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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Gotebiewskiej

p-t. ,Nukleozydo Boranofosfoniany—Badania Mechanistycznei Syntetyczne”

Nukleotydy petnig w zywych organizmach szereg funkcji niezbednych dla prawidtowego ich
dziatania. S3 nosnikami energii niezbednej do napedzania przebiegu proceséw biochemicznych, sg
kofaktorami enzymdw, sg czasteczkami sygnalizacyjnymi oraz w koricu skfadnikami i substratami do
biosyntezy materiatu genetycznego. To sprawia, ze chemicznie modyfikowane analogi tych
bioczgsteczek sg niezwykle cennymi narzedziami stosowanymi do badar proceséw biologicznych, jak
réwniez moga by¢ wykorzystywane do ingerowania w te procesy réwniez w aspekcie terapeutycznym.
Zastosowania terapeutyczne sg bodajze najwazniejszg sita napedowa badan nad modyfikowanymi
pochodnymi  (pro)nukleotydowymi oraz oligonukleotydowymi i na tym polu naukowcy moga
pochwali¢ sie spektakularnymi sukcesami w opracowaniu lekéw przeciwko chorobom
nowotworowym, wirusowym, czy przeciwko rdzeniowemu zanikowi miesni. Ostatnie miesigce
uptywajgce w cieniu pandemii koronawirusa sprawity, ze chyba juz nikt nie kwestionuje potrzeby
powstawania nowych terapeutykow.

Motywacja do wprowadzania modyfikacji do (oligo)nukleotydéw jest réznorodna, lecz
najczesciej jest powigzana ze zmiang pewnych wiasciwosci biologicznych, przy zachowaniu
funkcjonalnosci w warunkach komdérkowych. W zwigzkach modyfikowanych w grupie fosforanowej
najczesciej chodzi o zwiekszenie trwatosci w warunkach komérkowych lub zwigkszenie przenikalnosci
przez btony biologiczne. Niezaleznie jednak od motywacji modyfikowania nukleotydéw, czy nawet

bardziej ogdlnie, zwigzkéw chemicznych dla przysztych zastosowan tych zwigzkéw kluczowe wydaja sie
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dwie kwestie: zapewnienie wydajnej mt_etody syntezy, poznanie mechanizméw wedtug, ktorych zwigzki
te powstajg oraz zrozumienie ich reaktywnosci, co pozwala pdziniej na racjonalne projektowanie
nowych zwigzkéw do konkretnych zastosowan. Poznanie reaktywnosci pozwala tez przewidywac losy
tych zwigzkéw nawet w tak ztozonym $rdowisku jakim jest zywy organizm. Warto podkresli¢, ze takie
badania mechanistyczne to zadanie niezwykle trudne, a czasem wrecz niewdzieczne i by¢ moze dlatego
w chemii nukleotydéw coraz rzadsze. Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani Justyny
Gotebiewskiej, wykonana w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem Prof.
Jacka Stawinskiego i dr Joanny Romanowskiej, to doskonaty przyktad badan z tego nurtu. Dotyczy ona
badania reaktywnosci funkcji boranowej nukleozydo boranofosfoniandéw, znanych w literaturze
réwniez jako boranofosforany. W swej pracy Kandydatka w szczegdlnosci zbadata reaktywnosé
boranofosfoniandw wobec zréznicowanych strukturalnie N-nukleofili w warunkach utleniajgcych.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa Pani mgr Justyny Gofebiewskiej zostata przygotowana
w formie cyklu 3 publikacji opatrzonych 25 stronicowym komentarzem. Na zbidr prac, sktada sie dwie
publikacije w renomowanym J. Org. Chem. (IF2019 = 4.335), oraz jednej o charakterze
popularnonaukowym opublikowanej w lokalnym czasopismie (Wiadomosci Chemiczne). We
wszystkich trzech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, w jednej z nich obok Promotora
jedynym, odpowiedzialnym za wszystkie wyniki eksperymentalne. Ponadto mgr Gotebiewska jest
wspotautorem trzech kolejnych prac, ktére nie zostaty wigczone do doktoratu (Eur. J. Med. Chem. oraz
dwie prace popularnonaukowe opublikowane w cyklu ,Na Pograniczu Chemii i Biologii”) oraz
zgtoszenia patentowego dokonanego w Urzedzie Patentowym RP.

Pewna inspiracja do podjecia badan przez Doktorantke w ramach projektu doktorskiego bytfa
praca z laboratorium M. Caruthersa opublikowana w JACS, a dotyczaca reaktywnosci grupy boranowe;
w oligonukleotydach zawierajgcych nukleozydy boranofosfonianowe, ktdre nastgpnie przeksztatcano
w roinego rodzaju pochodne fosforanowe (np. amidofosforany, tiofosforany i C-fosfoniany).
Watpliwosci u doktorantki i zapewne jej promotoréw wzbudzit jednak mechanizm tych przeksztatcen
zaproponowany Caruthersa i wspétpracownikéw. W celu weryfikacji, a wtasciwie obalenia tego
mechanizmu Doktorantka zaplanowata eksperyment stereochemicznej analizy korelacyjnej, z
wykorzystaniem modelowego dinukleozydo (3’-5") H-fosfonianu, co przede wszystkim miato postuzyc
weryfikacji stereochemii tego procesu (Cartuthers i wspdtpracownicy postulowali retencje
konfiguraciji). Nalezy tu doceni¢ odwage Doktorantki, nie tylko dlatego, ze badania mechanistyczne sa
trudne, ale réwniez, dlatego ze pozytywny efekt tych badari oznaczat zmierzenie sig z autorytetem
naukowym autora kwestionowanego mechanizmu jak i prestizem czasopisma w ktorym mechanizm
ten zostat ogtoszony. Doktorantka wychodzac z mieszaniny stereoizomeréw modelowego H-
fosfonianu otrzymata produkty dwiema metodami, stosujac badang reakcje oraz na drodze

oksydatywnej kondensacji H-fosfonianéw z aminami, ktérej stereochemia jest znana (zachodzi z

2|Strona



inwersja konfiguracji). Produkty powstate w obydwu reakcjach zostaty zbadane przy uzyciu *’P NMR i
okazato sie, ze sg identyczne, co wskazuje na inwersje konfiguracji w obydwu procesach i co tym
samym oznaczato btedng interpretacje opisang w pracy Caruthersa w JACS. Inwersja konfiguracji ma
oczywiscie rowniez implikacje dla mechanizmu wg. ktdrego proces przebiegat, co stusznie zauwaza w
swojej pracy Doktorantka. Ta konkluzja doprowadzita do zaproponowania innego mechanizmu
uwzgledniajgcego stereochemie procesu, oraz fakt, ze w procesie tym zuzywane sg dwa ekwiwalenty
jodu. Rezultatem tych badan byfa praca opublikowana w J. Org. Chem w roku 2018.

Niejako kontynuacjg tej pracy byto zbadanie reaktywnosci boranofosfonianéw z aminami 3-
trzeciorzedowymi oraz heteroaromatycznymi w obecnosci jodu. Zainteresowanie tymi reakcjami
wynikato zapewne z obserwacji, ze produkty reakcji byty zasadniczo réine od reakcji amin pierwszo- i
drugorzedowych w takich samych warunkach. Autorka zaobserwowata tworzenie produktéw
zawierajacych ugrupowanie P-B-N. To tym bardziej ciekawe, ze tego typu zwigzki okazaly trwate w
warunkach zastosowanych metod ich oczyszczania. Zachecito to Doktorantke do badan nad
mechanizmem tego procesu, a wystarczajaca trwato$¢ zwigzkéw pozwalata réwniez na zbadanie ich
podstawowych wiasciwosci. W pierwszej kolejnosci podjeto probe zbadania co byto faktycznym
czynnikiem utleniajgcym w ukfadzie jod/pirydyna, jednak wyniki tych badar nie doprowadzity do jasnej
konkluzji. Dzieki zastosowaniu spektroskopii 3'P i *'B NMR udato sie sformufowac ogdlny mechanizm
reakcji diestrow boranofosfonianowych z aminami pierwszo-, drugo-, trzeciorzgdowymi oraz
heteroaromatycznymi za posrednictwem jodu. Kluczowym etapem bylo wytwarzenie ubogiego w
elektrony zwiazku posredniego A3-boranofosfonianu ktdry reagowat z aming tworzac zwigzek
zawierajacy  ugrupowanie P-B-N.  Zaobserwowano istotne roéiznice w  reaktywnosci
boranofosfononianéw w badanych reakcjach w zaleznosci od uzytego rozpuszczalnika. Przyktadowo w
acetonitrylu istotng cze$¢ mieszaniny produktéw stanowita pochodna pirofosforanowa, powstata w
wyniku rozerwania wigzania P-B. Potwierdzenie mechanizmu wymaga dalszych badan, przy czym sami
autorzy pracy nie wykluczajg alternatywnych mechanizméw. Podsumowanie tych badan opisano w
kolejnej pracy opublikowanej w br w J. Org. Chem. Badania te poszerzaja wiedze o reaktywnosci
zwigzkdw zawierajacych wigzanie P-B, a zrozumienie reaktywnosci tego typu zwigzkéw pozwala
racjonalnie projektowaé struktury docelowych zwigzkéw oraz ich wydajna synteze.

Autorski komentarz do cyklu prac bedacych przedmiotem recenzowanej pracy jest krotki, w
pewnym sensie jest to spowodowane tym, ze Autorka skupia sie w nim na podsumowaniu osiagnigc¢
wiasnych. Natomiast stan wiedzy dotyczacy obszaru badawczego, bezposrednio zwiaznego z
dysertacjg zamieszczono w pracy przegladowej opublikowanej w Wiadomosciach Chemicznych. W
przegladzie tym Dokrorantka w klarowny sposdb najpierw przedstawia metody otrzymywania
nukleozydo boranofosfonianéw, dzielac je ze wzgledu na rodzaj zastosowanej chemii, znane z syntezy

oligonukleotydéw metody amidofosforynowe oraz H-fosfonianowe, wyodrebniajac z tych grup
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dodatkowo metody wykorzystujace specjalne odzczynniki boranofosfonylujace. W kolejnym rozdziale
pracy przegladowej Doktorantka opisata synteze oligonukleotydéw (gtéwnie fragmentow DNA),
uwzgledniajgc wsrdd opisanych metod takie pozwalajgce na otrzymywanie oligonukleotydow o
zdefiniowane] stereochemii grup boranofosfonianowych. W drugiej czesci przegladu przedstawiono
wybrane wtasciwosci biologiczne pochodnych nukleozydo i oligonukleozydo boranofosfonianow,
przedstawiajgc  przykfady zastosowania tego typu zwigzkéw do tworzenia prolekow
przeciwwirusowych i modyfikowanych oligonukleotydéw do terapii polegajacej na wyciszaniu genow.
W gruncie rzeczy badan witasciwosci zwiazkéw boranofosfonianowych w literaturze nie ma az tak
wiele, aby byta koniecznoé¢ dokonywania wyboru. Szkoda, ze Doktorantka, nie podjeta sig bardziej
przekrojowego opisu zastosowan boranofosfonianow. Jest to o tyle waine, ze tego typu przyktady
stanowiag mocne uzasadnienie dla rozwijania metod syntetycznych oraz po czesci motywacjg do
podejmowania badaf mechanistycznych, jak juz podkreslatem w recenzji, stanowigcych czesto nie lada
wyzwanie. W zwiazku z powyzszym bede zobowiazany jesli Doktorantka podczas publicznej obrony
przedstawi kilka innych, nie ujetych w pracy, zastosowar tej grupy zwigzkéw, pokazujgcych ich
biologiczng wartosc.

Mimo, ze sam komentarz do prac oryginalnych jest krétki to daje on prébke zdolnosci
pisarskich doktorantki, ktére oceniam pozytywnie. W komentarzu tym Doktorantka logicznie
podsumowuje uzyskane wyniki starajac sie wskazac najistotniejsze jej zdaniem osiggnigcia. Komentarz
napisany jest poprawnym, profesjonalnym jezykiem poza nielicznymi, niefortunnymi sformutowaniami
jak np. na stronie 26 ,labilizacja wigzania P-B”. Zamieszczone schematy wykonane s3g przejrzyscie i
utatwiajg zrozumienie toku rozumowania Doktorantki. Nieliczne uwagi zwigzane z edytorska strong
pracy to mieszanie jezyka angielskiego i polskiego na schematach (np. Schemat 5a i 5b) oraz pewna
dowolno$¢ w uiywaniu skrétéw np. na Schemacie 10 raz pirydyna jest oznaczona petnym sfowem, raz
skrotem ,py”, a z kolei na Schemacie 11 ,,Py”.

Bogaty materiat doswiadczalny, uzyskany podczas realizacji pracy obejmuje zaréwno
rozwijanie metod syntezy chemicznej modyfikowanych nukleotydéw i oligonukleotyddw, jak réwniez
analize¢ spektroskopowg uzyskanych produktéw. Rozprawa wnosi istotny wktad w badania nad
boranofosfonanowymi analogami nukleotydéw i z catg pewnoécia moze w przysztosci znale#é
odzwierciedlenie w tworzeniu narzedzi o pozgdanych wtasciwosciach. Dorobek Kandydatki uwazam
za istotny, szczegdlnie dwie pierwszoautorskie prace w J. Org. Chem. uwazam za dowdd jej dojrzatosci
jako mtodego naukowca. Dodatkowo, w ocenie aktywnosci naukowej Doktorantki warto zwrdcié
uwage na skuteczno$¢ w pozyskiwaniu grantéw badawczych. Mgr Gotebiewska byta m. in.
kierownikiem projektu NCN Preludium.

W konkluzji, uwazam Zze przedstawiona mi do oceny rozprawa stanowi bogaty i oryginalny

materiat doswiadczalny, cenny z punktu widzenia dalszych prac nad nukleozydo boranofosfonianami
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0 znaczeniu terapeutycznym, diagnostycznym jak réwniez poznawczym. Rozprawa wnosi istotny wktad
w badania nad szerokim zagadnieniem jaki stanowig modyfikacje fosforanowe w nukleotydach. W
zwigzku z powyzszym z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
Doktorska spetnia wszelkie warunki okreslone w stosownej Ustawie i wnioskuje do do Rady Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Justyny Gotebiewskiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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