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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr chem. Kingi Marii Kasperkiewicz
zatytutowanej
»,Nowe pochodne kumaryn o potencjalnej aktywnosci antykoagulacyjnej”
wykonanej pod opieka naukowa prof. dr hab. n. farm. Elzbiety Budzisz
— jako promotora
oraz dr hab. Michata Ponczka — jako promotora pomocniczego
w Zaktadzie Chemii Surowcéw Kosmetycznych
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi

Kumaryna to stosunkowo prosty zwigzek naturalny, bardzo szeroko
rozpowszechniony w przyrodzie. Jej liczne pochodne zawierajgce skondensowane z nig
pierscienie lub podstawniki acykliczne i to zarowno wystepujagce w formie wolnej, jak i
zwigzanej glikozydowo znajduja wielokierunkowe zastosowania, w tym m.in. jako leki o
bardzo zréznicowanym  dziataniu. Powszechnie opisywane sg np. wihasciwosci
antyoksydacyjne, promieniochronne, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe
tuberkulostatyczne, hipoglikemiczne, hipotensyjne, przeciwnowotworowe i kluczowe dla
ocenianej pracy, wiasciwosci antykoagulacyjne. Oprocz tych niezwykle cennych dziatan
wielokrotnie wspomina si¢ o niekorzystnym wplywie niektérych pochodnych kumaryn na
organizmy zywe, przy czym dziatanie to jest specyficzne gatunkowo i niekiedy w sposob
istotny rézne dla cztowieka i dla typowych zwierzat laboratoryjnych. U cztowieka najczestsze
doniesienia mowia o dziataniu nefro- i hepatotoksycznym. Dlatego problem wykorzystania
szkieletu kumaryny jako nosnika nowych udoskonalonych wiasciwosci bedacych
konsekwencjg wprowadzenia do niej nowych niespecyficznych grup funkcyjnych, wydaje sie
by¢ niezwykle interesujacy i wazny z praktycznego punktu widzenia, gdyz niosgcy w sobie
ogromny potencjat mozliwosci aplikacyjnych, nie tylko w kierunku wskazanym w dysertacji.
Powyzsze fakty upowazniajg mnie do stwierdzenia, ze temat pracy doktorskiej zostat bardzo
celnie wybrany a jej konsekwentny sposob realizacji pozwolil osiggnaé zamierzony cel w
znacznie rozszerzonym zakresie. Autorka bowiem w rozdziale ,,Cel i zalozenia pracy”
sprecyzowata bardzo zwie¢zle ,,Gtowny cel badan™ uzupelniajac go o ,,Szczegdtowe cele
pracy”, ktore stanowig znaczne rozszerzenie tego celu gtéwnego a nie jego uszczegdtowienie.
Jednak podkresli¢ w tym miejscu z calg stanowczoscig nalezy, ze wszystkie wymienione cele
szczegolowe zostaly w ramach zaprezentowanego cyklu publikacji osiagnigte i przy tym z
sukcesem opublikowane w znaczgcych w §wiecie nauki czasopismach.
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Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska autorstwa Pani mgr chem. Kingi Marii
Kasperkiewicz jest zbiorem trzech spdjnych tematycznie publikacji o sumarycznej wartosci
IF = 7,812. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. Do prac tych
dotgczono komentarz wprowadzajgcy zawarty na 27 stronach, krotkie 1-2 stronnicowe
omowienie kazdej z publikacji oraz zestaw 11 wnioskow, streszczenie i wykaz
pismiennictwa. Te elementy oprawiono w zwarte dzieto, a oddzielnie przedstawiono do
wgladu recenzenta zyciorys naukowy Kandydatki oraz zestaw oswiadcze dokumentujacych
wyrazony procentowo udziat poszczegolnych autorow w przygotowaniu publikacji bedacych
przedmiotem postgpowania doktorskiego. W kazdym przypadku udzial Doktorantki byt
zdecydowanie dominujacy i wynosit od 55 do 80%.

Recenzowana praca doktorska prezentuje, zgodnie z tytulem, syntezg, badania
struktury oraz elementy modelowania molekularnego dla szeregu nowych zwigzkow
bedacych pochodnymi kumaryny. Zwiazki te zostaly réwniez poddane badaniom
biologicznym, w tym gléwnie okreslono ich aktywnosé antykoagulacyjng. Uzyskany materiat
doswiadczalny zostal w bardzo dobry sposob usystematyzowany i przyporzadkowany do
publikacji stanowigcych podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora nauk farmaceutycznych.
Owe trzy publikacje stanowig jak gdyby odzwierciedlenie trzech najbardziej typowych czesci
wchodzgeych w sktad pracy doktorskiej przygotowywanej w klasycznej formie. Pierwsza z
publikacji, zatytutowana ,,Sunscreening and Photosensitizing Properties of Coumarins and
their Derivatives”, bedgca typowa pracg przegladows, jest odpowiednikiem czesci
teoretycznej pracy o charakterze monograficznym. Druga z prac, wydana pod tytutem
»Design, Synthesis, X-ray Structures of the New Coumarin Derivatives and Perspectives of
Binding Them to Albumin and Vitamin K Epoxide Reductase Complex Subunit 17
odpowiada czgsci chemicznej w klasycznej pracy doktorskiej z zakresu chemii medycznej.
Natomiast trzecia praca, zalagczona w formie zaakceptowanego do druku manuskryptu, ktéry
aktualnie jest juz powszechnie dostgpng publikacja, zatytulowana ,,A biological, fluorescence
and computational examination of synthetic coumarin derivatives with antithrombotic
potential” jest odpowiednikiem czgsci biologicznej wymienionego wczesniej typu pracy.
Lacznie wigc 6w cykl wypetnia wszystkie elementy dysertacji o charakterze klasycznym i w
ten sposob moze by¢ rowniez rozpatrywany.

Pierwsza z prac cyklu opisuje dostgpne w pisSmiennictwie dane na temat kumaryny i
jej pochodnych zwracajac szczegdlng uwage na ich wiasciwosci fotouczulajgce i
fotoochronne, czyli na cechy o duzym znaczeniu w obszarze zastosowan kosmetycznych
zwigzkoéw kumarynowych. Zwrécono tutaj takze uwage na ich metabolizm oraz rézne formy
toksycznosci, przy niemal catkowitym braku mozliwosci kumulowania si¢ jej w organizmie
cztowieka. Przeanalizowano w tej pracy takze pewne, wybrane elementy prezentujgce
zaleznosci pomigdzy strukturg a aktywnoscia zwiazkow z tej grupy. W konkluzji stwierdzono,
ze z przegladu tego wyraznie wynika potrzeba prowadzenia dalszych badan zmierzajacych do
otrzymania nowych pochodnych kumaryny powstajacych w zaplanowany sposéb w toku tzw.
»syntezy celowanej”.

W kolejnej pracy skupiono si¢ na samej syntezie nowych zwigzkéw oraz na okresleniu
ich struktury i wybranych cech fizykochemicznych zwigzanych gtéwnie z ich wigzaniem do
niektorych biatek ustrojowych i do wybranych miejsc receptorowych. Praca ta ma kluczowy
charakter dla catej dysertacji z dwdéch powodow: to w niej wlasnie s omowione zatozenia do
syntezy i sama synteza nowych pochodnych kumaryny, a takze wzgledny procentowy udziat
Doktorantki w przygotowaniu tej pracy doswiadczalnej jest najwigkszy. Metodyka
otrzymywania owych nowych zwigzkéw kumarynowych, jak sama Doktorantka wskazuje na
str. 15 swojego opracowania, zostala juz wczesniej opracowana w zespole Pani Profesor
Budzisz, a tutaj jedynie w skuteczny sposob zostata wykorzystana. Reakcja stosowana w tym
celu jest dos¢ specyficzna i z tego powodu wysoce oryginalna. Prowadzi do przeksztalcenia
ugrupowania estrowego w uklad iminowy z jednoczesnym przegrupowaniem sasiedniego
podstawnika weglowodorowego. W wyniku przeprowadzonych reakcji otrzymano zasadniczo
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trzy nowe zwigzki, z ktérych kazdy moze wystgpowaé w trzech formach tautomerycznych.
Wszystkie te formy (w tacznej liczbie 9, w tym 7 nowych) wydzielono i scharakteryzowano
spektralnie, przeprowadzajac ich petng identyfikacjg. I nie byloby w tym nic nadzwyczajnego
gdyby nie wyjatkowo dobrze dobrana i zrealizowana nadbudowa badawcza o charakterze
pomiarowym i obliczeniowym wykorzystana do wyczerpujgcego opisu wszystkich
mozliwych cech czasteczek. Przede wszystkim w pracy tej zaprezentowano analize
krystalograficzng reprezentatywnych zwigzkéw z tej grupy, podejmujgc przy tym
szczegotowa dyskusje uzyskanych wynikéw i wyciagajac z tego odpowiednie wnioski.
Ponadto wykonano modelowanie wigzania si¢ tych zwigzkéw z typowymi dla nich biatkami
receptorowymi, wskazujac sposob, sitg i role powstajacych oddziatywan i poréwnujgc te
cechy z analogicznymi parametrami dla warfaryny, stosowanej tutaj jako uktad odniesienia.
W konkluzji tej pracy wyciagnigto kilka istotnych, poprawnie sformutowanych wnioskow o
charakterze bardziej obserwacyjnym niz odkrywczym.

Trzecia z cyklu publikacji opisuje badania teoretyczne i biologiczne cech
skorelowanych z aktywnoscia przeciwzakrzepowa nowych pochodnych kumaryny, opisanych
we wczesniej omowionej pracy. Wsrod nich sg m.in. okreslenie zdolnos$ci wigzania si¢ tych
zwigzkéw z albuming ludzka prowadzone metoda wygaszania fluorescencji oraz wyznaczenie
teoretycznych i eksperymentalnych wartosci lipofilowosci, a takze oznaczenie ich
cytotoksycznosci w tescie LDH. Wykonane oznaczenia pozwolity na wskazanie najbardziej
obiecujacego zwigzku jako potencjalnego leku antykoagulacyjnego, jednak zakres
przeprowadzonych badan, w opinii Doktorantki, jest zbyt maty by jednoznacznie wyrokowaé
o mozliwosciach praktycznych zastosowania ktorejkolwiek z syntezowanych i opisywanych
substancji.

Przedstawione mi do oceny dzielo, to poza zestawem publikacji, takze wspomniany
wezesniej komentarz oraz wnioski bedace efektem wspdlnego i spojnego spojrzenia na
wszystkie prace stanowigce 6w monotematyczny cykl. W rozdziale ,,Wnioski” przedstawiono
w formie wypunktowanej 11 ujetych hastowo stwierdzen podsumowujgcych uzyskane
rezultaty. Poczatkowe z nich przedstawiaja wlasnie bardziej podsumowanie wynikoéw pracy,
wskazujac na ilosciowe efekty badan, niz prezentujgc faktyczne wnioski. Do tych ostatnich
Autorka przechodzi dopiero mniej wigcej w potowie tego rozdziatu. Dlatego uwazam, ze w
tego typu opracowaniach o wiele lepiej i ,,bezpieczniej” jest tak ujety rozdzial nazywad
»Podsumowanie i wnioski”, co pozwala na zamieszczenie w nim stwierdzen obydwu
wymienionych typow.

W ostatnim z rozdzialow zebrane zostalo pismiennictwo wykorzystane do
przygotowania poczgtkowej tzw. ,.czgsci literaturowej” opracowania. W pewnej mierze
pokrywa si¢ ono z pismiennictwem wykorzystanym w poszczegdlnych publikacjach, co
zresztg jest w petni uzasadnione. W zestawie tym, na 43 wymienione pozycje, jedynie 16
pochodzi z okresu ostatnich 10 lat a niemata grupa cytowanych prac opublikowana byta
jeszcze w poprzednim wieku, w tym niektore ponad 50 lat temu. Ze wzgledu jednak na fakt,
ze kumaryna i jej pochodne sg zwigzkami znanymi od wielu dziesiecioleci takie proporcje
réwniez mozna uzna¢ za uzasadnione. Zb¢dnym natomiast, w opinii recenzenta, wydaje sie
podawanie tego samego pisSmiennictwa zardwno w formie przypisow dolnych na stronie ich
wykorzystania, jak i rownolegle w postaci spisu na koncu pracy. Ten drugi sposéb wydaje sie¢
by¢ bardziej praktyczny, chocby ze wzgledu na fatwos¢ powtdrnego zacytowania pracy
pojawiajacej sie po raz pierwszy par¢ stron wezesniej.

Odnoszac si¢ do podstawowego elementu opracowania, czyli komentarza do cyklu
publikacji stanowigcych podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktorski, chciatbym wskazaé
na fakt bardzo dobrego, jasnego i przekazujacego umiejetnie dobrane najwazniejsze
informacje poprowadzenia dyskusji w tej wlasnie czesci. Pod wzgledem merytorycznym jest
ona ujeta w sposob godny pochwaty, jednak wkradto si¢ do niej kilka btedéw wynikajacych
zapewne z zastosowania skrétow myslowych jasnych dla Autorki, ale juz niekoniecznie dla
postronnego czytelnika. Wsrdéd nich wymienitbym m.in.:
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— Uzycie na stronie 11 zwrotu ,.kumaryny podstawione na pierscieniu pironowym”, co w
mojej opinii jest bledne, gdyz podstawienie ma miejsce w pierscieniu a nie na nim.

— Do schematu 6 na stronie 16 moze warto bytoby pokusi¢ si¢ o dodanie sugerowanego
mechanizmu reakcji pochodnych estrowych kumaryny z aminami, gdyz sposéb
zachodzenia zmiany potozenia grupy R? nie jest powszechnie oczywisty.

— Przy tej okazji pojawia si¢ jeszcze jedna uwaga. Otéz lokanty wskazujace numer kolejny
podstawnika, jak np. R? powinny byé¢ edytowane w formie indeksu gornego a nie
dolnego, co jest zarezerwowane dla wyrazania licznosci tych podstawnikow.

— Znaczace przejezyczenia nomenklaturowe pojawiajg sie na schemacie 7 na stronie 17. To
co zostalo nazwane kwasem p-kumarynowym jest po prostu kwasem p-
hydroksycynamonowym. Kwas ten w zaden sposob nie moze by¢ substratem do
powstania kumaryny. Uzyta nazwa kwas o-kumarynowy nie wymaga umieszczania
lokanta wskazujacego na podstawienie orfo-, bo kwas kumarynowy musi by¢ izomerem
orfo. Natomiast cennym by bylo gdyby Doktorantka zwrécita uwage na mozliwosé
wystepowania izomerycznych kwaséw kumarynowego i kumarowego, i odpowiednio ich
pochodnych, w tym réwniez cytowanych na tym schemacie. Ponadto zwigzek nazwany
~kwas 2,4-dihydroksycynamonowy” nie jest ani podstawiony 2,4-, ani nie jest kwasem,
ani nie ma szkieletu cynamonowego.

— Rowniez jasnos$¢ Rysunku 9 na stronie 27 budzi pewne moje watpliwosci. Jesli ma on
obrazowac¢ reakcj¢ epoksydacji to strzatka powinna by¢ skierowana w przeciwng strone a
ponadto dobrze byloby wyjasni¢ znaczenie symbolu ,,R”, bo z zamieszczonego ponizej
wzoru witaminy K mozna si¢ tego jedynie niejednoznacznie domyslaé.

— Inne podobnego typu usterki maja mniejsze znaczenie i na tym etapie oceny moga by¢
pominigte.

Powyzsze uwagi maja za zadanie jedynie zwrOcenie uwagi na pewne drobne
potknigcia jezykowe a nie probe negowania niewatpliwie wysokiego poziomu przedstawionej
pracy. Na podkreslenie w tym miejscu zastuguje sposob realizacji ocenianej pracy doktorskiej
w ramach programu Umed-3-Bioscience jako Interdyscyplinarne studia doktoranckie w
zakresie nauk biomedycznych, podczas ktorych Doktorantka odbyta 3-miesigczny staz
naukowy w Université de Paris-Sud Orsay — Laboratorie de Chimie Physique d’Orsay.

Podsumowujac, opublikowanie przez Doktorantke¢ wszystkich wynikow badan w
cenionych specjalistycznych czasopismach naukowych $wiadczy o duzej aktualno$ci podjete;
tematyki naukowej oraz wskazuje, ze zaplanowane eksperymenty zostaly dobrze
przemyslane, zrealizowane i opisane. Z uznaniem nalezy podkresli¢ fakt, ze stanowigca
gtéwny cel pracy synteza nowych pochodnych kumaryny zostala znacznie wzbogacona o
szeroki zestaw doswiadczen fizykochemicznych, biologicznych i obliczeniowych przez co
praca nabrala jakze cennego charakteru interdyscyplinarnosci. Wskazuje to ponadto na
zdolnos¢ organizacyjng Doktorantki w zakresie tworzenia zespoléw badawczych,
skupiajacych si¢ na umiejetnym, szerokim spojrzeniu na pojedynczy problem naukowy.
Wszystko to pozwala mi wysoko oceni¢ przedstawiong prace doktorskg Pani mgr Kingi
Kasperkiewicz i jednoznacznie stwierdzi¢, ze speinia ona wszystkie wymagania formalne
stawiane pracom doktorskim, zawarte w aktualnie obowiazujacych regulacjach prawnych.
Dlatego wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydziatlu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi o dopuszczenie Pani magister Kingi Kasperkiewicz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego, prowadzacych do uzyskania stopnia doktora nauk farmaceutycznych.

Poznan, dnia 10 pazdziernika 2018 . W %

Prof. dr hab. n. fagin. Lucjusz Zaprutko

Prof: dr hab, n, farm,
Lucjusz Zaprutko
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