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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Justyny SNIECHOWSKIEJ,
zatytutowanej
”Synteza i badania strukturalne modyfikowanych porfirynoidéw”

Rozprawa doktorska mgr inz. Justyny Sniechowskiej dotyczy syntezy, badan
strukturalnych i biologicznych porfirynoidow. Ze wzgledu na wiasciwosci spektrosko-
powe oraz obecnos¢ porfiryn i porfirynoiddw w przyrodzie, stanowig one wazng
grupe zwigzkdéw i budzg zainteresowanie badaczy z réznych dziedzin. Dotyczy to
takze wszelkich pochodnych syntetycznych i analogéw. Nalezy dodaé, ze sama
Natura wybrata niektore uktady tego typu (np. hem i chlorofil) do petnienia kluczowej
roli w waznych dla zycia procesach na poziomie molekularnym.

Praca jest serig pieciu publikacji, w ktorych Doktorantka pojawia sie jako
wspofautorka. Zostata wykonana w Centrum Badan Molekularnych i Makromole-
kularnych Polskiej Akademii Nauk w t.odzi, a promotorem rozprawy jest prof. dr. hab.
Marek Potrzebowski. Miesci sie ona w szerokim spektrum zainteresowan promotora.
Praca plasuje sie w trzech obszarach: syntetycznym, badan strukturalnych i badan
biologicznych. Tak zresztg zadeklarowata Autorka na poczatku rozprawy. Zamiesz-
czone w dysertacji publikacje poprzedza miedzy innymi wprowadzenie do tematyki,
opis niektérych technik badawczych, sformutowany cel i zakres pracy oraz omowie-
nie wynikéw, stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej. Jest jeszcze streszczenie
pracy (w jezyku polskim i angielskim) i Przedmowa, ktéra nie doczekata sie juz
miejsca w Spisie tresci, zamieszczonym na str. 4. Na koncu sg oswiadczenia
wspotautoréw, dotyczace ich udziatow w publikacjach. Zdaniem recenzenta, w takich
przypadkach powinien by¢ uzgodniony i okreslony procentowy udziat wszystkich
autorow. A tak nie jest; sposrdd 11 wspoétautorow tylko jeden podat to w ten sposéb.

Obiektami badawczymi wybranymi przez Doktorantke byty trzy rodzaje w/w por-
firynoidéw, a doktadniej: (a) 5,10,15-tris(pentafluorofenylo)korol, (b) fluorowane chlo-
ryny oraz (c) okso-spirochloryny. Zwigzki byty otrzymane przez Autorke, ktora
nastepnie poddata je szczegétowej analizie strukturalnej. Gtéwnym narzedziem
badawczym byta spektroskopia NMR w cieczy i ciele statym. Wybor tematyki, a takze
narzedzi badawczych uwazam za wtasciwy, trafny i wystarczajgcy na prace
doktorskg. Wachlarz metod eksperymentalnych, dodatkowo wspartych w niektérych
miejscach obliczeniami teoretycznymi, jest bardzo szeroki.

W Rozdziale 3 Autorka przyblizyta Czytelnikowi obszar rozpatrywanych w pracy
zagadnien, tzn. omowita wybrane najciekawsze metody syntezy koroli i chloryn.
Nalezy podkresli¢, ze swobodnie porusza sie w tematyce porfirynowej. Dalej
poswiecita kilka stron spektroskopii NMR ciata statego jako technice badawczej,
bardzo istotnej z punktu widzenia tej rozprawy. Ta technika instrumentalna jest
powszechnie stosowana przez Doktorantke do prowadzenia badan strukturalnych.



To fakt znaczacy, bo jeszcze jaki$ czas temu mozna byto tatwo policzyé struktury
tego typu rozwigzane i opisane w literaturze. Dziato sie tak ze wzgledu na trudnosci
w otrzymaniu odpowiedniej jakosci krysztatow. | tak pozostato do dzisiaj. Stosunkowo
pozno Autorka sformutowata cele i zakres pracy (na str. 28).

A gtowne cele pracy koncentrowaty sie na:
e po pierwsze, zaprojektowaniu, syntezie i funkcjonalizacji trzech rodzajéw makro-
cyklicznych zwigzkéw tetrapirolowych (praktycznie wszystkie to fluoropochodne);
e po drugie, szczegotowej analizie strukturalnej otrzymanych zwigzkéw, w tym zba-
daniu procesdéw dynamicznych (tzn. rotacji pierscieni w pozycjach mezo);
e po trzecie, analizie wtasciwosci spektralnych i fotochemicznych fluorowanych chloryn
w kontekscie aktywnosci biologicznej.
Musze jednak stwierdzi¢, ze Autorka nie sformutowata ich w sposob zwiezty. Niepo-
trzebnie zaopatrzyta objasnieniami i dodatkowymi informacjami, ktére i tak pojawiajg
sie w innych czesciach pracy. A tu spowodowaty w pewnym sensie rozmycie tych
zamierzen w tekscie.

Badania otwierajg studia nad 5,10,15-tris(pentafluorofenylo)korolem. Doktorant-
ka zaobserwowata tworzenie sie komplekséw supramolekularnych gosé—gospodarz
dla w/w korolu z roznymi czgsteczkami rozpuszczalnika. Odpowiedni dobor uktadu
gosé—gospodarz (korol-rozpuszczalnik) okazat sie by¢ bardzo dobrg metodg otrzy-
mywania chiralnych krysztatéw dla tego typu zwigzkéw (ktére charakteryzujg sie
matg wartoscig energii racemizacji). Chiralnos¢ potwierdzita za pomocg dichroizmu
kotowego. Jest to bardzo efektowny fragment badan, zwtaszcza ze dla porfirynoidow
odnotowano tylko nieliczne przyktady tworzenia chiralnych krysztatéw z achiralnych
zZwigzkow.

Najbardziej obszerny (i obfitujgcy w wyniki) fragment pracy dotyczy chloryn. Byty
to niesymetryczne fluorowane chloryny — z dobudowanym pierscieniem N-metylo-
pirolidyny. Gros materiatu zostata opublikowana w RSC Advances. Autorka otrzyma-
ta najpierw fluorowane w mezo-pierscieniach porfiryny, ktére nastepnie poddata
reakcji cykloaddycji z ylidem azometinowym, generowanym z odpowiedniej iminy
(otrzymanej z N-metyloglicyny i paraformaldehydu). Substrat byt podstawiony w po-
zycji B- grupg nitrowg. Docelowo pozwalato to (1) aktywowaé uktad na cykloaddycje
oraz (2) zwiekszy¢ stabilnos¢ produktu, ktéry sie nie utleniat. Z tym réznie bywa, bo
stosunkowo tatwo zamiast utleniania zachodzi eliminacja HNO:.

Otrzymane chloryny zostaty poddane szczegotowej analizie. Autorka réznymi
metodami zidentyfikowata produkty, a w widmach NMR dokonata kompletnego
przypisania przesunie¢ chemicznych. Badaniom towarzyszyty ciekawe obserwacje.
Na przyktad, za interesujgce trzeba uznacC pojawienie sie sygnatéw korelacyjnych
1H-1°F przez siedem wigzan. Doktorantka wyjasnia ten fakt, wskazujgc, ze
rozpatrywane atomy znajdujg sie bardzo blisko siebie w przestrzeni (odlegto$¢ rzedu
2.50-3.20 A; jak wynika z obliczerr DFT). A pik korelacyjny jest konsekwencjg nakta-
dania sie orbitali niewigzgcych tych atomow.

Il cze$¢ publikacji poswiecona jest dynamice pierscieni arylowych, znajdujgcych
sie w pozycji mezo pierscienia rdzeniowego. Pierscienie te ulegajg rotacji i jest to
najlepiej poznany proces dynamiczny w porfirynoidach, zaobserwowany jeszcze
przed piecdziesieciu laty. Mimo tych lat, literatura, dotyczgca powyzszego zjawiska,
w odniesieniu do chloryn, nie jest bogata. Tak wiec sam pomyst zbadania dynamiki
(czym zajeta sie Autorka) i jego realizacja sg godne pochwaty.



Doktorantka stwierdzita, ze we wszystkich chlorynach rotacja mezo-pierscieni
sgsiadujgcych z pierscieniem skondensowanej pirolidyny jest zahamowana. Jesli
pierscienie okalajgce pierscien N-metylopirolidyny majg podstawniki fluorowe w po-
zycji orto, to rotacja pozostatych dwoch pierscieni arylowych tez jest zahamowana
(chloryny 2, 4; str. 37). W chlorynach 3 i 5 — nie jest; i odpowiednie pierscienie ulega-
ja rotacji.

Dynamika byta badana w przedziale temperatur 233-353 K i 283-353 K w tolue-
nie. Wychodzac z rownania Arheniusa, Autorka obliczyta energie aktywacji rotacji dla
pierscieni arylowych w wybranej chlorynie. Wartos¢ tej energii wyniosta okoto 18
kcal/mol. Wyznaczenie Ea byto mozliwe dla fluoro-podstawionych chloryn. Kiedy tego
wewnetrznego wzorca w postaci atoméw fluoru nie byto, Autorka oszacowata tylko
entalpie swobodng (AG). Nastepnie wyznaczyta temperatury, w ktérych mozna
selektywnie wigczac¢ lub wytgczac rotacje poszczegoélnych pierscieni w chlorynach.
Jest to zdaniem recenzenta szczegdlnie ciekawy fragment badan. Podsumowujac,
Doktorantka zademonstrowata, ze niewielkie modyfikacje strukturane majg wptyw na
rotacje pierscieni arylowych; i udowodnita, ze ich dynamike mozna kontrolowaé za
pomocg temperatury.

Dalej Autorka skupita sie na poszerzeniu stosowalnosci reakcji Dielsa-Aldera,
tzn. poszukiwaniu nowych diendw. Zsyntezowata w tym celu kilka ciekawych dienéw
jakimi sg tetrazyny. Sg to dieny inne niz dotychczas stosowane, majgce odwrotne
wymagania elektronowe (IEDD-A). W badaniach wykorzystata tylko jedng pochodna,
tj. 3,6-bis(2-pirydylo)-1,2,4,5-tetrazyne. Dienofilami byty wzbogacone elektronowo 2-
amino-5,10,15,20-tetraaryloporfiryny, ktére tatwo mozna otrzymac z odpowiednich nitro-
pochodnych. Ale reakcje cykloaddycji nie przebiegaty w/g zakladanego schematu.

Jest to rozdziat bardzo frapujgcy, poniewaz wychodzgc z podstawionej 1,2,4,5-
tetrazyny Autorka, zupetnie ’niechcgcy’, opracowata metode syntezy okso-
spirochloryn z pierscieniem dihydrotriazyny. Powigzata wydajnosc¢ reakcji ze strukturg
substratbw — pozycjg i charakterem elektronowym podstawnikdw w pierscieniach
mezo-arylowych, ale takze z zawadg steryczng powodowang przez te pierscienie.
Niewatpliwie wszystkie wymienione czynniki odgrywajg wazng role. Jednak mecha-
nizm reakcji, wedtug recenzenta, jest chyba ciggle kwestig otwarts.

Dostrzegam niescistosci w zapisanym mechanizmie — przejscie od struktury B do
C (str. 76): (1) migracja protonu ma miejsce pomiedzy atomami azotu N(4) — N(2), (2)
struktura C powinna by¢ inna. | od razu jeszcze uwaga. Okso-spirochloryny nie sg
analogami chloryn. To pochodne chlorynowe o okreslonej strukturze. Podobnie jest z
bakteriochlorynami i izobakteriochlorynami (Rysunek 6, str. 20).

Ciekawie mogtoby wypas¢ poréwnanie tej reakcji z cykloaddycjg, w ktorej role
dienu bedzie petni¢ triazyna. Moze jest tu takze szansa na potwierdzenie ktoregos z
mechanizmow.

Badania zsyntezowanych chloryn obejmowaty ocene stabilnosci fotochemicz-
nej, wyznaczenie wydajnosci kwantowej generowania tlenu singletowego oraz szcze-
gotowe przebadanie wtasciwosci spektroskopowych. Pojawity sie takze badania bio-
logiczne. Grupy elektronoakceptorowe w czgsteczce, np. atomy fluoru, powodujg
spadek wydajnosci kwantowej fluorescencji. Pomimo obecnosci tych atoméw odpo-
wiednie chloryny miaty duzg wydajnos¢ kwantowg. Co wiecej, zaobserwowano, ze
zwiekszanie ilosci atoméw fluoru powoduje wzrost tej wydajnosci.

Chloryny absorbujg mocniej w tzw. oknie terapeutycznym (650 — 800 nm); niz
np. porfiryny. Jesli chodzi o wiasciwosci fotodynamiczne badanych ukfadow,
stwierdzono, ze mogg mie¢ potencjalne zastosowanie. Wykazywaty one bardzo



dobrg aktywnos¢ fotodynamiczng skierowang przeciwko bakteriom Enterococcus
faecalis i Staphylococcus aureus oraz stabszg wobec Escherichia coli. Wobec dwoch
wybranych i przebadanych grzybow byty nieaktywne.

Na stronach 50-54 Autorka podaje swoj dorobek. Jest to wiecej niz materiat
stanowigcy tres¢ rozprawy, ktory zostat opisany w pieciu oryginalnych publikacjach
naukowych w renomowanych czasopismach o cyrkulacji miedzynarodowej. Sg tam
takze zestawione komunikaty konferencyjne, przyznane stypendia i nagrody.
Zdaniem recenzenta wszystko co nie _dotyczy doktoratu nie powinno by¢ zamiesz-
czane w pracy. Przy publikacjach sg jeszcze podane wskazniki impact factor i tzw.
punkty ministerialne. To tez sg informacje 'nadmiarowe’.

| czes¢ oceny odnoszgca sie do samego tekstu, jego strony redakcyjnej,
prezentacji danych, wszelkich potknie¢ literowych i innych btedéw. Niektére uwagi
przestatem bezposrednio Autorce. W recenzji podaje tylko kilka przyktaddéw, ktore
wymagajg komentarza lub dyskusiji:
1) str. 5; wykaz skrotow: niektore skroty odnoszg sie do terminologii powszechnie
stosowanej (np. NMR, MS, IR, DMF) — mozna byto poming¢;
2) w nazwie N-metylopirolidyna: N nalezato zapisywac kursywg (w catej pracy);
3) str. 20: ’opracowanie nowych podej$¢ do syntezy’ — prosciej bytoby 'nowych metod’;
4) str. 21: nazwa fotouczulacza werteporfiny powinna by¢ podana po polsku (nie
Visudyne);
5) str. 47: 'przesuniecia chemiczne dla wegla’ (zargon); powinno by¢ ’dla atoméw
wegla’;
6) str. 70 (synteza porfiryny 6): metoda do ktérej odwotuje sie praca to metoda
Adlera-Longo, tak wiec zapis Alder et al. jest niepoprawny; ale na etapie przygotowy-
wania rozprawy doktorskiej Autorka juz nie miata na to zadnego wptywu;
7) str. 71: Doktadno$¢ przy podawaniu potozenia sygnatéw w widmach *C NMR do
0.1 ppm jest wystarczajgca. Chociaz w tym przypadku rozumiem Autorke (podata z
doktadnoscig do 0.01 ppm) — dla niektorych fluoropochodnych chloryn wszystkie syg-
naty byty widoczne (np. zwigzek 1 na str. 71); a poniewaz przesuniecia chemiczne
dla atomdéw wegla roznity sie nieznacznie, byt to sposdb na przypisanie im niezalez-
nych wartosci.
8) State sprzezenia J powinny by¢ usrednione (np. zwigzek 1, str. 71; takze zwigzek
3 na tej samej stronie). Powinny by¢ réwniez podawane z tg samg doktadnoscia, a
nie zawsze tak jest (np. dla zwigzku 4, str. 71).
9) Z niewiadomych przyczyn porzgdek podawania sygnatow w widmie *C NMR dla
zwigzku 3 (str. 71) zostat zaburzony. Podobny los spotkat wartos¢ m/z w widmie MS
(MALDI) dla zwigzku 4 (na tej samej stronie); tym razem zostata ona 'ukryta’.
10) str. 80: wydajnosci zwigzkéw 6a-d sg Zle obliczone.
11) str. 80: Trudno jest mi uwierzy¢ w multiplet pochodzgcy od jednego protonu roz-
ciggajacy sie w przedziale 7.07-7.48 ppm (zwigzek 6¢). Oczekiwatbym tez krotkiej
dyskusji w trakcie obrony dotyczgcej pojawienia sie bardzo duzej statej J w zwigzku
6b; J =27.9 Hz.
12) Wiele potknie¢ w spisie literatury jest wynikiem dziatah 'copy-paste’. W odsyta-
czach [99] i [100] zaskutkowato to nawet zmiang nazwiska samej Autorki.

Reasumujgc, zawarte w recenzji uwagi krytyczne nie zmieniajg mojej pozytyw-
nej oceny pracy doktorskiej. Wyznaczone na poczatku cele zostaty osiggniete.
Autorka wykorzystata duze spektrum metod spektroskopowych przy ustalaniu struk-



tury zwigzkéw, wykazujgc przy tym biegtos¢ w postugiwaniu réznymi metodami i
technikami badawczymi. Podana jest mozliwie petna charakterystyka spektrosko-
powa tych uktaddw.

Przedstawiona przez Panig mgr inz. Justyne Sniechowskg rozprawa spetnia
ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnosze zatem do Rady
Naukowej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii
Nauk w todzi o dopuszczenie jej autorki do dalszych etapéw postepowania w
przewodzie doktorskim.



