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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ
mgr inz. Ignacy Janicki
zatytutowanej
wINowe zastosowania metod biokatalitycznych w asymetrycznej syntezie zwigzkow
heteroorganicznych przy wykorzystaniu ene-reduktaz oraz katalitycznego

promiskuityzmu enzymow”

Nowoczesna synteza organiczna jest bardzo dynamicznie rozwijajacg sie dziedzing nauk
przyrodniczych w ramach, ktorej nieustannie trwajg prace nad opracowywaniem nowych metod syntezy
zwigzkéw organicznych. Tworzone sg i rozwijane takie metody syntezy, spos$rod ktérych te
wykorzystujgce izolowane enzymy lub cale komorki stajg sie coraz bardziej wykorzystywane w
laboratoriach badawczych, przemystowych oraz procesach produkcyjnych. Zwigzane jest to niewatpliwie z
oczekiwaniami, jakie powinny obecnymi spetnia¢ nowoczesne technologie, ktore muszg wypelniaé zasady
zielonej chemii oraz by¢ przyjazne dla srodowiska naturalnego. I w tym nurcie badan znajduje sie
przestana do recenzji dysertacja doktorska magistra Ignacego Janickiego.

Jako gléwny cel swojej pracy mgr Janicki postanawia rozwing¢ mozliwosci zastosowania enzymow
z grupy ene-reduktaz do syntezy chiralnych fosfonianow. Pomimo tego, ze tak postawiony cel pracy
nalezy uzna¢, za bardzo ambitny nie ogranicza si¢ tylko do niego. Zamierzal takze sprawdzi¢ czy enzymy
bedg dobrymi katalizatorami reakcji aza-Henry’ego. Jest to, wiec przeniesienie tematyki badawczej na
zupelnie inny obszar biokatalizy, czyli wykorzystania enzymow do syntezy zwigzkéw chemicznych. Tak
postawiony cel jest logiczng kontynuacja i rozwinigciem tematyki badawczej realizowanej w zespole
profesora Piotra Kietbasinskiego, ktory jest promotorem wymienionej dysertacji.

Dysertacja jest opracowaniem, podzielonym formalnie na nastepujgce rozdziaty: , Streszczenie”,
»Abstract,”, dwustronicowy ,,Cel i zakres pracy”, po ktérym nastepuje ,,Cze$¢ literaturowa” liczaca 29
stron. Jest ona podzielona na nastgpujace czgsci ogolne: ,,Biokataliza”, ,,a.B-Nienasycone fosfoniany”,
»Reakcja Stilla-Gennariego”. Nastgpnie znajdujemy rozdziat ,,Badania wilasne” liczacy 25 stron wraz z
»Podsumowaniem”. Koleiny rozdzial ,,Cz¢$¢ eksperymentalna” liczy 24 strony. Po tej czesci nastepuje
rozdziat ,,Bibliografia” wymieniajacy az 226 pozycji. Praca jest dobrze zredagowana i zawiera w sumie
109 stron tekstu. Calos$¢ pracy zostata przygotowana niezwykle starannie, schematy reakcji oraz struktury
zwigzkow podane sg bardzo czytelnie.

Czg$¢ ,,Studia literaturowe” rozpoczyna omoéwienie biokatalizy, jako metody syntezy zwigzkow
organicznych. Nastepnie Doktorant omawia chemiczne i stereoselektywne metody redukcji wiazania C=C
pokazujac ich wady oraz zalety. Do podanych w dysertacji wad chemicznych metod syntezy zaliczytbym
takze zanieczyszczenie produktow reakcji metalami ciezkimi z Kkatalizatordw, co w przemysle
farmaceutycznym nie moze by¢ tolerowane. Przeciwstawia te metody ich biokatalitycznym
odpowiednikom, jakim jest wykorzystanie enzyméw, ktére nazywa ene-reduktazami. Dla recenzenta taka
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nazwa jest trochg niezrgczna i zaproponowana przez Dok*:ranta w przypisie na stronie 18 nazwa
reduktazy enowe wydaje si¢ by¢ dogodniejsza. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze polskie stownictwo i
nomenklatura chemiczna ciagle si¢ rozwija i badacz zajmujacy si¢ nowym obszarem aktywnos$ci naukowej
ma prawo do zaproponowania wlasnej nazwy. Zastosowania i mechanizm reakcji katalizowanych przez te
enzymy jest przedstawione bez przesadnego epatowania szczegétami, co wplywa na klarowno$¢ przekazu.
Na stronie 27 znajdujemy sformutowanie ,,.. na celu kontrole efektu stereochemicznego”, co nalezy jak
sadze rozumie¢, jako kontrole stereochemicznego przebiegu katalizowanej reakcji. Zagadnienie to jest
omowione w dwoch punktach i, co wiecej, Doktorant umiejetnie analizuje dane literaturowe na podstawie,
ktorych zamierza kontrolowaé przebieg stereochemicznych wykonywanych przez siebie reakcji. Kolejna
czg$¢ dotyczy promiskuityzmu enzymow, ktory Doktorant omawia na wybranych szesciu przyktadach,
ktore dobrze ilustrujg ten fenomen. Poniewaz jako substraty do reakcji enzymatycznych zamierza
wykorzysta¢ a,f-nienasycone fosfoniany poswieca syntezie tej klasy zwigzkow rozdzial 2.2 wraz z
metodami stereoselektywnej redukcji wigzania C=C wystepujacego w tych zwigzkach. Rozdziat ten
konczy podrozdzial zatytutowany ,,Reakcja Stilla-Gennariego”, ktorg Doktorant zmierza wykorzysta¢ do
syntezy substratow. Ta cze$¢ pracy napisana jest klarownie i czyta si¢ ja z duza przyjemnoscia.

Druga czgs¢ dysertacji zatytulowang ,,Badania wilasne” doktorant zaczyna od opisu ogblnych
zalozen i syntezy substratow. Poniewaz zamierza wykorzysta¢ reduktazy enowe do redukcji wigzania C=C
w wybranych o,B-nienasyconych fosfonianach (1) pokazuje metody syntezy tych zwigzkéw oraz wykonuje
syntez¢ racemicznych produktéw redukcji wigzania C=C na drodze redukcji katalitycznej wodorem na
katalizatorze palladowym (zwigzki o strukturze 9 na Schemacie 9). Nastepnie przedstawia wyniki badan
nad enzymatyczng redukcjg substratow 1 za pomocg izolowanych reduktaz enowych. Wyniki te,
zestawione w Tabeli 2 sg bardzo dobre i aby je uwiarygodni¢ postanawia wykonaé¢ transformacje
substratow w skali preparatywnej. Uzyskane wyniki przedstawia w Tabeli 3 Dysertacji. Opis procedury
eksperymentalnej 5.1.3 jest jednak dla recenzenta niejasny, poniewaz trudno z niego wywnioskowac, jakie
ilosci substratow byly rzeczywiscie uzywane do poszczegdlnych reakeji. Przypisanie konfiguracji
absolutnych poszczegélnym produktom reakcji postanawia wykonaé poprzez korelacje chemiczne w
oparciu o dostgpne dane literaturowe. Nie znalaztem, niestety, w Dysertacji tabeli zestawiajgcej uzyskane i
literaturowe skrgcalnosci wiasciwe odpowiednich zwigzkéw. Opis ze strony 52 jest bardzo lakoniczny i
dotyczy przypisania konfiguracji absolutnych dla produktow (+)-9a i (+)-9b. Uzyskane wyniki Doktorant
dodatkowo uwiarygadnia poprzez obliczenia teoretyczne oraz eksperyment wykorzystujgcy znakowanie
deuterem. Zastosowanie metod numerycznych do modulowania oddzialywania substratéw z centrum
aktywnym enzymu OYE3 do potwierdzenia wynikéw eksperymentalnych pokazuje duzg bieglosé
doktoranta w zakresie stosowania tych metod do analizy stereochemicznego przebiegu katalizowanych
przez enzym reakcji redukcji i zastuguje na duze uznanie. Szkoda, ze Doktorant nie pokusit si¢ o
zestawienie danych eksperymentalnych z danymi numerycznymi w formie tabeli. Pokazane watpliwosci
dotyczace blednego przypisanie konfiguracji absolutnych produktéw na podstawie danych literaturowych
R. Kadyrova wydaja si¢ zasadne.

W kolejnym etapie badan postanawia wykorzystaé¢ reduktazy enowe do redukcji (2)-a,f-
nienasyconych fosfonianow, zwigzkéw, ktore uzyskuje, po optymalizacji, w reakcji Stilla-Gennariego.
Uzyskane wyniki zestawia w Tabeli 6. Stwierdza, ze zwiazki o konfiguracji (E) s przeksztalcane tatwiej i
z wigkszg wydajnoscig niz ich izomery geometryczne (Z). Napotyka duze trudnosci w opracowaniu
metody analitycznej analizy skladu enancjomerycznego produktow 9f, 9u i 9w na drodze analiz GC,
HPLC i NMR. Pomimo tego udaje mu si¢ wykazaé, ze mozna kontrolowaé przebieg stereochemiczy
reakcji enzymatycznej redukcji af-nienasyconych fosfonianéw na drodze odpowiedniego doboru
konfiguracji geometrycznej substratow biorac izomery E lub Z jako substraty. Do lepszego wgladu w
przebieg reakcji stosuje obliczenia teoretyczne, ktore zostaly opisane w krotkim rozdziale 3.2.5 i
umieszczone na Rysunku 3.

Aby rozwing¢ enzymatyczne metody redukcji a,f-nienasyconych fosfonianéw Doktorant
postanawia zastosowa¢ nie tylko izolowane enzymy ale takze cate komorki mikroorganizméw, ktérymi
byly grzyby strzepkowe Mucor circinelloides w postaci zywych komorek oraz w formie wysuszonej
grzybni. Badania te wykonuje we wspdlpracy z dr Miroslawa Szczesng-Antczak oraz mgr Jakubem
Szelagiem z Instytutu Biochemii Technicznej Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki
Lodzkiej. Do badan wybiera dziewigé¢ substratow pokazanych na Schemacie 57 Dysertacji. Uzyskane
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wyniki biotransformacji a,f-nienasyconych-y-ketofosfonianéw za pomoca grzybéw strzepkowych Mucor
circinelloides zestawia w Tabeli 7 i szczegétowo analizuje na ko:ejnych trzech stronach dysertacji.

Majac dane z redukcji substratow izolowanymi reduktazami enowymi oraz calymi komoérkami
grzybow strzgpkowych Mucor circinelloides trafnie zauwaza, ze transformacje z wykorzystaniem
izolowanych enzymow sa zdecydowanie bardziej praktyczne w malej, laboratoryjnej skali, a transformacje
w skali wigkszej lepiej wykonywa¢ catymi komorkami grzybdw, co opisuje w rozdziale 3.3.3.

W kolejnym etapie badan Doktorant postanowit zajgc sie¢ reakcjg aza-Henry’ego ktorej przebieg
przebieg zamierzal kontrolowaé poprzez dodatek enzyméw. W badaniach testowal 5 substratéw (Schemat
60) oraz nitrometanem w obecnosci réznych enzymoéw. Uzyskane wyniki zestawione sg w Tabeli 8
Dysertacji. Wykazuje, ze lipaza TL z Pseudomonas stutzeri, oksynitrylaza AtHNL z Arabidopsis thaliana,
oraz lipaza z trzustki wieprzowej sa dogodnymi biokatalizatorami tej reakcji, ale reakcje nie biegng w
sposob stereoselektywny. Interpretacja uzyskanych wynikow podana na stronie 71 Dysertacji jest
satysfakcjonujgca. Niestety opis eksperymentéw wykonanych w ramach tego etapu badan jest niezwykle
lakoniczny, co bardzo utrudnia ich, ewentualne, powt6rzenie.

Oceniajac uzyskane przez Doktoranta wyniki nalezy podkresli¢ ich wysoka wartos¢ merytoryczna,
czego dowodem jest fakt, iz staly sie juz przedmiotem pigciu publikacji zamieszczonych w czasopismach o
zasiegu migdzynarodowym, czterech wystapieniach na konferencjach oraz siedmiu plakatéw na imprezach
naukowych. Prace czyta si¢ tatwo. Strona edytorsko-redakcyjna rozprawy jest bardzo dobra. Opis
wigkszosci przepisow preparatywnych jest precyzyjny i nie pozostawia watpliwosci. Jednak z obowiazku
recenzenta oprocz wymienionych powyzej niedociggni¢é¢, wymieniam jeszcze kilka:

1. Deskryptory konfiguracji powinny by¢ zawsze pisane kursywa,
2. Wyniki analiz elementarnych szeregu zwigzkow znaczeni roznig sie od ich wartosci teoretycznej

(zwiazki (Z)-1a, (Z)-1s, (Z)-1t, (2)-1f, (Z)-1),

3. Obliczone wartosci analiz elementarnych podajemy z doktadno$cig do dwoch miejsc po przecinku

(dane eksperymentalne dla produktow 91 13; np. C, 52,5897 dla zwigzku 9x).

Powyzsze uwagi w niczym nie umniejszajg mojej bardzo pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej magistra
Ignacego Janickiego. Doktorant wykazata si¢ duza biegloscig w planowaniu, wykonywaniu i interpretacji
wynikéw eksperymentéw. Zastosowanie metod numerycznych do interpretacji uzyskanych wynikow
nalezy na szczeg6lne wyrdznienie.

W zwigzku z powyzszym uwazam, ze recenzowana praca doktorska spelnia wszelkie wymagania
stawiane tego typu rozprawom przez Obwieszczenie Marszalka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dnia 15
wrzesnia 2017 r. pozycja 1789 w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu ustawy o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i niniejszym wystepuje z wnioskiem do Rady
Naukowej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi o dopuszczenie Pana
magistra inzyniera Ignacego Janickiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto biorgc pod uwage naklad pracy oraz uzyskane przez doktoranta wyniki, ktére zostaty
opublikowane w szeregu prestizowych czasopismach naukowych takich jak: Advanced Synthesis &
Catalysis - dwie prace, Synthesis, Bioorganic Chemistry - dwie prace, zwracam sic do Wysokiej Rady
Naukowej CBMiM z wnioskiem o wyréznienie niniejszej dysertacji.

Warszawa 16 lipca 2020 roku.
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