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Podczas realizacji pracy doktorskiej Pani mgr Justyna Gotebiewska wigczyta sie w badania analogow
nukleotydéw, a wiec w tematyke, ktéra jest rozwijana z bardzo interesujgcymi rezultatami w Zaktadzie
Chemii Komponentéw Kwaséw Nukleinowych IChB PAN w Poznaniu pod kierunkiem promotora niniejszej
pracy, Pana prof. dr hab. Jacka Stawinskiego i promotora pomocniczego Pani dr Joanny Romanowskie;j.
Zagadnienie badawcze sformutowane w temacie pracy, a dotyczgce badan w zakresie syntezy chemicznej
i mechanizméw reakcji w obrebie nukleozydo boranofosfonianéw z jednej strony dotyka szeregu
zagadniefi szczegotowych zmierzajacych do poszerzenia wiedzy na temat tej grupy zwiazkow,
W szczegolnosei oceny reaktywnosci grupy boranowej wchodzacej w zakres ich struktury chemicznej.
Jednakze w szerszym znaczeniu pozwala na poszerzenie wiedzy na temat chemii kwaséw nukleinowych,
stwarza perspektywy poszukiwan nowych substancji aktywnych farmaceutycznie, ktére takze bedzie mozna
zastosowa¢ w syntezie chemicznej do otrzymywania oligonukleotydéw. Zwykle, nawet dogé szczegdtowe
badania podejmowane w pracach doktorskich maja pionieréw, ktorzy z uwagi na perspektywe czasowg
zdazyli zosta¢ nagrodzeni prestizowymi nagrodami. Tym razem jednak przedmiotowa praca doktorska jest
tylko nieznacznie w czasie oddalona od wstepnych prac w tym zakresie, sytuujac tym samym podjety temat
badawczy w gléwnym nurcie wytyczania nowych kierunkéw badan.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Golebiewskiej stanowi spjny tematycznie
zbior trzech publikacji opatrzonych: Streszczeniami w jezyku polskim i angielskim, Og$wiadczeniami
wspotautoréw, Zestawieniem dorobku naukowego oraz 30 stronicowym Opisem wynikéw, na ktory sklada
sig: (i) Wprowadzenie, (i) Cel pracy, (iii) Skrotowy opis publikacji wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej, (iv) Podsumowanie, (v) Bibliografia. Poszczegdlne rozdziaty zostaly napisane poprawnym
Jezykiem naukowym. Kolejnos¢ przedstawiania danych i cytowane pi$miennictwo nie budzg zastrzezen
recenzenta. Pismiennictwo Opisu wynikow liczy 20 odpowiednio dobranych odno$nikéw literaturowych.

Doktorantka dokonata wiasciwego wyboru tematyki do Wprowadzenia, w ktérym zawarla informacje
na temat nukleozydo boranofosfonianéw, odwotujac si¢ do pionierskich prac w tym zakresie, poczgwszy od
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badan autorstwa A. Sood, B. R. Shaw i B. F. Spielvogel, opublikowanych w .J. Am. Chem. Soc. w 1990 r.
W dalszej czgs$ci omowita whadciwosci fizykochemiczne tej grupy zwiagzkéw i uzasadnita ich atrakcyjnosé
Jako celu badan w biochemii i biologii. Zwrécita uwage na fakt bardzo stabo przebadanego obszaru
zwigzanego z reaktywnoscig funkcji boranowej w nukleozydo boranofosfonianach. Warto dodag, ze historia
zajmowania si¢ tym szczegotowym zagadnieniem sigga 2015 r., kiedy to M. H. Caruthers opublikowat
pierwsza publikacje na ten temat w J Am. Chem. Soc. Zaplanowane przez Doktorantk¢ w Celu pracy
badania miaty doprowadzi¢ do oceny reaktywnosci funkcji boranbwej nukleozydo boranofosfonianéw
wobec wybranych N-nukleofili w warunkach utleniajgcych. Cel ten byt konsekwentnie realizowany
W badaniach zaprezentowanych w publikacjach. Sposéb przedstawiania badaf i ich interpretacji zawarty
w Publikacjach wchodzgcych w zakres rozprawy oraz w Skrétowym opisie publikacji wskazujg na
biegto$¢ Doktorantki w stosowanej metodologii i dokumentowaniu wynikéw. W rozdziale Skrétowy opis
publikacji, Pani mgr Justyna Gotebiewska wyjasnita kwestie nazewnictwa boranofosfoniandw, a nastepnie
metody wprowadzania funkcji boranowej do ugrupowania fosforanowego nukleotydow i oligonukleotydow.

Szczegbtowe badania znajdujace si¢ w poddanych ocenie pracach dotycza w Publikacji 1 — Wiadomosci
chemiczne 74 (2020) 9-10 — przegladu literatury na temat metod wprowadzania motywu strukturalnego
boranofosfonianu z uzyciem metody amidofosforynowej, strategii H-fosfonianowej oraz z uzyciem
dedykowanych odczynnikéw boranofosfonylujacych. Doktorantka zawarta dane na temat chemicznej
I enzymatycznej syntezy analogéw oligonukleotydéw ze stereozdefiniowanymi boranofosfonianowymi
wigzaniami internukleotydowymi omawiajgc 5 podej$¢ syntetycznych, takich Jjak amidofosforynowe,
z wykorzystaniem H-fosfonianéw, poprzez boranofosfonianotriestry, z uzyciem H-boranofosfinianow,
a takze z zastosowaniem oksazafosfolidynowych pochodnych. Na koricu przedstawita informacje dotyczace
wiasciwodci biologicznych nukleozydo i oligonukleozydo boranofosfonianéw, poruszajac kwestie ich
zastosowan w projektowaniu prolekéw przeciw wirusowi HIV, w wyciszaniu ekspresji gendw, a takze
oddziatywan z enzymami. Nalezy podkredlié, ze publikacja ta jest monoautorska i stanowi doskonale
kompendium, ktére sprawia, ze zagadnienia eksperymentalne omawiane w publikacjach oryginalnych sg
lepiej zrozumiate w kontekscie starannie zebranego stanu wiedzy ze §wiatowego pismiennictwa.

Motywem przewodnim badan zawartych w Publikacjach 2 i 3 — The Journal of Organic Chemistry 83
(2018) 5496-5505 oraz The Journal of Organic Chemistry 85 (2020) 4312-4323, stata si¢ weryfikacja
zaproponowanych przez Caruthersa mechanizméw przeksztatcania boranofosfonianéw w amidofosforany
(J. Am. Chem. Soc. 2015) oraz tworzenia pochodnych zawierajacych wigzanie P-B-N (J. Org. Chem. 2017).
Pani mgr Justyna Golgbiewska zaplanowala i przeprowadzita wnikliwe badania dotyczace mechanizmu
reakcji przeksztatcania boranofosfonianéw w amidofosforany. Szczegélne watpliwoéci Doktorantki
wzbudzata kwestia poprawnosci postulowanej stereochemii catego przeksztakcenia opierajacej sie na retencji
konfiguracji, a takze sposobu przypisania absolutnej konfiguracji finalnego dinukleozydo (3°-5°)
amidofosforanu za pomocg eksperymentu NOESY. Stereochemie badanej reakcji postanowila oprzeé
o analizg¢ stereochemiczng wspomnianego dinukleozydo (3°-5’) amidofosforanu i jego poréwnanie
z analogicznym produktem otrzymanym w oparciu o inng i stereochemicznie zdefiniowang $ciezke
syntetyczng. W schemacie stereochemicznej analizy korelacyjnej zwigzkiem centralnym byta mieszanina 1:2

diastereoizomeréw dinukleozydo (3°-5°) H-fosfonianu, ktorg uzyta do otrzymania dinukleozydo (3°-5°)
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amidofosforanu w formie mieszaniny diastereoizomeréw w stosunku 1:2, zaréwno na drodze oksydatywne;j
kondensacji z n-butyloaming lub po przeksztatceniu w boranofosfonian, a nastepnie utlenieniu wobec tej
samej aminy. Analiza widm >'P NMR substratow i produktow reakcji okazata sie bardzo pomocna przy
ocenie stereochemii obu reakcji. Analizujac znang z pi$miennictwa stereochemie oksydatywnej kondensacji
H-fosfonianéw z aminami przebiegajaca z inwersjg konfiguracji na atomie fosforu, Pani mgr Justyna
Gotlebiewska stusznie zauwazyla zachodzenie przeksztatcenia boranofosfonianéw w amidofosforany
z catkowitg inwersjg konfiguracji, wbrew postulowane;j literaturowo retencji. Wyjasnita takze w tym miejscu
mechanizm podstawienia grupy jodoboranowej jodem zachodzacy z retencjg konfiguracji na atomie fosforu,
proponujgc tworzenie sie anionu fosfonianowego i poszukujagc dowodéw na tworzenie sig diestrow
H-fosfonianéw jako produktéw posrednich. Zaproponowany przez Doktorantke mechanizm okazat si¢
zgodny z obserwowang stereochemig tworzenia amidofosforandw z boranofosfonianu i ttumaczyt
ponadstechiometryczne zuzycie jodu i aminy w tej reakcji. Kolejny duzy watek badawczy dotyczyt reakcji
boranofosfonianéw z 111 rzedowymi i heteroaromatycznymi aminami w obecnogci Jodu, prowadzacych do
tworzenia produktéw z ugrupowaniami P-B-N, okreslonych jako B-pirydynio- i B-amonioboranofosfoniany.
Doktorantka w swoich badaniach podjefa bardzo interesujaca analiz¢ niedawno opublikowanych i wyzej
wspomnianych prac z grupy Caruthersa. Zainteresowata sig kwestig zasadnosci zaproponowanych w tych
badaniach dwoch odrebnych mechanizméw reakcji, osobno dla I i II rzgdowych amin oraz III rzedowych
amin i zwigzkow heteroaromatycznych. Sformutowana na poczatku badan i dalej weryfikowana hipoteza
wskazywata, ze diestry boranofosfonianowe reaguja z aminami wobec jodu podobnie, niezaleznie od uzytej
aminy, a takze ze silnie elektrofilowy A*-boranofosfonian Jest dalej koordynowany przez odpowiednig aming
z utworzeniem kompleksu. Stabilno$é owego kompleksu byla zréznicowana w zaleznosci od typu aminy.
W przypadku amin 1 i II rzgdowych powstawaty aminoboranofosforany, ktére rozpadaly sie do
odpowiedniego H-fosfonianu przeksztatcanego podczas reakcji utleniania w amidofosforan. Z kolei
w przypadku amin III rzedowych i heterocyklicznych tworzyty sie trwale i stabilne kompleksy typu
amina-A*-boranofosfonian. Chciatbym zwrdci¢ uwage na bardzo pouczajagce eksperymenty wstepne, ktére
pozwolity na dokonanie oceny reaktywnosci boranofosfonianéw z III rzgdowymi aminami
w zaleznodci od uzytego rozpuszczalnika, czyli dichlorometanu lub acetonitrylu. W tym miejscu
Doktorantka wskazata na przeksztatcanie sig adduktu pirydyna-A’-boranofosfonian w czasie 30-60 minut do
pirofosforanu tetraetylowego w oparciu o nukleofilowy atak anionu jodkowego na pierscief pirydyniowy.
Przy lekturze tej czgsci pracy pojawito sie kilka pytan, do ktérych prositbym Doktorantke o ustosunkowanie
si¢ podczas publicznej obrony. Biorgc pod uwage, ze wspomniana powyzej transformacja addukiu do
pirofosforanu  tetraetylowego zachodzita w acetonitrylu, zastanawiam sig, czy oceniono wphyw
promieniowania UV-vis? Czy wykreslono widmo absorpcyjne dla adduktu pirydyna-1*-boranofosfonian? Czy
roztwory rozpuszczalnikéw, w kidrych prowadzono reakcje zostaly odgazowane? Doktorantka wyjasnila
takze syntezg produktu ubocznego — dipirydynioboranofosfonianu w dichlorometanie. Co ciekawe, taki
produkt uboczny nie tworzyt si¢ w acetonitrylu. Czy przeanalizowano na tym etapie wplyw promieniowania
UV-vis? Czy brano pod uwage mozliwosé rownoleglego zachodzenia reakcji rodnikowych w tych
warunkach, w tym katalizowanych tworzqcymi sig aminoboranofosfonianowymi kompleksami? W dalszej

czgsci Doktorantka przeprowadzita bardzo wazny eksperyment, ktéry pozwolit na wyjasnienie réznic
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W reaktywno$ci boranofosfonianéw w  dichlorometanie i acetonitrylu. Mianowicie, zastosowanie
w eksperymentach z preaktywacja, w ktorej tworzyt si¢ jodoboranofosfonian, pirydyny i 2,6-lutydyny,
rzucito nowe $wiatlo na role jodoboranofosfonianu w syntezie adduktéw amina-A’-boranofosfonian,
pozwalajgc na wykluczenie tej $ciezki reakcyjnej. W kolejnych badaniach Doktorantka ocenita prowadzenie
reakcji preaktywacji boranofosfonianéw w szeregu rozpuszalnikéw: 1,2-dimetoksyetanie, dioksanie,
tetrahydrofuranie, dimetyloformamidzie i toluenie, co pozwolito m.in. na zidentyfikowanie nowego adduktu
tetrahydrofuran-A’-boranofosfonian. Duza czg$¢ badan poswiecita takze procesowi utleniania
boranofosfonianéw w uktadzie jodu i aminy. Kluczowe bylo zauwazenie rownouprawnionego udziatu jodu
czasteczkowego lub jego komplekséw z aminami w procesie utleniania grupy boranowej. Ostatni etap badan
dotyczyt okredlenia roli etapu, na ktorym dochodzi do utleniania jonu wodorkowego grupy boranowe;j
W mechanizmie reakcji diestréw boranofosfonianéw z aminami w obecnosci jodu. Pani mgr Justyna
Gotlebiewska przedstawiata bardzo rzeczowa dyskusje¢ zaproponowanych trzech mechanizméw reakcji
diestréw boranofosfonianowych z I, 11 i III rzgdowymi aminami w obecnosci jodu. Najwazniejsze wyniki
i wnioski z badan zostaty nastepnie przedstawione w Podsumowaniu.

Tres¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Justyny Gofgbiewskiej zawarta w cyklu trzech artykulow
naukowych jest zgodna z teza postawiong w tytule. Praca byta realizowana wedtug dobrze przemyslanego
schematu, co pozwolito na zweryfikowanie wielu hipotez. Hipoteza zawarta na poczatku badan dotyczaca
oceny reaktywno$ci grupy boranowej w nukleozydo boranofosfonianach w miar¢ postepu badan zostata
pozytywnie zweryfikowana i doprowadzita do bardzo interesujacych wnioskéw, wskazujgcych na
mozliwosci wykorzystania przeksztalcenn w obrebie tej grupy do otrzymywania nowych analogéw oraz
pochodnych, w tym oligonukleotydowych, o potencjalnym znaczeniu w medycynie. Uzyskane dane
eksperymentalne zostaly w przedstawionych do oceny pracach krytycznie oméwione w kontekscie
Swiatowego piSmiennictwa i bezposrednich doswiadczefi Zespolu. Uzyskane wyniki maja wigc duze
znaczenie poznawcze i stanowig istotny wklad do chemii kwaséw nukleinowych. Do gtéwnych osiggnieé
bedacych wynikiem realizacji poddanej mojej ocenie dysertacji zaliczam: (i) ustalenie poprawnej
stereochemii reakcji oraz mechanizmu przeksztatcania nukleozydo boranofosfonianéw w amidofosforany
z aminami [ i Il rzgdowymi w obecnosci jodu; (i) zbadanie reakcji boranofosfoniano diestréw z aminami III
rzedowymi i heterocyklicznymi wobec jodu prowadzacej do utworzenia motywu strukturalnego P-B-N;
(iii) wykazanie, ze dla reaktywnosci boranofosfonianéw kluczowe znaczenie ma rodzaj uzytego
rozpuszczalnika; (iv) zidentyfikowanie i poznanie reaktywnosci nieznanych wczesniej boranofosfoniandw,
w tym jodoboranofosfonianéw, a takze ich adduktéw z acetonitrylem i tetrahydrofuranem oraz nowych
pochodnych typu amina-A’-boranofosfonian; (v) wykazanie mozliwoéci modyfikacji adduktow amin
z boranofosfonianami na centrum boranowym poprzez uzyskanie nowego diestru boranofosfonianowego
z dwiema czgsteczkami pirydyny na centrum boranowym. Nalezy dodaé, ze w $wietle zataczonych
o$wiadczen wspotautorow, wktad Pani mgr Justyny Gotebiewskiej w powstanie publikacji jest znaczgcy. Nie
mam najmniejszych watpliwodci, ze przedstawione i juz opublikowane dane eksperymentalne posiadaja
wysoka warto§¢ merytoryczna, gdyz Doktorantka (i) znaczaco poszerzyla wiedz¢ na temat reaktywnosci
nukleozydo boranofosfonianow; (i) podjeta si¢ prowadzenia badai bardzo aktualnych naukowo

i zastosowata nowoczesny warsztat badawczy, ktéry pozwolit na opracowanie ogolnego mechanizmu reakcji
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boranofosfonianéw z aminami, wyjasniajacego powstawanie pochodnych P-N dla amin I i II rzgdowych oraz
P-B-N dla amin III rzgdowych i heterocyklicznych; (iii) wskazata perspektywy dalszych ciekawych badan
podstawowych i aplikacyjnych dla boranofosfonianéw, jako markeréw chemicznych w modyfikowanych
oligonukleotydach o potencjalnym znaczeniu zaréwno w syntezie chemicznej, jak i chemii medycznej.

Pani mgr Justyna Golgbiewska posiada w mojej ocenie bardzo dobry dorobek naukowy, jest pierwszym
lub jedynym autorem czterech publikacji w czasopismach takich jak Wiadomosci Chemiczne, dwukrotnie
The Journal of Organic Chemistry, a takze European Journal of Medicinal Chemistry. Ponadto jest
wspotautorem dwach rozdziatéw w ksiazkach z serii Na Pograniczu Chemii i Biologii z lat 2014 i 2018. Jest
takze wspotautorkg zgloszenia patentowego do UP RP z 2017 r. Warto dodaé, ze wyniki badan
zaprezentowata w formie komunikatéw ustnych, dwukrotnie na konferencjach krajowych i jeden raz na
konferencji zagranicznej. Byta lub wciaz jest zaangazowana jako wykonawca i kierownik realizowanych
trzech grantéw badawczych z NCN, NCBIR oraz IChB PAN. Szczegblnie istotne jest kierowanie i realizacja
grantu Preludium od 2019 r.

Wszystkie rozdzialy i prace eksperymentalne zawarte w dysertacji zostaty napisane bardzo poprawnym
Jezykiem naukowym. Zwracam uwage na drobne kwestie, ktére pojawily si¢ podczas czytania pracy
i poproszg o ustosunkowanie si¢ do nich podczas publicznej obrony: (i) Streszczenie — Odnosze wrazenie,
ze Doktorantka miata na mysli w wigkszym stopniu ligand niz Jarmakofor myslgc o badanych w pracy
nukleozydo boranofosfonianach. Jak zatem definiujemy farmakofor?; (ii) s. 25 — Sugerowatbym wyrazenie —
diestry boranofosfonianowe, w miejsce — boranofosfoniany diestry. Warto tez unikaé konstrukcji jezykowej—
Badania nad reakcjg, sugeruje po prostu — Badania przebiegu reakcji; (iii) Publikacja, s. 12 —w metodzie IV
zapewne chodzi o H-boranofosfiniany.

Reasumujgc uwazam, ze Pani mgr Justyna Golebiewska wykazala si¢ znajomoscia zagadnien
teoretycznych i przygotowaniem warsztatowym, mierzgc si¢ wzorcowo z postawionym w temacie
pracy problemem. Moja bardzo wysoka ocena warto$ci merytorycznej przedstawionej dysertacji
wynika z umiejetnego polaczenia przez Doktorantke wiedzy z zakresu syntezy chemicznej i fizycznej
chemii organicznej. Przekazana do recenzji rozprawa doktorska w pelni spelnia wymogi ustawowe
stawiane tego typu pracom, dlatego tez wnosz¢ do Wysokiej Rady Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Justyny Golebiewskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na wysoka merytoryczng warto$¢ przedlozonej do recenzji dysertacji, zwracam sig

do Wysokiej Rady Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu z wnioskiem o wyroznienie

przedmiotowej pracy doktorskiej.
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prof. dr hab. Tomasz Go$lifiski
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zwiacam si¢ z uprzejmg prosbg o przedstawienie Wysokiej Radzie Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN propozycji wyrdéznienia pracy doktorskiej Pani mgr Justyny Gotebiewskiej pt. ,,Nukleozydo
Boranofosfoniany — Badania Mechanistyczne i Syntetyczne”. Nie mam najmniejszych watpliwosci,
ze przedstawione i juz opublikowane dane eksperymentalne posiadaja wysoka warto$¢ merytoryczna,
gdyz Doktorantka (i) znaczaco poszerzyla wiedze na temat reaktywnosci nukleozydo
boranofosfonianow; (ii) podjeta si¢ prowadzenia badan bardzo aktualnych naukowo i zastosowata
nowoczesny warsztat badawczy, ktory pozwolit na opracowanie ogdlnego mechanizmu reakcji
boranofosfoniandow z aminami, wyjasniajacego powstawanie pochodnych P-N dla amin 1 i II
rzgdowych oraz P-B-N dla amin III rzedowych i heterocyklicznych; (ii/) wskazata perspektywy
dalszych ciekawych badan podstawowych i aplikacyjnych dla boranofosfonianéw, jako markerdw
chemicznych w modyfikowanych oligonukleotydach o potencjalnym znaczeniu zaréwno w syntezie
chemicznej, jak i chemii medyczne;j.

Upowszechnione dane eksperymentalne posiadaja wysoka warto$¢ merytoryczng, duze znaczenie
poznawcze i stanowia istotny wktad do chemii kwaséw nukleinowych. Swiadcza o tym w sposob
wymierny cztery publikacje opublikowane w czasopismach takich jak Wiadomosci Chemiczne,
dwukrotnie The Journal of Organic Chemistry, a takze European Journal of Medicinal Chemistry.
Ponadto Doktorantka przygotowala dwa rozdzialy w ksigzkach z serii Na Pograniczu Chemii
i Biologii w latach 2014 i 2018. Doktorantka jest takze wspotautorkg zgloszenia patentowego do UP
RP z 2017 r. Warto doda¢, ze wyniki badan zaprezentowala w formie komunikatow ustnych,
dwukrotnie na konferencjach krajowych i jeden raz na konferencji zagranicznej. Byta lub wcigz jest
zaangazowana jako wykonaweca i kierownik w trzy granty badawcze z NCN, NCBIR oraz IChB PAN.

Szczegblnie istotne jest kierowanie i realizacja grantu Preludium od 2019 r. )
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