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Ocena

pracy doktorskiej pt. ,Synteza i charakterystyka fizykochemiczna podstawionych
aminoporfirazyn i diazepinoporfirazyn o potencjalnej aktywnos$ci biologicznej”,
wykonanej przez mgr Eweling Wieczorek, absolwentke¢ studiéw doktoranckich, w
Katedrze i Zakladzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, pod Kierunkiem prof. dr hab.

Tomasza Goslinskiego — promotora i dr Jaroslawa Piskorza — promotora pomocniczego.

Pomimo niekwestionowanego rozwoju nauki i ogdlnego postgpu cywilizacyjnego,
szereg chorob trapigcych ludzkos¢ od wiekow, nadal pozostaje wyzwaniem. Szczegdlng
pozycje w tym wzgledzie zajmuja choroby nowotworowe, bedace wcigz ,,zabdjcg numer jeden”
i dlatego tez stanowigce jeden z gldéwnych nurtow tematycznych w poszukiwaniu nowych
lekéw. Warto przy tym podkreslié, ze z uwagi na réznorodnosé natury biologicznej chorob
nowotworowych, a takze heterogenno$¢ populacji pacjentow, najprawdopodobniej nigdy nie
powstanie mityczny .lek na raka”, a jedynie poszerzy sig, miejmy nadzieje znacznie,
armamentarium réznego rodzaju terapii, skutecznie zwalczajacych poszczegdlne rodzaje
nowotworow. Konieczne sa w tym wzgledzie wielokierunkowe badania naukowe, stanowigce
zaréwno zrédlo inspiracji dla mozliwych mechanizméw dziatania, jak i nowych rozwigzan
technologicznych, mogacych w przysztosci znalez¢ zastosowanie terapeutyczne. W nurt tych
badan doskonale wpisuje sie tematyka prac naukowych prowadzonych w Katedrze i Zakladzie
Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, pod kierunkiem prof. Tomasza Goslinskiego. Bedace ich
przedmiotem wielowgtkowe badania nad nowymi substancjami o charakterze
fotosensybilizatorow, zajmuja istotng pozycj¢ w poszukiwaniu skuteczniejszych rozwigzan w
zakresie terapii fotodynamicznej. Terapia fotodynamiczna znalazla juz ugruntowang pozycje¢
w leczeniu niektérych schorzen, takich jak tradzik, czy zwyrodnienie plamki zottej, a takze
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potencjat dla znacznie szerszego zastosowania, co wymaga jednak opracowania nowych,
skuteczniejszych i dostosowanych do odpowiednich warunkow, fotosensybilizatorow.
W tym kontekscie, przyjeta tematyke pracy nalezy oceni¢ jako w peini uzasadniong. Co wigcej,
nalezy podkresli¢, iz prace wykonane przez mgr E. Wieczorek stanowig rozwinigcie
ugruntowanej juz w Zakladzie tematyki, oparte sa o wysokiej klasy warsztat badawczy i
wpisuja sie dobrze w szerszy nurt badan, realizowanych w zespole prof. Goslinskiego.
Oceniana rozprawa doktorska zostala przedstawiona jako cykl 4 publikacji
oryginalnych wraz z liczagcym 51 stron autoreferatem, stanowigcym bardzo dobry przewodnik
i komentarz dla zataczonych prac. Rozprawa ma przejrzysty uktad, ktory pozwala efektywnie
zapozna¢ si¢ zomawianymi zagadnieniami. Zamieszczony przed autoreferatem wykaz skrotow
oraz szczegdtowy, acz przejrzysty spis tresci, stanowia dobre wprowadzenie do lektury
dalszych rozdzialéw. Zamieszczona na poczatku autoreferatu sylwetka naukowa Doktorantki
wyczerpujaco informuje o jej wyksztatceniu i dos§wiadczeniu zawodowym oraz osiagnigciach
naukowych. Na szczegdlng uwage zwraca bardzo rzetelne okreslenie wktadu Doktorantki w
powstanie materiatu stanowigcego podstawe rozprawy, a takze jasne okreslenie roli wszystkich
wspotautoréw, co dodatkowo poparte jest zamieszczeniem stosownych oswiadczen, na koncu
pracy. Tak powazne i szczeg6towe potraktowanie tego tematu zastuguje na najwyzsze uznanie
i moze stanowié przyktad prawidlowego postgpowania w przypadku prac doktorskich opartych
o publikacje wieloautorskie. Multidyscyplinarnos¢ badan jest bowiem w dzisiejszych czasach
wymogiem i wartoscig, ale w przypadku prac awansowych, konieczna jest rowniez mozliwos¢
precyzyjnej oceny realnego wkladu kandydata. W przypadku ocenianej rozprawy, istotny
wktad Doktorantki w powstanie materiatu stanowiacego podstawe rozprawy doktorskiej, nie
pozostawia watpliwosci i zastuguje na uznanie. Pelnita ona wiodaca rolg¢ w zakresie syntezy i
analizy otrzymanych polaczen, a takze dokonata analizy zaleznosci struktura-wiasciwosci i
struktura-aktywnos$¢ oraz opisata otrzymane wyniki. Co wigcej, Doktorantka nie tylko
przedyskutowata, ale takze wykonala cz¢s¢ badan biologicznych, co dodatkowo poszerza jej
warsztat i z pewnoscig pozwala lepiej zrozumie¢ badania wykonywane dla otrzymywanych
przez nig zwigzkéw. Catosciowy dorobek naukowy Doktorantki jest bardzo spojny
tematycznie, a jej wiodgca rola w jego powstaniu jest rowniez ewidentna. Doktorantka jest
bowiem pierwszym autorem we wszystkich 4 publikacjach oryginalnych. Wszystkie prace sg
anglojezyczne, ogloszone w czasopismach o cyrkulacji migdzynarodowej, uwzglednionych na
liscie A. Ich sumaryczny wspétczynnik oddziatywania impact factor wynosi 9,394 (wg JCR),
liczba cytowan 9, a indeks Hirscha 2. Calos¢ dopelnia takze udzial w 27 konferencjach
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naukowe. Biorac pod uwage poczatkowy etap kariery mtodego naukowca, osiagnigcia te nalezy
ocenié jako znaczace i dajace nadzieje na dalszy, dynamiczny rozwoj.

W zamieszczonym kolejno wstepie teoretycznym, Doktorantka klarownie naswietlita
podloze poruszanej problematyki, a w szczegdlnosci istot¢ terapii fotodynamicznej oraz
charakterystyke fotosensybilizatorow z grupy porfirazyn. Wykonany przeglad pismiennictwa
rzetelnie opisuje dokonania poprzednikéw oraz ptynnie wprowadza w zagadnienia stanowigce
przedmiot rozprawy doktorskiej. W koncowym akapicie czgsci wstepnej Doktorantka
precyzuje obszar prac badawczych, ktory jej zdaniem wymaga eksploracji, wskazujac na
istnienie luki w zakresie rozbudowy peryferyjnej diazepinoporfirazyn, a takze pojawienie si¢
nowych mozliwosci badan fizykochemicznych i biologicznych.

Pewnym zaskoczeniem bylo dla mnie zamieszczenie nastgpnie rozdziatu ,,Przedmiot badan i
zastosowana metodyka”, ktory dos¢ szczegdtowo opisuje juz metodyke prowadzonych prac.
Dynamika prowadzonej dotad narracji wskazywata raczej, ze w tym miejscu zamieszczony
powinien zostaé rozdziat ,,Cel pracy”, wprowadzajacy w koncepcje i zakres przeprowadzonych
badan, a dopiero nastgpnie metody badawcze uzyte do realizacji tych celow. By¢ moze jest to
nastepstwo przyjetego na Uniwersytecie schematu, niemniej jednak wydaje sig, ze zmiana
kolejnoé’ci tych rozdziatéw ulatwitaby zapoznawanie si¢ z trescig rozprawy. Jest to oczywiscie
jedynie subiektywna uwaga natury redakcyjnej, ktéra nie wptywa na ocen¢ merytoryczna
zamieszczonych tresci. Oba wspomniane rozdziaty spetniajg bowiem bez zastrzezen swojg role,
informujac rzetelnie, odpowiednio o zastosowanej metodyce, jak i o zdefiniowanych celach
szczegotowych.

Doktorantka okreslita przedmiot swoich badan, jako ..otrzymanie nowych zwigzkow
porfirynoidowych z grupy diazepino- i aminoporfirazyn, o jak najlepszych parametrach
generowania tlenu singletowego, celem oceny fotocytotoksycznosci i potencjalnego
zastosowania w terapii fotodynamicznej.” Analizujac kolejne rozdzialy, systematycznie
streszczajace badania zrealizowane w ramach cyklu 4 publikacji, nalezy stwierdzi¢, ze cel ten
zostal w pelni zrealizowany.

I tak, w publikacji ,,Synthesis, characterization and photophysical properties of
novel 5,7-disubstituted-1,4-diazepine-2,3-dicarbonitriles” ogloszonej w 2016 roku w
Journal of Molecular Strucuture, opisana zostata synteza i badania fizykochemiczne 3 nowych
dikarbonitrylowych pochodnych 1.,4-diazepiny, z réznie podstawionymi ugrupowaniami
styrylowymi. Zwigzki te planowano uzy¢ do otrzymania odpowiednich makrocykli
porfirazynowych, dekorowanych w czgsci peryferyjnej nowymi ugrupowaniami o
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makrocyklizacji, niemniej jednak wykazaly bardzo ciekawe wlasciwosci w badaniach
fotofizycznych, co wskazuje, ze podjecie ich dalszych badan byto uzasadnione. Nasuneto mi
siec w tym miejscu pytanie, czy Doktorantka zastanawiata si¢ dlaczego, mimo pozornie
odpowiedniej struktury substratow, makrocyklizacja si¢ nie powiodta?

Proba efektywnego otrzymania rozbudowanych pochodnych
diazepinoporfirazynowych, w  wyniku kondensacji  odpowiednio  podstawionych
diazepinodikarbonitryli ~ zostala opisana w publikacji ,First Example of a
Diazepinoporphyrazine with Dendrimeric Substituents”, ktora ukazata si¢ w 2017 roku w
czasopi$mie Tetrahedron Letters. Juz sam tytul artykutu zdradza sukces, ktory udato sig
osiagnaé, przeprowadzajgc z proces makrocyklizacji. Co godne uwagi, uzyskane osiggnigcie,
zostalo dodatkowo wyréznione  przez redakcje czasopisma umieszczeniem abstraktu
graficznego  artykutlu  na  okladce wydania. Uzyte tym razem  substraty
diazepinodikarbonitrylowe réznity si¢ nieco struktura od opisanych w poprzedniej publikacji,
zawierajac podstawniki fenylowe, zamiast styrylowych. Zaleta takiej wymiany okazala sig
bezdyskusyjnie zdolnos¢ do makrocyklizacji. Powstaje jednak pytanie, jaka role mégl petnic
fragment etenylowy zaplanowany pierwotne w publikacji nr 1, a wyeliminowany w publikacji
nr 2?2 (styryl vs. fenyl). Jak jego obecnos¢ mogta wplyna¢ na wlasciwosci? Otrzymana
pochodna dizaepinoporfirazynowa (oznaczona w autoreferacie nr 15) wykazala wysokg
wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego (®a = 0,295) i mogta by¢ rozwazana
jako potencjalny fotouczulacz do zastosowania w terapii fotodynamicznej. Pozytywne wyniki
uzyskane w niniejszej pracy, staly sie punktem wyjscia do dalszych badan nad otrzymywaniem
i charakterystyka dendrymerycznych pochodnych diazepinoporfirazyn.

Kolejny artykul ,,Photophysical properties and photocytotoxicity of free and
liposome-entrapped diazepinoporphyrazines on LNCaP cells under normoxic and
hypoxic conditions”, opublikowany w roku 2018 w European Journal of Medicinal Chemistry,
stanowi bardzo mocna pozycje w cyklu prac sktadajacych si¢ na rozprawe doktorskg. Obejmuje
on synteze dwoéch pochodnych porfirazynowych, jednej symetrycznej
tetradiazepinoporfirazyny (oznaczonej w autoreferacie nr 16) i jednej niesymetrycznej
tribenzomonodiazepinoporfirazyny (oznaczonej w autoreferacie nr 17), obu zawierajacych przy
ukladzie diazepiny podstawniki 4-metoksyfenylowe. Zwiazki te otrzymano z wykorzystaniem
metodyki opracowanej w poprzedniej publikacji. W pracy zawarto réwniez ich szeroka
charakterystyke fizykochemiczng oraz badania biologiczne, obejmujace takze opublikowang
wczesniej pochodng 15. Badania fizykochemiczne uwzglednialy pomiary absorpcji i emisji,
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cytotoksycznosci wzgledem komorek nowotworowych (w warunkach normoksji i hipoksji)
oraz badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej. Z uwagi na niska rozpuszczalno$¢ badanych
pochodnych w wodzie, otrzymano ich formulacje liposomalne i w takiej formie poddano
badaniom aktywno$¢ biologicznej. Dla pochodnej 17, z uwagi na jej relatywnie wyzszg
rozpuszczalno$¢ w wodzie, wykonano takze badanie w postaci wolnej. Zaobserwowano istotny
wplyw agregacji pochodnych 15 i 16 na obnizenie ich zdolnosci do generacji tlenu
singletowego, podczas gdy pochodna 17 nie podlegata agregacji. Ciekawym wydaje si¢ fakt, iz
nawet podlegajac agregacji, pochodna 16 wykazata nieco wyzsza zdolnos¢ do generacji tlenu
singletowego od pochodnej 17 (®a = 0.078 vs. 0.069 w DMF i 0.249 vs. 0.180 w DMSO),
podczas gdy w badaniach biologicznych, to pochodna 17 wykazala wyraznie wyzsza
aktywno$¢ cytotoksyczna, zarowno wobec komorek nowotworowych, jak i bakteryjnych. I tu
chciatbym zapyta¢ o opini¢ Doktorantki na temat mozliwego podioza tych roznic w
aktywnosci, czy sg one wylgcznie skutkiem obnizonej rozpuszczalnosci pochodnej 16, czy tez
mozliwe sa inne czynniki? Pochodna 17 wykazala wyrazng aktywnos¢ fotocytotoksyczng
wobec linii komoérkowej ludzkiego raka prostaty (LNCaP), co wazne, przy braku istotnej
aktywnosci cytotoksycznej w warunkach bez dostgpu swiatla. Jej aktywnos¢ byla wyraznie
wyzsza w przypadku zastosowania formulacji liposomalnych, osiggajac w warunkach
normoksji IC50 rzedu 160 nM. W warunkach hipoksji jej aktywnos¢ spadala, potwierdzajgc
mechanizm dziatania obejmujacy generowanie reaktywnych form tlenu. W dalszym ciagu
jednak, aktywno$¢ utrzymywala sie na poziomie blisko 400 nM, $wiadczac o bardzo
obiecujacych wiasciwosciach fotouczulajacych pochodnej 17, zdolnej do zachowania istotne;
aktywnosci cytotoksycznej, nawet w warunkach hipoksji, czgsto wystgpujacej sSrodowisku guza
nowotworowego. Pochodne 15-17 zostaly takze poddane badaniom mikrobiologicznym, ktore
wykonata sama doktorantka, pod kierunkiem prof. Jolanty Dtugoszewskiej z Katedry i Zaktadu
Genetyki i Mikrobiologii Farmaceutycznej UMP. Podobnie jak w przypadku aktywnosci
przeciwnowotworowej, rowniez aktywnos$¢ przeciwbakteryjna okazala si¢ najwyzsza dla
pochodnej 17. Zwiazek ten, w pozytywnie natadowanej formulacji liposomalnej, osiggnat
logarytm redukcji 2,07 dla szczepu S. aureus. Aktywnos¢ zwigzku w formulacji ujemnie
naladowanej byla wobec tego szczepu nizsza, a wobec szczepu E. Coli, w przypadku obu
formulacji bardzo niska. Swiadezy to, o istotnej roli tadunku zastosowanych liposoméw dla
penetracji zwigzku 17 do komorek bakteryjnych, co z kolei przeklada si¢ na roznice w
aktywnosci fotocytotoksycznej.

W ostatniej publikacji z cyklu, zatytulowanej ,,Magnesium porphyrazine with
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properties”, opublikowanej w Heterocyclic Communications w roku 2019, opisana zostata
wieloetapowa synteza i szeroka charakterystyka fizykochemiczna aminowej pochodnej
porfirazyny, stanowigcej porownanie dla otrzymanych i scharakteryzowanych wczesniej
porfirazyn diazepinowych. Otrzymana z sukcesem rozbudowana pochodna porfirazyny,
zawierajaca peryferyjnie fragmenty dibromobenzylowe (oznaczona numerem 24), zostala
oceniona pod katem zdolnosci do generowania tlenu singletowego, nie wykazujgc jednak
pozadanej aktywnosci. Moze to sugerowac istotna, pozytywng role ukladu benzodiazepiny
skondensowanego z uktadem porfirazyny, dla osiagnigcia aktywnosci fotosensybilizujacej.
Reasumujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wlacza si¢ w bardzo istotny,
z naukowego, medycznego i spolecznego punktu widzenia, nurt badan poswigconych
poszukiwaniu nowych terapii przeciwnowotworowych, i przeciwbakteryjnych. Stanowi ona
takze wartosciowe rozwiniecie prac prowadzonych w Katedrze i Zakladzie Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych UMP, bedacym wiodgcym o$rodkiem naukowym w
tematyce opracowywania nowych fotosensybilizatoréw. Tto naukowe rozprawy zostalo
przedstawione klarownie, w oparciu o liczne, adekwatne i aktualne cytowania. Cel pracy zostat
sformutowany prawidlowo i jasno zaprezentowany, a uzyta metodyka jest szeroka i wiasciwie
dobrana. Uzyskane wyniki sg oryginalne i przedstawione w sposob bardzo rzetelny, a dyskusja
oparta na solidnych podstawach naukowych. Na uwage zastuguje réwniez szeroka wspotpraca,
ktéra przyczynita si¢ do znaczgcego podniesienia jakosci badan. Praca napisana jest bardzo
dobra polszczyzna, sposob wypowiedzi jest klarowny i precyzyjny, co znacznie ulatwia odbior
nietatwej tematyki rozprawy doktorskiej. Autorka postuguje si¢ fachowym stownictwem,
potwierdzajagc dobrg orientacj¢ w eksplorowanej dziedzinie nauki. Co réwniez godne
podkreslenia, strona edytorska pracy stoi na bardzo wysokim poziomie. Z obowigzku
recenzenckiego, udato mi sie znalezé, pojedyncze bledy redakcyjne, ktére postanowilem
przekaza¢ Autorce osobiscie, i ktore w zadnym stopniu nie umniejszaja wysokiej wartosci
naukowej ocenianej rozprawy.
Prace¢ uwazam za w pelni odpowiadajaca wymogom stawianym rozprawom na stopien
doktora nauk farmaceutycznych i wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, o jej przyjecie i dopuszczenie

jej Autorki, Pani mgr Eweliny Wieczorek, do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




