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Recenzja pracy doktorskiej mgr inż. Dagmaly Ziembickiej zasułowanej

,,Synteza, struktura i aktywność przeciwprątkowa nowych a midrazonowych

pochodnych pirydyny i pirazyn/'przedstawiona Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki

FarmaceuĘczne Gda skiego Uniwersytetu Medycznego

w celu uzyskania stopnia doktora nauk farmaceuĘcznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska została przygotowana w ramach wsp łpracy pomiędzy

Gdariskiem Uniwersytetem Medycznym a Politechnika Ł dzĘ pod kierunkiem prof. dr hab. Katazyny

Gobis oraz dr hab. MałgozaĘ Szczesio, profesora uczelni.

Mimo że gruźlica jest jedną z najstarszych chor b zakaźnych, kt rej czynnik etiologiczny został

zidenffikowany, to jej skuteczna terapia w dalszym ciągu stanowi wyzwanie wsp łczesnej medycyny. W

skuteczności podjętej pzez WHo strategii zmieaającej do eradykacji gruźlicy, niezależnie od działari

profilaĘcznych mająrych na celu ograniczenie transmisji szczep w lekoopornych' ogromne znaczenie ma

rozw j nowych szczepionek oraz lek w przeciwgruźliczych. Pani mgr inż. Dagmara Ziembicka podjęła się

ambitnego zadania polegającego na poszukiwaniu nowych kandydat w na leki przeciwprątkowe w grupie

dwupodstawionych amidrazonowych pochodnych wybranych związk w heterocyklicznych. Wobec

obserwowanego w ostatnich latach wzrostu zachorowalności na gruźlicę recenzowana rozprawa jest

zatem wysoce aktualna.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma układ powszechnie przyjęty dla prac doktorskich i

zawiera jedenaście gł wnych rozdział w:. Wprowadzenie, Żęść teoreĘaną, Cel pracy, Badania własne,

om wienia wynik1w bada biologienych, AnalĘ struktura-aktywność Część doświadealną, Wnioski,

Streszeenie, Wykaz skr t w oraz Piśmiennictwo. Taki układ jest oczywiście poprawny, choć zdaniem

recenzenta rozdziaĘ om wienie wynik w badari biologienych oraz Analiza struktura-akUwność powinny

zostać uwzględnione jako odpowiednie podrozdziaĘ w eęści Badania własne, bowiem nawet jeżeli

badania te zostały wykonane w ramach podjętej wieloośrodkowej wsp łpracy, to nie ma wątpliwości, że

Dolcorantka podjęła się zadania interpretacji uzyskanych wynik w i wyciągnęła logiczne wnioski, kt re

nasĘpnie pzedstawiła w postacianalizy SAR.
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Dysertację rozpoczYna kr tkie Wprowadzenie w problemaĘkę badawczą, a następnie w Żęści

teoretycznej szczeg łowo przedyskutowano stan wiedzy na temat aktualnie stosowanych lek w

pzeciwgruźliczych oraz ich mechanizm w oporności, przedstawiono kliniczne perspekĘwy lek w

pzeciwgruźliczych z uwzględnieniem lek w hybrydowych, a także użyteczności badari krystalograficznych

w projeldowaniu lek w. Rozdział ten, przygotowany W oparciu o aetelny przegląd literatury, stanowi

doskonałe wprowadzenie w podjęty wątek badawczy i jednocześnie dowodzi, że Doktorantka potrafi

krficznie analizować wyniki wcześniejszych prac. Zachęcam Doktorantkę. do przygotowania pracy

przeglądowej w oparciu zgromadzony do tego rozdziału materiał i jego ewentualne uaktualnienie. Do tej

części pracy mam jedynie drobną uwagę formalną dotyczącą nomenklatury. Na stronie 25 (Rys. 12)

Autorka opisuje hybrydową pochodną pirazynamidu i kwasu paminosalicylowego o udokumentowanej

aĘwności pzeciwprądkowej oraz jej odpowiedni proleĘ kt ry błędnie nazwano -lakonem. -Lakon

powstaje w wyniku wewnątrzcząsteczkowej estryfikacji kwasu -hydroksykarboĘsylowego, a nie z takim

połączeniem mamy do czynienia w pzypadku wspomnianego proleku.

Poszczeg lne cele badawcze zostały jednoznacznie zdefiniowane. Zadaniem badawczym jakiego podjęła

się mgr inż. Dagmara Ziembicka było zaprojektowanie i synteza nowych amidrazonowych pochodnych

pirazyny i pirydyny (serie związk w przedstawione og lnymi wzorami E _ l), przy c:ym zaproponowane

modyfikację uwzględniał m.in. zmiany podstawnik w w pierścieniach heteroaromatycznych oraz zamianę

funkcji tiokarbonylowej we fragmencie tiosemikarbazonowym na ugrupowanie meĘlenowe. Zaplanowano

wyznaczenie struktury krystalicznej dla wybranych pochodnych z zamiarem przeprowadzenia analizy

konformacyjnej, analizy oddziaływa wewnątz- i międzycząsteczkowych oraz typu upakowania w

cząsteczce. Najważniejszym aspektem badawczym interdyscyplinarnego projektu była ocena aĘwności

tuberkulostatycznej otrzymanych związk w oraz przeprowadzenie analizy struktura-aĘwność w grupie

badanych połączeri. Na wysoką ocenę zasługuje zamysł wykonania dla najaĘwniejszych związk w

poszerzonych bada mikobiologicznych oraz oceny cytotokyczności. To wyjątkowo dobae świadczy o

wiedzy Doktorantki, kt ra doskonale rozumie potrzebę określenia selektywności działania, tak ważnego z

pu n ktu widze n ia bezpieczeristwa stosowa n ia otrzyma nych związk w.

Piace badawcze rozpoczęto od syntezy zaprojektowanych związk w. Na wysoką ocenę zasługuje logiczne

i racjonalne podejście do modyfikacji struKur obejmującej wyb r odpowiednich podstawnik w w
pierścieniu pirydyny i pirazyny, a także W ugrupowaniu tiosemikarbazonowym. Wyselekcjonowano

podstawniki kierując się ich wielkością, lipofilowością, jak r wnież właściwościami kwasowo-zasadowymi.

Synteza zaprojektowanych związk w zawieĘących tiosemikarbazonowy fragment strukturalny wymagała

opracowania dogodnych ścieżek synteĘcznych umożliwiajągych jednocześnie dodatkową funkcjonalizację

pierścieni heteroaromaĘcznych odpowiednimi podstawnikami. Z tego zadania DolGorantka wywiązała się

znakomicie udowadniając jednocześnie doskonałe przygotowanie warsztatowe. Prace rozpoczęto od
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tiosemikarbazonowych pochodnych pirazyny i pirydyny zawierających w pozycji C6 atom chloru (związki 3

- 1o). W dalszym rozwinięciu serię zaprojektowanych związk w poszerzono o pochodne zawierające w

pozycji C6 podstawnik aminowy albo fenokylowy (pochodne pirazyny t9 - 34 oraz pirydyny 35 - 50), a

także odpowiednie analogi pirydyny sfunkcjonalizowane ugrupowaniami aminowymi w pozycji C4 (związki

52 - 60). Z punktu widzenia pzeprowadzenia pogłębionej analizy struktura-akĘwność ważnym

rozszerzeniem biblioteki zaprojektowanych związk w są analogiczne serie pochodnych, w kt rych w

miejscu funkcji tiokarbonylowej w pochodnych tiosemilęrbazonowych wprowadzono u9rupowanie

metylenowe (2,6-dwupodstawione pochodne pirazyny 73 - 92, 2,6-dwupodstawione pochodne pirydyny

93 _ 1t2, oraz Z,4-dwupodstawione pochodne pirydyny 113 - 120). Doktorantka zaproponowała

dogodną metodę syntezy wykorzystującą jako kluczowy etap reakcję kondensacji odpowiednich

amidrazon w z aldehydami. opis prac związanych z syntezą, wyodrębnianiem i idenffikacją wszystkich

zaprojektowanych nowych związk w zasługuje na wysoką ocenę. Należy podkreślić imponującą liczbę

nowych związk w otrzymanych przez Doktorantkę (120 pochodnych pirazyny i pirydyny). Przedstawione

dowody strulcuralne nie budzą wątpliwości. Mgr inż. Dagmara Ziembicka nie Ęlko posiada umiejętności w

zakresie syntezy organicznej, swobodnie posługuje się r wnież nowoczesnymi metodami idenffikacji

związk w organicznych o złożonej strukturze. StruKury i czystości otrzymanych pochodnych potwierdzone

zostaĘ wynikami analizy spektralnej (widma 1H NMR i IR) oraz analizami elementarnymi. Dla większości

związk w wykonano r wnież widma 13c NMR oraz rentgenowską analizę strukturalną. Załączone W pracy

wydruki widm dla wybranych pochodnych wraz z ich interpretacją potwierdzają czystość chemiczną

otrzymanych pochodnych, co bardzo dobrze świadczy o technice pracy Doktorantki, doskonaĘm

opanowaniu warsztatu badawczego i zetelności naukowej.

Na wysoką ocenę zasługują podjęte przez mgr inż. Dagmarę Ziembicką studia zmierzające do zbadania

r wnowag tautomercznych w grupie pochodnych tiosemikarbazonowych. Doktorantka przeprowadziła w

tym celu pogłębioną analizę widm lH NMR (pomiary zmiennotemperaturowe), podjęto r wnież pr by

wyznaczenia względnej trwałości tautomer w W oparciu o obliczenia kwantowo-mechaniczne.

Największym osiągnięciem tej części bada jest wykazanie, że 2-[amino(6-chloropirazyn-2-ylo)meĘleno]-

fl; AdimeĘlohydrazynokarbotioamid (6) zar wno w ciele stałym jak i w roztworue Występuje w postaci

odpowiedniej formy tautomerycznej z labilnym atomem wodoru pzy atomie azotu N3 (forma

tautomeryczna B pzedstawiona na rys. 25, str. 4L), podczas gdy 6-chloro-fl4(morfolino-4-

karbonotioilo)pirazyno-2-karbohydrazonamid (3) w ciele stałym występuje w formie tautomerycznej z

labilnym atomem wodoru przy atomie azotu N2 (forma tautomeryczna A przedstawiona na rys. 25, str.

4I), zaś w roztworze chloroformowym tworzy mieszaninę obu tautomer w. DolGorantka słusznie zwraca

uwagę na to jak ważne jest poznanie r wnowag tautomerycznych w konteKcie świadomego

projelĆowania cząsteczek związk w biologicznie czynnych. W tym miejscu mam jednak drobną uwagę
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doĘczącą pewnych ,,skr t w myślowych" stosowanych w opisie prezentowanych zagadnie . DoKorantka

rozważa ,,rtabilizaĘę r wnowag tautomerycznycłl', podczas gdy właściwym jest analizowanie położenia

r wnowagi W badanej tautomerii pochodnych tiosemikarbazonowych, kt ra zaleŻna jest od

termodynamicznej trwałości obu form, na kt rą wpływa wielu czynnik w, w Ęm r wnież rozpuszczalnik i

temperatura. Biorąc pod uwagę powyższe prosiłabym DoKorantkę o ustosunkowanie się do

następujących kwestii :

o proszĘ o doprecyzowanie, na czym polegał problem z jednoznacznym określeniem dominującej

formy tautomerycznej dla związk w 3 i 6 w roztworach wykonanych w deuterowanym

dimeĘlosulfotlenku (DMSo-c6)?

. W konteKcie planowanych bada biologicznych i pr b powiązania aĘwności z trwałością

odpowiednich form tautomerycznych, proszę o komentaz doĘczący wyboru rozpuszealnika

(CDCll), w kt rym wykonano widma 1H NMR (pomiary zmiennotemperaturowe).

Kolejnym zadaniem badawczym jakiego podjęła się mgr inż. Dagmara Z|embicka była ocena zdolności

tuberkulostaĘcznej, przeciwdrobnoustrojowej oraz cytotokyczności otzymanych związk w wykonane we

wsp łpracy z InsĘ/tutem Gruźlicy i Chor b Płuc w Warszawie, Katedrą i Zakładem Mikrobiologii

Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie oraz firmą Sunny BioDiscovery w Santa Paula, CA,

USA. Badania aktywności przeciwprątkowej paeprowadzono na dw ch szczepach Mycobacteium

tuberculosis, standardowym HrzRv oraz klinicznym Spec. 210, wykazującym oporność na powszechnie

stosowane tuberkulostatyki (izoniazyd, rifampicyna, etambutol, kwas paminosalirylowy). Jako związek

referencyjny zastosowano izoniazyd. Poprawność przyjętych załoŻe projektu potwierdzona została

uzyskanymi wynikami aktywności przeciwprądkowej w badanych grupach pochodnych. Ważnym

osiągnięciem tej części projektu było wyłonienie najbardziej akĘwnych 2,6-dwupodstawionych

pochodnych pirydyny w grupie połącze tiosemikarbazonowych, w kt Ę 16 z 20 badanych związk w

wykazywało aktywność inhibiryjną 2- do 16-krotnie wyższą wobec szczepu lekoopornego w por wnaniu z

izoniazydem.

Logicznym uzupełnieniem tej części badari było wyselekcjonowanie najaĘwniejszych pochodnych (MIC

<4 pglml wobec co najmniej jednego szczepu Mycobacterium tuberculosiĄ i ocena ich aktywności

przeciwdrobnoustrojowej wobec 6 szczep w bakterii Gram-dodatnich, 5 szczep w bakterii Gram-

ujemnych oraz 3 szczep w gzyb w. Wśr d wspomnianych 2,6-dwupodstawionych tiosemikarbazonowych

pochodnych pirydyny wyłoniono dwa związki (41 i 45), wykazujące zdolność do seleĘwnego

hamowania wzrostu szczep w Mycobacterium podczas gdy wobec pozostaĘch badanych

szczep w mikroorganizm w (MIC > 1000 ps/ml) pozostawały one nieaktywne. Jednocześnie wykazano

brak działania cytotoksycznego wobec kom rek HeCaT (nienowotworogenna' unieśmieftelniona linia
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kom rek ludzkich keratocyt w). Wysoko ocenić należy przeprowadzoną przez Doktorantkę pogłębioną

analizę struktura-aktywność w grupie badanych pochodnych tiosemikarbazonowych oraz odpowiednich

analog w z grupą meĘlenową (C=S rzs. =CH-), kt rą Autorka w spos b przejrzysty podsumowała na

rysunkach 84 (str. 131) oraz 86 (str. 126) wskazując elemenĘ strukturalne odpowiedzialne za wzrostu

a ktywności przeciwprątkowej bądź jej obn iże n ie.

W podsumowując prac badawczych przedstawionych w rozprawie doktorskiej mgr inż. Dagmary

Ziembickiej należy podkeślić, Że zostaĘ one zaplanowane racjonalnie, a poszczeg lne cele

konsekwentnie realizowane. Doktorantka udowodniła, że potrafi rozwiązywać problemy naukowe, umie

pracować zespołowo podejmując się interpretacji wynik w na kolejnych etapach realizacji projektu.

oprocz pozytywnej oceny merytorycznej dyser[acji, kt rą charakteryzuje wysoki stopie trudności

związany z interdyscyplinarnym charakterem badari, na podkreślenie zasługuje r wnież to, że napisana

ona została poprawnym językiem, choc Doktorantce nie udało się uniknąć nieprecyzyjnych sformułowa :

. str. 38: ,,...zaprojektowano koĘne ilzy serie związk w pozwalające na sprawdzenie istotności

ugrupowania tiosemil<arbazonowego poprzez1ćgo vvymianę na ugrupowanie iminowd'; powyŹsze

zdanie sugeruje, że ugrupowanie tiosemikarbazonowe zastąpione zostało iminowym, zaś w

rzeczywistość We fragmencie tiosemikarbazonowym funkcję tiokarbonylową zastąpiono

meĘlenową (C=S tzs. =CH-)i

. Doktorantka kilkakrotnie wspomina o planowaniu/projeKowaniu serii syntez; w konteKcie

prowadzonych bada lepiej m wić o projektowaniu serii związk w, a opracowana metoda ich

synteza jest jedynie ,,narzędziem" umożliwiająrym ich otzymanie;

. str.44: ,,czynniki nukleofilowe'; lepiej odczynniki nukleofilowe.

. str. 111: ,Jako lek referencyjny zastosowano izoniazyd, ktc5rego wartość MIC l<szbłtowała się na

poziomie A25 pg/ml w przypadku szczepu H37Rv oraz I pg/ml w przypadku szczepu Spec. 210

dla pochodnych tiosemikarbazonowych, natomiast dla pochodnych iminowych wartości te

łvynosiĘ odpowtćdnio aB12 pg/ml oraz 2 pg/ml." Powyższe zdanie wymaga wyjaśnia; co

Autorka miała na myśli pisząc, że wartości MIC leku referencyjnego były inne dla pochodnych

tiosemikarbazonowych, a inne dla pochodnych iminowych? Szkoda, że nie zamieszczono waftości

MIC dla leku referenryjnego w odpowiednich tabelach.

. str. 206: odnośnik literaturowy [80] to adres strony internetowej, w takim przypadku powinna

zośtać podana r wnież data dostępu do jej zawaftości.

Biorąc pod uwagę doświadczalny charaKer pracy na podkreślenie zasługuje szczegołowy opis procedur i

pełna charakterystyka nowo zsyntezowanych związk w. Poprawność pzeprowadzonych interpretacji
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widm i przypisania poszczeg lnych sygnał w nie budzi zastrzeŻe(l, choć mam uwagę dotyczącą drobnych

nieścisłości w opisie sygnał w proton w w kilku widmach lH NMR; np. jeżeli w widmie związku 71 (str.

167) Autorka opisuje sygnał protonu w dwupodstawionym pierścieniu pirydyny pzy 7,44 ppm jako dublet

dublet w (dd) i podaje odpowiednie stałe spzężenia (J= 7,5 Hz oraz 3,5 Hz), to w dw ch sygnałach

sprzęgająrych się z nim proton w opisanych jako dublety (d) przy 7,90 i 8,47 ppm należy oczekiwać tych

samych stałych sprzężenia, natomiast w opisie przedstawionym przez Doktorantkę pojawiają się inne

wartości (odpowiednio J = t,5 Hz oraz 5,5 Hz). Podobny brak korelacji zauwazyć moŹna w opisie widm

związk w 68i72.

Jednocześnie pragnąc podkreślić, że wspomniane uwagi w żadnym stopniu nie umniejszają merytorycznej

strony dysertacji, kt rą oceniam bardzo wysoko, a jedynie mają zachęcić DoKorantkę do głębszej analizy

wskazanych zagadnieri. Mgr inż. Dagmara Ziembicka wykazała się kreaĘwnością w planowaniu zada i

rozwiązywaniu problem w badawczych oraz doboze odpowiednich metod analitycznych. Udowodniła, że

potrafi stawiać hipotezy badawcze, logicznie planować prace ekperymentalne, a następnie

konsekwentnie je realizować'

Podsumowując, z pełnym przekonaniem stwierdzam' że praca mgr inż. Damgaly Ziembickiej

spełnia kryteria ustawowe stawiane rozprawom doktorskim (Ustawa z dnia 2o lipa 2o78 n

Prawo o szkolnictwie wyzszyn i nauce7 Dz,U. z 2o2o n poz, 85 z p źniejszymi zmianamĄ.

Wnoszę zatem do Rady Nauk FarmaceuĘcznych Gdar skiego Uniwersytetu Medycznego o

dopuszczenie Doktorantki do dalszych etap w przewodu doktorckiego.

Jednocześnie biorąc pod uwagę wysoki poziom przeprowadzonych interdyscyplinarnych

badari, aktualność tematyki badawczei i waloly apIikacyjne wnioskuję o wyr żnienie

rozprawy.
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Wniosek o wyrr żnienie rozprawy doktorskiej mgr inż. Dagmaly Ziembickiej za$ułowanej

,,Synteza, struktura i aktywność przeciwpątkowa nowych amidrazonowych pochodnych

pirydyny i PirazYn/'

Niniejszym zwracam się z wnioskiem do Rady Nauk FarmaceuĘcznych Gda skiego Uniwersytetu

Medycznego o wyr żnienie paedmiotowej rozprawy doktorskiej'

Uzasadnienie:

Rozprawa doKorska Pani mgr inż. Dagmary Ziembickiej wnosi istotny wkład w rozw j nauk

farmaceutycznych. W ramach prowadzonych prac poszezono bibliotekę opisanych związk w o aĘwności

pzeciwprądkowej. Mgr Inż. Dagmara Ziembicka udowodniła, że potrafi w spos b pzemyślany i

systematyczny planować kolejne etapy prac badawczych, tak aby skutecznie rozwiązywać problemy

naukowe. Pzeprowadzone zostaĘ wielokierunkowe badania obejmujące opracowanie efeĘwnych metod

syntezy potencjalnych inhibitor w wzrostu szczep w Mycobacterium tuberculosisw grupie podstawionych

pochodnych pirydyny i pirazyny z ugrupowaniem tiosemikarbazonowym, ocenę ich właściwości

biologicznych oraz przeprowadzenie analizy strukruta-aktywnośc w grupie badanych połącze . Na

podkreślenie zasługuje aspekt aplikacyjny, Doktorantka wyselekcjonowała bowiem dwa związki, kt re

wykazują wysoką zdolność hamowania wzrostu szczep w Mycobaderium tuberculosis, pzy jednoczesnym

braku aĘwności wobec badanych szczep w mikroorganizm w oraz brak tokyczności wobec kom rek

prawidłowych. Biorąc pod uwagę powyższe otrzymane przez DolGorantkę pochodne w przyszłości mogą

znaleźć zastosowa n ie ja ko potencja l ne leki tu berkulostaĘczne.

Część zaprezentowanych wynik w została opublikowana W renomowanych czasopismach o zasięgu

międzynarodowym o sumarycznym wsp łczynniku oddziaływa lF =L3,372 (Acta Cryst C2023, C79,283

- 291; Materiats2O23, 16, art.ID 448, 1 - 19; Pharmaceuticals2023, 16, art. ID 1267, I - 15; Materials

2022, 76, aft. ID 5513, 1 - L6; Acb Cryst. C2O2O, C76,673 - 680).
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