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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Otreby
zatytutowanej
Synteza i struktura estrow i soli kwasu hypodifosforowego

Zycie na ziemi nie zaistnialoby bez zwigzkow fosforu, zaréwno organicznych jak i
nieorganicznych. Zwiazki te pelnia kluczows role w reakcjach biochemicznych, szlakach
metabolicznych i procesach komoérkowych. Ze wzgledu na szerokie spektrum funkcji
petnionych przez naturalnie wystepujace zwiazki fosforu poszukuje si¢ ich analogéw liczac
przede wszystkim na efekt terapeutyczny, ale rowniez na zastosowania agrochemiczne czy
tez, niestety, w charakterze broni chemicznej. Wystarczy wspomnie¢ lek remdesiwir,
amidodiestrowa pochodng kwasu fosforowego o szerokim spektrum aktywnosci
przeciwwirusowej, dopuszczong przez FDA w 2020 r. jako pierwszy lek do stosowania w
leczeniu COVID-19.

Juz w drugiej polowie ubieglego wieku spostrzezono, ze ze wzgledu na podobienstwo
strukturalne kwas hypodifosforowy lub jego pochodne moga byé wykorzystane jako
zamienniki difosforan6w w ich szlakach metabolicznych. Badania nad takg funkcjg
hypodifosforanéw i ich estréw skupialy si¢ gléwnie na syntezie i aktywnosci biologicznej,
natomiast aspekt strukturalny, szczegélnie w przypadku organicznych polaczen
hypodifosforanéw, byl rzadko poruszany. Nieco  szerzej badane byly strukturalnie
hypodifosforany nieorganiczne a w ostatnich latach znaczny wkiad w poznanie
krystalochemii tych potaczen majg krystalografowie z Uniwersytetu Wroclawskiego oraz
Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN.

Recenzowana przez mnie praca doktorska mgr Marty Otreby stara si¢ wypelni¢ luke w
badaniach nad kwasem hypodifosforowym i jego pochodnymi, gdyz dotyczy ona syntezy i
badan strukturalnych estréw nukleozydowych tego kwasu, jego soli z nukleozydami,
zasadami purynowymi i cytozyng oraz nieorganicznych hypodifosforanéw sodowych.
Promotorem rozprawy jest dr hab. Katarzyna Slepokura z Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego. Jako do$wiadczona recenzentka musze na samym wstepie zaznaczyé, ze
niezwykle rzadko zdarzato mi si¢ opiniowaé prace wykonang i napisang tak solidnie.

Gloéwna czes$¢ rozprawy liczy 169 stron. Ponadto do rozprawy dotgczony jest spory
suplement zawierajacy w czesci pierwszej kopie dwoch publikacji, ktorych Doktorantka jest
wspolautorem i ktore sg tematycznie zwigzane z rozprawg. W czesci drugiej suplementu
zamieszczone zostaly liczne tabele, rysunki i schematy zawierajace szczeg6towe informacje
dotyczace prowadzonych badan. Do pracy dotaczone zostaly na dysku CD pliki w formacie
cif dla opisywanych w rozprawie struktur krysztatow oraz pliki wygenerowane programem
checkcif z informacjg o przebiegu procesu walidacji danych strukturalnych. Praca zaczyna sie
spisem tresci, wykazem stosowanych skrétébw i bardzo przydatnym wyjasnieniem
dotyczacym przyjetego w rozprawie nazewnictwa tlenowych kwasow fosforowych i ich soli.
Wstep literaturowy do rozprawy przygotowany zostal niezwykle rzetelnie i czyta si¢ go
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bardzo dobrze. Zawiera on tresci ogdlne, ktore wprowadzajg czytelnika w tematyke rozprawy
a jednoczesnie tresci bardziej szczegbtowe przydatne przy czytaniu kolejnych rozdzialow.
Doktorantka omawia rolg biologiczna zwigzkoéw fosforu, wiasciwosci i synteze kwasu
hypodifosforowego oraz stan badan strukturalnych dla nieorganicznych i organicznych
zwigzkow tego kwasu. Dalsza czg$¢ wstepu dotyczy metod syntezy estrow kwasu
hypodifosforowego, stanu wiedzy o aktywnosci biologicznej tych estroéw oraz
hypodifosforandw nieorganicznych. Dodam, ze Doktorantka jest wspdtautorka bardzo
ciekawej pracy przegladowej dotyczacej kwasu hypodifosforowego i jego soli, ktora ukazata
si¢ niedawno w Wiadomosciach Chemicznych. Wstep do rozprawy koficzy rozdzial
dotyczacy krystalochemii nukleozydow i nukleotydéw, w ktorym Doktorantka omawia
parametry stosowane w opisie konformacji nukleozydéw i nukleotydéw oraz oddziatywania
migdzyczasteczkowe wystepujace w tych ukladach. Nie mam watpliwosci, ze Doktorantka
doskonale orientuje si¢ w literaturze dotyczacej zagadnien zwigzanych z tematykg rozprawy.

W kolejnych dwoéch rozdziatach pani mgr Otreba formutuje cel prezentowanych badan
oraz zakres dzialan podjetych do jego realizacji. W ramach rozprawy miala byé
przeprowadzona przede wszystkim synteza i badania strukturalne estrow nukleozydowych
kwasu hypodifosforowego. W efekcie powinno to doprowadzi¢ do uzyskania charakterystyki
supramolekularnej ugrupowania hypodifosforanowego w jego potgczeniach organicznych
zawierajacych azotowe zasady organiczne oraz wskaza¢ na réznice i podobiefistwa w
budowie tych estréw w zestawieniu z analogami difosforanowymi wystepujgcymi naturalnie.
Jednakze, z dwoch pochodnych estrowych adenozyny, ktére Doktorantka zsyntezowala, tylko
5’-hypodifosforan 2’:3’-izopropylidenoadenozyny (AhDP), utworzyt krystaliczne sole. Ze
wzgledu na problemy zwigzane z synteza estrow kwasu hypodifosforowego oraz by mieé
0g0lniejszy poglad na stosunkowo stabo poznang krystalochemie kwasu hypodifosforowego i
jego soli, zakres rozprawy zostat poszerzony o synteze i badania strukturalne soli tego kwasu
z zasadami azotowymi jak rowniez jego soli sodowych. '

W rzetelnie i kompetentnie przygotowanej czesci eksperymentalnej mgr Otreba
omawia procedury eksperymentalne prowadzace do otrzymania badanych polgczen
chemicznych oraz przebieg rentgenowskiej analizy strukturalnej dla 33 otrzymanych
krysztaléw. Juz dawno w rozprawie doktorskiej nie spotkalam sie z tak porzgdnym opisem
badan rentgenograficznych i tak solidnie przeprowadzonymi badaniami strukturalnymi. Dla
wszystkich badanych krysztatéw dane dyfrakcyjne zebrane zostaly w niskich temperaturach.
W przypadku zwigzku 2z, ktoérego krysztaly w niskich temperaturach mialy strukture
niewspoOtmiernie modulowang Doktorantka wyznaczyta strukture w 100 K pomijajac refleksy
satelitarne oraz w 330 K, gdy modulacja struktury zanikta. W przypadku krysztatu zwigzku
6n zaobserwowala odwracalng przemiang fazows zachodzaca ze wzrostem temperatury od
fazy tréjskosnej do fazy jednosko$nej i dla obydwu faz okreslita strukture. W trakcie obliczen
strukturalnych mgr Otr¢ba musiala czesto sobie radzi¢ ze skomplikowanym nieporzadkiem,
ktory niejednokrotnie utrudniat interpretacje wynikoéw. Wséroéd innych metod badawczych
stosowanych w rozprawie przez Doktorantke znajdujg si¢ réwniez spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego i rentgenowska dyfraktometria proszkowa. Pani mgr
Otrgba w czasie realizacji pracy szeroko wykorzystywata rowniez strukturalne bazy danych
takie jak CSD i ICSD.

W najobszerniejszym fragmencie rozprawy omdwione sg wyniki i przeprowadzona
ich dyskusja. Doktorantka otrzymala siedem soli sodowych kwasu hypodifosforowego.
Wsroéd czynnikow wptywajacych na sktad otrzymanych produktéw krystalicznych mgr
Otrgba wskazuje temperaturg oraz stosunek molowy substratow uzytych do syntezy. Do tej
pory znane byly struktury trzech soli sodowych tego kwasu, w tym soli Nax(H2P20¢)-6H20
stuzacej do otrzymywania i przechowywania kwasu hypodifosforowego. Badania
dehydratacji tej soli przeprowadzone przez Doktorantke metodg TG/DSC oraz metoda
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dyfraktometrii proszkowej pokazaly, ze proces ten przebiega jednostopniowo i prowadzi do
powstania trwalej formy bezwodnej 4s, otrzymanej i scharakteryzowanej przez Doktorantke.

Kolejna grupa krysztaléw opisanych w rozprawie sklada si¢ z dziesieciu soli
hypodifosforanowych zasad purynowych oraz cytozyny, sposréd ktorych w szesciu solach
stosunek molowy kation:PP wynosi 1:1 natomiast w pozostalych czterech stosunek ten
wynosi 2:1. Z wyjatkiem soli 1z zawierajacej dikation AdeH2**, w pozostatych solach
komponent organiczny wystepowat w postaci monokationu.

Doktorantka otrzymata trzynascie soli hypodifosforanowych z nukleozydami i ich
analogiem cytarabing, z tym ze w przypadku zwigzku 1n, jak stusznie zauwaza, zwiazek ten
powinien by¢ zakwalifikowany jako kokrysztat jonowy ze wzgledu na obecnos¢ neutralnych
czgsteczek adenozyny. W solach tych jon PP wystepowal w postaci mono- lub dianionu, ale
w dwoch solach, z cytydyna i deoksycytydyng, otrzymala réwniez formy z catkowicie
zdeprotonowanymi anionami PP. Sa to pierwsze znane hypodifosforany organiczne
zawierajace aniony P2Os*. Doktorantka zaobserwowata, ze w przypadku soli z kationami
organicznymi stosunki molowe substratow uzytych w syntezie nie determinujg skladu
otrzymanych soli.

Do ostatniej grupy badanych krysztalow nalezg estry nukleozydowe kwasu
hypodifosforowego reprezentowane w rozprawie przez trzy sole, sodowe lub potasowe, 5°-
hypodifosforanu 2°:3’-izopropylidenoadenozyny (AhDP).

W dalszej czgsci rozdzialu ‘Wyniki i dyskusja’ Doktorantka analizuje w sposob
bardzo systematyczny budowe krysztalow, oddzielnie dla kazdej z wymienionych powyzej
czterech grup soli kwasu hypodifosforowego lub jego estrowej pochodnej. Opisy te sg zwarte
a jednoczesnie wyczerpujace i poruszaja wszystkie mozliwe aspekty geometryczne i
topologiczne tych skomplikowanych struktur krystalicznych. Dodam, ze sporg pomoca w
czytaniu tego rozdzialu sg starannie przygotowane i przemyslane ilustracje i tabele.

W kolejnym  podrozdziale Doktorantka analizuje budowe molekularng
hypodifosforanowej pochodnej estrowej 2°:3’-izopropylidenoadenozyny (AhDP), analogu 5°-
difosforanu adenozyny ADP, ktora wchodzi w skiad krysztatéw le-3e. Omawia tutaj takie
zagadnienia jak konformacja wokot wiazania B-N-glikozydowego, pofaldowanie pierscienia
cukrowego, konformacja oraz geometria estrowej grupy hypodifosforanowej. Nastepnie
porownuje struktur¢ AhDP z nielicznymi znanymi strukturami ADP. Wnioskiem
wynikajgcym z tych poréwnan jest podobienstwo konformacji AhDP w badanych krysztatach
do naturalnie wystepujacego ADP. Kolejna analiza dotyczy budowy nukleozydow, ktore
obecne s3 w krysztatach 1n-13n. Tutaj Doktorantka roéwniez poréwnuje szczegdlowo ich
konformacje, wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe i zestawia te dane ze znanymi
strukturami soli nukleozydowych, wskazujac na standardowe wartosci otrzymanych
parametrow konformacyjnych nukleozydéw w badanych krysztalach, Mgr Otrgba konczy
omawianie struktur molekularnych przegladem budowy anionéw (lub czasteczki) kwasu
hypodifosforowego, przy czym skupia si¢ gléwnie na poréwnaniu polgczen organicznych i
nieorganicznych. Zauwaza, ze czgsto$¢ wystgpowania poszczegélnych form zjonizowanych
kwasu hypodifosforowego, jak rowniez jego formy obojetnej, jest rézna dla tych dwoch
typodw polaczen. Widaé to szczegdlnie dobrze dla monowodorohypodifosforanéw, ktére sa
nieobecne wsréd polgczen organicznych, oraz samego kwasu, ktory duzo chetniej tworzy tzw.
kokrysztaly jonowe w uktadach organicznych niz nieorganicznych.

Po omoéwieniu struktur molekularnych Doktorantka przystgpita do podsumowania
aspektow supramolekularnych badanych struktur krysztalow. Rozwazania zaczeta od analizy
oddziatywan migdzynukleotydowych i koordynacji do jonéw Na* i K* w krysztalach 1e-3e.
Pokazala, ze oddziatywania n-n mi¢dzy uktadami aromatycznymi oraz oddzialywania zasada-
hypodifosforan determinujag budowe krysztalow tych estrow. Wazna role odgrywaja tez
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oddziatywania z jonami Na* i K*. Jedna z niezaleznych jednostek AhDP koordynuje zawsze
w krysztale jon metalu w sposob bidentny przez atom N7 pierscienia puryny oraz przez atom
tlenu grypy PP. Tej interakcji towarzyszg oddziatywania z czgsteczkg wody, ktéra koordynuje
jon metalu i jednoczesnie pelni role akceptora w wigzaniu wodorowym z grupa N6-H
nukleozasady. Tak skoordynowany jon metalu stabilizuje konformacje AhDP. Brak
chelatujacego oddziatywania z jonem metalu, jak to ma miejsce dla drugiej symetrycznie
niezaleznej jednostki, zwigksza elastycznosé konformacyjna estru, co objawia si¢ w krysztale
nieporzadkiem w fragmencie hypodifosforanowym. Doktorantka zauwazyla, ze obserwowany
w krysztatach 1e-3e chelatujacy sposéb wigzania jonu metalu przez jednostke nukleotydows
jest rzadki i nie byl obserwowany do tej pory w strukturach ADP. Oddzialywania miedzy
nukleozasada a fragmentem hypodifosforanowym zachodzg gtéwnie przez atomy N1 i N6
znajdujace si¢ na krawedzi Watsona-Cricka adeniny oraz atomy tlenu PP z tej samej grupy
PO;. Te wigzania wodorowe generuja motyw R2,2(8), ktory, jak pokazaly dalsze analizy
Doktorantki, pojawia si¢ systematycznie réwniez w solach adeninowych i polaczeniach
zawierajacych fragment cytozyny.

Bardzo ciekawy fragment dyskusji dotyczy zaobserwowanego przez mgr Otrebe
oddzialywania wolnej pary elektronowej na atomie tlenu z grupy PP, lub karbonylowego
atomu tlenu nukleozasady, z uktadem zn-elektronowym zasady azotowej. Oddzialywania tego
typu dostrzegla ona we wszystkich solach hypodifosforanowych zasad purynowych (1z-9z)
oraz w kilku krysztatach soli nukleozydowych. Dodam, ze oddziatywania tego typu, choé
wydajg si¢ by¢ dos¢ powszechne, sa czgsto pomijane podczas dyskusji oddzialywan w
uktadach supramolekularnych.

Rozdziat “Wyniki i dyskusja’ koficzy analiza topologii wigzan wodorowych migdzy
grupami hypodifosforanowymi w strukturach soli organicznych oraz oddziatywan anionéw
PP z jonami Na* w solach nieorganicznych 1s-7s.

Calg rozprawe zamyka dwustronicowe podsumowanie, bardzo starannie przygotowana
bibliografia liczaca 205 pozycji, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz
dotychczasowego dorobku naukowego Doktorantki.

Jak wspomnialam wczesniej cata rozprawa przygotowana zostala niezwykle starannie
zaréwno pod wzgledem merytorycznym jak i edycyjnym. Bardzo nieliczne potkniecia, ktore
dostrzegtam to:

e uzywanie slowa ‘ilo$¢’ zamiast ‘liczba’ w przypadku rzeczownikéw policzalnych
(ilo$¢ struktur, ilo$¢ refleksow, ilo$¢ wigzan),

e uzycie na str. 48 okreslenia ‘konfiguracja absolutna’ zamiast bardziej poprawnego w
tym kontekscie ‘struktura absolutna’,

e na str. 149 znpalazlam niezrgczne sformulowanie ‘Otrzymane krysztaty
estrow...przyjmuja w ciele stalym konformacjg...” zamiast ‘w otrzymanych
krysztatach...czasteczki AhDP przyjmujg konformacje,

e w tabeli 9 zgodnie z opisem powinny by¢ podane wszystkie parametry kgtowe
komorki elementarnej a nie tylko kat B,

e na str. 6 pojawil si¢ jedyny blad ortograficzny w rozprawie: ‘biomolekdél” zamiast
‘biomolekut’.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Marty Otreby posiada wysokie walory
poznawcze, gdyz w sposob wartosciowy poszerzyta nasza obecng wiedze dotyczaca struktury
oraz aspektow supramolekularnych budowy soli organicznych i nieorganicznych kwasu
hypodifosforowego oraz jego estrow nukleozydowych. Doktorantka jawi mi sie jako
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sumienny badacz o duzych umiejetnosciach z zakresu syntezy chemicznej oraz o sporej
bieglosci w rentgenowskiej analizie strukturalnej krysztaléw. Poza zdolno$ciami
eksperymentalnymi przygotowanie tej rozprawy wymagalo od niej bez watpienia rozlegtej
wiedzy z chemii, biochemii i krystalografii.

Nie mam watpliwosci, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr
Marty Otrgby spelnia bez zastrzezen wymogi stawiane pracom doktorskim i z tych wzgledéw
wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie mgr Mart Otreby do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie,
biorac pod uwage jakos¢ prezentowanych wynikéw oraz wysoki poziom rozprawy wnosze o
jej wyrdznienie.
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Uzasadnienie wniosku o wyréinienie rozprawy doktorskiej mgr Marty Otreby
zatytutowanej
Synteza i struktura estréw i soli kwasu hypodifosforowego

Recenzowana przez mnie praca doktorska mgr Marty Otreby, ktérej promotorem jest
dr hab. Katarzyna Slepokura, wypelnia w duzym stopniu luk¢ w badaniach strukturalnych
nad kwasem hypodifosforowym i jego pochodnymi. Rozlegle badania strukturalne
obejmujgce rentgenowska analize strukturalng 33 soli organicznych i nieorganicznych oraz
estrow kwasu hypodifosforowego przeprowadzone zostaly i opisane w sposob niezwykle
rzetelny. Rozlegta dyskusja otrzymanych wynikéw porusza w sposob systematyczny i
wyczerpujacy wszelkie mozliwe aspekty strukturalne badanych polaczen. Niezwykle rzadko
zdarzato mi sig do tej pory opiniowa¢ prace wykonang i napisang tak solidnie.

Material rozprawy jest juz czgsciowo opublikowany w pracy przegladowej w
Wiadomosciach Chemicznych oraz pracy oryginalnej w czasopi$mie specjalistycznym Acta
Cryst sect. C. Doktorantka jest ponadto wspélautorem szesciu innych prac w bardzo dobrych
czasopismach chemicznych

Biorge pod uwagg jako$¢ prezentowanych wynikow, walory poznawcze oraz wysoki
poziom rozprawy wnosze o jej wyrdznienie.
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