INSTYTUT CHEMII BIOORGANICZNEJ

Noskowskiego 12, 61-704 Poznan
tel.: +48 61 8528503, +48 61 8528919
fax: +48 61 8520532, e-mail: ibch@ibch.poznan.pl

POLSKA AKADEMIA NAUK

Poznan, 9 maja 2016

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii KLECZEWSKIEJ
pt. ,Synteza analogow nukleozydéw i pronukleotydéw z zastosowaniem reakcji
Huisgena katalizowanej jonami miedzi(l)
oraz badania ich aktywnos$ci biologicznej”

Praca doktorska mgr Natalii KLECZEWSKIEJ zostata przygotowana pod kierunkiem Pana Dr.
hab. Lecha CELEWICZA, Prof. Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w Pracowni
Chemii Nukleozydéw i Nukleotydéw Wydziatu Chemii.

W Pracowni Chemii Nukleozydéw i Nukleotydéw Wydziatu Chemii UAM w Poznaniu
prowadzone sa od wielu lat badania w zakresie syntezy nukleozydéw, nukleotydéw i ich
analogow 1 badania ich wlasciwosci biologicznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
potencjalnych zastosowan jako zwiazkéw przeciwnowotworowych i przeciwwirusowych.

Komponenty kwaséw nukleinowych i ich analogi stanowia od wielu lat najliczniejsza grupe
zwigzkow, wérod ktorych udato sig uzyskaé bardzo wiele biologicznie aktywnych substancji
o wiasciwodciach cytostatycznych i przeciwwirusowych. Analogi nukleozydéw czy
nukleotydow sg albo potencjalnymi substratami dla enzymoéw metabolizujacych kwasy
nukleinowe i ich komponenty, albo ich inhibitorami, albo moga w inny jeszcze sposob
zakioca¢ metabolizm komorkowy. Problemem zasadniczym jest sprawa jak najnizszej
toksycznodci wzgledem komorek normalnych przy wysokiej aktywnosci wzgledem komorek
nowotworowych czy wirusow (bakterii). O wysokiej skuteczno$ci potencjalnego leku
informuje tzw. indeks selektywnosci (SI). Osiagnigcie wysokiego indeksu selektywnosci jest
zadaniem niezwykle trudnym i stad liczba skutecznych lekéw przeciwwirusowych czy
przeciwnowotworowych jest bardzo krotka, a skuteczno$¢ tych ktérym dysponuje
wspdlczesna medycyna pozostawia wciaz wiele do Zyczenia. Problemem, ktéry w pewien
sposob wigze si¢ takze z selektywnoscia dziatania i ktéry przyciaga uwage zespolow
zaangazowanych w poszukiwania nowych potencjalnych lekéw pochodnych nukleotydow,
jest zwigkszenie i zoptymalizowanie przenikalnosci substancji przez blony komoérkowe, tak
aby mogly one osiagna¢ docelowq lokalizacje komorkowa.

Profesor Lech CELEWICZ i jego wspolpracownicy w Pracowni Chemii Nukleozydéw i
Nukleotydow Wydziatu Chemii UAM badaja te problemy od kilku juz lat. Na drodze
modyfikacji podstawowych nukleozydéw czy nukleotydéw probuja, podobnie jak inni
badacze, zardéwno zwigkszy¢ aktywnos¢, selektywno$¢ dziatania, a poprzez wykorzystanie
koncepcji tzw. prolekéw zwigkszy¢ ich stabilno$¢ przed wniknieciem do komérek,
jednoczes$nie ulatwic ich przenikanie przez blony komérkowe.



Zasadniczym celem pracy doktorskiej mgr Natalii KLECZEWSKIEJ bylo opracowanie syntezy
grupy zwiazkow bedacymi koniugatami znanych i stosowanych w praktyce terapeutycznej
nukleozydowych lekéw przeciwnowotworowych z komponentami: bogatymi w atomy fluoru,
alkaloidami kory chinowej, pochodnymi akrydyny, zwiazkami o charakterze jonoforowym,
oraz aminocukrami. W swojej pracy doktorskiej podjela zatem dwie koncepcje budowy
nowych zwiazkéw o potencjalnym dziataniu terapeutycznym: prolekéw nukleozydéw
(pronukleotydéw) oraz molekut bifunkcyjnych tzw. twin drugs. Otrzymanie takich zwiazkow
miato doprowadzi¢ do zwigkszenia aktywnosci biologicznej, m.in. poprzez wprowadzenie
dodatkowego farmakoforu, poprawe transportu do miejsca docelowego w organizmie, przy
jednoczesnym obnizeniu ubocznych skutkéw dziatania.

Na podkreslenie zastuguje wspélpraca z dr Piotrem RUSZKOWSKIM z Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, ktéry otrzymane przez Doktorantke zwiazki, analizowat pod katem
ich cytotoksycznosci wzgledem wybranych nowotworowych linii komoérkowych.

Rozprawa doktorska mgr KLECZEWSKIEJ zawiera wstep, bardzo obszerna czes$é literaturowa,
cele pracy, wyniki badan wlasnych z dyskusja (Dyskusja wynikéw), podsumowanie, czesé
doswiadczalng, oraz spis literatury (294 pozycji literaturowych) i jest poprzedzona
streszczeniem w jezyku angielskim oraz spisem tresci. W pracy umieszczony zostal takze spis
skrotow. Praca zostala opisana na 300 numerowanych stronach i nie zawiera spisu
schematdw, rysunkow oraz tabel. Uktad pracy jest tradycyjny. Sposéb cytowania odnosnikéw
literaturowych jest typowy dla prac chemicznych, tzn. nie zawiera tytutu publikacji. Dodanie
tytulu mogloby sta¢ si¢ ulatwieniem dla czytajacego.

Czg$¢ literaturowa rozprawy doktorskiej jest bardzo obszerna i obejmuje szeroki wachlarz
zagadnien z obszaru chemii kwasow nukleinowych i tzw. chemii click, czyli wykorzystania
reakcji addycji ugrupowania alkinu do reszty azydkowej w tytulowej reakcji Huisgena
katalizowanej jonami miedzi(I). Obejmuje takze szczegélowe zagadnienia syntezy
nukleozyddw: 3’-azydo-3’-deoksytymidyny, 5-fluoro-2’-deoksyurydyny oraz gemcytabiny,
ktorych koniugaty mgr KLECZEWSKA postanowila przygotowa¢ poprzez reakcje click.
Autorka obszernie omawia takze koncepcje pronukleotydow, a takze kwestie reakcji
fluorowania, koniugatéw alkaloidéw kory chinowej, wybrane fragmenty chemii akrydyny,
chemii zwiazkéw o charakterze jonoforowym i aminocukréow. Troche tego duzo i mozna
odnie$¢ wrazenie pewnego nadmiaru, czy chaosu. Z drugiej strony wida¢ w tym troske
Doktorantki, aby zadnego aspektu przydatnego dla pozniej opisywanych wlasnych syntez nie
poming¢. Tak wiec pomimo wrazenia pewnego przesytu, zawarto$¢ tego rozdziatu stanowi
dobre wprowadzenie dla oceny uzyskanych rezultatéw doswiadczen i ich merytorycznej
dyskusji. Tym bardziej, ze w trakcie przedstawiania wynikéw wilasnych i ich dyskusji, mgr
KLECZEWSKA znacznie oszczgdniej z przywotywania odniesien literaturowych korzysta.

Pani mgr Natalia KLECZEWSKA zrealizowala liczne szczegdtowe cele pracy doktorskiej. Nie
sposob ich wszystkich wymieni¢, bo rzeczywiscie liczba nowych pochodnych, ktére udalo sie
Jej otrzyma¢ wykorzystujac reakcje Huisgena, jest imponujaca. To bardzo dobry przykiad
badan z obszaru chemii medycznej. Reakcja click byla najcze$ciej etapem ostatnim w
chemicznej syntezie, za wyjatkiem syntezy 5’-amidofosforanow koniugatow 3’-azydo-3’-
deoksytymidyny.

Wszystkie otrzymane koniugaty zachowaly aktywnos$¢ biologiczng swoich sktadowych
‘farmakoforéw’ i wynik ten nie powinien budzi¢ zdziwienia. Udato sie wykaza¢ w testach na
liniach komoérkowych, ze koniugaty z pochodnymi chloroakrydyny wykazuja wyzsza
aktywno$¢ od wyjsciowych nukleozydow (ponad 70-krotng). Koniugat 3’-azydotymidyny z
9-aminopropargilowa pochodng 6-chloro-2-metoksyakrydyny (261d) wykazal najwyzsza
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aktywno$¢ sposréd otrzymanych zwiazkow. Niestety, zwigzany z tym wzrost selektywnosci,
chociaz zaobserwowane wartosci SI (ponad 10), sa wyzsze niz w przypadku wiekszosci
badanych w rozprawie doktorskiej pochodnych, wcigz jest stosunkowo maty. W tym sensie
rowniez opisane badania ilustruja dobrze w jak trudnym obszarze przychodzi dzialaé
chemikom medycznym, prowadzacym badania niezwykle pracochlonne, zmudne i
wymagajace doskonalego opanowania warsztatu syntezy organiczne;.

Mgr KLECZEWSKA rozpoczynajac swoje badania stangla przed zadaniem opracowania syntezy
calej biblioteki pochodnych nukleozydowych, chociaz w swoich badaniach nie stosowala
metod chemii kombinatorycznej, to rzeczywiscie zakres zbadanych struktur jest imponujacy.
Opracowanie syntezy taki wielu nowych pochodnych nukleozydowych stanowi wazne i
bardzo interesujace osiagnigcie. Doktorantka bardzo dobrze opanowala metody syntezy
organicznej nukleozydéw i nukleotydow. W calej pracy widoczna jest bieglosé w
postugiwaniu si¢ analiza widm NMR.

Wszystkie szczegotowe cele pracy doktorskiej zostaly osiagniete.

Praca doktorska zostala przygotowana starannie, takze pod wzgledem edytorskim. Naturalnie
w tak obszernym tek$cie pojawiajg si¢ rézne, zazwyczaj drobne pomytki, ktérych Autorce nie
udato si¢ unikna¢. Do takich zaliczam stosowanie kropki zamiast przecinka dla oddzielenia
liczb catkowitych od czeéci dziesigtnej. W czesci doswiadczalnej brakuje informacji o
wydajnosciach reakcji koniugacji. Dane te sg tylko w czesci Dyskusji wynikéw. Zdaniem
recenzenta powinny by¢ one powtdrzone razem z charakterystyka spektralng poszczegélnych
zwiazkéw w czesSci do$wiadczalnej. Kolejna uwaga dotyczy stwierdzenia (str. 181), ze
LPodcezas reakcji nastepuje wzrost nukleofilowosci atomu tlenu ..”. To sformutowanie
wydaje si¢ niepoprawne.

Przechodzac do czesci dyskusyjnej recenzji cheialbym rozpocza¢ od uwagi o istotniejszym
znaczeniu. Najwazniejsze wydaje mi si¢ pytanie czy rzeczywiscie mozna mysle¢ o
czynnikach przestrzennych jako tych, ktére maja zasadnicze znaczenie, analizujac przebieg
reakcji  otrzymywania 5°-O-sulfonowych estrow, mesylowych/tosylowych, pochodnych
gemcytabiny (str. 144)? Jakie produkty powstaja w reakcji tosylowania gemcytabiny (str. 143,
Schemat 83)? Przyznam, ze wytlumaczenie wzgledami sterycznymi wydaje mi sie w réwnym
stopniu, co niejasne, to niewystarczajace. Oczekiwatbym dyskusji tego problemu w czasie
publicznej obrony.

W trakcie lektury tak obszernej rozprawy, pojawia si¢ oczywiscie wiele pytan o praktycznej
naturze. Jako przyktadowe zadam pytanie: czy brano pod uwage reakcje tosylowania badz
mesylowania (str. 202) pochodnych hydroksyalkiloaminowych akrydyny? Albo jeszcze jedno
pytanie: czy prObowano zastosowaé w  syntezie pochodnych kwasu  9-
akrydynokarboksylowego zastosowa¢ niechronione diaminy (str. 198)?

Moja uwaga ogélna dotyczy tez dyskusji wynikOéw analiz wlasciwosci biologicznych.
Odniostem wrazenie, ze omawianie szczegolow tych badan przy kazdej grupie otrzymanych
zwigzkow nie tylko niczego nie wyjasnia, ale wrecz utrudnia wyciagniecie wnioskow
ogollniejszej natury, tym bardziej ze Doktorantka na samym wstepie pracy lojalnie wyjasnia,
ze badania te przeprowadzit dr RUSZKOWSKI. Wyniki analiz wiasciwosci biologicznych jednej
grupy zwigzkéw nie mialy zadnego wplywu na realizacje kolejnych podejmowanych i
opisanych syntez. Natomiast napisanie odrgbnego podrozdziatu w Dyskusji wynikéw, w
ktérym te wlasciwosci biologiczne bylyby zestawione i omowione, mogloby sie staé
podstawa do wyciagnigcia jakich ogdlniejszych wnioskow.
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Podobnie, nie wydaje mi si¢ wlasciwe umieszczanie zbyt wielu szczegdtow doswiadczalnych
w Dyskusji wynikéw, bo nie moge uzna¢ za chromatogramy wszystkich graficznych
zestawien wartosci Ry poszczegélnych zwiazkéw. Niekiedy w opisach tych tzw.
chromatogramow (np. str. 184, Rysunek 68) substraty reakcji nazywane sa produktami (obok
koniugatow, ktore sg rzeczywiscie produktami).

Na zakonczenie chcialbym powiedzie¢, Ze te uwagi nie obnizaja mojej wysokiej oceny pracy
doktorskiej mgr Natalii KLECZEWSKIEJ. Doktorantka wykazala sie bardzo dobrym
opanowaniem metod syntetycznej chemii organicznej, ze szczegblnym uwzglednieniem
chemii kwasow nukleinowych. Dyskusja cickawych wynikéw poddanych wczesniej
krytycznej ocenie doprowadzita w efekcie do ciekawych ustalefi naukowych o duzym
znaczeniu praktycznym.

Reasumujac, cheiatbym stwierdzi€, ze uzyskane i przedstawione w pracy doktorskiej wyniki
majg wysoka range naukowa i w mojej ocenie praca doktorska mgr Natalii KLECZEWSKIEJ
spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez ustawe o stopniach i tytule
naukowym. Przedstawiam Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu wniosek o dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego i
przeprowadzenie publicznej obrony tej pracy.

Ponadto biorac pod uwage bardzo szeroki zakres przedstawionych badan, oraz otrzymanie
nowych zwigzkéw o aktywnosci cytostatycznej wickszej od aktywnosci wyjsciowych
nukleozydow, proponuje rozwazenie wyr6znienia rozprawy doktorskiej pani Natalii
KLECZEWSKIE].
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