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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Anny Laskowskiej zatytutowanej
»Synteza chiralnych pochodnych selenoorganicznych o potencjalnej aktywnosci
antyoksydacyjnej i antynowotworowej".

Praca zostata wykonana w Katedrze Chemii Organicznej Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, pod kierownictwem prof. dr hab. Jacka
Scianowskiego.

Zespdt, w ktérym prowadzita swoje badania Pani mgr Anna Laskowska ma
ugruntowang renome i posiada na swoim koncie znakomity dorobek w dziedzinie chemii
monoterpenéw oraz istotne osiggniecia w zagadnieniach otrzymywania i zastosowan
zwigzkéw siarko- i selenoorganicznych. W obszarze zwiaszcza tych ostatnich swoje badania
orientowata doktorantka. Zasadniczym celem prac Pani mgr Laskowskiej byto zaprojektowanie
i synteza zwigzkéw selenoorganicznych o wysokim potencja redoks, a jednoczesnie niskiej
toksycznosci dla zdrowych komérek, co otwieratoby perspektywy ich dalszych badan i
praktycznych zastosowan. Chyba nie trzeba w tym miejscu przypominaé, ze selen to
pierwiastek sladowy o kluczowym znaczeniu dla zdrowia, a jego organiczne pochodne,
selenometionina i selenocysteina (tzw. selen organiczny), charakteryzujg sie wysokg
biodostepnoécig i dziataniem prozdrowotnym. Selen organiczny, jako silny antyoksydant
pomaga chroni¢ komorki przed uszkodzeniami spowodowanymi przez wolne rodniki, a wiec
m. in. opdzZnia procesy starzenia, odgrywa istotng role w ochronie ukfadu sercowo-
naczyniowego, wspiera uktad odporno$ciowy, wptywajgc na produkcje biatych krwinek,
odgrywa ogromng role w profilaktyce wielu choréb, w tym nowotworowych. Poszukiwania
nowych pochodnych organicznych selenu jest wiec zagadnieniem bardzo aktualnym,
zwtaszcza, ze doktorantka podjeta sie otrzymywania ‘odpowiednich pochodnych w ich
enencjomerycznej postaci oraz zbadania wptywu stereochemii na aktywnos¢ otrzymanych

zwigzkow.



Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma forme spoéjnego tematycznie zbioru
pieciu publikacji w uznanych czasopismach, sktadajgcego si¢ z czterech oryginalnych
artykutéw i jednej pracy przeglgdowe;j:

e Arkivoc 2023, part v, 212-235,

e Materials 2022, 15, 2068,

e RSC Advances 2023, 13, 14698-14702,

e Materials 2024, 17, 899,

e Molecules 2024, 29, 2866,
wymieniajgc w kolejnosci zastosowanej przez autorke. W czterech pracach, poza
przeglgdowa, mgr Laskowska jest wymieniana jako pierwsza autorka. W rozprawie znalazta
sie réwniez informacja o catkowitym dorobku doktorantki (rozdz. 9.), ktéry obejmuje 6
dodatkowych opublikowanych artykutéw, 1 zgtoszenie patentowe oraz szereg komunikatow
konferencyjnych, w tym 3 bedgce ustng prezentacjg doktorantki. Jak na ten etap rozwoju
mtodego naukowca jest to dorobek catkiem okazaty.

Na spdjnosé tematyczng artykutéw, stanowigcych rozprawe, sktada sie racjonalny plan
otrzymywania mimetykéw GPX, - selenoenzymu odgrywajgcego zasadniczg role w procesach
redoks kluczowych dla funkcjonowania organizméw zywych. Doktorantka w swojej pracy
rozwaza i stosuje ré6zne modyfikacje strukturalne oraz bada ich wplyw na bioaktywno$¢, co
przyczynia sie do znalezienia kombinacji cech strukturalnych pozwalajgcych na
zmaksymalizowanie biodostepnosci i efektywnosci terapeutycznej. Wychodzac z chlorku 2-
(chloroseleno)benzoilu  doktorantka  otrzymywata  kolejne  grupy chiralnych  N-
funkcjonalizowanych selenoorganicznych pochodnych w postaci benzizoselenazol-3(2H)-
ondw, dieselenidéw, fenyloselenidéw, B-karbonylofenyloselenidébw a takze O-
funkcjonalizowanych B-karbonylo-fenyloselenidéw. \Wszystkie nowe 2zwigzki opisane w
poszczegdlnych pracach poddawane byty analizie ich wiasnosci antyoksydacyjnych z uzyciem
procedury lwaoki (z wykorzystaniem 'H NMR) lub metody wychwytywania rodnikéw 2,2’-
difenylo-1-pikrylhydrazylu (DPPH; z wykorzystaniem spektrofotometrii). Zbadano tez ich
aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do dwoch linii komérkowych, tj. biataczki HL-60 oraz
raka piersi MCF-7, dzieki wspétpracy z Uniwersytetem Medycznym w t.odzi.

Zatgczone w pracy artykuly, wraz ze szczegétowymi materiatami uzupetniajacymi,
opatrzono wprowadzeniem (rozdz. 3.) dotyczgcym znaczenia zwigzkéw selenoorganicznych,
ich zastosowah w syntezie organicznej oraz jako' terapeutykow w wielu réznych
dolegliwosciach i schorzeniach. Przedstawiono jak przebiega mechanizm obnizania poziomu
niekorzystnych dla organizmu reaktywnych form tlenu poprzez redukcje z udzialem GPx.
Omoéwiono role stereochemii w aktywnosci biologicznej zwigzkéw oraz podano przyktady
aktywnych mimetykéw GPx. Pod koniec autorka zasygnalizowata w kierunku jakich
modyfikacji zmierzaty jej plany syntetyczne, ktére skonkretyzowata w rozdziale 4.



W rozdziale 6. dysertacji znalazto sie omowienie wynikow stanowigcych podstawe
rozprawy doktorskiej, ktére byty jednoczesnie przedmiotem opublikowanych prac. Znajdujgca
sie w zbiorze przedstawionych publikacji praca przeglagdowa z Arkivoc stanowi rodzaj
wprowadzenia, przedstawiajgc aktualny stan wiedzy o potencjale antyoksydacyjnym m. in.
organicznych pochodnych selenu, przyblizajgc stosowane procedury badania wiasnosci
antyoksydacyjnych oraz opisujgc znane | stosowane w medycynie przykfady
selenoorganicznych antyoksydantéw, w 'tym ebselen i jego modyfikacje, roézne typy
diselenidow oraz innych pochodnych selenoorganicznych.

Oméwiony w podrozdziale 6.2. artykut z Materials (2022) dotyczy syntezy i badania
wiasciwosci serii.chiralnie N-podstawionych benzizoselenazol-3(2H)-onéw w postaci obu
enencjomeréw oraz nastepczo otrzymanych diselenidow. Podstawowa réznica w
potencjalnych wtasciwosciach obu tych grup zwiazkéw wynika z réznicy energii reaktywnego
wigzania Se-N (193 kJ/mol) w benzizoselenazolonach i Se-Se (172 kJ/mol) w diselenidach.
Doktorantka zbadata, jak to wptywa na potencjat antyoksydacyjny obu tych grup i jak mozna
byto oczekiwaé, nieco wieksza aktywnos¢ wykazaty diselenidy, zwtaszcza podstawione
objetosciowg grupg 2- hydrosyindanylowa, zwtaszcza odpowiedni diastereomer frans. Poza
tym przyktadem, w przypadku badania potencjatu redoks stereochemia zwigzkéw nie miata
znaczenia, natomiast niewatpliwie zaznaczyta ona swdéj wptyw na wtasciwosci cytotoksyczne
zwigzkoéw. Byly one oznaczane dla linii komérkowych ludzkiej biataczki promielocytowej HL-
60 oraz raka piersi MCF-7. Wartosci ICso badanych benzizoselenazolonéw generalnie byty
nizsze dla izomerow o konfiguracji (S) na atomie wegla potgczonym z selenem. Najwiekszy
potencjat antyproliferacyjny wobec obu linii komérkowych wyznaczono dla N-[(1S,2R)-cis-2-
hydroksy-1-indanyl]-1,2-benzizoselenazolonu, aczkolwiek konfiguracja na weglu C2 nie miata
az tak istotnego wptywu. Natomiast diselenidy zasadniczo okazaty sie duzo mniej aktywne i
tylko wobec komérek biataczki HL-80. Najaktywniejsze byty te, ktére posiadaty grupe OH na
weglu  sagsiadujgcym z C1  ((S)-hydroksybutylowy i oba enancjomery trans-
hydroksyindanylowe). Enancjomer (R,R) diselenidu trans-hydroksyindanylowego okazat sie
selektywnym antyproliferantem, nietoksycznym wobec zdrowych komérek.

Przedstawiony w Kkolejnym podrozdziale pracy pomyst modyfikacji dotychczas
otrzymanych pochodnych poprzez wprowadzenie do ich struktury ugrupowania
fenyloselenidowego raczej nie spetnit oczekiwan. Procedure transformacji otrzymanych
wczesniej benzizoselenazolonéw a takze wyniki badania aktywnosci otrzymanej serii
chiralnych fenyloselenidéw zdokumentowano w artykule do RCS Advances (2023). Pewnym
uzupetnieniem bylo w tej publikacji zastosowanie do oznaczania potencjatu
antyoksydacyjnego testu wychwytywania rodnikéw 2,2’-difenylo-1-pikrylhydrazylu (DPPH),
poza uzywanym juz wezesniej testem Iwaoki. Niestety w tej drugiej metodzie wszystkie badane
fenyloselenidy okazaty sie stabymi antyoksydantami w poréwnaniu z ebselenem. W tescie



rodnikowym wyniki byty nieco lepsze, a najskuteczniej dziatat produkt z chiralng grupg 2-
hydroksyindanylowg na azocie. Szkoda, ze nie poréwnano jego skutecznosci z innymi
znanymi $rodkami. Aktywno$¢ cytotoksyczna testowanych pochodnych generalnie byta
niewielka, stosunkowo najlepiej wypadt zwigzek z podstawnikiem 2-hydroksyindanylowym o
geometrii cis, wobec komérek raka piersi MCF-7.

Kolejng modyfikacjg strukturalng zastosowang przez doktorantke byto wprowadzenie
na atom selenu podstawnika z tlenem, a dokladnie 2-oksopropylowego. Uzyskanie
zadowalajacej wydajnosci wymagato racjonalnej optymalizacji, w ktorej kluczowe okazaty sig
warunki wytworzenia karboanionu atakujgcego selen. Odpowiednig procedurg syntezy oraz
badania witasciwo$ci serii otrzymanych par enancjomerycznych B-karbonyloselenidow
przedstawiono w artykule w Materials (2024). Aktywno$¢ przeciwutleniajaca serii otrzymanych
produktéw w teécie lwaoki byta zasadniczo poréwnywalna i przyblizona do aktywnosci
ebselenu. Okazato sie, ze w przeciwienstwie do podstawnika fenylowego, funkcjonalizacja
selenu grupa 2-oksopropylowg sprzyja aktywnosci antyutleniajgcej. Uzyskane wyniki wydajg
sie tez podkreslaé pozytywny wptyw obecnosci grupy OH w podstawniku na azocie. Najwyzszy
potencjat wyznaczono dla acetoselenidu z podstawnikiem cis-2-hydroksyindanylowym. W
tescie z wylapywaniem rodnika DPPH najbardziej aktywny okazat sie produkt z grupg 1-
hydroksy-2-butylowg na atomie azotu. Oba enancjomery tego zwigzku wykazaty sig tez
najwyzszym potencjatem przeciwnowotworowym wobec obu uzytych linii komérkowych. W
omawianej pracy znalazto sie tez zbiorcze poréwnanie aktywnosci cytotoksycznej wszystkich
otrzymanych przez doktorantke grup selenomimetykdéw. Wyrazne réznice w aktywnosci
pojawity sie zwtaszcza wobec raka biataczki HL-60 i uktadaty sie w szeregu: diselenidy > B-
karbonyloselenidy > benzizoselenazolony, przy wtasciwie braku aktywnosci fenyloselenidow.
Aktywnosci wobec MCF-7 byty poréwnywalne z Oksaliplatyng (poza fenyloselenidami).

Zachecona wynikami acetoselenidéw doktorantka postanowita sprawdzic, jak wptynie
wymiana funkcji amidowej na estrowa. Opracowana metoda syntezy oraz analiza wtasciwo$ci
otrzymanych zostata opublikowana w artykule w Molecules (2024). Test Iwaoki wykazat
niesatysfakcjonujgcg aktywnos¢ antyutleniajgca tych produktow, poréwnywalng z
fenyloselenidami. Wyniki testu z wychwytywaniem rodnika DPPH byty bardziej obiecujgce,
zwlaszcza dla odpowiednich estréw mentolu i 2-butanolu. Ogélnie w tym tescie pochodne o-
estrowe dziataty nieco lepiej niz analogiczne pochodne o-amidowe. Badania cytotoksycznosci
generalnie daty mierne wyniki, nieco tylko lepsze niz odpowiednie fenyloselenidy z grupa
amidowa.

W rozdziale 7. dysertacji doktorantka dokonuje podsumowania uzyskanych wynikéw
ze wskazaniem najbardziej aktywnych zwigzkéw w poszczegolnych testach. Na podkresienie
zastuguje fakt, ze do aktywnosci przeciwnowotworowej niezbedne okazato sie wystepowanie

odpowiedniej funkcji amidowej w czasteczce oraz, ze niezaleznie czy mowa o



bezizoselenazolonach, diselenidach, B-karbonyloselenidach czy jedynym aktywnym
fenyloselenidzie, korzystne byto wystepowanie na azocie podstawnika z grupg hydroksylowa
przy weglu C2.

Wymienione prace stanowig istotny wkiad w rozwdj chemii zwigzkéw
selenoorganicznych. Uzyskane wyniki majg nie tylko charakter badan podstawowych, ale
zawierajg roéwniez pewien potencjat aplikacyjny. Wszystkie publikacje zostaty juz poddane
kompetentnej analizie recenzentéw w czaéopismach i pozytywnie ocenione, dlatego pod
wzgledem merytorycznym rola recenzenta tej rozprawy jest znaczaco utatwiona.

Mam jednak kilka uwag do przygotowanych opiséw poszczegoélnych etapoéw badan.

e Na str 36, w Tabeli 7. przedstawiono wyniki analizy wiasnosci cytotoksycznych
selenidéw B-karbonylowych. Omawiajac wyniki autorka podkreslita te uzyskane dia
pochodnych 1-hydroksy-2-butanowych, ale moim zdaniem te z grupg 2-
hydroksyindanylowg tez nie powinny by¢ pomijane. Tym bardziej, ze w innych pracach
podkreslano korzystny wpltyw tego podstawnika.

e Czy zwigzek 86 byt otrzymany i badany jako racemat? Czy nie brata Pani pod uwage
formy enancjomerycznej? Zwtaszcza, ze okazat sie on jednym z dwoch, ktére
wymieniono, jako aktywne cytotoksycznie.

e W podsumowaniach na str. 45 pkt 3c autorka uzyta sformutowania ,zaleznosé
chiralnosci od aktywnosci” — chodzi oczywiscie o zaleznoS¢ odwrotng. Natomiast w
pkcie 4 pisze o otrzymaniu ,pochodnych z rusztowaniami alkilochiralnymi i chiralnymi”
— a to jakas réznica?

e Chciatam tez zapyta¢, czy doktorantka potrafi wyjasni¢, dlaczego w badaniach
potencjatu antyutleniajgcego wyniki z obu testéw sie nie pokrywaty? Dlaczego rézne
zwigzki okazywaly sie aktywne w zaleznosci od uzytego testu?

Zauwazytam tez kilka niedociggnie¢ edytorskich w tekscie:

e Mechanizm redukcji na str. 26 (Schemat 6) narysowany troche ,hiezrecznie” — w opisie
DTT™d utleniany jest za pomoca zwigzku 52, a na rysunku sg jakby w ,przeciwprgdzie”.

e Btedna numeracja zwigzkéw w tytule Tabeli 2, str. 28, oraz Tabeli 3. str. 29.

o Na str. 35, btednie odwotano sie do danych z Tabeli 8, a powinno by¢ z Tabeli 6.

e Na str. 40 pochodnej N-mentylowej benzizoselenazolonu przypisano btednie nr 7.

e Struktury na rys. 7. Nie majg przypisanych konkretnych numeréw

Uwagi te nie wptywajg na mojg jednoznacznie pozytywng ocene rozprawy doktorskiej
mgr Anny Laskowskiej. Podjety temat jest wazny i aktualny. W pracy wykorzystane zostaty
odpowiednie narzedzia badawcze. Wktad doktorantki w otrzymanie opisanych rezultatéw jest
znaczny (petni role pierwszej Wspétautorki), jasno sprecyzowany. Musiata sie¢ ona wykazac



umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia ambitnych badan oraz wnikliwoscig w analizie i
interpretacji uzyskanych wynikéw eksperymentalnych.

Ze wszystkich tych wzgledow stwierdzam, iz oceniana praca doktorska spetnia wymogi
okreslone w art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”
(Dz. U. z 2023 r., poz. 742) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Anny Laskowskiej do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk chemicznych, w
dyscyplinie nauki Sciste i przyrodnicze.



