RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ
P. MGR INZ. DARIUSZA KOZAKIEWICZA, PT. ,,KATYNON JAKO
BLOK BUDULCOWY | STRUKTURA UPRZYWILEJOWANA W
SYNTEZIE KARBAMINIANOW, TIOSEMIKARBAZONOW, 2-(3H)-
OKSAZOLONOW, 1,4- IZOCHINOLINODIONOW ORAZ
POCHODNYCH AMINOKWASOW O SZEROKIM SPEKTRUM
AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ”

Przedtozona do oceny praca doktorska pana mgr inz. Dariusza Kozakiewicza
zostata wykonana w ramach wspétpracy Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach z Firmg DK CHEM Organic Synthesis LTD Sp. K., pod kierownictwem
promotora, pana prof. dr hab. inz. Jarostawa Polarnskiego. Ponadto praca zostata
wzbogacona wynikami skriningu biologicznego prowadzonego w ramach wspétpracy
zagranicznej z zespotem prof. Josefa Jampilka z Uniwersytetu Farmacji i Weterynarii w
Brnie (Czechy), a takze wynikami modelowania molekularnego przeprowadzonego w
ramach wspétpracy wewnatrzuczelnianej z zespotem prof. Andrzeja Baka. Doktorant
jest wspotautorem jednej publikacji na tamach prestizowego czasopisma International
Journal of Molecular Science (IF>4) oraz dwéch polskich zgtoszen patentowych, co juz
na wstepie podkresla zaréwno naukowe, jaki i wdrozeniowe walory obszarow
badawczych stanowigcych przedmiot jego zainteresowan.

Gtéwnym obiektem zainteresowarn naukowych Doktoranta, ujetych w
przedstawionej do oceny dysertacji, s3 zwigzki chemiczne zawierajgce w strukturze
motyw katynonu. Zainteresowanie katynonem jest w petni uzasadnione w sSwietle
istniejgcego stanu wiedzy na temat budowy naturalnych neuroprzekaznikéw, a w
konsekwencji rozwoju badan farmaceutycznych, nawigzujgcych strukturalnie do
neurotransmiteréw licznych lekéw pochodzenia naturalnego i syntetycznego, tudziez
potencjalnych $rodkéw leczniczych w fazie poszukiwan.

Doktorant wyeksponowat te kwestie w obszernym - liczgcym 50 stron, rozdziale
swojej dysertacji pt. ,Czes¢ literaturowa”, gdzie przytoczyt przeszto 30 struktur
zwigzkow zawierajgcych motyw katynonu lub jego zredukowanej wersji — katyny, ktére
znalazty réznorodne wykorzystanie terapeutyczne: od regulacji ci$nienia krwi i rytmu
serca poprzez wplyw na przyrost masy, dziatania przeciwhistaminowe czy
wspomagajgce leczenie uzaleznien, az po zastosowanie w leczeniu infekcji
wywotywanych przez patogenne drobnoustroje. Doktorant starat sie tu réwniez
wyjasni¢ skrétowo mechanizmy dziatania wybranych lekéw na poziomie
molekularnym, najmocniej akcentujgc ich wptyw na ukfad adrenergiczny.
Zainteresowanie Doktoranta katynonem, zawierajgcym uktad a-aminoketonu, wynika
rowniez z duzej reaktywnosci chemicznej takiego uktadu, a co za tym idzie,
wykorzystania go w réznorodnych Sciezkach syntezy organicznej, co daje szerokie
mozliwosci projektowania nowych $rodkéw leczniczych skierowanych na
zréznicowane molekularne cele terapeutyczne. Doktorant przeanalizowat
reaktywnos$¢ a-aminoketonéw podajac przyktady wykorzystania ich w reakcjach
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prowadzacych do otrzymania uktadéw: izochinolinowych, piroli, pirazyn,
aminoalkoholi, czy oksazoli i oksazolonow.

>

X

W ,Czesci literaturowej” Doktorant poswieca réwniez wiele uwagi innym UNIWERSYTET
grupom chemicznym o istotnym znaczeniu terapeutycznym: karbaminianom, }AGIEI—LONSK[
tiosemikarbazonom i 1,4-izochinolinodionom, przedstawiajac krétka charakterystyke COLLEGIUM
reprezentatywnych pofaczen o znaczeniu terapeutycznym. Najobszerniej MEDICUM

scharakteryzowat grupe karbaminianéw, eksponujac korzystny wptyw motywu
uretanowego na wiasciwosci farmakokinetyczne, w szczegélnosci stabilnos¢, co
przektada sie na wykorzystanie karbaminianéw jako prolekéw oraz jako lekéw, m.in. w
leczeniu: jaskry, zakazen pasozytniczych i bakteryjnych, infekcji wirusowych, czy
choréb nowotworowych, takich jak rak piersi, ptuc czy chtoniak Hodgkina. W
podrozdziale poswieconym pochodnym tiosemikarbazonu przedstawit historie
rozwoju tej grupy terapeutycznej zapoczatkowanej odkryciem przeciwgruzliczego
tioacetazonu, by nastepnie omdéwic potencjat kolejnych przedstawicieli tej grupy w
leczeniu ospy (metisazon) oraz innych groznych choréb tropikalnych o podtozu
wirusowym, bakteryjnym, grzybiczym czy pasozytniczym.

W charakterystyce oksazolonéw podkreslit ich mozliwosci terapeutyczne
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zwigzane z aktywnoscig: neurotropowa, kardiotoniczng, przeciwbdlowy i
przeciwzapalng czy przeciwnowotworowa. W przypadku 1,4-izochinolinodionéw
omowit zas dziatania: przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze,
przeciwnowotworowe, a takze przeciwpadaczkowe czy hamujgce istotne z
fizjologicznego i patofizjologicznego punktu widzenia enzymy: fosfodiesterazy, kaspazy
czy deacetylazy histondéw, wskazujgc na wszechstronne mozliwosci terapueutyczne tej
grupy heterocyklicznych potaczen.

W bogatej charakterystyce rozwazanych grup pofaczenn Doktorant zwraca
rowniez uwage na pewne ograniczenia w ich zastosowaniu terapeutycznym,
spowodowane dziataniami niepozadanymi, tym samym wskazujagc na celowos¢
dalszych modyfikacji chemicznych w poszukiwaniu struktur o wyiszym
bezpieczenstwie i korzystniejszym ogélnym profilu farmaceutycznym.

Ten najbogatszy pod wzgledem literaturowym rozdziat pracy zamyka
podrozdziat dedykowany nowej koncepcji koniugacji peptydéw z pochodnymi
katynonu w celu uzyskania nowych terapeutykdw, skierowanych przeciw tak istotnym
wyzwaniom wspotczesnej medycyny, jak choroby autoimmunizacyjne, alergiczne, czy
choroby ekogenetyczne, o wyszukanym, a w wielu przypadkach niezidentyfikowanym
punkcie uchwytu, sugerujgcym jednak udziat specyficznych biatek, np. biatek
strukturalnych wirusow.

Na moje duze uznanie zastuguje dogtebna analiza literatury z zakresu medycyny
i biologii molekularnej, ktéra przeprowadzit Doktorant, aby wysnu¢ ciekawe
przypuszczenia odnosnie potencjalnego wykorzystania syntezy biatka w oparciu o
projektowanie prognozujgce jego wiasciwosci. Odnidst sie m. in. do hipotezy
indukowania choréb autoimmunizacyjnych przez biatka strukturalne wiruséw na
drodze mimikry molekularnej czy mutacji w obszarach DNA zwigzanych z biosyntezg
biatkowych immunomodulatoréw (cytokin).

Doktorant opracowat ten rozdziat w oparciu o 113 pozycji literaturowych w tym
w zdecydowanej przewadze (88) pochodzacych z piSmiennictwa i patentéw XXI wieku,
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za$ pozyskane z nich informacje, dobrze korespondujg z podjetymi przez Doktoranta
zadaniami badawczymi, zaréwno pod wzgledem tematycznym, jak i proporcji
objetosciowych. Taka obserwacje mozna poczynié po przeczytaniu kolejnego rozdziatu
pracy pt. ,Badania wiasne”, albowiem w pracy brakuje rozdziatu, ktéry spajatby
przeglad literaturowy z opisem badan wtasnych Doktoranta. Co prawda na samym
poczatku dysertacji pojawia sie jednostronicowy rozdziat pt. ,,Zatozenia i cel pracy”, ale
ani jego topologia, ani zbyt lakoniczne i niejednoznaczne informacje nie oddaja celu,
zatozen i zakresu prac zaplanowanych przez Doktoranta. Rozdziat ten jest zredagowany
troche niefortunnie —wynika z niego, ze zakres pracy jest szczegélnym przypadkiem jej
celu, przy czym tak jedno, jak i drugie wymagatoby sprecyzowania. Ponadto Doktorant
stosuje tu skrét, ktérego nie wyjasnia (PS), oraz odwotuje sie do ,,zwigzku 1”, ktéry nie
zostat przedstawiony (prawdopodobnie chodzi o katynon podpisany jako , wzér 1”).

O konkretnych zadaniach badawczych Doktoranta podpartych dodatkowym
przegladem literaturowym metod stosownych syntez chemicznych, a takie o
zwigzanych z nimi problemach oraz uzyskanych wynikach mozna dowiedzie¢ sie z
rozdziatu , Badania wiasne”. Na podstawie tego rozdziatu wysoko oceniam pokazng
iloé¢ przeprowadzonych prac syntezy organicznej, ktére stanowig sedno catego
doktoratu. Skiada sie nan: seria 4-etapowych reakcji, stuzagcych otrzymaniu 41
finalnych pochodnych katynonu z ugrupowaniem karbaminianéw - gtéwnego
przedmiotu badan Doktoranta, nastepnie 4-etpowe syntezy 14 tiosemikarbazonéw,
ponadto synteza pieciu pochodnych 2-(3H)-oksazolonéw, i pieciu 1,4-
izochinolonodiondw, a takze préba syntezy pochodnych katynonéw z ugrupowaniem
karboksylowym.

W ramach gtéwnego kierunku - modyfikacji chemicznych katynonu, Doktorant
przeanalizowat zalecane literaturowo metody syntezy karbaminianéw, decydujac sie
na wybor reakcji chloromréwczanéw z aminami. Synteze przeprowadzit wykorzystujgc
kolejno acylacje metoda Friedla-Craftsa, bromowanie przy weglu w pozycji a, by
nastepnie uzy¢ otrzymane bromopochodne do alkilowania odpowiednio
podstawionych amin I-rzedowych, ktére stanowily poétprodukt dla reakcji z
chloromréwczanami: alkilowymi, arylowym bagdZ benzylowymi w celu uzyskania
finalnych karbaminiandw. Na uznanie zastugujg wysokie wydajnosci otrzymanych
produktéw, co $wiadczy o znaczacej ekspertyzie Doktoranta w syntezie organicznej,
zwilaszcza bioragc pod uwage wykorzystanie raczej trudnych metod syntezy i
oczyszczania  produktéow  (reakcje  Friedla-Craftsa, bromowanie, rozdziat
chromatograficzny). Otrzymana seria okazata sie réwniez duzym sukcesem pod
wzgledem aktywnosci farmakologicznej skierowanej na hamowanie cholinoesteraz:
butyrylo- (BuChkE) i acetylocholinoesterazy (AChE). Czternascie, spos$réd otrzymanych
zwigzkéw, wykazato zdecydowanie wyzszg aktywno$¢ inhibitora BuChE niz
referencyjny inhibitor rywastygmina, dwa- wyzszg lub poréwnywalng do donepezilu, a
wiekszos$¢ zdecydowanie wyiszg selektywnos¢ dziatania na BuChE w odniesieniu do
AChE niz galantamina i pozostate wymienione leki referencyjne. Otrzymana grupa
potagczern wraz z wynikami skriningu cholinoesterazowego, zostata réwniez
wykorzystana do przeprowadzenia analizy QSAR nowatorskg metodg CoMSA-IVE-PLS,
opracowang w ostatnich latach przez Prof. J. Polaniskiego we wspétpracy z Prof. A.
Bakiem.
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Wysokie walory naukowe reprezentuja réwniez badania wtasne Doktoranta,
dotyczace syntezy zaplanowanych pochodnych tiosemikarbazonéw. Mimo, ze
pracochtonne 4-etapowe syntezy nie przyniosty pozadanych produktow,
nieoczekiwane wyniki spektroskopii masowej i NMR zwigzkéw finalnych sktonity go do
interesujacej dyskusji w poszukiwaniu rzeczywistej struktury otrzymanych zwigzkow.
Dogfebna analiza przypuszczalnych éciezek reakcji oraz charakterystyka
spektroskopowa potencjalnych produktéw, podparta danymi literaturowymi,
stanowia cenny wkiad w rozwoéj wiedzy na temat szlakéw chemicznych w procesie
kondensacji zwigzkéw karbonylowych z tiosemikarbazydami w zaleznosci od
podstawienia uzytych reagentow.

Kolejnym waznym wktadem w rozwoj polskiej i $wiatowej chemii organicznej
jest opracowana w ramach tej dysertacji autorska modyfikacja metody Bischlera-
Napieralskiego w celu otrzymania pochodnych tetrahydroizochinoliny.

Wymienione osiggniecia nie umniejszajg znaczenia pozostatych watkéw badan
wiasnych, czyli otrzymania nowych oryginalnych pochodnych 2-(3H)-oksazolonéw oraz
kilku pochodnych karboksylowych katynonéw”, cho¢ w przypadku tych drugich
trudno oceni¢ range przeprowadzonego badania na podstawie zbyt zdawkowych
informacji, a weryfikacjag znaczenia tych pierwszych beda wyniki biologicznego
skriningu, ktory obiecat Doktorant zaréwno w rozdziale ,Badania Wtasne”, jak i w
nastepujacym po nim ,Podsumowaniu”.

Ostatnim rozdziatem pracy jest liczaca sobie 75 stron cze$¢ eksperymentalna
zawierajaca procedury przeprowadzonych syntez oraz charakterystyke wiekszosci
otrzymanych zwiagzkéw. Szkoda, ze zabrakio w niej procedur przeprowadzonego
skriningu farmakologicznego. Uzyskane wyniki hamowania cholinoesteraz przez
badane karbaminiany byty analizowane w poréwnaniu do danych literaturowych (na
koricu dyskusji widnieje odnosnik 122) dla rywastygminy, donepezilu i galantaminy.
Jestem ciekawa, czy zwiazki referencyjne byly testowane t3 samq metoda, co
karbaminiany. Jest to wazne, poniewaz literatura podaje diametralne réznice wartosci
ICso aktywnoséci hamowania AChE i BuChE przez te leki, w zaleznosci od uzytej metody
i w zasadzie powinno sig poréwnywac tylko wyniki w obrebie tego samego testu. Mam
proébe, aby Doktorant odpowiedziat mi na to pytanie w trakcie obrony.

W koncowej czesci Dysertacji zamieszczony jest dwustronicowy zyciorys
naukowy Doktoranta oraz ,Bibliografia”, obejmujaca facznie 151 pozycji
literaturowych, ktére oprécz omowionego szczeg6towo rozdziatu , Czes¢ literaturowa”
wzbogacajg réwniez rozwazania naukowe prowadzone w ramach ,Badan wtasnych”
oraz dane eksperymentalne.

Jestem petna uznania dla strony merytorycznej przedstawionej mi do oceny
pracy doktorskiej ze wzgledu na niewatpliwe wartosci naukowe, ekspertyzg
Doktoranta w prowadzeniu réznorodnych, nierzadko bardzo ambitnych syntez,
dogtebna analize uzyskanych wynikow, a takze szerokie horyzonty teoretyczne w
aspekcie dziatari farmakologicznych grup chemicznych bedacych punktem jego
zainteresowan.

Z pewna krytyka musze sig jednak odnieé¢ do umiejetnosci redakcyjnych
p. mgr inz. Kozakiewicza, w tym réwniez starannoéci i doktadnosci w opracowaniu i
przedstawieniu wynikéw badar. Do uwag, ktére wyrazitam uprzednio odnosnie
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rozdziatu ,Zatozenia i cel pracy” dotgczam kolejna, dotyczacy niejasnych retrospekgcji
w opisach, ktére wywotujg zamieszanie i zaskoczenie. Bardziej szczegbtowe uwagi
przedstawiam ponizej:

1. Przyktady retrospekgii i zawiktanych informaciji:
-. Na stronie 51, Doktorant pisze:

»Przedstawiona w niniejszej pracy metoda syntezy 1,4-izochinolinodionéw
opartej na reakcji Bischlera-Napieralskiego pochodnych karbaminianowych 2-amino 1-
fenylopropan-1-onu nie byta nigdy wczesniej opisywana w literaturze. Ty samym
uzupetnia to kompendium wiedzy o strukturze 1,4-izochinolinodionéw, zwtaszcza, ze w
literaturze nie znajaziemy wiele informacji na ich temat”.

Pierwsza wzmianka o tej metodzie (opracowanej przez Doktoranta) pojawia sie, zas,
dopiero na stronie 109 (w rozdziale »Badania wiasne”)

- Na stronie 52 Doktorant wspomina o zjawisku mimikry molekularnej, a ttumaczy to
pojecie dopiero 27 werséw dalej (strona 53), gdy pojecie pojawia sie po raz drugi.

- Zaskakujacy byt dla mnie réwniez nastepujacy opis (str 62):

+Z farmakologicznego punktu widzenia wartosci logP pokrywajq stosunkowo szerokg
domene zmiennosci tego parametru. Z syntetycznego punktu widzenia zwiqzki takie
powinny charakteryzowa¢ sie dobrq biodostepnosciq”.

Chciatabym, zeby Doktorant objasnit mnie, co miat tu na mysli.

2. Brak wyttumaczenia uzywanych poje¢ i skrétéw, Np. wspomniany skrét ,PS”
dotyczacy struktur uprzywilejowanych (prawdopodobnie z angielskiego ,,privileged
structure”).

3. W opracowaniu naukowym, jakim jest dysertacja doktorska, elementy graficzne
(ryciny, schematy, wykresy) powinny mie¢ numeracje i podpisy (umieszczone ponizej).
Tabele powinny mie¢ tytuty (u géry), a pod spodem objasnienia, np. jeéli w Tabeli 1
(str. 24) Doktorant wyttuszczyt fragment struktury i powinien pod tabelg zamie4ci¢
objasnienie tego zabiegu, podobnie w Tabeli 4 — odnoénie danych podanych na
czerwono. Doktorant nie uwzglednit tego w swojej dysertacji.

4. W pracach opisujacych syntezy chemiczne, wszystkie wystepujgce struktury
powinny mie¢ odrebng sygnature (numer lub symbol literowy). Wystepujace na
schematach podstawniki ,R”, »X”, itp. powinny by¢ objasnione (informacja, co sie pod
nimi kryje). Doktorant nie uwzglednit tego w swojej dysertacji.

5. Btedy gramatyczne i stylistyczne:

- str.10 — dziwne zdanie ,Katynon wykazujacy powinowactwo do uktadu nerwowego,
ktéry reguluje wszystkimi procesami zyciowymi moze okazaé sie szczegblnie
interesujgcy.”

— tytuly podrozdziatéw: 2.2.1.1., 3.4.1. oraz 5.4.

ko
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- str. 14 -zdanie bez orzeczenia: ,Stosowane najczesciej jako leki kardiologiczne lub
zmniejszajgce ukrwienie bton sluzowych w stanach zapalnych.”

- str. 32 —,, Obecnos$c grupy karbonylowej nadaje wtasciwosci kwasowe atomowi wegla
0, sasiadujacego z karbonylowym atomem wegla”

- str. 44 — ,Zdolno$¢ kompleksowania zelaza przez potgczenia TSC z morfoling i
piperazyng moga stworzy¢ nowe trendy w terapii przeciwnowotworowych”

- str. 44 — ,Wszechstronne wiasciwosci farmakologiczne kolejnych komplekséw TSC
przedstawit rumurisko-motdawski zespét, ktéry opracowat ich charakter biologiczny z

miedziag, wanadem oraz niklem wobec bakterii i grzybéw”

- str. 44 - Obecnie gtéwnym problemem uniemozliwiajgcym powszechne zastosowanie
pochodnych tiosemikarbazonéw mimo
biologicznych to wysoka cytotoksycznosé otrzymanych zwigzkéw”

kliniczne obiecujacych  aktywnosci

6. Btedy ortograficzne i interpunkcyjne

- str. 13 - bfgd w pisowni typow receptoréw adrenergicznych,a-1i a-2”

- liczne btedy i niekonsekwencje w pisowni wyrazéw razem lub oddzielnie, najczesciej
przymiotnikéw i przystéwkéw z ,nie”. Przyktadowo: str. 53- ,u ktérych zastosowano
nie wiasciwie antybiotykoterapie, lub naduzywajacych lekéw objawowych w pozornie

nie_groznych infekcjach”,
karbamylacji esteraz dezaktywuja te enzymy”, strona 15 — , przeciw astmatyczne”

str. 78: ,karbaminiany, ktére po przez mechanizm

7. Braki i niedociggniecia w rysunkach, schematach i czesci eksperymentalnej:

- Schemat 5 (str. 61) - btad w strukturach finalnych karbaminianéw (brakuje tlenu)

- razg niestaranne rysunki struktur chemicznych, w réznej wielkosci i zréznicowanej
proporcji dtugosci wigzan do symboli (np. str. 32, str. 33, , str. 47 itd.)

- strona 109 — odwotanie do schematu 13 (powinno by¢ 12)

- brak jednostki (Hz) przy statych sprzezenia (str. 131, 160, 161, 168)

- str. 194195 - przy widmach 3C-NMR widnieje stowo , dopisa¢”

Czytajgc prace nasunety mi sie jeszcze nastepujace pytania do Doktoranta:

1. Doktorant podaje wysoka wydajnos¢ potproduktéw (rozdz. 5.3.1.1. - 5.3.1.11).
Jaka byta ich czystosc?

2. Otrzymane w pracy tiosemikarbazony zostaty przekazane na badania biologiczne
(rozdz. 3.2.4). Pod katem jakiej aktywnosci s badane te zwigzki? By¢ moze s3 juz
znane wyniki tych testow i Doktorant mégtby je skomentowac.

Przytoczone niedociggniecia dotycza giéwnie formy, a nie tresci doktoratu. Stad nie
obnizaja mojej ogdlnie pozytywnej opinii na temat przedstawionej do oceny dysertacji,
a w szczegllnosci wysokiej ekspertyzy Doktoranta w obszarze chemii organicznej
skierowanej na projektowanie i synteze nowych zwigzkéw o aktywnosci
farmakologicznej. Wierze, Ze moje uwagi utatwig Doktorantowi samodzielne
przygotowywanie publikacji, czego zdaje sie nie ma jeszcze na koncie swojej

aktywnosci naukowej.

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

COLLEGIUM
MEDICUM

Wydziat Farmaceutyczny

Katedra Technologii
i Biotechnologi

Srodkéw Leczniczych

ul. Medyczna 9

PL 30-688 Krakow

tel. +48 12 620 55 80
fax +48 12 620 55 96
j.handzlik@uj.edu.pl

www.farmacja.cm-uj.krakow.pl
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Reasumujac, praca doktorska p. mgr inz. Dariusza Kozakiewicza reprezentuje Y
interesujace aspekty badawcze, wysoki poziom w obszarze chemicznej syntezy
organicznej, a takie stawia czotfa waznym wyzwaniom chemii medycznej w UNIWERSYTET
poszukiwaniu nowych skutecznych srodkéw leczniczych. Doktorant spetnia, zatem, JAGIELLONSKI
kryteria osoby ubiegajacej sig o stopiers doktora nauk chemicznych. COLLEGIUM

MEDICUM

W zwiazku z powyiszym zwracam sig do Wysokiej Rady Instytutu Chemii
Uniwersytetu Slaskiego o dopuszczenie pana magistra inZzyniera Dariusza
Kozakiewicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Krakéw, 20 listopada 2019
Wydziat Farmaceutyczny

Katedra i Zaklad Technologii

i Biotechnologii Srodkow Leczniczych UJ CM Katedra Technologi
: drhob/n;z Jadwiga Han_d:/ik‘ prof. UJ i Biotechnologii

P, kicoown Srodkéw Leczniczych
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