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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Chrabaszcz
p-t. ,Synteza i aktywnoéé¢ biologiczna metaloorganicznych pochodnych kwasu foliowego oraz

wybranych inhibitoréw polimeryzacji tubuliny”

Choroby nowotworowe to w krajach rozwinietych jeden z najwigkszych probleméw
cywilizacyjnych naszych czaséw. Pomimo wielu osiagnie¢ w obszarze terapii i diagnostyki
przeciwnowotworowej, wcigz émiertelnosé choréb nowotworowych jest bardzo wysoka. Aktualnie
stosowane w terapiach leki przeciwnowotworowe czesto maja ograniczong efektywnoéé oraz
wykazujg czesto niepozadane skutki uboczne wynikajace z braku selektywnosci ich dziatania. Dlatego
poszukiwanie nowych rozwigzan w tym obszarze lub modyfikowane istniejacych lekéw z myslg o
poprawie ich wifasciwosci biologicznych jest niezwykle potrzebne i cenne. Tematyka rozprawy
doktorskiej przygotowanej przez mgr Karoling Chrabaszcz wykonanej w Katedrze Chemii Organicznej,
Wydziatu Chemii, Uniwersytetu tddzkiego pod kierunkiem dr hab. prof. Ut Damiana Plazuka oraz dr
Btazeja Rychlika jako promotora pomocniczego wpisuje sie w ten nurt badawczy. Przedstawiona mi do
recenzji praca obejmuje synteze i badania wptywu grupy metalocenowej na wiaéciwodci biologiczne
wybranych inhibitoréw polimeryzacji tubuliny oraz pochodnych kwasu foliowego i metotreksatu, czyli
inhhibitéréw biosyntezy komponentéw niezbednych do powstawania kwaséw nukleinowych w
komérkach.

Motywacja do wprowadzania modyfikacji do istniejacych juz lekéw, jest z reguty powigzana z
checiag modyfikacji ich wiaéciwodci terapeutycznych, zaréwno farmakodynamicznych jak i

farmakokinetycznych. Wprowadzane modyfikacje moga zmieniac¢ oddziatywania zwigzkéw z celami
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terapeutycznymi lub tez wptywac na ich przenikalnoé¢ przez btony komérkowe, a takze zmieniaé
metabolizm w organizmie pacjeta. Dlatego wazne jest aby wprowadzanym modyfikacjom towarzyszyty
jak najobszerniejsze badania wptywu modyfikacji na uktad biologiczny. Takie podejécie nawet jesli nie
rozwigzuje problemu pozwala na zgromadzenie wiedzy niezbednej do poznawania ztozonych
mechanizméw dziatania terapeutykow, a co za tym idzie dalszego ich udoskonalania.

Praca doktorska mgr Karoliny Chrabgszcz zostata przygotowana w formie tradycyjnej rozprawy
I ma uktad klasyczny, typowy dla prac eksperymentalnych z chemii z elementami nauk pokrewnych.
Rozprawa jest napisana w sposo6b zwiezty i merytoryczny. Na 195 stronach tej rozprawy opisano wstep
teoretyczny, badania wtasne oraz czgs¢ eksperymentalng. Dodatkowo wyodrebniono, cel pracy, na
koricu rozdziatu , Badania wtasne” znajduje sie zwiezte podsumowanie uzyskanych rezultatéw, a na
koricu rozprawy liste prac wchodzgcych do dorobku autorki oraz osiggnie¢ zwigzanych z realizacja
doktoratu. W pracy zamieszczono 65 rysunkéw, 46 schematéw oraz 10 tabel, starannie
przygotowanych pod wzgledem edytorskim (cho¢ z pewnymi zastrzezeniami, o ktérych wspomne
poiniej). Elementy te s3 bardzo pomocne w zrozumieniu zagadnienri poruszanych w rozprawie oraz
doskonale obrazujg uzyskane rezultaty. W pracy zacytowano 171 pozycji literaturowych, ktére w
znakomitej wiekszosci stanowia prace oryginalne oraz przegladowe opublikowane w wiodacych
czasopismach naukowych z chemii, biochemii, biologii molekularnej i medycyny.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa Pani mgr Karoliny Chrabaszcz dotyczy wykorzystania
metalocendw do modyfikacji lekéw przeciwnowotworowych. Jako obiekty poddawane modyfikacjom
Doktorantka wybrata w pierwszej kolejnosci etopozyd oraz tryprostatyng A. Mechanizm dziatania tych
lekéw jest dos¢ zfozony, a wspdlng ich cechg jest to, ze wykazuja aktywnoé¢ wobec topoizomerazy I,
enzymu zaangazowanego w rozcinanie i ligacje DNA. Proces ten jest kluczowy podczas podziatéw
komérkowych i prowadzi do rozluzniania chromatyny, co niezbedne w replikacji materiatu
genetycznego. Tryprostatyna A dodatkowo hamuje proces polimerazagji tubuliny. Polimeryzacja
tubuliny jest kolejnym kI uczowym procesem podczas podziatéw komérkowych. Kolejne obiekty, ktére
byty poddawane przez doktorantke modyfikacjom to kwas foliowy oraz metotreksat. Kwas foliowy jest
kofaktorem niezbednym dla dziatania reduktazy dihydrofolianowej, enyzmu zaangazowanego w
synteze m. in. monofosforanu tymidyny, ktéry dalej przeksztatcany do trifosforanu tego nukleozydu,
substratu do syntezy DNA. Zablokowanie aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej, prowadzi wiec do
zahamowania syntezy DNA, co ma szczegolny wptyw na komérki szybko dzielace sie, do ktérych nalezy
wiele komérek nowotworowych. Jedng ze skutecznych metod wptywania na ten proces jest
wykorzystanie metotreksatu ktéry jest strukturalnie podobny do kwasu foliowego. Wspélna cecha
wszystkich wybranych przez doktorantke substancji do modyfikacji jest to, ze wptywaja one na procesy
zwigzane z podziatami komérkowymi. Skutecznogé tego typu terapeutykéw wynika z faktu, ze wiele

typéw nowotworéw ma istotnie przyspieszong kinetyke podziatéw komérkowych, wiec sitg rzeczy
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terapeutyki celujace w hamowanie tych proceséw, w wiekszym stopniu  hamujg komdrki
nowotworowe niz zdrowe, Nie mniej jednak, tego typu terapie oddziatujg réwniez na komérki i tkanki
zdrowe, co wigze sie z wystepowanieim niepozadanych skutkéw ubocznych, czesto powaznych.
Sprawia to, 7e poszukiwanie analogéw o poprawionych wtasciwosciach terapeutycznych jest jak
najbardziej sensowne. Zanim Doktoratka przeszta do Opisu uzyskanych rezultatéw przedstawita w
rozdziale zatytutowanym ~Przeglad literatury” stan wiedzy istotny z punktu widzenia prowadzonych
przez nig badan. W rozdziale tym Doktorantka opisuje mechanizmy kmdrkowe Zwigzane z aktywnoscia
wybranych grup terapeutykdéw, przedstawia rys historyczny odkrywania istotnych zwigzkéw, ktdre
znalazty zastosowania w terapiach przeciwnowotworowych. W dalszej czesci przedstawia elementy
rozwoju chemii biometan’oorganicznej Zwracajac najwiecej uwagi chemii i wykorzystaniu metalocenéw,
ze szczegblnym uwzglednieniem wiaéciwosci przeciwnowotworowych zwiagzkéw z tej grupy. Ten
rozdziat napisany jest dobrze, w sposéb zwiezty opisano zagadnienia istotne dla tematyki rozprawy
doktorskiej. Najwiecej kontrowersji budzi wstep do tego rozdziatu, w ktérym Doktorantka opisuje
aktualne strategie leczenia nowotworéw. Wydaje mi sie, ze te strategie wymienione przez doktorantke
znane sg od dziesiecioleci i natomiast nie zostaty uwzglednione najnowsze osiggnigcia w terapiach
przeciwnowotworowych, ktére obecnie z powodzeniem sg stosowane i coraz czesciej wypierajg starsze
metody. W szczegdlnosci zabrakto odniesier; do lekéw biologicznych, ktére w ostatnich latach sa na
czele list terapeutykéw Przynoszacych najwigksze dochody firmom farmaceutycznym. Prositbym
Doktorantke o uzupetnienie stosowanych strategii terapii przeciwnowotworowych o bardziej aktualne
przyktady podczas publicznej obrony.

W rozdziale ,Badania wtasne” Doktorantka opisuje synteze analogédw wspomnianych
wczesniej powszechnie znanych i stosowa nych lekdw przeciwnowotworowych. W ramach tych badan
mgr Chrabgszcz otrzymata dwie serie analogéw etopozydu modyfikowane ugrupowaniami
ferrocenylowymi lub rutenocenylowymi otrzymanymi przy wykorzystaniu reakcji CuAAC oraz
pochodne aminowe. Otrzymane zwigzki zbadano pod katem wiadciwosci biologicznych, testujac
potencjat otrzymanych zwigzkéw do hamowania podziatéw komérkowych w liniach nowotworowych.
Doktorantka ze wsparciem wspotpracownikéw pokazata, ze najaktywniejsze sa zwigzek 220 (z serii
triazolowej) oraz zwiazki 258-260 (z serii aminowej). Co ciekawe aktywnos¢ wykazaty w zasadzie
jedynie analogi ferrocenylowe, podczas gdy rutenocenylowe byly nieaktywne. W kolejnym kroku
podjgto prébe weryfikacji mechanizmu wedtug, ktérego zwigzki te dziatajg na procesy komérkowe. Na
podstawie wynikéw badan biologicznych Doktorantka stwierdzita, ze jedynie zwigzek 258 wykazuje
podwdjne dziatanie, czyli jest zaréwno inhibitorem polimeryzacji mikrotubul, jak i topoizomerazy Il. Ta
czes¢ badan opisanych w doktoracie w moim odczuciu przyniosta najciekawsze rezultaty z punktu
widzenia aktywnoéci biologicznej. Natomiast jesli chodzi o dyskusje wynikéw, wykazanie pewnych

zaleznosci pomiedzy strukturg i aktywnoscia, to tu Doktorantka wykazata sie bezpiecznym podejéciem
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minimalistycznym. To o tyle zaskakujgce, ze akurat te wyniki zostaty juz opublikowane i w publikacji
te aspekty s3 gtebiej dyskutowane. To o tyle istotne, ze zrozumienie takiej zaleznosci miedzy struktura
i aktywnoscia biologiczng pozwala racjonalnie projektowaé struktury kolejnych zwigzkéw o
zwiekszonej aktywnoséci biologiczne;j.

Kolejnym zadaniem postawionym przed Doktorantka byta synteza serii ferrocenylowych oraz
fenylowych analogéw tryprostatyny A. Wydaje mi sig, ze w tej z kolei czedci w Doktorantka zmierzyta
sig z najpowazniejszymi wyzwaniami syntetycznymi i pod tym wzgledem jest ona najciekawsza.
Badania aktywnoéci antyproliferacyjnej otrzymanych 2wigzkéw w stosunku do linii komérek
nowotworowych wrazliwych oraz opornych na najczesciej stosowane chemoterapeutyki (cisplatyne,
doksorubicyne, etopozyd, metotreksat, winkrystyne i mitoksantron) pokazaty, ze zwigzki te nie
wykazujg istotnej aktywnosci, natomiast po potraktowaniu komdrek mieszaning pochodnych
tryprostatyny A i leku nastepuje uwrazliwienie komdrek nowotworowych na zastosowany
chemoterapeutyk. Te wyniki sugerowaty zahamowanie transporteréw ABC (ATP-binding cassette
transporter), ktére s3 czesto odpowiedzialne za opornoé¢ na pewne rodzaje terapii, co wynika z
aktywnego usuwania terapeutyku z komérek. Doktorantka ze wspdtracownikami zbadata wptyw
zsyntezowanych zwigzkéw na transport wzorcowych substratéw wybranych biatek opornosci
wielolekowej oraz dodatkowa weryfikacja przy uzyciu testu opartego na specyficznych przeciwciatach.
Otrzymane wyniki potwierdzity te hipoteze, zwiazki (2)-273, (2)-296 i (2)-275 odziatywaty z biatami
ABCB1 oraz ABCG2, natomiast zwigzek (Z)-295 blokowat jedynie biatko ABCG2.

Doktorantka zsyntezowata réwnie; seri¢ ferrocenylowych analogéw kwasu foliowego oraz
metotreksatu, ktére poddano badaniom komérkowym, jednak nie udato sie wykazac ich istotnej
aktywnosci antyproliferacyjnej.

Warty podkreslenia jest szeroki repertuar metod analitycznych i spektroskopowych stuzgcych
potwierdzaniu struktury i czystogci otrzymywanych zwiazkéw, w tym produktéw koricowych, ktére
byty poddawane badaniom biologicznym. Doktorantka wykorzystywata do tego celu rézne techniki
NMR, MS, IR oraz analize elementarna, w niektérych przypadkach uzyskano réwniez struktury
krystalograficzne. Opis widm NMR to moim zdaniem mocna strona rozprawy. Doktorantka bardzo
umiejetnie postugiwata sie réwniez widmami NMR podczas interpretacji efektéw prowadzonych
reakcji, potwierdzajac ich przebieg zgodnie z zatozeniami, diagnozujac problemy syntetyczne, takie jak
nietrwatos$¢ poszczegdlnych potproduktéw, czy obserwuijéc ciekawe aspekty strukturalne niektérych
zwigzkéw. Wiele widm zostato zamieszczonych w treéci rozprawy co bardzo utatwia weryfikacje
stawianych przez doktorantke tez. Jedng z takich ciekawostek jest istnienie rotameréw zwigzku 278.
Czy Doktorantka mogtaby zaproponowaé prosty eksperyment NMR potwierdzajacy, ze mamy
rzeczywiscie doczynienia z rotamerami tego zwigku, a nie na przyktad izomerami? Jaki to bytby

eksperyment i jakie spodziewane bytyby jego rezultaty.
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Przykry obowigzek recenzenta to réwniez wykazanie staboéci rozprawy przedstawionej do
oceny, tych na szczescie w recenzowanej pracy jest niewiele. Kilka probleméw na ktére chciatem
ZwWrdci¢ uwage Doktorantki obejmuje nastepujgce zagadnienia:

- Cele pracy przedstawono w pracy w sposdb, ktéry nie dokorica wydaje mi sig wiasciwy. Doktorantka
wymienia krétko co byto celem pracy, a nastepnie opisuje sposoby ich osiggnieca. Znacznie bardziej
zasadne w tym miejscu, bytoby opisanie motywacji do ich podjecia i tego elementu motywacyjnego
zabrakto mi w recenzowanej pracy.

- Od strony edytorskiej praca jest przygotowana starannie, jednk niektére z elementéw schematéw i
rysunkéw sg zbyt mato czytelne aby byty uzyteczne, przyktadowo numery zwigzkow sa zbyt mate, a juz
najbardziej ekstremalnym przyktadem braku czytelnosci jest Tabela 4 na stronie 79.

- W podsumowaniu wynikéw dotyczacych badan nad blokowaniem transporteréw ABC Doktorantka
nazywa zwiazki wykazujace aktywnoéé w tym kierunku substratami co wydaje sie okresleniem
niewtasciwym.

- Na stronie 85 autorka napisata: ,Ponadto zaobserwowatam, ze izomer 7 posiada wyzsze
powinowactwo do transportera w poréwnaniu z izomerem E.” Unikatbym uzywania warto$ciowania
powinowactwa przy braku ilosciowych wynikéw badar oddzigtywania zwigzkéw z danym biatkiem.
Obserwacja z badan komérkowych moze wynikac z wielu innych czynnikéw, niz samo powinowactwo
ligand-biatko. Aby to definitywnie stwierdzi¢ nalezatoby zastosowacé techniki biofizyczne pozwalajce na
zbadanie statych dysocjacji (lub ascocjacji) biatko-ligand.

- lista referencji wymaga pewnego ujednolicenia w kontekécie pisowni nazw czasopism oraz tytutow
cytowanych artykutéw (konsekwentne stosowanie duzych i matych liter).

- Btednie nazwano jednostke Uniwersytetu Warszawskiego, w ktérej pracuje dr hab. Anna Makal
odpowiedzialna za badania krystalograficzne w przedstawionej rozprawie. Prawidiowa nazwa tej
jednostki to Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych, a nie Centrum Badar Biologiczno-Chemicznych
(str.72,74i77)

Wymienione mankamenty nie obnizajg wartosci naukowej dysertacji oraz jej oryginalnosci, a
ich przywotanie w recenzji ma spetniaé walor dydaktyczny, co mam nadzieje Doktorantka zechce
wykorzysta¢ w dalszej karierze naukowe;j.

Warto podkresli¢, ze bogaty materiat doswiadczalny, uzyskany podczas realizacji pracy
obejmuje  zaréwno rozwijanie metod syntezy  chemicznej modyfikowanych  czynnikéw
przeciwnowotworowych, jak réwniez analizg spektroskopowa uzyskanych produktéw i w korcu
badania komérkowe. Rozprawa wnosi istotny wktad w badania nad wykorzystaniem metalocenéw do
modyfikowania zwigzkéw biologicznie aktywnych i z cata pewnoscig zdobyta wiedza bedzie uzyteczna
W projektowaniu zwigzkéw o jeszcze lepszych wtasciwosciach biologicznych. Dorobek Kandydatki

uwazam za istotny, szczegélnie pierwszoautorskg prace opublikowang w Chemistry - A European
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Journal poswiecona ferrocenylowym i rutenocenylowym analogom etopozydu uwazam za dowdd jej
dojrzatosci jako mtodego naukowca. Dodatkowo, w ocenie aktywnosci naukowej Doktorantki warto
zwroci¢ uwage na duzg aktywno$¢ konferencyjna Kandydatki, odzwierciedlong licznymi wystgpieniami
na konferencjach krajowych i zagranicznych.

W konkluzji, stwierdzam se przedstawiona mi do oceny rozprawa stanowi bogaty i oryginalny
materiat doswiadczalny, cenny z punktu widzenia dalszych prac nad metalocenowymi analogami lekéw
przeciwnowotworowych o znaczeniu terapeutycznym, o poprawionych wiasciwosciach biologicznych.
Rozprawa wnosi istotny wktad w zrozumienie jak modyfikacje metalocenowe mogg wptywaé na
terapeutyczne wtasciwosci chemoterapeutykéw. W zwiazku z powyiszym z petnym przekonaniem
stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszelkie warunki okreslone w
stosownej Ustawie i wnioskuje do Rady Dyscyplinych Nauk Chemicznych Uniwersytetu todzkiego o

dopuszczenie mgr Karoliny Chrabgszcz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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