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Ocena
pracy doktorskiej pt. ,Synteza i aktywno$¢ fosfonowych inhibitoré6w Kkinazy
polifosforanowej 2”7, wykonanej przez mgr Malgorzat¢ Burd¢-Grabowska, absolwentke
studiow doktoranckich, w Zakladzie Chemii Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroclawskiej, pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Artura Muchy, jako

promotora.

Ogromny postep cywilizacyjny, ktéry dokonal si¢ w ciggu ostatnich dwustu lat,
calkowicie zmienil obraz $wiata. Jednym z jego elementow stalo si¢ wprowadzenie
powszechnej farmakoterapii, nigdy wczes$niej nie wystepujacej na podobng skal¢ w historii
ludzkosci. Prace takich geniuszy nauki jak Koch, Pasteur, Semmelweis, Ehrlich, Domagk, czy
Flemming, daly podwaliny pod zrozumienie istoty chordb infekcyjnych, mechanizméw ich
powstawania i zwalczania, a takze dostarczyly pierwowzory lekéw przeciwbakteryjnych.
Dalsze prace niezliczonych badaczy z o$rodkéw akademickich i firm farmaceutycznych
doprowadzily do opracowania lekéw zdolnych do zwalczenia niemal wszystkich znanych
bakterii. Problem wigkszosci zakazen bakteryjnych, w tym tych najbardziej trapiacych
ludzko$¢ w przeszioscei, jak dzuma, kita, czy gruzlica, wydawat si¢ rozwigzany. Jednakze, tego
raczego rumaka, jakiego mianem mozna by okresli¢ dynamicznie rozwijajaca si¢ w drugiej
polowie XX wieku antybiotykoterapie, ewidentnie poniosto... Olbrzymie zuzycie
antybiotykéw i chemioterapeutykéw, a takze niejednokrotnie watpliwa adekwatnos¢, czy
prawidlowo$¢ ich stosowania, staly si¢ jednym z glownych czynnikéw wytworzenia
antybiotykoopornosci. Pojawienie si¢ bakterii wielolekoopornych, szczegélnie w warunkach
szpitalnych, stalo si¢ dla ludzkosci ogromnym zagrozeniem, zwiastujagc nadejscie w
nowoczesnym $wiecie ,,nowej ery przedantybiotykowej”, mogacej catkowicie zmieni¢ obraz
otaczajgcej nas rzeczywistosci. W tym kontekscie, konieczne jest stale wspoldziatanie
naukowcow z wielu dziedzin i $rodowisk, dostarczajacych swoja pracg coraz to nowych
informacji na temat mozliwych dzialan, ktore pozwolityby wyréwna¢ szanse ludzkosci w walce

z ciggle mutujgcymi drobnoustrojami. W ten nurt doskonale wpisuje si¢ tematyka recenzowane;j



rozprawy doktorskiej, stanowigcej skladowa szerszych prac badawczych, prowadzonych w
Zakladzie Chemii Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej, pod
kierunkiem prof. dr hab. inz. Artura Muchy. Opracowanie nowych fosfonowych inhibitorow
kinazy polifosforanowej 2 (PPK2), moze bowiem pomdc w jeszcze lepszym poznaniu jego roli
fizjologicznej, okresleniu mozliwosci zastosowania blokady tego enzymu w terapii choréb
infekcyjnych, a takze stanowi¢ podstawy dla opracowania nowych lekéw przeciwbakteryjnych,
o iInnowacyjnym mechanizmie dzialania. W $wietle wyzej przytoczonych argumentéw, nalezy
stwierdzi¢, iz wybor tematyki rozprawy doktorskiej byt jak najbardziej prawidliowy.
Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska liczy 169 stron i zostala opracowana w
formie jednolitego manuskryptu, o klasycznym ukladzie rozdzialéw, obejmujacym: wstep
(poprzedzony wykazem skrotow), cel pracy, wyniki i dyskusje, metodyke i procedury
preparatywne oraz bibliografig. Calos¢ konczy wykaz publikacji, w ktérych umieszczone
zostaly elementy rozprawy doktorskiej oraz streszczenie w j¢zyku polskim 1 angielskim.
Liczaca 51 stron czes¢ wstepna, stanowi imponujace w objetosci i szczegdtowosci tresci
kompendium wiedzy, w ktérym Doktorantka zawarla wlasciwie wszystkie informacje
konieczne do prawidlowego zrozumienia i interpretacji wynikow badan wiasnych,
zaprezentowanych w dalszych czesciach rozprawy. Na uwage zashluguje szeroki zakres
poruszanej tematyki, obejmujacej zaréwno aspekty czysto chemiczne, zwigzane ze strukturg
polifosforanu nieorganicznego, czy tez inhibitoréw enzymoéw biorgcych udzial w jego
metabolizmie, jaki i bardzo szeroki opis kontekstu biologicznego. Doktorantka szczegétowo
opisala role polifosforanu nieorganicznego w komérkach prokariotycznych i eukariotycznych,
nawigzujac do fizjologii oraz szczegétowo traktujac aspekty biochemiczne. Co godne uznania,
wiele uwagi poswiecila roli polifosforanu nieorganicznego w fizjologii bakterii, a takze
aspektom zwigzanym z problematyka rozwoju infekcji bakteryjnych oraz nowoczesnymi
podejsciami do ich zwalczania. Szczegélng uwagg poswigcila, istotnym z punktu widzenia
tematyki pracy, zjawiskom tworzenia biofilmu, wirulencji, czy quorum sensing. Na uznanie
wskazuje bieglo$¢ Doktorantki w opisywaniu tematyki z tak wielu réznych dziedzin,
$wiadczaca o jej interdyscyplinarnym przygotowaniu do pracy naukowej. W tym miejscu
chcialbym zada¢ pytanie na temat mozliwego mechanizmu dzialania przeciwbakteryjnego
polifosforanu nieorganicznego, o ktérym Doktorantka wspomina na stronie 35. Jest to o tyle
interesujace, ze na wczesniejszych kilkudziesieciu stronach opisana zostala jego istotna rola dla

zycia (a nie $mierci) bakterii.
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Wiele miejsca w czgsci wstepnej pracy poswigca Doktorantka samym enzymom z grupy
kinaz polifosforanowych, zwracajac uwage na, bardzo istotny z punktu widzenia poszukiwania
nowych celow dla lekéw przeciwinfekcyjnych, fakt ich wystepowania u bakterii, przy braku
ich identyfikacji jak dotad u czlowieka. Stanowi to bowiem mozliwe zZrédlo, bodajze
najistotniejszej dla efektywnej i przede wszystkim bezpiecznej chemioterapii infekcji, tzw.
selektywnej toksycznosci. W $wietle powyzszego, a takze nielicznych jak dotad publikacji
poswieconych inhibitorom kinaz polifosforanowych, cel rozprawy, obejmujacy kilkuetapowe
prace majace zaowocowac skutecznymi inhibitorami PPK2, zostal zdefiniowany wlasciwie.

Na kolejnych stronach rozprawy, doktorantka szczegdélowo opisuje wieloetapowe
badania wlasne, wzbogacone o wyniki uzyskane we wspolpracy z naukowcami z kraju i
zagranicy. Na uznanie zasluguje racjonalnie uporzagdkowany cigg badan, poprzedzajgcych
samo opracowanie nowych inhibitoréw, koniecznych do przeprowadzenia, w przypadku
eksploracji nowego tematu, o ograniczonej liczbie doniesien literaturowych oraz braku
dostosowanej metodyki w rodzimym laboratorium. Z uwagi na duze doswiadczenie Zaktadu
Chemii Organicznej PWr w pracach nad pochodnymi fosforowymi oraz duzej bibliotece
wlasnej Zakladu, obejmujacej takze kwasy fosfonowe, stusznym byt wybér 23 z nich do
wstepnego screeningu w poszukiwaniu pierwszych tzw. ,hitow”, czyli w tym wypadku nawet
suboptymalnie aktywnych inhibitoréw PPK2, mogacych stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych
prac. Co wigcej, stusznym i koniecznym byl rowniez wybdr do dalszych badan najbardziej
stabilnych PPK2, sposréd tych pochodzacych od réznych mikroorganizmoéw, a takze proby
ustalenia optymalnych warunkéw oznaczen (temperatury i pH). Kluczowym byt takze wybor
odpowiedniej metody do badania inhibicji enzymatycznej. Szczeg6élowe poréwnanie metod
wykorzystujacych spektrofotometryczne oznaczanie efektow reakcji enzymatycznej, z
oznaczaniem adenozynofosforanéw metodg chromatografii wysokosprawnej, wskazalo na
wyzszos¢ tej ostatniej. Pomimo duzej czasochlonnosci, metoda ta nie wymagata wykluczania
inhibicji przez badane zwigzki innych enzyméw wchodzacych w sekwencjg reakcji
enzymatycznych (np. heksokinazy), nie bedac réwniez wrazliwg na generowane przez badane
zwigzki silnego tla pomiaru.

Istotng warto$¢ dodang dla badan prowadzonych przez Doktorantke samodzielnie, byty
wyniki badan krystalograficznych, uzyskane od dr. Bogustawa Nocka z Argonne National
Laboratory (USA). Otrzymane krysztaly kompleksow PPK2 z Cyrophaga hutchinsonii
(ChPPK2) ze zidentyfikowanymi przez Doktorantke, jako inhibitory tego enzymu, dwoma
kwasami a-aminobisfosfonowymi oraz jednym kwasem a-hydroksyfosfonowym, postuzyly do

okreslenia sposobu ich wigzania w celu biologicznym. Nalezy podkresli¢, ze tego typu



informacje sg bardzo pozadane w nowoczesnym, racjonalnym poszukiwaniu substancji
biologicznie aktywnych, istotnie wspierajac symulacyjne metody modelowania
molekularnego. Na podstawie tak zidentyfikowanych komplekséw enzym-inhibitor,
Doktorantka dos¢ szczegélowo opisata sposob wiagzania poszczegdlnych zwigzkow z PPK2,
bazujac przy tym na szeroko opisanej w czgsci wstepnej topografii enzymu. Niestety, rysunki
zamieszczone w tym rozdziale (nr 24 i 25) sg malo warto$ciowe, gdyz ich poziom
szczegOlowosci jest niski oraz nie sa odpowiednio opisane. Nie sposob ich, w zwigzku z tym,
odnies¢ do szczegdtowych opisOw wigzania, zamieszczonych w tresci rozdziatu, co jest duza
stratg 1 znaczaco utrudnia czytelnikowi zbudowanie sobie odpowiedniego obrazu interakcji
enzym-inhibitor. Oprocz ogélnego umiejscowienia w enzymie, zasadnym byloby umieszczenie
ryciny pokazujacej konkretne oddzialywania, tak jak to mialo miejsce w przypadku rysunku nr
29, przygotowanego zapewne we wspotpracy z dr hab. Lukaszem Berlickim. Na podstawie
analizy kompleksow, Doktorantka zaproponowala modyfikacje struktury, obejmujaca
wprowadzenie ugrupowania zasadowego w pozycj¢ mefa pierscienia arylowego. Druga grupa
modyfikacji podyktowana byla analogia migdzy ligandami. W rezultacie tych rozwazan,
Doktorantka zaproponowala 6 nowych zwigzkoéw, jako potencjalnych inhibitorow PPK2. W
zwigzku z dosy¢ zdawkowym opisem argumentacji towarzyszacej projektowaniu, a takze
wspomnianym wczesniej stabym zobrazowaniem komplekséw enzym-inhibitor, trudno jest
ocenié, czy potencjal wynikajacy z dostepu do struktur krystalicznych wilasnych zwigzkow w
badanym enzymie zostal w pelni wykorzystany. Calosciowo, rozdzial ten odbiega nieco
szczegOlowoscia rozwazan 1 jakoscia opisu przeprowadzonych badan od pozostatych czgsci
pracy, sugerujac, ze nie jest to glowny obszar ekspertyzy Doktorantki. Nie stanowi to jednak
zarzutu, biorgc pod uwage bardzo szeroki wachlarz réznorodnych technik zastosowanych i
opisanych w rozprawie doktorskie;j.

W kolejnym rozdziale opisana jest synteza 17 pochodnych fosfonowych, z ktérych
ostatecznie udalo si¢ otrzymac 14 zwigzkéw. Skladajg sie na nie 4 zwigzki resyntezowane,
sposrod wezesniej wytypowanych 23 pochodnych z kolekeji Zakladu Chemii Bioorganicznej
PWr (zw. 30, 34b, 37c i d), 3 zwiazki, sposrdd 6 zaprojektowanych w poprzednim rozdziale
(zw. 37m, n, 0), 1 zwigzek uboczny, powstaly podczas prob otrzymania zaprojektowanego
zwigzku 39a (zw. 39b) oraz 6 nowych zwigzkéw, nie wspomnianych wczesniej w tresci
rozprawy (34e, 37p, r, s, 38d, e). Musz¢ przyznaé, ze ich pojawienie si¢ w rozdziale
poswigconym syntezie nieco mnie zaskoczylo, gdyz, tak jak wspomnialem wyzej, zwiazki te
nie zostaly opisane we weczesniejszych rozdziatach rozprawy. W zwiazku z ich podobienstwem

do zwigzkow badanych wczesniej oraz do zwigzkéw zaplanowanych, nie sposob



zakwestionowaé zasadnosci ich otrzymania. Szkoda jednak, ze grupa zwiazkéw, ktorych
synteza zostala podjeta, nie zostala zebrana wcze$niej w sposéb calosciowy, wraz z
uzasadnieniem wlgczenia do syntezy kazdej z pochodnych. Nie ulatwia to odbioru tego etapu
prac eksperymentalnych, ktory skadingd zostal przeprowadzony bardzo poprawnie i opisany w
sposob nie budzacy zastrzezen. Na uznanie zasluguje zaréwno zakres, jak i rzetelnos¢
sprawozdania wykonanych prac, wraz ze szczegélowym opisem dzialan zaréwno
zakonczonych, jak i niezakonczonych sukcesem. Rozdzial poswigcony syntezie zamyka
szczegolowy opis otrzymania dwoéch trwalych fosfinowo-fosfonowych analogéw
polifosforamu nieorganicznego (zw. 70 i1 71), jako ligandow do krystalizacji z enzymem.

Kolejnym etapem prac eksperymentalnych opisanych w rozprawie, bylo otrzymanie
drugiego, obok PPK2 enzymu, o istotnym znaczeniu dla metabolizmu fosforanu
nieorganicznego, a mianowicie kinazy polifosforanowej 1 (PPK1). Podjg¢cie badan z uzyciem
PPK1 nalezy uzna¢ zna w pelni uzasadnione, z uwagi na istotng rolg¢ tego enzymu, a takze
mozliwos¢ okreslenia selektywnosci badanych zwigzkéw wobec PPK2. Prace objely
wyizolowanie DNA z otrzymanych plazmidow, transformacje¢ bakterii kompetentnych oraz
ekspresje i oczyszczanie biatka. Uwzglednienie w pracy doktorskiej kolejnej, zaawansowanej
techniki badawczej, zastuguje na szczegdlne uznanie. Otrzymany enzym PPK1 zostal nast¢pnie
uzyty do zbadania aktywnosci zwigzkow, badanych réwniez pod katem inhibicji PPK2.
Badania te poprzedzilo wyznaczenie parametréw kinetycznych obu enzymow.

Ostatnim etapem prac eksperymentalnych bylo zbadanie szerokiej grupy 50 zwiazkéw
fosforoorganicznych, pod wzgledem zdolnosci do blokowania PPK2 i PPKI. Oprécz
wspomnianych wczeéniej zwiazkéw uzytych w badaniach wstgpnych oraz zwigzkow
otrzymanych w ramach rozprawy, do badan wigczono rowniez 23 inne zwigzki, o strukturze
fosfonowej i fosfinowej, z kolekcji Zakladu Chemii Bioorganicznej PWr. Badania
przeprowadzone, wybrang na wezesniejszym etapie, metoda HPLC, pozwolily na identyfikacje
4 zwigzkow o wyraznym (<100 uM) powinowactwie do PPK2, co bylo jednym z gléwnych
celow rozprawy doktorskiej. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze 2 z nich (zw. 37m i 0), zostaly
zaprojektowane przez Doktorantke, w oparciu o analize¢ wykrystalizowanych kompleksow
enzym-inhibitor, sugerujacych zasadno$¢ wprowadzenia grupy aminowej w pozycji meta
pierScienia fenylowego. Posrdd przebadanych zwigzkow, udalo si¢ takze zidentyfikowac¢ 4
zwiazki o analogicznym poziomie powinowactwa (<100 uM) wobec PPKI1. Warto takze
podkresli¢, ze zwigzki (37e i 38f) wykazaly wysoka (powyzej rzgdu wielkosci) selektywnosé
wobec, odpowiednio, PPK2 i PPKI, mogac tym samym dostarczy¢ wskazowek do

projektowania inhibitoréw selektywnych. Otrzymanie aktywnych inhibitorow stabo



eksplorowanego, jak dotad enzymu, nalezy okresli¢ jako duzy sukces, szczegdlnie biorac pod
uwage korzystniejsze wilasciwosci fizykochemiczne, w kontekscie ,lekopodobienstwa™
zidentyfikowanych zwigzkéw, w pordwnaniu z inhibitorami wczesniej opisanymi w literaturze.

Reasumujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wiacza si¢ w bardzo istotny,
z naukowego, medycznego i spolecznego punktu widzenia, nurt badan poswigconych
poszukiwaniu nowych terapii przeciwbakteryjnych. Stanowi ona takze wartosciowe
rozwiniecie prac prowadzonych w Zakladzie Chemii Bioorganicznej PWr, bedacym wiodacym
osrodkiem naukowym w tematyce opracowywania nowych zwiazkéw fosforoorganicznych,
jako inhibitoréw enzymatycznych, o potencjalnej aktywnosci terapeutycznej. Tlo naukowe
rozprawy zostalo przedstawione klarownie, w oparciu o liczne, adekwatne i aktualne
cytowania. Cel pracy zostal sformulowany prawidlowo i jasno zaprezentowany, a uzyta
metodyka jest szeroka, wlasciwie dobrana i opisana. Uzyskane wyniki sg oryginalne i
przedstawione w sposob rzetelny, a dyskusja oparta na solidnych podstawach naukowych. Na
uwage zasluguje rowniez wspolpraca zarOwno wewnatrzuczelniana, jak i migedzynarodowa,
ktora przyczynila si¢ do znaczacego podniesienia jakosci badan. Praca napisana jest poprawng
polszczyzna, a sposob wypowiedzi jest klarowny i precyzyjny, co znacznie ulatwia odbior
rozprawy doktorskiej. Autorka postuguje si¢ fachowym slownictwem, potwierdzajac dobrg
orientacje w eksplorowanej dziedzinie nauki. Co rowniez godne podkreslenia, strona edytorska
pracy stoi na wysokim poziomie, chociaz Doktorantka nie ustrzegla si¢ nielicznych bledéw
literowych oraz nieco liczniejszych btedéw interpunkcyjnych.

Z obowigzku recenzenckiego, musz¢ zwrdci¢ uwage na kilka problematycznych
sformutowan, ktorych korekta moze okazac¢ si¢ korzystna, w przypadku dalszego publikowania
elementow rozprawy. I tak, na stronie 44, pada sformutowanie ,,wygenerowanie farmakoforéw
i zadokowanie ich do kieszeni wigzacej”, bedace ewidentnym skrétem myslowym. Slowo
..farmakofor”, samo bedace okresleniem niepelnym i uproszczonym, w takiej formie odnosi si¢
bowiem raczej do modeli farmakoforowych, bedacych zestawem cech strukturalnych,
odpowiednio rozlokowanych w przestrzeni, nie posiadajacych tozsamosci fizycznej, a wigc
niemozliwych do zadokowania. Czasami taki skrot bywa stosowany takze wobec elementow
farmakoforowych zwigzku chemicznego, a wigc fizycznie istniejacych ugrupowan,
kluczowych dla aktywnosci. Ich jednak tez nie da si¢ samodzielnie zadokowa¢ (chyba, ze ktos
mialby na mysli szczegdlng forme fragment-based design). Domyslam sie, ze Autorce chodzito
o zadokowanie do miejsca aktywnego PPKI1 zwigzkéw spelniajacych kryteria
wygenerowanych wczesniej hipotez farmakoforowych, ktore to zwigzki zostaly

zidentyfikowane z uzyciem tych hipotez w przeszukiwaniu bazach danych. Podobnie, na



stronie 59, pojawia si¢ sformulowanie ze “enzym konwertujacy angiotensyng¢ podwyzsza
cisnienie tetnicze krwi”. Jest to rdwniez oczywisty skrét myslowy, gdyz enzym ten bierze
udzial w produkcji angiotensyny II, ktéra to podwyzsza cisnienie tgtnicze krwi. Ponadto,
okreslenie inhibitora konwertazy angiotensyny, fozynoprylu, jako ,,jedyny dostepny handlowo
zwigzek fosfinowy wykazujacy takg aktywnosé”, jest niefortunna. Mozna powiedzie¢, ze jest
to ,jedyny lek o strukturze fosfinowej zarejestrowany w tym wskazaniu”. Dostgpnych
komercyjnie ,,zwigzkow” o takiej aktywnosci jest zapewne wiecej, biorgec pod uwage mnogosé
zrodet zwigzkéw chemicznych.

Z drobnych bledow literowych wskazatbym:

Wykaz skrotow: literowka wyrazie kinaza polifosforanowa 2

Strona 11: chyba chodzito o 1000 lat, jezeli odnosimy si¢ do starozytnosci?

Strona 27: powinno by¢ antybiotyki Beta-laktamowe, a nie L-laktamowe

Angielskie stowo "micromolar” ttumaczy sie w jezyku polskim na ,mikromolowy”, a nie
»~mikromolarny™.

Strona 71: ma by¢ CL= 1,0 mM (zgubione mili).

Calosciowo, nalezy podkresli¢, ze oceniana rozprawa doktorska stoi na bardzo wysokim
poziomie merytorycznym, a wskazane niedociagnigcia, czy drobne uchybienia, majg w
zdecydowanej wigkszosci charakter edytorski i nie umniejszaja wartosci naukowej rozprawy.
Prace uwazam za w pelni odpowiadajaca wymogom stawianym rozprawom na stopien
doktora nauk chemicznych i wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroclawskiej, o jej przyjecie i dopuszczenie jej Autorki, Pani mgr
Malgorzaty Burdy-Grabowskiej, do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




Krakéw, 19.07.2019

dr hab. Marcin Kotaczkowski, prof. UJ

Zaktad Chemii Lekoéw, Katedra Chemii Farmaceutycznej
Wydzial Farmaceutyczny

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

Whiosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Burdy-Grabowskiej pt. ,.Synteza i aktywnos¢ fosfonowych
inhibitorow kinazy polifosforanowej 2™ cechuje si¢ wysoka wartosciag merytoryczng. Opisane w
niej badania sa w pelni oryginalne i rzetelnie sprawozdane. Otrzymane wyniki s3 ciekawe pod
wzgledem naukowym, a ze wzgledu na bardzo dobre osadzenie badan w realnej problematyce
wspolczesnej medycyny, posiadajg rowniez wyrazny charakter aplikacyjny. Na szczegdlne
wyrdznienie zastuguje rowniez fakt, ze elementy rozprawy zostaty opublikowane w czasopismach
miedzynarodowych z impact factor, a rola doktorantki w ich powstaniu jest istotna. Majac na
uwadze powyzsze, wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej,

o wyrdznienie rozprawy doktorskiej p. mgr Matgorzaty Burdy-Grabowskie;j.




