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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Dominiki lwan
»Synteza i zastosowanie chiralnych zwigzkéw N-heterocyklicznych,

pochodnych 2-azabicykloalkanowych”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata wykonana na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod opieka promotorki - prof. dr hab. inz. Elzbiety
Wojaczynske;j.

Z formalnego punktu widzenia rozprawa doktorska stanowi klasyczng rozprawe,
napisang na 228 stronach, z podziatem na wstep teoretyczny (50 stron), badania wtasne (56

stron), spis cytowanej literatury (342 pozycje literaturowe, niestety podane bez tytutéw tych

publikacji), czes$¢ eksperymentalng i zbiér danych spektroskopowych.
Wyniki badafd opisanych w dysertacji stanowity materiat, ktéry postuzyt do

przygotowania az 6 __ publikacii _naukowych opublikowanych w Biomedicine &

Pharmacotherapy — 2, Antiviral Research — 1, Molecules — 2, Materials — 1 oraz dwéch prac
przegladowych opublikowanych w Molecules. W trzech sposréd wymienionych prac pani
mgr inz. Dominika Iwan petni role pierwszego autora.

Niezwykle doceniam réwniez, iz Doktorantka wspotuczestniczyta w 3 polskich i 1

miedzynarodowym zgtoszeniu patentowym.

W czeéci teoretycznej swojej dysertacji Doktorantka sprawnie opisuje stan
najnowszej wiedzy zwigzanej z tematem rozprawy, tj. znaczenie chiralnosci w chemii
organicznej, znaczenie i aktywnos¢ zwigzkéw N-heterocyklicznych, cykloaddycje aza-Dielsa-
Aldera, wybrane modyfikacje 2-azabicyklo[2.2.1]heptanu oraz przyktadowe przeksztatcenia

asymetryczne.
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Tematyka doktoratu jest kontynuacjg rozlegtych badan prowadzonych w grupie
naukowej Promotorki doktoratu i zwigzana jest z badaniami nad stereoselektywng syntezg
nowych pochodnych 2-azabicykloalkanowych. Wérdd licznie otrzymanych pochodnych byty
m.in. amidy, sulfonamidy i tiomoczniki. Doktorantka poprawnie scharakteryzowata
spektroskopowo nowe i literaturowe zwiazki, a ponadto we wspétpracy z krystalografami
zbadata strukture w ciele statym dla az 11 zwigzkow.

Jednak to nie synteza byta gtéwnym celem badan prowadzonych przez Doktorantke,
bo gdyby tak byto, to dysponowata by Ona tylko garscig nowych zwigzkéw i danymi
fizykochemicznym dla nich zebranymi. Synteza chemiczna bytfa tu narzedziem do otrzymania
pozadanych zwigzkéw chemicznych. Nadrzednym, w moim odczuciu, celem badan byto
znalezienie zastosowan, nowych wtasciwosci i aktywnosci dla tych nowych zwigzkéw
chemicznych. Tu niewatpliwie z pomocg przyszta bogata i interdyscyplinarna wspétpraca
zespotu, w ktérym przyszto Doktorantce pracowad. Dzieki nawigzanej wspotpracy udato sie
m.in. przeprowadzi¢ badania aktywnosci cytotoksycznej wobec wybranych linii komérek
nowotworowych, takich jak: komérki ludzkiego raka watrobowokomédrkowego (HCC),
rdzeniaka (MB), glejaka wielopostaciowego, biataczki mielomonocytowej (MV4-11),
nowotworu ptuc (A549) oraz gruczolakoraka okreznicy (LoVo). Natomiast cytotoksycznosc
wzgledem normalnych komdérek skontrolowano, uzywajac ludzkich komérek srédbtonka zyty
pepowinowej (HUVEC) lub prawidtowych mysich fibroblastéow (BALB/3T3).

W zwigzku z tym, ze ani chemicy, ani biologowie nie wiedzieli, co jest celem
komoérkowym (lub celami) dla otrzymanych zwigzkéw, badania miaty charakter ,rozpoznania
bojem”, czyli badan polegajacych na zbieraniu informacji z réwnoczesnym prowadzeniem
dalszych dziatan.

| tak w badaniach prowadzonych wczesniej we wspétpracy z prof. Nataliya Rohr-
Udilova z Uniwersytetu Medycznego w Wiedniu wykazano interesujaca aktywnos$¢ dla
pochodnych 51 i 52¢, otrzymanych podczas realizacji doktoratu przez dr inz. Karoling
Kamiriskg, z zespotu prof. Elzbiety Wojaczynskiej. To odkrycie pozwolito wybra¢ te zwigzki
jako struktury wiodace do dalszych optymalizacji chemicznych.

Otrzymane przez Doktorantke analogi tych zwigzkéw nie byty jednak lepsze, a piszac
otwarcie, wykazywaty mniejszg lub znacznie mniejsza aktywno$¢ wobec komdrek
nowotworowych od wyjéciowych struktur wiodgcych. Takie wyniki w chemii medycznej sg

normalnoscig, zwtaszcza przy stosowaniu metody ,,rozpoznania bojem”.
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Aktywnos¢ otrzymanych w trakcie realizacji doktoratu pochodnych tiomocznikowych
i sulfonamidowych przetestowano réwniez wobec bakterii, grzybéw i pasozytniczych nicieni
we wspétpracy z doskonata grupa prof. Ludgera Wessjohanna z Instytutu Biochemii Roslin
im. Leibniza w Halle. Sposréd tych dwodch grup pochodnych aktywne wobec bakterii byty
tylko tiomoczniki, cho¢ nie znaleziono zwigzku o uniwersalnej aktywnosci. Testowane
pochodne nie wykazaty natomiast aktywnosci wobec nicieni (C. elegans). W zwigzku z tym.
ze autorzy badan nie znali potencjalnego mechanizmu dziatania swoich zwigzkéw wobec tak
réznych mikroorganizmdw, to fakt uzyskania pozytywnego wyniku chociaz w jednej kategorii
drobnoustrojéw uwazam za wielki sukces.

Brakuje mi jednak w dysertacji krytycznego spojrzenia na mozliwe biochemiczne i
biologiczne kfopoty zwigzane z wyborem tiomocznikdw jako grupy zwigzkéw potencjalnie
bioaktywnych. Grupa tiomocznikowa zawsze powinna budzi¢ w chemikach medycznych
wzmozong ostroznos¢ (ALERT), gdyz z punktu widzenia dalszych jej loséw w organizmach
wyzszych nie jest ona pozadana ze wzgledu na szkodliwe dziatanie na mitochondria i
hepatocyty (Chem. Res. Toxicol. 2011, 24, 9, 1345-1410; Adv. Pharm. Bull. 2015, 5(1), 1-11;
Miller, A.E., Bischoff, J.J. Chemistry of Metabolites of Thioureas. In: Kocsis, J.J., Jollow, D.J.,
Witmer, C.M., Nelson, J.0., Snyder, R. (eds) Biological Reactive Intermediates Ill. Advances in
Experimental Medicine and Biology, 1986, vol 197. Springer, https://doi.org/10.1007/978-1-
4684-5134-4_89). Prositbym o ustosunkowanie sie do tego spostrzezenia podczas obrony
doktoratu.

Podziwianym przeze mnie dokonaniem tego doktoratu jest podjecie sig¢ testowania
kolejnej  aktywnos$ci  otrzymanych zwigzkéw. Otéz wybrane sulfonamidy 2-
azabicykloalkanowe testowano w kierunku inhibicji aktywnosci proteazy VP24 wirusa
opryszczki typu | (herpes simplex virus 1, HSV-1). Wybér takiego celu Doktorantka uzasadnita
na str. 95 stowami: ,Obecnie brak doniesier literaturowych dotyczqcych skutecznych
inhibitorow proteazy VP24 HSV-1. Z tego powodu postanowiliSmy przetestowac serig
chiralnych sulfonamiddw, zawierajgcych szkielet 2-azabicykloalkanowy, w roli potencjalnych
inhibitorow, kandydatéw na nowe chemioterapeutyki. Motywy strukturalne w
proponowanych przez nas zwiqzkach znale?¢ mozna réwniez w lekach o dziataniu
przeciwwirusowym, np. beclabuwirze (stosowany w terapii wirusowego zapalenia wgtroby
typu C, HCV) czy marawiroku (stosowany w terapii ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci

typu I, HIV-1).” Poniewaz wspomnianych lekéw w doktoracie nie pokazano (czego nie
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rozumiem), kieruje jako recenzent prosbe o ich pokazanie podczas obrony doktoratu (wraz
z zaznaczaniem wspomnianych motywoéw strukturalnych).

Wstepne testy przesiewowe 18 sulfonamidowych pochodnych 2-azabicykloalkanéw
pozwolity wybra¢ pochodng 41b, cechujgcg sie niskg cytotoksycznoscia przy dobrej
aktywnosci przeciwwirusowej, jako zwigzek o najwiekszym potencjale do badan z udziatem
myszy BALB/c zakazonych wirusem HSV-1. Badania in vivo pokazaty jednoznacznie, ze
podanie zakazonym myszom zwigzku 41b zwiekszyto ich przezywalnosé, co jest tym lepszym
wynikiem wobec faktu, iz wszystkie zakazone wirusem i nieleczone myszy z grupy kontrolnej
umieraty na skutek infekcji. Zdaje sobie doskonale sprawe, iz Doktorantka bardzo skrétowo
opisuje badania biologiczne swoich wspétpracownikéw prof. - Marcina Sienczyka z PWr oraz
dr Renaty Grzywy i prof. Krzysztofa Pyrcia z Matopolskiego Centrum Biotechnologii UJ.

Niemniej w doktoracie nie znalaztem dowodu na dziatanie hamujace aktywnos¢
proteazy VP24 wirusa opryszczki. Prosze podczas obrony doktoratu doda¢ wzmianke o
przeprowadzonych przez wspomnianych specjalistéw badaniach kinetycznych wobec
proteazy oraz o dowiedzionym mechanizmie dziatania, ktéry wynika z hamowania
proteazy wirusowej, a co za tym idzie, tworzenia sie wirusa i wydostawania si¢ zakaznych
czastek wirusa. To da jasnosc stuchaczom podczas obrony.

Dalsze badania aktywnosci otrzymanych pochodnych przeciw ludzkiemu
adenowirusowi (AdV5), wirusowi paragrypy typu 3 (HPIV-3) oraz wirusowi zapalenia mozgu i
miesnia sercowego (EMCV) po raz kolejny udowodnity, iz najlepszym Srodkiem
przeciwwirusowym okazata sie dansylowa pochodna 41b, zwtaszcza wobec EMCV.

Tak interesujace wyniki znalazty swoje odbicie nie tylko w publikacjach, ktére ukazaty
sie w prestizowych czasopismach naukowych, ale réwniez w polskich i miedzynarodowych
zgtoszeniach patentowych. To rzecz rzadko spotykana w polskiej rzeczywistosci
akademickiej. Z punktu widzenia chemika wazne jest to, iz obiekty do badan - zwiazki
chemiczne - wyszty z rgk mgr inz. Dominiki lwan.

Uwazam za bardzo rozsadne z punktu widzenia Doktorantki (oraz Promotorki)
uzupetnienie badan biologicznych o badania nad wtasciwosciami katalitycznymi otrzymanych
zwigzkdw, zwilaszcza iz badania te maja charakter typowo chemiczny. Czgsto w chemii
medycznej pozostajemy z szuflada petna zwiazkéw, ktére nie spetnity oczekiwarn, co do
swojej aktywnosci biologicznej. Takie podejécie pozwala zawsze unikna¢ porazki, gdyby

zwigzki nie byty aktywne biologicznie.
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Do najwigkszych sukceséw tego nurtu badan, prowadzonych przez Doktorantke moge
zaliczy¢ wykazanie, iz pochodna amidowa 33 pozwolita uzyskaé wysoka wydajnoéé (powyzej
95%) w asymetrycznej reakcji aldolowej, choé¢ przy relatywnie niskiej stereoselektywnosci
(do 63% ee). Wigkszym powodzeniem zakoriczyly sie badania elektrofilowego a-aminowania
aldehydu 2-fenylopropionowego. Organokataliza z udziatem zwigzkéw 43b i 58 prowadzita
do catkowitej konwersji oraz az 98% ee. Niezbyt skuteczna w katalizie asymetrycznej reakcji
Michaela pomiedzy malonianem dimetylu a trans-B-nitrostyrenem okazata sie natomiast
seria tiomocznikdw. Niewiele w indukowaniu enancjoselektywnosci zmienito uzycie
otrzymanej z wielkim naktadem sit i w niezwykle czasochtonnej syntezie tetrawalencyjnej

pochodnej kaliksarenowej z uktadami 2-azabicyklo[3.2.1]oktanowymi.

Pytania i uwagi:

1) Musze przyzna¢, ze z formalnego punktu widzenia mam pewien problem z
rozréznieniem, co jest dokonaniem Doktorantki osiggnietym w trakcie doktoratu, a co
dokonaniem cztonkdéw zespotu. Sposéb wybranej narracji przy pisaniu doktoratu jest dla
mnie nie w pefni akceptowalny. Przyczyniaja sie do tego sformutowania, takie jak: ”...

zastosowalismy chromatografie kolumnowgq” (str. 117), ”... oczyscilismy przy pomocy filtracji

zelowej” (str.118), ,...wykazaly ogromny potencjat pochodnej sulfonamidowej 52c,

zawierajqcej szkielet 2-azabicyklo[2.2.1]heptanowy, zsyntetyzowanej i opisanej przez dr inz.

Karoline Kamirskq z naszego zespotu” (str.122), ”Niestety, zwigzki prowadzity do otrzymania
gorszych rezultatéw niz pochodna 50a. Opis oraz szczegdtowe wyniki badari zostaty zawarte

w dysertacji mqr. inz. F. Steppelera.”, ”Charakterystyka zwiqzkdw, metody oczyszczania oraz

kopie widm zostaty przedstawione w_pracy magisterskiej oraz opublikowane w_artykule

naukowym.”® Niemniej jednak, zwiqzki te sq réwniez przedmiotem badar, ktdre

realizowatam w_ramach pracy _doktorskiej, dlatego, w celu zachowania przejrzystosci

projektu, postanowitam przedstawic ich struktury rowniez w niniejszej dysertacji.”

2) Rysunek 55 — trudno mi przyznaé, ze rysunek ten udowadnia cokolwiek. Poziom
szumu lub matrycy jest rowny z intensywnoscig sygnatow uznanych za sygnat zwigzku.
Technika ESI MS powinna dawa¢ lesze widma masowe takich uktadéw, co pokazano m.in. w
pracach Croatica Chemica Acta 85(4):469-477 oraz Rapid Commun. Mass Spectrom. 2004,
18: 1493-1503.
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3) str. 101. W rozwazaniach na temat selektywnosci méwimy o cytotoksycznosci, a nie

toksycznosci. Toksyczno$¢ jest wobec zwierzat i ludzi, a nie wobec komérek.

4) Brakuje mi w doktoracie postulowanego mechanizmu organokatalizy z udziatem
zwigzkow otrzymanych w trakcie doktoratu. Bez mechanizmu trudno postulowa¢ dziatanie
tych zwigzkéw oraz wyttumaczyé kierunek indukowania nadmiaru enancjomerycznego

Dlaczego nie przeprowadzono modelowania przebiegu reakcji?

Chciatbym teraz przej$¢ do najwazniejszej konkluzji o tym, iz przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska opisuje rozwigzanie niezwykle istotnych i aktualnych probleméw
badawczych, tak chemicznych, jak i biologicznych. Catosciowy wktad tej rozprawy spetnia
wymogi formalne, jak i zwyczajowe, ktére stawiane s3 przed tego rodzaju pracami przez
odpowiednig Ustawe (w trybie przewidzianym w art. 179 ust. 7 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.).

W zwigzku z tym z petnym przekonaniem sktadam do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Chemiczne w Politechnice Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie mgr inz. Dominiki
Iwan do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora oraz do
publicznej dyskusji nad rozprawa.

Majgc na uwadze liczny i niezwykle wartosciowy dorobek publikacyjny i patentowy

zwigzany z tematyka badan doktoratu, wnosze réwniez o wyrdznienie ocenianej przeze mnie

rozprawy doktorskiej.

Kierownik

Zaktagu ChemiL Me nej
JCAa|
prof. h@am Hueczynski
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