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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Roksany TRZNADEL
pt. ,,Synteza nowych pochodnych gemcytabiny o charakterze pronukleotydow i hybryd
molekularnych oraz badania ich aktywnosci cytotoksycznej”

Praca doktorska mgr Roksany TRZNADEL zostala przygotowana pod kierunkiem Pana Dr. hab.
Lecha CELEWICZA, Prof. Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w Zakladzie Chemii
Medycznej UAM.

W zespole badawczym prof. Lecha CELEWICZA prowadzone byly od wielu lat badania syntezy
nukleozydow, nukleotydow i ich analogéw, oraz badania ich wiasciwosci biologicznych, ze
szczegolnym uwzglednieniem potencjalnych zastosowan jako zwigzkow przeciwnowotworowych i
przeciwwirusowych.

Nukleozydy i nukleotydy, sktadniki DNA i RNA, a przede wszystkim ich analogi, od dziesiatek lat
badane sq jako potencjalne Zrodlo lekéw o wihasciwosciach cytostatycznych i przeciwwirusowych.
Analogi nukleozydéw i nukleotydow moga by¢ substratami dla enzyméw metabolizujacych kwasy
nukleinowe i ich komponenty, albo ich inhibitorami, albo mogg i w inny jeszcze sposéb zaburzy¢
metabolizm komorkowy stwarzajac organizmowi pacjenta szanse na odzyskanie homeostazy.
Zasadniczym problemem tego podejScia medycznego jest obserwowana wysoka toksyczno$¢ tego
typu lekow wzgledem komoérek normalnych (za niski indeks selektywnosci — SI), a przede
wszystkim przezywalno$¢ komoérek nowotworowych opornych na zastosowany lek, bedaca Zrodtem
wznowy choroby nowotworowej, bo nowotwory nie tylko nie sa jednorodne genetycznie ale
charakteryzuje je w tym wzgledzie wysoka zmiennosc.

Profesor Lech CELEWICZ i jego wspOlpracownicy w Zakladzie Chemii Medycznej UAM badaja te
problemy od lat. Prébuja, na drodze modyfikacji analogéw, ktérych wlasciwos$ci antynowotworowe
zostaly juz rozpoznane, zwiekszy¢ ich aktywnoS¢ i selektywnos¢ dzialania, a poprzez
wykorzystanie koncepcji tzw. prolekéw zwiekszy¢ ich stabilnoS¢ w organizmie pacjenta,
jednoczes$nie ulatwic ich przenikanie przez blony komérkowe.

Zasadniczym celem pracy doktorskiej mgr Roksany TRZNADEL bylo opracowanie syntezy grupy
prolekdw bedacych pochodnymi gemcytabiny, czyli znanego od lat analogu cytydyny (2°,2’-
difluoro-2’-deoksycytydyny), ktére miatyby wyzszy indeks selektywnosci, lepsza biodostepnos¢ i
utrzymywatyby dtuzej efekt terapeutyczny w organizmie pacjenta. Doktorantka swoja uwage
skupita przede wszystkim na chronionych (blokowanych) 5’-fosforanowych pochodnych
gemcytabiny.

W swojej pracy doktorskiej podjela zatem dwie koncepcje budowy nowych zwigzkéw o
potencjalnym dziataniu terapeutycznym: prolekéw nukleozydow (pronukleotydéw) oraz molekut
bifunkcyjnych (tzw. twin drugs) otrzymanych przede wszystkim na drodze addycji ugrupowania
alkinu do grupy azydkowej w reakcji Huisgena.

W tym momencie nalezy podkresli¢ fakt, ze wilasciwos$ci biologiczne praktycznie wszystkich
otrzymanych przez Doktorantke zwigzkow zostaly zbadane pod katem ich cytotoksycznosci na



wielu nowotworowych liniach komérkowych. Badania te przeprowadzit Pan dr Piotr RUSZKOWSKI
z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, z ktérym Prof. CELEWICZ wspéipracuje od wielu lat.

Rozprawa doktorska mgr TRZNADEL zawiera wstep, bardzo obszerna czes¢ literaturowa, cele pracy,
wyniki badan wiasnych z dyskusja (Dyskusja wynikéw), podsumowanie, czes¢ doSwiadczalng, oraz
spis literatury (636 pozycji) i jest poprzedzona streszczeniem w jezyku angielskim oraz spisem
treSci, oraz skrotow. Praca zostala opisana na 476 numerowanych stronach i nie zawiera spisu
schematdw, rysunkow oraz tabel. Uklad pracy jest tradycyjny.

Czesc literaturowa rozprawy doktorskiej jest bardzo obszerna i obejmuje m. in. zwiezte omowienie
budowy kwasoéw nukleinowych, wplywu =zastapienia atoméw wodoru atomami fluoru na
wihasciwosci  biologiczne tak modyfikowanych zwigzkéw, ktore stanowia coraz szerzej
wykorzystywany przez wspolczesng medycyne zasob substancji leczniczych. Zakres
szczegoOtowych zagadnien, ktérym Doktorantka poswiecita najwiecej miejsca i uwagi to omowienie
koncepcji prolekow, szczegdlnie w wariancie Pro-Tide. Przeglad dotychczas opisanych w
literaturze przykladow tej koncepcji zajmuje najwiecej miejsca. Jest to rzetelne i kompetentne
wprowadzenie dla prezentacji wynikdw badan wiasnych opisanych w kolejnym rozdziale pracy
doktorskiej.

Pani mgr Roksana TRZNADEL zrealizowala liczne szczegdtowe cele pracy doktorskiej. Nie sposéb
ich wszystkich wymieni¢, bo rzeczywiscie liczba nowych pochodnych, ktére otrzymata jest
imponujaca. To bardzo dobry przyktad badan z obszaru chemii medycznej.

Ogdblny wzor docelowych zwigzkéw, ktére otrzymata mgr TRZNADEL to 5’-fosforanowe alkilo-
badZ L-alanyloamidodiestry arylowe gemcytabiny. Etapem wstepnym wszystkich syntez bylo
przygotowanie odpowiednich substratéw nukleozydowych do 5’-fosforylacji. Autorka zdecydowata
sie, o ile to bylo mozliwe, wprowadza¢ zaplanowane grupy blokujace korzystajac ze Sciezek
syntezy prowadzacych bezposrednio do zaplanowanych pochodnych. Nie zawsze bylo to skuteczne
i dlatego wykorzystywala w tej preparatyce posrednie blokady sililowe, tert-butylodimetylo- lub
trimetylosililowe. Uzylem okreSlenia ,,grup blokujacych” i dalej zamierzam z niego korzystac,
chociaz w badaniach prowadzonych przez zespét prof. CELEWICZA i koncepcji prolekow jako
takiej, te tzw. grupy blokujace maja peli¢ funkcje ,,bioochronne”, chroni¢ potencjalne leki przed
zbyt szybka degradacja, czy ulatwiac transport przez btony komdrkowe itd. itp. A zatem funkcje
gemcytabiny, ktore byly chronione to 3’-hydroksylowa (3’-OH) reszty cukrowej oraz 4-aminowa
(4-NH,) reszty cytozynowej. Lista blokad, ktére na tym etapie swoich badan wykorzystala
Doktorantka  jest  nastepujgca:  benzoilowa (Bz), tert-butoksykarbonylowa  (Boc),
benzyloksykarbonylowa (Cbz). Kolejnym etapem bylo wprowadzenie grupy fosforanowej w
potozenie 5’ gemcytabiny. W tym celu wykorzystano dwa warianty syntetyczne: (1) reakcje
fosforylacji za pomoca di(1,2,4-triazolilo-1)fosforanu 4-chlorofenylowego z kolejnym etapem
reakcji z odpowiednig amina, lub (2) fosfitylacje za pomocq H-fosfonianianu difenylu (DPHP) i
oksydatywne aminowanie w reakcji Athertona-Todda. Obie te serie pochodnych, p-chlorofenylowa
i fenylowa poszerzajq sie, gdy uwzgledni¢ liste podstawnikow funkcji aminowej: metyl, etyl, 2,2,2-
trifluoroetyl, n-propyl, allil, propargil, reszta estru metylowego L-alaniny, oraz niepodstawiona
grupa aminowa. Teoretycznie prowadzitoby to nawet do 144 pochodnych cho¢ chyba nie wszystkie
zostaly otrzymane i zbadane, bo Tabela 6 na str. 220 zawiera ich 116.

Liste potencjalnych prolekow Doktorantka poszerzyta otrzymujqc kilka pochodnych triestrowych w
serii p-chlorofenylowej, gdzie w miejscu podstawnika amidowego znalazly sie reszty alkoholowe
nastepujacych zwigzkoéw: metronidazol (1-(2-hydroksyetylo)-2-metylo-5-nitroimidazol, MTZ),
cholesterol, chinina, 5’-reszta 3’-azydo-3’-deoksytymidyny (AZT), oraz 3’-reszta gemcytabiny.
Dodatkowo mgr TRZNADEL otrzymala tez metforminowa (metylobisguanidyna) pochodna
5’-p-chlorofenylofosforodiestru gemcytabiny.



Drugi nurt pracy doktorskiej mgr Roksany TRZNADEL obejmowal otrzymanie bifunkcyjnych
koniugatéw (tzw. twin drugs) przede wszystkim na drodze addycji ugrupowania alkinu do grupy
azydkowej w reakcji Huisgena. W tym celu Doktorantka otrzymata caly szereg pochodnych
(gtownie gemcytabiny), ktére wyposazyla w funkcje azydkowe i acetylenowe. Podstawniki
azydkowe zostaly wprowadzone w pozycje 5’ gemcytabiny, tymidyny, 5-fluoro-2’-deoksyurydyny,
oraz 3’ tymidyny, przy czym odpowiednie grupy hydroksylowe reszty cukrowej byly albo wolne
albo chronione za pomoca grupy Boc. Podobnie grupa 4-aminowa reszty cytozyny byla albo wolna
albo chroniona za pomoca grupy Cbz. Komponent alkinowy stanowila 4-N-
propargiloksykarbonylogemcytabina lub 4-N-propargilogemcytabina. (W tym momencie trudno sie
oprze¢ pokusie zacytowania zrodel, pro domo sua, poniewaz metoda wprowadzenia podstawnika
propargilowego w pozycje 4-N reszty cytozynowej poprzez pochodna 4-N-tosylowa uzyta za
Wnukiem i wsp. (pozycja 603), ktéry co prawda cytuje naszq prace z 2012, w ktorej z niej
skorzystaliSmy, ale warto nadmieni¢, ze ma juz lat prawie 40 od kiedy wprowadzitem ja do chemii
cytydyny: Markiewicz, W. T.; Kierzek, R.; Hernes, B. A New Method of Synthesis of 4-N-Alkyl
Substituted Cytosine Derivatives via 4-N-Arylsulfonyl or Alkylsulfonyl Intermediates. Nucleosides
and Nucleotides, 1987, 6 (1-2), 269-272. https://doi.org/10.1080/07328318708056202. Podobnie
ma sie sprawa cytowania zrodlowego metody syntezy H-fosfonianow nukleozydow, ktora
wprowadzil A. Kraszewski wraz z zespolem: Jankowska, J.; Sobkowski, M.; Stawinski, J.;
Kraszewski, A. Studies on Aryl H-Phosphonates. I. An Efficient Method for the Preparation of
Deoxyribo- and Ribonucleoside 3'-H-Phosphonate Monoesters by Transesterification of Diphenyl
H-Phosphonate. Tetrahedron Letters, 1994, 35 (20), 3355-3358. https://doi.org/10.1016/S0040-
4039(00)76906-1.)

Na drodze koniugacji w reakcji Huisgena z otrzymanych substratéw azydkowych i acetylenowych
Doktorantka otrzymata zaplanowane produkty i te, ktorych ilosci byly wystarczajace dla
przeprowadzenia badan biologicznych zbadat dr Piotr RUSZKOWSKI. Naturalnie, zanim badania te
byly podjete, wczesniejsza charakteryzacja z pomocq metod spektralnych potwierdzila ich
strukture. W calej pracy widoczna jest biegloS¢ w poshugiwaniu sie analizag widm NMR.
Opracowanie syntezy tak wielu nowych pochodnych nukleozydowych stanowi wazne i bardzo
interesujgce osiggniecie.

Na uwage zasluguje jeszcze jedno oryginalne osiggniecie, ktore stosunkowo rzadko jest obecne w
publikacjach z chemii medycznej. Ot6z Doktorantka podjela udang probe monitorowania przebiegu
procesow degradacji biologicznej jednego z otrzymanych przez siebie koniugatow: potaczenia 4-N-
propargiloksykarbonylogemcytabiny z AZT (477) z powodzeniem wykorzystujac analize HPLC w
polaczeniu ze spektrometrig mas wysokiej rozdzielczosci. Przy tej okazji podziele sie uwaga, ze w
czesci doswiadczalnej rozprawy mgr TRZNADEL znaleZz¢ mozna tylko dane MS niskiej
rozdzielczosci. Czy to jakie$ niedopatrzenie?

Doktorantka bardzo dobrze opanowala metody syntezy organicznej nukleozydéw i nukleotydow
stosowane w macierzystym Zakladzie. Wszystkie szczegotowe cele pracy doktorskiej zostaly
osiggniete.

Oceniajac rozprawe pod wzgledem formalnym i jezykowym chcialbym jednak zglosi¢ kilka
ogblnych uwag krytycznych. Doktorantka w bardzo obszernym tekscie nie ustrzegla sie przed
popelieniem bledéw stylistycznych. Niektore z nich mialy charakter uzycia zargonu
laboratoryjnego, inne byly do$¢ irytujace i wskazywalyby na potrzebe skorzystania z lepszej
korekty edytorskiej i stylistycznej. To co bywa barwnie brzmigcym idiomem w anglojezycznych
publikacjach, jesli trafia do jezyka polskiego pokazuje ubostwo jezykowe w tekstach Zrodtowych,
ktore z pewnoscig nie powinny by¢ wzorcem dla poprawnej komunikacji jezykowej, w ktorej
najwazniejsze powinny pozosta¢ precyzja, jasnos¢ i zwiezto$¢ przekazu w dyskursie naukowym.
Pogon za wielostowiem uwazam za niewskazang. Przyktadem pozostawiajagcym pole do poprawy w
tym wzgledzie w przysztosci niech bedzie niby precyzyjne, ale wielorakie identyfikowanie w
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tekscie tych samych zwigzkdw poprzez uzycie dla nich réznych nazw. Jest to szczeg6lnie latwe
kiedy pisze sie o réznych pochodnych nukleozydowych bedacych juz lekami itp. Niepotrzebne jest
nieprecyzyjne, albo czesciej niekonsekwentne, uzycie terminéw takich, jak modyfikacja, pochodna
czy grupa ochronna/blokujaca itp. Samoograniczenie w tym wzgledzie piszacego poprawia jasnosc¢
przekazu. Jak juz wspomniatem tekst jest bardzo obszerny. W rozdziale DYSKUSJA WYNIKOW
narracja prowadzona jest bardzo szczegotowo i w zasadzie ,historycznie”. Wydaje mi sie, ze
oddzielenie etapow syntezy od charakteryzowania wlasciwosci otrzymanych zwigzkow,
pogrupowanie informacji na temat syntezy nukleozydéw, potem pochodnych fosforanowych nie
tylko pozwoliloby znacznie skrocic¢ tekst, ale pomogloby lepiej uwypukli¢ osiagniecia pracy i
zidentyfikowac problemy i ulatwi¢ znalezienie ich rozwigzania.

Przechodzac do merytorycznej czeSci recenzji chcialbym podkresli¢, ze praca jest bardzo
interesujgca i z tego powodu zacheca do stawiania pytan. Chcialbym prosi¢ Doktorantke o
rozwiniecie dyskusji na temat przebiegu syntezy fosforoamidodiestrow gemcytabiny w zaleznosci
od rodzaju aminy itp. Sadze zZe wydajnoSci preparatywne nie sg najlepszq miarg przebiegu tych
reakcji. Wsrod czynnikoéw decydujacych o ostatecznym rezultacie syntezy moga by¢ rézne inne
czynniki np. sposéb przerobu mieszaniny poreakcyjnej, sposob przeprowadzenia izolacji
chromatograficznej, czysto$¢ produktu konncowego decydujaca o stabilnosci zwiazku podczas jego
przechowywania itd. itp.

Na zakonczenie chcialbym powiedzie¢, Ze te uwagi nie obnizaja mojej wysokiej oceny pracy
doktorskiej mgr Roksany TRZNADEL. Doktorantka dobrze opanowata metody chemii organicznej,
ze szczeg6lnym uwzglednieniem chemii kwasow nukleinowych. Dyskusja ciekawych wynikow
poddanych wczesniej krytycznej ocenie doprowadzita w efekcie do ciekawych ustalen naukowych
o duzym znaczeniu praktycznym.

Reasumujac, chcialbym stwierdzic, ze uzyskane i przedstawione w pracy doktorskiej wyniki majq
wysoka range naukowa i w mojej ocenie praca doktorska mgr Roksany TRZNADEL spelia warunki
stawiane rozprawom doktorskim w Ustawie z 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w art. 13 ust. 1. Przedstawiam Radzie
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
wniosek o dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego i przeprowadzenie publicznej
obrony tej pracy.
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