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RECENZJA
Pracy doktorskiej Pani mgr inz. Marty Grabarek

pt.: ,Synteza inhibitoréw ureaz bakteryjnych o kowalencyjnym mechanizmie dzialania”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Marty Grabarek zostata wykonana
w Katedrze Chemii Bioorganicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod
kierunkiem Pana prof. dr. hab. inz Artura Muchy. Praca doktorska dotyczy syntezy
zwigzkow zaprojektowanych jako inhibitory o unikalnym mechanizmie oddziatywania z ureaza
bakteryjng lub wykazujacych dzialanie antyureolityczne. Ureaza stanowi atrakcyjny cel
molekularny. Jest ona kluczowym enzymem w metabolizmie zwigzkow azotowych w wielu
organizmach, dodatkowo ureazy pochodzenia bakteryjnego stanowig tzw. czynniki wirulencji
niektérych patogenéw chorobotwérczych, ulatwiajgc im zakazenie zywych komérek innego
organizmu.

Docelowe zwiazki naleza do grupy pochodnych katecholowych lub 1,2-benzizoselenazol-
3(2H)-onu i zawierajg ugrupowanie fosfonowe lub fosfinowe, co wigze je z tematyka, w ktorej
znakomitym specjalista jest promotor pracy. Chemia zwigzkow fosforoorganicznych stanowi
niezwykle wazny i dynamicznie rozwijajacy si¢ obszar badawczy fascynujacy wielu chemikéw
i biochemikéw na catym $wiecie. Jest to czesto zwigzane z bogatg i zréznicowang aktywnoscia
biologiczng, w tym zdolnoscia hamowania szybkosci katalitycznej réznych enzymoéw, ktorg
wykazujg te cieckawe zwigzki.

Efektem pracy byly wyniki opublikowane w formie dwéch publikacji o zasiggu miedzynarodowym
z listy Journal Citation Reports (Eur. J. Med. Chem. IF 6,0 oraz Int. J Mol Sci IF 4,9). W obu
powyzszych publikacjach Doktorantka byta takze pierwsza Autorka.

Wydaje si¢ takze, ze nie wszystkie wyniki zostaly juz opublikowane, a okre$lenie struktury
kompleksu odpowiedniego ligandu z ureaza z pewnoscig przyczyni si¢ do glebszego zrozumienia
mechanizmu jej inhibicji i opublikowaniu pozostatych danych w renomowanym czasopismie.

Ocena pracy

Tres¢ pracy odpowiada tematowi okreslonemu w tytule. Praca w postaci jednotomowego
opracowania zawiera 188 ponumerowanych stron i zawiera wprowadzenie (Rozdziat 1, str. 11-13),
a nastgpnie czg$¢ teoretyczng, czyli tak zwane studia literaturowe (Rozdzial 2, str. 15-42).
W dalszej kolejnosci w pracy znajduje sie opis badan wiasnych zawierajacy sprecyzowany cel,
czg$¢ wlasciwg i podsumowanie pracy (Rozdzial 3, str. 43-80). Cato$¢ zamykajg czesé
eksperymentalna (Rozdziat 4, str. 81-122), spis cytowanej literatury (Rozdziat 5, str. 123-130),
dorobek naukowy Doktorantki (Rozdzial 6, str. 131-133) oraz atlas widm NMR otrzymanych
produktéw koficowych (Rozdziat 9, str. 139-188).



Ponadto, w pracy znajduje si¢ takze wykaz skrotéw oraz streszczenie pracy w jezyku
polskim i angielskim. Taki uklad pracy pozwala wiasciwie, w sposob przejrzysty i logiczny
zaprezentowac przeprowadzone badania i uzyskane wyniki.

Czgs¢ literaturowa wprowadza czytelnika w tematyke znaczenia ureazy, jej aktywnosci
biologicznej, a szczegélnie jej roli w zdolnosci do wnikania i infekowania organizmu przez
patogeny bakteryjne (tzw. czynnik wirulencji). Antybiotykooporno$¢ szczepéw bakteryjnych
stanowi wazny i narastajgcy problem zdrowotny populacji ludzkiej. Ta cze$¢ pracy uzasadnia
naukowo podjecie dziatan ukierunkowanych na inhibicje tego enzymu. W dalszych podrozdziatach
Doktorantka przedstawia niekowalencyjne inhibitory ureazy bakteryjnej, takie jak pochodne
mocznika, kwaséw acetohydroksamowych, zwigzkow fosforoorganicznych, heterocyklicznych
chinolonéw oraz innych grup zwigzkow organicznych. Autorka dokonala takze poréwnania
budowy fosfonowych, fosfinowych, tiofosfinowych oraz fosfonamidowych inhibitoréw
fosforoorganicznych oraz ich potencjatu inhibitorowego. Przedstawila takze wybrane metody ich
syntezy. W dalszej czgsci dysertacji Pani mgr inz. Marta Grabarek opisala inhibitory ureazy
bakteryjnej wigzace si¢ kowalencyjnie z enzymem, migdzy innymi z reszta sulfhydrylows cysteiny
zlokalizowanej przy wejsciu do centrum aktywnego enzymu. Autorka opisala w sposob
kompetentny wlasciwosci  inhibitorow kowalencyjnych pochodzacych z grupy zwiazkéw
selenoorganicznych, oraz polifenoli ze szczeg6lnym naciskiem na katechole, w tym zawierajace
fragment fosforoorganiczny. Ostatnia czgs¢ tego podrozdziahu zawiera wskazang aktywnos¢
biologiczng zwigzkow karbonylowych/karboksylowych zawierajacych wiazanie a.f-nienasycone
oraz jonow metali cigzkich. Przedstawione w tym rozdziale informacje znakomicie wskazuja
celowos¢ syntezy zwigzkéw o szczegolnych wiasciwosciach inhibitujacych laczacych zaréwno
kowalencyjne jak i alternatywne, w tym koordynacyjne oddziatywania otrzymanych ligandéw
z kluczowymi miejscami aktywnymi tytutowych ureaz bakteryjnych.
Badawcza czg$¢ rozprawy doktorskiej rozpoczyna dobrze sprecyzowany cel pracy oraz
uzasadnienie struktury zaprojektowanych inhibitoréw wraz z dalszymi podrozdzialami opisujgcymi
syntezg poszczegblnych grup zwigzkow.
W pierwszym podrozdziale tej czesci rozprawy Doktorantka przedstawita material dotyczacy
syntezy pochodnej kwasu H-fosfinowego P1.3 zawierajgcej ugrupowanie katecholowe, na drodze
addycji typu Michaela do akrylanu P1.2. Na tym etapie syntezy istotne okazala si¢ zastosowanie
odpowiedniej  aktywacji  soli amonowej kwasu fosforowego(I) tj. wuzycie N,O-
bis(trimetylosililo)acetamidu (BSA), od czego zalezala wydajnos¢ syntezy zwigzku P1.3 okreslona
jako zadowalajgca oraz otrzymanego produktu ubocznego P1.4. Dalsze modyfikacje polegajace na
addycji zwigzku P1.3 do akrylanu metylu lub utlenianie (I, DMSO) oraz usuniecie grup
ochronnych eteréw metylowych katecholu doprowadzily do otrzymania pochodnych kwasu
fosfinowego P1.9; fosfinianu P1.10 oraz kwaséw fosfonowych P1.11 wraz z alternatywnie
otrzymanym zwigzkiem P1.16. Autokatalityczna reakcja z zastosowaniem metanolu prowadzita do
otrzymania pochodnych estréw karboksylowych zawierajacych ugrupowanie kwasu fosfinowego
P1.13 oraz kwasu fosfonowego P1.14.
Do tej czgsci pracy mam dwa pytania:
® czy Doktorantka probowala scharakteryzowa¢ zwigzki P1.13 oraz P1.14 metodami
NMR uzywajac jako rozpuszczalnika deuterowanego metanolu? Uwazam, ze cenne jest
umieszczenie takich diagnostycznych informacji w czgsci eksperymentalnej jak na
przyklad wydajnosci otrzymanych estrow w surowej mieszaninie reakcyjnej oraz
charakterystycznych wartosci § w widmach NMR- tym bardziej, Zze na rysunku 14
Autorka przedstawia przebieg reakcji estryfikacji z zastosowaniem tej techniki,
a zwiazki stanowily przedmiot dalszych badan biologicznych.

* Na rys 13 przedstawiono optymalizacje reakcji addycji odczynnika sililujacego s6l
amonowg kwasu fosforowego(l). W jakim rozpuszczalniku byly rejestrowane omawiane
widma? Z tej czgsci dyskusji wynikéw wynika, ze w mieszaninie reakcyjnej powinny



by¢ zwiazki P1.3 oraz P1.6, podczas gdy w czesci eksperymentalnej znajduja si¢ inne
wartosci przesunigcia chemicznego charakterystyczne dla tych zwiazkéw.

W kolejnym podrozdziale Autorka opisata synteze inhibitorow kowalencyjnych wigzacych dwa
kluczowe miejsca ureazy, zaprojektowanych w kierunku koordynacji jonu niklu znajdujacego sie
W miejscu aktywnym enzymu poprzez ugrupowanie fosfonowe fragmentu aminofosfonianowego
oraz wigzania si¢ z resztg cysteiny poprzez fragment 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu. W pierwszej
kolejnosci opisane zostalo otrzymanie czterech serii pochodnych estréw kwasow fosfonowych
z odpowiednich amin pierwszorzedowych. W reakcji katalizowanej zwiazkami palladu otrzymane
zostaly dwa izomery: mefa- oraz para- aminofenylofosfonianu dietylu P2.1.1 oraz P2.2.1.
Alternatywne zastosowanie innego typu substratow (pochodne nitrowe lub ftalimidowe) we
wspomagane;j mikrofalami reakcji Arbuzowa pozwolito na otrzymanie
(aminofenylo)alkilofosfonianow, (aminometylofenylo)metylofosfonianéw oraz @-aminoalkilo-
fosfonianéw dietylu. Tak przygotowane aminy pierwszorzedowe poddano reakcji ze zwigzkiem
selenoorganicznym, w  wyniku  czego  powstala grupa  dwunastu  pochodnych
aromatycznych/alifatycznych 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu rézniacych si¢ lacznikiem pomiedzy
grupg aminowg i fosfonianowa, z wydajnosciami od 53% do 81%. Odpowiednio dobrana przez
Doktorantke procedura hydrolizy (stezony HCI, kwas octowy oraz uzycie promieniowania
mikrofalowego) pozwolila na otrzymanie pochodnych kwaséw fosfonowych dla o$miu z wyzej
opisanej grupy estréw. Co wiecej, hydroliza prowadzona w warunkach zasadowych postuzyla do
otrzymania dwoch pochodnych monoestrowych P2.9.5 oraz P2.12.5, ktore réwniez wykorzystano
do badan aktywnosci antyureolityczne;. Aby oceni¢ i poréwnaé aktywnos¢ biologiczng
otrzymanych zwigzkéw Autorka zsyntetyzowala takze odpowiedniki kwasow fosfonowych P2.9.6
oraz P2.12.6, w ktérych w miejscu selenazolonu znajdowat si¢ pierscien ftalimidowy. W tym
miejscu warto doda¢, ze w przypadku dwéch kwasow fosfonowych P2.9.4 oraz P2.11.4 udato si¢
wyhodowa¢ monokrysztaly zdatne do badan z wykorzystaniem metod rentgenowskich, co $wiadczy
0 doskonalym warsztacie pracy Doktorantki. Krystalizacja w przypadku niektérych zwiazkow
organicznych jest wcale nietatwym zadaniem i wymaga wielu wysitkéw chemika-eksperymentatora.

W ostatniej czgsci rozdzialu omawiajacego syntezg¢ docelowych zwigzkow Doktorantka skupita
si¢ na otrzymaniu serii chlorowanych i/lub fluorowanych pochodnych N-benzylowych 1,2-
benzizoselenazol-3(2H)-onu. W analogicznej do omawianych poprzednio reakcji chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu z monofluoro-, difluoro- lub trifluorowang benzyloaminag otrzymano
zwigzki P3.5-P3.12 z wydajnosciami od 26% do 89%, w zaleznosci od pozycji podstawnikéw. Dla
poréwnania, dla izomeréw polozeniowych trifluorotoluenu (zwigzki P3.13-P3.15) i pozostatych
halogenowanych pochodnych benzenu lub trifluorotoluenu (P3.16-3.19) wydajnosci réznily sie
1 znajdowaly w przedziale od 31% - 53% , a w drugiej z omawianych grup w zakresie 35% - 59%.
Autorka trafnie zauwazyla, ze obecnosé podstawnika(6w) wyciggajacych elektrony (np. grupa -CF3
i/lub fluor) znacznie obniza zasadowo$é amin, co migdzy innymi wplywa na ich reaktywnosé np.
w reakcjach substytucji nukleofilowej.

Dalsza czg$¢ rozprawy zwigzana jest z badaniami aktywnosci inhibitorowej otrzymanych
zwigzkow. Testy zostaly przeprowadzone wobec natywnej ureazy bakterii S. pasteurii CCM 2056.
Badania przeprowadzone dla fosforowych pochodnych katecholu wykazaly, ze stanowig one grupe
inhibitorow ureazy S. pasteurii w ilosciach mikromolarnych, a eksperymenty z preinkubacja
wskazaly na wolnowigzgcy mechanizm inhibicji, przy czym stwierdzono, Ze najsilniejszy charakter
hamujacy posiada kwas fosfonowy zawierajgcy grupe karboksylowa P1.11 (Ki 2,36 pM).
Przeprowadzone dla P1.11 oraz P1.12 modelowanie ich oddziatywan z aktywnymi miejscami
ureazy nie tylko potwierdzilo podwéjny mechanizm inhibicji enzymu, ale i wykazato dodatkowe
wigzania jonowe grupy karboksylowej liganda oraz reszty guanidynowej Arg 339 oraz wigzanie
wodorowe z pierscieniem His 323 (Rys 17). Zbadana zostala takze aktywnos$¢ antyureolityczna
in vitro w komérkach Helicobacter pylori (szczepu ATCC 51932). Ponownie okazalo sie, ze
najbardziej aktywnym okazal si¢ kwas P1.11; wyznaczono jego hamujgce stezenie ICso rowne
0,75 uM. Dodatkowo, dla trzech zwiazkéw (P1.10, P1.11, P1.16) w badaniach in vitro okreslono



niskg toksycznos¢ wobec komérek eukariotycznych (mysich fibroblastéw zarodkowych 3T3-L1
oraz ludzkich komorek nablonka nerki HEK-293). Wyniki tych badan opublikowane zostaty
W pracy pt.”Inhibitory activity of catecholic phosphonic and phosphinic acids against Helicobacter
pylori ureolysis™ (Eur. J. Med. Chem., 2023, 257, 115528).

Analogiczne  testy  przeprowadzone dla  serii N-aminofenylowych  lub  N-
aminometylofenylowych podstawionych pochodnych estréw oraz kwaséw fosfonowych 1,2-
benzizoselenazol-3(2H)-onu wykazaly, ze badane zwigzki sg efektywnymi inhibitorami ureazy
bakteryjnej S. pasteurii w skali nanomolarnej. Inhibicja zachodzita zgodnie z szybkowigzacym
mechanizmem oddziatywania w centrum aktywnym enzymu, a odpowiednie najlepsze wartosci K;
wynosily od 5,06 nM dla pochodnych estréw etylowych kwasow fosfonowych podstawionych
W pozycjach meta- (zwiazku P2.7.4) oraz dla pochodnej P2.3.3 (Ki 7,77 nM). Okazalo si¢ takze, ze
odpowiednie fosfoniany dietylu wykazuja lepszg aktywnos¢ niz ich kwasowe odpowiedniki.
Doktorantka trafnie zauwaza, ze fakt ten przemawia za lepszym dopasowaniem odpowiedniego
inhibitora do struktury enzymatycznego biatka niz koordynacja jonu niklu z reszta kwasu
fosfonowego, chociaz w przypadku pary zwigzkoéw P2.2.2 oraz P2.2.3 wartosci byly poréwnywalne,
aczkolwiek wartos¢ Ki wynosita okoto 430 nM. Autorka uzasadnia tez odmienne wiasciwoscei
hamujace inhibitoréw (rézne wartosé K;) réznicami w budowie i reaktywnosci zwigzkow, co zdaje
si¢ wplywaé na tworzenie mostkow seleno-siarczkowych inhibitora z enzymem. W dalszej czesci
tego podrozdziatu Pani mgr inz. Marta Grabarek wykazata kluczowy wptyw uktadu selenazolonu
na inhibicje ureazy poprzez poréwnanie aktywnosci aromatycznych/alifatycznych 1,2-
benzizoselenazol-3(2H)-onéw oraz ich ftalimidowych odpowiednikéw. Dla serii zwigzkow
selenoorganicznych uszeregowana zostala takze zdolnosé inhibicji enzyméw przez fosfoniany
dietylowe, pochodne kwasowe oraz ich monoestry, przy czym estry dietylowe wykazywaly
najnizsze wartosci Ki (7,92 nM < K; < 71,6 nM), dalej kwasy fosfonowe K; w zakresie od 108 nM
do 426 nM), a na koncu uplasowaly sie pochodne monoestrowe (Ki > 670 nM). Dla poréwnania
stata dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor wykazana dla niezawierajacych selenu pochodnych
ftalimidowych przyjmowata wartosci K; > 50 MM (Tabela 7). Dla wymienionych powyzej
aromatycznych/alifatycznych pochodnych 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu oraz ich ftalimidowych
odpowiednikéw zbadano takze aktywnosé antyureolityczng dla zywych komérek H. pylori.
Doktorantka poprzez poréwnanie wartosci parametru ICsp dla poszczegélnych pochodnych,
wykazala aktywno$é¢ hamujaca rozklad mocznika przez otrzymane serie N-podstawionego
selenazolonu w skali nanomolamej. Chociaz aktywnos¢ nie korelowala ze struktura jak
w przypadku badania aktywnosci biologicznej w stosunku do oczyszczonej ureazy, badane zwigzki
okazaly si¢ znakomitymi inhibitorami, przy czym najlepsza aktywno$¢ wykazano dla N-
fenylofosfonianu P2.2.2 dla ktérego wartosé ICs wynosita 29,5 nM. Poréwnanie aktywnosci
ureolitycznej dla pochodnych diestrowych, monoestrowych oraz odpowiednich kwaséw
fosfonowych wykazalo interesujaca selektywnos¢ - lepsza inhibicje katalitycznego dziatania
Czystego enzymu w poréwnaniu z badaniami in vitro na zywych liniach komoérkowych. Autorka
uzasadnila to mozliwymi réznicami w transporcie zwigzkéw przez Sciany komérkowe badanych
bakterii. W pracy wykazane zostala takze umiarkowana lub niska aktywnos¢ proliferacyjna
wybranych inhibitoréw z omawianej grupy zwigzkow selenoorganicznych.

Ostatnig z przebadanych pod katem biologicznym grup zwigzkéw i tez jak sie okazato najlepiej
hamujaca dziatanie bakteryjnej ureazy wyizolowanej z S. pasteurii byla seria halogenowych N-
benzylowych pochodnych 1.2-benzizoselenazol-3(2H)-onu. Doktorantka poréwnata wartosci stalej
inhibicji- wykazata, ze najaktywniejsze posrod badanych zwigzkéw byly inhibitory zawierajgce
jeden lub dwa atomy halogenu, przy czym na aktywnos¢ wplywala takze aktywacja/dezaktywacja
piercienia  fenylowego w  izomerach polozeniowych  orto-, para- podstawnika
dichlorobenzylowego (P3.2; K 0,594 nM) w stosunku do izomeru orto-, meta- (P3.3, Ki 9,04 nM)
Czy mela-, para- (P3.4, K; 15,9 nM), co potwierdza tendencje widoczng w wynikach otrzymanych
dla monofluorowanych pochodnych P3.5-P3.7. Dalsze modyfikacje struktury inhibitoréw uzyskane
poprzez obecnos¢ grupy CF; lub dodatkowego atomu halogenu ostabialy wlasciwosci hamujace
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dzialanie badanej ureazy. Autorka stwierdzita takze, ze aktywnos¢ inhibitorowa poszczegélnych
halogenowanych pochodnych N-benzylowych 1.2-benzizoselenazol-3(2H)-onu wobec ureolizy
komérek H. pylori (choé¢ otrzymano wartosci Ki réwniez nanomolarne) wykazuje pewne
zrznicowanie w stosunku do wyznaczonej wzgledem oczyszczonej ureazy, co tlumaczy
subtelnymi réznicami w budowie liganda wplywajacymi na zaleznos¢ struktura-aktywnosé.

W tym miejscu nasuwa mi sie nastgpujgce pytanie: ktore z przedstawionych w pracy badan
biologicznych zrealizowata Doktorantka samodzielnie, a ktére we wspolpracy (z dr. inz
Wojciechem Taborem oraz dr Agnieszka Grabowiecka). Uwazam, ze szeroko zaprojektowane
i wykonane badania biologiczne podnosza wartos¢ pracy i w zaden sposob nie umniejszajg
wartosciowych wynikéw uzyskanych w trakcie syntezy organicznej, szczegolnie tak wielu nowych
zwigzkéw jak opisano w niniejszej rozprawie doktorskiej.

W czesci eksperymentalnej rozprawy znajdujg si¢ odpowiednie procedury otrzymywania
poszczegolnych zwiazkéw oraz ich charakterystyka spektroskopowa. Wszystkie otrzymane zwiazki
opisano i scharakteryzowano prawidlowo nie tylko za pomocg spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego 'H NMR, *C NMR jak réwniez widm 3'P NMR. Szczegdlnie przydatne przy
okresleniu struktur otrzymanych inhibitoréw okazata si¢ interpretacja widm fosforowego
magnetycznego rezonansu jgdrowego, w czym Doktorantka wykazata si¢ znaczng biegloscia. I tak
wartos¢ przesunigcia chemicznego sygnatu w widmie 3'P NMR dla kwasu H-fosfinowego (P1.9),
wynosita 3p 32; dla podstawionego fosfinianu P1.10 §p byla réwna 54 ppm, a dla kwasu
fosfonowego P1.11 wynosita 8p 26. Dla poréwnania odpowiednie wartosci dla przyktadowych
modyfikowanych pochodnych fosfonianu dietylu (P2.9.3) wynosily 8p 28.9: dla pochodne;j
monoestrowej kwasu fosfonowego (P2.9.5) &p 24 podczas gdy sygnat odpowiadajacy kwasowi
fosfonowemu (P2.9.4) znajdowat sie przy wartosci 8p 17,2.

W szczegdlnych przypadkach Doktorantka postugiwala si¢ takze analiza widm 7’Se NMR oraz
'F NMR. Dla zwiazkéw otrzymanych jako krysztaly wyznaczyla temperatury topnienia. Tylko
w jednym przypadku nie znalaztam odpowiedniej wartosci (P1.16; str. 89).

Dla wszystkich zwigzkéw zawierajacych heteroatomy a w szczegélnosci atom fosforu, czy
fluoru mozna zauwazyé ich wplyw na warto$¢ przesuniecie chemicznego innych sygnatow
W widmie oraz wartosci i multipletowosci stalych sprzezenia. Szczegdlnie wartosci statych
sprzgzenia Je-p w widmie *C NMR s3 wartosciowe i jak wykazala Doktorantka Wynosza
odpowiednio 'Je.p 92 dla kwasu H-fosfinowego (P1.9), dla kwasu fosfonowego (P1.11) 'Je.p 136
Hz, podczas gdy dla modyfikowanej pochodnej fosfonianu dietylu (mp. 2.9.3) 'Jep jest réwna
139 Hz.

Dodatkowo ~ Autorka  zinterpretowala odpowiednio widma °F NMR zwigzkow
fluoroorganicznych, gdzie wskazata obecnosé sygnatu/6w dla odpowiednich wartodci przesuniecia
chemicznego w widmie 'F NMR (w zakres & od —141.4 dla 3,4-difluorobenzylowej pochodnej
selenazolu P3.10 do § —110.8 dla 3,5-difluorobenzylowej pochodnej P3.11, podczas gdy wartosci
dla pochodnych trifluorometylowych P3.13-P3.15 oraz P3.17-P3.19 miescily si¢ w zakresie -62 <§
<-63 ppm).

Do tej czgsci pracy mam kilka uwag:

. Czgs¢ eksperymentalna (str. 83): ,kwas podfosforawy” proponuj¢ zastgpié bardziej
poprawnym “kwasem fosforowym(I)”.

. Str. 87 oraz str. 90: poprosz¢ o wytlumaczenie z czego wynika tak znaczna iloéé¢ statych
sprzgzen spinowo-spinowych dla zwigzku P1.9 oraz dla zwigzku P2.1.1.

. Str. 85 oraz str.87: wydaje mi sie, ze dla pochodnych estrowych P1.6 oraz P1.8 powinny byé
inne nazwy. Jakie jest zdanie Doktorantki w tej kwestii?

. Str. 86: Zdarzajg si¢ czasami wyrazenia nie do kofica precyzyjne -co to znaczy roztwor
»lodowaty” ?



Dodatkowo, w czgsci eksperymentalnej dostrzegtam pare bledow lub niedociagnigé: czasami
w opisach zwigzkéw pojawialo si¢ za duzo takich samych wartosci statych sprzezenia spinowo-
spinowego, np. (ddd, /9.2, 9.3, 6,2 Hz) dla zwiazku P1.10 mozna réwnie dobrze opisa¢ jako triplet
dubletéw (td, J 9.3, 6,2 Hz), podobnie dla zwigzkéw P2.3.1 itd. Czasami sygnal w postaci
multipletu nie jest podany w formie zakresu odpowiednich wartosci 8, tylko przy jednej wartosci
przesunigcia chemicznego (zwigzki P2.8.3; P2.9.2-P2.10.2) itd.

W tym miejscu nalezy tez stwierdzi¢, ze praca napisana jest bardzo starannie, znalezionych
literowek jest naprawde niewiele (jak np. Sporosarcina pasteurii, str 67), co dodatkowo podnosi
mojg bardzo wysoka, pozytywna oceng zaréwno pracy laboratoryjnej zwigzanej z przedstawiona
praca doktorska, jak tez przygotowaniem zwiezlej rozprawy.

Zestawione powyzej wyniki wraz z publikacjami wynikéw wlasnych Pani mgr inz. mgr inz.
Marty Grabarek wskazujg na duza znajomosé tematyki oraz dobry warsztat pracy laboratoryjnej
Doktorantki. Pracg czyta si¢ z duzym zainteresowaniem. Znajdujgce si¢ w pracy doktorskiej opisy
procedur syntetycznych, charakterystyki otrzymanych produktéw oraz dane dotyczace badan
biologicznych s szczegétowo i poprawnie opisane. Dowodem na to jest opublikowanie czesci
wynikow, ktoére musialy spelnié konieczne standardy zwigzane z procesem ewaluacji i publikacji
W renomowanym czasopismie. Wszystkie schematy, rysunki, widma oraz tabele $3 ponumerowane,
w tekscie znajdujg si¢ odsylacze do rysunkéw, widm, schematow i tabel. Praca zawiera odniesienia
do 91 Zrédet literaturowych- publikacji, patentu oraz 2 prac doktorskich. Spis rzeczy i odsytacze
wykorzystano prawidlowo. Doktorantka doskonale opanowala technike pisania opracowan
naukowych, umiejetnie interpretuje uzyskane dane, potrafi przeprowadzi¢ dyskusje otrzymanych
wynikéw i wyciggaé wlasciwe wnioski.

Jako Recenzentka muszg takze podkresli¢ szczegdlnie estetyczny wyglad pracy, oraz bardzo
starannie przygotowang rozprawe.

Whniosek koricowy

W mojej opinii praca doktorska Pani mgr inz. mgr inz. Marty Grabarek spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust.1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(tj. Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.) i moze by¢ podstawg nadania stopnia naukowego doktora,
W dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne. Wobec tego stawiam
wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz mgr inz. Marty Grabarek do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie biorgc pod uwage wartosciowy naukowo i wysoki poziom merytoryczny
badan, ich wszechstronnosé, a takze fakt opublikowania wynikéw w postaci publikacji

w renomowanych czasopismach, pokazujacy wiedze Doktorantki w zakresie omawianych tresci,
zglaszam wniosek o wyrdznienie.

Z powazaniem,

Q»iof)/b



