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mgr Ewy Piety pt. ,Spektroskopowa analiza struktur molekularnych i procesu adsorpcji
fosfinowych pochodnych pirydyny, potencjalnych inhibitoréw aminopeptydazy N”

Enzymy proteolityczne (proteazy) to podklasa enzymdéw z klasy hydrolaz, ktére sa
odpowiedzialne za proteolize, czyli hydrolize wiagzann peptydowych. Procesy te zachodza w
komérkach zywych organizméw i zwigzane sg z trawieniem biatek przyjmowanych z pokarmem badz
tez degradowaniem ich szkodliwych form, ktére pojawiaja sie w komoéree. Juz w polowie ubiegtego
stulecia wraz z postepem nauk biologicznych i biochemicznych zaczg¢to zdawac sobie sprawe, ze
enzymy proteolityczne peinia w organizmie wiele innych, znacznie bardziej ztozonych funkcji poza
trawiennymi. Rozwdj metod poznawczych do badania ich struktury i funkcji w komérkach pozwolit
na powiazanie ich aktywno$ci takze z obrébka posttranslacyjng majaca na celu wytworzenie
bioclogicznie czynnych form wielu biatek wydzielniczych, ktérych dziatanie odgrywa kluczowa role w
prawidtowym funkcjonowaniu Zywych organizméw. Znanych jest siedem Kklas proteaz.
Wyodrebniono je na podstawie wykazywanego podobiefistwa w sekwencjach enzyméw, strukturach
przestrzennych oraz specyficzno$ciach substratowych. Zalicza sig do nich proteazy: serynowe
(stanowig najliczniejsza grupe zwigzkéw, liczaca ponad 26000 przedstawicieli), cysteinowe,
treoninowe, asparaginianowe, glutaminianowe, metaloproteazy i proteazy o nieznanym mechanizmie
katalitycznym. Ze wzgledu na kluczows role, jaka proteazy petnig w organizmach niezwykle istotna
jest regulacja ich aktywnosci. Wyrdznia sie dwa podstawowe, naturalne mechanizmy kontroli
funkcjonowania enzyméw - aktywacje zymogenéw (proenzymoéw) oraz hamowanie ich aktywnos$ci
poprzez zastosowanie selektywnie dziatajacych czasteczek inhibitordw. Zwykle mechanizmy te s3
potaczone kaskadowo, a kaskady proteolityczne sa procesami odpowiedzialnymi za podstawowe
funkcje zyciowe takie jak: wzrost i réznicowanie komérek, procesy trawienne i immunologiczne, az
po programowang $mieré. Wszelkie zaburzenia w funkcjonowaniu tych zaleznos$ci wynikajace
zar6wno z dzialania czynnikéw zewnetrznych, jak i wewnetrznych majg zwykle powaine skutki
patologiczne. W tym S$wietle badania dotyczace struktury i aktywnoSci proteaz nabierajg
szczegblnego znaczenia zaréwno w zrozumieniu etiologii wielu choréb, jak i w okreSleniu
optymalnych celéw molekularnych dla nowych lekéw. Stuzy¢ temu moze projektowanie oraz synteza
aktywnych i selektywnych inhibitoréw regulujacych funkcjonowanie pojedynczej proteazy, ale
réwniez elementéw stanowigcych cato$§¢ zilozonych szlakéw proteolitycznych. Stwarza to
perspektywe zastosowania takich zwigzkéw w terapii wielu choréb, takich jak: nowotworowe, uktadu
odporno$ciowego, neurodegeneracyjne,ale réwniez narzedzia w leczeniu wielu infekcji bakteryjnych,
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grzybiczych i wirusowych. Globalnie temu wtasnie zagadnieniu po$wiecona jest przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska mgr Ewy Piety, chociaz w samym zamys$le zaplanowane i zrealizowane
badania sprowadzaja sie do przeprowadzenia analizy struktury oscylacyjnej i zbadania sposobéw
adsorpcji fosfinowych pochodnych pirydyny na réznych powierzchniach metalicznych. Przedmiotem
zaplanowanych i przeprowadzonych w ramach rozprawy badai sa potencjaine inhibitory jednej z
metaloproteaz - aminopeptydazy N (EC 3.4.11.2) odpowiedzialnej za hydrolize N-terminalnych,
obojetnych reszt aminokwasowych. Inhibicja aminopeptydazy N zatrzymuje miedzy innymi
angiogeneze i apoptoze niektérych komérek nowotworowych. Aktywno$¢ metalozaleznych proteaz
-zwigzana jest z wykorzystaniem aktywowanej czasteczki wody jako nukleofila w jednoetapowej
reakeji hydrolizy - role aktywatora peinig grupy funkcyjne obecne w taficuchach bocznych reszt
aminokwasowych kwaséw: glutaminowego lub asparaginowego badz tez kation metalu - najczescie]
Zn(Il). W oparciu o zalozenie, Ze najsilniejsze oddzialywania z substratem powinny wystgpowac w
stanach przej$ciowych catego procesu (zmniejszajac w ten sposob energie jego aktywacji), zaczeto
konstruowaé inhibitory o strukturach je przypominajacych. W ten sposob powstata cala gama
aktywnych zwigzkéw opartych o analogi zawierajgce w swojej strukturze atom fosforu w postaci
grupy fosfoamidowej, fosfonowej lub fosfinowej, imitujacej hydrolizowane wigzanie peptydowe.
PdoZniej okazalo sie, ze szczegélnie aktywne sg te inhibitory, dla ktérych zaproponowane
podobienstwo jest dodatkowo zwigzane ze skompleksowaniem przez resztg fosforowg kluczowego
dla katalizy kationu metalu obecnego w centrum aktywnym. Wymogi te wydajq sig¢ spelniaC obiekty
badaii Pani mgr Ewy Piety - dwie grupy nowych pochodnych: trzy o-hydroksy-fosfinotlenki
difenylowe oraz trzy kwasy a-amino-fenylofosfinowe otrzymane poprzez rozne ich przylgczenie do
pierécienia pirydyny - odpowiednio poprzez grupe hydroksymetylowa i grupe N-butyloamino-
metylows lub N-benzyloamino-metylowa. O ile wybdr trzech, tak a nie inaczej zbudowanych «-
hydroksy-fosfinotlenkéw wydaje sie by¢ logiczny, o tyle zastanawiajg roznice w strukturze
podstawnikéw w przypadku kwaséw a-amino-fenylofosfinowych. Prositbym o komentarz. W tym
miejscu rowniez pierwsza uwaga dotyczaca pracy - nazwy zwigzkéw podane w punkcie 1.1.2 nie sg
zgodne z ich struktura przedstawiona na rysunkach w Tabeli 1. Bledy te s powielane w dalszej czesci

pracy.

Praca doktorska zrealizowana zostata w Zakladzie Fizyki Chemicznej w Zespole Spektroskopii
Oscylacyjnej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagielloiskiego pod opieka dr hab. Edyty Proniewicz,
prof. nadzw. AGH. Opracowanie obejmuje 237 stron podzielonych na 6 rozdzialow poprzedzonych
spisem tresci i wykazem najwazniejszych skrotéw i symboli. Pierwsza czg$¢ pracy stanowi rozdziat
,Wstep teoretyczny” poswiecony przyblizeniu tematyki i przedmiotu badai. W rozdziale tym
Doktorantka, po krétkim wprowadzeniu dotyczgcym aminopeptydazy N i jej fosfinowych inhibitoréw,
przedstawia charakterystyke zwigzkéw wybranych do bada (pochodne zostaly zaprojektowane i
zsyntezowane we wspOlpracy z grupg prof. Bogdana Boduszka z Zakladu Chemii Organicznej
Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej). Nastepne podrozdziaty poswiecone sg
metodom wykorzystywanym do badan: IR, RS, SERS i DFT. Kolejny rozdziat ,Cel rozprawy
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doktorskiej” jest syntetycznym opisem zadan, jakie Doktorantka stawia przed soba. Po nim nastepuje
rozdzial trzeci ,Cze$¢ eksperymentalna” posSwiecony krotkim opisom dotyczacym syntezy
analizowanych zwigzkéw, wykonaniu obliczei z wykorzystaniem metod DFT i pomiaréw 2z
wykorzystaniem FT-RS, FT-IR, SERS, UV-Vis i AFM. Najobszerniejszy i najistotniejszy dia catej pracy
jest kolejny rozdziat ,Wyniki i ich dyskusja”. Obrazuje on doskonale to, co i jak zostato zaplanowane i
wykonane w ramach realizacji badan. Pierwszy krok obejmowat wykonanie obliczefi kwantowo-
mechanicznych z wykorzystaniem metod DFT oraz analize oscylacyjng dwoch grup zwigzkow
wytypowanych do badan w oparciu o widma FT-IR i FT-RS. Nastepnym krokiem byto ckreslenie
charakterystyki proceséw adsorpcji badanych zwigzkéw na odpowiednio przygotowanych
warstwach metalicznych. Badania te mozna podzieli¢ na dwie czesci. Pierwsza zostata zrealizowana z
wykorzystaniem jako substratu metalicznego elektrochemicznie schropowaconych w cyklach
oksydacyjno-redukcyjnych powierzchni elektrod wykonanych ze srebra, zlota i miedzi. Ich
powierzchnie przygotowana do pomiaréw zobrazowano pod katem stopnia schropowacenia przy
wykorzystaniu mikroskopii sit atomowych. Badania z wykorzystaniem elektrody Ag pozwolity na
udowodnienie znaczgcego wplywu sposobu przyfaczenia piericienia pirydyny do czgsteczki na
proces adsorpcji na powierzchni warstwy metalicznej (szczegblnie w przypadku czasteczek kwasow
a-amino-fenylofosfinowych). Dowiodly réwniez, ze w niektérych przypadkach mechanizm
przeniesienia tadunku odgrywa bardzo istotny wplyw na wzmocnienie sygnatu SERS. Zastosowanie
trzech réznych elektrod pozwolito dodatkowo okreslic wplyw zaréwno rodzaju uzytego materiatu,
jak 1 wartosci przylozonego napiecia na geometrie adsorpcyjna badanych zwiazkéw. Druga czesé
badan po$wiecona byla procesom adsorpcji wybranych zwigzkéw na nanoczastkach koloidalnego
zlota i srebra jako substratu metalicznego. Oprécz zbadania wptywu rodzaju materiatu na réznice w
mechanizmie proceséw Doktorantka okre$lita réwniez wplyw warunkéw pH roztworu na zmiany w
geometrii adsorpcyjnej na powierzchni koloidalnych nanoczastek ztota. Wszystkie uzyskane wyniki
zostaty podsumowane w pigtym rozdziale pracy zatytulowanym ,Podsumowanie i wnioski”. Analiza
widm oscylacyjnych otrzymanych przy uzyciu spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni i
spektroskopii Ramana okazata sie by¢ w duzej mierze zgodna z przewidywaniami teoretycznymi
uzyskanymi w wyniku zastosowania metod DFT. W przypadku obu grup zwigzkéw najstabilniejszymi
formami okazaty si¢ by¢ dimery stabilizowanie przez wigzania wodorowe pomiedzy odpowiednimi
grupami atoméw w monomerach (w podsumowaniu na str. 194 blednie podane jest, Ze wigzanie
wodorowe w przypadku fosfinotlenkéw wystgpuje ,pomigedzy atomem H grupy a-hydroksylowej, a
atomem O trzeciorzedowej fosfiny”; powinno by¢ ,tlenu fosfinotlenku” lub ,tlenu grupy
fosforylowej”). Przy uzyciu techniki powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana
Doktorantka potwierdzila, ze sposéb przylaczenia pierscienia pirydyny do szkieletu zwigzku odgrywa
kluczowa role w procesach adsorpcji badanych czasteczek, niezaleznie od rodzaju zastosowanych
substratéw metalicznych (w tym przypadku rézne typy elektrochemicznie schropowaconych
elektrod lub roztworéw Kkoloidalnych). Realizacja wyznaczonych celéw pozwolita zaréwno na
okreslenie parametréw pomiarowych, ktére maja wplyw na zachodzace na granicy faz
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roztwor/substrat metaliczny procesy adsorpcyjne, jak i poznanie ich wplywu.

Calos¢ rozprawy opatrzona jest 136 pozycjami literaturowymi obejmujacymi lata 1934-2014
(cytowane pozycje wyszczegblnione sg bez podania tytutdéw, co nieco utrudnia weryfikacje
poprawnos$ci zastosowania odnoénikéw, z drugiej jednak strony ogranicza nieco objeto$é i tak juz
obszernego opracowania), 63 rysunkami i 15 tabelami (13 ponumerowanych jest w tekscie, dwie
zamieszczone w ostatnim rozdziale zatytulowanym ,Suplement”). W opracowaniu znalazly sig
dodatkowo: streszczenie rozprawy, wykaz tabel, wykaz rysunkéw, bibliografia i spis dorobku
naukowego Doktorantki. Ich uktad w pracy i zamieszczenie w spisie treéci nie pozwala jednoznacznie
okresli¢, czy miata to by¢ cze$é¢ suplementu, czy dodatkowe elementy. W tekscie powyzej zostaly juz
wymienione pewne uwagi krytyczne i wytkniete niedociggniecia. Z racji obowiazku jaki spoczywa na
recenzencie, chciatbym ten watek jeszcze przez chwile rozwingé. Cato$¢ rozprawy jest napisana
poprawnym jezykiem i poddana do$¢ starannej korekcie. OczywiScie w calym teksécie moégltbym
znalez¢ wiele zdan, ktére napisalbym zupeinie inaczej stylistycznie, jednak styl Doktorantki jest
stosowany konsekwentnie w catej pracy i z racji braku kwalifikacji jezykowych na odpowiednim
poziomie, nie chce poddawac ich dyskusji. Znalaztem co prawda kilka drobnych potkniec jezykowych,
jednak nie umniejszaja one w zaden sposéb wartosci calej pracy. To co mogloby wptynaé na wyzsza
ocene catosci, to badania aktywnoéci inhibitorowej badanych zwigzkéw, jednak Autorka dwa razy
przynajmniej podkresla w tekscie, Ze nie bylo to na razie przedmiotem badai. Jezeli miatbym mimo
tego wskaza¢ jaki§ staby element rozprawy, wskazalbym ten wtasnie brak badafn aktywnosci
inhibitorowej analogéw. Oczywiscie musze tutaj dodal, ze bez wzgledu na tg ,niedoskonatosé”
{(celowo | mam nadzieje, ze réwniez wymownie stowo niedoskonalo$¢ napisane w cudzystowie)
bardzo wysoko oceniam i poziom przeprowadzonych badan, i samg prace.

Oprécz wymienionych wyzej brakéw i stabych stron dysertacji trzeba zauwazy¢ i docenié¢
ogrom pracy 1 wysitku wlozony przez Doktorantke w jej powstanie. Prace laczace badania
teoretyczne i eksperyment nie naleza do prostych i wymagajg szerokiej i réznorodnej wiedzy. Takimi
umiejetnosciami wykazala sie w trakcie realizacji kolejnych zadan mgr Ewa Pieta. Uzyskane w trakcie
realizacji rozprawy doktorskiej wyniki wnosza wiele nowych informacji dotyczacych zaréwno
struktury przestrzennej wybranych do badan analogéw, jak i mechanizméw zachodzgcych na granicy
faz substrat metaliczny/roztwoér, ze szczegdélnym uwzglednieniem wplywu warunkéw pomiarowych
na zachodzace procesy adsorpcji.

Dorobek naukowy mgr Ewy Piety to dziewieé¢ publikacji w recenzowanych czasopismach
naukowym z listy JCR, wspélautorstwo w ksigzce 1 w dwdch monografiach naukowych oraz dziewieé
komunikatéw zaprezentowanych na konferencjach naukowych (2 z nich to wystapienia ustne].
Zdecydowang wiekszo$¢ stanowig konferencje miedzynarodowe. Na szczegélng uwage zastuguje
réwniez fakt, iz publikowane i prezentowane wyniki w duzej cze$ci odnosza sie bezposrednio do
efektéw eksperymentdéw i obliczen wchodzacych w sktad recenzowanej pracy. Doktorantka
uczestniczyla réwniez w realizacji trzech (dwéch uczelnianych i jednego finansowanego przez
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Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego) projektéw naukowych.

Wobec powyZszego uwazam, Ze praca doktorska mgr Ewy Piety spelnia wszelkie wymagania
ustawowe okreslone w art. 17 Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i
Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 wraz z pdéZniejszymi poprawkami i tym samym, po
spelnieniu pozostalych wymogéw, stanowi podstawe nadania Jej stopnia naukowego doktora.
Zwracam sie zatem do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego z wnioskiem o
dopuszczenie mgr Ewy Piety do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wysoka jako$¢ badan
obejmujgcych rozprawe i pokainy dorobek naukowy Doktorantki sklania mnie rowniez do
wystgpienia z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy.
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