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Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Piotra Tobiasza
Otrzymywanie, badania spektroskopowe i biologiczne azo-zwigzkdw, potencjalnych
przetfgcznikéw molekularnych do zastosowania w fotofarmakologii

Przedtozona do recenzji praca doktorska mgr. inz. Piotra Tobiasza zostata wykonana
na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Promotorem rozprawy jest dr hab. inz.
Hanna Krawczyk, prof. PW. Jej celem byta synteza oraz badania spektroskopowe
i biologiczne uktaddéw zawierajgcych ugrupowanie azowe (R-N=N-R') zdolne do zmiany
konfiguracji na wigzaniu podwdjnym pod wptywem Swiatta. Umozliwia to selektywne
generowanie aktywnej formy leku w wybranych tkankach przez ich naswietlenie swiattem
o odpowiedniej dtugosci fali i pozwala na unikniecie ogdlnoustrojowego dziatania
toksycznego leku, koncentrujgc jego aktywnosc tylko w miejscach zmienionych chorobowo.
Ze wzgledu na witasnosci fotochemiczne zwigzkéw azowych, poszukiwanie aktywnych
biologicznie analogdw i préby ich zastosowania w terapii zastugujg na uwage. Autor skupit
sie w swojej pracy na pochodnych oddziatujgcych zdomeng kolchicynowg w tubulinie. Praca
zostata przygotowana w formie tradycyjnej rozprawy. Liczy 289 stron i sktada sie z trzech
gtéwnych czesci — przegladu literaturowego, omoéwienia wynikdow badan wtasnych i czesci
eksperymentalnej. Praca zawiera rowniez krotkie streszczenie rozprawy po polsku
i angielsku. Rozprawe konczy spis literatury (214 pozycji).

Czes¢ literaturowg Autor poswiecit omowieniu koncepcji fotofarmakologii
(podstawy, projektowanie przetgcznikdow molekularnych, najwazniejsze pochodne
oddziatujgce z domeng kolchicynowg w tubulinie). Wprowadzenie napisane jest jasnym
i klarownym jezykiem. Omawiane problemy sg dobrze zilustrowane rysunkami
i schematami. Zaprezentowany przez Doktoranta materiat mozna uznaé¢ za w petni
wystarczajgcy do zrozumienia stojgcych przed Doktorantem wyzwan badawczych i dobrze
uzasadniajgcy podjetg tematyke.

Kolejny rozdziat — Badania wfasne — podzielony jest na trzy czesci poswiecone
syntezie i badaniu wtasciwosci pochodnych azowych dibenzo[b,floksepiny, chalkonu
i kolchicyny. Doktorant rozpoczat badania od syntezy pochodnych dibenzooksepiny.
Obliczenie wspodtczynnikow SCS dla szeregu pochodnych pozwolito na okreslenie wzglednej
reaktywnosci atoméw wegla w ukfadzie aromatycznym i przewidywanie preferowanej
regioselektywnosci reakcji. Co prawda podawanie wartosci przesunie¢ chemicznych
w widmach 3C NMR z dokfadnoscig do dwdch miejsc po przecinku formalnie nie jest
btedem, ale moim zdaniem nie ma wartosci analitycznej. Na stronie 92 Autor zapowiada
dalszg funkcjonalizacje zwigzku 1a przez wprowadzenie dodatkowych grup nitrowych, ale
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brakuje opisu takich syntez. Po zbadaniu reakcji z formaldehydem, Doktorant zbadat reakcje
dibenzooksepiny z pochodng bifenylu w obecnosci aldehyddéw aromatycznych otrzymujac
szereg interesujgcych pochodnych. Nastepnie, Autor otrzymat serie dimerow 9a-h
zawierajgcych grupe azowga. Zwigzek 9a reagowat z aldehydami tworzac oligomery.
Recenzent podejrzewa, ze ich rozpuszczalnos$¢ byta jednak zbyt mata, aby przeprowadzic¢
badania biologiczne. Interesujgce wyniki mogta przynies¢ reakcja sprzegania zwigzku 9a
z pochodng bifenylu, jednak spodziewanego produktu 13 nie udato sie oczysci¢. Czy
podejmowano probe forsowania reakcji w celu otrzymania zwigzku dwupodstawionego?
Taka symetryczna pochodna mogtaby miec interesujgce wtasciwosci. Na zakonczenie czesci
syntetycznej tego podrozdziatu mgr Tobiasz przeprowadzit synteze pochodnych
zawierajgcych podstawnik fluorowy.

Musze zaznaczyé, ze Autor konsekwentnie unika podawania w tekscie odsytaczy
literaturowych do syntezy substratow (m.in. brak informacji o syntezie zwigzkdéw 6 —
w czesci eksperymentalnej opisano tylko pochodne 6a,b,d). Brakuje réwniez numeracji
niektérych substratéw, a opisy podstawnikéw na schematach ograniczajg sie do podania
liter alfabetu, bez numeru zwigzku, co w niektérych przypadkach prowadzi do
nieporozumien i utrudnia odnalezienie wtasciwej pochodnej (np. na Schemacie 20 podane
sq podstawniki dla pochodnej oznaczonej jako f, tymczasem zwiazek 3f nie zawiera
podstawnikow oznaczonych jako R; na Schemacie 28 oznaczenia 16a,b nie sg zgodne
z opisem w czesci eksperymentalnej, itp.). Czytelnik ma prawo uznaé, ze numeracja atomow
w czgsteczce dibenzooksepiny przedstawiona w Tabeli 2 obowigzuje dla catego tekstu.
Tymczasem Autor dos¢ swobodnie jg zmienia — np. zwigzek 1a jest 6-metoksy-3-nitro-,
a zwigzek 1d 1-metoksy-7-nitrodibenzookseping (str. 94).

Wybrane pochodne zostaty poddane doktadnej analizie wfasciwosci
fotochemicznych. Zbadano ich izomeryzacje E—>Z z wykorzystaniem Swiatta o réznej
dtugosci fali, sktad w stanie réwnowagi oraz trwatos¢ izomeru Z. Niestety, nie obserwowano
rozdzielenia pasm przej$é elektronowych n=>1" i n>1" w widmach UV-VIS dla izomerdéw
E i Z. Przeprowadzono réwniez obliczenia dla dokowania molekularnego z tubuling. Moje
watpliwosci budzi okreslenie sktadu procentowego mieszaniny w stanie fotostacjonarnym
(Tabela 6) z doktadnosciag do dwdch miejsc po przecinku. Jest to dos$¢ absurdalne,
szczegodlnie dla niskich zawartosci izomerdw, dla ktérych sygnat w widmie °F NMR musi by¢
bliski poziomowi szumow.

W nastepnym podrozdziale, Autor zajagt sie syntezg pochodnych chalkonu
zawierajgcych grupe azowa. Mozna je otrzyma¢ w prostej, kilkuetapowej syntezie
z akceptowalnymi wydajnosciami. Na Schemacie 30, reakcja kondensacji pochodnych 19
z aldehydami 20 prowadzona jest w etanolu wobec KOH. Wedtug opisu w czesci
eksperymentalnej Autor uzywat metanolu i NaOH. Prosze o wyjasnienie, ktora wersja jest
poprawna. W Tabeli 9 troche brakuje mi pordéwnania zdolnosci izomeryzacji zwigzku
niepodstawionego (nie byt badany w pracy) z analogami funkcjonalizowanymi. Bytbym
rowniez ostrozny z formutowaniem wniosku, ze podstawniki bromowe nie wywotywaty
istotnych zmian w sktadzie ... w stanie fotostacjonarnym (str. 122) — Autor zbadat tylko jedng
takg pochodng. Wydaje mi sie réwniez, ze badanie stabilnosci fotochemicznej wytgcznie
z wykorzystaniem pomiaru absorbancji (Rysunek 36) to troche za mato, jesli myslimy
o potencjalnym wykorzystaniu takich pochodnych w terapii. Chetnie widziatbym tu pomiar
HPLC, ktéry bez watpliwosci pokazatby ewentualne produkty degradacji zwigzkdw azowych
po kilku procesach przetgczania. W przypadku pochodnych chalkonu nastepuje wyrazne
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rozdzielenie pasm przej$¢ elektronowych m=>1" i n>1" w widmach UV-VIS dla izomeréw
E i Z. Zwigzki te mozna aktywowac bezpiecznym Swiattem zielonym, a aktywne izomery
Z wykazujg duzg trwatos¢. Autor przeprowadzit rowniez szerokie badania teoretyczne
(dokowanie molekularne) i rozszerzone badania biologiczne azowych pochodnych
chalkonu, wykazujgc ich wyrazny wptyw na hamowanie podziatu komorek.

Ostatni podrozdziat poswiecony jest syntezie i badaniu pochodnych azowych
kolchicyny, zwigzku znanego ze zdolnosci do blokowania tubuliny. Rozpoczyna sie od opisu
N-deacetylowania kolchicyny, procesu znanego z literatury, niestety, nie znalaztem
stosownego odsytacza literaturowego. Jesli prezentowana metodologia rézni sie od
literaturowej, powinno to by¢ wyraZznie zaznaczone. Otrzymany zwigzek zostat poddany
reakcji z szeregiem azobenzendw, dajagc pozgdane pochodne azowe. Ulegaty one
izomeryzacji E->Z pod wptywem naswietlania swiattem o dfugosci fali ca. 505-535 nm.
Podobnie jak pochodne chalkonu, wykazujg wyrazne rozdzielenie pasm przejsé
elektronowych m=>1" i n>1" w widmach UV-VIS, wysokg fotostabilnosé i trwatos¢ izomeru
Z. Co istotne, badania biologiczne wykazaty, ze izomery Z, powstajgce po naswietleniu
probki Swiattem zielonym, wykazujg niskg toksyczno$é¢ wobec komoérek zdrowych, przy
wyraznie rosngcej cytotoksycznosci.

Do ostatniego rozdziatu — Czesci eksperymentalnej — mam najwiecej zastrzezen.
Bfadzenie jest rzeczg ludzka — nie ma tekstu bez btedéw — i na ogdt w recenzjach nie
wspominam o drobnych pomytkach. W tym przypadku jednak, niektore — powtarzajgce sie
btedy — wptywajg negatywnie na odbidr pracy przez czytelnika. Autor stosuje dosé dziwny
system opisu widm HRMS nie podajgc typu jonu, dla ktdrego zmierzono warto$é HR ([M]7,
[M+H], itp.), tylko sam wzdr sumaryczny, albo z juz dodanym atomem wodoru, albo piszgc
dodatkowo +H. Rodzi to wiele bteddw. Np. wzdér sumaryczny dla zwigzku 5b podano z juz
dodanym atomem wodoru, a dla zwigzku 6a btednie i z dodanym atomem wodoru,
i dodatkowo z +H. Takich pomytek jest duzo. W wielu przypadkach wartosci HRMS podane
sg z doktadnosciag do pieciu miejsc po przecinku — to kolejny przyktad przesady
w doktadnosci. Temperature topnienia mierzy sie dla zwigzkdw po krystalizacji i podaje
zakres temperatur, a nie jedng wartos¢. Co ciekawe, Autor podaje temperatury topnienia
dla osaddéw otrzymanych po odparowaniu frakcji z kolumny chromatograficznej (formalnie
nie sg krystalizowane), a zupetnie pomija jej zmierzenie dla zwigzkdw 21a-l, ktére zostaty
przekrystalizowane.

Kilka drobnych uwag porzadkowych i komentarzy:

- w wielu przypadkach wydajnosci reakcji byty niskie. Czy wynika to z niskiej
konwersji, rozktadu substratow / produktéw, czy moze problemdw z oczyszczaniem?

- brak opisu zwigzku 2e;

- synteza 5.5.4 (str. 192) — w opisie brakuje pochodnej bifenylu. Syntezy
analogicznych pochodnych 3 wymagaty prowadzenia reakcji nawet przez trzy tygodnie. Czy
w tym przypadku (dla zwigzkéw 4), wydtuzenie czasu reakcji nie spowodowatoby
podwyzszenia wydajnosci?

- synteza 5.5.6 (str. 207) — produkty wydzielano przez wytracanie z ekstraktu. Jak
okreslano ich czystosc?

- synteza 5.6 (str. 240) — nie podano ilosci uzytego aldehydu 20a-d.
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Podsumowujac catos¢ pracy stwierdzam, ze pod wzgledem merytorycznym nie mam
do przedstawionej pracy zastrzezen. Uwazam, ze zatozone cele zostaty osiggniete.
Doktorant opracowat synteze nieznanych wczesniej pochodnych azowych zawierajgcych
reszty dibenzo[b,floksepiny, chalkonu i kolchicyny. Przeprowadzit niezbedne badania
fotochemiczne, obliczenia dokowania molekularnego i badania biologiczne wybranych
pochodnych. Wykazat, ze izomeryzacja E->Z uktadu azowego moze by¢ skuteczng metodg
fotoaktywacji substancji aktywnych, z uzyciem bezpiecznego Swiatta zielonego. Otrzymane
pochodne majg bardzo obiecujgcg aktywnos¢ cytotoksyczng i sg bez watpienia swietng
platforma do syntezy potencjalnie uzytecznych lekdw. Znaczna czes$é, jesli nie wszystkie,
uzyskanych wynikéw zostaty juz opublikowane, co jest wynikiem godnym podkreslenia.
Musze tez podkreslié, ze pewne btedy, ktdre udato mi sie dostrzec, majg charakter gtownie
edytorski i nie wptywajg na ocene wartosci naukowej pracy. Od strony redakcyjnej btedem
jest uzycie formy bezosobowej, co w pracy doktorskiej moze rozmywac indywidualny wktad
Doktoranta w opisywane badania.

W mojej opinii przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Piotra
Tobiasza spetnia wymagania zwyczajowe i wymogi obowigzujgcej ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym. Dlatego tez wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Warszawskiej wniosek o dopuszczenie mgr. inz. Piotra Tobiasza do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Zbigniew Pakulski
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