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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Burdy-Grabowskiej
pt. ,Synteza i aktywnosc¢ fosfonowych inhibitoréw kinazy polifosforanowej 2”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Matgorzaty Burdy-Grabowskiej dotyczy badan kwaséw
fosfonowych w kontekscie ich zdolnosci do hamowania aktywnosci kinaz polifosforanowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem kinazy polifosforanowej 2 (PPK2). Poniewaz enzym ten jest charakterystyczny prawie wytacznie
dla prokariontdéw, jego skuteczne i specyficzne zablokowanie moze pozwolié¢ na selektywne zwalczenie groznych
drobnoustrojéw patogennych. Praca ma charakter interdyscyplinarny, tgczagc zaawansowang synteze chemiczng
z badaniami biochemicznymi nad efektywnoscig uzyskanych zwigzkéw.

Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim pod kierunkiem prof. dr. hab. Artura Muchy. Liczy 169 stron i sktada
sie z obszernego przegladu literaturowego zatytutowanego ,Wstep”, zwieztego przedstawienia celu pracy, opisu
uzyskanych wynikéw wraz z dyskusjg, ktére koiczy podsumowanie, czesci eksperymentalnej i spisu odnosnikéw
literaturowych, liczacego az 260 pozycji. Prace uzupetnia lista uzywanych skrétéw, streszczenia w jezyku angielskim
i polskim oraz zestawienie publikacji wtasnych autorki. Podczas lektury zwraca uwage starannosc¢ jezykowa i bardzo
mata liczba anglicyzméw, niezrecznych sformutowan i bteddéw interpunkcyjnych. Praca jest tez starannie
przygotowana od strony redakcyjnej i technicznej.

Czesc literaturowa sktada sie z 3 podrozdziatéw. Na poczatku autorka wprowadza czytelnika w tematyke roli
polifosforandw w organizmach eukariotycznych i prokariotycznych. Zwraca tu uwage ich wszechobecnos¢ oraz
w jak rézny sposob ten typ zwigzkéw jest wykorzystywany w omawianych domenach. W najwiekszym skrdcie,
polifosforany sg regulatorami i przekaznikami sygnatéw w mitochondriach, wptywajg na aktywnos¢ komaérek
nerwowych, biorg udziat w krzepnieciu krwi, mineralizacji kosci i proliferacji fibroblastéw. Wykazujg réwniez
dziatanie przeciwnowotworowe. U bakterii polifosforany petnig istotng role w przekazywaniu sygnatéw miedzy
komérkami (tzw. quorum sensing), umozliwiajgc im wytworzenie biofilmu. Zwiekszajg wirulencje i ruchliwosé
patogendw oraz sg w réznorodny sposéb zaangazowane w regulacje ekspresji gendw w odpowiedzi na stres.
Drugim zagadnieniem tematycznym omodwionym w czesci literaturowej sg enzymy zaangazowane w synteze
i degradacje polifosforandéw nieorganicznych. Przedstawione sg tu katalizowane reakcje, zagadnienia strukturalne i
inhibitory kinaz polifosforanowych 1i 2, a takze podstawowe informacje o kinazach polifosforanowych 3 oraz egzo-
i endopolifosfatazach. Wreszcie doktorantka przechodzi do opisania wybranych zwigzkéw fosforoorganicznych
zdolnych do hamowania aktywnosci enzymow, skupiajgc sie na inhibitorach transferaz, hydroliz i ligaz, zwtaszcza
tych, ktére majg znaczenie kliniczne. Autorka wskazuje 5 klas takich zwigzkéw: kwasy fosfonowe, bisfosfonowe i
fosfinowe oraz fosfoniany diarylowe i kwasy fosfonowe jako elementy peptyddéw. Zwraca tu uwage, ze wiekszos¢ z
zaprezentowanych zwigzkéw aktywnych biologicznie zawiera atom azotu w pozycji o lub P i takiego wtasnie typu
zwigzki stanowi¢ bedg gtéwng czes¢ badan wtasnych doktorantki.

Podsumowujac ten rozdziat, doktorantka dokonata prawidtowego wyboru tematyki, ktérg nalezy przedstawic¢
czytelnikowi w czesci wstepnej. Opisane zagadnienia sg oparte o obszerny materiat zrédtowy, ktéry stanowi ponad
200 pozycji literaturowych, z czego — co nalezy podkresli¢ — ponad 1/3 stanowig publikacje z ostatniej dekady.
Przedstawiony jest wiec bardzo aktualny obraz stanu wiedzy w omawianych zagadnieniach.



Doktorantka nie ustrzegta sie jednak w tej czesci od pewnych niedociggnied i skrétéw myslowych, ktére warto
wyjasnic¢ podczas publicznej obrony:

1. Nas. 19, piszac o krzepnieciu krwi, doktorantka wskazuje udziat w tym procesie polifosforanu pochodzenia
bakteryjnego. Prosze o kilka stéw wyjasnienia, skad we krwi bierze sie polifosforan o takim pochodzeniu.

2. Rys. 2 na s. 20 przedstawia schematycznie udziat poliP w krzepnieciu krwi. Rysunek zawiera szereg
nieobjasnionych symboli i réznokolorowych elementdw. Niejasne jest, w ktérych miejscach pojawia sie poliP
i jaka jest jego rola (np. czerwony kontur 2.A.1 i szary 2.B). Prositbym o zaprezentowanie tych ilustracji
z doktadniejszym objasnieniem. Analogiczna sytuacja ma miejsce na rys. 3 na s. 23 — catkowicie pominieto
opis znaczenia przedstawionych elementow.

3. Nas. 24 doktorantka pisze, ze ,tworzenie biofilmu wptywa pozytywnie nie tylko na kondycje bakterii, ale
takze na potencjat proliferacyjny bakteriofagéw”. Wydaje sie, ze jest to sprzecznos$¢ — rozwédj bakteriofagdéw
jest przeciez dla bakterii zjawiskiem negatywnym. Prosze o wyjasnienie.

4. Na s. 40 doktorantka pisze ,PPK1 wystepuje u wszystkich zbadanych dotad gatunkdéw bakterii [135]”.
W przypisie tym nie znalaztem jednak takiej informacji; ponadto jest to praca sprzed 20 lat, wiec okreslenie
,dotad” jest niezbyt szczesliwe.

5. Rys. 4,617 prezentujgce struktury enzyméw dyskutowane w pracy nie zawierajg zadnych opiséw elementéw
strukturalnych. W tekscie doktorantka omawia szczegétowo rdéine domeny, motywy, moduty, reszty
aminokwasowe i inne elementy tych enzymédw, a czytelnik nie ma zadnego odniesienia, gdzie szukac tych
elementdow na ilustracjach. Prositbym o zaprezentowanie tych ilustracji wraz ze wskazaniem lokalizacji
elementow strukturalnych opisanych w pracy (rys. 4 vs opis nas. 41; rys. 6 i 7 vs opisy na s. 46-47).

6. Nas. 58 doktorantka pisze ,Tetraedryczna geometria atomu fosforu decyduje o tym, ze zwigzki zawierajgce
motyw N-C-P bardzo dobrze nasladujg wysokoenergetyczne analogi stanu przejsciowego reakcji hydrolizy
wigzania amidowego lub estrowego”. Tu az prosi sie o ilustracje poréwnujacg te elementy, mam nadzieje na
zobaczenie jej podczas obrony.

Czesc pracy przedstawiajgca wyniki wtasne jest skonstruowana prawidtowo, z logicznym ciggiem przyczynowo-
skutkowym prowadzgcym od opartego na eksperymentach wyboru obiektdw badawczych i technik analitycznych,
przez badania wstepne i zaprojektowanie na ich podstawie nowych zwigzkéw, po ich synteze (o ile okazata sie
mozliwa) i badania biochemiczne.

Do badan wstepnych doktorantka wytypowata ponad 20 zwigzkéw z zasobdw wiasnych zaktadu i uzyta ich jako
inhibitorow 8 enzymow nalezgcych do 3 klas kinaz katalizujgcych fosforylacje nukleotydow (PPK2), klasa 1: NDP —
NTP, klasa 2: NMP — NDP i klasa 3: NMP — NTP. Stwierdzita, ze dwie metody badania ich aktywnosci — wysoce
wydajna technika pomiaru rozpraszania Swiatta oraz analiza spektrofotometryczna kaskadowe] reakcji
enzymatycznej w wielu przypadkach okazaty sie zawodne. Natomiast analiza mieszaniny reakcyjnej za pomocg HPLC
byta uniwersalna i powtarzalna; z tej przyczyny metoda ta stosowana byta w dalszych badaniach. Na podstawie
uzyskanych wynikow wtasnych oraz analizy struktur krystalograficznych komplekséw enzym-inhibitor doktorantka
przyjeta jako obiecujgcy zwigzek wyjsciowy kwas «-aminometylenobisfosfonowy z podstawnikiem 3,5-
dichlorofenylowym na grupie aminowej (zw. 37d). Analizujac jego utozenie w kompleksie z enzymem
zaprojektowata czgsteczki sze$ciu nowych kwaséw fosfonowych, ktére powinny efektywniej wigzac sie z badanymi
kinazami. Podjete proby ich syntezy zakonczyly sie sukcesem w potowie przypadkdow — doktorantce udato sie
otrzymaé 3 kwasy a-aminometylenobisfosfonowe niosgce grupe aminowa, aminometylowg i guanidynowg w
pozycji meta podstawnika fenylowego, natomiast niepowodzeniem zakonczyly sie wszelkie podejscia syntetyczne
majgce na celu otrzymanie analogéw kwasu 37d, w ktérych grupa ai-aminowa zastgpiona byta grupa metylenowa.
Zbidr zwigzkdw do badan enzymatycznych doktorantka poszerzyta do tgcznie 50 kwasow fosfonowych, z ktérych 12
otrzymata samodzielnie, a pozostate pochodzity z zasobdw zaktadu. Enzymami modelowymi byty dwie kinazy —
ChPPK2 (jedna z badanych we wczes$niejszych etapach i najlepiej poznana strukturalnie kinaza PPK2 klasy 3), a takze



EcPPK1, enzym katalizujgcy wydtuzanie tancucha polifosforanu kosztem ATP, a wiec o dziataniu odwrotnym do
PPK2. Zbadanie dwdch typdw kinaz polifosforanowych o przeciwnym dziataniu miato na cel ustalenie specyficznosci
badanych inhibitoréw.

Pomimo analizy biochemicznej tak duzej liczby zwigzkdéw, w tym o zaprojektowanej budowie, w zadnym przypadku
nie udato sie uzyskac stopnia inhibicji, ktdry mozna by okresli¢ mianem przetomowego. Nie jest to jednak w zadnej
mierze zarzut odnosnie wartosci pracy — taki wynik to raczej standard w tego typu badaniach. Tym niemniej nie
sposéb nie zauwazyc¢, ze niektdére ze zbadanych kwaséw fosfonowych wykazujg nieztg aktywnos¢ inhibicyjng z 1Cso
ponizej 100 uM. Co wiecej, do grupy tej nalez3 dwa z trzech zaprojektowanych kwaséw
a-aminometylenobisfosfonowych, a sposrdd nich szczegdlnie interesujgcy wydaje sie byé zwigzek 37m (zawierajacy
podstawnik m-anilinowy), ktéry jako jedyny ze zbadanego zestawu jest dobrym inhibitorem zaréwno PPK2, jak i
PPK1.

Podobnie jak w przegladzie literaturowym, takze w niniejszej czesci napotkatem na kilka rzeczy wymagajgcych
wyjasnienia:

1. W podrozdziale opisujgcym badania spektrofotometryczne reakcji enzymatycznych (s. 74-75) doktorantka
pisze: ,,...niezbedne byto przygotowanie stosunkowo duzej liczby prébek — z inhibitorami oraz wszystkimi
trzema enzymami (PPK2, PK oraz G6PD lub PPK2, HK i LDH), jak réwniez kontroli: bez inhibitoréw, a takze bez
enzymow (kolejno — bez PPK2, bez PPK2 oraz PK (HK) oraz bez wszystkich trzech biatek)”. W dysertacji brakuje
jednak przedstawienia tego bogatego materiatu doswiadczalnego — ani w czesci ,Wyniki i dyskusja”, ani
w czesci eksperymentalne;.

2. Wykres 2 (s. 76) przedstawia wyniki testow spektrofotometrycznych 22 zwigzkdw. Opis wykreséw jest jednak
niezwykle ubogi. Dlaczego podzielony jest na panele A i B? Czym rdznig sie one miedzy sobg? Dlaczego
w panelach tych sg rézne wyniki dla kontroli? Co zawieraty poszczegdlne mieszaniny reakcyjne opisane jako
,brak enzymoéw”, PaPPK2, PK i LD? Opis w czesSci eksperymentalnej (s. 128) tego nie wyjasnia.

Co oznaczajg kreski w Tabeli 6? Interpretacje mogg byc¢ rézne. Podobnie w Tabeli 10.
Na Wykresie 3 podane sg wyniki inhibicji ChPPK2 przez 4 zwigzki. Jakie byty kryteria ich doboru?
W Tabeli 8 podano % inhibicji ChPPK2 przez ww. 4 zwigzki, ale nie podano ich stezenia. Podobnie w Tabeli 9.
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Na s. 79 autorka wskazuje, ze w reakcjach katalizowanych przez ChPPK2 obecny byt m.in. AMP. Jest to
intrygujace, gdyz zgodnie ze Sch. 10 monofosforan nie powinien tu powstawaé. Czy doktorantka moze
przedstawic¢ hipotezy odnosnie jego zaobserwowania?

7. Na tej samej s. 79 doktorantka pisze ,Najsilniejszg zalezno$s¢ pomiedzy strukturg a aktywnoscig kwasow
fosfonowych zaobserwowatam w przypadku kinazy ChPPK2 [...]". Czy rzeczywiscie wystepuje tu zaleznosc
pomiedzy strukturg a aktywnoscig, czy tez jest to tylko niezbyt szczesliwe sformutowanie?

8. Dlaczego na Wykresie 4 nie ma wynikéw dla RpPPK2, ktdre byty badane w tej sekcji tak samo, jak ujete
na wykresie PaPPK2 i ChPPK2?

9. W catej pracy doktorantka nie przedstawita ani jednego chromatogramu HPLC. Prosze o pokazanie kilku
reprezentatywnych wynikéw analiz HPLC podczas obrony. Czy piki od inhibitoréw nie zaktécajg analizy?

10. Na podstawie zaawansowanej analizy strukturalnej doktorantka wytypowata strukture 6 potencjalnie
wysokoaktywnych inhibitoréow PPK2. Jednak w trakcie prac syntetycznych poszerzyta te grupe o szereg
kolejnych zwigzkéw. Czy byto racjonalne uzasadnienie strukturalne przeprowadzenia tych syntez?

11. W tabelach 10 i 14 przedstawione sg m.in. wartosci ICso dla rozmaitych inhibitoréw. 4 eksperymenty w obu

tabelach pokrywajac sie, tj. dotyczg takich samych uktadéw ChPPK2-inhibitor. Zaskakujaca jest jednak

rozbieznos¢ podanych wynikéw. Dla zwigzkéw 30, 37d i 37h w Tab. 10 znajduje sie kreska, w Tab. 14 s3
konkretne wartosci, odpowiednio 354, 216 i 318 uM. Z kolei dla zwigzku 37e ICso w Tab. 10 wynosi 980 UM,

a w Tab. 14 — 60 uM. Z czego wynikaja te réznice?



12. Uzasadniajac niewatpliwe polepszenie inhibicji ChPPK2 przez wprowadzenie podstawnika aminowego
i guanidynowego w pierscieniu fenolowym doktorantka pisze: , Najprawdopodobniej ligandy te dobrze
nasladujg heteroaromatyczny fragment nukleotydu biorgcego udziat w katalizowanej przez kinaze reakcji
przeniesienia grupy fosforanowej, tworzac dodatkowe oddziatywania w kieszeni enzymu”. Tymczasem
w strukturze krystalicznej przedstawionej na Rys. 24 pierscien aromatyczny inhibitora znajduje sie w znacznej
odlegtosci od reszty adeniny z ADP i nie wydaje sie, aby wptywat na nukleotydowy komponent reakcji.
Z wczesniejszych opisdw mechanizmu inhibicji wynika zresztg, ze badane kwasy fosfonowe blokujg wigzanie
polifosforanu, a nie nukleotydu. Czy wiec przedstawiona interpretacja jest poprawna?

Drobniejsze btedy to podanie na Sch. 7 enzymu FPPS zamiast GPPS jako katalizujgcego pierwszy etap reakc;ji, zty
numer zwigzku na s. 99 (68 zamiast 66), nazwanie wypetnienia kolumny chromatograficznej ,krzemionka” zamiast
»2el krzemionkowy” itp. drobne pomyftki, ktére jednak sg sporadyczne i nie wymagajg komentarza.

Przedstawione powyzej uwagi nie umniejszajg wysokiej wartosci naukowej rozprawy, a raczej Swiadcza, jak
rozmaite, nowatorskie i frapujgce zagadnienia poruszone sg w dysertacji. Szereg zadanych powyzej pytan wynika z
faktu, ze praca mgr Matgorzaty Burdy-Grabowskiej jest bardzo ciekawa i wielowatkowa, a takie wtasnie prace
sktaniajg do dyskusji. Doktorantka przeprowadzita bardzo obszerng i rzetelng analize wspdtczesnego stanu wiedzy,
co pozwolito jej zidentyfikowac ciekawe naukowo i perspektywiczne zagadnienie. Dogtebne badania wstepne
potwierdzity stusznos¢ obranego kierunku badan i wskazaty najlepszg metode analityczng. Uzyskane wyniki zostaty
przeanalizowane, dzieki czemu mozliwe byto wytypowanie obiecujgcych struktur, ktore zostaty przebadane tacznie
z szeregiem innych potencjalnych inhibitorow badanych kinaz. Dysertacje koriczy podsumowanie, w ktérym mgr
Matgorzata Burda-Grabowska przedstawia poprawne i dobrze przemyslane wnioski z pracy.

Na wysokie uznanie zastuguje interdyscyplinarno$¢ doktorantki, ktéra bardzo dobrze opanowata techniki
zaawansowanej syntezy organicznej i fosforoorganicznej, jak tez biegle porusza sie w obszarze biologii molekularnej
i analityki chemicznej i biochemicznej. Mgr Matgorzata Burda-Grabowska wykazata sie pracowitoscig, starannoscia
i sumiennosciag w prowadzanych pracach, a przede wszystkim pokazata, ze potrafi prawidtowo zaprojektowac,
prowadzi¢ i rozwigzaé niefatwy problem badawczy. O wysokie]j jakosci dokonan mgr Matgorzaty Burdy-Grabowskiej
Swiadczy opublikowanie wynikdéw z niniejszej dysertacji w dwdch czasopismach naukowych z listy JCR, w tym
w prestizowym ACS Catalysis. Doktorantka jest tez wspdtautorka kolejnych 2 publikacji z listy JCR i artykutu w serii
»Na pograniczu chemii i biologii”.

Nie ulega watpliwosci, ze przedtozona mi do recenzji praca doktorska spetnia wszystkie wymogi okreslone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym
w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.), wobec czego wnioskuje o dopuszczenie mgr Matgorzaty Burdy-
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Grabowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



