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Recenzja rozprawy doktorskiej
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Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

pt. Synteza nowych pochodnych 5-amino-4-karbonitrylu
i oksazolo[5,4-d]pirmidyny o potencjalnej aktywnosci biologicznej

Oceniana rozprawa doktorska mgr Aleksandry Sochackiej-Cwikty porusza problem
projektowania i syntezy oryginalnych zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej, ktére
w przysztosci moglyby znalezé zastosowanie jako potencjalne substancje lecznicze. Podjgta
przez Doktorantke tematyka jest bez watpienia istotna i aktualna w kontekscie zaréwno rozwoju
nauk farmaceutycznych, jak tez w aspekcie spotecznym.

Uktady oksazolu, izoksazolu i oksazolopirymidyny stanowig rozpowszechniony element
struktur wielu naturalnych i syntetycznych zwigzkow wykazujacych szerokie spektrum
aktywnosci biologicznej. Wérdd potencjalnych wiasciwosci terapeutycznych dyskutowanych
heterocykli wyr6zni¢ mozna aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, przeciwzapalna,
przeciwbolows, przeciwcukrzycowag oraz przeciwnowotworowg. Co istotne, zwiazki te
charakteryzujg si¢ réznorodnym mechanizmem dziatania wskutek wigzania si¢ z szeregiem
receptordw czy tez enzymow, gtéwnie na drodze oddziatywan niekowalencyjnych. Biorgc pod
uwage szeroki zakres aktywnosci biologicznych pigciocztonowych pierscieni zawierajgcych
atom azotu i tlenu, badania dedykowane poszukiwaniu nowych zwigzkoéw strukturalnie
opartych o tego typu fragmentu znajduje pelne uzasadnienie.

Niniejsza praca doktorska stanowi kontynuacje badan nad reaktywnoscig kwasu
5-amino-3-metylo-4-izoksazolokarboksylowego prowadzonych od lat w Katedrze i Zaktadzie
Chemii Organicznej i Technologii Lekéw Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Sochackiej-Cwikly stanowi podsumowanie dwéch
oryginalnych prac eksperymentalnych i dwdch prac przegladowych o sumarycznym wskazniku
oddziatywania IF wynoszagcym 22,637 (MEIN — 560). We wszystkich publikacjach
sktadajgcych si¢ na cykl bedacy podstawa rozprawy, Doktorantka jest pierwszym autorem,
w trzech jest rdwniez autorem korespondencyjnym. Wiodacy wktad Autorki potwierdzajg takze
jednoznacznie zatgczone oswiadczenia wspotautordw cyklu prac. Warty podkreslenia jest takze
catkowity dorobek naukowy mgr Aleksandry Sochackiej-Cwikty, na ktéry sktada sie dziewigé
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prac o tacznym wspétczynniku oddziatywania IF réwnym 46,753 (MEIN — 779), catkowitej
liczbie cytowan 87, co przektada si¢ na indeks H = 5. Doktorantka jest réwniez wspdtautorem
patentu nr PAT.229424 z 2018 r. zatytulowanego Nowa pochodna kwasu
5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karboksylowego, sposob jej wytwarzania i zastosowanie
oraz 17 doniesien konferencyjnych.

Pod wzgledem redakcyjnym i graficznym praca doktorska mgr Aleksandry
Sochackiej-Cwikty zostata przygotowana bardzo starannie. Nie uwzgledniajac zatacznikow,
liczy 46 stron tekstu zawierajacego 12 rysunkow i 2 schematy, 45 pozycji cytowanego
piémiennictwa oraz wykaz skrétéw. Dysertacja jest praktycznie pozbawiona bledow
typograficznych, zdarzajg si¢ jedynie bardzo nieliczne biedy literowe.

Rozprawa mgr Aleksandry Sochackiej-Cwikty podzielona zostata w sposéb czytelny
i bez watpienia utatwiajacy sprawne poruszanie si¢ po dysertacji. Omdéwienie badan wiasnych
Autorka poprzedza krotkim, rzeczowym wprowadzeniem w podjeta tematyke. W dalszej czesci
rozprawy Doktorantka szczegbtowo przedstawia cele i hipotezy badawcze a nastgpnie omawia
metodologie przeprowadzonych badan. Kolejny rozdziat stanowi podsumowanie cyklu prac
stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej Autorki. Dysertacje zamyka czgs$¢ zatytutowana
Podsumowanie i wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, podsumowanie
catkowitego dorobku naukowego oraz Bibliografia. W pracy zataczone sg réowniez kopie
publikacji stanowigcych podstawe rozprawy, wraz z suplementami, oraz oswiadczenia
wspotautorow podsumowujgce ich procentowy udziat w badaniach i przygotowaniu
manuskryptow. Autorka rozprawy definiuje takze swoj wkiad w poszczegdlnych pracach
omawianego cyklu, ktory w zakresie eksperymentalnym polegal na udziale w opracowaniu
koncepcji i metodologii badan, przeprowadzeniu syntez, wykonaniu badan strukturalnych
oraz interpretacji danych. W pracach przegladowych Autorka deklaruje, iz uczestniczyta
w opracowaniu koncepcji oraz dokonata wyboru i omoéwienia literatury, zarowno w aspekcie
przygotowania tekstu manuskryptu, jak rowniez jego oprawy graficzne;j.

Jako gléwne cele badawcze Autorka definiuje zaprojektowanie oraz syntez¢ pochodnych
5-aminooksazolo-4-karbonitrylu i oksazolo[5,4-d]pirymidyny oraz przeprowadzenie przegladu
literatury obejmujacego leki zarejestrowane po 2010 r. do leczenia nowotworéw ztosliwych.
Postawiona hipoteza zakladata potaczenie kilku fragmentéow farmakoforowych w jeden
zwigzek hybrydowy, co wpisuje si¢ w znang z piSmiennictwa metodologie projektowania
substancji biologicznie aktywnych. Na podstawie przeprowadzonej analizy piSmiennictwa,
Autorka zatozyla ponadto, ze zsyntetyzowane zwigzki mogg by¢ potencjalnymi inhibitorami
ludzkiego VEGFR2.

Realizacja celéw eksperymentalnej czeéci pracy mgr Aleksandry Sochackiej-Cwikly
obejmowata uzyskanie trzech serii pochodnych charakteryzujacych si¢ obecnoscig pierscienia
izoksazolu w pozycji 2 fragmentu oksazolowego. Zaplanowane pochodne Doktorantka
otrzymata na drodze kilkuetapowej syntezy, wykorzystujgc
5-amino-2-(5-amino-3-metyloizoksazol-4-ilo)oksazolo-4-karbonitryl S1 jako substrat do
otrzymania kolejnych zaprojektowanych serii zwiazkéw. Reakcja grup aminowych
w wyjsciowym karbonitrylu S1 z odpowiednimi ortoestrami pozwolita uzyskaé pochodne
S2 i S3, ktére dalej zostaly przeksztalcone w oksazolo[5,4-d]pirymidyny P1 i P4 w wyniku
cyklizacji zachodzacej pod wptywem pierwszorzgdowych amin alifatycznych. W wyniku
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przeprowadzonych syntez, mgr Aleksandra Sochacka-Cwikta otrzymata 27 nowych,
nieopisanych wczesniej zwiazkéw heterocyklicznych, ktorych struktury potwierdzifa
z wykorzystaniem metod spektroskopowych (IR, 'H i *C NMR) oraz spektrometrii mas.
Jednoznacznego potwierdzenia struktury analogéw P1 dostarczyta analiza rentgenostrukturalna
wykonana we wspdlpracy z jednostka macierzystg Doktorantki oraz jednostka zewnetrzng
(Wydziat Chemii, Uniwersytet Wroctawski)

Badania aktywnos$ci biologicznej oksazolo[5,4-d]pirymidyn P1 i P4 postuzyty
do weryfikacji postawionej hipotezy badawczej. Zaplanowane doswiadczenia in vitro
obejmowaty ocene aktywno$ci przeciwnowotworowej dla obu serii zwigzkow
oraz przeciwwirusowej i immunomodulujgcej dla pochodnych P1. Badania te zostaty
wykonane w ramach wspotpracy z jednostkami zewnetrznymi (Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN, Katedra i Zaklad Farmakologii Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz Katedra Biostruktury i Fizjologii
Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu).

Sposréd pochodnych serii P1, mgr Aleksandra Sochacka-Cwikta wskazuje dwa zwigzki,
ktére odznaczaly si¢ szczegélnie intersujgcym profilem aktywnosci biologicznej obejmujgcym
wiasciwosci immunoregulacyjne, wirusobdjcze wobec wirusa opryszki pospolitej HHV-1
oraz hamujgce wzrost komoérek nowotworowych niektorych linii komorkowych. Autorka
stusznie konkluduje, w kontekscie uzyskanych wynikéw, ze najistotniejszym elementem
struktury wptywajgcym na aktywnos¢ biologiczng zwigzkéw P1 jest lipofilowos¢ podstawnika
znajdujgcego si¢ w pozycji 7 szkieletu oksazolo[5,4-d|pirymidyny. Poglebione badania
biologiczne dla wyselekcjonowanych dwoéch zwigzkéw obejmowaty poszukiwanie
mechanizmu dziatania pochodnych. Wyniki w mojej ocenie wskazujq jednak, ze wyciggniete
przez Autorke wnioski sq nieco zbyt ogolne i wymagajg wigkszego uszczegoltowienia. Biorgc
pod uwage, ze kazdy z badanych zwigzkow wykazal inny wplyw na ekspresje badanych
czgsteczek sygnalowych, wybor struktur wiodgcych do dalszych modyfikacji powinien byé
bardziej precyzyjny i skoncentrowany na okreslonej aktywnosci biologicznej.

Badania zwiazkéw serii P4 koncentrowaly si¢ na okresleniu ich aktywnosci
cytotoksycznej wobec komoérek nalezacych do czterech linii nowotworowych. Sposréd
przebadanych zwigzkow najwyzszg aktywnos¢, zwlaszcza wobec komorek raka jelita grubego
HT29, wykazata pochodna z podstawnikiem 3-(N,N-dimetyloamino)propylowym w pozycji
7 ugrupowania oksazolo[5,4-d]pirymidynowego. Dalsze badania biologiczne wykazaty,
ze zwigzek ten hamuje migracj¢ komérek HT29 oraz indukuje $mieré komérek poprzez
zewnetrzny szlak apoptozy. Na podstawie uzyskanych wynikéw badan biologicznych,
Doktorantka prawidtowo formutuje wnioski dotyczace zalezno$ci miedzy strukturg
a aktywnoscig zwigzkéw serii P4 wskazujac, ze modyfikacja pozycji 7 grupami zawierajacymi
co najmniej szeS¢ atomoéw niebedacych donorami protonéw znaczaco podnosi aktywnosé
zwigzkow, w szczegolnosci wobec komorek linii HT29. Wartosciowym uzupetnieniem badan
biologicznych bylo wykorzystanie modelowania molekularnego w celu okreslenia mozliwosci
wigzania si¢ pochodnych P4 z receptorem VEGFR2, co pozwolito na wyznaczenie cech
farmakoforowych pochodnych istotnych dla wigzania si¢ z receptorem. Autorka zauwaza,
ze istotnym elementem strukturalnym zwigzkow serii P4 jest wystgpowanie grupy metinowej
w pozycji 5 ukladu oksazolo[5,4-d]pirymidyny, ktéra jest donorem wigzania wodorowego
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w oddziatywaniu z Aspl046 w domenie DFG receptora. Ponadto, wedtug Doktorantki,
w strukturze powinno by¢ obecne ugrupowanie hydrofobowe penetrujace kieszen allosteryczng
oraz plaskie ugrupowanie heteroaromatyczne tworzace wigzanie wodorowe z regionie
zawiasowym. W fym miejscu nasuwa mi si¢ pewna wgqipliwos¢ zwigzana glownie ze
sformulowaniem ,,plaskie ugrupowanie heteroaromatyczne”. Otz z definicji zwiqzek
aromatyczny powinien byé plaski. W swietle wykonanego modelowania konkluzja dotyczgca
hydrofobowosci podstawnika wydaje si¢ rowniez zbyt mato precyzyjna, gdyz niewykonane lub
niezamieszczone zostaly wyniki dokowania uwzgledniajgce w pozycji 7 grupy hydrofilowe.

Aktywno$¢ cytotoksyczna uzyskanych przez mgr Aleksandre Sochacka-Cwikte
pochodnych sktonita Doktorantke do wnikliwej analizy aktualnego stanu wiedzy dotyczacego
terapii przeciwnowotworowych zatwierdzonych przez FDA po 2010 roku. Autorka rozprawy
podsumowuje w dwoch pracach przegladowych trendy i postgpy w projektowaniu lekow
stosowanych w leczeniu nowotworéw ztosliwych. Ten niezwykle obszerny materiat Autorka
podzielita na terapie obejmujgce nowotwory hematologiczne oraz guzy lite. Doktorantka
dokonata analizy lekow zaréwno pod katem ich struktury jak i mechanizmu dziatania oraz
opisala szczegdlowo specyficzne dla nich cele molekularne. W publikacji prezentujgcej
zestawienie $rodkow leczniczych stosowanych w  leczeniu ztosliwych nowotworéw
hematologicznych Autorka opisata 52 zwigzki. Szczegdétowa analiza budowy nowych lekow
pozwolita Doktorantce wykaza¢, ze wsréd substancji matoczasteczkowych znaczgco
przewazaja zwigzki zawierajace pierscienie heterocykliczne z atomami azotu. Podkresla Ona
jednak, ze przewazajagcym trendem w poszukiwaniu skutecznych i mato toksycznych terapii
nowotworéw hematologicznych jest projektowanie substancji o strukturze makromolekut.
Praca przegladowa dotyczgca srodkéw wprowadzonych do leczenia ztosliwych guzoéw litych
obejmowata charakterystyke 62 zwigzkow matoczasteczkowych. Przeglad literatury pozwolit
Autorce stwierdzié, ze struktury nowo zarejestrowanych lekow w przewazajacej wigkszosci
zawierajg uklady heterocykliczne z atomami azotu. Doktorantka przeprowadzita takze
gruntowng analiz¢ mechanizmdéw dziatania nowych lekow i zauwazyta, ze dominujg substancje
charakteryzujace si¢ dziataniem selektywnym. W podsumowaniu przegladu mgr Aleksandra
Sochacka-Cwikla przedstawita gléwne kierunki rozwoju i wyzwania w projektowaniu
matoczgsteczkowych srodkéw przeciwnowotworowych.

W kontekscie trafnie postawionych hipotez badawczych i realizacji zaplanowanych
celéw, rozprawe mgr Aleksandry Sochackiej-Cwikly oceniam jak najbardziej pozytywnie.
Whnikliwa analiza catosci ocenianej dysertacji nasuwa mi jednak kilka kwestii, co do ktérych
mam pewne, nieuj¢te powyzej, uwagi badz watpliwosci:

e W przypadku serii P1 Doktorantka opisuje okreslenie mechanizmu dziatania
zwigzkow. Biorac pod uwage szerokie spektrum opisywanych aktywnosci tych
pochodnych nalezatoby doprecyzowaé, dla ktérych wiasciwosci biologicznych
uzyskane wyniki dot. mechanizmu sg najbardziej istotne. W tej czesci Autorka
opisuje indukcje szlakéw prowadzacych do apoptozy. Czy tego typu badania
mialy na celu poszukiwanie mechanizmu dziatania cytotoksycznego wobec
komorek nowotworowych? Jesli tak, to czy nie bardziej adekwatnym bytby model
zwigzany z najbardziej wrazliwg linig komorkowa a nie komérki wykorzystane
w badaniach (Jurkat czy tez WEHI-231)?
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o Str. 29 cyt: ,Na przykladzie zwigzku 3g, ktory jest najsilniejszym
z zaprojektowanych inhibitoréw” — niejasne jest co Autorka miata konkretnie na
mysli. Czy chodzi o aktywnos¢ biologiczna, czy o wyznaczone w dokowaniu
szacunkowe parametry?

e Czy dokonano oceny czystosci zwiazkow przekazanych do badan in vitro metoda
inng niz TLC (np. HPLC)? Jest to aspekt istotny w kontekscie rzetelnosci
uzyskanych wynikow.

e Zdefiniowanie celu jako przeprowadzenie przegladu literaturowego jest w mojej
opinii zbyt potoczne. Celem samym w sobie wydaje si¢ opis aktualnego stanu
wiedzy, przeprowadzenie samego przegladu odpowiada bardziej metodzie

badawcze;j.

o Str. 12 cyt.: ,,W przypadku pierScieni izoksazolu i oksazolu jest to dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze,
przeciwpasozymicze...” — czy w definicji aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j

nie zawierajg sie te wymienione w dalszej kolejnosci?

o Str. 25 cyt.; ,,wszystkie opisane Srodki maloczqsteczkowe byly aromatycznymi
zwigzkami aromatycznymi” — juz pobiezna analiza wskazuje, ze w zdecydowanej
wiekszosci substancje te nie byty zwigzkami aromatycznymi, aczkolwiek w ich
strukturze takowe mozemy odnalez¢.

e Przyktadowo str. 20, 23: Autorka formutuje zwroty hamowaly wzrost wybranych
linii komdrek nowotworowych czy tez badanie zywotnosci wybranych linii
komérkowych; terminologia w pracach naukowych powinna by¢ nieco bardziej
precyzyjna: hamowaty wzrost komorek wybranych linii komérkowych
lub badanie zywotnosci komdrek wybranych linii komérkowych.

e Str. 22, rys 5: strzatka odpowiada strukturom rezonansowym, nie
tautomerycznym.

e Zapis zwrotow ftacinskich powinien by¢ stosowany konsekwentnie w calej
rozprawie; Doktorantka stosuje kursywe dla zapisu in vitro, in silico jest juz
pisane czcionka normalng.

Chciatabym jednak podkresli¢, ze przedstawione przeze mnie watpliwosci i powyzsze
uwagi maja jedynie charakter polemiczny i w zaden sposéb nie umniejszajg wartosci
merytorycznej rozprawy. Stanowig one jedynie sugesti¢, ktorg Autorka moze wykorzystaé
w przysztosci przy planowaniu badan badz tez prezentacji ich wynikow.

W podsumowaniu stwierdzam, ze mgr Aleksandra Sochacka-Cwikia wykazata sie
znajomoscig tematyki badawczej oraz umiejetnoscig interpretacji przeprowadzonych badan,
dotyczacych syntezy zwigzkéw organicznych o potencjalnej aktywnosci biologiczne;.
W swojej pracy zaprezentowata zrdznicowany warsztat metodyczny, za$ uzyskane wyniki sg
perspektywiczne w kontekscie dalszych badan. Klarowne sformutowanie hipotez
i konsekwentna realizacja celow badawczych potwierdza umiejetnosé samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, podobnie jak manuskrypty bedace podstawg niniejszej rozprawy.

Powyzsza konkluzja uzasadnia jednoznacznie pozytywng odpowiedZ na pytanie
»cZy rozprawa doktorska prezentuje ogolng wiedze¢ teoretyczna osoby ubiegajacej sie
o nadanie stopnia doktora w okreslonej dyscyplinie”. Moge zatem stwierdzi¢, ze rozprawa
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doktorska mgr Aleksandry Sochackiej-Cwikly stanowi oryginalne i warto$ciowe dla
rozwoju dysecypliny nauki farmaceutyczne rozwigzanie problemu naukowego i spelnia
warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 ze
zm.). Wnoszg zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu o przyjecie rozprawy i dopuszczenie
mgr Aleksandry Sochackiej-Cwikly do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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