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RECENZJA

Pracy doktorskiej pana mgr. Tomasza Cierpiala
p-.t.: ,Fluorowe i selenowe analogi sulforafanu — synteza i badanie aktywnoSci
przeciwnowotworowej”
Przedstawiona Radzie Naukowej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych w Lodzi

celem uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych.

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja pana mgr. Tomasza Cierpiata zostata wykonana w
Zakladzie Chemii Heteroorganicznej CBMM w Lodzi pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Piotra
Kietbasinskiego. Promotorem pomocniczym rozprawy jest dr inz. Piotr Lyzwa z tego samego
Zaktadu. Praca poswiecona jest syntezie i badaniu aktywnosci przeciwnowotworowej fluorowych i
selenowych analogéw sulforafanu (SFN).

Wiele roslin bada sie pod katem wykorzystania ich jako potencjalnego zrédta zwiazkéw o
aktywnosci przeciwnowotworowej. Specjalng role odgrywaja rosliny z rodziny krzyzowych do
ktorych naleza miedzy innymi brokuty, brukselka czy wasabi. Wykazano, ze spozywanie tych roslin
redukuje ryzyko zachorowania na raka, a wysoki potencjal przeciwnowotworowy i efekt
chemoprewencyjny ro$lin krzyzowych zwiazany jest z duza zawartoscia obecnych w nich
glukozynolanéw. Biologicznie aktywne izotiocyjaniany sa elementem mechanizmu obronnego roslin i
powstaja z glukozynolanéw w wyniku ich Kkatalitycznego rozkladu za pomoca mirozynazy.
[zotiocyjaniany tworza si¢ takze w procesie trawienia roslin krzyzowych w przewodzie pokarmowym.
Naturalne izotiocyjaniany takie jak np. sulforafan, selektywnie hamuja wzrost komorek
nowotworowych in vivo i indukuja ich apoptoze, charakteryzujac si¢ przy tym niska toksycznoscia.
Badania dotyczace syntezy i aktywnosci biologicznej analogéw SFN znajduja si¢ w waznym nurcie
badan majacych na celu znalezienie zwiazkow, ktére beda charakteryzowaly si¢ wyzsza niz SFN
aktywnoscia przeciwnowotworowa. Cel rozprawy zostal precyzyjnie sformutowany. Realizacja
programu badan wymagata od Doktoranta biegtosci w syntezie organicznej i w chemii medycznej oraz

dobrego opanowania warsztatu eksperymentalnego.



Na podkres$lenie zastuguje pokazny dorobek naukowy Doktoranta. Jest wspétautorem pigeiu
artykutow wydanych w prestizowych czasopismach zagranicznych (Eur. J. Med. Chem., PLOS Okne,
ChemMedChem, Tetrahedron: Asymmetry, J. Mol. Catal, B Enzym.) o wysokich wspétczynnikach
wplywu (IF = 2,65-3,49). Prace opublikowane w Eur. J. Med. Chem., PLOS One oraz w
ChemMedChem, w ktorej doktorant jest pierwszym autorem, s zwiazane z tematyka rozprawy
doktorskiej. Pan mgr Tomasz Cierpial jest takze wspodtautorem jednego patentu i zgloszenia
patentowego (zwiazanych z tematyka rozprawy) oraz 11 komunikatéw zaprezentowanych na
konferencjach krajowych. Doktorant byt kierownikiem projektu badawczego wiasnego finansowanego
przez NCN oraz wykonawca w trzech innych projektach finansowanych z réznych zrédet.

Uktad i opis pracy jest typowy dla dysertacji doktorskich. Praca liczy 181 stron
ponumerowanych, z ktérych 59 zajmuje wprowadzenie i czgs¢ ogolna (literaturowa), 55 badania
wlasne z podsumowaniem wynikow badan, reszt¢ stanowi czgs$¢ eksperymentalna wraz z literatura
cytowang (206 pozycji). W pracy zamieszczono spis dorobku naukowego Autora oraz streszczenie w
jezyku polskim i angielskim. Pod wzgledem edytorskim praca wydana jest estetycznie, a widoczne w
niej niedociagniecia sa ewidentnie efektem presji czasu podczas finalizacji rozprawy. Liczba uchybien
zwiazanych z nieprawidlowa, moim zdaniem nomenklatura zwigzkéw organicznych i bledami
edytorskimi nie przekracza $redniego poziomu porzadnej pracy doktorskiej. Uwazam natomiast, ze
mankamentem rozprawy jest brak w podsumowaniu szerszej rekapitulacji wynikow badan
biologicznych zajmujacych znaczng cz¢$¢ pracy.

7 zainteresowaniem przeczytalem cze$é ogélna rozprawy poswigcona sulforafanowi i jego
zmodyfikowanym analogom. Zawarty tam material mimo, ze nie ma charakteru wyczerpujacego
przegladu, odzwierciedla aktualny stan wiedzy w tej dziedzinie i jest dobrym wprowadzeniem do
badan wilasnych doktoranta. Przedstawiony przeglad bytby spdjniejszy gdyby do tej czesci whaczy¢
fragment poswiecony izoselenocyjanianom. Moje zastrzezenia budzi natomiast sposdb opisu
zwiazkow fluoroorganicznych. Zostat potraktowany hastowo, wiadomosci tam zamieszczone mozna
znalez¢ w podreczniku do chemii nieorganicznej lub chemii lekow, a jedynym tacznikiem z praca
autora jest to, ze jego gldbwnym bohaterem jest fluor. Uwazam, ze krétki fragment opisujacy znaczenia
fluoru w chemii medycznej mégtby réwnie dobrze znalez¢ si¢ w badaniach wlasnych.

Opis badan wilasnych zostat przedstawiony przez Doktoranta w sposob komunikatywny. Nie
stawiam przed soba zadania szczegbtowego omoéwienia wynikow badan przedstawionych w rozprawie
doktorskiej pana mgr. Tomasza Cierpiata poniewaz duza czg$¢ z nich zostala zweryfikowana
publikacjami w renomowanych czasopismach.

Na podstawie analizy aktywnosci opisanych w literaturze pochodnych sulforafanu Doktorant
zalozyl, ze swoje poszukiwania ograniczy do syntezy takich analogédw, w ktoérych centralny atom
siarki oddziela od grupy izotiocyjanianowej czterocztonowy i pigciocztonowy nierozgateziony tacznik
weglowy. Majac na uwadze, ze obecnos¢ atomoéw fluoru i selenu w wielu zwigzkach organicznych

wplywa na wzrost ich aktywnosci biologicznej, Doktorant postanowil wprowadzi¢ te pierwiastki do



otrzymywanych zwiazkéw. Badania wlasne podzielono na trzy czesci. W pierwszej, najobszerniejszej
opisano metody syntezy analogéw SFN, w ktorych grupe metylowa przy centralnym atomie siarki o
réznym stopniu utlenienia zastapiono alkilowymi lub arylowymi podstawnikami fluoroorganicznymi.
Do syntezy analogéw Autor zastosowat dwie strategie. Kluczowe w tych $ciezkach syntetycznych
sulfidy otrzymano w reakcji alkilowania polifluoroalkilo/arylo tioli handlowo dostgpnymi N-(w-
bromoalkilo)ftalimidami. Lacznie otrzymano 13 sulfidow. Poddano je hydrazynolizie, a otrzymane
aminopochodne, w wigkszo$ci bez wyodrebniania, przeksztatcono w reakeji z tiofosgenem lub DPT w
izotiocyjaniany — pochodne sulfidow. Utlenienie sulfidéw kwasem m-chloroperbenzoesowym
(mCPBA) dato docelowe polifluorowane pochodne sulforafanu z umiarkowanymi lub wysokimi
wydajno$ciami (alternatywnie aminopochodne najpierw utleniono, a potem przeksztalcono w
izotiocyjaniany). Inna strategia polegata na utlenieniu pochodnych sulfidéw z grupa aminowa
zabezpieczona grupa ftalilowa za pomoca mCPBA, hydrazynolizie otrzymanych analogow
sulfinylowych do aminopochodnych i syntezie docelowych izotiocyjanianéw w reakcji z tiofosgenem
lub DPT (wyniki badan opatentowano). Mimo, ze zaprojektowane nowe zwiazki otrzymano przez
analogie do metod opisanych w literaturze, nie umniejsza to w Zaden sposéb tworczej roli autora w
tych syntezach. W mojej opinii ,sztuka syntezy” nie polega jedynie na znajdywaniu nowych
metodologii (co przy postepie syntezy organicznej jest coraz trudniejsze), ale réwniez na umiejgtnosci
zaadaptowania istniejacych metod do wlasnych potrzeb.

Doktorant podjat takze proby stereoselektywnego utlenienia sulfidowych analogéw izotiocyjanianow
do sulfinylowych pochodnych, niestety bez pozytywnych wynikow. Reakcje zachodzily
niestereoselektywnie albo, jak w przypadku stosowania peroksydaz, nie obserwowano tworzenia
produktu utlenienia. Sukcesem zakonczylo si¢ natomiast rozszczepienie czterech racemicznych
sulfinylowych pochodnych na antypody optyczne za pomoca semipreparatywnej, wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej HPLC z chiralng faza stala. Konfiguracj¢ absolutng krystalicznych
izotiocyjanianéw (R)- i (S)-TC-8b oraz ich ftalimidowych prekursoréw (R)- i (S5)-TC-5a
potwierdzono za pomocg analizy rentgenograficznej. Cieklym enenancjomerom TC-8a konfiguracje
przypisano na drodze korelacji chemicznych, a dla zwiazku TC-8c¢ autor sprytnie wykorzystat
dichroizm kotowy do skorelowania konfiguracji enancjomeréw tego zwiazku z konfiguracjami
okreslonych wczesniej (R)- i (S)-TC-8b.

Autor wiaczyl si¢ takze w badania metodologiczne dotyczace metod okre$lania
cytotoksycznosci wykonywane przez Zespol profesora Chilmonczyka z Narodowego Instytutu Lekow.
Efektem wspotpracy byt artykut opublikowany w Plos ONE.

W Zaktadzie Biologii Komorki NIL okreslono cytotoksyczno$¢ in vitro w stosunku do linii
komoérkowych czerniaka (MALME-3M) trzech par optycznie czynnych fluorowanych
izotiocyjanianéw TC-8a, TC-8b i TC-8c. Nie wnikajac w szczegdly, obserwowano wyzsze lub
zblizone do (R)-SFN cytotoksycznosci. Uzyskane wyniki wskazuja réwniez na to, ze w

przeciwienistwie do sulforafanu, brak jest korelacji pomiedzy konfiguracja absolutna a aktywnoscig



biologiczna otrzymanych pochodnych. Sugeruje to odmienny od sulforafanu mechanizm dziatania
fluorowanych izotiocyjanianéw (wyniki badan opublikowano w Eur. J. Med. Chem). Wstgpne wyniki
badan pozostatych, otrzymanych przez Doktoranta fluorowanych analogéw SFN w stosunku do linii
komérkowych MALME-3M i gruczolaka piersi (MDA-MB-231) wykazaly, ze ich cytotoksycznos¢
byla znacznie wyzsza niz referencyjnego (R)-SFN. Szczeg6lnie aktywny w stosunku do linii MDA-
MB-231 byt zwiazek TC-81 (ICso = 0,57 pM; (R)-SFN, ICsp = 23,06 pM). Potwierdza to teze Autora,
ze inkorporacja atoméw fluoru do analogéw SFN wplywa w istotny sposob na wzrost ich aktywnosci
cytotoksyczne;j.

W drugiej czesci Doktorant zajal si¢ synteza i analiza aktywnosci fluorowych pochodnych
sulforafanu, w ktorych grupe -NCS zastapiono grupa izoselenocyjanianowa. Inspiracja do podjecia
tych badan byta znana z literatury, wyzsza niz naturalnego SFN, cytotoksyczno$¢ takiego
izoselenocyjanianowego analogu SFN w stosunku do komorek nowotworowych. Wprowadzenie
grupy izoselenocyjanianowej do docelowego analogu wymagato zastosowania odmiennej strategii.
Autor opart si¢ na precedensach literaturowych. Wykorzystat otrzymane przez siebie sulfidy o-
aminoalkilo-polifluoroalkilo/arylowe i przeksztalcil je w dwuetapowej reakeji (takze w wersji ,,one-
pot”) najpierw z mréwczanem etylu w odpowiednie formamidy, ktére w reakcji z elementarnym
selenem daly pozadane w-izoselenocyjanianoalkilowe pochodne sulfidow. Zsyntezowano osiem
nieopisanych dotad pochodnych. Proby przeksztatcenia sulfidow w pochodne sulfinylowe zakonczyly
si¢ niepowodzeniem. Sukces przyniosta zmiana strategii. Otrzymane wczesnie sulfinylowe -
aminoalkilopochodne przeksztalcono w warunkach reakcji PTC w izonitryle, ktore z elementarnym
selenem daly z wysokimi wydajnosciami docelowe sulfinylowe pochodne izoselenocyjaniandw.
Otrzymano cztery nowe, zroznicowane strukturalnie izoselenocyjanianowe analogi SFN. Szkoda, ze
Doktorant w swoich rozwazaniach nie wziat pod uwage mozliwosci wykonania takich syntez w
warunkach PTC w wersji ,,one-pot” (J. Zakrzewski i wsp., Synthesis 2016, 48, 85).)

Otrzymane analogi poddano ocenie na aktywnos¢ przeciwnowotworowa w stosunku do dwoéch
linii gruczolaka piersi (MCF-7 i MDA-MB-231), a analogi sulfinylowe takze w stosunku do linii
komérkowej MALME-3M. Wszystkie pochodne, z wyjatkiem jednej, charakteryzowaty Si¢ Wyzsza
selektywnoscia (SI > 3) oraz wyzsza cytotoksycznoscia w stosunku do komorek nowotworowych w
poréwnaniu z SFN. Efektem tych dziatan jest artykut opublikowany w ChemMedChem.

Kolejnym logicznym celem Autora byla synteza selenidéw — fluoroorganicznych analogow
sulforafanu z czteroweglowym lacznikiem, w ktérych grupe sulfinylowa zastapiono selenem. Autor
otrzymat kluczowe selenidy 4-(N-ftalimido)butylo-fluoroarylowe wedtug zmodyfikowanej procedury
literaturowej w reakcji bromkéw aryloselenomagnezowych z N-(4-bromobutylo)ftalimidem. Poddat je
hydrazynolizie, a otrzymane aminopochodne, przeksztatcit w standardowy sposob w reakcji z
tiofosgenem w docelowe izotiocyjaniany. Trzy nieopisane dotad selenidy otrzymano z
umiarkowanymi wydajnosciami. Dwa z nich zbadano pod katem aktywnosci przeciwnowotworowej

na linii komérkowej MALME-3M i MDA-MB-231. Wstepne wyniki wskazuja, Ze maja one lepsza od



(R)-sulforafanu aktywnos¢ w stosunku do linii komérkowej gruczolaka piersi. Szczegolnie silne
dziatanie wykazywal zwiazek oznaczony symbolem TC-24a (po 72 h inkubagcji: ICso = 5,69 uM; (R)-
SFN, ICsy = 26,02 uM). Selenidy miaty takze lepsze od SFN aktywnosci w stosunku do linii
komorkowej MALME-3M.

Na zakoriczenie chciatbym sie podzielié jeszcze kilkoma uwagami na temat przeczytanego tekstu:

1) Zauwazylem w rozprawie pewna ilos¢ btedow (z ktérych wybrane wymieniam: s. 42 bis-tioamidy
zamiast bis-tiomoczniki; s. 95 kataliza dwufazowa zamiast Kataliza przeniesienia migdzyfazowego) i
uchybien edytorskich. Brakuje zwyczajowo zamieszczanego w pracach wykazu stosowanych skrétow.
Niepoprawne jest moim zdaniem uzywanie przez autora okreslenie ,chemioprewencja” zamiast
.chemoprewencja”. W wielu schematach przy opisach reakcji pojawiaja si¢ indeksy dolne lub gérne
zamiast normalnego tekstu. Niektore skroty nazw czasopism sa podane nieprawidtowo. Uwazam, ze
stosowanie w badaniach wtasnych dwoch réznych numeréw dla tego samego zwiagzku (jednego z
czesci ogolnej, drugiego z badan wiasnych) nie jest najszczesliwszym pomystem (s. 75: ,,Alyssin” 68 i
TC-9b; 4-izotiocyjanianoheksan-2-on 52 i TC-10a).

2) Schematy reakcji zamieszczone w pracy (oczywiscie poza wzorami zwiazkéw bioracych udziat w
przedstawionych transformacjach) ograniczaja si¢ wylacznie do pokazania uzytych reagentéw. Brak
jest szczegotdéw opisujacych warunki syntezy oraz wydajnosci poszczegdlnych przemian (trzeba ich
szukaé w czeéci eksperymentalnej). Korzystne byloby tez powiazanie w kilku miejscach schematow
syntez z rysunkami otrzymanych zwigzkow.

3) Mechanizm utlenienia sulfidow do pochodnych sulfinylowych za pomoca mCPBA jest chyba
znany, a umieszczenie Schematu 55 na stronie 70 jest nieporozumieniem poniewaz juz wcze$niej
(Schemat 49 i 50) taka reakcja utleniania zostata przez Autora opisana.

4) Czym podyktowany byt wybér tiofosgenu vs DPT do syntezy izotiocyjanianow.

5) W pracy zamieszczono dwukrotnie ten sam schemat - raz jako Schemat 65 (s. 105), na nastgpnej
stronie za$ jako Schemat 66 (s. 106).

6) Schemat 66 (s. 106) przedstawia synteze docelowych izotiocyjanianéw oznaczonych symbolem
TC-24. Transformacje te zachodza via pochodne TC-20, TC-21, TC-19 i TC-23. Opis syntezy
umieszczony w tekscie urywa si¢ na omowieniu otrzymywania zwiazkéw TC-19. Ciag dalszy syntez
natomiast jest, nie wiadomo dlaczego, kontynuowany na Schematach 68 i 69.

7) Wykres aktywnosci Sulforafanu 1 w stosunku do linii komérkowej] MALME-3M podano raz jako
Rysunek 18 (s. 88), a drugi raz jako Rysunek 34 (s. 111). Analogicznie wykres aktywnosci SFN 1 w
stosunku do linii MDA-MB-231 pokazany jest jako Rysunek 22 (s. 89), a drugi raz jako Rysunek 31 (s.
110).



8) Cze$é eksperymentalna dysertacji jest opisana czytelnie. Brakuje jednak temperatur topnienia
krystalicznych zwiazkéw. Nie znalaztem takze w czeéci eksperymentalnej opisu referencyjnych
izotiocyjaniandw, o ktérych Autor wspomina w badaniach wiasnych.

Oméwione w recenzji osiagniecia pana mgr Tomasza Cierpiata skladaja si¢ na spdjny i
ciekawy projekt badawczy. Nalezy podkresli¢ trafnos¢ i aktualnos¢ podjetej tematyki badawczej, a
uzyskane wyniki badan maja istotne znaczenie poznawcze w projektowaniu nowych lekéw o dziataniu
przeciwnowotworowym. Mialem okazj¢ recenzowa¢ interesujaca i dobra prace doktorska, a
przytoczone wyzej uwagi maja wylacznie charakter formalny lub polemiczny i w niczym nie
umniejszaja waloréw naukowych rozprawy, ktéra oceniam wysoko z merytorycznego punktu
widzenia.

7 pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
spetnia warunki stawiane przez ustawe o stopniach i tytule naukowym i o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z 14 marca 2003r z pozniejszymi zmianami i wnosz¢ do Rady Naukowej Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych w Lodzi o dopuszczenie pana mgr. Tomasza Cierpiata do
dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, majac na wzgledzie wysokie walory poznawcze przedstawionej do recenzji
rozprawy, spojng interpretacje wynikow oraz duzy jak na rozprawe doktorska dorobek naukowy

Doktoranta, zwracam si¢ z dodatkowym wnioskiem o wyréznienie powyzszej pracy.




