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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr inZ. Arlety Zaremby pt. ,Badanie chemoenzymatycznych reakcji multikomponentowych
typu Ugiego i Passeriniego w obecnosci zwigzkéw powierzchniowo czynnych”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pani mgr inz. Arlety Zaremby pt. ,Badanie
chemoenzymatycznych reakgji multikomponentowych typu Ugiego i Passeriniego w obecnoci
zwigzkéw powierzchniowo czynnych” powstata w Instytucie Chemii Organicznej Polskiej Akademii
Nauk w Warszawie pod opiekg prof. dr hab. Ryszarda Ostaszewskiego. Celem przedstawionych w
rozprawie badan byto opracowanie nowych warunkéw prowadzenia reakcji multikomponentowych
typu Ugiego i Passeriniego z wykorzystaniem katalizy micelarnej oraz katalizy enzymatycznej.
Podstawowym uzasadnieniem dla podjecia takiego tematu badawczego byta potrzeba transformagiji
klasycznej chemii organicznej, wykorzystujgcej w syntezie rozpuszczalniki organiczne, w kierunku
syntezy chemicznej opartej o zasady zielonej chemii, umozliwiajgcej przeprowadzanie wydajnej
syntezy w oparciu o roztwory wodne, z wysoka ekonomia atomowsa i selektywnoscig do zamierzonych
produktow oraz bez uzycia toksycznych dla srodowiska reagentéw. Praca nie miata jednak wylacznie
na celu rozwinigcia nowej metodologii syntetycznej, ale poszukiwata sposobéw efektywnej syntezy
zwigzkow waznych dla chemii medycznej, w tym przede wszystkim peptydomimetykdw oraz ich
zwigzkow z antybiotykami z grupy ciprofloksacyny.

Informacja o pracy

Rozprawa ma charakter pracy monograficznej liczacej okoto 140 stron o zasadniczo klasycznym
uktadzie rozdziatéw tj. streszczenia, wykaz skrétow, spis tresci, obszerny wstep, badania wtasne, na
ktére skfada sie cele badan, omdwienie wynikéw i podsumowanie, oraz czes¢ eksperymentalna
dotyczaca procedur syntezy zestawiajgca dane spektroskopowe wyizolowanych zwigzkéw. Spis
literatury zawiera 155 pozycji, podawanych na dole strony, w ktdrej nastapito odwotanie literaturowe;
cato$c literatury zostata zacytowana w 57 stronicowym wstepie. Tak wiec pdzniejsze odwotania do
literatury w czesci omawiajgcej wyniki wymagaja poszukiwania cytacji na stronie w pierwszej czesci
pracy. Na marginesie chciatbym zwréci¢ tutaj uwage, ze o ile taki sposéb cytowania jest niezwykle
wygodny w krétkich pracach, nie sprawdza sie do korica w obszernej 140-stronicowej rozprawie.

Celem nadrzednym pracy bylo opracowanie warunkéw reakcji multikomponentowych
wykorzystujgcych zwigzki powierzchniowo czynne oraz rozszerzenie opracowanej metodologii do
syntezy peptydomimetykow z ciprofloksacyng. Drugim celem, jaki postawita sobie doktorantka, byta
eliminacja z puli substratéw niestabilnych aldehydéw i zastgpienie ich substratami, ktére mogtyby w
$rodowisku reakcji byé do nich konwertowane. W szczegolnosci doktorantka planowata wykorzystanie
reakcji enzymatycznego utleniania alkoholi i utleniania amin przy asyscie enzymatycznie powstajgcych
utleniaczy i przeprowadzenie tych dwéch proceséw w uktadzie sekwencyjnym.
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W tym miejscu nalezy podkresdlié, ze postawione cele byly bardzo ambitne, gdyz opracowanie
skutecznych systeméw syntezy chemoenzymatycznej do tego pracujacych w uktadach micelarnych jest
bardzo trudne, pomimo wielu lat badan nad reakcjami enzymatycznymi w uktadach micelarnych. Juz
samo opracowanie warunkow reakcji enzymatycznej w Srodowisku zawierajgcym wysokie stezenia
substancji organicznych i surfaktantéw wydaje sie wystarczajgco trudnym wyzwaniem, nie
wspominajac o ztozonej naturze kilkuetapowych reakcji multikomponentowych. W tym miejscu nalezy
podkresli¢ innowacyjno$¢ podjetego przez doktorantke tematu badar oraz bardzo niewielky liczbe
publikacji bedgcych podstawa do podjetych badan.

Niewatpliwie, istotnym czynnikiem, ktéry umozliwit osiagniecie tak zarysowanych celéw byto bardzo
duze doéwiadczenie prof. Ostaszewskiego, ktéry od wielu lat rozwija badania nad reakcjami
multikomponentowymi typu Ugiego i Passeriniego w nietypowych warunkach reakgji.

Ocena pracy

Prace rozpoczyna bardzo obszerny 57-stronicowy wstep, w ktorym doktorantka wprowadza czytelnika
w szeroki wachlarz tematéw poruszanych w pracy doktorskiej. Po krétkim wstepie pani Arleta
wprowadza czytelnika w klasyfikacje katalitycznych proceséw kaskadowych przebiegajacych w jednym
reaktorze, bez izolacji produktéw oraz opisuje reakcje multikomponentowe podajac bardzo szeroki
zestaw przyktadéw syntez znaczacych dla chemii medycznej. Kolejno omawia role zwigzkdw
powierzchniowo czynnych w reakcjach multikomponentowych rozpoczynajgc od nieco
podrecznikowego wprowadzenia do samych surfaktantéw oraz struktur przez nich tworzonych po
przekroczeniu krytycznego stezenia micelizacji. Nastgpnie przechodzi do opisu katalizy micelarnej i
znanych z literatury przyktadéw jej zastosowania w reakcjach multikomponentowych. Jest to bardzo
wazny fragment rozprawy, gdyz pokazuje w jakim miejscu doktorantka rozpoczeta poszerzanie wiedzy
swoimi badaniami i daje jasny poglad na temat oryginalnosci przedstawionych w rozprawie wynikow.
Na tej podstawie mozna sie zorientowac, ze doniesienia na temat syntez multikomponentowych w
érodowisku wodnym (ew. z wykorzystaniem zwigzkdw powierzchniowo czynnych) byly przed
podjeciem pracy nieliczne i czgsciowo pochodzity wtasnie z zespotu prof. Ostaszewskiego. Co ciekawe,
cytowana praca (94) zostata opublikowana dopiero w 2019 i pani Zaremba (wtedy Madej) byta jej
wspotautorka. Chociaz byto to juz po rozpoczeciu prac nad doktoratem (pierwsza praca z doktoratu
ukazata sie w 2017), domniemywam, ze wynikato to z dtugiego procesu redakcji pracy i jej publikacji.
Kolejne czeéci wstepu po$wigcone sa drugiemu celowi, a wigc syntezie aldehyddéw, czy to z
wykorzystaniem metod chemicznych czy enzymatycznych, pokazaniem nielicznych znanych reakcji
kaskadowych czterokomponentowej reakcji Ugiego i tréjkomponentowej reakcji Passeriniego, w tym
proceséw opracowanych do modyfikacji ciprofloksacyny w reakcji Mannicha.

Podsumowuijac te cze$¢ pracy musze przyznaé, ze chociaz jest to by¢ moze odrobine zbyt obszernie
potraktowany wstep literaturowy, czyta si¢ go bardzo dobrze. Dostarcza on wszystkich informacji,
czasami bardzo podstawowych, dotyczacych poruszanych w pracy tematow. Dzieki temu czytelnik,
nawet nie bedacy organikiem, jest pézniej w stanie do$¢ swobodnie porusza¢ sie w czesci
przedstawiajgcej wyniki. Jest on rowniez dobrze napisany i zredagowany. Wykrytem dostownie kilka
drobnych niedociagnie¢ lub potknigé, ktérych listg zataczam na korcu recenzji. Nie mam réwniez
zadnych krytycznych uwag merytorycznych do tej czgsci pracy.
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Zasadnicza czes¢ pracy poswiecona wynikom zbudowana jest wokét nastepujgcych tematéw:

® Prowadzenia reakcji Ugiego w ukfadach micelarnych

® Prowadzenia reakcji kaskadowej Ugieggo w uktadach micelarnych z utlenianiem alkoholi za
pomocay lakazy i TEMPO

® Prowadzenia reakcji kaskadowej Passeriniego z utlenianiem amin za pomocg lakazy i TEMPO

* Przeprowadzeniu syntez multikomponentowych z wykorzystaniem ciprofloksacyny jako
karboksylowego sktadnika reakcji Ugieggo i Passerinego

Doktorantka do rozpracowania powyiszych probleméw stosowata zasadniczo takg sama metodologie,
tj. najpierw testowata warunki reakcji w roznych rozpuszczalnikach organicznych, wodzie oraz wodzie
z réznymi zwigzkami powierzchniowo czynnymi, nastgpnie dobierata optymalne stezenie surfaktanta,
pPH roztworu wodnego, utleniaczy, stezenia enzymu. Kolejno ,sprawdzata wptyw budowy”
zastosowanych substratéw (amin, kwaséw, izocyjankéw, aldehyd6w lub ich substratéw) na wydajno$c
izolowanego produktu. Korzystajgc z olbrzymich kombinatorycznej réznorodnosci syntetycznej, jakie
umozliwiajg reakcje multikomponentowe, doktoranta dokonata syntez kilkudziesieciu zwigzkdw,
niejednokrotnie otrzymujac wydajnosci dla dwéch konkurencyjnych warunkéw (np. z sufraktantem lub
bez, z synteza aldehydu in situ lub poprzez wprowadzenie aldehydu w charakterze substratu od razu
do mieszaniny reakcyjnej). Przeprowadzata dodatkowe testy, majgce wyjasni¢ obserwowane zjawiska,
jak np. braki produktéw dla niektérych konfiguracji substratéw, chemoselektywnos¢ reakcji
Passeriniego, w ktdrej wykorzystywano dodatkowo kwas octowy w charakterze buforu i aktywatora
procesu itp. Przedstawiony materiat jest niewatpliwie imponujacy, jesli chodzi o zakres pracy
syntetycznej i eksperymentalnej. Stanowi tez bardzo dobrg baze dla przysztego zastosowania do
uczenia maszynowego, przewidujacego reakcje multikomponentowe, gdyz obok pozytywnych
przyktadéw sg przedstawiane réwniez przyktady negatywne, gdzie osiggnieto iloéci $ladowe lub brak
produktéw. W wielu wypadkach doktorantka zdotata 0siggna¢ bardzo wysokie wydajnoéci (70-80%),
co, zaktadajgc 0.5 mmol ilosci reagentéw oraz masy produktow rzedu 500-600 Da, wskazuje na
gramowe ilosci produktéw (szkoda, ze tych informacji nie podano przy charakterystyce zwigzkdw). Ten
aplikacyjny charakter pracy jest bardzo mocno zarysowany w tej czesci dysertacji. Chociaz z punktu
widzenia chemika syntetyka nie ma w tym pewnie nic niewtasciwego, pozostawia u mnie jednak pewne
poczucie niedosytu. Doktoranta bowiem analizuje dane i przeprowadza dodatkowe testy tylko do
momentu pokonania praktycznych problemdw, a bardzo rzadko posuwa sie do postawienia sobie
pytania o przyczyny obserwowanych zjawisk. Wskutek tego w gaszczu informaciji, ktére czesto nie sg
omawiane w pracy w bardziej pogtebiony sposéb, tatwo czytelnikowi straci¢ watek i przegapic
niewgtpliwe osiggniecia prezentowane w dysertacji.

Najlepiej brak poszerzonej analizy uzyskanych bardzo wartosciowych wynikéw mozna zilustrowaé na
przyktadzie badania ,wptywu struktury substratéw na wydajnos¢ reakcji”. Doktorantka zasadniczo
przedstawia nam w pracy spektrum reagentéw i otrzymywanych produktéw oraz zréznicowane
wartosci wydajnosci, ale nie formutuje hipotez ttumaczacych to zjawisko, pomimo zapowiedzi o
poszukiwaniu wptywu struktury na reaktywnos¢ danego uktadu. W czytelniku mozne narasta¢
przekonanie, ze obserwowane réznice w wydajnosciach sg przypadkowe albo decyduja o nich zbyt
liczne czynniki, aby wyjasni¢ wyniki w sposéb racjonalny. By¢ moze zreszty tak jest w istocie, gdyz
zmienng zalezng jest tu zazwyczaj wydajno$é izolowanego zwigzku (po 24 h), a izolacja produktu z
uktadu micelarnego moze faktycznie by¢ skomplikowana i niekoniecznie kolinearna z wydajnoscig
samej reakcji. Brak $ledzenia zmian stezenia zwigzkéw w czasie procesu syntezy réwniez nie utatwia

3




PAN

Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
im. Jerzego Habera

Polskiej Akademii Nauk
HR EXCELLENCE IN RESEARCH

odpowiedzi na pytanie o zaleznosci struktury reagentéw od reaktywnosci uktadu. Zamiast wiec analizy
(cho¢by i spekulatywnej) dostajemy bardzo porzadnie przygotowanie zestaw faktow. Tymczasem
stawianie hipotez jest podstawowym elementem uprawiania nauki i zatrzymanie si¢ wyfgcznie na
poziomie obserwacji faktéw bardzo zubaza proces naukowego poznania. Dlatego prositbym
doktorantke, aby pochylita si¢ ponownie nad swoimi wynikami (nie tylko tymi dotyczacymi
zaleznoséci wydajnosci od struktury reagentow) i postarata sig sformutowaé hipotezy badawcze,
ktére w oparciu o wtasciwosci substratow lub inne zmienne sprobowata wyjasni¢ zmiany w
obserwowanych wydajnosciach reakcji. Sam w kilku przypadkach takie robocze hipotezy bytem w
stanie postawi¢, a przeciez nie jestem takim specjalista w temacie badanego problemu jak
doktorantka.

Nie zawsze byto dla mnie tez do korica jasne, kiedy wydajnosci przedstawiane w pracy byty
wydajnosciami izolowanych produktéw, a kiedy wydajnosciami reakcji wyznaczonymi na podstawie
pomiaréw chromatograficznych (w kilku miejscach w tekécie mozna odnalez¢ informacje o
wyznaczaniu wydajnosci za pomoca chromatografii). Brak rowniez jakichkolwiek informacji o btedach
wyznaczanych wartosci, co sugeruje, ze kazdy z eksperymentow byt wykonany tylko raz. Bardzo prosze
wiec o komentarz w tej sprawie w czasie obrony, tzn. jaka byfa powtarzalnos$¢ wydajnosci syntez, jaki
byt btad wyznaczanych wartosci a co za tym idzie, kiedy mozemy oczekiwaé, ze obserwowane
odmienne wartoéci éwiadcza o istotnie statystycznych efektach (np. wplywie odmiennego
prowadzenia procesu syntezy na wydajno$¢). Bardzo prosze o komentarz w tej sprawie.

Znacznie ponizej ogdlnie wysokiego poziomu pracy oceniam ostatni rozdziat dystertacji, dotyczacy
materiatéw i metod. Doktorantka przyjeta zatozenie, ze praca doktorska jest publikacja, ograniczajac
informacje do minimum. W efekcie czytelnik nie dysponuje informacjami, umozliwiajgcymi w petni
zrozumienie przeprowadzonych badan, nie wspominajgc o mozliwosci powtdrzenia opisanych w pracy
eksperymentéw. Caty opis materiatéw i metod analitycznych stosowanych w pracy doktorantka
skoncentrowata na potowie strony A4 (sic!). Nie musze chyba nadmieniac, ze opis ten jest zupetnie
nieprzydatny do powtérnego przeprowadzenia jakichkolwiek badan. Zupetnie pominieto informacje
techniczne na temat bardzo ciekawych badan fizykochemicznych prowadzonych we wspotpracy z
Instytutem Chemii Fizycznej PAN, ktére dotyczyty struktur micelarnych sufraktantéw powstajacych w
warunkach reakcji. Doktorantka nie uznata za stosowne wyjasni¢ tez, jakie byto pochodzenie
stosowanej lakazy (producent) ani jaka byta aktywno$¢ stosowanego preparatu. W efekcie informacja
dotyczaca masy enzymu dodawanego do mieszaniny reakcyjnej nie ma zadnego znaczenia (na szczescie
w tekécie rozprawy jestesmy w stanie znalez¢ informacje o dodanej aktywnosci). Opisy procedur
syntetycznych nie przekraczaja jednego akapitu, a ich nazwy nie pojawiajg sie w rezultatach, wigc nie
mozna w tatwo przypisa¢ ich do opisywanych badan. Syntezy poszczeg6lnych produktéw przedstawiajg
wylfacznie dane spektroskopowe dla wyizolowanych i oczyszczonych zwigzkdw, brak jakichkolwiek
informacji chromatograficznych, ani opisu czy parametry NMR zgadzajg sie z przewidywaniami.
Wydajnosci masowe podano jedynie dla syntezy substratéw ale nie dla produktéw, chociaz wydawato
sie to waznym aspektem pracy. Podsumowujac, rozdziat 9 zdecydowanie negatywnie odstaje od
zasadniczo poprawnie napisanej pracy doktorskiej.

Na koniec z recenzenckiej powinnosci zatgczam liste drobnych niedociagniec, ktore doktorantka
powinna uwzgledni¢ przygotowujac prezentacje. Uwagi te nie wymagaja komentarza w czasie
obrony:

e Str. 43— NAD(P)* jest akceptorem jonu hydroniowego a nie protonu (pierscien
nikotynoamidowy ulega dwuelektronowej redukcji);
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® Str. 48 —kofaktor CuAO, topachinon, jest kofaktorem redoksowym a nie ,redoks
kofaktorem”, posiadajgcym ugrupowanie chinonowe a nie »Chinowe”;

® Str. 49 R53-7 b) lakaza dokonuje aminacji alkoholu za pomocg tlenu mmolekularnego —
zaktadam, ze produktem miat by¢ keton;

® Str. 57 —brak objasnienia co oznaczajg wartosci procentowe w nawiasach;

® Str. 61 - opis substratdw reakcji Ugiego nie zawiera aminy;

®  Wigkszo$¢ wykresow jest bardzo matych i ma nieczytelne opisy — nie ma uzasadnienia do tak
matych wykreséw, gdy wielokrotnie w pracy stosowane sg puste strony dostepowe.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny rozprawa pani mgr inz. Arlety Zaremby stanowi spdjne, wartoséciowe dzieto
naukowe poruszajgce wazng tematyke badawcza, otwierajagcg nowe, niezwykle interesujagce
perspektywy rozwoju dalszych badan nad reakcjami multikomponentowymi. Doktorantka wykazata sie
umiejgtnoscia samodzielnego prowadzenia badan, wytyczania nowych celéw badawczych w oparciu o
uzyskiwane wyniki oraz ponadprzecietng pracowitoscia w wykonaniu bardzo wielu syntez
organicznych. Niebagatelng zaleta przedstawionych w niej wynikéw jest fakt ich opublikowania w
trzech czasopismach z listy JCR.

Przedstawione w recenzji uwagi majg zasadniczo charakter techniczny lub wynikajg z ciekawosci
naukowej recenzenta. Ich celem jest wytacznie pobudzenie doktorantki do polemiki w czasie obrony
doktorskiej. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wymogi stawiane kandydatom
do stopnia doktora, okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o »Stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. 2003 nr 65 poz. 595, z pézn. zm.) w
zwigzku z ustawg z dnia 3 lipca 2018 roku »Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce” (Dz. U. 2018 poz. 1669 z pdzn. zm.) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Organicznej PAN o dopuszczenie pani mgr inz. Arlety Zaremby do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.






