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Recenzja pracy doktorskiej mgr Karoliny Chrabgszcz zatytulowanej

~Synteza i aktywnos¢ biologiczna metaloorganicznych pochodnych kwasu
foliowego oraz wybranych inhibitorow polimerazy tubuliny” przedstawiona Komisji
Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki chemiczne

w celu uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Katedrze Chemii
Organicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu tddzkiego pod kierunkiem profesora uczelni, dr hab. Damiana
Plazuka, ktdrego tematyka badawcza koncentruje sie wokot projektowania, syntezy i oceny wiasciwosci

biologicznych metalocenowych pochodnych wybranych zwigzkdw organicznych.

Strategia faczenia dwdch lub wiecej fragmentow farmakoforowych w celu otrzymania nowych
potacze hybrydowych o potencjalnie wyzszej aktywnosci biologicznej jest jednym z powszechnie
stosowanych podjes¢ w chemii medycznej. Prace badawcze mgr Karoliny Chrabaszcz zwigzane byly z
syntezg nowych potaczen zwiazkéw o znanej aktywnosci biologicznej, tj. kwasu foliowego oraz inhibitoréw
polimerazy tubuliny — etopozydu, tryprostatyny A i metotreksatu, funkcjonalizowanych dodatkowym
ugrupowaniem metalocenowym. Wobec wcigz rosnacej potrzeby dostarczenia nowych, skutecznych i

selektywnych chemioterapeutykdw tematyka recenzowanej rozprawy jest wysoce aktualna.

Przedstawiona do oceny dysertacja jest obszernym 199-stronnicowym opracowaniem, w ktérym
zachowano ukfad powszechnie przyjety dla prac doktorskich o charakterze doswiadczalnym. Opis badan
wilasnych poprzedza ,Przeglad literatury” stanowiacy bardzo dobre wprowadzenie w problematyke
badawczg. Doktorantka wprowadza bowiem czytelnika w problematyke leczenia nowotwordw, opisujac w
osobnych podrozdziatach stosowane chemioterapeutyki z grupy modulatoréw polimeryzacji tubuliny,
inhibitordw topoizomerazy II, strukturalnych analogdw zwigzkdw z grupy pochodnych folianéw oraz
inhibitordw biatek ABC. Ostatni podrozdziat tej czesci dysertacji poswiecono natomiast poczatkom chemii
biometaloorganicznej, ze szczegdlnym uwzglednieniem opisanych w literaturze ferrocenylowych

pochodnych o wiasciwosciach przeciwnowotworowych.
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Poszczegdlne cele badawcze jakie postawita sobie mgr Chrabaszcz zostaly jasno i klarownie
zdefiniowane. Badania wiasne podzielone zostaty na 3 czesci, w ktérych Doktorantka podjeta sie
ambitnego zadania syntezy i oceny aktywnosci biologicznej metalocenowych pochodnych wybranych
lekdw etopozydu, tryprostatyny A oraz kwasu foliowego i metotreksatu. W pierwszej czesci badan
zaprojektowano nowe 1,2,3-triazolowe i aminowe analogi etopozydu, w ktérych w miejsce fragmentu
weglowodanowego obecnego w czasteczce etopozydu wprowadzono ugrupowanie ferrocenylowe albo
rutenocenylowe. Jako substraty do ich syntezy uzyto podofilotoksyne oraz odpowiednio
sfunkcjonalizowane metaloceny. W celu otrzymania serii pochodnych etopozydu z ugrupowaniem 1,2,3-
triazolowym  konieczne  bylo  przeksztatcenie  podofilotoksyny w  4B-azydo-4'-O-demetylo-4-
deoksyepipodofilotoksyne, co zrealizowano w sekwencji reakcji demetylowania pofaczonego z inwersja
konfiguracji przy C4, a nastepnie azydowania. Kluczowym etapem byta reakcja Hiisigena azydu z
odpowiednimi alkynylo- i alkynoilometalocenami katalizowana jonami miedzi(I). W syntezie serii
aminowych analogdw etopozydu wykorzystano powyzszg azydowa pochodng epipodofilotoksyny, ktéra
poddano uwodornieniu do aminy, a nastepnie przeprowadzono aminowanie redukcyjne z odpowiednimi
formylowymi pochodnymi metalocenéw. Wszystkie otrzymane w ten sposdb pochodne przekazano
nastepnie do badan aktywnoséci antyproliferacyjnej wzgledem wybranych linii komdrek nowotworowych
(gruczolakoraka ptuc A549, gruczolakoraka jelita grubego SW620, raka jelita grubego Colo 205, raka
watrobowokomdrkowego HepG2 oraz gruczolakoraka sutka MCF7), ktdre to badania realizowane byly w
ramach podjetej wspdtpracy z dr Rychlikiem z Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu toédzkiego.
Sposréd wszystkich otrzymanych zwigzkéw wybrano nastepnie najbardziej aktywne pochodne (jedna
pochodna z ugrupowaniem 1,2,3-triazolu oraz cztery pochodne amin, odpowiednio zwigzki 220 oraz
258-260), dla ktdrych wykreslone zostaly nastepnie krzywe przezywalnosci w funkcji stezenia zwigzku i
wyznaczono wartosci ICsy dla linii komdrek nowotworowych opornych na etopozyd oraz metotreksat.
Badane zwigzki wykazywaty aktywnos$¢ zaréwno w stosunku do linii komérek nowotworowych opornych
(SW620M) jak i wrazliwych (SW620). Najwazniejszym osiagnieciem tej czesci projektu byto wskazanie
wéréd otrzymanych pochodnych zwigzkéw o aktywnosci wyzszej niz etopozyd (pochodne 258-260).
Zbadano nastepnie wplyw zwigzkéw na zdolnos¢ hamowania polimeryzacji tubuliny i aktywnosci
topoizomerazy II. Wykazano, ze pochodna aminowa 258 jest inhibitorem zaréwno polimeryzacji tubuliny
jak i topoizomerazy II. Nalezy podkresli¢, ze ta cze$¢ projektu jest kontynuacjg badan nad pochodnymi
etopozydu, jakie zespét prowadzi z powodzeniem od kilku lat. Opisana zostata juz m.in. seria 1,2,3-
triazolowych koniugatéw ferrocenylowych epipodofilotoksyny (opublikowane w Dalton Trans. 2017, 46,
10847-10858). Uzyskane wyniki badan biologicznych dla w/w koniugatéw uzasadniajg celowo$¢
podjetych przez Doktorantke préby dalszej modyfikagiji ich struktury. Mimo ze cel badan mgr Chrabgszcz
zostat jednoznacznie okreslony, to brak nawigzania do wczesniejszych prac zespotu pozostawia pewien
niedosyt. Szkoda réwniez, ze Doktorantka nie dokonata poréwnania wynikéw badan aktywnosci
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biologicznej otrzymanych przez nia 1,2,3-triazolowych koniugatéw ferrocenylowych z 4’-0O-demetylo-4-
deoksyepipodofilotoksyng z aktywnoscia otrzymanych uprzednio w zespole analogicznych pochodnych 4-
deoksyepipodofilotoksyny (Dafton Trans. 2017, 46, 10847-10858), mimo ze zwiazki te zostaly opisane

przez Nig w czesci literaturowej dysertacii.

W dalszej czesci prac badawczych mgr Chrabaszcz, zainspirowana obiecujacg aktywnoscia
biologiczng otrzymanych w macierzystym zespole ferrocenylowych analogdéw plinabuliny, ktére okazaty sie
skutecznymi inhibitorami transporteréw ABCB1 i ABCG2, zajeta sie syntezg i zbadaniem wplywu
ugrupowania ferrocenylowego na wiasciwosci biologiczne pochodnych tryprostatyny A, znanego inhibitora
polimeryzacji tubuliny. Doktorantka zwrécita bowiem uwage na podobienstwo strukturalne pomiedzy
plinabuling a tryprostatyna A wynikajace z obecnoéci w obu zwigzkach heterocyklicznego fragmentu
piperazyno-2,5-dionu. Czes¢ prac eksperymentalnych zwigzana z syntezg wspomnianych ferrocenylowych
analogéw tryprostatyny A zastuguje na szczegSlne uznanie. Oprécz umiejetnosci zwigzanych z synteza
pofaczent metaloorganicznych Doktorantka miata bowiem okazje zapoznac sie i wykorzystac w swoich
pracach metody syntezy wiasciwe dla chemii peptydéw. Pierwsze proby syntezy zaprojektowanych
potaczen polegaly na wykorzystaniu reakgji kondensacji Knoevenagla MN-acetylo-cyklo-Gly-Pro  z
odpowiednimi aldehydami z ugrupowaniem ferrocenylowym. Jednak ze wzgledu na niskie wydajnosci
Doktorantka zmuszona byta zmienié¢ strategie syntezy, a finalne zwigzki zostaly otrzymane efektywnie w
sekwendji reakcji, sprzegania amidu (S)-proliny z kwasem propiolowym sfunkcjonalizowanym odpowiednio
ugrupowaniem ferrocenylowym, a nastepnie cyklizacji powstatej pochodnej katalizowanej trimetylofosfing
w obecnosci kwasu L-gluaminowego. Mgr Chrabaszcz sprawnie poradzita sobie z rozwigzaniem problemu
ustalenia stopnia racemizacji jaki ma miejsce podczas cyklizacji, a wyniki badan czystosci
enancjomerycznej zwiazku 273 udokumentowata zataczajac chromatogramy uzyskane podczas analizy
HPLC z wykorzystaniem chiralnej kolumny odpowiednich pochodnych otrzymanych z (S)- i (R)-proliny.
Wykorzystujac réznie podstawione kwasy propiolowe oraz amid (S)-proliny otrzymano kolejne cztery
zwigzki (oznaczone w pracy jako 275, 295-297), dla ktérych réwniez oznaczono nadmiary
enancjomeryczne. Szkoda jednak, ze Doktorantka opisujac badania wiasne nie podata wartosci e.e. dla
poszczegdlnych pochodnych. Serig zaprojektowanych zwiazkéw rozszerzono nastepnie o pochodne 318-
325 otrzymane w wykorzystaniem innych cyklicznych aminokwaséw tj. kwasu (5)-pipekolinowego, kwasu
L-oktahydro-1A+indolo-2-karboksylowego,  kwasu (S)-indolino-2-karboksylowego oraz  (9)-1,2,3,4-
tetrahydroizochinolino-3-karboksylowego. Sposréd wszystkich zwiazkéw otrzymanych w tej czesci projektu
do wstepnych badan aktywnosci biologicznych wybrano jedynie pochodne proliny, tj. zwiazki (2)-273,
(2)-275, (2)-295, (2)-296, (£)-296, (2)-297 i (£)-297. Wykonano badania przezywalnosci komdrek
nowotworowych wrazliwych oraz opornych na najczesciej stosowane chemioterapeutyki tj. cisplatyne,

doksorubicyne, etopozyd, metotreksat, winkrystyne i mitoksantron. Doktorantka wykazata, ze pochodne

Katedra Chemii Bioorganicznej i Biokoordynacyjnej
Zaktad Chemii Bioorganicznej

90-151 £6dz | ul. Muszyriskiego 1
tel. (042) 677 92 33
e-mali: dorota.piotrowska@umed.lodz.pl

i
www.umed.pl A \.‘\’
y



UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LtODZI

fenylowe, jak réwniez wiekszos¢ pochodnych ferrocenylowych, sa nietoksyczne zardwno w stosunku do
linii wrazliwych jaki opornych na wybrane chemioterapeutyki. Natomiast po potraktowaniu komdrek
mieszaning chemioterapeutyka i badanego zwiazku zaobserwowano uwrazliwienie komdrek
nowotworowych na zastosowany chemioterapeutyk. Szczegdlnie wysoki poziom uwrazliwienia komdrek na
doksorubicyne, winkrystyne oraz mitoksantron zaobserwowano w przypadku podawania ich ze zwigzkiem
(2)-275, (2)-295 i (2)-265. Nie zaobserwowano natomiast efektu synergistycznego przy zastosowaniu
kombinacji metotreksatu z badanymi zwigzkami. W koncowym etapie tej czesci projektu przeprowadzono
pogtebione badania wptywu zsyntezowanych zwigzkéw na transport wzorcowych substratéw wybranych
biatek opornosci wielolekowej oraz wigzania przeciwciat UIC2 i 5D3. Potwierdzono, ze zwiazki (2)-273,
(2)-296 i (2)-275 sa substratami dla biatek ABCB1 i ABCG2, za$ zwigzek (2)-295 jest substratem tylko
dla biatka ABCG2.

W ostatniej czesSci prac badawczych mgr Chrabaszcz zajeta sie otrzymaniem ferrocenylowych
(328-330, 333, 334, 338-340), jak réwniez niemetaloorganicznych (326, 327, 331, 332, 335-337)
pochodnych kwasu foliowego, cho¢ Doktorantka na str. 87 btednie wszystkie to pochodne nazywa
analogami ferrocenylowymi. Co wiecej numeracja zaprojektowanych zwigzkéw nie odpowiada ich
numeracji w dalszej czesci badan wiasnych (str. 93) oraz w czesci eksperymentalnej (str. 177-181,
zwigzki 377-391), co nieco utrudnia analize tekstu. Biblioteke zaprojektowanych zwiazkéw uzupetniajg
pochodne metotreksatu 397-399. Podczas realizacji tej czesci projektu mgr Chrabaszcz wykazata sie
wyjatkowa determinacja. Poczatkowe niepowodzenia napotkane podczas realizacji wieloetapowych syntez
nie zniechecily Doktorantki, a jedynie motywowaly do podejmowania kolejnych préb opracowania
efektywnej drogi syntezy finalnych zwigzkdw. Mnogos¢ przeprowadzonych reakcji $wiadczy o dobrym
przygotowaniu warsztatowym. Stosowane metody dobierane byly adekwatnie do potrzeb projektu, choc
uzycie odczynnika Dess-Martina, wybranego sposrod dostepnych utleniaczy z zamiarem utlenienia
aldehydu 346 do kwasu 347, nie wydaje sie wiasciwe (str. 88). Jest to bowiem stosunkowo tagodny
reagent stosowany do utleniania odpowiednich alkoholi do aldehyddw. Badania biologiczne wykonane dla
pochodnych kwasu foliowego i metotreksatu, mimo ze nie zwiehczone spektakularnym osiagnieciem
dostarczyty cennej informacji w zakresie podejmowanych modyfikacji struktur wiodacych. Wykazano, ze
obecno$¢ ugrupowania ferrocenylowego nie wplywa znaczaco na aktywnos¢ biologiczna otrzymanych

pochodnych.

Na uznanie zastuguje fakt, ze Doktorantka w kolejnych etapach prac badawczych z godnym
pochwaty zaangazowaniem podejmowata proby optymalizacji warunkéw reakcji w celu zwiekszenia
wydajnoéci, nie poprzestajac na wydzielonych poczatkowo niewielkich ilosciach zaprojektowanych
zwiazkéw. Z uwagi na charakter pracy na wysoka ocene zastuguje cze$¢ eksperymentalna recenzowanej
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rozprawy, w ktorej Doktorantka przedstawita szczegdtowy opis eksperymentdw oraz peing
charakterystyke otrzymanych zwiagzkdéw. Wiarygodne opisy pozwalajg nie tylko na weryfikacje wynikdw,
ale réwniez zapewniajg odtwarzalnos¢ przeprowadzonych prac. Poprawnos$¢ przeprowadzonych analiz
strukturalnych nie budzi zastrzezen, a Doktorantka wykazata sie biegtoscig w interpretacji widm NMR
zaréwno prostych jak i wielkoczasteczkowych zwigzkéw organicznych. Doktorantka uzupetnita
charakterystyke zwigzkéw o analize elementarng, potwierdzajagc tym samym czysto$¢ chemiczng
otrzymanych probek, co $wiadczy bardzo dobrze o technice pracy Doktorantki, jej doskonatym

przygotowaniu warsztatowym i rzetelnosci naukowej.

Oprécz pozytywnej oceny merytorycznej dysertacji, ktorg charakteryzuje wysoki stopien trudnosci
zwigzany z wielokierunkowoscia prowadzonych badan, na podkreslenie zastuguje réwniez to, ze napisana
ona zostata poprawnym jezykiem. Pochwali¢ nalezy réwniez strone graficzng pracy oraz bardzo staranng
korekte edytorska. Umiejetnos¢ planowania prac eksperymentalnych, ogromna pracowito$¢ i
konsekwencja w rozwigzywaniu problemdéw badawczych potwierdzajg dojrzatos¢ naukowg mgr

Chrabaszcz.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Karoliny Chrabgszcz spetnia
wymagania ustawowe (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki; Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z
pbézniejszymi zmianami Dz.U. z 2016. Poz. 882). Wnosze zatem do Komisji Uniwersytetu
todzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki chemiczne o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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