Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny tysakowskiej
pt. ,Nowe analogi nukleotydow zawierajgce naturalne
i modyfikowane nukleozasady” przedtozonej Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi
celem uzyskania stopnia naukowego doktora nauk farmaceutycznych

Rozprawa doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej
Woydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi,
pod kierunkiem prof. dr hab. Doroty Piotrowskie;j.

Obserwowany wzrost dtugosci zycia sprawia, ze narastajgcym problemem stajg sie
choroby, ktdrych czestos¢ wystepowania i dotkliwos¢ zalezg od wieku pacjenta. Jedng
z takich grup schorzen sg choroby nowotworowe. Chociaz duzym postepem byto
poznanie genetycznych podstaw rozwoju nowotwordéw, to niezrozumiata heterogennosc
tych chordb, dziatania niepozgdane dostepnych lekéw oraz lekoopornosé, nadal
stanowig duzy problem w optymalizacji skutecznych form walki z rakiem. Z podobnymi
wyzwaniami mierzy sie Swiat nauki zgtebiajagc problem zakazenn wirusowych. Masowe
migracje ludnosci sprzyjajg przenoszeniu wiruséw poza ich naturalne granice
wystepowania. Jednoczesnie wzrasta ryzyko przenoszenia patogenu ze zwierzat na
cztowieka.

W $wietle powyzszego, podjecie badan przez paniag Magdalene tysakowska nad
syntezg zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej
jest wysoce uzasadnione. Punktem wyjscia do sformowania celu rozprawy doktorskiej
byty wyniki badan zespotu Zaktadu Chemii Bioorganicznej Uniwersytetu Medycznego w
todzi, realizowanych we wspétpracy z Instytutem Badan Medycznych Rega Katolickiego
Uniwersytetu w Leuven (Belgia), nad analizg zaleznosci miedzy strukturg a aktywnoscig
przeciwwirusowg i przeciwnowotworowg, w grupie izoksazolidynowych analogéw
nukleotydow.

Uktad rozprawy jest typowy dla tego typu opracowan; sktada sie ze wstepu,
wprowadzajgcego w tematyke pracy, celu pracy, omdéwienia wynikéw, wnioskow, czesci
eksperymentalnej, wykazu aktualnego pismiennictwa. Cato$¢ poprzedzono wykazem
najwazniejszych skrétow, uzytych w pracy oraz zestawieniem osiggnie¢ naukowych —
Doktorantka jest wspoétautorem 3 publikacji, w tym 2 oryginalnych publikacji, o tgcznym
wspotczynniku oddziatywania IF = 6,348 oraz 9 doniesien zjazdowych.

Wprowadzajgc w przedmiot rozprawy, Autorka wykazata sie znajomoscig strategii
syntezy pochodnych chinazolino-2,4-dionéw oraz dokonata przegladu literatury,
wskazujgc na wielokierunkowg aktywnos¢ biologiczng preparatéw opartych na rdzeniu
chinazolino-2,4-dionu. W zaleznosci od schematu podstawienia, zwigzki te wykazujg
m.in.  aktywnos$¢ przeciwnowotworowg, przeciwwirusowg, przeciwbakteryjna.
Potwierdza to zasadno$¢ wyboru chinazolino-2,4-dionu, jako  struktury
uprzywilejowanej, w podjetych przez siebie badaniach.

Cel swoich badan pani Magdalena tysakowska zdefiniowata jako synteze nowych
izoksazolidynowych analogéw homonukleotydéw oraz ocene ich aktywnosci
przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej in vitro wobec wybranych linii komérkowych.

Doktorantka zaprojektowata oraz przy uzyciu metod klasycznej syntezy organicznej
otrzymata trzy serie nowych pochodnych. Zaplanowane modyfikacje strukturalne
dotyczyty 2 fragmentédw — nukleozasady i fragmentu pseudocukrowego. Zréznicowanie
strukturalne w obrebie nukleozasady polegato na wprowadzeniu analogéw zasad
purynowych, pirymidynowych oraz réznie podstawionych uktadéw heterocyklicznych
(seria 1), fragmentéw 3-benzoilo- i 3-benzylo-chinazolino-2,4-dionu (seria 1) oraz
analogéw 1-benzylo-chinazolino-2,4-dionu (seria Ill); w serii Il i Il fragmenty benzylowe
dodatkowo modyfikowano przez wprowadzenie atomu fluoru. We wszystkich seriach
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fragment cukrowy stanowita izoksazolidyna, oddalona przez mostek metylenowy od
nukleozasady i dodatkowo podstawiona w pozycji N1 grupg metylowa lub benzylowa.

Zakres badan syntetycznych obejmowat otrzymanie nitronéw 16a i 16b, ktdre
postuzyly jako czynniki réznicujgce w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji z N-allilowanymi
nukleozasadami. W ten sposéb otrzymano 42 nowe zwigzki finalne. Cho¢ zréznicowanie
stosowanych proceséw chemicznych — reakcje kondensacji, N-alkilacji, cykloaddyciji, nie
wykracza poza typowe procedury chemii organicznej, to wyizolowanie zaplanowanych
zwigzkéw, w kliku przypadkach w czystej postaci izomeréw trans i cis, wymagato
starannosci oraz dobrego opanowania technik laboratoryjnych. Warto podkredli¢, ze
w ramach pracy Autorka przeprowadzita optymalizacje warunkéw otrzymywania 1-allilo-
chinazolino-2,4-dionu. Najwyzsze wydajnosci otrzymano w reakcji odpowiednio
podstawionego bezwodnika izatynowego z mocznikiem, prowadzac proces
w temperaturze wrzenia N,N-dimetyloformamidu.

Czysto$¢ otrzymanych zwigzkéw Doktorantka potwierdzita chromatograficznie
(metodg TLC), a struktura chemiczna, w sposdb nie budzacy zastrzezen, zostata
potwierdzona przez Doktorantke przy uzyciu metod magnetycznego rezonansu
jadrowego 'H-, C-, *P-NMR. Ustalenie konfiguracji wzglednej dla modelowych
zwigzkow cis-76a i trans-77a, stosujgc widma dwuwymiarowe NOESY, umozliwito analize
konfiguracji zwigzkdw finalnych. Interesujgca wydaje sie obserwacja Doktorantki, ze
w przypadku wszystkich serii zwigzkéw w przewadze postawat izomer trans.
Wyizolowanie przez Doktorantke 6 czystych izomeréw trans oraz 2 izomerow cis otwiera
mozliwos¢ bezposredniego poréwnania aktywnosci dwdch par izomerdw cis-86c¢ i trans-
87c oraz cis-88a i trans-89a.

Ocene aktywnosci biologicznej nowozsyntetyzowanych izoksazolidynowych
pochodnych analogéw homonukleotydéw prowadzono w ramach wspétpracy
z Instytutem Badan Medycznych Katolickiego Uniwersytetu w Luven, w zespole prof.
J. Balzariniego i prof. D. Scholsa. Ocene potencjatu przeciwwirusowego testowano
wobec szerokiej gamy, tgcznie 22 wiruséw RNA i DNA, m.in. wirusa opryszczki pospolitej
typu 112, wirusa ospy wietrznej-pétpasca, wirusa cytomegalii (CMV), retrowirusa typu 1,
wirusa grypy A (H1N1 i H3N2), wirusa niedoboru odpornosci typu 1 i 2 (HIV-1 i HIV-2),
a ocene aktywnosci przeciwnowotworowej wobec wybranych linii komérkowych —
biataczki mysiej (L1210), ludzkiej biataczki z limfocytéw T (CEM), raka szyjki macicy
(Hela) oraz srédbtonka naczyniowego skory cztowieka (HMEC-1).

Pomimo, ze preparaty serii | i Il wykazaty aktywnos¢ przeciwwirusowg, przyktadowo
zwigzki cis-76r, trans-77r, cis-92d/trans-93d wzgledem wiruséw ospy wietrznej-
potpasca, zwigzek cis-76l/trans-771 wzgledem cytomegalowirusa, zwigzek trans-87c
wobec wirusdw opryszczki pospolitej typu 1 i 2, adrenowisura typu 2 i kononawirusa, to
preparaty te charakteryzujg sie nizszym lub poréwnywalnym profilem bezpieczenstwa
do substancji referencyjnych. Zwigzki serii | i Il wykazaty umiarkowang aktywnos¢
wzgledem linii nowotworowych, w poréwnaniu do 5-fluorouracylu. Brak oceny wptywu
testowanych zwigzkdw wzgledem komdrek normalnych, wyklucza mozliwos¢ oceny
potencjatu grupy w kontekscie jej dalszego rozwoju. Zwigzki nalezace do serii lll zostaty
przekazane do badan biologicznych.

Wywigzujagc sie z obowigzku recenzenta, potwierdzam wysoka starannos¢
w opracowaniu i prezentacji wynikdw badani. Rozprawa zostata napisana precyzyjnym
i przystepnym jezykiem, nie budzacym zastrzezen co do stylu, cho¢ nie pozbawionym
kilku drobnych btedéw. Uwagi dotyczg okreslen zastosowanych w czesci doswiadczalne;.
Nieprawidtowo zastosowano okreslenie ,wyglad produktu”, ktére nalezatoby zastagpic
sformutowaniem , posta¢ produktu”. W preparatyce organicznej warstwe organiczng
,osuszamy”, a nie ,wysuszamy” za pomocg soli nieorganicznych typu siarczan sodu.
Ponadto uzasadnionym wydaje sie uszczegétowi¢ w jaki sposéb zatezano roztwory
organiczne (str. 128).
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Ponizej przedstawiam kilka uwag edytorskich oraz merytorycznych dotyczacych

monografii, ktére wymagaja wyjasnienia i moga postuzy¢ w realizacji dalszych badan:

1) ,zatozenia i cel pracy” nalezatoby wyodrebni¢ jako oddzielny rozdziat, a nie jak
w obecnej formie, gdzie stanowig cze$¢ rozdziatu ,Badania wiasne”,

2) wg jakich przestanek dokonano wyboru nukleozasad, projektujac czasteczki serii 1?

3) celem ufatwienia analizy danych zasadnym wydaje sie wiaczenie do tabel 9-12 UNIWERSYTET
’ ) i R e a8 JAGIELLONSKI
wzoréw ogoélnych zwigzkéw; wydaje si¢ to szczegblnie przydatne w analizie
zaleznoéci miedzy strukturg a aktywnoscia, COLLEGIUM
4) czy ukfad chinazolin-2,4-dionu mozna nazwac pierscieniem (str. 22)? MEDICUM

5) w kontekscie zastosowanych modyfikacji strukturalnych (wigzanie C-P, funkcja
estrowa) zaprojektowane zwigzki powinny wykazywac stabilnos¢ wzgledem fosfataz
oraz enzyméw metabolizujgcych; czy podjeto proby oceny stabilnosci wybranego
przedstawiciela  serii dietoksyfosforylowych  pochodnych homonukleotydéw
metodami in vitro?

6) wydaje sig, ze podanie wiaéciwoséci biologicznych dla zwigzkow referencyjnych 7a-b,
64-67 pozwolitoby na szersza analizg wptywu fragmentu chinazolinowego na
aktywnos¢ nowozsyntetyzowanych potaczen,

7) w éwietle zaprezentowanej analizy wynikéw badar biologicznych wzgledem wirusow
lub linii komoérek nowotworowych, nasuwa si¢ pytanie, kiedy mozemy moéwic
o specyficznej aktywnosci przeciwwirusowej oraz przeciwnowotworowej? Katedra Chemil

8) czy mozna wyttumaczy¢ brak réznicy w aktywnosci migdzy izomerami cis- i trans-?

Wydziat Farmaceutyczny

Farmaceutyczne

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani Magdaleny tysakowskiej, stanowigc
opracowanie badan chemiczno-biologicznych w grupie izoksazolidynowych analogéw
homonukleotydéw o] potencjalnych wtasciwosciach przeciwwirusowych
i przeciwnowotworowych, potwierdza opanowanie przez Autorke warsztatu
badawczego w zakresie syntezy organicznej, analizy spektralnej oraz oceny wynikow
testéow biologicznych. Powyizsze uwagi nie umniejszajg wartosci rozprawy i mojej
pozytywnej oceny.

Przedstawiona do oceny rozprawa spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim,
zatem zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu

Medycznego w todzi o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny tysakowskiej do dalszych
etapoéw przewodu doktorskiego.
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