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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Wieczorek

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska zatytulowana ,,Synteza i badania
biologiczne ferrocenylowych modulatoréw polimeryzacji tubuliny” wykonana w Katedrze
Chemii Organicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego przez mgr Anne Wieczorek.
Promotorem pracy jest dr hab. Damian Plazuk.

Struktura pracy jest zgodna z nowymi wymaganiami, co oznacza, ze podstawe
manuskryptu rozprawy stanowi przewodnik po zbiorze dorobku naukowego wraz z kopiami
publikacji Doktorantki. Przewodnik liczacy 16 stron, uzupelniony jest 7 stronicowym
rejestrem literatury cytowanej i spisem przedstawiajagcym catkowity dorobek naukowy
Doktorantki. Uzupelnienie stanowig os$wiadczenia wszystkich wspdtautoréw publikacji
tworzacych merytoryczny trzon rozprawy oraz pelne teksty wszystkich czterech publikacji
wraz z suplementami. Przedstawione opracowanie posiada przejrzysta strukture co pozwala
na jego merytoryczng i formalng ocene.

Obszar badawczy prezentowany w rozprawie jest spdjny i dostosowany do osiagniecia
postawionego celu jakim jest pokonanie bariery opornosci wielolekowej komorek
nowotworowych na leki wptywajace na proces polimeryzacji tubuliny. Obiektami badan sa
indukujace polimeryzacje tubuliny analogi paklitakselu i docetakselu modyfikowane
pochodnymi ferrocenu oraz analogi inhibitora polimeryzacji tubuliny - plinabuliny réwniez
modyfikowane pochodnymi ferrocenu.

Zalozeniem pracy bylo, ze wprowadzenie ferrocenu do zwigzkow o dobrze znanej
aktywnosci przeciwnowotworowej dla ktorych obserwowano odpornos¢ wielolekowa
licznych linii komérek nowotworowych pozwoli przezwyciezyé to ograniczenie. Zrédtem
oczekiwanego efektu miata by¢ obecnos¢ jondw zelaza wprowadzonych wraz z fragmentem
ferrocenu stymulujgcych procesy redox, co w dalszej kolejnosci prowadzi¢ powinno do
zaburzenie procesOw prowadzacych do dezaktywacji cytostatykow. Obiektami badan byty

taksany modyfikowane poprzez monoacylowanie drugorzedowych grup hydroksylowych w
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pozycji 7 pierScienia bakatyny lub funkcji hydroksylowej badz aminowej fragmentu
fenyloizoseryny dziataniem kwaséw ferrocenyloalkanowych.

Taki wybor tematyki badawczej pozwala z pelnym przekonaniem ocenié¢ jg jako
racjonalnie uzasadniona, ambitna, wysoce aktualng i atrakcyjng. Pomyslna realizacja zadan
badawczych sformutowanych w pracy wymagala skoordynowanej i efektywnej wspodtpracy
trzech zespotow badawczych i zostala zrealizowana na trzech poziomach: syntezy nowych
zwigzkow, badania ich wplywu na polimeryzacje tubuliny i wreszcie dziatan
interpretacyjnych ~ wigzacych obserwowang aktywno$¢ Dbiologiczng ze  strukturg
zsyntezowanych obiektéw. Fakt ten nie stanowi jednak zadnej przeszkody w. okresleniu
zakresu udzialu Doktorantki we wszystkich pracach dzigki precyzyjnym i jednoznacznie
zadeklarowanym zakresie partycypacji w badaniach przez wszystkich wspolautorow
publikacji.

Pierwsza grupg badanych zwigzkéw stanowity analogi paklitakselu, w ktérych grupa
aminowa fenyloizoseryny acylowana byla kwasami ferrocenylokarboksylowymi. Synteza
tych analogdw zostala przeprowadzona wedlug klasycznego schematu Ojima-Holtona z
wykorzystaniem ferrocenowych pochodnych azetydynonéw jako odczynnika acylujgcego i
grupy trietylosililowej do ochrony funkcji hydroksylowej bakatyny i w azetydynonie.

Drugg grupe analogéw stanowily pochodne paklitakselu i docetakselu, w ktérych
kwasy ferrocenylokarboksylowe acylowaty grupe hydroksylowa reszty fenyloizoserynowe;.
Jako odczynnik kondensujacy do sprzegania kwasu z funkcjg hydroksylowa stosowany byt
DIC. W syntezie zastosowano substraty z niechroniong grupg hydroksylowa. Budzi to moje
zastrzezenia poniewaz brak jest potwierdzenia jednorodnosci otrzymanych produktéw a moje
doswiadczenie w pracy z taksanami wskazuje, ze niebezpieczenstwo reakcji ubocznej
zachodzacej z niechroniong funkcjg powinno byé¢ brane pod uwage. Brak wynikow analizy
HPLC a nawet wynikéw analizy TLC wzbudza w tym przypadku dodatkowe zaniepokojenie.
Co wigcej, nawet pobiezna analiza widm NMR zamieszczonych w suplemencie wskazuje na
zauwazalny udziat produktu ubocznego (Med. Chem Comun., Suplement, p. 2 i widmo p. 10;
1H-NMR - sygnat 1.25 nie jest singletem; 2,03 3H w rzeczywistosci to dwa sygnaty; 4.15 s-
sg dodatkowe sygnaly; 4.47 to raczej 4H niz 3H itd.). Pomimo przedstawionego zastrzezenia,
ten fragment pracy wnosi istotne informacje potwierdzajace poprawnos¢ zatozen o
korzystnym wplywie obecnosci fragmentu ferrocenowego na przezwyciezanie efektu
opornosci komoérek nowotworowych na taksany. Nawet w liniach komdrkowych
wykazujacych nadekspresj¢ biatek ABC, taksany, po dolaczeniu fragmentu ferrocenowego

wykazywaly wieksza aktywnos$¢ niz struktury macierzyste, cho¢ nalezy zwro6ci¢ uwage, ze

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Wieczorek str. 2/4




docetaksel niemodyfikowany wykazywal cytotoksycznos¢ wyzszg w stosunku do linii
podstawowe;j (co jest blednie skomentowane na str. 11 opracowania).

Trzecia grupa taksanow zostala zmodyfikowana poprzez acylowanie grupy
hydroksylowej w pozycji 7 rdzenia bakatynowego kwasami ferrocenoalkanowymi i
ferrocenoiloalkanowymi w klasycznych warunkach przy uzyciu DIC i DMAP-u jako zestawu
odczynnikéw  kondensujgcych i1 ostonie TBS grupy hydroksylowej fragmentu
fenyloizoserynowego. Ten kierunek badawczy okazat si¢ jednak malo produktywny, bowiem
otrzymane zwiazki modyfikowane w pozycji O7 nie posiadaly zwiekszonej aktywr_los'ci.

Naturalne podsumowanie tej czesci pracy stanowily proby wymodelowania
oddziatywan pomiedzy ferrocenowanymi taksanami i tubuling wskazujace na nieco odmienng
wzajemng orientacje wzajemna obu komponentdw, nawet w przypadkach analogow o
zwigkszonej cytotoksycznosci.

Drugi nurt poszukiwan koncentrowal .si¢ wokoét syntezy ferrocenowych analogéw
plinabuliny aktywnej jako inhibitor polimeryzacji tubuliny. Na ,pierwszy rzut oka”
stosunkowo prosta budowa cyklicznej czgsteczki plinabuliny, bedacej diketopiperazynowsg
pochodng dehydrofenyloalaniny i modyfikowanej dehydrohistydyny nie obiecywata
wyrafinowanej 1 niezwykle ciekawych przeksztalcen chemicznych. Kondensacja
ferrocenokarboaldehydu z N, N’-diacetylodiketopiperazyng co prawda pozwolila z dobra
wydajnoscig wprowadzi¢ fragment ferrocenylometylidenowy do pierscieni (zwiazek 40)
jednak dalsze proby reakcji z imidazolakarboaldehydem w $rodowisku alkalicznym okazaty
sic¢ niewydajne. Shluszna interpretacja tego faktu przypisujaca przyczyny trudnosci
syntetycznych obecnosci kwasowego amidowego atomu wodoru wskazala na rozwigzanie
polegajace na jego acetylowaniu. Okazalo si¢ jednak, ze tak logicznie zaplanowany proces
prowadzit do azlaktonu ferrocenylodehydroalaniny z podstawnikiem 2,5-dimetylooksazolin-
4-ylowym w pozycji 2. Struktura produktu tego wysoce interesujacego przegrupowania
diketopiperazyny do dwodch potaczonych wzajemnie pierscieni 1,3-oksazolowych (zwiazek
42) zostala jednoznacznie okreslona. Zaproponowany mechanizm tej zlozonej transformacji
jest przekonujacy, ale zapowiedziane dzialania zmierzajace do jego udokumentowania sa
zasadne.

Efektywny dostep do plinabuliny zostal otwarty poprzez zmodyfikowanie pierwotne;
$ciezki syntetycznej. Modyfikacja polegata na zmianie kolejnosci wprowadzania ancuchéw
bocznych do macierzystego ukladu N ,N’-diacetylodiketopiperazyny. Kluczowe dla
powodzenia syntezy bytlo wprowadzenie w pierwszej kolejnosci 5-alkilo-1H-imidazolo-4-

karboaldehydu w reakcji Knoevenagla i dopiero nastgpnie wykonanie kondensacji z
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ferrocenokarbaldehydem zachodzacej w obecnosci weglanu cezu. Badanie aktywnosci
cytostatycznej wszystkich czterech analogéw plinabuliny potwierdzity poprawnos¢ zalozen o
korzystnym wplywie obecnosci uktadu ferrocenowego. Aktywnos¢ wobec podstawowych
linii komoérkowych utrzymywala sie na niezmienionym poziomie natomiast w wyniku
inhibowania bialek ABC obserwowano aktywnos$¢ antyproliferacyjna wzgledem linii
wykazujacych opornosci wielolekowej a nawet przywrdcenie ich wrazliwosci na inne,
klasyczne cytostatyki takie jak np. doksorubicyna.

Podsumowujac, wysoko oceniam wybdr ambitnego tematu badan w petni ‘zgodnego z
aktualnymi potrzebami wspolczesnie prowadzonych poszukiwan nowych skutecznych
sposobdw zwalczania procesow chorobowych. Dysertacja daje wyczerpujace i kompetentne
odpowiedzi na szereg niezmiernie waznych i aktualnych pytan dotyczacych zwalczania
opornosci wielolekowej. Na szczegélne uznanie zastuguje zastosowanie zréznicowanych i
nowoczesnych metod badawczych oraz trudny, interdyscyplinarny charakter wykonanych
prac niezbgdnych dla zrealizowania wszystkich zadan badawczych. Na podkreslenie
zastuguje rdwniez sprawnos$¢ w postugiwaniu si¢ ztozonymi, wspoéiczesnymi technikami
analitycznymi. We wszystkich przypadkach wnioskowanie jest dobrze poparte materialem
eksperymentalnym a przy tym analiza wynikéw eksperymentdéw jest krytyczna co wzbudza
zaufanie do wyciaganych wnioskow.

Umiejetnosci te wystawiajg najlepsze swiadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzatosci
naukowej Doktorantki. Wysoko oceniam postgp jaki recenzowana rozprawa wnosi w rozwaj
nowoczesnych metod projektowania i badania ztozonych ukladéw organicznych. Z pelnym
przekonaniem uznaje, ze dysertacja przedstawiona do oceny spelnia wymagania okreslone w
ustawie i wnosze¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszczenie mgr

Anny Wieczorek do dalszych etapdw przewodu doktorskiego oraz wyrdznienie dysertacji.
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