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Recenzja pracy doktorskiej Pana mgr Moniki WILK
,Badania nad zastosowaniem nowych wiasciwosci katalitycznych wybranych

hydrolaz”

Praca doktorska Pani mgr Moniki Wilk wykonana zostata w Instytucie Chemii
Organicznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, a promotorem pracy jest prof. dr
hab. inz. Ryszard Ostaszewski. Doktorat jest zbiorem czterech monotematycznych
publikacji dotyczgcych zastosowania biokatalizy w chemii organicznej, tematyce ktéra
jest znakiem firmowym dziatalnosci naukowej Promotora Doktorantki. Publikacje te
zostaly umieszczone w czasopismach o bardzo porzadnym standardzie

miedzynarodowym.

Dysertacja pani mgr Moniki Wilk to bardzo solidna i przemyslana praca z pogranicza
chemii medycznej i biotechnologii. Dotyczy ona zastosowania lipaz jako katalizatoréw
reakcji chemicznych nietypowych dla tych enzymoéw, takich jak reakcje: Ugi,
Passeriniego, Knoevenagla czy estryfikacji nadkwasoéw (nawiasem moéwigc, jej tytut
uwazam za zbyt ogélny). Te ostatnig reakcje Doktorantka proponuje roéwniez
zastosowac do oznaczania poziomu nadtlenku wodoru w roztworach, wykorzystujgc
konkurencje miedzy enzymatyczng hydrolizg estréw wodg i nadtlenkiem wodoru (ta
druga zachodzi preferencyjnie). To ciekawy i nietypowy pomyst, wymagajgcy jednak
dalszych badan. Zdolnos¢ enzymow do katalizowania takich niestandardowych reakcji
nazywamy promiskuityzmem i mam wrazenie, ze Doktorantka bardzo lubi ten termin,
gdyz wyraznie go naduzywa. Badania opisane w publikacjach wymagaty
przeprowadzenia wielu eksperymentow, optymalizacji warunkow  reakcji,
odpowiedniego doboru biokatalizatora oraz zdefiniowania roli enzymoéw w ich
przebiegu. Sg to wiec badania zmudne i pracochtonne. Najwazniejsze jest jednak to,

ze Doktorantka udatnie pokazata, ze lipaz - enzymow najpopularniej stosowanych w



procesach biokatalizy, mozna uzywacC takze w reakcjach zupetnie nietypowych -

wystarczy jedynie dobry pomyst.

Rozprawe doktorskg stanowi cykl czterech publikacji wieloautorskich (dwéch do
siedmiu autoréw) zaopatrzonych stosownym komentarzem. Zestaw ten zawiera
réwniez informacje dodatkowe (tzw. Supporting informations) stanowigce integralne
fragmenty tych publikacji. Ich dotaczenie chciatbym szczegdlnie pochwali¢. Taka
forma dysertacji jest dos¢ nowg, cho¢ juz popularng i by¢é moze dlatego nie
wypracowano jeszcze standardéw prezentacji takich doktoratéw. Preferuje komentarz
ztozony z dtuzszego wprowadzenie w tematyke badan (moze nim byé odpowiednia
praca przegladowa) i krétkie omoéwienie wynikow prezentowanych w publikacjach,
ktore przeciez stanowig zasadniczg czes$¢ pracy. Praca Pani mgr Moniki Wilk spetnia
moje oczekiwania, a co wiecej Doktorantka zdecydowata sie na krotkie i zreczne
podsumowanie wynikdw badan majgce charakter wnioskow.

Zatgczone do dokumentacji oswiadczenia Doktorantki, jak i wspotautorow nie
pozostawiajg watpliwosci, ze jest to Jej praca doktorska wykonana pod bezposrednig
opiekg Promotora. Dzisiaj jest oczywistym, ze publikacje prezentujgce badania
eksperymentalne sg wynikiem pracy zespotowej a poszczegdlni czitonkowie zespotu
wnoszg wiekszy lub mniejszy wktad w ich powstanie. Tak jest i tym razem. Trzeba tez

dodac, ze Pani mgr Monika Wilk jest pierwszym autorem wszystkich prac.

Niestety dysertacje, ktorych podstawg sg publikacje sg trudne do recenzowania, gdyz
zawartos¢ merytoryczna kazdej z nich zostata juz doktadnie oceniona przez co
najmniej dwoch recenzentow powotanych przez redakcje odpowiednich czasopism.
Pozostato mi zatem stwierdzi¢, ze cykl zatgczonych publikacji stanowi realizacje
bardzo dobrego pomystu, a uzyskane wyniki potwierdzajg zatozenia z jakimi
Doktorantka przystgpita do pracy. Znacznie tatwiej jest zrecenzowaé komentarz.
Komentarz uznatbym za napisany bardzo dobrze i ciekawie, ale tylko wtedy, gdy
wytgczy¢ podrozdziat 5.3. W przypadku tego fragmentu tekst ulega znacznemu

pogorszeniu, za to pojawia sie zbyt wiele spekulacii.

Zeby nie byé gotostownym komentuje kilka fragmentéw tego tekstu. W podrozdziale
5.3. Autorka pisze, ze enzymatyczna reakcja kaskadowa Passeriniego jest atrakcyjna

dlatego, ze moze umozliwi¢ osiggniecie sterozbieznosci produktow. Nie bardzo



rozumiem co Doktorantka miata na mysli. W tym samym paragrafie znajduje sie
fragment: W celu unikniecia gtbwnego ograniczenia jakim jest zaprojektowanie reakcji
kaskadowej z kompatybilnymi warunkami dla wszystkich etapow, przeprowadzitam
reakcje pomiedzy roznymi estrami winylowymi i izocyjankiem p-metoksybenzylowym
w jednym naczyniu reakcyjnym. Z dalszego tekstu wynika, ze chodzi o optymalizacje
warunkow konkretnej reakcji poprzez zmienianie czasu reakcji i stosunkéw molowych

substratow.

Komentarz napisany jest starannie a strona redakcyjna i estetyczna pracy robi bardzo
dobre wrazenie. Znalaztem w niej zaledwie sze$¢ bteddw redakcyjnych, ktérych
znalezienie pozostawiam Doktorantce. To moze by¢é ciekawe cwiczenie

spostrzegawczosci. Sg one na stronach 26, 47, 52 (dwa btedy), 59 i 60.

Skorzystam réwniez z przywileju przystugujgcemu recenzentowi komentujgc dwa

problemy jakie spostrzegtem przy czytaniu dysertacji pani mgr Moniki Wilk.:

* Omawiajgc wptyw lipaz na przebieg reakcji Ugi Doktorantka zaktada, ze dla
cyjanoestrow o krotszym fancuchu zachodzi ona w centrum katalitycznym badanych
enzymow, zas$ w przypadku 5-cyjanopentanonianu etylu jest to reakcja
niekatalityczna. Analiza wynikow zawartych w Tabeli 1 odpowiedniej publikacji (w
spisie prac ma ona nr 1, a zatgczona i omowiona w komentarzu jest jako praca
druga) wskazuje, ze sytuacja nie jest taka prosta. Za argumenty przemawiajgce za
zatozeniem zrobionym przez Autorow pracy trzeba uznaé to, ze w reakcjach
krotszych cyjanoestrow powstaje benzyloamid oraz to, ze w obecnosci
zdeaktywowanego enzymu reakcja nie zachodzi. Przeciw temu mechanizmowi
przemawia fakt, ze reakcja nie zachodzi stereospecyficznie. Dodatkowo, wyniki
wskazujg tez, ze biatko enzymatyczne ma rowniez wptyw na przebieg reakcji
“‘nieenzymatycznej’. Niezbyt pomaga analiza wynikéw reakcji z uzyciem 2-metylo-1-
piroliny (Tabela 2 w oryginalnej publikacji), gdyz reakcja ta zachodzi w niewielkim
stopniu lub wcale. W moim odczuciu, pewng pomocg w wyjasnieniu mechanizmu tej
reakcji mogtoby pomdéc dokonanie odpowiedniego modelowania molekularnego dla
dowolnej z zastosowanych lipaz. Tym bardziej, ze Autorzy ttumaczg zaleznosc¢
przebiegu reakcji od budowy substratu estrowego ograniczonym rozmiarem centrum

aktywnego;



Doktorantka chyba zbyt optymistycznie ocenia zalety kaskadowej reakcji
Passeriniego. Otrzymane wyniki sg niezwykle interesujgce, tym niemniej w kazdym
przypadku wymagany jest rozdziat powstajgcych stereoizomerdw, oraz niekiedy
oddzielenie produktu pierwszego etapu reakcji kaskadowej (ktéry nawiasem moéwigc
powstaje z wysokim nadmiarem enacjomerycznym i jest réwniez interesujgcym
substratem dla wielu reagkcji). Jest to bardzo dobrze opisane jest w materiale
uzupetniajgcym do publikacji 3. Porownujgc swojg reakcje kaskadowg z reakcjg
nieenzymatyczng, w ktorej powstaje rownomolowa mieszanina distereomeréw Pani
mgr Monika Wilk pisze, ze mieszanina ta jest “nierozdzielna”. Ja uzytbym formy
“trudna do rozdziatu” bo przeciez fakt powstania rownomolowej mieszaniny czterech
diatereomeréw potwierdzono za pomocg hplc uzywajgc kolumny z chiralnym
nosnikiem, a wiec je rozdzielono (opisane w materiale uzupetniajgcym publikaciji nr.
3). Dla jasnosci dodam, ze bardzo podoba mi sie pomyst zastosowania dwuetapowej
reakcji katalizowanej sekwencyjnie przez ten sam enzym, bo pozwala to w pewnym
stopniu modulowa¢ sktad diastereomeryczny produktu (na przykfad stosujgc rézne

lipazy i rozne warunki reakcji).

Pozwole sobie takze skorzysta¢ z przywileju recenzenta i podac tez kilka uwag, ktére

wymienie w kolejnosci jakie pojawity sie w pracy:

odnosze wrazenie, ze walcze z wiatrakami, bo uwaga ta pojawia sie w nieomal w
kazdej recenzji ocenianych przeze mnie z prac: powinno byC¢ “liczba reakcji

chemicznych”, a nie ilos¢ reakcji chemicznych (str. 25);

na stronie 32 nalezato zacytowac oryginalng prace Bourquelota i Bridela nawet jesli
Doktorantka nie ma do niej dostepu. Wtedy w nawiasie mozna zacytowac prace

przegladowg autorstwa Kapoora i Gupty dodajgc stowko “za”;
wypadatoby tez zacytowac zrodtowg prace Ugi z roku 1985 (str. 38);

re i si piszemy zazwyczaj z matej litery (str.39);

Schemat 17 przywotany w tekscie na str. 50 to Schemat 18;

dwa zdania tuz przed Schematem 23 (str.58) to zbyt duzy skrét myslowy;

Zamiast “przywilejem” wolatbym, aby uzy¢ stowa “zaletg” (str.59)

Powyzsze uwagi to sg naprawde drobiazgi i wymienitem je, aby pokazac, ze uwaznie

przeczytatem prace doktorskg Pani mgr Moniki Wilk. Oczywiscie w zadnej mierze nie



wptywajg one na moja wysokg ocene tej pracy, a takze prosze, aby Doktorantka sie
do nich nie ustosunkowywata na obronie.

Reasumujgc stwierdzam, ze przyszio mi recenzowac¢ bardzo interesujgcg, dobrze
zrealizowang i napisang prace doktorskg. Wszystkie opisane w niej pomysty
dotyczgce nietypowego uzycia lipaz w chemii organicznej zostaly pozytywnie
zweryfikowane. Wyniki badah stanowig podstawe czterech bardzo porzadnych
publikacji. Oceniana praca spetnia wiec wszystkie warunki, zarowno te ustawowe jak
i zwyczajowe jakie wymagane sg od prac doktorskich. Dlatego tez wnosze do Wysokiej
Rady Instytutu Chemii Organicznej PAN w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr
Moniki Wolskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Co wiecej, wartosé
wykonanych badan jak i fakt, ze Doktorantka jest dodatkowo wspotautorem 3
porzadnych publikacji, majgcych zresztg zwigzek z tematykg przedstawionej
dysertacji, upowazniajg mnie do postawienia wniosku o wyrdznienie tej pracy
stosowng nagrodg (oczywiscie o ile Doktorantka spetnia inne warunki pozwalajgce na

jej przyznanie).
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Szanowny Panie Profesorze,

Przesytam trzy kopie recenzji pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Wilk ,Badania nad

zastosowaniem nowych wtasciwoSci katalitycznych wybranych hydrolaz”.

Serdecznie pozdrawiam
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