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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Eweliny Wieczorek
pt. “Synteza i charakterystyka fizykochemiczna podstawionych aminoporfirazyn i
diazepinoporfirazyn o potencjalnej aktywnosci biologicznej”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Tomasza Goslinskiego (promotora) i dr. Jarostawa
Piskorza (promotora pomocniczego) w Katedrze i Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkow
Leczniczych, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytetu Medycznego im. Karola

Marcinkowskiego w Poznaniu

Praca doktorska pani Eweliny Wieczorek dotyczy syntezy i charakterystyki
fizykochemicznej fotouczulaczy o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Historia badan
zwigzanych z aktywnosciag biologiczng fotouczulajacych zwiazkéw stosowanych w
fotodynamicznej terapii datuje si¢ od poczatku XX wieku, kiedy Hausmann i Hasselbach
zauwazyli, ze chlorofil i swiatlo w obecnosci tlenu wywotuja hemolize erytrocytow. Rozwdj
wiedzy, metod syntezy i technik eksperymentalnych sprawia, ze poszukiwanie idealnych
fotouczulaczy (trzeciej generacji) jest nadal niezwykle interesujacym i aktualnym wyzwaniem
podejmowanym przez wiele interdyscyplinarnych zespolow badawczych w kraju i na §wiecie, w
tym miedzy innymi w Katedrze i Zakladzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych na
Wydziale Farmaceutycznym pod kierunkiem prof. dr. hab. Tomasza Goslinskiego. Prowadzone
badania w ramach pracy doktorskiej koncentrujg si¢ na poszukiwaniu odpowiednich
fotouczulajacych zwigzkoéw nie tylko dla fotodynamicznej terapii stosowanej w leczeniu
nowotworéw, ale takze fotodynamicznej terapii skierowanej przeciw mikroorganizmom
(PACT).

Przedlozona przez panig Eweling Wieczorek rozprawa doktorska stanowi spojny
tematycznie zbior czterech publikacji opatrzonych 46 stronnicowym komentarzem. W rozprawie

zawarto nastepujace rozdzialy: (i) wykaz stosowanych skrotow, (ii) sylwetk¢ naukowa
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doktorantki, (iii) wstgp teoretyczny, (iv) przedmiot badan i zastosowang metodyke, (v) cel pracy,
(vi) oméwienie wynikéw stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, (vii) podsumowanie
wynikow i wnioski, (viii) literature, (ix) streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, (x)
przedruki publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe oraz oswiadczenia wspotautorow.
Rozprawa zostala napisana poprawnym jezykiem naukowym, logicznie zostaly ulozone
rozdzialy i przedstawione dane, jak réwniez w komentarzu odpowiednio dobrana literatura, ktéra
liczy 49 pozycji.

We wstepie teoretycznym pani Ewelina Wieczorek wprowadzita pojecie fotouczulacza,
przedstawila mechanizmy reakcji fotodynamicznej, jak réwniez wymagania stawiane
potencjalnym barwnikom-fotouczulaczom oraz podala przyklady zwiazkéw wykorzystywanych
w medycynie. Nastgpnie w przejrzysty sposob omoéwila mozliwosci modyfikacji czasteczki
porfirazyny prowadzace do uzyskania barwnikéw o zréznicowanych wiasciwosciach
fizykochemicznych, w tym amino- i diazepinoporfirazyn bedacym przedmiotem badan pracy
doktorskiej. Doktorantka szczeg6lng uwage poswiecita pochodnym diazepinoporfirazyn, opisata
chronologicznie rozwdj badan oraz stan wiedzy na postawie dostepnych doniesien
literaturowych oraz do$wiadczen i osiagnie¢ Katedry i Zakladu Technologii Chemicznej
Srodkéw Leczniczych oraz Katedry i Zaktadu Chemii Nieorganicznej i Analitycznej. W dalszej
czgsci Doktorantka przedstawila zastosowang metodyke badan obejmujaca procedure syntezy i
charakterystyke fizykochemiczng badanych zwiazkéw z uwzglednieniem badan prowadzonych
przez wspotautordw publikacji, ktore wchodza w sklad Jej rozprawy doktorskiej. Na
podkreslenie zastuguje, biorgc pod uwage oswiadczenia pani Eweliny Wieczorek, ze wykonata
ona samodzielnie syntezg: trzech pochodnych diazepinowych, diazepinoporfirazyny z
rozgalezionymi  ugrupowaniami  dendrymerycznymi w  peryferium,  prekursoréw
tribenzodiazepinoporfirazyny i diazepinoporfirazyny symetrycznej, aminoporfirazyny wraz z
substratami do jej syntezy oraz, ze w pelni je scharakteryzowala. Zastosowane przez
Doktorantk¢ metody eksperymentalne to: chromatografia cienkowarstwowa i kolumnowa, w tym
HPLC, spektroskopia absorpcyjna w zakresie Uv-vis i IR, spektroskopia fluorescencyjna,
magnetycznego rezonansu jadrowego oraz spektroskopia mas. Na potrzeby badan
mikrobiologicznych Doktorantka opracowata formulacje liposomalne zawierajace fotouczulacze,
a ich wielko$¢ okreslita wykorzystujac metode dynamicznego rozpraszania §wiatta. Ponadto, w
ramach wspélpracy, uzupetniono charakterystyke zsyntezowanych zwigzkéw wykorzystujac
dodatkowe badania fluorescencyjne metoda EEM (excitation emission matrix) oraz oceniono ich

fotocytotoksycznosci na linii komérkowej nowotworu prostaty.



Przeprowadzone przez panig Eweling Wieczorek badania mialy na celu zsyntetyzowanie
nowych pochodnych amino- i diazepinoporfirazyn chrakteryzujacych sie fotocytotoksycznoscia
w odniesieniu do bakterii lub komérek nowotworowych. Ze wzgledu na zlozono$¢ problemu
oraz konieczno$¢ sprostania wymaganiom stawianym fotouczulaczom badania podzielono na
poszczegblne etapy, podczas ktérych konsekwentnie realizowano postawiony cel pracy.
Niewatpliwie zaprojektowanie przemyslanej struktury i efektywna synteza zwigzku o okreslonej
budowie i czystosci byla najbardziej czasochtonnym etapem, stanowigcym punkt wyjscia do
badan pozwalajacych na okreslenie pozadanych wiasciwosci fizykochemicznych fotouczulacza
(brak tendencji do agregacji, fotostabilnos¢, wydajnosé generowania tlenu singletowego, ect.)
oraz jego fotocytotoksycznosci w zaleznosci od formy zwigzku (wolna lub po enkapsulacji w
liposomy). Zaplanowanie badan, sposob ich realizacji, przedstawienia i interpretacji wynikow
wskazuja, ze zalozony cel zostat zrealizowany, a wyniki zostaly opublikowane w oryginalnych
pracach w specjalistycznych czasopismach.

Szczegdlowe badania i ich wyniki znajdujace si¢ w poddanych ocenie pracach dotycza:

1. Journal of Molecular Structure 1110, 2016, 208-214 — Przedmiotem badan byly styrylowe
pochodne 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli, ktore zsyntezowano oraz scharakteryzowano za
pomoca spektroskopii absorpcyjnej i fluorescencyjnej (w tym EEM) oraz badan
krystalograficznych i metoda jadrowego rezonansu magnetycznego. Pokazano, ze pierscien
diazepinowy w otrzymanych zwigzkach wykazuje forme¢ tautomerycznag 6H, a dla
podstawnikow  styrylowych zaobserwowano frans-izomeryzacje, jednakze badane
prekursory diazepinoporfirazyny nie wykazywaly reaktywnosci w reakcji makrocyklizacji.
Natomiast badania fotofizyczne tych zwigzkow w réznych rozpuszczalnikach organicznych
(acetonitryl, chloroform, metanol, etanol, dichlorometan) pozwolily okresli¢ dwa
charakterystyczne pasma absorpcji oraz oszacowa¢ wydajnosci kwantowe fluorescencji
rzedu 10°-1 0,

2. Tetrahedron Letters 58, 2017, 7358-761 — W pracy badana byla dendrymeryczna
diazepinoporfirazyna magnezowa typu G1, ktéra zsyntezowano wykorzystujac prekursory z
podstawnikami fenylowymi. Wlasciwosci nowego zwiazku, bedacego pierwszym
przykladem rozbudowanej diazepinoporfirazyny o duzej masie czasteczkowej,
scharakteryzowano metoda jadrowego rezonansu magnetycznego, spektroskopii mas i
spektroskopii absorpcyjnej. Oceniono tendencje nowego zwiazku do agregacji, przypisano
pasmo przy 675 nm do formy monomerycznej, jak rowniez oszacowano wydajnosé
generowania tlenu singletowego dla formy monomerycznej (0,295+0,024) i zagregowanej

(0,090+0,007).



3. European Journal of Medicinal Chemistry 150, 2018, 64-73 - Przedmiotem badan byly trzy
diazepinoporfirazyny magnezowe (z ugrupowaniami dendrymerycznymi, symetryczna oraz
niesymetryczna z podstawnikami metoksyfenylowymi). Przeprowadzono synteze
barwnikéw z podstawnikami metoksyfenylowymi i scharakteryzowano je wykorzystujac
spektroskopie absorpcyjna, jadrowego rezonansu magnetycznego i spektrometrie mas.
Oceniono tendencje do agregacji i generowania tlenu singletowego nowo zsyntezowanych
zwigzk6éw i poréwnano z tg uzyskana dla dendrymerycznej pochodnej. Sprawdzono takze
ich fototoksyczno$¢ w odniesieniu do komoérek nowotworowych i bakterii stosujac dwie
formy zwigzku (wolng i enkapsulowang w dodatnio lub ujemnie natadowanych liposomach).
Wykazano, ze tribenzodiazepinoporfirazyna enkapsulowana w liposomach efektywnie
dziala na komoérki nowotworowe w warunkach hipoksji oraz w dodatnio natadowanych
liposomach na bakterie Gram-dodatnie.

4. Heterocyclic Communications 25, 2019, 1-24 — W kolejnej pracy badano aminoporfirazyne
(porfirazyng magnezowa z peryferyjnie przylaczonymi grupami metylo(3,5-
dibromofenylometylo)aminowymi),  ktora  zsyntezowano i  scharakteryzowano
wykorzystujac spektroskopi¢ absorpcyjng Uv-vis i IR oraz emisyjng i spektroskopie mas
oraz jadrowego rezonansu magnetycznego. Badania spektroskopowe otrzymanego zwigzku
pokazaly niska wydajnos¢ do generowania tlenu singletowego i brak emisji fluorescenciji, co
sugeruje mozliwo$¢ wystgpowania innych, konkurencyjnych procesow dezaktywacyjnych.
Wiyniki i ich interpretacja przedstawione przez pania Eweling Wieczorek w cyklu publikacji

naukowych stanowigcych jej rozprawe doktorska w pelni pokazujg, ze cele pracy zostaly

zrealizowane. Praca ma logiczny uklad wytyczony przez mozliwosci syntezy poszczeg6lnych

zwigzkéw oraz wnioski, ktére krok po kroku wynikaja z niepowodzen i sukcesow w

uzyskiwaniu coraz to lepszych struktur o okreslonych wilasciwosciach fizykochemicznych.

Uwazam, ze do gléwnych osiagni¢¢ bedacych wynikiem realizacji ocenianej rozprawy mozna

zaliczy¢ (i) zsyntezowanie diazepinoporfirazyny, ktdra powstala dzieki weryfikacji strategii

syntezy i zmianie podstawnikéw styrylowych na fenylowe, co po raz pierwszy umozliwilo
syntez¢ dendrymerycznej diazepinoporfirazyny (typu G1) oraz otworzyto mozliwosci syntezy
nowych zwiazkoéw, (ii) pokazanie mozliwosci modulowania wydajnosci tlenu singletowego dla
symetrycznych diazepinoporfirazyn stosujac fluorek tetrametyloamoniowy jako czynnik
dezagregujacy, (iii) wykazanie, ze fotocytotoksycznosé niesymetrycznej
tribenzodiazepinoporfirazyny zalezy od zastosowanej formulacji, sktadu lipidow oraz st¢zenia
tlenu. Badania te pokazuja, jak szerokie jest spektrum zmiennych, ktére nalezy braé¢ pod uwage

poszukujac idealnego fotouczulacza oraz jak wiele wyzwan eksperymentalnych jest jeszcze
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przed naukowcami. Nalezy tez podkresli¢, ze kompleksowe podejscie do badar zaprezentowane
w pracy European Journal of Medicinal Chemistry potwierdza wysoki poziom
przeprowadzonych interdyscyplinarnych badaf, znakomity warsztat eksperymentalny i
umiej¢tnos¢ komplementarnego potraktowania problemu, jak réwniez zdolnos¢ zaplanowania
badan od syntezy poprzez badania podstawowe do badan biologicznych oraz konsekwentnego
rozwigzywania problemow i interpretacji wynikoéw przez paniag Eweling Wieczorek.

Z obowiazku recenzenta, chciatabym zwréci¢ uwage na pewne kwestie, ktore pojawily sie
podczas czytania pracy i poproszg o ustosunkowanie si¢ do nich podczas publicznej obrony: (i)
na rys. 1 wydaje sig, ze odpowiednim podpisem bylby — Uproszczony diagram Jablonskiego,
oraz nalezatoby doda¢ opis — wzbudzony stan trypletowy, natomiast jako uwaga merytoryczna —
przejscie migdzysystemowe powinno by¢, tak jak pozostale, przejsciem pionowym; (ii) na str. 22
i w publikacji 1 podano dwa rézne wzory stosowane do wyznaczenia wydajnosci kwantowej
fluorescencji — prosz¢ o skomentowanie réznic; (iii) jak mozna wyjasni¢ przedstawione w
publikacji 3 nieznaczne réznice w wydajnosci generowania tlenu singletowego w DMSO dla
symetrycznej diazepinoporfirazyny z podstawnikami metoksyfenylowymi bez i z dodatkiem
fluorku tetrametyloamoniowego zmniejszajacego agregacje, w odniesieniu do réznic uzyskanych
w DMF? (iv) prosze¢ zaproponowaé eksperymenty, ktore pozwolityby okresli¢, jakie drogi
dezaktywacji energii sg aktywne w aminoporfirazynie bedacej przedmiotem badan w publikacji
47

Podjeta w pracy doktorskiej pani mgr Eweliny Wieczorek tematyka byla realizowana w
ramach projektu badawczego Sonata Bis finansowanego przez Narodowego Centrum Nauki i w
ramach owocnej wspolpracy pomigdzy r6éznymi Katedrami i Zakladami Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz Centrum NanoBioMedycznym przy
Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Na dorobek naukowy Doktorantki sktadaja
si¢ 4 oryginalne prace opublikowane w specjalistycznych czasopismach z bazy JCR o
sumarycznym wskazniku impact factor 9,394. Warto doda¢, ze wyniki badan z wspoétautorstwem
Doktorantki byly prezentowane na 22 konferencjach miedzynarodowych (w tym osobiscie: 2-
krotnie jako prezentacje ustne i 10-krotnie w formie posteru) oraz na 5 konferencjach krajowych
(w tym 3-krotnie osobiscie jako prezentacje posterowe). Jako wykonawca brala réwniez udzial w
realizacji dwoch projektéw Sonata finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, odbyta dwa
staze naukowe w Instytucie Chemii Organicznej PAN i w Laboratorium Chemii Polimeréw w
Center for Biomaterials, State University of New Jersey.

Reasumujgc, pani mgr Ewelina Wieczorek w bardzo przejrzysty sposéb przedstawita cel

podjetych badan, ktory potrafita z sukcesem zrealizowaé. Wykazata sie znajomoscia zagadnien

5



teoretycznych i bardzo dobrym przygotowaniem eksperymentalnym. Rozprawa doktorska oraz
sformulowanie na podstawie badan wnioski wnosza cenne z naukowego punktu widzenia
informacje i pokazuja dobre przygotowanie pani Eweliny Wieczorek oraz dojrzatosé¢ do
samodzielnego prowadzenia interdyscyplinarnych badan naukowych.

Biorac pod uwage powyzsza oceng stwierdzam, ze przekazana do recenzji rozprawa
doktorska spetnia wymagania okreslone w art. 13 ust. 1 ,,Ustawy o stopniach naukowych i
tytule...” z 14 marca 2003 r. (z pézn. zm.), dlatego tez przedkladam Radzie Wydzial
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
wniosek o przyjecie mojej rekomendacji i dopuszczenie pani mgr Eweliny Wieczorek do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz wnioskuje o wyrdéznienie przedmiotowej pracy

doktorskie;j.



