibicji ureazy polegajgce na niekowalencyjnych oddziatywaniach z jonami niklu znajdujgcymi
sie w centrum aktywnym enzymu lub tworzeniu wigzania kowalencyjnego z grupa tiolowa
cysteiny znajdujacej sie przy wejsciu do centrum aktywnego. Nastepnie prezentuje przyktady
inhibitoréw enzymow z podziatem na inhibitory oddziatujace z enzymem: a) niekowalencyjnie,
w tym pochodne mocznikowe, fosforoorganiczne, heterocykliczne, tiolowe i kwasy boronowe,
b) kowalencyjnie, takie jak pochodne selenoorganiczne, polifenolowe, pochodne kwasu
akrylowego i propargilowego oraz jony metali ciezkich. Dla prezentowanych przyktadéw
podaje ich aktywno$¢ inhibicyjng wobec ureaz pochodzacych z rdéinych szczepow
bakteryjnych. W mojej opinii ta cze$é¢ dysertacji w syntetyczny sposéb dobrze wprowadza
w tematyke badan prowadzonych w pracy doktorskiej. Umozliwia zapoznanie sig z aktualnym
stanem wiedzy i uzasadnia podjecie dalszych badan. Podsumowujac uwazam, ze jest to
ciekawy przeglad dotyczacy wtasciwosci oraz doniesien literaturowych na temat inhibitoréw

ureaz.

Badania wtasne Doktorantka rozpoczeta od sformutowania celu pracy. Zatozyta, ze
otrzyma nowe inhibitory ureaz, ktére beda zawieraty elementy strukturalnie pasujace do
centrum aktywnego enzymu, mogace jednoczesnie koordynowac jony niklu, jak i taczy¢ sie
z grupa tiolowa. Zatozyta, ze takie podejscie umozliwi zwiekszenie selektywnosci ich dziatania,
przez co wptynie korzystnie na zmniejszenie cytotoksycznosci wynikajacejz podawanej dawki.

Zaplanowata, ze otrzymane pochodne zostang przebadane pod katem aktywnosci wzgledem



modelowego oczyszczonego enzymu bakteryjnego wyizolowanego z bakterii Sporosarcina
pasteurii, a takze przebadane zostanie ich dziatanie antyureolityczne wzgledem komorek linii
Helicobacter pyroli. Strukturalnie zaplanowane do syntezy zwigzki to pochodne katecholu
i benzizoselenazolonu zawierajgce grupy fosfonowe i fosfinowe, a takze pochodne
benzizoselenazolonu modyfikowane na atomie azotu grupami benzylowymi, podstawionymi
w pierscieniu atomami chloru, fluoru i grupami trifluorometylowymi. Badania Doktorantka
rozpoczeta od syntezy pochodnych fosforowych katecholu. Startujgc z kwasu 2-(3,4-
dimetoksyfenylo)octowego poprzez reakcje z formaldehydem, synteze kwasu H-fosfinowego
i jego modyfikacje strukturalne otrzymata zatozone fosforowe pochodne katecholu
zawierajgce grupy karboksylowe i estrowe. Dodatkowo otrzymata tez zwigzek bez tych grup,
wychodzac z 4-(2-bromoetylo)-1,2-dimetoksybenzenu. Reakcje wymagaty optymalizacji
polegajacych np. na wykorzystaniu mikrofal, réznych czynnikéw sililujacych, czy specyficznych
warunkow estryfikacji. Finalnie otrzymata 9 pochodnych, ktére wykorzystata do badan
biologicznych. Druga grupa zwigzkéw jaka opracowata byty N-podstawione fosfonowe
pochodne 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu. Produkty byly syntetyzowane w wyniku reakcji
chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu z odpowiednimi, rdéznigcymi sie strukturalnie
aminofosfonianami a nastepnie hydrolizy estréw fosfonowych. Doktorantka do tych syntez
uzyta aminofosfoniany zawierajgce fragmenty arylowe, arylowoalkilowe i alkilowe. Chlorek
2-(chloroseleno)benzoilu otrzymata w klasycznej metodzie z kwasu antranilowego poprzez
diazowanie, reakcje z diselenkiem disodu, a nastepnie ogrzewanie otrzymanego kwasu
2,2’-diselenobiskarboksylowego z chlorkiem tionylu. Strukture dwdéch zwigzkédw potwierdzita
réwniez analiza rentgenograficzng. Ponadto dla porédwnania zsyntetyzowata pochodne
ftalimidowe kwasu alkilofosfonowego. W sumie opracowata 27 pochodnych. Trzecig grupa
badanych zwigzkéw byty N-benzylowe pochodne benzizoselenozol-3(2H)-onu otrzymane
w  wyniku reakcji chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu z halogenowanymi w pierscieniu
aromatycznym benzyloaminami. Doktorantka otrzymata 19 nowych zwigzkéw podstawionych
atomami chloru, fluoru i grupami CF3. Wszystkie trzy grupy zwigzkéw zostaty przebadane pod
katem ich wtasciwosci inhibicyjnych. Wyznaczone zostaty state dysocjacji kompleksu enzym-
inhibitor (Ki) dla natywnej ureazy z bakterii Sporosarcina pasteurii, a takze parametr I1Cso dla
pomiardw wobec zywych komérek Helicobacter pyroli. Wykazano, ze pochodne katecholowe
sg mikromolarnymi inhibitorami ureazy z Sporosarcina pasteurii. Przedyskutowano wptyw

podstawnikéw na aktywnosé¢ inhibicyjng. Dla najbardziej aktywnego kwasu fosfonowego
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zawierajgcego dodatkowa grupe karboksylowa wykonano model kompleksu zwigzku z ureaza.
Wykazano dodatkowe oddziatywania ugrupowania karboksylowego. Wyizolowany zwigzek
okazat sie by¢ réwniez najbardziej skutecznym inhibitorem rozktadu mocznika w zywych
komérkach Helicobacter pyroli, natomiast na podstawie dodatkowych badan wykazano, ze
jest on niskotoksyczny wobec komoérek eukariotycznych in vitro. Dla pochodnych
benzizoselenazolowych fosforylowane pochodne zawierajace podstawnik aromatyczny
okazaty sie byé nanomolarnymi inhibitorami ureazy z Sporosarcina pasteurii. Na podstawie
wynikéw wykazano, ze estry fosfonowe wykazujg lepsza aktywnos¢ niz kwasy, a gtéwna role
odgrywa kowalencyjny mechanizm oddziatywania Z cysteing. Pochodne
benzizoselenazolonowe byty réwniez aktywne wobec zdolnosci do kontrolowania rozktadu
mocznika w zywych komérkach Helicobacter pyroli, a wynik ICso = 29nM okazat sie by¢
najlepszym w catej pracy. Podobnie estry fosfonowe podstawione terminalnie w N-alifatycznej
reszcie benzizoselenazolonu okazaty sie by¢ nanomolarnymi inhibitorami ureazy
z Sporosarcina pasteurii. Wykazano, ze obecnos¢ pierScienia izoselenazolowego jest kluczowa
dla mechanizmu inhibicji. Fosfonowe pochodne benzizoselenazolonu wykazywaty
umiarkowang lub niskg toksyczno$é antyproliferacyjng. Przeprowadzone badania dla
halogenopochodnych N-benzylo-1,2-benzizoselenazolon-3(2H)-6w wykazaty, ze réwniez one
sg nanomolarnymi inhibitorami ureazy z Sporosarcina pasteurii. Najbardziej aktywne byty
pochodne zawierajgce jeden lub dwa atomy fluorowca, a najlepszy wynik zostaf otrzymany dla
pochodnej zawierajacej dwa podstawniki chloru w pozycji 2 i 4. Natomiast najlepsze
hamowanie ureolizy Helicobacter pyroli wykazata pochodna zawierajgca w pozycji 3 atom
fluoru a w pozycji 4 grupe CFs, podczas gdy pochodna z dwoma atomami chloru okazata sie
najgorsza.

W mojej opinii zaprezentowane rezultaty badan spefniajg zatozone cele rozprawy,
a otrzymane pochodne i przeprowadzone badania biologiczne wnosza istotny wktad
w badania nad inhibitorami ureaz. Przedstawiona rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Najbardziej istotne elementy jakie praca doktorska wnosi
do wiedzy to:
- opracowanie warunkow syntezy trzech grup zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci inhibicyjne;j
dla enzymu ureazy,
- wykazanie, ze kluczowag role dla aktywnosci inhibicyjnej odgrywa fragment

benzizoselenazolowy, a pochodne katecholowe sg znacznie mniej aktywne,
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— ustalenie, iz benzizoselenazolony charakteryzujg sie wysokim potencjatem hamowania
ureolizy Helicobacter pyroli przy stosunkowo niskiej toksycznosci.

Z formalnego punktu widzenia praca napisana jest poprawnym jezykiem, a cele
i wnioski s3 wyraZnie sformutowane. Opisy eksperymentalne sg wystarczajgco szczegétowe,
a do opiséw dotgczone s3g analizy widm *H, 3C, 3!P, 77Se, °F NMR i analizy HRMS oraz
oryginalne widma produktéw koricowych.

Doktorantka nie unikneta drobnych btedéw edytorskich w pracy, ktére jednakze nie
wptywajg na ogdlng ocene zaprezentowanych badan. Na przykfad tytut Schematu 1 na stronie
23 sugeruje, iz bedzie prezentowanych wiele pochodnych, a dotyczy on tylko syntezy
i aktywnosci jednego zwiazku. Na Schemacie 2 podstawnik R opisywany jest jako 3,4-(OH)2Ph,
p-CH3Ph, a powinno by¢ raczej 3,4-(0OH)2CeH3 i p-CH3CeHa. Ten sam zapis pojawia sie rowniez
na kolejnych schematach. W pracy pojawito sie réwniez kilka literéwek np. kwarcetyna
zamiast kwercetyna str 39 i inne. Nazwy czasopism powinny by¢ podawane jednakowo,
sktétami wiec np. Ecological Bulletins powinien by¢ zapisany jako Ecol. Bull. poz 1. W opisie
ksigzki w poz.12 zabrakfo edytoréw, wydawcy i miejsca wydania ksigzki, a cytowany rozdziat
powinien mieé nr 4.

Po zapoznaniu sie z dysertacjg stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr
inz. Marty Grabarek spetnia kryteria stawiane kandydatom w Ustawie Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce [Dz. U. 2018 poz. 1668, z pdzn. zm.). Zwracam sie wiec do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz
Marty Grabarek do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na
wartos¢ merytoryczng pracy i potencjalne znaczenie uzyskanych wynikéw, sktadam wniosek

o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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