
CENTRUM NOWYCH TECHNOLOGII
U N IWERSYTETU WARSZAWSKI EGO

*{ ul'It

ffi
Banacha 2c, 02-097 Warszawa

TEL. + 48 2255 43 600, 22 55 40 801, E-MA|L: cent@uw.edu.pl
www.cent. uw.ed u. pl

CeNT UW

Warszawa 31.08.2020Prof. dr hab. Jacek Jemielity

Laboratorium Chemii Bioorganicznej

Centrum Nowych Technologii

U n iwersytet Wa rszawski

e-mail: i.iemielitv@cent.uw.edu.pl

te|.225543774

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Golqbiewskiej

p.t.,,Nukleorydo Boranofosfoniany-Badania Mechanistycznei Syntetyczne"

Nukleotydy pelniq w 2ywych organizmach szereg funkcji niezbqdnych dla prawidlowego ich

dziatania. Sq no5nikami energii niezbqdnej do napqdzania przebiegu proces6w biochemicznych, sq

kofaktorami enzym6w, sq czqsteczkami sygnalizacyjnymi oraz w kofcu sktadnikami i substratami do

biosyntezy materialu genetycznego. To sprawia, 2e chemicznie modyfikowane analogi tych

bioczqsteczek sq niezwykle cennymi narzqdziami stosowanymi do badaf proces6w biologicznych, jak

r6wnie2 mogq by6 wykorzystywane do ingerowania w te procesy r6wnie2 w aspekcie terapeutycznym.

Zastosowania terapeutyczne sE bodaj2e najwa2niejszq silq napqdowq badaf nad modyfikowanymi

pochodnymi (pro)nukleotydowymi oraz oligonukleotydowymi i na tym polu naukowcy mogE

pochwalii siQ spektakularnymi sukcesami w opracowaniu lek6w przeciwko chorobom

nowotworowym, wirusowym, czy przeciwko rdzeniowemu zanikowi miqSni. Ostatnie miesiqce

uptywajqce w cieniu pandemii koronawirusa sprawity, 2e chyba ju2 nikt nie kwestionuje potrzeby

powstawania nowych terapeutyk6w.

Motywacja do wprowadzania modyfikacji do (oligo)nukleotyd6w jest r62norodna, lecz

najczqSciej jest powiqzana ze zmianq pewnych wlaSciwoici biologicznych, ptzy zachowaniu

funkcjonalno6ci w warunkach kom6rkowych. W zwiqzkach modyfikowanych w grupie fosforanowej

najczq5ciej chodzi o zwiqkszenie trwaloSci w warunkach kom6rkowych lub zwiqkszenie przenikalnoSci

przez btony biologiczne. Niezale2nie jednak od motywacji modyfikowania nukleotyd6w, czy nawet

bardziej o96lnie, zwiqzk6w chemicznych dla przysztych zastosowari tych zwiqzk6w kluczowe wydajq siq
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dwie kwestie: zapewnienie wydajnej metody syntezy, poznanie mechanizm6w wedluB, kt6rych zwiqzki

te powstajq oraz zrozumienie ich reaktywno6ci, co pozwala p6iniej na racjonalne projektowanie

nowych zwiazk6w do konkretnych zastosowa6. Poznanie reaktywno6ci pozwala teZ przewidywai losy

tych zwiqzk6w nawet w tak zlo2onym 6rdowisku jakim jest 2ywy organizm. Warto podkreslid, 2e takie

badania mechanistyczne to zadanie niezwykle trudne, a czasem wrQcz niewdziqczne i by6 moie dlatego

w chemii nukleotyd6w coraz rzadsze. Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani Justyny

Golebiewskiej, wykonana w lnstytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem Prof.

Jacka Stawiiskiego i dr Joanny Romanowskiej, to doskonaty przyklad badaf z tego nurtu. Dotyczy ona

badania reaktywno6ci funkcji boranowej nukleozydo bora nofosfonian6w, znanych w literaturze

r6wnie2 jako bora nofosfo ra ny. W swej pracy Kandydatka w szczeg6lnoSci zbadala reaktywnoii

boranofosfonian6w wobec z162nicowanych strukturalnie N-nukleofili w warunkach utleniajacych.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa Pani mgr Justyny Golqbiewskiej zostala przygotowana

w formie cyklu 3 publikacji opatrzonych 25 stronicowym komentarzem. Na zbi6r prac, sklada sig dwie

publikacje w renomowanym J. Org. Chem. (1F2019 = 4.335), oraz jednej o charakterze

popularnonaukowym opublikowanej w lokalnym czasopiSmie lWiadomoici Chemicznel. we

wszystkich trzech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, w jednej z nich obok Promotora

jedynym, odpowiedzialnym za wszystkie wyniki eksperymentalne. Ponadto mgr Goiqbiewska jest

wsp6lautorem trzech kolejnych prac, kt6re nie zostaly wlAczone do doktoratu (Eur. J. Med. Chem. oraz

dwie prace popularnonaukowe opublikowane w cyklu,,Na Pograniczu Chemii i Biologli") oraz

zgloszenia patentowego dokonanego w UrzQdzie Patentowym RP.

PewnA inspiracja do podjqcia badai przez Doktorantke w ramach projektu doktorskiego byla

praca z laboratorium M. caruthersa opublikowana w JAcs, a dotyczEca reaktywnosci grupy boranowej

w oligonukleotydach zawierajqcych nukleozydy boranofosfonianowe, kt6re nastqpnie przeksztaicano

w r62nego rodzaju pochodne fosforanowe (np. amidofosforany, tiofosforany i c-fosfoniany).

WatpliwoSci u doktorantki i zapewne jej promotor6w wzbudzil jednak mechanizm tych przeksztalcei

zaproponowany caruthersa i wsp6lpracownik6w. w celu weryfikacji, a wlaSciwie obalenia tego

mechanizmu Doktorantka zaplanowala eksperyment stereochemicznej analizy korelacyjnej, z

wykorzystaniem modelowego dinukleozydo (3'-5') H-fosfonianu, co przede wszystkim mialo posluzyi

weryfikacji stereochemli tego procesu (cartuthers i wsp6fpracownicy postulowali retencje

konfiguracjl). Nale2y tu doceni6 odwagq Doktorantki, nie tylko dlateSo, ie badania mechanistyczne sa

trudne, ale r6wnie2, dlatego ie pozytywny efekt tych bada6 oznaczal zmierzenie siq z autorytetem

naukowymautorakwestionowanegomechanizmujakipresti2emczasopismawkt6rymmechanizm

ten zostal oBloszony. Doktorantka wychodzqc z mieszaniny stereoizomer6w modelowego H-

fosfonianu otrzymata produkty dwiema metodami, stosujqc badan4 reakcjq oraz na drodze

oksydatywnejkondensacjiH-fosfonian6wzaminami,kt6rejstereochemiajestznana(zachodziz
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inwersjq konfiguracji). Produkty powstaie w obydwu reakcjach zostaty zbadane przy u2yciu 31P NMR i

okazalo siq, 2e sE identyczne, co wskazuje na inwersjq konfiguracji w obydwu procesach ico tym

samym oznaczalo bledna interpretacjq opisanq w pracy Caruthersa w JACS. lnwersja konfiguracji ma

oczywi6cie r6wnie2 implikacje dla mechanizmu wg. kt6rego proces przebiegal, co slusznie zauwaZa w

swojej pracy Doktorantka. Ta konkluzja doprowadzila do zaproponowania innego mechanizmu

uwzglqdniajqcego stereochemie procesu, oraz fakt, 2e w procesie tym zuiywane sq dwa ekwiwalenty

jodu. Rezultatem tych badai byla praca opublikowana wJ. Org. Chem w roku 2018.

Niejako kontynuacja tej pracy bylo zbadanie reaktywno6ci boranofosfonian6w z aminami 3-

trzeciorzqdowymi oraz heteroaromatycznymi w obecnoici jodu. Zainteresowanie tymi reakcjami

wynikalo zapewne z obserwacji,2e produkty reakcji byty zasadniczo r62ne od reakcji amin pierwszo- i

drugorzqdowych w takich samych warunkach. Autorka zaobserwowala tworzenie produkt6w

zawierajEcych ugrupowanie P-B-N. To tym bardziej ciekawe, 2e tego typu zwiqzki okazaty trwale w

warunkach zastosowanych metod ich oczyszczania. Zachqcito to Doktorantkq do badai nad

mechanizmem tego procesu, a wystarczajaca trwafo5i zwiqzk6w pozwalala r6wniei na zbadanie ich

podstawowych wlaSciwoSci. W pierwszej kolejnoSci podjeto pr6bq zbadania co byto faktycznym

czynnikiem utleniajacym w ukiadzie jod/pirydyna, jednak wyniki tych badaf nie doprowadzily do jasnej

konkluzji. Dziqki zastosowaniu spektroskopii 31P i 11B NMR udaio sie sformulowai og6lny mechanizm

reakcji diestr6w boranofosfonianowych z aminami pierwszo-, drugo-, trzeciorzqdowymi oraz

heteroaromatycznymi za poSrednictwem jodu. Kluczowym etapem byto wytwarzenie ubogiego w

elektrony zwiEzku posredniego )\3-boranofosfonianu kt5ry reagowai z aminE tworzac zwiazek

zawierajqcy ugrupowanie P-B-N. Zaobserwowano istotne r6inice w reaktywnoici

boranofosfononian6w w badanych reakcjach w zaleinoSci od u2ytego rozpuszczalnika. Przykladowo w

acetonitrylu istotna czqii mieszaniny produkt6w stanowila pochodna pirofosforanowa, powstala w

wyniku rozerwania wiqzania P-8. Potwierdzenie mechanizmu wymaga dalszych badari, przy czym sami

autorzy pracy nie wykluczajq alternatywnych mechanizm6w. Podsumowanie tych bada6 opisano w

kolejnej pracy opublikowanej w br w J. org. chem. Badania te poszerzajE wiedzQ o reaktywnojci

zwiqzk6w zawierajqcych wiqzanie P-B, a zrozumienie reaktywnoSci tego typu zwiqzk6w pozwala

racjonalnie projektowad struktury docelowych zwiqzk6w oraz ich wydajnq syntezq'

Autorski komentarz do cyklu prac bQdqcych przedmiotem recenzowanej pracy jest kr6tki, w

pewnym sensie jest to spowodowane tym,2e Autorka skupia sie w nim na podsumowanlu osiqgniqi

wlasnych.Natomiaststanwiedzydotyczqcyobszarubadawczego,bezpo6redniozwiaznegoz

dysertacjE zamieszczono w pracy przeglqdowej opublikowa nej w wiodomoScioch chemicznych. w

przeglqdzie tym Dokrorantka w klarowny spos6b najpierw przedstawia metody otrzymywania

nukleozydoboranofosfonian6w,dzielqcjezewzglqdunarodzajzastosowane,jchemii,znanezsyntezy

oligonukleotyd6w metody amidofosforynowe oraz H-fosfonianowe, wyodrqbniajqc z tych grup
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dodatkowo metody wykorzystujqce specjalne odzczynniki boranofosfonylujqce. w kolejnym rozdziale

pracy przeglqdowej Doktorantka opisala synteze oligonukleotyd6w (gt6wnie fragment5w DNA)'

uwzglqdniajac w5r6d opisanych metod takie pozwalajqce na otrzymywanie oligonukleotyd6w o

zdefiniowanej stereochemii grup boranofosfonianowych' W drugiej czq6ci przegladu przedstawiono

wybrane wlasciwo6ci biologiczne pochodnych nukleozydo i oligonukleozydo boranofosfonia n6w,

przedstawiajac przyktady zastosowania tego typu zwiazk6w do tworzenia prolek6w

przeciwwirusowych i modyfikowanych oligonukleotyd6w do terapii polegajqcej na wyciszaniu gen6w'

w gruncie rzeczy bada6 wla(ciwoSci zwiqzk6w boranofosfonianowych w literaturze nie ma ai tak

wiele, aby byla konieczno5i dokonywania wyboru. szkoda,2e Doktorantka, nie podjQta siQ bardziej

przekrojowego opisu zastosowa6 boranofosfonian6w. Jest to o tyle wa2ne,2e tego typu przyktady

stanowia mocne uzasadnienie dla rozwijania metod syntetycznych oraz po czqgci motywacjq do

podejmowania bada6 mecha n istycznych, ja k ju2 podkreSlalem w recenzji, stanowiacych czqsto nie lada

wyzwanie. w zwiqzku z powy2szym bqdq zobowiqzany je6li Doktorantka podczas publicznej obrony

przedstawi kilka innych, nie ujqtych w pracy, zastosowai tej grupy zwiazk6w, pokazujqcych ich

biologicznq warto6i.

Mimo, 2e sam komentarz do prac oryginalnych jest kr6tki to daje on pr6bkq zdolno6ci

pisarskich doktorantki, kt6re oceniam pozytywnie. W komentarzu tym Doktorantka logicznie

podsumowuje uzyskane wyniki starajEc siq wskazai najistotniejsze jej zdaniem osiqgniqcia. Komentarz

napisany jest poprawnym, profesjonalnym jqzykiem poza nielicznymi, niefortunnymi sformulowaniami

jak np. na stronie 26,,labilizacja wiEzania P-8". Zamieszczone schematy wykonane sq przejrzyscie i

ulatwiajq zrozumienie toku rozumowania Doktorantki. Nieliczne uwagi zwiazane z edytorskE stronE

pracy to mieszanie jqzyka angielskiego i polskiego na schematach (np. Schemat 5a i 5b) oraz pewna

dowolnoS6 w uiywaniu skr6t6w np. na Schemacie 10 raz pirydyna jest oznaczona pelnym slowem, raz

skr6tem,,py", a z kolei na Schemacie 11 ,,Py".

Bogaty materiai do(wiadczalny, uzyskany podczas realizacji pracy obejmuje zar6wno

rozwijanie metod syntezy chemicznej modyfikowanych nukleotyd6w i oligonukleotyd6w, jak 16wniei

analize spektroskopowq uzyskanych produkt6w. Rozprawa wnosi istotny wklad w badania nad

boranofosfonanowymi analogami nukleotyd6w iz calq pewnosciq mo2e w przyszto(ci znaleii

odzwierciedlenie w tworzeniu narzqdzi o poiqdanych wla5ciwoiciach. Dorobek Kandydatki uwa2am

za istotny, szczeg6lnie dwie pierwszoa utorskie prace w J. Org. Chem. uwaiam za dow6d jej dojrzaloSci

jako mtodego naukowca. Dodatkowo, w ocenie aktywnodci naukowej Doktorantki warto zwrocii

uwage na skuteczno6i w pozyskiwaniu grant6w badawczych. Mgr Golqbiewska byta m. in.

kierownikiem projektu NCN Preludium.

W konkluzji, uwaiam 2e przedstawiona mi do oceny rozprawa stanowi bogaty ioryginalny

material doiwiadczalny, cenny z punktu widzenia dalszych prac nad nukleozydo boranofosfonia nami
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o znaczeniu diagnostycznym jak r6wnie2 poznawczym. Rozprawa wnrosi istotny wktad

w badania nad szerokim zagadnieniem jaki stanowiE modyfikacje fosforanowe w nukleotydach. W

zwiqzku z powy2szym z petnym przekonaniem stwierdzam, ie przedstawiona mi do oceny rozprawa

Doktorska spetnia wszelkie warunki okredlone w stosownej Ustawie i wnioskujq do do Rady lnstytutu

Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Justyny Golqbiewskiej do dalszych etap6w

przewodu doktorskiego.
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