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pracy doktorskiej mgr Karoliny Ciesielskiej pt.: ,,Synteza, badania strukturalne i aktywnos

przeciwnowotworowa nowych fluorowanych a-aminofosfonianow”

Recenzja zostata przygotowana w odpowiedzi na pismo Dziekana Wydzialu Chemii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu, prof. dra hab. Macieja Kubickiego z dnia 11.10.2024 zgodnie z uchwata
Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii UAM z tego samego dnia.

Projektowanie i otrzymywanie kwaséw aminofosfonowych oraz ich pochodnych stanowi niezwykle
istotny kierunek badan we wspotczesnej chemii medycznej. Strukturalne podobienstwo tej grupy zwigzkow
do naturalnie wystgpujacych aminokwaséow czyni je idealnymi kandydatami do poszukiwania nowych
substancji leczniczych, charakteryzujacych si¢ takimi cechami jak relatywnie niska toksycznos$¢, wysoka
lipofilowo$¢ oraz stosunkowo duza stabilnos¢ potaczenia C—P (warunki hydrolizy w srodowisku kwasnym i
zasadowym, odporno$¢ na hydroliz¢ enzymatyczng). Na przestrzeni blisko 80 lat (pierwsze doniesienia
literaturowe dotyczace tej grupy zwiazkow datowane sg na poczatek lat czterdziestych ubieglego wieku)
opublikowano wiele prac dotyczacych ich syntezy i aktywnos$ci biologicznej. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze zwiazki te posiadajg szerokie spektrum wilasciwosci poczawszy od przeciwnowotworowych,
przeciwdrobnoustrojowych i przeciwwirusowych poprzez przeciwutleniajace, a konczac na wykorzystaniu
ich do hamowania aktywnosci réznych enzymoéw. W nurt tych badan wpisuja si¢ rodwniez prace
przeprowadzone przez mgr Karoling Ciesielskg w ramach rozprawy doktorskiej. Celem projektu byta synteza
nowych a-aminofosfonianow modyfikowanych atomami fluoru jako zwigzkoéw wykazujacych wlasciwosci
przeciwnowotworowe. Fluor jako podstawnik w pier§cieniu aromatycznym zostal wytypowany ze wzgledu
na swoje wlasciwosci elektronoakceptorowe i niewielki rozmiar, co z jednej strony daje mozliwosé
elektrostatycznego oddziatywania tej czgsci czasteczki z kluczowymi miejscami czasteczek enzymow czy
receptoroéw, z drugiej strony nie generuje niekorzystnych zawad sterycznych. Doktorantka wskazuje w pracy
trzy gtéwne aspekty prowadzonych prac: syntez¢ nowych, fluorowanych a-aminofosfonianéw w oparciu o
diastereoselektywng reakcje¢ Pudovik’a, badania strukturalne majace na celu okreslenie poprawnosci
przeprowadzonych syntez oraz potwierdzenie struktury nowo otrzymanych zwigzkow (réwniez z ustaleniem
konfiguracji absolutnej powstajacego centrum chiralnosci) i wreszcie ocena aktywnos$ci biologicznej
otrzymanych analogéw jako potencjalnych lekow przeciwnowotworowych. Kazda z tych trzech glownych
aktywnosci sktadata si¢ z kilku mniejszych krokow, ktére nalezato zrealizowaé, aby osiggna¢ wyznaczony

cel. Zostang one przyblizone w dalszej czesci recenz;ji.
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Praca doktorska zostata zrealizowana w Zaktadzie Chemii Produktéw Naturalnych Wydzialu Chemii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod opieka dr hab. Donaty Pluskoty-Karwatki, prof.
UAM. Funkcj¢ promotora pomocniczego sprawowat dr Dariusz Wawrzyniak. Opracowanie obejmuje 303
strony maszynopisu podzielone na 7 rozdziatow poprzedzonych spisem tresci, wykazem stosowanych
skrotow, streszczeniem w jezyku polskim i1 angielskim, wprowadzeniem i celem pracy. Pierwsza czg$¢ pracy
stanowi rozdziatl zatytulowany ,,Czg$¢ literaturowa” (40 stron) poswigcony przyblizeniu tematyki i
przedmiotu badan. W rozdziale tym Doktorantka, po wprowadzeniu dotyczacym o-aminofosfoniandéw, ich
budowy, wiasciwosci biologicznych i zastosowania skupia si¢ na doktadnym opisie metod otrzymywania tych
zwigzkow (reakcja Kabachnik’a-Fields’a, reakcja Pudovik’a). Uzupetnieniem tej czesci sg podrozdziaty
poswiecone kolejno wykorzystaniu fluoru do modyfikacji zwigzkéw organicznych (jako potencjalnych
lekow) oraz urokinazie — enzymowi, ktdrego nadekspresja zwigzana jest z nasileniem przebiegu choroby
nowotworowej (rozw0j nowotworu i przerzuty). Zahamowanie aktywno$ci tego wiasnie biatka zostalo
wytypowane jako jedna z drég okreslenia aktywno$ci przeciwnowotworowej zaprojektowanych i
otrzymanych pochodnych (terapia celowana).

Rozdziat drugi zatytulowany ,,Wyniki i dyskusja” zawiera zestawienie i opis przeprowadzonych badan
oraz wynikow otrzymanych w trakcie realizacji tych prac. Otrzymanie fluorowanych o-aminofosfonianéw
wymagato przygotowania odpowiednich substratdow w postaci imin. W tym celu opracowana zostata przez
Panig Karoling nowa, mechanochemiczna metoda ich syntezy. Przy jej wykorzystaniu zsyntezowanych
zostalo 36 imin (12 z nich to nowe, nieopisane w literaturze zwigzki). Do otrzymania imin zostaty
wykorzystane fluorowane pochodne aldehydu benzoesowego oraz pochodne aniliny, zawierajagce w
pier§cieniu aromatycznym aminy podstawniki o ré6znym charakterze chemicznym w r6znym potozeniu lub
chiralne pochodne benzyloaminy ((R)-a-metylobenzyloamina i (R)-4-metoksy-a-metylobenzyloamina).
Metoda okazata si¢ niezwykle skuteczna zardwno w matej jak i zwigkszonej skali, dajac czgsto produkty z
lepszymi wydajno$ciami niz przy uzyciu klasycznych metod wspomaganych niejednokrotnie katalizatorami,
odpowiednim doborem rozpuszczalnikéw 1 podwyzszong temperaturg. Kolejnym krokiem byla synteza a-
aminofosfonianow, ktére Doktorantka otrzymata na drodze hydrofosfonylacji imin. Do otrzymania imin
wykorzystanych zostato pie¢ fluorowanych aldehydow (2-fluorobenzaldehyd; 4-fluorobenzaldehyd; 2,4-
difluorobenzaldehyd; 2.,4,6-trifluorobenzaldehyd i 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehyd) oraz trzy chiralne
aminy  ((R)-a-metylobenzyloamina, (R)-4-metoksy-a-metylobenzyloamina i  (S)-3,3-dimetylo-2-
butyloamina). Produkty pierwszego etapu syntezy poddane zostaly nastgpnie reakcji hydrofosfonylacji z
zastosowaniem trzech fosforynéw (fosforynu dimetylu, fosforynu dietylu lub fosforynu diizopropylu). Taki
zestaw odczynnikow pozwala na otrzymanie 45 a-aminofosfoniandw, otrzymanych zostato 19. Bardzo prosze
o dwa komentarze — pierwszy dotyczy doboru zestawu substratow, drugi wyboru konkretnych 19 produktow
przeprowadzonych syntez. Wszystkie zwigzki otrzymane na obu etapach syntezy po oczyszczeniu (jezeli byto
to wymagane) zostaly szczegétowo scharakteryzowane z wykorzystaniem metod spektroskopowych ('H
NMR, B3C NMR, F NMR, *'P NMR) i spektrometrycznych (HRMS). W przypadku gdy imina (cztery
zwigzki) lub o-aminofosfonian (trzy zwiazki) otrzymane zostaly w formie krystalicznej do analizy ich
struktury zostala wykorzystana rentgenografia strukturalna. Do syntezy zaprojektowanych o-

aminofosfoniandw zastosowane zostaly przez Doktorantke chiralne aminy o znanej konfiguracji absolutne;,
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dlatego produkty otrzymywane byly w postaci mieszanin diastereoizomerow (wyjatek stanowi jeden ze
zwigzkow oznaczony w pracy jako 2.13, ktory zostal wyodrgbniony w postaci jednego diastereoizomeru —
udato si¢ to uzyska¢ na etapie przygotowania krysztatéw do pomiaréw z wykorzystaniem dyfraktometru).
Badania strukturalne z wykorzystaniem rentgenografii strukturalnej oraz w oparciu o technik¢ 2D NMR
(NOESY) pozwolily ustali¢ konfiguracje absolutng nowego centrum chiralnosci, powstajacego w trakcie
otrzymywania oi-aminofosfonianéw. Stereoselektywno$¢ reakcji otrzymywania a-aminofosfoniandw zostata
wyjasniona przez mgr Ciesielska w oparciu o model Ahn’a-Eisenstein’a, ktory zaklada antyperiplanarne
potozenie najwigkszej grupy w pozycji a iminy oraz atak nukleofila od strony mniejszej zawady steryczne;.
Zatem konfiguracja absolutna atomu wegla oo w powstajacych na drodze takiej reakcji a-aminofosfonianach
zalezy tylko od struktury iminy.

Zaprojektowane zwigzki w wigkszo$ci udato si¢ Doktorantce uzyska¢ z ,,bardzo dobrg i dobrg”
wydajnoscig oraz ,.bardzo dobrym i dobrym” stosunkiem diastereoizomerycznym. Jedynie w przypadku
zwigzkow zawierajacych w strukturze tri- i pentafluorowane uktady aromatyczne odnotowane zostaty nizsze
warto$ci. Doktorantka podjeta si¢ proby wyjasnienia tej obserwacji z wykorzystaniem obliczen kwantowo-
chemicznych, ktore wykazaty, ze roznica energii pomi¢dzy dwoma konformerami iminy ulegajacej reakcji
jest mniejsza w substracie niefluorowanym niz trifluorowanym.

W ten sposob zrealizowane zostaty dwa pierwsze zadania, o ktorych wspomniatem na wstepie recenzji
1 przygotowany zostat materiat do badan biologicznych. Przed przystapieniem do nich Doktorantka dokonata
oceny zaprojektowanych analogow pod katem wykorzystania ich jako potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych. Postuzylo do tego oprogramowanie SwissADME, dzigki ktéoremu w oparciu
struktur¢ 1 wilasciwosci fizykochemiczne mozna oceni¢ prawdopodobienstwo wykorzystania matych
czasteczek jako farmaceutykow. Przeprowadzone analizy potwierdzily taki potencjal nowych, fluorowanych
a-aminofosfonianow. Kolejnym krokiem bylo oznaczenie cytotoksycznosci (in vitro) na dziesieciu liniach
komorkowych ludzkich nowotworéw: glejaka (U-87 MG, U-118 MG, U-251 MG), raka ptuc (A549), raka
piersi (MDA-MB-231), raka watroby (HepG2), raka jelita grubego (Caco-2), raka jajnikow (OVCAR-3, SK-
OV-3) oraz raka szyjki macicy (HeLa). Jako linia referencyjna wybrana zostata linia komorek prawidtowych
(MRC-5) pochodzacych z fibroblastow pluc. Do wyznaczenia aktywnosci przeciwnowotworowej
otrzymanych a-aminofosfonianéw Pani Karolina wybrata kolorometryczny test MTT. Punktem odniesienia
dla aktywno$ci przeciwnowotworowej nowych analogdw byta aktywnos$¢ 5-fluoro-2'-deoksyurydyny (FdU),
czesto stosowanego leku przeciwnowotworowego, ktory rowniez zostat poddany ocenie aktywnos$ci
cytotoksycznej. Wszystkie przebadane a-aminofosfoniany charakteryzowaly si¢ wysoka cytotoksycznos$cia
wzgledem linii komoérkowej raka szyjki macicy i raka jelita grubego. Dobra aktywnos$¢ wykazana zostala
réwniez dla jednej z linii glejaka i jednej raka jajnikow. Co ciekawe w wielu przypadkach badane a-
aminofosfonianiany okazaly si¢ by¢ bardziej aktywne niz lek referencyjny. Poréwnanie otrzymanych
wynikow ze strukturg badanych zwiazkéw pozwolito Doktorantce stwierdzié, ze wyzsza cytotoksyczno$cia
charakteryzuja si¢ o-aminofosfoniany zawierajace mniejsza liczb¢ atomow fluoru jako podstawniki w
pierscieniu aromatycznym pochodzacym z tak modyfikowanego aldehydu benzoesowego uzytego do syntezy.
Dla okres$lenia dziatania dlugoterminowego a-aminofosfoniandw wykonany zostat tez test klonogenny (jedna

losowo wybrana linia komoérek nowotworowych i linia komoérek prawidtowych). Wyniki wskazaly
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jednoznacznie na obnizenie klonogenno$ci w obu przypadkach, przy czym wigkszy byl spadek zdolnosci
tworzenia kolonii w przypadku komorek nowotworowych.

Otrzymane a-aminofosfoniany Doktorantka przebadata rowniez pod katem inhibicji enzymatycznej,
typujac jako enzym wspomniang wczesniej urokinazg, bialko biorace udziat w degradacji sktadnikow
macierzy zewnatrzkomorkowej, co zwigzane jest z rozwojem choroby nowotworowej i z przerzutami.
Zdolno$¢ hamowania aktywnos$ci urokinazy oznaczona zostala poprzez wykonanie zmodyfikowanego
fluorometrycznego testu aktywnosci enzymatycznej. Jako substancj¢ referencyjng Doktorantka wybrata
amiloryd, preparat stosowany jako lek. Dziesi¢¢ z przebadanych analogéw charakteryzowalo si¢ aktywnoscia
o wartosci ICso ponizej 1 mM. Tym razem zaden nie zblizyt si¢ do aktywnos$ci preparatu stosowanego w
medycynie. Ponowne porownanie aktywnosci ze strukturg analogdw pozwolito stwierdzi¢ Pani Karolinie, ze
obecno$¢ w  strukturze a-aminofosfonianu  fragmentu pochodzacego od (R)-4-metoksy-o-
metylobenzyloaminy korzystnie wplywa na jego zdolno$¢ do inhibicji urokinazy. Potwierdzily to réwniez
badania dokowania molekularnego przeprowadzone dla najaktywniejszych a-aminofosfonianow. Wykazaty
one, ze grupa metoksylowa w pozycji para pier§cienia aromatycznego bedaca elementem strukturalnym
aminy uzytej do syntezy a-aminofosfonianow jest fragmentem, ktory jest odpowiedzialny za odpowiednie
wpasowanie si¢ w kieszen wigzaca enzymu, prowadzac tym samym do zahamowania jego aktywnosci.

Zamieszczony jako kolejny rozdziat trzeci ,,Wazniejsze osiggnigcia i wnioski” stanowi syntetyczne
podsumowanie badan opisanych w rozdziale drugim i podsumowanie ich w postaci wnioskdw wyciagnietych
na podstawie uzyskanych wynikow. Nie bede w tej chwili odnosit si¢ do wszystkich osiggni¢¢ wymienionych
przez Panig Karoling, zostaly one bowiem przytoczone powyzej. Patrzac globalnie na calo$¢ wykonanych
badan i ich rezultatéw ocenitbym, Zze opracowanie nowej mechanochemicznej metody do syntezy
fluorowanych o-aminofosfonianow oraz wskazanie elementow strukturalnych w ich czasteczkach,
nadajacych im pozadane wlasciwosci przeciwnowotworowye to sg wlasnie najwazniejsze osiagni¢cia. Pod
tym drugim hastem kryje si¢ oczywiscie wysoka aktywno$¢ niektorych analogdw wzgledem kilku linii
komorek nowotworowych (wyzsza od aktywnosci preparatu stosowanego jako lek) no i aktywno$¢ wobec

komorek glejaka co z kolei zwigzane jest ze zdolno$cig przenikania bariery krew-mozg.

Po rozdziale stanowigcym podsumowanie przeprowadzonych prac i wnioski z uzyskanych wynikoéw
nastepuje rozdzial czwarty ,,Cze$¢ eksperymentalna” poswigcony krétkim opisom dotyczacym metod syntezy
zaprojektowanych zwigzkéw, wykonaniu analiz i ich wynikow oraz przeprowadzonych badan teoretycznych
1 biologicznych. Kolejny rozdzial o numerze pi¢¢ zatytulowany ,,Literatura” liczy 185 odno$nikéw. Nalezy
zwréci¢ uwage, ze tylko 19 sposrod nich, czyli niewiele wigcej niz 10% pochodzi z ubiegltego wieku. Biorac
pod uwage to co przytoczylem na poczatku recenzji, a wigc 80 lat pracy nad analogami kwasow
aminofosfonowych oraz ich pochodnymi mozna z przekonaniem stwierdzi¢, Zze zaproponowane przez
Doktorantke badania opieraja si¢ na nowosciach naukowych ostatnich lat. Ostatni, szdésty rozdziat
,Zataczniki” to zbior widm przedstawiajacy wyniki analiz z wykorzystaniem metod spektroskopowych (‘H
NMR, 3C NMR, F NMR, *'P NMR, 2D NMR (NOESY)). Nalezy w tym miejscu zauwazy¢, ze wszystkie
widma zostaty zamieszczone z bardzo duzg starannoscia.

Zaplanowane i przeprowadzone w ramach realizacji rozprawy doktorskiej badania charakteryzuja si¢
wysokim poziomem naukowym — bezposrednim dowodem na to sg publikacje naukowe i prezentacje na
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konferencjach naukowych, bedace efektem tych prac. Szata graficzna opracowania jest rowniez na wysokim
poziomie. Zamieszczone rysunki, schematy i tabele sg przygotowane bardzo starannie a trzeba zauwazy¢, ze
w catym opracowaniu jest ich naprawd¢ duzo. Jezeli miatbym spojrze¢ na catos$¢ bardzo krytycznie to kilka
rysunkéw opisanych jest z wykorzystaniem jgzyka angielskiego albo inaczej — opisy oryginalnych rysunkow
nie zostaty zmienione na polskie. Nie do konca jestem tez przekonany do zbyt czgstego uzywania przecinkdw,
czasami do opisu wykorzystywane sg krotkie i precyzyjne sformutowania innym razem bardzo rozbudowane
mys$li. Sporo jest w pracy drobnych potknie¢ jezykowych (przyktady: raz wystepuje pierscien benzenowy
innym razem fenylowy, czy sformutowanie ,,mniej czgsto stosowane”). W catym tek$cie znalaztem takze
zdania, ktore napisalbym inaczej stylistycznie, jednak styl Doktorantki jest stosowany konsekwentnie w calej
pracy i z racji braku kwalifikacji jezykowych na odpowiednim poziomie, nie chc¢ poddawac ich dyskus;ji.
Bezosobowa forma przyjeta do napisania pracy nie pozwala na okreslenie, ktére z opisanych badan
Doktorantka wykonata sama, w elementach sktadowych opracowania, ktére wymienitem w recenzji nie ma
tez informacji dotyczacych ewentualnej wspoipracy. Wspomniane powyzej niedociggniecia dotyczg strony
edytorskiej i w zaden sposéb nie majg wptywu na jakos$¢ przedstawionych w pracy badan. To, ze zostaly
wytknigte ma na celu us$wiadomienie Kandydatce do stopnia doktora, Ze czasami warto zwrdci¢ réwniez
uwagg na forme prezentacji wynikow prac.

Oproécz wymienionych wyzej niedociagniec i stabszych stron dysertacji trzeba zauwazy¢ i docenié
ogrom pracy 1 wysitku wlozony przez Doktorantke w jej powstanie. Prace faczace badania z zakresu roznych
dyscyplin i stosowanie r6znorakich technik nie naleza do prostych i wymagaja szerokiej i r6znorodnej wiedzy.
Takimi umiejetnosciami wykazata si¢ w trakcie realizacji kolejnych zadan Pani mgr Karolina Ciesielska.
Uzyskane w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej wyniki wnoszg wiele nowych i cennych informacji
dotyczacych zard6wno wplywu chemicznej modyfikacji struktury wybranych do badan a-aminofosfonianéw
na ich aktywno$¢, jak i informacji dotyczacych procedur samych syntez. Doceni¢ nalezy takze, ze w trakcie
realizacji prac opracowane zostaly nowe $ciezki syntezy wpisujace si¢ doskonale w procedury i zasady
zielonej chemii.

Dorobek naukowy mgr Karoliny Ciesielskiej to cztery publikacje w recenzowanych czasopismach
naukowym z listy JCR (kolejna, z tego co wiem najwazniejsza praca znajduje si¢ na etapie recenzji) oraz
dziewie¢ komunikatow zaprezentowanych na konferencjach naukowych (pi¢¢ z nich to wystapienia ustne).
Czg$¢ z nich to konferencje o zasiggu mi¢dzynarodowym. Na szczegdlng uwage zastuguje rowniez fakt, iz
publikowane i prezentowane wyniki odnosza si¢ bezposrednio do efektow eksperymentéw wchodzacych w
sktad recenzowanej pracy.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Karoliny Ciesielskiej zatytulowana
»oynteza, badania strukturalne 1 aktywno$¢ przeciwnowotworowa nowych fluorowanych a-
aminofosfonianow” spelnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane kandydatom w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023 poz. 742 z pdzn. zm). Na tej
podstawie wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Ciesielskiej do dalszych etapéw postgpowania w sprawie

nadania stopnia doktora.
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