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wSyntezy chiralnych pochodnych selenoorganicznych o potencjalnej
aktywnosci antyoksydacyjnej i antynowotworowej”
Zlozonej przez Panig magister Anne Laskowskg w celu uzyskania stopnia
naukowego doktora nauk chemicznych

Recenzowana rozprawa doktorska Pani magister Anny Laskowskiej zostata
przygotowana w Katedrze Chemii Organicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu. Promotorem rozprawy jest Pan prof. dr hab. Jacek
Scianowski a Promotorem pomocniczym Pani dr Agata J. Pacuta-Miszewska.

Pan prof. dr hab. Jacek Scianowski jest specjalistay w dziedzinie chemii selenu.
W  szczegdlnosci jego zainteresowania naukowe dotycza metodologii
otrzymywania i transformacji chemicznych polaczen selenoorganicznych, ich
stereochemii oraz aktywnosci biologiczne;.

Recenzowana rozprawa doktorska miala na celu otrzymanie oraz badania
aktywnosci antyoksydacyjne;j i przeciwnowotworowe;j zwigzkow
selenoorganicznych posiadajacych stereochemicznie zdefiniowane podstawniki w
sasiedztwie atomu selenu.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie 63 stronicowej dysertacji.
Zawiera ona réwniez kopie pigciu opublikowanych prac ktérych Pani magister
Anna Laskowska jest wspotautorka i ktore stanowig podstawe merytoryczng
dysertacji oraz wymagane o$wiadczenia wspotautorow okreslajace ich udziat ww.

publikacjach.
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Cala rozprawa zostata podzielona na 11 czesci. Sg to w kolejnosci: 1) Streszczenié
w jezyku polskim, 2) Streszczenie w jezyku angielskim (Summary in English), 3)
Wprowadzenie do rozprawy doktorskiej, 4) Cel pracy, 5) Spis publikacji
stanowigcych podstaweg rozprawy doktorskiej, 6) Omdwienie publikacji
wchodzqcych w sktad rozprawy doktorskiej (sq tu przedstawione publikacje [P1-
5/), T) Podsumowanie, 8) Literatura, 9) Wyksztatcenie i osiggniecia naukowe, 10)
Publikacje wchodzgce w skiad rozprawy doktorskiej oraz 11) Oswiadczenia
wspolautoréw publikacji. Lektura powyzszych rozdzialow pracy pozwolita
recenzentowi na zapoznanie si¢ z celami i uzasadnieniem podjetych badafi, ich
znaczeniem w odniesieniu do danych literaturowych, wynikami badaf wiasnych
wraz z podsumowaniem oraz bibliografig. W pierwszej czesci dysertacji
(Streszczeniu) autorka w zwiezly sposob przedstawia wyniki swoich badan.
Czytelnik dowiaduje si¢ z niej iz, otrzymata ona 70 nowych polaczen
selenoorganicznych z czego az 63 to czasteczki chiralne. Pierwsza otrzymang
grupg zwigzkéw byly N-podstawione benzizoselenazolony z posrod ktorych
pewne N-2-hydroksy-1-indanylowe pochodne o konfiguracji (S) atomu wegla C1
cechowaly si¢ znaczacg aktywnoscig przeciwnowotworowa wobec ludzkich
komorek nowotworowych raka piersi MCF-7 oraz biataczki promielocytowej HL-
60. Inna otrzymana N-trans-2-hydroksy-1-indanylowa pochodna oprécz duzej
aktywnosci wobec komoérek HL-60 byla rowniez nietoksyczna wobec
nienowotworowych komorek $rédblonka zyly pepowinowej HUVEC.
Doktorantka zwigkszyta spektrum aktywnosci przeciwnowotworowej tego
zwigzku poprzez wprowadzenie dodatkowej grupy fenylowej przy atomie selenu.
Szczegolnie interesujacym aspektem pracy ktdry autorka stusznie podkresla byto
otrzymanie nowej grupy p-karbonylofenyloselenidow posiadajacych grupe
estrowg w pozycji orfo do atomu selenu. Reprezentujacy te polaczenia O-(-)-
mentylo-2-((2-oksopropylo)seleno)benzoesan wykazat aktywnosc
przeciwutleniajagca podobna do Troloxu. W omawianym fragmencie pracy
znalaztem pewne skroty myslowe i uproszczenia. Pierwszym jest uzycie liczby

pojedynczej w odniesieniu do peroksydazy glutationowej (GPx). Tak naprawde
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warto pamietaé, iz peroksydazy glutationowe to grupa strukturalnie powigzanych
ze soba enzymo6w ktorych fizjologiczna rola polega na redukcji nadtlenku wodoru
(i innych organicznych nadtlenkéw) do wody oraz alkoholi. Innym uproszczeniem
jest stwierdzenie iz cyt.: ,Nadmierna produkcja reaktywnych form tlenu (ROS)
powoduje niekontrolowang proliferacje i apoptoze komorek.”. Warto pamigtac, iz
nadmierna produkcja ROS nie zawsze prowadzi do niekontrolowanej proliferacji
czy apoptozy. Sg bowiem inne scenariusze loséw komorek o podwyzszonym
poziomie ROS. Naleza do nich min. wejscie na drogg ferroptozy lub nekroptozy.
Nastepne dwie czesci pracy to Wprowadzenie do rozprawy doktorskiej oraz Cel
pracy. Dyskutowane s3 w nich problemy zwigzane z fizjologiczng rolg oraz cyklem
katalitycznym GPx, znaczeniu organicznych potaczen selenu jako biomimetykow
GPx oraz roli stereoizomerii w chemii medycznej. Schemat 3 oraz informacje ze
strony 4 w jednoznaczny sposob pozwalajg czytelnikowi na zapoznanie si¢ z
celami badan doktorantki oraz rodzajami selenoorganicznych pochodnych nad
ktorych otrzymywaniem pracowata. Byly to chiralne N-podstawione
benzizoselenazole (oznaczone symbolem B), diselenidy (oznaczone symbolem C),
N-podstawione ~ fenyloselenidy (oznaczone symbolem D), chiralne N-
sfunkcjonalizowane p-karbonyloselenidy (oznaczone symbolem E) oraz [-
karbonyloselenidy z grupg estrowg (oznaczone symbolem F). Bez watpienia te pig¢
typoéw zwigzkow to strukturalnie spojna grupa organicznych potgczen selenu. W
petni zgadzam sie z postawiong przez doktorantke hipoteza, iz sg one ciekawymi
obiektami dla badai biologicznych w aspekcie aktywnosci przeciwutleniajacej i
przeciwnowotworowej. Kolejne 37 stron zawiera streszczenie pigciu publikacji
stanowiacych podstawe dysertacji doktorskiej. Same publikacje przeszly juz oceng
Edytoréow oraz Recenzentéw. Uwazam, ze nie ma wigc potrzeby ich ponownej
recenzji. Jako pierwsze autorka przedstawia streszczenie publikacji przegladowe;
z Arkivoc. Publikacja podsumowuje ostatnie 12 lat badan nad chemig zwigzkow,
nanoczastek oraz polimeréw selenoorganicznych w aspekcie ich aktywnosci
przeciwutleniajacej, aktywnosci biologicznej, zastosowan medycznych 1

przemystowych. Oprécz zwigzkéw, nanoczgstek i polimeréw omowione zostaty
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rowniez metody analityczne stosowane do badania aktywnosci przeciwutleniajacej
potgczen selenoorganicznych. Nie mam watpliwosci, iz zgromadzenie prac
oryginalnych, zapoznanie si¢ z nimi oraz napisanie na ich podstawie pracy
przegladowej dato doktorantce szerszy poglad i spojrzenie na jej whasne badania i
ich wyniki. Uwazam, ze omawiana praca przegladowa doskonale uzupelnia i
wspllgra z pracami oryginalnymi doktorantki. Streszczenie pierwszej pracy
oryginalnej (z Materials z 2022 roku) przedstawia dwu etapowg procedure
otrzymywania 13 chiralnych benzizoselenazolonéw 37a-50a oraz ich
przeksztatcenia w diselenidy 37b-50b. Zwiazki 37a-50a oraz 37b-50b zostaly
otrzymane z dobrymi wydajnosciami 45-95% i 46-93%. Budowe enancjomeréw
43a oraz 44a udalo si¢ potwierdzi¢ w fazie stalej za pomocg rentgenografii
strukturalnej monokrysztatléw. Wiasciwosci przeciwutleniajgce otrzymanych
czasteczek badata doktorantka z wykorzystaniem techniki NMR metoda Iwaoki
(,DTT™Y/DTT*”). Najwyzsza aktywnoscia cechowaly si¢ formy enancjomeryczne
benzizoselenazolonéw 43a oraz 44a oraz diselenidow 47b/48b i 49b/50b. W
przypadku zwigzkow 43a oraz 44a ich znaczace wiasciwosci przeciwutleniajace
dobrze korelowaly z aktywnoscig przeciwnowotworowa wobec komérek raka
piersi MCF-7 oraz leukemicznych HL-60. Nie zaobserwowano dla nich jednak
wplywu stereochemii na aktywnos¢ (obydwie formy enancjomeryczne
wykazywaty =~ poréwnywalne  wartosci  ICsp). Najwyzszg  aktywno$é
przeciwnowotworowa w serii benzizoselenazolon6w wykazaty natomiast zwiazki
47a 1 49a ktore byty tylko nieco bardziej aktywne od diastereoizomeréw 48a i 50a.
Zwigzki 47a/48a i 49a/50a ustgpowaly znacznie aktywnoscig przeciwutleniajaca
pochodnym 43a/44a wigc ich aktywnos$¢ przeciwnowotworowa zdaje sie nie by¢
bezposrednio zwigzana i aktywno$cia przeciwutleniajagca. W  przypadku
diselenidow 37b-50b zastanawiajgcym jest brak ich aktywnosci (z wyjatkiem 39b)
wobec komérek MCF-7. Byé moze jest to zwigzane, jak chce doktorantka, z
brakiem obecnosci w czasteczkach 37b-50b wigzania Se-N. Biorac jednak pod
uwagg wyjatek dla zwigzku 39b tlumaczenie to pozostawia pewne watpliwosci.

Najwazniejsza konkluzjg omawianego fragmentu pracy jest stwierdzenie, iz
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podstawnik hydroksybutylowy i hydroksyindanylowy przytgczone do atomu azotu
szkieletu benzizoselenazolonu lub diselenidu to obiecujace farmakofory w
aspekcie aktywnosci przeciwnowotworowej. Mam dwie uwagi dotyczace tego
fragmentu pracy. W tabelach 2 i 3 brak jest danych ICs dla ebselenu i jakiegos
szeroko stosowanego leku przeciwnowotworowego (DOX lub cisPt) oraz czasu
inkubacji komérek ze zwigzkami. Druga uwaga dotyczy koficowki zdania ze
strony 29 cyt.: ,,... w dalszych modyfikacjach z optymalng interakcjg lek-
bialko/enzym”. O jakie konkretnie ,biatko/enzym” autorce tu chodzi? Celem
nastepnej publikacji (RSC Advances) ktérg streszcza doktorantka bylo ustalenie
ewentualnych  zaleznosci miedzy obecnodcia w  czgsteczkach — grupy
fenyloselenidowej a aktywnoscig przeciwutleniajgcg i przeciwnowotworowg. W
tym celu otrzymata ona 5 par enancjomerycznych fenyloselenidow (zwiazki o
symbolach 53-62) oraz cztery diastereoizomery 63-66. Procedura syntezy
obejmowata dwa etapy. Pierwszy polegat na otrzymaniu benzizoselenazolonéw
37a-50a ktore nastepnie na drodze reakcji z bromkiem fenylomagnezowym byly
przeksztatcane w fenyloselenidy 53-66. O ile wydajnosci pierwszego etapu si¢galy
nawet 92% (dla zwigzku 62) o tyle reakcja otwarcia pierScienia przebiegata w
najlepszym wypadku z wydajnoécia 51% (dla diastereoizomeru 63). Tu pytanie:
czy doktorantka  zastanawiata si¢ jak  stereochemia cyklicznych
benzizoselenazolonéw 37a-50a wplywa na przebieg reakcji z bromkiem
fenylomagnezowym? Taki wplyw jest chyba odzwierciedlony chocby poprzez
roznice w wydajnosci dla produktéw 63-66. Aktywnos¢ przeciwutleniajacy
otrzymanych pochodnych byla badana za pomocg testu Iwaoki oraz DPPH.
Wykazaly one, iz fenyloselenidy N-trans-2-hydroksy-1-indanylu 65/66 sa
najefektywniejszymi przeciwutleniaczam z posréd wszystkich badanych
zwigzkéw. Jednak —aktywno$¢ ta nie korelowata z  aktywnodcia
przeciwnowotworowg poniewaz przedstawione w Tabeli 4 wartosci ICso dla 65/66
byly relatywnie wysokie (83,38 pM (MCF-7, 65), 69,50 pM (HL-60, 65) 63,75
uM (MCF-7, 66), 55,45 pM (HL-60, 66)). Znaczaco wieksza aktywnos¢ wobec
komorek linii MCF-7 wykazal natomiast izomer cis 64 (ICso = 16,65 uM). Co
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jeszcze bardziej zastanawiajace byl on praktycznie nieaktywnym wobec

zawiesinowych komoérek biataczkowych HL-60 (ICso > 150 uM). Wszystko to jest
bardzo ciekawe i rodzi pytania o mechanizm dziatania badanych polaczeri na
poziomie komérkowym a w szczegdlnosci ich wptywu na cykl komérkowy i profil
proteomiczny. Zgadzam si¢ z doktorantka, iz wprowadzenie fragmentu N-
indanylowego zwigksza aktywno$¢ przeciwutleniajaca. Jednoczesnie nie zupelnie
koreluje si¢ to z aktywnoscig przeciwnowotworowa. Streszczenie kolejnej
publikacji (Materials z 2024) opisuje otrzymywanie i badania biologiczne
chiralnych N-sfunkcjonalizowanych B-karbonyloselenidéw 68-81 zawierajacych
zwigzane z atomem selenu ugrupowanie 2-oksopropylowe. Autorka
zoptymalizowata opisang przez Zhanga i wspétpracownikéw metode syntezy tych
potaczen. Kluczowym intermediatem w tych procesach byt selenid 67. Podobnie
jak we wezesniej omawianych publikacjach réwniez i w tej autorka podjeta
wysitek oceny aktywnosci przeciwutleniajgcej wszystkich otrzymanych potaczen.
W tym celu zastosowata ona metode Iwaoki oraz DPPH. W pierwszej najbardziej
efektywnymi okazaty si¢ cis selenidy 78/79 oraz trans selenidy 80/81. Natomiast
w metodzie DPPH to zwiazki 70/71 byly najaktywniejsze. Co istotne aktywnosé
ta koreluje si¢ z faktem, iz 70/71 wykazaly réwniez najwiekszg aktywno$é
przeciwnowotworowg wobec komérek linii MCF-7 oraz HL-60. Zbiezno$é ta nic
Jest przypadkowa. Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na fakt, iz enancjomer 78
(najaktywniejszy w tescie Iwaoki) wykazywat poréwnywalng ze zwiazkiem 70 i
71 aktywno$¢ przeciw komérkom MCF-7 i nizszg wobec HL-60. Byt on réwniez,
mniej aktywnym od 70/71 przeciwutleniaczem w tescie DPPH (ICso = 0,89 mM
dla 70/71 i 2,51 dla 78). W mojej ocenie fakt ten troche komplikuje petne
zrozumienie mechanizmu aktywno$ci biologicznej omawianych zwigzkéw.
Streszczenie ostatniej pracy (Molecules z 2024) dotyczy otrzymywania i badafi
biologicznych serii 14 B-karbonylowofenylowych selenidéw posiadajgcych grupe
o-estrowg z podstawnikami alkilowymi i arylowymi w tym grupe terpenylowa.
Wprowadzenie grupy estrowej polegato na reakcji chlorku kwasowego 67 z

odpowiednim alkoholem. Z poér6d otrzymanych na tej drodze biblioteki zwiazkéw
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achiralny ester 84 wykazal si¢ najwieksza aktywnoscia w tescie Iwaoki. Tes}t
DPPH wykazal natomiast, iz to terpenylowa pochodna 89 charakteryzuje si¢
najwicksza aktywnoscig wychwytywania wolnych rodnikéw. Byta ona podobna
do aktywnoséci wykazywanej przez Trolox. Jest to interesujaca obserwacja
wskazujaca w tym konkretnym kontekscie na znaczenie przeciwutleniajgce
wywodzacej sie ze zrodet naturalnych grupy terpenylowej. Z posrod pozostatych
chiralnych polgczen najwicksza aktywnosc zmiatania wolnych rodnikéw w tescie
DPPH wykazaly estry z grupg (sec)-butylowa 90/91. Niestety aktywnosc¢
przeciwnowotworowa otrzymanych estrow nie pokrywala si¢ z ich aktywnoscia w
tescie DPPH bowiem dwa najaktywniejsze estry 82 i 86 wykazaly gorsze
aktywnosci w tecie DPPH. Dodatkowo ich aktywno$¢ byla rowniez wyraznie
mniejsza od oksaliplatyny. W tym aspekcie mam matg uwage, w tabeli 9 na stronie
42 autorka nie podata bledéw statystycznych dla wartosci ICs oksaliplatyny. Po
przeanalizowaniu danych biologicznych z tabeli 10 wypada zgodzi¢ si¢ z autorka,
iz pochodne z grupa o-metylobenzylowa o konfiguracji (S) wykazuja troche lepsza
aktywno$é antyproliferacyjng od izomeréw o konfiguracji (R). Jest to jednak raczej
tendencja niz bardzo znaczacy efekt. Nalezy tez zgodzi¢ sie z autorka, iz komorki
linii HL-60 wykazuja wieksza podatnoé¢ na dziatanie selenidow niz komorki
MCF-7. Mozna to wytlumaczyé faktem iz te pierwsze sa komorkami
zawiesinowymi a drugie adherentnymi. W kolejnym podrozdziale dysertacji
doktorantka w sze$ciu punktach wymienia osiggnigcia swoich prac. Nie bedg ich
wszystkich ponownie tutaj wymienia¢. Stwierdzg jednak iz rozwingta ona chemie
polaczen selenoorganicznych, otrzymata znaczaca liczebnie biblioteke zwiazkow
oraz zgromadzita dla niej pokazny zasob danych o znaczeniu biologicznym. To sg
konkretne, wymierne i nowatorskie rezultaty prac badawczych. Kolejne czgsci
rozprawy to Literatura, Wyksztalcenie i osiggniecia naukowe, kopie publikacji
oraz O$wiadczenia wspotautoréw publikacji. Do dysertacji zalaczono plyte CD z

rozprawa.
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Po zapoznaniu si¢ z dysertacjg doktorska Pani magister Anny Laskowskiej
jestem przekonany, Ze jest ona doswiadczonym i wnikliwym eksperymentatorem,
zdolnym do samodzielnego prowadzenia badan naukowych w dyscyplinie
naukowej nauk chemicznych. Przedstawiony w rozprawie doktorskiej dorobek
publikacyjny Pani magister Anny Laskowskiej obejmuje az 11 publikacji.
Wszystkie sg z listy Filadelfijskiej. Prace oryginalne w RSC Advances 2023, 13,
14698 (IF = 3,9), Materials 2022, 15, 2068 i 2024, 17, 899 (IF = 3,1), Molecules
2024, 29, 2866 (IF = 4,2) oraz przegladowa w Arkivoc 2023, v, 212 (IF =0,9) sg
merytoryczng podstawg recenzowanej dysertacji. Pozostate 6 publikacji, a sa to
prace w Proceedings 2019, 41, 22, Materials 2020, 13, 661, Symmetry 2021, 13,
302, New. J. Chem. 2022, 46, 20053, Phosphorus, sulfur, and silicon 2023, 1 99(1),
58 i Phosphorus, sulfur, and silicon 2023, 199(1), 2 nawigzujg do tej tematyki. Co
nalezy podkresli¢ doktorantka jest tez wspotautorkg zgloszenia patentowego (V-
alkilowe sole kwasu 2-(karboksyamido)-benzenoseleneniowego oraz sposéb ich
wytwarzania. P.431055). Pani magister Anna Laskowska prezentowata wyniki
swoich badan w formie komunikatéw ustnych na trzech konferencjach. Byta
wspotautorka trzech innych komunikatéw oraz trzech wykladéw wygloszonych
podczas migdzynarodowych konferencji naukowych. Jest tez wspotautorkg 28
posterow prezentowanych podczas krajowych oraz zagranicznych zjazddow,
konferencji i workshopéw. Pani magister Anna Laskowska byla beneficjentkg
programu NAWA PROM dzigki ktoremu odbyta miesieczny staz zagraniczny w
zespole prof. C. Santiego (Uniwersytet w Perugii, Wiochy). Doktorantka byta
cztonkiem Komitetéw Organizacyjnych dwéch konferencji (65 Zjazdu PTChm,
2023 i WSeS-11, 2024). Obydwa te wydarzenia mialy miejsce w Toruniu.
Doktorantka byta beneficjentkg czterech grantéw dla miodych naukowcow oraz
grantu Grants4NCUSStudents. Jest tez ona laureatkg nagrody za najlepszy poster
naukowy ktorg otrzymata w 2024 roku podczas WSeS-11 w Toruniu.

Podsumowujac, stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska

spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku ,Prawo o
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szkolnictwie wyzszym i nauce” [Dz.U. z 2018 r. poz. 1668, z pézn. zm.] i

whnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani magister Anny Laskowskiej
do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Whioskuje réwniez o wyrdznienie recenzowanej pracy. Wniosek uzasadniam
faktem, iz doktorantka wniosla znaczacy wklad w rozwdj biologicznie-

orientowanej chemii selenoorganiczej. Jest ona w chwili obecnej jedng z niewielu

Y olsl

prof. dr hab. Konrad Kowalski

specjalistek w tej dziedzinie w naszym kraju.

prof. dr hab. Konrad Kowalski
Katedra Chemii Organicznej,
Wydziat Chemii, Uniwersytet todzki
ul, Tamka 12, 91-403 Lédz
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