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RECENZIJA
Pracy doktorskiej mgr Agaty Marii Pawlowskiej

pt. ” Synteza, reaktywnos¢ oraz zastosowanie fluorowanych fosfonianowych analogow

homofenyloalaniny i fenyloglicycy”

Przedstawiona do recenzji dysertacja Pani mgr Agaty Marii Pawlowskiej zostata
wykonana w Zakladzie Syntezy i1 Struktury Zwiazkéw Organicznych Wydziatu Chemii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza pod kierunkiem pani prof. UAM dr hab. Donaty
Pluskoty-Karwatki. Rozprawa dotyczy syntezy oraz badania wlasciwosci nowych
fluorowanych zwigzkow chemicznych nalezacych do grupy a-aminofosfonianow, ktore sa
analogami strukturalnymi homofenyloalaniny i fenyloglicyny. Obecno$¢ perfluorowanego
pierscienia aromatycznego w otrzymanych pochodnych pozwoli na badanie nowych
oddziatywan miedzyczasteczkowych oraz moze poprawi¢ transport komorkowy tych
zwigzkow, co do ktérych zostanie okreslona aktywno$¢ biologiczna. Gtownym bodzcem do
przeprowadzenia chemicznej syntezy zaprezentowanych w rozprawie zwigzkoéw chemicznych
byly przestanki o ich potencjalnych  wlasciwosciach  przeciwnowotworowych,
przeciwwirusowych i antybakteryjnych. Wykazanie potencjalnej aktywnosci biologicznej lub
terapeutycznej nowych zwigzkéw chemicznych jest obecnie kluczowa przestanka do podjecia
prac koncepcyjnych nad opracowaniem metody ich chemicznej syntezy. Istnieje wiele
przyktadow aktywnych zwigzkow terapeutycznych, ktorych budowa oparta jest na o-
aminofosfonianach. Majgc na uwadze potencjat aplikacyjny fluorowanych fosfonianowych
analogobw homofenyloalaniny i fenyloglicycy doktorantka poj¢ta sie¢ ambitnego celu



przeprowadzenia chemicznej syntezy oraz zastosowania otrzymanych zwigzkéw w syntezie
analogow dipeptydowych, funkcjonalizacji nanorurek weglowych (ktore moga byc
nanonosnikami dla bioczasteczek) oraz badania cytotoksyczno$ci wzgledem nowotworowych
linii komdrkowych. W ocenie recenzenta przedstawiony materiat jest bardzo obszerny, a
doktorantka przedstawila doglebng analiz¢ nie ograniczajac si¢ jedynie do syntezy, ale
probujac zastosowa¢ multidyscyplinarne podejscie do tematu badawczego wskazujac na
potencjalne zastosowanie dla syntetyzowanych przez siebie zwigzkow. Zakres tematyczny

oraz sposoOb prezentacji zastuguje na uznanie i pokazuje dojrzato$¢ naukowa kandydatki.

Rozprawa doktorska jest obszerna i na 303 stronach zawiera typowe dla tego typu
opracowan cze¢sci: wykaz stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
cze$¢ literaturowg, cel pracy, wyniki 1 dyskusje, wazniejsze osiggnigcia rozprawy,
podsumowanie i wnioski, cze$¢ eksperymentalng, literature (Ktora zawiera 302 pozycje) oraz
zalgczniki w postaci skanow otrzymanych widm NMR. Praca zostala przygotowana z
najwyzszg starannoscig, o czym swiadczy wysoka estetyka prezentacji oraz dbatos$¢ o detale.
Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje multidyscyplinarno$¢ podejscia gdzie obok wzorowo
zaprezentowanych syntez organicznych doktorantka z duza sprawno$cig prezentuje
charakterystyke spektralng otrzymanych zwigzkow, analizy otrzymanych
sfunkcjonalizowanych ~ nanostruktur  (np. analiza  mikroskopowa czy analiza
termograwitacyjna) oraz analize cytotoksycznosci. Zastosowanie elementow nanotechnologii
w postaci funkcjonalizacji nanorurek weglowych podnosi warto$¢ tej pracy wykonanej przez
osobe o przygotowaniu czysto chemicznym. Dzigki przejrzystosci poruszanie si¢ po
rozprawie nie sprawia duzych problemow, a jedynym dostrzezonym przez recenzenta
mankamentem jest fakt, nie zaprezentowania zbiorczej tabeli ze wszystkimi nowo
otrzymanymi zwigzkami. Dzigki temu tatwo mozna bytoby znalez¢ te wyniki, ktore stanowig

oryginalno$¢ pracy doktorskie;j.

Cze$¢ literaturowa wprowadza czytelnika w tematyke z zakresu fluorowanych zwigzkow
fosforoorganicznych. Doktorantka po wprowadzeniu w temat fluoropochodnych zwigzkow
organicznych i po omoéwieniu ich wlasciwo$ci przedstawia charakterystyke fosfonianow i
aminofosfonianéw bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej. Bardzo ciekawie
przedstawia aktywnos$¢ biologiczng aminofosfoniandw, wskazujac na ich wlasciwosci
przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzybiczne, chwastobojcze oraz
przeciwnowotworowe. Z opracowania mozna si¢ dowiedzie¢, ze aminofosfoniany sg rowniez
dobrymi inhibitorami szeregu enzymow takich jak: aminopeptydaza, liaza fenyloalaninowa
oraz katepsyna. Opis ten jednoznacznie wskazuje, ze a-aminofosfoniany nalezg do
interesujacej z punktu widzenia wlasciwosci terapetycznych, klasy zwigzkOw chemicznych i

zasadnym wydaje si¢ rozpoczecie prac badawczym nad ich syntezg. W dalszej cze$ci



opracowania pani Pawlowska przedstawia rozdziat opisujacy etapy chemicznej syntezy o-
aminofosfonianow  kolejno  opisujac:  addycje  nukleofilowg do  fluorowanych
iminofosforandw, reakcj¢ Kabachnika-Fields’a, redukcje iminofosfonianéw 1 oksymow.
Czes¢ literaturowa konczy bardzo interesujacy rozdziat dotyczacy funkcjonalizacji nanorurek
weglowych. Nanorurki sg nanomateriatem, ktory znajduje coraz szersze zastosowanie, dzieki
dos$¢ tatwej chemicznej funkcjonalizacji ich powierzchni. Przygotowany przez doktorantke
material dotyczacy stanu wiedzy na temat funkcjonalizacji nanorurek weglowych jest tak
dobry, ze w ocenie recenzenta mogtby stanowi¢ czgs¢ wickszego artykutu naukowego lub w
catosci jako mini artykut przegladowy. Jezeli publikacja nie bytaby mozliwg w zagranicznym
periodyku to na pewno przedstawiony material powinien zosta¢ opublikowany w jednym z
polskich czasopismach naukowych np. takich jak Biotechnologia, ktdra posiada specjalny
dziat dotyczacy bionanotechnologii. W tym miejscu chciatbym gorgco zachgci¢ autorke tego
opracowania do rozwazenia publikacji artykutu przegladowego dotyczacego funkcjonalizacji

nanorurek weglowych.

Na tym etapie oceny chciatbym poprosi¢ doktorantke o dyskusje w nastepujagcym zakresie
tematycznym:

1. atom fluoru jako bardzo elektroujemny i posiadajacy wolne pary elektronowe moze
by¢ akceptorem protonu. Tworzy oddzialywanie z atomem wodoru, ktory poprzez
spolaryzowane wigzanie jest potaczony z innym heteroatomem. Takie oddzialywania
nazywamy wigzaniami wodorowymi. W obliczu coraz szerszego wykorzystywania
organicznych zwigzkow fluorowanych obserwuje si¢ liczne przyklady wigzan
wodorowych z udziatem atomoéw fluoru. Prosze zatem doktorantk¢ o przedstawienie
krotkiej charakterystyki wigzania wodorowego z udziatem atomu fluoru i odpowiedz
na pytanie: Czy zdaniem doktorantki wigzania wodorowe tworzace si¢ z udziatem
atomu fluoru moglyby by¢ alternatywg dla tworzenia i stabilizacji struktur
drugorzedowych biopolimeréw. Prosze o przedstawienie literaturowych przyktadoéw
sity tego wigzania w zalezno$ci od atomu z jakim jest zwigzany atom fluoru oraz

przedstawienie technik pomiarowych stosowanych w badaniach wigzan wodorowych.

Dyskusja Wynikow poprzedzona jest wielowgtkowym opisem celd6w ocenianej pracy.
Doktorantka postawita sobie szereg celow do zrealizowania poczawszy od chemicznej
syntezy fluorofosfonianowych analogéw aminokwaséw poprzez wprowadzenie ich w
struktur¢ biatek, az do zastosowania ich w funkcjonalizacji powierzchni weglowych
nanorurek. W opisie celu pracy zabrakto jednak wyartykulowania hipotez badawczych, ktore

p6zniej bytyby weryfikowane doswiadczalnie przez autorke.



Chemiczng syntez¢ fluorowanych fosfonianowych analogoéw aminokwasOw autorka
rozpoczeta od syntezy aldehydu 4.4. Aldehyd ten jest kluczowym potproduktem dlatego tez
otrzymanie jego wymagalo od doktorantki duzo wysitku oraz opracowania drugiej
wydajniejszej metody gdy okazalo si¢ ze zaproponowany pierwszy szlak syntetyczny jest
niewystarczajacy. Doktorantka w do$¢ wyczerpujacy sposob wyjasnita mechanizmy i
przyczyny niepowodzen syntetycznych. Przeprowadzenie wydajnej synteza aldehydu 4.4
pozwolito, wykorzystujac procedure Kabachnika-Fields’a, otrzyma¢ 9 analogéw
perfluorowanych homofenyloalaniny (zwigzki 4.13). T¢ samg procedur¢ (jednakze po
eliminacji silnego nukleofila jakim jest NaH) zastosowano w syntezie analogow
fenyloglicyny stosujac jako substrat handlowo dost¢pny aldehyd 4.1. Tym razem autorka
otrzymata 11 fluorowanych fosfonianowych analogow fenyloglicyny (zwiazki 4.16).
Wszystkie otrzymane komponenty zostaly prawidtowo scharakteryzowane za pomocg analizy
NMR, a ich masy potwierdzone w analizie masowej. Struktury 4 analogéw
homofenyloalaniny (zwiazki 4.13b,c,d,e) i 4 analogéw fenyloglicyny (zwigzki 4.16a,b,c,f)
zostaly dodatkowo potwierdzone w monokrystalicznej analizie rentgenograficznej co

dodatkowo podnosi warto$¢ otrzymanych wynikow.

Kolejne rozdziaty przedstawiajg badania syntetyczne nad aromatyczng substytucja
nukleofilowg w pier§cieniu perfluorowanym z wykorzystaniem kolejno cysteiny, seleno-L-
cysteiny, glutationu, azydku sodu, kwasu benzoesowego oraz fenolu. Caly szereg
przeprowadzonych syntez i obserwacji pozwolil na wyciggnigcie wnioskow ogdlnych
dotyczacych wplywu rozpuszczalnika na przebieg aromatycznej substytucji nukleofilowej w
perfluorowanym pier§cieniu aromatycznym. Doktorantka udowodnita na podstawie
modelowej reakcji z etanolem, ze obecnos$¢ silnej zasady jakim jest wodorotlenek potasu

powoduje podstawienie w pierScieniu aromatycznym gléwnie w pozycj¢ para.

Zwiazki chemiczne odgrywajace najwigksze znaczenie w poszukiwaniach inhibitorow
enzymoOw posiadajg jednak w swojej strukturze wolng grupe aminowg oraz wolne
ugrupowanie fosforanowe. Dlatego autorka podjeta dzialania syntetyczne w celu usunigcia
grup blokujgcych z funkcji fosfonianowej i aminowej poprzez dealkilowanie otrzymanych
analogébw przeprowadzajac je w litowe sole fosfonianowe oraz dealkilowania za pomoca
katalitycznego uwodornienia w celu uzyskania wolnej grupy aminowej. Usunigcie grupy
blokujacej z funkcji aminowej pozwolito na wykorzystanie perfluorowanych
aminofosfonianow w syntezie wigzania peptydowego oraz otrzymanie fosfonianowych
analogéw dipeptydow. Doktorantka zastosowala zaréwno aminokwasy aromatyczny
(fenyloalanina Phe, tryptofan Trp) jak i alifatyczny (glicyna Gly, izoleucyna lle, prolina Pro).
Tworzenie wigzania peptydowego szczegdlnie stosujac nowe modyfikowane aminokwasy jest

przedsigwzieciem trudnym i1 wymaga doboru odpowiedniego czynnika kondensujacego.



Pomimo tego, ze doktorantka prawidlowo przeprowadzita proces syntezy to otrzymane
wydajnosci koncowych dipeptydéw byty niskie. W toku prac badawczych zaproponowata
mechanizm tworzenia fosfonianowych analogéw dipeptydowych oraz zidentyfikowata
obnizajacy wydajnos¢ cykliczny dipeptyd 5.20. Badania te oceniam bardzo wysoko jako
pionierski wklad w zrozumienie reakcji ubocznych podczas chemicznej syntezy wigzania
peptydowego. Napotkane przez doktorantke trudnosci podczas syntezy wigzania
peptydowego byly prawdopodobnie zwigzane z nieodpowiednim doborem czynnika

kondensujacego.

Analiza wynikéw oraz dyskusja sg zilustrowane duzg iloscig grafiki, na ktérg sktada sig: 5
schematow przedstawiajacych struktury i modele chemiczne, 41 schematow obrazujacych i
wyjasniajacych przeprowadzone szlaki syntetyczne oraz mechanizmy dyskutowane w pracy,
19 rysunkéw obrazujacych analiz¢ widm NMR, struktur krystalograficznych, widm
adsorpcyjnych, termograméw oraz analizy mikroskopowej oraz 21 tabel. Sposéb prezentacji
wynikéw pokazuje, ze doktorantka rozumie 1 potrafi wyjasni¢ zachodzace przemiany
chemiczne zardwno w zakresie preparatyki jak i mechanizmow chemicznych. Dodatkowo
wykazata si¢ znajomoscig technik stosowanych w nanotechnologii. Przeksztalcenia
chemiczne poparte sg doglebng analizg widm rezonansu jagdrowego dla jader wodoru, wegla i
fosforu. W tym miejscu nalezy doceni¢ wysitek, jaki doktorantka wlozyla w analizy
wykazujgc tym samym biegla znajomo$¢ technik NMR oraz technik masowych, ktore sg

obecnie niezb¢dnym narzedziem chemika-syntetyka.

Na zakonczenie analizy dysertacji, spelniajac obowigzek recenzenta, chcialbym zwrodcic
doktorantce uwage na nieliczne drobne btedy jezykowe oraz niedociggnigcia merytoryczne.
Nalezy stwierdzi¢, ze jest ich tak niewiele, ze w zaden spos6éb nie moga wplynaé na

pozytywng oceng rozprawy. Dla przyktadu podaje¢ tylko te najpowazniejsze:
Strony 10-12 w spisie tresci nie stosujemy skrotow

Strona 35 stwierdzenie ,,wplyw fluorowania na wlasciwosci fizyczne ...” jest niewlasciwe,

zdaniem recenzenta to atom fluoru wplywa na wtasciwosci, a nie reakcja fluorowania

Strona 36 wiersz 15, jakie wigzanie jest podatne na hydrolize 1 eliminuje fosforany w syntezie
lekow? Diestry fosforanowe i monoestry fosforanowe sa stabilne, czy doktorantka miata na
mysli wigzanie trojestrowe?

Strona 53 jest propagilowego a powinno by¢ propargilowego

Strona 85 w celu pracy brak jest numerow zwigzkow, co utrudnia czytelnikowi zorientowanie
si¢ jakg grupe zwigzkow autorka omawia



Uwaga do Wyniki i dyskusja — powinny by¢ one opisywane w pierwszej osobie gdyz sg to
wyniki wlasne doktorantki, a opis eksperymentow w stronie biernej

Strona 111 stwierdzenie prowadzenie reakcji powinno by¢ zastapione warunki
przeprowadzenia reakcji

Strona 115 nie zaprezentowano struktury zwigzku o numerze 5.2. Zwigzku tego nie udato si¢
uzyska¢ podczas katalitycznego debenzoilowania zwigzku 5.1f. Nie jest jednak jasne czy
wynikiem byto obserwowanie nieprzereagowanego substratu, czy tez w trakcie uwodornienia

powstaja produkty uboczne (zastosowany rozpuszczalnik to etanol lub octan etylu).

Strona 139 stwierdzenie potraktowanie nie jest precyzyjnym okre§leniem chemicznym czy

doktorantka miata na mysli odparowanie czy ekstrakcje lub inny proces?
Strona 142 Synteza tworzenia wigzania — albo synteza albo tworzenie

Strona 172 punkt 2 ,,ustalono najbardziej korzystne warunki syntezy” nalezy podac¢ jakie i jak
prowadzono proces optymalizacji

Nie znalaztem takze zadnych informacji, ktore $wiadczylyby, ze autorka podjeta proby
ochrony prawnej otrzymanych wynikéw naukowych. Poniewaz otrzymane nowe zwigzki
posiadaja potencjalne zastosowania biologicznego uwazam, za zasadne podjecie krokow w
celu uzyskania ochrony prawnej opracowanych rozwigzan w postaci zgtoszenia patentowego.

Bardzo prosz¢ o wyjasnienie i ustosunkowanie si¢ do tej uwagi.
Na tym etapie oceny prosze réwniez o odpowiedz na nastgpujace pytania merytoryczne:

1. w rozprawie doktorskiej pokazata Pani bardzo wydajny sposéb funkcjonalizacji
powierzchni nanorurek weglowych za pomocg perfluorowanych a-aminofosfonianéw
wskazujac jednocze$nie, ze otrzymany uklad moze by¢ wykorzystany w transporcie
lekéw do komorek nowotworowych. Rozwdj no$nikow w transporcie do jadrowym
jest obecnie waznym elementem prac naukowych, jednakze warunkiem koniecznych
jest niska toksycznosci nosnika. Bardzo prosz¢ o skomentowanie toksycznosci

nanostruktur wykonanych z nanorurek weglowych.

2. na stronie 92 i 93 doktorantka opisuje problemy z katalitycznym uwodornieniem
zwigzku 4.3 do zwiazku 4.4. W konsekwencji decyduje si¢ na alternatywne
rozwigzanie poniewaz podczas katalitycznego uwodornienia powstaje cata seria
produktéw ubocznych. Produkty te zwigzane sg z zastosowaniem jako medium reakcji
alkoholu etylowego lub octanu etylu. Czy wedtug autorki zmiana rozpuszczalnika na

rozpuszczalnik aprotyczny spowoduje eliminacje produktow ubocznych?



Szeroka i ambitna tematyka badawcza, jak rowniez rzetelne przedstawienie uzyskanych
wynikow syntetycznych oraz analitycznych zaprezentowanych w dysertacji pozwala mi
stwierdzi¢, ze Pani mgr Agata Maria Pawlowska w pelni osiggngta poziom naukowy
wymagany do uzyskania tytutu naukowego doktora nauk chemicznych. Po lekturze rozprawy
jestem przekonany, ze jest ona sprawnym eksperymentatorem ktory rozumie potrzebe

multidyscyplinarnego podejscia do rozwigzywania problemu naukowego.
Za najwazniejsze oryginalne osiggni¢cia naukowe Autorki uznaje:

1. opracowanie szlaku syntetycznego i przeprowadzenie syntezy fluorowanych
fosfonianowych analogow fenyloglicyny (zwiazki 4.13) oraz
homofenyloalaniny(zwigzki 4.16)

2. przeprowadzenie badan nad aromatyczng substytucjg nukleofilowa w perfluorowanym
aromatycznym pier§cieniu fosfonianowych analogach aminokwasow (okreslenie

wpltywu rozpuszczalnika w tych reakcjach)

3. opracowanie metody dealkilacji w celu otrzymania fluorowanych kwaséw
fosfoniowych

4. synteza fosfonionowych analogéw dipeptydéw oraz identyfikacja i wyjasnienie
mechanizmu tworzenia ubocznego produktu cyklicznego 5.20

5. Przeprowadzenie niekowalencyjnej i kowalencyjnej funkcjonalizacji powierzchni
nanorurki wegglowej za pomocg fluorowanych a-aminofosfonianow

6. wykazanie, ze fluorowane a-aminofosfoniany wykazaja aktywno$¢ cytotoksyczng oraz
niska toksyczno$¢ co powoduje ze sg dobrymi kandydatami do dalszych badan nad

nowymi lekami przeciwnowotworowymi.

Na podstawie wykonanej analizy przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej pod
tytutem ,,Synteza, reaktywnos¢ oraz zastosowanie fluorowanych fosfonianowych analogow
homocysteiny i fenyloalaniny” autorstwa pani mgr Agaty Marii Pawlowskiej Sstwierdzam, ze
spelnia ona wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z p6z. zm.).
Nalezy zaznaczy¢, ze zostala przygotowywana pod opiekg promotora, i stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego W zakresie chemii organicznej oraz nanochemii.
Kandydatka zaprezentowata szeroka wiedzg¢ teoretyczng w dziedzinie oraz praktyczne
umiejetnosci przeprowadzajgc opisane w rozprawie syntezy organiczne, funkcjonalizacje

nanorurek oraz analiz¢ cytotoksyczno$ci, co poprawnie udokumentowata. W zwigzku z



powyzszym wnioskuje¢ do Rady Wydzialu Chemii UAM o dopuszczenie kandydatki do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

W opinii recenzenta praca doktorska pani mgr Agaty Marii Pawlowskiej jest opracowaniem
wyrdzniajacym si¢ ze wzgledu na szeroki zakres tematyczny oraz wykorzystanie
nanotechnologii. Multidyscyplinarno$¢ podej$cia do tematu oraz duza determinacja i
pomystowos¢ autorki w rozwigzywaniu probleméw naukowych sklania mnie do ztozenia

wniosku do Rady Wydziatu Chemii UAM o wyrdznienie tej pracy doktorskiej.

Z powazaniem

p .‘%my %mfgdyg

dr hab. Marcin K. Chmielewski



