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Recenzja pracy doktorskiej mgr Roksany Trznadel zatytultowanej ,,Synteza nowych pochodnych
gemcytabiny o charakterze pronukleotydow i hybryd molekularnych oraz badania ich aktywnosci
cytotoksycznej” wykonanej w Pracowni Chemii Nukleozydow i Nukleotydow Wydzialu Chemii
UAM pod kierunkiem prof. dr hab. Lecha Celewicza.

Nukleozydy i ich pochodne ze wzgledu swoj udziat m.in. w syntezie kwasow nukleinowych,
sg szeroko stosowane w biomedycynie. Z tego powodu wiele z nich znalazto zastosowanie jako leki
blokujace wzrost komoérek nowotworowych i replikacje wiruséw. Sa one niezwykle efektywnymi
chemoterapeutykami, niestety z powodu pojawiania si¢ komodrkowej opornosci na leki
nukleozydowe/nukleotydowe, istnieje cigglta potrzeba opracowywania syntezy ich nowych
pochodnych. Z powodu ztozonosci struktury chemicznej przejawiajacej si¢ m.in. w obecnosci wielu
reaktywnych grup funkcyjnych oraz centréw asymetrii, synteza pochodnych nukleozydow i
nukleotydow przyczynita si¢ do rozwinigcia wielu procedur syntetycznej chemii organicznej
umozliwiajacych selektywne blokowanie lub modyfikowanie okreslonych fragmentéw ich struktur.
,»Waskim gardlem” farmakologicznego zastosowania pochodnych nukleozydow jest fakt, ze sa one
aktywne dopiero po 5’-O-fosforylacji (docelowo 5°-O-trifosforylacji). Niestety, w wickszos$ci
wypadkow pochodne nukleozydow sg stabymi substratami dla wewnatrzkomérkowych kinaz, co
znaczaco ogranicza ich potencjat farmakologiczny. Fosforylacja pochodnej nukleozydu na etapie
syntezy chemicznej nie jest wyzwaniem syntetycznym, jednakze generuje problem niemoznosci
przekroczenia bariery btony komorkowej przez obdarzong fadunkiem ujemnym pochodng
nukleotydowa. Rozwigzaniem tego wydawaloby si¢ wewngtrznie sprzecznego problemu okazata si¢
koncepcja tzw. prolekow/pronukleotydow, gdzie ujemny tadunek grupy fosforanowej bedacy
glownym ograniczeniem przenikalno$ci przez blong komorkowa, jest w pewnym sensie
maskowany przez labilne fizjologicznie ugrupowanie amidofosforanowe wprowadzane na etapie

syntezy chemicznej do struktury pronukleotydu.
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W ten nurt badan wpisuje si¢ dysertacja mgr Roxany Trznadel. Wigkszo$¢ zaprezentowanej
w niej wynikow dotyczy syntezy nowych pronukleotydowych pochodnych analogow gemcytabiny—
2'2'-difluoro-2'-deoksycytydyny, przeciwnowotworowego leku cytostatycznego z  grupy
antymetabolitow pirymidynowych. Praca zostala wykonana w Pracowni Chemii Nukleozydéw 1
Nukleotydow Wydzialu Chemii UAM pod kierunkiem prof. dr hab. Lecha Celewicza,
posiadajacego wieloletnie doswiadczenie w syntezie pochodnych nukleozydow i oznaczaniu ich
aktywnos$ci biologicznej. Poniewaz nowotwory staly si¢ jednym z glownych zdrowotnych
problemoéw cywilizacyjnych, badania przeprowadzone przez Doktorantke wpisuja si¢ w aktualne

problemy wspotczesnej syntezy organicznej i szeroko rozumianej biomedycyny.

Glownym celem dysertacji bylo zaprojektowanie i zoptymalizowanie syntezy nowych
analogow gemcytabiny, wpisujacych si¢ w koncepcje pronukleotydéw, czyli zwigzkow, ktore
dopiero po przekroczeniu bariery btony komorkowej uwalniaja aktywny biologicznie metabolit-
modyfikowany nukleotyd. Badania prezentowane przez Doktorantk¢ wpisuja si¢ w nurt

poszukiwania nowych zwigzkoéw o wiasciwosciach przeciwnowotworowych.

Formalna ocena dysertacji. Recenzowana rozprawa napisana jest na 479 stronach (jest niezwykle
obszerna), zawiera 4 numerowane rozdzialy (Przeglad literaturowy-obszerny str. 33-145, Cel pracy,
Dyskusja wynikow i  Cze$¢ eksperymentalna) oraz dodatkowe nienumerowane rozdziaty
(Streszczenie- nie ujete w spisie tresci, Spis tresci, Wykaz skrotow i symboli, Wstep, Przeglad
literaturowy, Podsumowanie, Wykaz cytowanej literatury (636 pozycji) oraz Wykaz dorobku
naukowego powstalego w trakcie realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej). Uktad pracy nie jest
catkiem typowy dla dysertacji chemicznych. Bezposrednio po Wstepie, Przegladzie literaturowym i
Celu pracy, Doktorantka prezentuje uzyskane wyniki w rozdziale Dyskusja wynikow. W rozdziale
tym znajduje si¢ tez opis wybranych zagadnien zwigzanych z oznaczaniem aktywnosci
farmakologicznej zwigzkoéw. Dopiero po nim nastepuje Czg$¢ eksperymentalna zawierajgca opis
stosowanych metod i charakterystyke fizykochemiczng uzyskanych zwiazkéw. Przypomina to
uktad czesto stosowany w publikacjach naukowych. Idea Doktorantki nie zaburza spdjnosci
zaprezentowanego materialu badawczego. Rozmiary dysertacji mozna by bylo zredukowaé
usuwajac np. cze$¢ materiatu nie zwigzanego bezposrednio z badaniami prowadzonymi przez

Doktorantke, jak np. podstawowe informacje o budowie kwaséw nukleinowych, czgs¢ dotyczaca
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bioortogonalnej chemii click czy informacje nt. DNAzyméw. W tym miejscu nasuwa mi si¢ pytanie
co Doktorantka miala na mysli piszac (str. 34): ,,Pod wzgledem budowy chemicznej DNAzymy nie
stanowiq stricte kwasu nukleinowego. Sq one bowiem tzw. oligonukleotydami, czyli krotkimi

odcinkami DNA ... ”-czyli sa kwasami nukleinowymi.

Merytoryczna ocena dysertacji. W rozdziale Dyskusja wynikow Doktorantka przedstawia cel
swoich badan 1 dyskutuje uzyskane wyniki. Glownym celem dysertacji byta synteza i optymalizacja
jej parametrow nowych analogéw gemcytabiny (2',2'-difluoro-2'-deoksycytydyny, dFdC), w celu
otrzymania nowych zwigzkow o wiasciwosciach przeciwnowotworowych wpisujacych si¢ w
koncepcje pronukleotydow/prolekéw. Zamierzeniem Doktorantki bylo otrzymanie zwigzkow o
potencjalnej aktywnos$ci przeciwnowotworowej, jednakze o lepszym profilu farmakologicznym od
znanych pochodnych gemcytabiny. Synteza takich analogoéw wymagata od Doktorantki dobrej
znajomosci chemii nukleozydow, gdyz konieczne bylo wprowadzenie selektywnych oston na grupy
5’- 1 3’-hydroksylowe pierscienia deoksyrybofuranozowego, a dodatkowo ochrony egzocylicznej
grupy (Doktorantka czesto stosuje okreSlenie ,,funkcji”’) 4-aminowej cytozyny. Z wynikoéw
prezentowanych przez Doktorantk¢ wynika, ze dobrze panuje ona nad ,,chemia wprowadzania i
deprotekcji”  semipermanentnych — grup  ochronnych  takich  jak  benzoilowa (Bz),
benzoksykarbonylowa (Cbz), butoksykarbonylowa (Boc), izopropyloksykarbonyloksymetylowa
(POC) czy tertbutylodimetylosililowa (TBDMS). Doktorantka wykazala si¢ tez znajomoscig
,,chemii fosforu”, co umozliwito jej selektywne wprowadzenie ugrupowania 5’-O-amidofenylo(lub
chlorofenylo)fosforanowego, a nastepnie jego substytucje na amidowym atomie azotu. Pomimo
tego, ze Doktorantka stosowata znane procedury syntezy, to w wielu przypadkach wymagaly one
modyfikacji czy optymalizacji. Nalezy tez doceni¢ przedstawienie przez Doktorantke swoich
»syntetycznych niepowodzen”, gdyz sa to rowniez cenne informacje dotyczace mozliwo$ci
modyfikowania nukleozydéw. Poza umiejetnosciami zwigzanymi z synteza organiczna,
Doktorantka wykazata si¢ takze znajomoscig technik umozliwiajacych charakterystyke
fizykochemiczng i strukturalng uzyskanych przez siebie zwigzkow (IR, UHPLC/ESI MS, MALDI
QTOF, !H, ¥C F %P NMR). Umozliwito to Doktorantce identyfikacje uzyskanych produktow,
rozwigzanie niektorych zagadek/probleméw zwigzanych 2z synteza tych zwigzkow czy

scharakteryzowania niektorych ich aspektow strukturalnych. Doktorantka w wielu wypadkach
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zamiescita tez informacje nt. stabilnosci (mozliwosci przechowywania) zsyntezowanych analogoéw.
Stosujac metody in silico Doktorantka wyznaczyla wybrane parametry fizykochemiczne
zsyntezowanych pronukleotydéw korelujace w ramach reguly Lipinskiego z ich aktywnos$cig
farmakologiczng. Wyznaczono wartosci nastepujacych parametréw: log wspdlczynnika podziatu
(logP), liczby akceptoréw wigzania wodorowego (HBA), liczby donoréw wigzania wodorowego
(HBD) oraz topologicznej powierzchni polarnej (TPSA). Doktorantka scharakteryzowata rowniez
aktywno$¢ cytotoksyczng i przeciwnowotworowa zsyntezowanych zwigzkow na wybranych liniach
komoérkowych. W ramach wspolpracy z zespolem dra Piotra Ruszkowskiego z Zaktadu
Farmakologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, Doktorantka
scharakteryzowala rowniez aktywno$¢ cytotoksyczng i przeciwnowotworowg zsyntezowanych
zwigzkoéw na wybranych liniach nowotworowych (HeLa, KB, A549, U87, HepG2) oraz zdrowej
linii ludzkich fibroblastow (HDF). W ramach tych badan wyznaczyta takze parametr selektywnosci,
co jest niezwykle istotne w kontek$cie toksycznos$ci zwigzkdéw przeciwnowotworowych.
Dysponujgc takim zestawem danych, Doktorantka dokonata analizy QSAR umozliwiajacej
skorelowanie wprowadzonych modyfikacji strukturalnych z aktywnos$cig przeciwnowotworowg
pronukleotydu. Umozliwilo to Doktorantce wyciagnigcie wnioskow nt. tego ktére modyfikacje sa
obiecujagce w konteks$cie aktywno$ci przeciwnowotworowej, a ktére $ciezki syntezy mozna

zarzucic.

Druga seriag modyfikacji gemcytabiny, ktora eksplorowata Doktorantka byty hybrydowe-
dinukleotydowe potlaczenia z pochodnymi tymidyny i1 cytydyny. W tym wypadku Doktorantka
wykorzystata chemig click do potaczenia obu nukleozydow, stosujac odpowiednig kombinacje grup
ochronnych (Boc, Cbz, Poc) grup 5°/3’-OH i 4-NH, gemcytabiny, a nastepnie wprowadzajac w
pozycje 5°- i 4- ugrupowanie alkinowe-propargil, z wykorzystaniem tacznikoéw weglanowo
diestrowych i uretanowych (karbaminianowych). Oba sg stosunkowo labilne w warunkach
fizjologicznych. Mimo kilku niepowodzen w syntezie, Doktorantce udato si¢ otrzymac
zaplanowane zwiazki hybrydowe oraz kilka ,nadmiarowych” nieplanowanych struktur.
Doktorantka napotkata tez problemy przy syntezie niektdrych substratow, a takze podczas samej
reakcji click. Pokazuje, to, ze (parafrazujac opis reakcji click Sharplessa) nawet tak ,,proste, latwe 1

przyjemne” reakcje jak click, nie zawsze przebiegaja zgodnie z oczekiwaniem eksperymentatora.
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Doswiadczenie Doktorantki w postugiwaniu si¢ technikami strukturalnymi (NMR) pozwolito m.in.
na identyfikacj¢ nietypowych i nieoczekiwanych produktow, takich jak hybrydowe diynowe
pochodne dinukleotydow. Doktorantka  potrafita wyciggna¢ wnioski z tych niepowodzen
modyfikujac warunki reakcji lub zaprzestajac kolejnych prob, gdy zmiana warunkow okazywata si¢
nieskuteczna. W tej czgsci pracy, Doktorantka wykazata si¢ umiejgtnosciami syntezy chemicznej
odpowiednio dobierajac grupy ochronne reaktywnych grup funkcyjnych oraz optymalizujac
warunki reakcji w celu otrzymania zaprojektowanych struktur. W tym miejscu chcialbym poprosic
Doktorantke, aby w odpowiedziach na uwagi recenzenta odniosta si¢ do ograniczen stosowalnosci

tacznika 1,2,3-triazolowego w syntezie potencjalnych lekéw. Czy Doktorantka takowe dostrzega?

Doktorantka zsyntezowata takze seri¢ chronionych 5’-O-fosfotriestrowych pochodnych
gemcytabiny wykorzystujac ditrazolofosforan p-chlorofenylu. Pochodne takie maskuja tadunek
ujemny generowany przez grupe fosforanowa, utrudniajacy transport zwigzku przez blong
komorkowsa. 1 tu uwaga - formalnie pochodna z przytaczong metforming (zw. 548, jakkolwiek
interesujaca z uwagi na aktywnos$¢ biologiczna) formalnie nie jest triestrem (Schemat 83). Doceni¢
nalezy pomystowos$¢ Doktorantki pozyskania metforminy z popularnego leku diabetycznego, a nie
kupienie komercyjnego zwigzku. 5’-O-fosfotriestrowe pochodne (zwtaszcza pochodna zawierajaca
reszt¢ metforminy) charakteryzowaty si¢ wigkszg cytotoksycznoscig wobec linii komoérek
nowotworowych, niz natywna dFdC czy inne niemodyfikowane pochodne nukleozydow
zastosowane jako zwiazki odniesienia. Co warte podkreslenia, w wigkszosci wypadkow pochodne
te wykazywaly znacznie wigkszg cytotoksyczno$¢ wobec wybranych linii  komorek
nowotworowych (HeLa, KB, A549, U87, HepG2), niz wobec ,,zdrowej” linii ludzkich fibroblastow
(HDF). Jest to jedno z podstawowych wymagan jakie stawia si¢ przed zwigzkami

przeciwnowotworowymi o potencjalnym zastosowaniu farmakologicznym.

Zsyntezowana zostata takze (po kilku nieudanych probach) 2,3’-anhydropochodna
(mostkowana) gemcytabiny. Doktorantka zalozyta-rozsadnie, ze pochodna taka umozliwi tatwe
otrzymanie (stereoselektywnie) 3’-azydo - oraz 5’-O-fosforanowych (bez koniecznosci blokowania
grupy 3’-OH) pochodnych gemcytabiny. Rzeczywisto$¢ syntezy organicznej zweryfikowata
pierwotne zatozenia Doktorantki. Udalo si¢ jej otrzyma¢ mostkowang 2,3’-anhydropochodng
gemcytabiny, jednakze o innej strukturze, niz pierwotnie zaktadata. Co ciekawe, jej aktywnos¢
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byta wyzsza (cho¢ nie wobec wszystkich linii komodrkowych) od wzorcowych/kontrolnych
nukleozydow. Wybrane analogi z obu tych grup charakteryzowaty si¢ lepszymi parametrami
aktywnos$ci biologicznej w stosunku natywnej gemcytabiny, co potwierdzilo stuszno$¢ idei
wprowadzenia zaprojektowanych modyfikacji w strukture gemcytabiny. Podsumowujac ta czes$¢
recenzji musze stwierdzi¢, ze Doktorantka wykonata ogromng prace syntezujac i charakteryzujac
fizykochemicznie oraz oznaczajac aktywnos$¢ ok. 160 nowych (niewielka ich cze¢$¢ Doktorantka
resyntezowala w oparciu o wyniki uzyskane w ramach swojej pracy magisterskiej) pochodnych

gemcytabiny.

Doceniajac duza wiedze syntetyczng Doktorantki i ogrom pracy wlozony w synteze i
badania pochodnych gemcytabiny, w trakcie recenzowania dysertacji nasun¢lo mi si¢ kilka
krytycznych uwag. Mimo, ze praca napisana jest poprawnym je¢zykiem, Doktorantka w kilku
miejscach nie ustrzegla si¢ zastosowania niefortunnych zwrotow lub Zargonu laboratoryjnego.

Przyktady:

Str. 156 ...odbezpieczong  (niechroniong byloby lepsza opcja) w pozycji 5' pochodng
gemcytabiny...

Str 157 ...reakcja uwalniania protekcji TBDMS...; ...wprowadzenie grupy Cbz na funkcj¢ (lepsza

opcja bytoby na grupg) NHo...;

Str 160 przebieg reakcji z udziatem soli Cu(Il) byt bardzo czysty; ...jednostka podstawiona na

funkcjach 5'-OH oraz 4-NHs...

str 163 (i inne) Zamiast uzywania terminu funkcja (fosforanowa, Cbz, hydroksylowa czy aminowa)

(np.) lepiej zastosowac okreslenie grupa
str. 197 Hydrolize benzoili prowadzono...; ...zsyntetyzowano najwydajniej.

Str. 200 ...zmniejszenie generowanego balastu ; ...z zachowaniem ostroznego spadku gradientu,

...zarejestrowano deprotonowany pik...

Str. 245. W tym celu do eksperymentu zaangazowano bufory...; ...sporzadzono dwa skrajne
uktady... ; Str262....wyizolowany scalony produkt...
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Str. 263 (i inne) Po 10 minutach argonowania... lub w innym wariancie ...ptukanie/przeptukiwanie
argonem

Uwagi merytoryczne do zaprezentowanych wynikéw badarn Doktorantki.

Str 160,260. W wypadku analizy TLC na plytce ze znacznikiem fluorescencyjnym, brak
fluorescencji nie jest spowodowany jej gaszeniem lecz fizycznym maskowaniem (przykryciem)
fluoroforu przez analit, co blokuje promieniowanie UV. Efekt koncowy jest taki sam (ciemna

plama), lecz mechanizm jest inny.

Str. 164 ...zastosowano 5 ekwiwalentow nukleofilowego katalizatora w postaci 1,2,3-triazolu

(321)- to nie jest 1,2,3-triazol

Str. 246. Rys. 69 nie pokazuje warunkéw testu, a jedynie fiolki zawierajace probki. Chyba, ze
Doktorantka ma na mysli fakt, ze ciemne szkto, z ktorego wykonano fiolki, nie dopuszczajg $wiatta

do probek. Bez obnizenia warto$ci merytorycznej pracy mozna bylo nie prezentowaé tego rysunku.
Str. 175/176  Podczas syntezy pochodnej z n-propylowym no$nikiem (?)...

Str. 250,260,262. W wyniki zaplanowanej kondensacji alkinowych i azydkowych komponentow-

click nie jest reakcja kondensacji.

Str. 272/271. ...z utworzeniem pochodnej gemcytabiny notabene w postaci homodimeru... Zwigzek

533 (harys. 71) pomimo tego, ze zawiera dwie reszty gemcytabiny nie jest homodimerem

Str. 319. Analize¢ (dot. UHPLC) przeprowadzono z udziatem 12 minutowego programu- czy to jest

opis zastosowanego gradientu?

Str. 321 (i inne) Doktorantka pisze: ,,Mieszanine (zawierajacag gldwnie DMF) pozostawiono w
atmosferze gazu obojetnego. Po tym czasie zatezono ja na wyparce rotacyjnej.” Co bylo zrodlem
proézni? Pompka wodna nie pozwoli usuna¢ tego rozpuszczalnika. W jaki sposob Doktorantce udato

si¢ odparowac ,,do sucha” roztwor DMF-u?

Str. 430 Doktorantka podata btedne nazwy zwigzkéw chem.: Synteza 4-azydobutanu etylu (538)
powinno by¢: ....4-azydobutylrylanu etylu; Synteza chlorku 4-azydobutanowego (540)-w tytule

brakuje informacji, ze jest to chlorek kwasu...
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Praca jest przygotowana bardzo dobrze pod wzgledem edytorskim. Jedyne drobne uwagi dotyczace
edycji to: Rys.54 -uzywanie zobttego koloru do oznaczania czegokolwiek z powodu matego
kontrastu/intensywnosci nie jest dobrym rozwigzaniem; Rys. 70. Widma IR sg zbyt mate lub zbyt

mato kontrastowe aby odczytac jakiekolwiek wartosci

Reasumujac, Doktorantka postawita w swojej dysertacji przed soba ambitne cele z zakresu
zaawansowanej syntezy organicznej i je zrealizowala. Wykazata si¢ przy tym nie tylko ogromnag
wiedzg z zakresu syntezy organicznej, lecz réwniez potrafita tg wiedz¢ efektywnie wykorzystaé
rozwiazujac pojawiajace si¢ w trakcie eksperymentéw problemy. Mgr Roxana Trznadel moze
wykaza¢ si¢ takze dorobkiem naukowym. Jest wspotautorka 2 publikacji naukowych z tzw. listy
filadelfijskiej (w jednej z nich jest pierwszym autorem), jednej ,nieimpaktafktorowanej”, 3
artykutow monograficznych i 2 zawartych w materiatach konferencyjnych. Doktorantka
prezentowala réwniez w postaci komunikatéw ustnych wyniki swoich badan na konferencjach
miedzynarodowych (trzykrotnie) i krajowych (szesciokrotnie). Sze$ciokrotnie prezentowala
rowniez swoje dokonania naukowe w postaci posterow. Jedno z jej ustnych wystgpien
konferencyjnych zostalo wyroznione. Jest takze laureatkg stypendium Rektora UAM dla
najlepszych studentéw (2019/2020). Jako doktorantka i uczestniczka projektu INNChem uzyskata
27-miesigczne stypendium naukowe. Pokazuje to, ze mgr Roxana Trznadel jest mtodym lecz juz ze

sporym doswiadczeniem naukowcem, wykazujacym sie duzg doza samodzielnosci.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, Ze recenzowana przeze mnie dysertacja mgr Roksany
Trznadel zawiera istotne elementy nowosci naukowej, a takze spetnia ustawowe (zgodnie 7 art. 13
ust. 1 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki) i zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do

Rady Naukowej Dyscypliny Wydziatu Chemii UAM o dopuszczenie mgr Roxany Trznadel do

Je

iotr Mucha

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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