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Tematyka badawcza, podjeta przez Panig mgr Magdaleng Lysakowska w pracy doktorskiej, miesci si¢
w zakresie szeroko rozumianej chemii medycznej, w tym chemii bioorganicznej, opierajgc si¢ na
zaawansowanych metodach syntezy chemicznej, fizykochemicznych i biologicznych. Jest rozwijana od kilku lat
z bardzo interesujacymi rezultatami w Zakladzie Chemii Bioorganicznej Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi pod kierunkiem promotora niniejszej pracy, Pani prof. dr hab. Doroty
Piotrowskiej. Sformutowany w temacie pracy obszar badaf, dotyczacy nmowych analogéw nukleotydow
zawierajgcych naturalne i modyfikowane nukleozasady, z jednej strony dotyka szeregu zagadnien
szczegdtowych zmierzajacych do poszerzenia wiedzy na temat chemii pochodnych i analogéw nukleotydow,
a W szerszym znaczeniu poznania chemii zwigzkéw, ktére s3 unikalnymi elementami budulcowymi kwaséw
nukleinowych o kluczowej funkcji biologicznej. Przeprowadzone badania stwarzajg tym samym liczne
perspektywy aplikacyjne dla zastosowan w naukach medycznych i farmceutycznych. Modyfikowane nukleotydy
znane sa od kilkudziesigciu lat, ale wcigz odkrywajg przez badaczami wiele tajemnic, zarowno w obszarze
syntezy chemicznej, wiasciwosei fizykochemicznych, jak i i biologicznych. Szczegolnie cickawe 1 czgsto
zaskakujace, bo wcigz trudne do przewidzenia na drodze modelowania komputerowego, sa systematycznie
odkrywane whaéciwosci zaréwno przeciwnowotworowe, jak i przeciwwirusowe analogow nukleotydow. Z tego
wzgledu tematyka badawcza podjeta przez Doktorantke jest bardzo aktualna, a dokonany wybdr tematu uwazam
za bardzo uzasadniony. Podjete zagadnienia i wysoki poziom przeprowadzonych badaf moze tez skiania¢ do
glebszej refleksji, w ktérym kierunku podgza chemia elementéw budulcowych kwasow nukleinowych, ile jest
jeszeze ciekawych odkryé przed nami. Ta refleksja jest poparta takze tym, ze minglo ponad 40 lat od
opublikowania w Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA przez pdiniejszg laureatke
Nagrody Nobla, Gertrude Belle Elion i wspétautoréw, artykutu o odkryciu wlasciwosci przeciwwirusowych
acyklowiru, co dato znaczacy impuls do dokonanych pézniej, ale i dokonywanych obecnie odkry¢ w obszarze

lekéw przeciwwirusowych.



Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Eysakowskiej stanowi spdjne tematycznie 188 stronicowe
opracowanie, ktére zostalo napisane bardzo poprawnym jezykiem naukowym. Doktorantka na poczatku
dysertacji zawarta kilka waznych informacji dotyczacych osiagnigé naukowych. Dowiadujemy sie wigc, ze jest
wspoétautorkg opublikowanych artykutéow w Archiv der Pharmazie, Wiadomo$ciach Chemicznych oraz European
Journal of Medicinal Chemistry, a takze 9 komunikatow konferencyjnych. Praca doktorska zawiera wszystkie
wymagane rozdzialy tj. wstep, czgsé literaturows, badania wlasne zawierajace zdefiniowane zalozenia pracy,
podsumowanie wynikow, wnioski, czgs¢ doswiadczalng, oraz piémiennictwo. Na poczatku pracy zostal
umieszczony wykaz najwazniejszych skrétow. Kolejnos¢ rozdziatow w rozprawie i cytowane pi$miennictwo nie
budza zastrzezen recenzenta. Rozprawa zawiera starannie przygotowane: 33 rysunki, 30 schematow i 19 tabel,
ktére znacznie utatwiaja zrozumienie omawianych wynikéw. Pidmiennictwo liczy 134 odnosniki literaturowe,
ktére zostaly odpowiednio dobrane i odnosza si¢ do czasopism naukowych, sposréd ktérych 88 zostato
opublikowanych w biezgcym stuleciu. Warto podkresli¢, ze Doktorantka siegneta bardzo wnikliwie do zrédet
naukowych, czesto dodé odlegtych czasowo, jak np. Journal fiir praktische Chemie z 1910 r.

Doktorantka dokonata wilasciwego wyboru tematyki do Wstepu, w ktérym omowita rolg analogdw
nukleozydéw jako najliczniejszej grupy zwiagzkéw stosowanych w leczeniu roznego typu nowotworéw oraz
zwalczaniu infekcji wirusowych. Pani Magister zwrdcita uwagg na rozmach jaki dokonat si¢ w poszukiwaniach
nowych analogéw nukleozydéw w ostatnich 30 latach, zwigzany z ich wykorzystaniem w leczeniu choréb
nowotworowych ukladu krwiotwérczego. Podkreslifa rolg badaf zwigzanych z poszukiwaniami nowych zwigzkow
o aktywnodci przeciwnowotworowej i przeciwwirusowej w kontekscie rosngcej opornosci, ograniczonej
selektywnodei i towarzyszacych efektow ubocznych. Duzg czg$¢ opisu, co jest zrozumiale, poswiecita
wprowadzeniu do tematyki nukleozydéw i nukleotydow ze zmodyfikowang izoksazolidynowa czescia cukrowa,
a takze aktywnosci zwigzkéw zawierajgcych w strukturze chinazolino-2,4-dion.

Czesé literaturowa rozpoczyna si¢ od wprowadzenia do budowy chemicznej, metod otrzymywania
i whasciwosci biologicznych, w tym farmakologicznych pochodnych chinazolino-2,4-dionu. Doktorantka omowita
bardzo szczegdtowo metody syntezy tego ukladu. Nastgpnie przedstawita leki pochodne chinazolino-2,4-dionu.
Bardzo ciekawie omoéwila wiasciwodci i syntezy lekéw o juz ustalonej renomie w farmakologii, jak zenarestat
i ketanseryna. Nastepnie, w kolejnych podrozdziatach przedyskutowata zaleznodei struktura aktywnosé dla
wybranych aktywnych pochodnych chinazolino-2,4-dionu o dziataniu przeciwnowotworowym (m.in. co warto
podkreslié, zauwazajac kluczowag w obecnie prowadzonych badaniach rolg szlaku sygnatowego Wnt),
przeciwwirusowym, przeciwbakteryjnym, hipotensyjnym i o dzialaniu na OUN. Przedstawiony materiat
literaturowy zostal starannie zebrany, stanowiac tym samym zwarte oraz kompletne kompendium, ktére sprawia,
ze podjete w dalszych czeéciach pracy zagadnienia, badania wiasne i podsumowanie wynikoéw oraz wnioski wydaja
sie naturalnie wpisywac w poruszane problemy.

Zdefiniowane na koricu Wstepu i w pierwszym podrozdziale Badaf wlasnych, Zalozenia projektu i cel
pracy objely zaprojektowanie, otrzymanie i przeprowadzenie pelnej charakterystyki fizykochemicznej oraz
biologicznej izoksazolidynowych analogéw nukleozydéw i nukleotydéw oraz chinazolino-2,4-dionéw. W zatozeniu

Doktorantki polaczenie zasady z pseudocukrem poprzez mostek metylenowy mialo zapewni¢ trwatos¢
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enzymatyczng zwiazku, z kolei zastgpienie wigzania O-P wigzaniem C-P mialo zagwarantowa¢ odpornosé na
dziatanie fosfataz, zaé dalsze przeprowadzenie kwasu fosfonowego w ester miato poprawié lipofilowosé. Ocena
aktywnodci przeciwnowotworowej i przeciwwirusowej miata zosta¢ przeprowadzona we wspolpracy z Katolickim
Uniwersytetem w Leuven w Belgii. W mojej ocenie jako miejsce badan biologicznych wybrano jedno z najlepszych
laboratoriéw na §wiecie, prowadzone wczesniej przez prof. Jana Balzariniego, a obecnie prof. Dominique Scholsa.
Nalezy podkresli¢, ze zaproponowane badania w $wietle dostgpnej literatury i przeprowadzonej na jej podstawie
analizy struktura-aktywnos¢ zblizonych strukturalnie zwigzkow wydawaly sie jak najbardziej racjonalne.

Prace badawcze zostaly przeprowadzone wg dobrze przemyslanego schematu, obejmujgcego
zaprojektowanie docelowych zwiazkéw chemicznych, wykonanie i zoptymalizowanie ich syntezy chemicznej,
lacznie z wydzieleniem i charakterystykg fizykochemiczng oraz biologiczng. Punktem wyjscia do syntezy bylo
przygotowanie  odpowiednich ~ pochodnych  nitronéw,  ktore nastgpnie  zostaly  uzyte  wraz
z N-allilowanymi zwiazkami heterocyklicznymi w reakeji 1,3-dipolarnej cykloaddycji, prowadzacej do dwoch serii
cis- i trans- izoksalidynowych analogéw homonukleotydow. W tym miejscu warto zwrdci¢ uwage na bardzo
kompleksowe, z punktu widzenia pézniej planowanych badan biologicznych, przygotowanie duzej serii
N-allilonukleozasad, opartych nie tylko na naturalnych purynach i pirymidynach, ale takze heterocyklach. Nalezy
podkreslié, ze do otrzymania tej liczacej 19 zwiazkéw serii, Doktorantka zastosowata rozne warianty reakcji
alkilowania, ktére specjalnie na potrzeby prowadzonych proceséw modyfikowata i skalowata z uzyciem: roznych
rozpuszczalnikéw, zasad, temperatur, jedno- lub dwufazowego medium reakeyjnego, a takze z zastosowaniem grup
ochronnych. W reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji Doktorantka otrzymywata mieszaniny diastereoizomerycznych
cis- i trans- izoksalidynowych analogéw homonukleotydéw, ktérych sklad okreslata z uzyciem widm 3P NMR
w surowych mieszaninach poreakcyjnych, a nastgpnie postugujac sig chromatografig kolumnowa wydzielita
wybrane czyste izomery cis i trans oraz ich mieszaniny. Otrzymane zwigzki zostaty poddane wnikliwej analizie
NMR z uzyciem widm jedno- i dwuwymiarowych. Bardzo ciekawe sg wyniki badan NMR, ktore pozwolily na
ustalenie konfiguracji wzglednych serii cis- i frams-izoksazolidyn. Metodologig zastosowang do ustalenia
konfiguracji jednej pochodnej, opierajaca si¢ na eksperymencie NOESY, zastosowata do przeanalizowania

konfiguracji wzglednych pozostatych pochodnych. Zastanawiam sie. czy Doktorantka swojg analize widma

NOESY ograniczyla do przeanalizowania sprzezen dipolarnych pomiedzy wzbudzonymi atomami, czego

rezultatem byly oméwione w dyskusji sygnaly korelacyjne. czy tez rozwazala okre$lanie lokalnych konformacji

poprzez analize wicynalnych statych sprzezef spinowo-spinowych J (réwnanie Karplusa). czego nie ujela

w dyskusji? Chciatbym tez zwrécié uwage Doktorantki, ze poza mozliwymi zmianami konformaciji pierscienia

izoksazolidynowesgo, bardzo cieckawa jest kwestia charakterystyki konformacji wokdét wigzania glikozydowego

pomiedzy pseudocukrem a zasada. W kolejnym etapie Doktorantka przetestowata we wspolpracy z osrodkiem

zagranicznym uzyskane zwiazki wobec szerokiej gamy wiruséw DNA i RNA, stosujac jako zwigzki referencyjne
uznane leki przeciwwirusowe. Uzyskane wyniki aktywnodci przeciwwirusowej badanych zwigzkoéw okreslita
wartoéciami ECso, dodatkowo podajac wartodci stezen wywolujacych redukcje wzrostu komérek, na ktorych
oznaczono cytotoksycznosé zwiazkéw CCso oraz minimalne stgzenie substancji, przy ktérym dochodzi do zmian

morfologicznych MCC. Najwyzsza, mikromolowa aktywno$é odnotowata dla homonukleotydéw cis i trans
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pochodnych 3-benzoilochinazolino-2,4-dionu, wzglgdem wirusa ospy wietrznej-polpasca. Warta zauwazenia jest
4-5 krotnie wyzsza aktywnos$¢ uzyskanych pochodnych, w poréwnaniu do zwigzkow referencyjnych (acyklowir,
brywudyna), wzgledem mutantéw VZV pozbawionych kinazy tymidynowej (szczepy VZV TK"). Bardzo wysoka
mikromolowa aktywno$é wzgledem dwoch szezepdéw cytomegalowirusa w poréwnaniu ze zwigzkami
referencyjnymi (gancyklowir, cydofowir), wykazaly takze odpowiednie mieszaniny diastereoizomeryczych
izoksazolidyn pochodnych 5,6-dimetylobenzimidazolu i 3-acetyloindolu. Dopetnieniem bardzo wnikliwych studiéw
w zakresie aktywnodci przeciwwirusowej, byly dalsze badania aktywnosci cytostatycznej, wykonane na trzech
liniach komérek nowotworowych, podezas ktérych dla badanych zwiazkéw okreslono stgzenie hamujgce
proliferacje komorek w 50% ICso wzglgdem referencyjnego 5-fluorouracylu. Rozszerzeniem serii izoksazolidyn
z pierscieniem 3-benzoilochinazolino-2,4-dionu o wysokiej aktywnodci wzgledem wirusa VZV, bylo ofrzymanie
analogéw ze zmodyfikowana nukleozasadg, zawierajgcych w pozycji N3 piercienia chinazolino-2,4-dionu grupg
benzoilowa lub benzylowa, a takze analogéw ze zmodyfikowanym pier§cieniem izoksazolidyny, w ktérych grupe
metylowa w pozycji N2 zastgpiono podstawnikiem benzylowym. Warto podkredlic bardzo ciekawa dyskusje
dotyczaca preparatyki i skalowania syntezy potproduktu, 1-allilochinazolino-2,4-dionu, a takze serii jego 3-benzoilo

i 3-benzylo pochodnych. W tym miejscu prositbym Doktorantke o wyjasnienie. jakie przestanki kierowaly doborem

czynnikéw acylujacych i alkilujacych. sa to bowiem zwigzki zawierajace fluor. Czy Doktorantka kierowala sie

przestankami literaturowymi, odnoszacymi sie do roli fluoru w strukturze potencjalnych API? Od kilku lat bowiem

zwraca sie uwage na efekty wywotywane przez fluor w strukturze API, w odniesieniu do oddzialywah we wnekach

farmakoforowvch i enzymatycznych, wplywie na transport czynny i bierny, a tym samym role w_poprawie

wladciwodci farmakinetycznych i farmakodynamicznych substancji aktywnych farmaceutycznie? Na stronie 58,

w rozdziale 3.3.4. Doktorantka poruszyla kwestie zasadnosci zamiany grypy benzoilowej na benzylowa w pozycji

3 fragmentu chinazolino2.4-dionu. Czy Doktorantka dysponuje danymi literaturowymi lub badaniami wiasnymi na

poparcie tezy. ze owa wymiana wplywa na poprawe rotacji, mniejsze zawady przestrzenne w obrebie badanego lub

zblizonego strukturalnie motywu strukturalnego? Uzyskane zwiazki, zaréwno czyste izomery cis i frans, jak

i mieszaniny diastereoizomerycznych izoksazolidyn cis/trans zostaly poddane badaniom biologicznym w kierunku
aktywnosci przeciwwirusowej i cytostatycznej. Na podkredlenie zastuguje wysoka mikromolowa aktywnosé
wybranych przedstawicieli tych zwigzkow wzgledem wirusa VZV, tylko 4-6 razy nizsza od referencyjnego
acyklowiru wzglgdem szczepéw TK" i az 10-14 razy wyzsza wzglgdem szczepéw TK'. Dodatkowo, stwierdzono ze
mieszaniny diastereoizomerycznych izoksazolidyn cis/trans, pochodne posiadajgce w pozycji N3 pierscienia
chinazolino-2,4-dionu grupe benzylowa hamowaly na poziomie mikromolowym namnazanie cytomegalowirusa.
Aktywno$é ta byta znaczaco wyzsza niz wezesniej opisanych analogéw N-metyloizoksazolidynowych. Warta
podkredlenia jest jeszcze aktywno$¢ przeciwwirusowa izoksazolidynowego analogu homonukleotydowego
z podstawnikiem 4-fluorobenzylowym ukierunkowana na rézne szczepy HSV-1 i 2 oraz adenowirusa typu 2 oraz
ludzkiego koronawirusa. Nalezy zauwazyé, ze w calej serii cis- i trams-izoksazolidyn wyzsza aktywnosc
antyproliferacyjng wykazaly pochodne posiadajace w pozycji N3 chinazolino-2,4-dionu grupg benzylowa
w miejscu benzoilowej. Wielodyscyplinarme badania nabieraly coraz wigkszego tempa, a Doktorantka w trakcie

realizacji pracy stawiata sobie nowe cele. Ostatnia czg$¢ badan, dotyczyla zaprojektowania i uzyskania serii
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izoksazolidynowych analogéw homonukleotydow, zawierajgcych jako modyfikowang nukleozasadg pierscien
chinazolino-2,4-dionu, w ktérym dokonano zamiany podstawnikéw pomigdzy pozycjami N1 i N3, uzyskujgc tym
samym nowe analogi 1-benzylochinazolino-2,4-dionu pofaczonego z izoksazolidyng przez atom azotu N3. Zwigzki
te zostaly przekazane do oceny aktywnosci przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej. W catym rozdziale Badan
wiasnych Doktorantka krytycznie dyskutowata rozne ograniczenia prowadzonych syntez, procesow rozdzielczych
i charakterystyki fizykochemicznej. Sprawia to, Ze niniejsza dysertacja, z uwagi na starannos$¢ przeprowadzonych
eksperymentéw i ich opisu nie zamyka i nie wyczerpuje tematu, ale otwiera ciekawe perspektywy badawcze na
przysziosé.

W rozdziale podsumowanie wynikéw badan objetych rozprawa doktorska Pani Magister dokonata
skrupulatnego oméwienia najwazniejszych wynikow, ktére dodatkowo zostaly zebrane w kolejnym rozdziale
Whioski w 17 punktach. W czeéci doswiadczalnej zawarla dokfadny opis preparatyki zwiazkow uzyskanych
w pracy wraz z ich charakterystyka fizykochemiczng. Niemal kazdy z nowo uzyskanych zwigzkéw zostal
scharakteryzowany z uzyciem temp. topnienia, IR, 'H, °C i *'P NMR oraz analizy elementarne;.

Zwracam uwage na drobne kwestie, ktére pojawity sig podczas czytania pracy i poproszg o ustosunkowanie
sic do nich podczas publicznej obrony, podobnie jak do dwéch podniesionych wezedniej w recenzji zagadnien
o charakterze dyskusyjnym: (i) W podpisach rycin — nazwa czgéciej sugerowana od rysunek, warto stosowac
okreélenie budowa chemiczna w miejsce struktura, gdyz okreslenie to czgsciej rezerwujg do opisu krystalografowie,
(i) s. 14 i s 40 — Czy zdaniem Doktorantki zastosowana funkcja estrowa dotyczy kwasu fosfonowego czy
fosforylowego?, (i) s. 40 i s. 81 oraz inne miejsca w pracy — Czy zdaniem Doktorantki w reakeji 1,3-dipolarnej
addycji zwiazki okreslane jako 16a-b sa N-podstawionymi C-(dietoksyfosfonylo)nitronami, czy
C-(dietoksyfosforylo)nitronami?, (iv) Doktorantka, czgsto uzywa w pracy stowa syntetyzowaé, to galizm
(fr. synthétiser), zalecam po prostu syntezowaé, (v) Czy do rozdzialu diastereoizomeréw brano pod uwage zel
krzemionkowy o innej granulacji np. Silica gel 60 (0,040-0,063)?, (vi) 6.2.2. - Czy brak sygnatu grupy aminowej
w widmie '"H NMR wynika z faktu jego nalozenia z sygnalem resztkowym rozpuszczalnika uzytego do rejestracji
widma CDCls, czy tez wynika z wymiany z wodg obecng w probee?, (vii) 6.4. - Czy w preparatyce, podczas
oczyszczana zwigzku, toluen dodano po odparowaniu DMF? Czy celem dodania toluenu bylo wysuszenie suchej
pozostatoéci w kolbie po odparowaniu DMF?

Tre$é rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Lysakowskiej jest zgodna z tezg postawiong w tytule.
Podjety cel pracy zostat wzorcowo zrealizowany w czgsci eksperymentalnej, przedstawiony w badaniach wiasnych
i posumowaniu wynikéw, a takze zebrany we wnioskach. Hipoteza zawarta na poczgtku badaii dotyczaca
w szerokiej perspektywie znalezienia potencjalnych nowych analogéw nukleotydéw zawierajacych naturalne
i zmodyfikowane nukleozasady na styku stosowania zaawansowanych metod chemii medycznej wydawata sig
bardzo racjonalna. W miare postepu prac badawczych zostata bardzo pozytywnie zweryfikowana i doprowadzila do
interesujacych wnioskéw. Dane eksperymentalne uzyskane w badaniach biologicznych dla nowych zwigzkow
zostaly takze krytycznie oméwione w kontekscie $wiatowego pismiennictwa i odniesione do stosowanych
standardow terapeutycznych. Uzyskane wyniki i ich dyskusja maja wigc duze znaczenie aplikacyjne i poznawcze,

wnoszac tym samym wazne przestanki do projektowania nowych zwigzkéw aktywnych farmaceutycznie,
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o potencjalnym zastosowaniu w terapii, przede wszystkim choréb wirusowych. Przedstawiona do recenzji praca
doktorska posiada nastgpujace plaszczyzny pozwalajace ja analizowaé jako nowatorskg: () podjecie zagadnien
bardzo aktualnych naukowo i spotecznie poprzez wlaczenie si¢ w nurt poszukiwania nowych i skuteczniejszych
lekéw przeciwwirusowych, (i) zastosowany nowoczesny warsztat badawczy. zaréwno pod wzgledem doboru
reakcji i reagentéw, technik syntetycznych, charakterystyki fizykochemicznej i biologicznej oraz (iif) duzy
potencjal poznawczy i aplikacyjny przeprowadzonych badan zwigzany z opracowaniem Kkilkunastu zwigzkow
aktywnych przeciwwirusowo, ktére moga sta¢ sig¢ przyczynkiem do kontynuacji prac o znaczeniu dla nauk
podstawowych, ale takze do nawigzania kooperacji z sektorem farmaceutycznym.

Reasumujgc uwazam, ze Pani mgr Magdalena Eysakowska doskonale zmierzyla si¢ z postawionym
w temacie pracy problemem, wykazala si¢ bardzo dobra znajomosdcia zagadnien teoretycznych
i przygotowaniem warsztatowym. Moja wysoka ocena wartoSci merytorycznej przedstawionej dysertacji
wynika z umiejetnego polaczenia wiedzy przez Doktorantke z zakresu chemii medycznej, syntezy organicznej
i farmakologii. Przekazana do recenzji rozprawa doktorska w pelni spelnia wymogi stawiane tego typu
pracom, zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 - O stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki - Dz.U. RP nr 65, poz. 595 z 2003 r. wraz z p6zniejszymi zmianami, w tym Ustawg z dnia 28
kwietnia 2017 r. — O zmianie ustawy o stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki —
Dz.U. RP poz. 859 z 2017 r., dlatego tez wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Lysakowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysoka merytoryczng warto$¢ przedlozonej do recenzji dysertacji,
zwracam sie do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego z wnioskiem o wyréznienie przedmiotowej

pracy doktorskiej.
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