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~Synteza i aktywnosé¢ biologiczna
metaloorganicznych koniugatéw inhibitoréw
kinezyny-5"

Tryb zycia spoteczenstw krajow rozwinietych (dieta, brak aktywnosci fizycznej) oraz czynniki
Srodowiskowe sg uwazane za geneze chordb ogdlnie nazywanych cywilizacyjnymi. W powszechnej
opinii choroby cywilizacyjne to gtdwnie choroby serca i uktadu krgzenia, choroby metaboliczne, uktadu
oddechowego, autoimmunologiczne, neurodegeneracyjne i zaburzenia psychiczne. Szacunki WHO
wskazujg na choroby cywilizacyjne jako przyczyny 70% zgondw, ale jedng z gtdwnych przyczyn zgondéw
w krajach rozwinietych, sg choroby nowotworowe, z ktérych niektdre, takie jak rak ptuc, jelita grubego,
zotadka i watroby, réwniez sg zaliczane do choréb cywilizacyjnych.

Sposrdd terapii przeciwnowotworowych, chemioterapia (czesto w potgczeniu z metodami
radykalnymi) jest kluczowym sposobem leczenia, niestety niepozbawionym wad. Gtéwnymi wadami
chemioterapii s3: dziatanie toksyczne na komérki zdrowe, odpornosé wielolekowa, leukopenia. Stad
prace nad udoskonaleniem lekdw onkologicznych sg istotnym nurtem badan, nie tylko w laboratoriach
potentatéw branzy farmaceutycznej.

Mechanizmy dziatania lekdw przeciwnowotworowych sg zréznicowane, tak jak i zréznicowane s3
struktury odpowiednich indywiduéw chemicznych. Jakkolwiek gtéwnym Zrédtem substancji wiodgcych w
poszukiwaniach nowych lekédw onkologicznych sg produkty pochodzenia naturalnego, to fragmenty
zawierajgce w strukturze atom lub kation metalu stanowig interesujaca alternatywe (modyfikacje) szkieletu
czasteczki potencjalnego terapeutyka. Jedng z takich modyfikacji moze by¢ wprowadzenie do struktury
zwigzku organicznego fragmentu metalocenu, w tym najpopularniejszego (o ile tak mozna powiedzie¢ o
zwigzku chemicznym), mianowicie ferrocenu. .

Temu zagadnieniu, czyli modyfikacjom fragmentem ferrocenu szkieletéw czasteczek zwigzkéw
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Wydziale Chemii Uniwersytetu tddzkiego, czyli w osrodku i w grupie majacej doswiadczenie i
osiggniecia w chemii metalocendéw.
Przedstawiona do recenzji dysertacja ma obecnie juz typowg dla tego rodzaju opracowan

posta¢ komentarza do publikacji wspétautorstwa Kandydatki. Cato$ciowy dorobek naukowy
Kandydatki moge ocenié¢ jako adekwatny do etapu kariery naukowej, zwtaszcza biorgc pod uwage
wielowgtkowos¢ i kompleksowosé badan w ktérych Autorka brata udziat. Z recenzenckiego obowigzku
dodam, iz mgr Kowalczyk jest wspétautorka 5 publikacji w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym
i 0 uznanej renomie. Ponadto byta wspotautorkg 10 komunikatéw

konferencyjnych, w wiekszosci byty to prezentacje posterowe. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze mgr
Kowalczyk byta wykonawczynig w grancie kierowanym przez Promotora, ale — co wazniejsze _réwniez
pozyskata finansowanie na swoje badania. O ile jeszcze kilkanascie lat temu nie bytoby to niczym
szczegblnym, to obecnie, przy nierzadko jednocyfrowym wspétczynniku sukcesu, fakt zdobycia
finansowania zastuguje na uznanie.

Postawiona hipoteza badawcza zaktadata zwiekszenie aktywnosci przeciwnowotworowej
hybryd zbudowanych ze szkieletu zwigzku organicznego potgczonego z fragmentem ferrocenu.
Mechanizm dziatania miat bazowac¢ na synergii cytotoksycznej aktywnosci ferrocenu oraz
selektywnego hamowania aktywnosci kinezyny-5 i indukcji apoptozy w komdrkach nowotworowych
poprzez modyfikowane metalocenem wybrane substancje wiodgce: monastrol, CPUYLO64 oraz
ispinesib.

Jako podstawe opracowania mgr Kowalczyk wybrata 3 prace opublikowane w czasopismach
Dalton Transactions (2 prace) i Chemistry — A European Journal, ktére opatrzyta komentarzem. Na tenze
sktadajg sie dwie zasadnicze czesci. Pierwsza z nich jest omodwieniem zwigzkéw o aktywnosci
przeciwnowotworowej. Tematyka ta — bardzo obszerna nota bene — zostata zgrabnie zredukowana do
omodwienia witasciwie trzech grup zwigzkdw, wprawdzie rdéznigcych sie znaczaco strukturalnie, ale
charakteryzujgcych sie podobnymi witasciwosciami, t.j. zwigzkdw antymitotycznych; zwigzkéw
metaloorganicznych o aktywnosci biologicznej (ze szczegdlnym uwzglednieniem ferrocenu),
stosowanych w przesztosci i obecnie w réznorakich terapiach; oraz zwigzkdédw bedgcymi inhibitorami
biatek motorycznych (kinezyny-5). Wsrdd tych ostatnich zostaty oméwione rowniez monastrol, CPUYL064
oraz ispinesib, co tym samym uzasadnia wybor tych zwigzkéw jako substratéow do dalszych modyfikacji.

Druga czes$¢ komentarza odnosi sie bezposrednio do prac wspdtautorstwa mgr Kowalczyk,
ktore zostaty wybrane jako podstawa pracy doktorskiej. Musze tu nadmienié, ze zaréwno te jak i
pozostate prace, nie bedace podstawg doktoratu, sg publikacjami wieloautorskimi. Liczba autorow
waha sie od 5 do 11, stad komentarz miat podkreslaé role mgr Kowalczyk w prowadzonych badaniach.
Dodatkowo, kazdy ze wspdtautoréow ztozyt stosowne oswiadczenie odnosnie zakresu prac

realizowanych w kazdej z publikacji stanowigcej podstawe doktoratu. Ze wzgledu na fakt,
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iz publikacje zostaty wczesniej poddane wnikliwej analizie, rola recenzenta sprowadza sie
wiasciwie do okreslenia czy prezentowany dorobek naukowy upowaznia do skierowania wniosku o
nadanie stopnia doktora.

Pozostajgc przy kwestiach formalnych — pomijajgc forme czasownikdéw, komentarz jest
napisany prawidtowym jezykiem i czyta sie go z przyjemnoscia. Zaledwie kilkakrotnie spotkatem sie z
uzyciem zargonu laboratoryjnego (chiralna kolumna, protony metylendw, struktura krystaliczna,
rozdziat chiralny, itp.). Lepszym pomystem bytoby uzycie gwiazdki wskazujgcej na centrum
stereogeniczne (Schemat 14) niz oznaczenia (R,S), ktére wskazuje na racemat, ale sg to nieliczne
uchybienia, ktore zauwazytem. Natomiast forma bezosobowa, ktérg z upodobaniem stosuje Autorka,
nie jest tu najszczesliwszym wyborem. ' Zdaje sobie sprawe, ze w wielu tutorialach zaleca sie
dyplomantom uzywanie form bezosobowych, natomiast komentarz jednoznacznie powinien
wskazywac na role i osiggniecia Autorki. Stad przyjatem, zresztg zgodnie z oswiadczeniami, ze gtéwnym
obszarem zainteresowan Kandydatki byto planowanie i synteza odpowiednich pochodnych.

Nie wchodzgc w detale, ktdre zostang z pewnoscig oméwione podczas publicznej obrony _tak
jak to zostato wspomniane wczesniej, prace prowadzone przez Doktorantke miaty na celu
wprowadzenie do szkieletu trzech zwigzkdw modelowych fragmentu ferrocenu, celem
zmodyfikowania ich aktywnosci biologiczne;j.

Pierwszg badang grupe stanowity pochodne monastrolu lub jego analogu, w ktérym atom
siarki wigzania C=S zostat zastgpiony atomem tlenu. Wiekszo$¢ z otrzymywanych zwigzkéw
syntezowana byta de novo, a modyfikacje polegaty na formalnym zastgpieniu grupy 3-
hydroksyfenylowej podstawnikiem ferrocenylowym i jego pochodnymi, lub na zastgpieniu grupy 4-
metylowej w monastrolu grupg ferrocenylowa (i jej pochodnymi). Pochodne pierwszego typu
otrzymywane byty w reakcji Biginellego w obecnosci katalitycznych lub stechiometrycznych ilosci
kwasu Lewisa. W przypadku drugiego typu zwigzkéw konieczne byto otrzymanie potproduktow — w
postaci odpowiednich ketoestrow, a docelowe zwigzki otrzymane zostaty ze zréznicowang wydajnoscia.
Otrzymane pochodne nie stracity aktywnosci zwigzku wyjsciowego — monastrolu, a generowanie
reaktywnych form tlenu moze by¢ alternatywnym lub wspomagajagcym mechanizmem dziatania
przeciwnowotworowego.

Ferrocenylowe analogi CPUYLO64 otrzymane zostaty w reakcjach wykorzystujgcych, m.in.
chemie enolandw. Podobnie jak to miato miejsce w przypadku pochodnych monastrolu, wieksze
wydajnosci produktéw uzyskane zostaty, gdy reakcje prowadzone byty w reaktorze mikrofalowym.

W przypadku podstawienia ferrocenem analogéw CPUYL064, otrzymane zwigzki wykazywaty wiekszg

1 Za Zintegrowang Platformg Edukacyjng Ministerstwa Edukacji Narodowej: ,,...(bezosobowe) formy czasownika
majg zastosowanie w sytuacji, gdy nie moina wskaza¢ wykonawcy czynnosSci (np. w opisach zjawisk
przyrodniczych czy standéw, ktére dotycza organizmu cztowieka) oraz wtedy, gdy celowo unika sie wskazania
wykonawcy czynnosci (np. Zorganizowano zbidrke pieniedzy).”

aktywnos¢ w porédwnaniu do wyjsciowego CPUYL064, ale nie wykazywaty zdolnosci do generowania

reaktywnych form tlenu.
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Struktura ispinesibu pozwala na wiekszy zakres zmian struktury, mianowicie na formalne
zastgpienie grupy toluilowej i aminopropylowej podstawnikami zawierajgcymi ferrocen, podstawienie
wyltgcznie grupy aminopropylowej i wreszcie na modyfikacji fragmentu amino propylowego. Substratami
byt zaréwno racemiczny jak i optycznie czynny ispinesib. Otrzymane koniugaty charakteryzowaty sie
zwiekszong aktywnoscig biologiczng wzgledem zwigzku wyjsciowego, przy czym postulowany
mechanizm aktywnosci to nie tyle zdolnos¢ do hamowania aktywnosci kinazy, ale indukcja stresu
oksydacyjnego, o czym Swiadczg obserwowane rozbieznosci pomiedzy eksperymentem a wynikami

dokowania,

Jak wspomniatem wcze$niej, prace stanowigce podstawe dysertacji byty recenzowane, tym

niemniej po ich lekturze nasuwajg sie pewne pytania. Pierwsze z nich, zwigzane jest z warunkami
prowadzonych syntez, a konkretnie koniecznoscig uzycia kwaséw Lewisa jako promotoréw reakc;ji.
Czy oznaczane byty pozostatosci metali w prébkach badanych pod katem ich aktywnos$ci biologicznej?
Zaréwno monastrol jak i ispinesib zawierajg w strukturze elementy chiralnosci. W przypadku tego
ostatniego otrzymane zostaty obydwa enancjomery, ale w reakcjach nastepowata czesciowa racemizacja.
Zgodnie z wynikami dokowania konfiguracja moze odgrywac znaczenie w szacowaniu aktywnosci
biologicznej pochodnych ispinesibu. Jakg czysto$¢ enancjomeryczng miaty pézniej badane prébki?

W przypadku analogédw monastrolu, badane zwigzki byly racematami. Czy poza wynikami
dokowania, mozna wykazac eksperymentalnie, ktdra z form enancjomerycznych jest bardziej aktywna? |
jaka jest szacowana stabilnosé¢ konfiguracyjna centrum stereogenicznego?

Zaréwno z lektury komentarza jak i oSwiadczen wynika, ze aktywnos$¢ Doktorantki byta skupiona

na syntezie zwigzkdw modelowych, ktére nastepnie badano pod katem zatozonej aktywnosci
biologicznej. Widoczna jest biegtos¢ Doktorantki w planowaniu i przeprowadzeniu syntez. Ze wzgledu na
zaangazowanie roznych grup badawczych i wielowgtkowosé badan prowadzonych w zespole prof.
Plazuka, fragment ,chemiczny" stanowi jeden z aspektéw prowadzonych prac. Nie wdajgc sie w
dywagacje czyje wyniki s3 wazniejsze, nalezy podkresli¢ fakt, iz niezaleznie od wktadu pozostatych
autoréw, bez udziatu Doktorantki prace stanowigce podstawe dysertacji by nie powstaty.

Stwierdzam, Zze oceniana praca spetnia warunki stawiane przez ustawe Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce, co upowaznia mnie do skierowania wniosku do Komisji ds. Stopni

Naukowych Wydziatu Chemii Uniwersytetu tddzkiego o dopuszczenie mgr Karoliny Kowalczyk
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego,
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