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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Karoliny Juszczak:

»Synteza pochodnych aldehydéow hydroksybenzoesowych o
potencjalnych wlasciwosciach inhibitoréw ludzkiej heksokinazy 2
(HK2)”.

przedstawiona Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Slgskiej w Gliwicach

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr inz. Karoliny Juszczak zostala przygotowana
w Katedrze Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii, Wydziatu Chemicznego,
Politechniki Slaskiej w Gliwicach, pod opieka promotorska Pana prof. dr hab. n. chem. inz.
Krzysztofa Walczaka.

Dysertacja zostala przygotowana w sposéb tradycyjny, w postaci 173-stronicowe]
rozprawy doktorskiej zawierajgcej: Streszczenie w jezyku polskim, Abstrakt anglojezyczny,
Rozdzialy: Wprowadzenie i cel pracy, Czesé literaturowq, Czgs¢ badawczq z podrozdziatem
uzasadniajgcym realizowane badania zaréwno chemiczne jak i biologiczne, Czesé¢
eksperymentalng, Podsumowanie i Wnioski, Bibliografie, Zalgczniki oraz Wykaz dorobku
naukowego zwigzanego z doktoratem. Praca zawiera takze wykaz skrotow. Na pierwszych
stronach Doktorantka ztozyta podzigkowanie Panu Promotorowi i zespotowi zaangazowanemu
w realizacje¢ doktoratu, co ukazuje dojrzatos¢ Doktorantki i pelng swiadomos$¢ ztozonej pracy
w zespole badawczym. W rozprawie znajduje si¢ wykaz osiagnigé Doktorantki w sktad ktérego

wchodzi:
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v wspdtautorstwo 2 publikacji (z lat 2022-2024) o zasiggu migdzynarodowym,
zaprezentowanych w czasopismach o sumarycznym wskazniku oddziatywania IF =
10,2 i punktacji ministerialnej 280:

a. K Juszczak, W. Szczepankiewicz, K. Walczak. , Synthesis and Primary Activity
Assay of Novel Benitrobenrazide and Benserazide Derivatives”, Molecules. 2024,
29, 629.

b. K Juszczak, A. Kubicka, R. Kitel, G. Dzido, M. Labieniec-Watata, S. Zawadzki, A.
Marczak, K. Walczak, K. Matczak, M. D. Tomczyk. ,, Hexokinase 2 Inhibition and
Biological Effects of BNBZ and Its Derivatives: The Influence of the Number and
Arrangement of Hydroxyl Groups”, International Journal of Molecular Sciences,

2022, 23, 2616.

v’ wspotautorstwo pigciu prezentacji na konferencjach naukowych.

Powyzszy dorobek naukowy oceniam wysoko, a publikacje, w ktérych Doktorantka jest
pierwszym wspotautorem zostaly zapewne juz odnotowane w literaturze, co jest wysokim
osiggnigciem jak na mlodego badacza.

Dysertacja rozpoczyna si¢ jasno przygotowanymi rozdziatami: Wprowadzenie i Czgs$¢
literaturowa, do przygotowania, ktérych wykorzystano 112 pozycji literaturowych na wszystkie
173 cytowane w rozprawie. Material ten powstal w wiekszosci w oparciu o literature ostatnich
pigtnastu lat, rownoczesnie wskazujgc, iz tematyka poruszona w rozprawie jest bardzo
aktualny. Autorka przedstawila doniesienia naukowe omawiajgce charakterystyke i
wlasciwosci zasad Schiffa, problemy zwigzane z redukcjg wigzania iminowego jak i grupy
zabezpieczajgce stosowane w strategiach chemicznych transformacji. W dalszej kolejnosci
Doktorantka podjeta tematyke metabolizmu komorek nowotworowych ukazujgc heksokinaze
2 (HK2) wykazujaca nadekspresj¢ w komodrkach nowotworowych jako cel molekularny w
terapii przeciwnowotworowej. Zostaly zaprezentowane potencjalne inhibitory tego enzymu
opisane w literaturze, ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na najnowsze doniesienia FDA
dotyczace benserazydu (Benz) (leku dotychczas stosowanego w leczeniu parkinsonizmu) a
nastgpnie benitrobenrazydu (BNBZ) jako swoistych nowych struktur wiodagcych w tym
obszarze z udowodniong aktywnoscig przeciwnowotworowg zarowno w badaniach in vitro jak
1 in vivo. Mozna uzna¢, iz materiat ten jest wprowadzeniem jak i zapowiedzig obszaréw

tematycznych realizowanych w pdzniejszych czeséciach rozprawy.
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Doktorantka majgc na uwadze doniesienia literaturowe podj¢la badania w obszarze
projektowania nowych molekut zbudowanych na strukturalnej bazie Benz i BNBZ mogacych
by¢ efektywnymi jak i selektywnymi inhibitorami HK2, tym samym wpisujac si¢ w nurt
naukowy poszukiwania zwigzkéw chemicznych pozwalajagcych walczy¢ z choroba
cywilizacyjng jaka jest choroba nowotworowa.

Wyniki przeprowadzonych prac badawczych Pani mgr Karolina Juszczak podzielila na
dwie czesci: chemiczng i biologiczng. Wyniki badan chemicznych zostaty zawarte w rozdziale
opisujgcym eksperymenty 4.3 a ich omowienie Doktorantka opisala w rozdziatach 3.2-3.6.
Czgs$¢ biologiczna jest zawarta w rozdziale 4.4 natomiast oméwiona w rozdziale 3.7.

Badania obejmujgce cz¢$¢ chemiczng zostaly przygotowane w oparciu o studia literaturowe,
ktore pozwolity Doktorantce zaprojektowa¢ a nastgpnie zbudowaé biblioteke zwiazkow
chemicznych bedgcych pochodnymi hydrazonéow i hydrazydow aldehydéw mono jak 1i
polihydroksybenzoesowych. Zadanie to wigzato sie z opracowaniem nowych wieloetapowych
syntez, sposobow wydzielania finalnych zwigzkow i charakterystyka spektralng udawadniajgca
ich budowe. Bazujac na strukturach wiodgcych Pani Mgr dokonywata zmian ilosci i potozenia
grup hydroksylowych w uktadzie aromatycznym, zastgpowala grupe nitrowg innymi grupami
funkcyjnymi, zamieniata seryng¢ pierwotnie wystepujaca w benserazydzie na inne aminokwasy
endogenne, wprowadzata rozne objetosciowo podstawniki aromatyczne do ukiadu N-
acylowych pochodnych hydrazonéw 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu oraz rozwiazywata
problemy redukcji wigzania iminowego w wybranych pochodnych N-acylowych hydrazonow.
Procedury te doprowadzity do otrzymania gamy pochodnych, ktére w dalszym etapie postuzyly
do przeprowadzenia analizy zaleznosci struktura-aktywnos$é. Autorka w swych badaniach
opracowata liczne przepisy, wg ktorych otrzymywata nowe zwiazki chemiczne. Bardzo
wysoko doceniam ogrom pracy zrealizowany w laboratorium chemii organicznej jak i
umiejetnos$é dokonywania trudnych analiz spektroskopii 'H jak i *C NMR. Pragne zwrdcié
uwage, ze warsztat chemiczny zostal zaprojektowany profesjonalnie i wnikliwie z duza wiedza
zwigzang z mechanizmami przebiegajacych reakcji. Wyniki badan zostaty opisane rzetelnie bez
pominigcia gorszych rezultatow czy sytuacji wymagajacych poszukiwan lepszych rozwigzan
wydzielania finalnych produktow. W syntezach wykorzystano nowoczesne narzedzia jak
reaktor mikrofalowy czy reaktor cisnieniowy. Rzetelnie ukazano problemy syntetyczne
zwigzane z otrzymaniem np. czystego hydrazonu 7h i proby optymalizacji drogi syntezy, czy

tez problemy z wydzielaniem tylko $ladowych ilosci produktéw co jako recenzent bardzo
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doceniam. Warto zwrdci¢ uwage, iz w pracy doktorskiej zostaly ukazane syntezy ponad
sze$¢dziesigciu zwigzkdw w tym prawie polowa z nich to nowe substancje chemiczne
wczesniej nieopisanych w literaturze. Struktura tych pochodnych zostata udokumentowana
widmami spektroskopii NMR i spektrometrii mas HRMS, ktore w rozprawie zostaty ujete na
stronach od 138 do 162. W tym miejscu zrodzila sie moja uwaga dotyczaca braku numeracji
zwigzkow w czesci eksperymentalnej i zatgczniku, jak i pytanie dlaczego Doktorantka w
zatgczniku umiescita tylko 10 widm HRMS nowych zwigzkow?

Druga czescig badan, ktore zostaty przestawione w dysertacji sa badania biologiczne
wykonane w kooperacji z Wydziatem Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu £.6dzkiego
w Lodzi. Zostaly wykonane testy cytotoksycznos¢ MTT w stosunku do dwoéch linii komorek
nowotworowych watroby HepG2 i Huh7, w ktérych wyznaczono wartosci ICso dla badanych
zwigzkow, test klonogennosci ukazujacy wplyw zwigzkéw na zdolnos¢ tworzenia kolonii, testy
aktywnos$ci w stosunku do heksokinazy z uzyciem czystego enzymu jak i na liniach komorek
nowotworowych. Oceniono réwniez aktywnos$¢ w stosunku do HK2 metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej odwroconych faz (RP-HPLC). Dodatkowo zostaty wykonane
badania termoforezy mikroskalowej w kooperacji z Wydzialem Chemii, Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie. Uzyskane wyniki pokazaly zréznicowane aktywnosci
przeciwnowotworowe zwigzkow i pozwolily na przeprowadzenie wnikliwych analiz zaleznosci
struktura aktywnos¢. Na uwage zastuguje fakt, iz w grupie nowych zwiazkéw otrzymanych
przez Doktorantke znalazty sie pochodne wykazujace wyzsza aktywnos$¢ inhibicyjna niz
struktury wiodace.

Analizujgc wyniki badan biologicznych chciatabym zapyta¢ czy Doktorantka
uczestniczyla w ich realizacji oraz chcialabym zapytaé czy znana jest cytotoksycznos¢
badanych zwigzkow w stosunku do prawidtowych linii komérkowych. Dodatkowo chciatabym
zapyta¢ o inne cele molekularne w stosunku do ktérych badane zwigzki mogtyby wykazywac
aktywnosc¢.

Oceniajgc dysertacje recenzent upowazniony jest do zwrdcenia uwagi na pewne
uchybienia formalne. Uwagi te dotycza naste¢pujacych zagadnien:

v’ brak spisu rycin, schematow i tabel,
v brak numeracji zwigzkow w czesci eksperymentalnej i w zatgczniku,
v' drobne bledy literowe na str.104 zapis chlorku magnezu powinien wyglada¢ jako

MgCl,; powinien byé rowniez indeks dolny w zapisie F2s4; na stronach 121,122 1 123
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skrét magister powinien by¢ pisany malg literg; na str. 125 pierwiastek pallad powinien
by¢ napisany matg literg, na str.38 btad literowy w zapisie ,,..w benserezydzie ” a powinno
by¢ w benserazydzie,
v'w rozprawie powinny by¢ stosowane zapisy ulamkéw dziesietnych zgodne z jezykiem
polskim czyli stosujgce przecinek, a nie kropke tak jak to ma miejsce w jezyku
angielskim.
v' w zapisach widm NMR powinien zosta¢ wskazany rozpuszczalnik deuterowany
DMSOgs, powinna zosta¢ podana wlasciwa czestotliwo$é przy analizie widm *C NMR
(jest 600 MHz a powinno by¢ 150 MHz) oraz zapis stalej sprz¢zenia powinien zostaé
napisany kursywa z podaniem jednostki czestotliwosci.
Przedstawione uwagi nie zmniejszajg walorow poznawczych rozprawy doktorskiej, a stuza
skorygowaniu niedociagnie¢ w przysztosciowym przygotowaniu materiatu publikacyjnego.

Oceniajac rozprawe doktorskg napisang przez Panig mgr Karoling Juszczak pragne
podkresli¢, ze zostala ona przygotowana w sposob bardzo przejrzysty i rzetelny. Mozna $miato
stwierdzié, iz uzyskane wyniki sg w pelni nowatorskie i obiecujgce. Jestem przekonana, iz
zebrany w dysertacji material stanie si¢ tematem publikacji naukowych w poczytnych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.

Podsumowanie

Jednoznacznie stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Juszczak,
spelnia wszelkie wymagania stawiane pracom doktorskim, okreslone w art. 187 ust. 1i 2,
ustawy o Tytule Naukowym i Stopniach Naukowych a tym samym znaczgco przyczynia
si¢ do rozwoju dyscypliny nauk chemicznych. Wnosz¢ do Wysokiej Rady Nauki
Chemiczne, Politechniki Slaskiej w Gliwicach o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage nowatorskie wyniki i charakter aplikacyjny rozprawy oraz
znaczacy dorobek naukowy Doktorantki wnosze¢ wniosek o wyréznienie powyzszej

rozprawy doktorskiej.
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