l Politechnika Wroctawska

Wydziat Chemiczny

prof. dr hab. inz. Elzbieta Wojaczynska
Wydziat Chemiczny Politechniki Wroctawskiej
Wybrzeze Wyspianskiego 27

50 370 Wroctaw

tel. 71 320 2410

e-mail: elzbieta.wojaczynska@pwr.edu.pl

Wroctaw, 5 listopada 2024 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Ciesielskiej, zatytutowanej ,Synteza, badania strukturalne
i aktywnos¢ przeciwnowotworowa nowych fluorowanych aminofosfonianéw”, wykonanej na Wydziale
Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Aminofosfoniany sg znanymi zwigzkami wykazujgcymi wszechstronng aktywnos¢ biologiczng, ktéra w
znacznej czesci wynika z podobienstwa do pochodnych naturalnych aminokwaséw. Mozliwo$é utworzenia
dodatkowego centrum stereogenicznego na atomie fosforu otwiera dodatkowe mozliwosci wptywania na
aktywnos¢ biologiczng tych zwigzkéw. Innym czesto spotykanym farmakoforem sg ugrupowania zawierajgce
fluor, np. trifluorometylowa. Potaczenie tych elementéw strukturalnych w czasteczkach fluorowanych
aminofosfonianéw i okreslenie potencjatu terapeutycznego tych potgczen byto przedmiotem badan,
prowadzonych w ramach pracy doktorskiej przez mgr Karoline Ciesielskg na Wydziale Chemii Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod promotorska opiekg dr hab. Donaty Pluskoty-Karwatki, profesora
UAM. Promotorem pomocniczym byt dr Piotr Wawrzyniak.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma postac jednolitego dokumentu liczagcego 303
strony (z czego blisko 100 stron stanowig zatgczniki — kopie widm NMR). Uktad tresci jest tradycyjny,
po okresleniu celu pracy nastepuje czes¢ literaturowa, przedstawienie i dyskusja wynikéw, podsumowanie,
czes¢ eksperymentalna oraz spis cytowanego piSmiennictwa.

Swoje zamierzenia badawcze mgr Karolina Ciesielska sprecyzowata na poczatku rozprawy: zamierzata
skoncentrowa¢ sie na syntezie nowych fluorowanych oa-aminofosfonianéw z wykorzystaniem reakcji
Pudowika, ich charakterystyka — w tym okresleniem konfiguracji absolutnej gtéwnego produktu syntezy,
a finalnie sprawdzeniem aktywnosci biologicznej wyselekcjonowanych zwigzkow (testy cytotoksycznosci oraz
inhibicji urokinazy).

Zasadniczg czes¢ wstepu literaturowego stanowi charakterystyka aminofosfoniandéw, zwigzkéw
stanowigcych gtéwny przedmiot pracy. Pozostate, wyraznie krétsze podrozdziaty dotyczg organicznych
zwigzkow fluoru (mysle, ze warto bytoby cho¢ wspomnieé o polimerach zawierajgcych ten pierwiastek) oraz
urokinazy i jej inhibitoréw. Doktorantka porusza sie sprawnie w opisywanej tematyce, tekst czyta sie dobrze
i stanowi on odpowiednie wprowadzenie do dalszej czesci rozprawy. Pare stwierdzen wydato mi sie
dyskusyjnych — wydaje sie, ze Autorka uzyta skrotow myslowych, np. piszac na temat BSA (str. 37): ,Jest to
biatko wystepujgce w osoczu w duzych ilosciach. Petni bardzo wazing funkcje w dystrybucji lekéw i ich
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metabolizmie.” — rozumiem, ze chodzi o leczenie kréw? Na stronie 44 o glifosacie czytamy: ,W glebie ulega
rozktadowi przez mikroorganizmy do nietoksycznych produktéw, jakimi sg dwutlenek wegla, amoniak i woda
[5][10]”. O toksycznosé mozna by sie tutaj spiera¢, natomiast lista produktéw nie wydaje sie kompletna
(brakuje w nich fosforu). Na stronie 64 Doktorantka pisze, ze ,fluorowane zwigzki organiczne charakteryzujg
sie wysokg trwatoscig termiczng i oksydacyjna, niskg polarnoscig, matym napieciem powierzchniowym oraz
stabym oddziatywaniem miedzyczgsteczkowym.” To nadmierne uogdlnienie, np. fluorometan ma moment
dipolowy réwny 1,65 debaja, a kwas trifluorooctowy tworzy silne wigzania wodorowe. Gdy mowa
o lipofilowosci zwigzkéw fluoroorganicznych (str. 67), ze ,Nie moze by¢ ona rowniez zbyt wysoka, gdyz
w konsekwencji prowadzi to do zmniejszenia rozpuszczalnosci zwigzku.” — warto zaznaczy¢, ze chodzi
o rozpuszczalnos¢ w wodzie.

Opis uzyskanych wynikéw podzielony jest na trzy czesci. Pierwsza z nich poswiecona jest syntezie
imin, stanowigcych substraty do otrzymywania aminofosfonianéw. Doktorantka opracowata skuteczng
metode mechanochemiczng, polegajagcg na ucieraniu bagietkg fluorowanych aldehydéw aromatycznych
z pochodnymi aniliny, w tym dwiema chiralnymi aminami. W zdecydowane] wiekszosci wydajnosci byty
wysokie, siegajagce 99%. W drugim etapie otrzymane chiralne iminy mgr Karolina Ciesielska poddata reakcji
Pudowika z trzema fosforynami, co pozwolito uzyska¢ dziewietnascie aminofosfoniandw zawierajgcych dwa
centra stereogeniczne z juz nizszg wydajnoscia (22-88%) i zréznicowang diastereoselektywnoscig (de = 22-
78%). Waznym osiggnieciem byto okreslenie stereochemicznego przebiegu reakcji. W przypadku trzech
produktéw konfiguracje powstajgcego w przewadze centrum stereogenicznego mozna byto okresdli¢
na podstawie wynikdw analizy rentgenograficznej, natomiast dla zwigzku 2.18 Autorka zastosowata pomiary
dwuwymiarowych widm NMR (NOESY). Obserwowang diastereoselektywnosé uzasadnita, wykorzystujac
model Ahna-Eisensteina. Po sprawdzeniu, ze otrzymane zwigzki wykazujg odpowiednie parametry
farmakokinetyczne, zostaty one przetestowane pod katem cytotoksycznosci, w czesci przewyzszajgc 5-fluoro-
2’-deoksyurydyne. Cze$¢ pochodnych (cho¢ niekoniecznie te o najwyzszej aktywnosci antyproliferacyjnej)
okazaty sie skutecznymi inhibitorami urokinazy (gorszymi jednak od amilorydu), a ich mozliwe oddziatywanie
z enzymem zostaty okreslone metodg dokowania molekularnego.

Podsumowanie zawiera zestawienie najwazniejszych uzyskanych wynikéw zebrane w o$miu
punktach oraz obszerne wnioski. Niewatpliwym osiggnieciem mgr Karoliny Ciesielskiej jest skuteczna synteza
serii imin, w tym pochodnych zawierajgcych atomy fluoru oraz zwigzkéw czystych enancjomerycznie,
z wykorzystaniem metody mechanochemicznej, a takze sprawdzenie mozliwosci prowadzenia jej w wiekszej
skali. Sukcesem byto réwniez (stanowigce gtéwny cel pracy) otrzymanie nowych fluorowanych
aminofosfonandw, z ktérych czes¢ wykazata interesujgcg aktywnosé biologiczng. Doktorantka podeszta do
badan w sposdb systematyczny i skrupulatny. Warto podkresli¢ przede wszystkim ogrom pracy wtozony w
charakterystyke fizykochemiczng otrzymanych zwigzkéw, zwtaszcza analize widm NMR, czesto dosc
skomplikowanych (zwtaszcza w przypadku mieszanin diastereomerdw). Rozumiem, ze Autorka wzieta tez
aktywny udziat w badaniach aktywnosci biologicznej — to nie jest dla mnie catkiem jasne, miedzy innymi
dlatego, ze w opisie badan wtasnych postuguje sie formami bezosobowymi: ,, wykonano”, ,,zaobserwowano”
itp. O wktadzie innych oséb w przedstawiane wyniki (pomiary rentgenowskie, obliczenia) mozna jednak
wydedukowad z podziekowan umieszczonych na poczatku rozprawy.

Kolejng cze$¢ stanowig szczegdtowe opisy procedur eksperymentalnych (syntezy, pomiary
krystalograficzne, obliczenia, testy aktywnosci biologicznej) oraz charakterystyka fizykochemiczna
otrzymanych zwigzkdw: opisy widm H, 13C, *°F NMR, dla aminofosfonianéw réwniez 3P NMR, HRMS, wyniki
analizy elementarnej. Warto podkresli¢, ze obecnosc¢ fluoru w czgsteczce znaczaco komplikuje analize widm
(sprzezenia C-1%F), z czym jednak Autorka poradzita sobie bez zarzutu.

Spis cytowanego pismiennictwa liczy 185 pozycji, wsrdd ktérych jedynie 18 pochodzi sprzed 2000
roku. Swiadczy to o tym, ze poruszana w rozprawie tematyka jest rozwijana, a Autorka $ledzi aktualne nurty
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badawcze. Lista sporzadzona jest bardzo starannie, dostrzegtam jedynie btagd w nazwisku jednego z autoréw
publikacji 73 (brzmi ono: Slesak).

Ostatnig cze$¢ pracy stanowi zestawienie widm NMR otrzymanych zwigzkéw (pomocne bytyby
rysunki przedstawiajgce struktury zwigzkéw). Zastanawiam sie, czy w niektérych przypadkach odprzeganie
od H podczas pomiaréw °F NMR nie utatwitby analizy.

Rozprawa napisana jest generalnie poprawnym jezykiem naukowym. Nieprecyzyjne lub niepoprawne
sformutowania (,,moc wigzania”, ,chiralny atom wegla”) pojawiaja sie rzadko. Powtarzajacym sie btedem jest
zbedny apostrof uzywany w odmianie zagranicznych nazwisk, ktdre tego nie wymagajg, mamy wiec zasady
Schiff’a, zasady i kwasy Lewis’a i Brgnsted’a, reakcje Pudovik’a, Kabachnik’a-Fields’a, Michaelis’a-Arbuzov’a,
Michaelis’a-Becker’a, Abramov’a, przegrupowanie aza-Claisen’a, chorobe Alzheimer’a, skale Pauling’a,
aparat Dean’a-Stark’a i model Ahn’a-Eisenstein’a. We wszystkich tych przypadkach zapis powinien zostac
uproszczony poprzez usuniecie apostrofu. Nie jest on potrzebny, jesli nazwisko konczy sie spodtgtoska,
wystarczy spojrze¢ na takie tytuty, jak ,Lista Schindlera”, , Dzieci kapitana Granta”, ,,Mtodos$¢ Chopina” czy
,Cierpienia mtodego Wertera”.

Schematy przeksztatcen, rysunki przedstawiajgce struktury badanych zwigzkéw sg estetyczne
i czytelne. Materiat graficzny uzupetnia kilka struktur rentgenowskich, efektowne przedstawienia dokowania
aminofosfonianéw oraz widma NMR. Zauwazytam jeden btad — w okresleniu konfiguracji powstajgcego
centrum stereogenicznego na rys. 30 (str. 61).

W trakcie lektury tekstu nasuneto mi sie kilka pytan i watpliwosci:

1. Dla 14 imin umieszczonych w tabeli 1, chociaz sg to zwigzki znane, Autorka nie podata wydajnosci
literaturowej ich otrzymywania. Z czego to wynika?

2. Dlaczego iminy otrzymane z (S)-3,3-dimetylo-2-butyloaminy, wykorzystywane w syntezie
aminofosfonianéw, nie zostaty opisane w rozdziale 1.1? Czy zwigzki te nie byly izolowane
i charakteryzowane?

3. Na stronie 91 mozna przeczytac, ze diastereoizomery charakteryzowaty sie niemal identycznymi
wartosciami wspotczynnika retencji, co uniemozliwito ich rozdzielenie. Wspdtczynnik retencji nie jest
parametrem absolutnym — zalezy od stosowanej fazy stacjonarnej i eluentu, jakie konkretnie uktady Autorka
przetestowata?

4. Skad wynika rézny czas procesu hydrofosfonylowania — czy reakcja byta monitorowana? Czy
temperatura byta optymalizowana?

5. Czy dane z Tabeli 8 prébowano zweryfikowac eksperymentalnie, np. rozpuszczalno$¢ w wodzie czy
wspotczynnik podziatu oktanol-woda?

6. Tabela 10 pokazuje wyrazine rdznice aktywnosci zwigzku 2.13 stosowanego w postaci
pojedynczego diastereomeru i mieszaniny, co jest dyskutowane w tekscie. Czy zatem mozna poréwnywac
cytotoksycznos¢ innych pochodnych, jesli roznig sie one zawartoscia diastereomeréw?

7. Zabrakto mi dyskusji o wptywie badanych zwigzkéw na komérki fibroblastow ptuc (MRC-5). Zwigzki
o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym powinny by¢é mozliwie nietoksyczne dla komoérek
niezmienionych chorobowo, jak Autorka ocenia w zwigzku z tym selektywnos$¢ dziatania badanych
pochodnych?

8. Warto zauwazy¢, ze cho¢ czysty izomer 2.13 wykazywat nizszg cytotoksycznos$é¢ niz mieszanina
diastereomerow, to jednak ten pierwszy byt skuteczniejszym inhibitorem urokinazy. Biorgc pod uwage
badania cytotoksycznosci oraz inhibicji urokinazy, ktére pochodne wydajg sie najbardziej obiecujace?

9. Na stronie 119 czytamy o ,energii swobodnej Gibbsa (AG), ktdora stanowi sume entalpii wigzania
(AH) oraz zmiany entropii (AS)” Czy aby na pewno? Ktdre wartosci sg umieszczone w Tabeli 13?



Powyzsze uwagi i pytania nie zmieniajg mojej pozytywnej oceny pracy doktorskiej, ktéra zawiera
cenny materiat eksperymentalny — mam na mysli zaréwno cze$¢ dotyczacg syntezy, jak i badania aktywnosci
biologicznej. Tres¢ rozprawy dowodzi, ze mgr Karolina Ciesielska opanowata wiedze teoretyczng z zakresu
chemii organicznej, spektroskopii i chemii medycznej. Wykazata sie tez umiejetnosciami praktycznymi,
zwigzanymi z planowaniem i prowadzeniem eksperymentdéw oraz interpretacjg ich wynikow.

Mgr Karolina Ciesielska jest wspoétautorkg czterech artykutdw naukowych, opublikowanych w latach
2021-2023 w czasopismach Elseviera (Biorganic Chemistry, Forest Ecology and Management), Springera
(Amino Acids) i MDPI (Molecules); kolejna praca zostata wystana do druku. W jej dorobku znajduje sie takze
9 prezentacji (postery i komunikaty) na konferencjach krajowych i miedzynarodowych. Sg to w mojej ocenie
dobre osiggniecia na tym etapie kariery naukowe;.

Konczac swojg recenzje stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Karoliony Ciesielskiej spetnia
wymagania ustawowe oraz zwyczajowe stawiane opracowaniom tego rodzaju. W zwigzku z tym stawiam
whniosek o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



