Recenzja
rozprawy habilitacyjnej oraz opinia w sprawie nadania stopnia doktora
habilitowanego dr inz. Agnieszce Dybale- Defratyce

Dr inz. A. Dybata-Defratyka wychowala si¢ w wiodacym w skali $wiatowej osrodku
zajmujgcym si¢ analizg kinetyki i mechanizmami reakcji. Wykorzystuje on przede wszystkim
specjalistyczng technike pomiaru efektow izotopowych i teoretyczne metody obliczeniowe
dla wskazania barier energetycznych oraz struktury zwigzkéw posrednich. Prace habilitantki

wpisuja sie w ten nurt badan kierowanych przez profesora Piotra Panetha.

Osiggniecia naukowe. Habilitantka skupila si¢ na analizie dehalogenacji zwigzkow
organicznych starajgc si¢, w oparciu o pomiary kinetycznych efektow izotopowych (KIEs),
opisa¢ przebieg reakcji chemicznych tej szczegélnie ucigzliwej dla srodowiska naturalnego
grupy zwigzkéw. Badania prowadzita dwutorowo z jednej strony na modelowych prostych
pochodnych alifatycznych, z drugiej na chloropochodnych fenoli. Wszystkie wyniki
pomiaréw KIEs byty poddane glebokiej analizie w oparciu o metody kwantowo mechaniczne
i modelowania molekularnego (QM/MM). Ich celem bylo wskazanie prawdopodobnej

struktury stanu przejsciowego (TS) i wyjasnienie przebiegu reakcji.

Punktem wyjécia dla 9 prac ujetych w dorobku habilitacyjnym byla wczesniej ogloszona
publikacja, w ktérej autorka analizowata prosta reakcje¢ Sn2 pomigdzy jonem cyjankowym a
chlorkiem etylu. Stwierdzita wowczas, ze zadna z 39 teoretycznych metod nie byla w stanie
poprawnie przewidzie¢ KIEs dla wszystkich eksperymentalnie znalezionych wartosci.
Starajagc sie wyjasni¢ przyczyny tych niepowodzen szukata korelacji pomigdzy KIE a
strukturg TS. Stwierdzila, ze chociaz na ogél nie znaleziono liniowej zaleznosci pomigdzy
KIEs a rzedem wigzania C,—~Cl dla TS, to rzad wigzania w sposob liniowy zalezal od procentu
zmiany dhugosci wigzania C,—Cl dla wigkszosci badanych zwiazkéw chemicznych. A efekt
izotopowy dla Cl k**/k*’ (pomine tu odpowiednie réwnanie), dat si¢ opisa¢ iloczynem trzech
czlondéw, z ktérych pierwszy uwzglednial wklad tunelowania w KIE (KIEr), drugi byl
temperaturo-niezalezny (TIF), trzeci zalezny od temperatury (TDF). Wykazala, ze iloczyn
dwoch pierwszych byl odpowiedzialny za brak liniowej korelacji pomigdzy CI-KIE a
strukturg TS. Natomiast liniowg zalezno$¢ znalazla dla czlonu TDF wzgledem rzedu
wigzania w TS, ktérg udokumentowata na przykltadzie 25 réznych nukleofili w reakcji z
chlorkiem metylu. Podanie metody w oparciu o ktérg stalo si¢ mozliwym, na gruncie

teoretycznym, przewidzie¢ uzyskane eksperymentalnie CI-KIE uwazam za duze osiggnigcie.



dr inz. A. Dybaly-Defratyki. W kolejnych pracach chodzilo o oszacowanie wplywu
rozpuszczalnikow o wysokiej 1 niskiej polarnosci (DMSO i1 THF) na strukture
wymodelowanych TS. Wyznaczone wczesniej eksperymentalne wartosci KIEs dla chloru,
wegla, azotu i wodoru w roztworze o wysokiej polarnosci (€= 49) sugerowaly, na podstawie
jakosciowych szacunkéw, ze powstajacy TS powinien posiada¢ strukturg zblizong do
produktu, tj. z krotkim wigzaniem NC-C, i dlugim C,—Cl. Natomiast teoretyczne metody
analizujgce przebieg reakcji w fazie gazowej (€= 1), a wiec bez udzialu rozpuszczalnika,
sugerowaly inng strukture TS, gdzie wigzanie NC-C, powinno by¢ dtugie a C, — Cl krétkie,
zblizone do struktury substratu a nie produktu. Zastuga dr inz. A. Dybaty-Defratyki bylo
wyjasnienie, na drodze eksperymentalnej, tej raczej frustrujacej réznicy w interpretacji
wynikow. Poniewaz jednak reakcji nie mogta przeprowadzi¢ w fazie gazowej, przeprowadzita
ja w rozpuszczalniku o niskiej polarnosci (€= 7.3). Okazalo si¢, ze w roztworze THF
wiekszos¢ KIEs nie wiele roznita si¢ od wyznaczonych w DMSO. Wynik ten popierat
wczeséniej wypowiadang teze iz w sytuacji, w ktorej nukleofil i grupa odchodzaca posiadajg
podobne ladunki nie bedzie mozna zaobserwowa¢ wplywu rozpuszczalnika. Wskazal, ze w
tym przypadku w rozwazaniach teoretycznych dopuszczalne jest zaniedbanie roli

rozpuszczalnika dla przewidywania struktury TS.

Szczegdlnie cennym jest fragment badan habilitantki, w ktérym starata si¢ rzuci¢ swiatlo na
metabolizm halogenopochodnych w organizmach zywych. Dziedzina ta byla zaniedbang w
enzymologii, ktéra uwage skupiala przede wszystkim na analizie reakcji ujetych ciggami i
cyklami metabolicznymi, zwigzanymi z dostarczaniem i magazynowaniem energii. Dr inz. A.
Dybala-Defratyka zajela si¢ przemianami chlorowcopochodnych znajdowanych w
srodowisku naturalnym. Ich Zrédlem sg zanieczyszczenia wywolane dziatalnoscig cztowieka
lub procesami, ktore od lat zachodza, a nie sg zwigzane z ludzka dzialalnoscig. Habilitantka w
sposob zwigzly przedstawila zrodla tych zanieczyszczen oraz organizmy biorgce udzial w
transformacji halogenopochodnych. Jak wiadomo, szczegélnie niebezpieczne sa pochodne
aromatyczne, ktore niezaleznie od swych toksycznych wlasciwosci, moga interkalowaé z
zasadami purynowymi lub pirymidynowymi kwaséw nukleinowych i by¢ przyczyng groznych
mutacji mogacych prowadzi¢ do powstawania nowotworow. Stad tak waznym byt poznanie
mechanizméw dehalogenacji chloropochodnych fenoli, ktorymi zajela si¢ dr inz. A. Dybata-
Defratyka. Jednag z najciekawszych prac z tego zakresu byla proba wyjasnienia
enzymatycznego mechanizmu reakcji usunigcia ,,atomu chloru” przez dwa bialka otrzymane z

roznych zrodel i peligce rozne funkcje w organizmach, a mianowicie peroksydaze



chrzanowg (HRP) oraz tzw. dehaloperoksydaze (DHP). Struktury przestrzenne tych enzyméw
byly znane, natomiast kinetyczne efekty izotopowe reakcji usunigcia chloru nie byly badane
jak i tez szczegétowy mechanizm tych reakcji nie zostal poznany. Sposrdéd trzech drog
usuniecia chloru: 1) hydrolitycznej, w ktorej nastgpuje zastgpienie halogenu przez grupe
hydroksylows, 2) redukcyjnej - wymiany chloru na wodor oraz 3) utleniajacej - utlenienia
substratu z jednoczesnym usunigciem halogenu, ta ostatnia reakcja wydala si¢ habilitantce
najbardziej prawdopodobna oraz wspolna dla obu enzyméw. Enzymy posiadaly podobne
motywy strukturalne, w tym pierécien porfirynowy z centralnie umieszczonym atomem zelaza
oraz dwoma resztami imidazolowymi His po obu stronach czgsteczki hemu. Enzymy
korzystaly z czasteczki wody utlenionej jako jednego ze substratow, a dos¢ dobrze opisany
mechanizm reakcji katalizowanej przez oksydaze chrzanowa polegat na utlenianiu substratu.
Powstawalo jednak pytanie jaki jest szczegblowy przebieg reakcji katalizowanej przez te,
réznigce si¢ miedzy sobg, enzymy. Czy etap usunigcia chloru z jednego ze stanéw
(zwigzkow) przejsciowych jest reakcja ograniczajaca przebieg reakcji, co intuicyjnie
wydawato si¢ dos¢ prawdopodobne, czy tez tak nie jest. Odpowiedzi habilitantka poszukiwata
na drodze eksperymentalnej, przez pomiar CI-KIE a racjonalnej interpretacji wyniku
dostarczyla w oparciu o glebokie rozwazania teoretyczne i wiedz¢ o strukturze badanych
biatek. Okazalo sie, ze w reakcjach prowadzonych przez te enzymy obserwuje si¢ ten sam, a
raczej taki sam brak CI-KIE, co przynajmniej dla mnie, bylo zaskoczeniem. Stalo si¢ wigc
jasnym, ze energia wigzania substratu i kolejne przeksztalcenia substratu wplynety na
uksztattowanie takiego TS, w ktorym dalszy przebieg reakcji, usunigcia chloru, mégt zajs¢
spontanicznie. Niezaprzeczalng zastugg dr inz. A. Dybaly-Defratyki, w tym wzgledzie bylo
wskazanie, w oparciu o obliczenia QM/MM, ze w toku reakcji enzymatycznej, katalizowanej
przez te dwa enzymy (HRP i DHP), nastgpuja dwa kolejne jednoelektronowe reakcje
utlenienia, generujgce wolne rodniki, ktore prowadza do powstania karbo-kationowej formy
zwigzku posredniego odpowiadajgcego budowa kompleksom Meisenheimera. Struktura ta

ulega dehalogenacji przy nieznacznej barierze energetycznej.

W kolejnej pracy habilitantka zainteresowata si¢ w jaki sposob bakterie i grzyby, stykajac si¢
w glebie z chloropochodnymi fenoli, moga jeszcze inaczej przeksztalca¢ je do zwigzkéw
mniej toksycznych lub dajacych si¢ dalej biodegradowa¢. Chodzito o reakcje oligomeryzacji,
ktorych pierwszym etapem bylo powstawanie ,,dimeréw” z chlorofenoli. Dzia¢ si¢ tak mogto,
poniewaz w reakcji katalizowanej przez peroksydazy powstaja wolne rodniki. Habilitantka

rozwazyta dla dwoch reakcji sprzggania: rodnik-rodnik oraz rodnik-wyjéciowa czasteczka



cztery drogi przebiegu reakcji: rodnik-anion, rodnik-kation, rodnik-rodnik (stan singletowy)
oraz rodnik-rodnik (stan trypletowy). Reakcje te przeanalizowala na przykladzie az czterech
réznych chloropochodnych fenoli. Wyszczegélnilem te starania, poniewaz chcialem podaé
przyklad z jaka skrupulatnoscig i pasja badawcza habilitantka podchodzita do tego ale i do
innych probleméw badawczych. W tym przypadku, jedna z pochodnych okazala si¢
inhibitorem dla DHP co nie ulatwilo zadania, ale jednocze$nie pozwolitlo na wskazanie
przypuszczalnego  miejsce wigzania inhibitora, notabene poza centrum aktywnym.
Najwazniejszym jednak osiagnieciem analizy w/w reakcji bylo stwierdzenie, ze w
dwuetapowych reakcjach rodnik — kation i rodnik — rodnik moze zachodzi¢ wewngtrz-

czasteczkowe przeniesienie chloru (bez uwolnienia chloru) polaczone ze znacznym KIE.

Omawiajgc osiggnigcia dr inz. Dybaly-Defratyki nie sposoéb poming¢ wkiadu w ubogo
reprezentowang dziedzing analizy bromo-kinetycznych efektow izotopowych (Br-KIE).
Zaobserwowala, analizujgc tworzenie odczynnika Grignarda, znaczace réznice pomiedzy
wartosciami Br-KIEs obserwowanymi dla zwigzkéw aromatycznych w odniesieniu do
alifatycznych, co moze nie jest zaskakujace, ale bylo potrzebnym uzupelieniem wiedzy

zaréwno od strony eksperymentalnej jak teoretycznej.

Podsumowanie osiggni¢¢ naukowych. Dr inz. Dybala-Defratyka ma oryginalny i powazny
dorobek naukowy. Jest wspolautorkag 3 prac opublikowanych przed uzyskaniem stopnia
doktora, 12 po uzyskaniu stopnia doktora, a nie wchodzacych w sklad rozprawy
habilitacyjnej, oraz 9 prac stanowiacych podstawe do ubiegania si¢ o stopiefi doktora
habilitowanego. Lacznie posiada w dorobku 24 publikacje, w tym 19 objetych lista JCR.
Indeks cytowan czasopism (IF), w ktorych prace te opublikowano wynosi okolo 68 z czego IF
~62 przepada na okres po uzyskaniu stopnia doktora. Dorobek habilitantki byt ponad 200-
krotnie cytowany a index Hirscha wyni6st 9. Wyniki badan zostaly zauwazone i wyr6znione
Nagroda Zespolowa Ministra Zdrowia, 2 nagrodami JM Rektora Politechniki oraz uzyskaty

wsparcie finansowe dla udziatu w 2 prestizowych konferencjach Gordon’a w USA.

Dorobek w zakresie ksztalcenia kadry naukowej. Dr inz. Dybata-Defratyka byla promotorkg
pomocniczg obronionej pracy doktorskiej a takze jest promotorkg pomocnicza realizowanej
obecnie pracy doktorskiej. Sprawowala opiek¢ nad jednym doktorantem i jedng osobg
wykonujacg prace magisterskg. Uwazam, ze dorobek ten aczkolwiek przecigtny, to speinia

wymagania stawiane kandydatom(-tkom) ubiegajacym si¢ o stopien dr habilitowanego.



Popularyzacja wiedzy, wyklady, recenzje. Habilitantka przedstawiata wyniki swoich badan na
18 Konferencjach naukowych, co z jednej strony mozna zaliczy¢ do dorobku naukowego a z
drugiej jest formg popularyzacji wiedzy. Posiada wyrézniajacy si¢ dorobek w zakresie
dydaktyki w postaci 6 roznych wykladow semestralnych, z ktérych 2 a mianowicie: Metody
Obliczeniowe w Projektowaniu Lekéw oraz udzial w przygotowaniu i prowadzeniu kursu z
Podstaw Modelowania Molekularnego dla studentow Chemii i dla doktorantow wymagaja
szczegbdlnego przygotowania i wysitku. Brata udzial w 3 warsztatach szkoleniowych. Byla

recenzentkg kilkunastu manuskryptoéw zgloszonych do redakcji czasopism z listy JCR.

Osiggniecia organizacyjne i inne formy aktywnosci. Kandydatka do stopnia dr
habilitowanego byla pelnomocniczkg Dziekana ds. ochrony praw autorskich, weszta w skiad
Zespohu Doradczego dla oceny dziatalnosci jednostek naukowych, przez 5 lat pelnita funkcje
redaktora zarzadzajacego Central European Journal of Chemistry, Versita oraz przez rok jej
dyrektorem wydawniczym. Brala udzial w organizowaniu 2 migdzynarodowych konferencji
(sympozjum) na terenie Polski, jednej na terenie Francji. Obecnie jest z-cg dyrektora

Miedzynarodowego Instytutu Techniki Radiacyjnej Politechniki L.odzkiej.

Wspdlprace, staze. Habilitantka wspétpracowata z uczonymi z 4 osrodkéw naukowych w
USA, a takze z uczonymi z Niemiec i Izraela. Odbyla tez 2 roczne staze w Ameryce na

uniwersytetach w Minesocie i Nebrasce oraz 2 krétkoterminowe pobyty we Francji i USA.

OPINIA. Dr inz. Dybala-Defratyka jest w pelni uksztaltowanym pracownikiem nauki o
szczegdlnie wysokich umiejetnosciach w zakresie analizy mechanizméw reakcji. W tej
dziedzinie jest $wiatowej klasy specjalistka o rzadkim talencie laczenia zdolnosci
eksperymentalnych z szerokg wiedzg w zakresie stosowania kwantowo mechanicznych metod
obliczeniowych i modelowania molekularnego. Nie stroni, a wrgcz pociaga ja analiza
zlozonych systemOw jakimi sg reakcje prowadzone w ré6znych warunkach, w tym z udzialem
biokatalizator6w. Swojej dociekliwosei, talentowi i wiedzy zawdzigcza trwaty wklad jaki
wniosta w poznanie przemian jakim ulegaja ucigzliwe dla $rodowiska naturalnego
chloropochodne zwigzk6w organicznych. Posiada duze doswiadczenie w zakresie dydaktyki.
Sprawdzila si¢ w pracach organizacyjnych na rzecz Uczelni, przy redagowaniu prac

naukowych itp. Uwazam, ze jest warto$ciowa osobg i w pelni spetnia warunki stawiane przed

kandydatami(-tkami) do stopnia doktora habilitowanego. : /4 Z
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