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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Malwiny Krause

p-t..,Synteza nowych pochodnych pikolinonitrylu o aktywnosci przeciwgrutliczej”

wykonanej w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznej
Wydzialu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Gobis jako promotora

Recenzja zostata przygotowana na podstawie Uchwaty Rady Nauk Farmaceutycznych GUMed z dnia
15.06.2020r. i przedtozona zgodnie z pismem Przewodniczacego Rady Nauk Farmaceutycznych, Pana
prof. dr hab. Wiestawa Sawickiego z dnia 23 czerwca 2020r. (DWF-481-D-394/2018).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Malwiny Krause obejmuje szeroko pojeta
analizg struktura aktywno$¢ nowych pochodnych pikolinonitrylu, 1,2,4-triazolu oraz hydrazydowych
analogbw pochodnych tiosemikarbazydowych oraz iminowych w kontckécic aktywnosci
przeciwgruzliczej. Tematyka recenzowanej pracy jest $cisle potaczona z prowadzonymi w Katedrze
1 Zakfadzie Chemii Organicznej Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego badaniami w zakresie syntezy
zwiazkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Pomimo, iz od wielu lat prowadzone sa badania
nad opracowaniem nowych lekéw to nadal brakuje substancji charakteryzujacych sie duza
skutecznosceig i selektywnosdcig oraz niskg toksycznoscia. Praca doktorska pani mgr Malwiny Krause
doskonale wpisuje si¢ w nurt badain nad wytypowaniem zwiazkéw bedacych struktura wiodaca do

badan nad rozwojem lekow przeciwgruzliczych.

Ocena formalna rozprawy

Rozprawa doktorska autorstwa mgr M. Krause ma forme klasycznej rozprawy. Maszynopis
podzielony na 9 rozdziatlow: Wprowadzenie, Czes$é teoretyczna, Cel pracy, Badania wiasne, Czesé
doswiadczalna, Wnioski, Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Wykaz skrétow oraz
Pismiennictwo liczy 177 stron. Czes¢ teoretyczna liczaca 24 strony stanowi wprowadzenie w tematyke
prowadzanych badan, badania wlasne - 48 stron to opis uzyskanych wynikéw badan i ich konfrontacja
z danymi literaturowymi oraz cz¢$¢ do$wiadczalna liczaca 58 stron, ktéra stanowi opis zastosowanych
procedur. Calos¢ wzbogacona licznymi Rysunkami, Tabelami oraz Schematami. Niewatpliwym
atutem pracy sg staranne opisy, widma zwigzkow oraz schematy reakcji, a wszystko wykonane z duza

starannoscig i dbaloscig o szczegdty.
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Wybor tematyKi i ocena merytoryczna rozprawy

Powszechnie uwaza sig, ze gruzlica jest choroba zwigzang z ubdstwem. Niedozywienie, zle
warunki mieszkaniowe, duza gestos¢ zaludnienia czeste migracje sprzyjaja rozprzestrzenianiu oraz
rozwojowi choroby. Istotnym czynnikiem ryzyka wystapienia gruzlicy jest koinfekcja ludzkim
wirusem niedoboru odpornosci HIV, ktéra sprzyja aktywacji formy latentej i rozwojowi
pelnoobjawowej choroby. Problem ten jest szczegblnie zauwazalny w krajach Afryki.

Leczenie gruzlicy wymaga czasu i polega na podawaniu kilku lekéw bakteriobdjezych oraz
sterylizujacych. Najczeéciej podawane s3 cztery leki: izoniazyd, rifampicyna, etambutol oraz
pirazyanamid. Diugotrwaly czas terapii skutkuje wystepowaniem licznymi dziatan niepozadanych
oraz rozwojem opornosci wielolekowej. Stosowane leki charakteryzuja si¢ wysoka toksycznoscig oraz
wydtuzenia czasu terapii nawet do 18 miesigcy, a wspotezynnik wyleczen ksztattuje sig na poziomie
50-70%. Poszukiwanie lekéw przeciwgruzliczych jest niezwykle trudne nie tylko ze wzgledu na nie
do konca poznang biologie pratkow gruzlicy, ale takze specyficzna budowg sciany komérkowej
pratkow, ktora utrudnia przenikanie zwiazkéw do wngtrza komérki. Podjeta przez Doktorantke

tematyka badan doskonale wpisuje si¢ w nurt tych poszukiwan.

Jedna ze strategii poszukiwania potencjalnych lekéw jest modyfikacja struktur wiodacych
o elementy istotne dla pozadanej aktywnosci biologicznej. W ,,Czesci teoretycznej” Doktorantka
scharakteryzowano izoniazyd i jego pochodne, a takze opisata zwiazki o aktywnosci
tuberkulostatycznej testowane w rdznych fazach badan klinicznych. Ponadto, dokonata przegladu
literatury na temat aktywno$ci przeciwpratkowej zwigzkow posiadajacych w swojej strukturze
pierscien pirydyny oraz fragment hydrazynokarbotioamidowy. Wybér i uzasadnienie podjgcia
tematyki badawczej dowodzi, ze Doktorantka rozumie potrzebg dalszych badan i zna dotychczasowe
osiagniecia w tej dziedzinie. Cze$¢ teoretyczna, obejmujaca 36 stron maszynopisu, poparta jest trafnie
dobrana bibliografia. Autorka wykazat si¢ umiejetnoscia doboru zrodet adekwatnych do opisywanych
zagadnien.

Catos¢ stanowi doskonate wprowadzenie w tematyke zaplanowanych badan, a analiza danych
literaturowych wskazuje, iz, poszukiwania nowych zwigzkéw posiadajgcych pierScien pirydyny jak

i ugrupowanie tiosemikarbazydowe w swojej strukturze jest obiecujacym kierunkiem badan.

Zasadniczym ,,Celem pracy” bylo opracowanie metod syntezy nowych pochodnych
pikolinonitrylu o potencjalnej aktywnoéci przeciwgruzliczej. Doktorantka zaprojektowala serie
pochodnych o budowie tiosemikarbazydowe;j i 1,2,4-triazolu oraz modyfikacje strukturalne w obrgbie
ugrupowania amidrazonowego. Nastgpnie otrzymane zwiazki poddane zostaly badaniu aktywnosci
tuberkulostatycznej oraz jakosciowej analizie zaleznosci struktura aktywnos¢ (SAR). Ostatnim celem
bylo zbadanie badan aktywno$ci cytotoksycznej zwiazkow charakteryzujacych si¢ najwyzsza
aktywnoscia przeciwgruzlicza. Zaréwno cel gtéwny jak i cele posrednie zostaly jasno sformutowane

i w pelni uzasadnione.
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Rozdziat ,, Badania wlasne” zastuguje na szczegdlna uwage. Pani mgr M. Krause szczegétowo
opisata uzyskane wyniki badafi rozpoczynajac od syntezy zaprojektowanych zwiazkéw, poprzez
badania aktywnodci przeciwgruzliczej oraz cytotoksycznosci. W ramach pracy doktorskiej Pani mgr
Malwina Krause otrzymata imponujaca ilos¢ pochodnych pikolinonitrylu (156), ktére logicznie
podzielita i scharakteryzowata. Struktury nowo otrzymanych zwigzkéw potwierdzita za pomoca
nowoczesnych metod spektroskopowych, a dla trzech zwigzkéw wykonano analize rentgenograficzna.
Niewatpliwym atutem pracy jest widmo temperaturowe, ktére nie tylko potwierdzito strukture
zwigzku 12 ale takze potwierdzito mozliwoé¢ wystepowania tautomerii.

W dalszym etapie otrzymane zwigzki zostaly przebadane in vitro pod katem aktywnosci
przeciwgruzliczej na dwéch szczepach Mycobacterium tuberculosis: referencyjnym H37Rv oraz
szezepie klinicznym izolowanym od pacjentéw Spec. 210, ktéry wykazal opornoéé wobec izoniazydu,
rifampicyny, etambutolu oraz kwasu p-aminosalicylowego. Aktywnos$é przeciwpratkowa byta
wyrazana poprzez minimalne stezenie hamujace (MIC). Wérdéd badanych zwiazkéw zauwazono
znaczng roznicg w aktywno$ci biologicznej. Najwyzsza aktywnos$¢ przeciwpratkowa wykazaty
posiadajace pierScien morfoliny. Jedne ze zwiazkéw wykazywaly zadawalajaca aktywno$é
przeciwdrobnoustrojowg wobec wybranego do badai panelu bakterii G(+), G(-), drozdzy oraz
pratkow. Ich aktywnos¢ byla poréwnywalna lub wyzsza niz lekéw referencyjnych. Pochodne
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe o najwyzszej aktywnosci tuberkulostatycznej wykazaty
znikomg aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec linii komérkowej HDF oraz znaczaco silniej hamowaty
wzrost komoérek nowotworowych. Z kolei, pochodne o budowie 1,2,4-triazolu nie wykazuja
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec testowanych szczepéw bakterii G(+), G(-), drozdzy oraz
M. ruberculosis. Niewatpliwym atutem rozdziatlu sa badania mikroskopowe oraz wyznaczenie
wspolczynnika selektywnosci.

W celu wyjasnienia przyczyn réznicy aktywnosci w poszczegdlnych grupach zwigzkéw zostaty
wyznaczone metodami chemii obliczeniowej warto$é log P, moment dipolowy oraz mapy potencjatu
elektrostatycznego dla wybranych zwiazkéw. Brakuje informacji czy Doktorantka wykonata
obliczenia samodzielnie czy we wspolpracy. Na podstawie uzyskanych danych Doktorantka dokonata
analizy struktura aktywnos¢ (SAR). Na podstawie uzyskanych zalezno$ci mozna okreslié specyficzne
cechy czasteczki badanego zwigzku wplywajace na jego aktywnosé biologiczng. Rozdziat opatrzony
Jest licznymi schematami reakcji, rysunkami, tabelami co znacznie ulatwia a analize uzyskanych

danych.

Procedury syntetyczne nowo zaprojektowanych polaczefi oraz metodyke badan biologicznych
Doktorantka opisata w ,,Czesci doswiadczalnej”. Substratem do wszystkich zaprojektowanych syntez
byt dostepny komercyjnie 4-chloropikolinonitryl, ktéry Doktorantka poddata modyfikacjom
strukturalnym zaréwno w obrgbie atomu fluorowca, jak i grupy nitrylowej. W wyniku

przeprowadzonych badafn mgr M. Krause otrzymata grupe zwiazkow o obiecujgcej aktywnosci
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tuberkulostatycznej, ktére wykazaty znikoma aktywnos¢ cytotoksyczng wobec linii komérkowej HDF
oraz znaczaco silniej hamowaty wzrost komoérek nowotworowych. Jeden z otrzymanych zwiazkow
wyréznia si¢ bardzo dobra aktywnoscia tuberkulostatyczna, dobrym profilem cytotoksycznym
i brakiem zmian morfologicznych w komoérkach fibroblastéw co czyni go dobrym kandydatem do

dalszych badan nad rozwojem lekow przeciwgruzliczych.

Catoéé stanowi bardzo ciekawe opracowanie. Czytajac rozprawe nasuwa si¢ kilka zagadnien

wymagajacych wyjasnienia.

1. W czesci teoretycznej, podrozdziat 2.3.2 Autorka zatytutowata ,,Pochodne
tiosemikarbazydowe o  aktywnosci  przeciwgruzliczej”. Okre$lenie  ,,pochodne
tiosemikarbazydowe” wydaje si¢ nie do kofica adekwatne do prezentowanej tresci.
Struktury przedstawione m. in. na Rycinie 19, 85-87 to raczej pochodne tiosemikarbazonu
o czym $wiadcza tytuly cytowanej przez Doktorantke bibliografii. Okreslenie ,,pochodne
zawierajgce uklad tiosemikarbazydu” wydaje sig, ze lepszym okresleniem.

2. Jakimi kryteriami kierowata si¢ Doktorantka przy wyborze podstawnikéw w pochodnych
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych, amidrazonowych, 1,2,4-triazolu itp.?

3. Wiele z badanych zwiazkéw jest pochodnymi obecnie stosowanych lekéw, badZz moduluja
te same procesy komoérkowe. Czy Doktorantka podjeta probe identyfikacji celow

molekularnych dla badanych zwiazkéw? Czy planowane s3 takie badania w przysziosci?

Pomimo wspomnianych powyzej watpliwosci, ktorych wigkszos¢ ma charakter catkowicie
dyskusyjny, uwazam, ze pani mgr Malwina Krause przygotowata ciekawa i aktualng prace doktorska

na bardzo dobrym poziomie.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska autorstwa mgr Malwiny Krause
p.t.”Synteza nowych pochodnych pikolinonitrylu o aktywnosci przeciwgruzliczej” przygotowana pod
kierunkiem dr hab. Katarzyny Gobis prezentuje wysoki poziom merytoryczny i stanowi przyktad
badaf empirycznych opartych na solidnych podstawach teoretycznych  realizowanych
z wykorzystaniem przejrzyécie opisanej metodologii. Otrzymane wyniki umozliwily jakosciowa
analize zaleznosci struktura aktywno$é nowo zsyntezowanych pochodnych oraz pozwolity okresli¢
elementy strukturalne odpowiedzialne za wystepowanie aktywnosci i wskaza¢ grupe zwiazkéw
o najwyzszym potencjale biologicznym. Doktorantka opanowata wiedz¢ teoretyczna
w dyscyplinie naukowej niezbedna do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a prezentowana
rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i spetnia wymogi ustawowe
stawiane rozprawom doktorskim, okrelone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.z 2017 r,,
poz. 1789).
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Uwzgledniajac powyzsze wnoszg do Wysokiej Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr farm. Malwiny Krause

i dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze duzy wkiad pracy wiasnej Doktorantki, znaczenie naukowe i praktyczne
wykonanych badaf, sposéb przedstawienia otrzymanych wynikow oraz opublikowanie czgsci badan
w renomowanym czasopi$mie naukowym - European Journal of Medicinal Chemistry 2020
(IF = 5,572 oraz 140 MNiSW) zwracam si¢ do Wysokiej Rady Nauk Farmaceutycznych Gdafiskiego

Uniwersytetu Medycznego o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr farm. Malwiny Krause.

el -.I'J_-""Li".l,‘; Yracowm E‘}J‘J|'3'-;:EE'=_Z_':_}!

ﬂ 5 ’?I Lwﬁw-ﬁ

Wik, Monika Pitucha

T
Wi







UNIWERSYTET MEDYCZNY w LUBLINIE
WYDZIAL. FARMACEUTYCZNY
Samodzielna Pracownia Radiofarmacji
Katedra i Zaklad Chemii Organicznej
u. Chodzki 4A, 20-093 Lublin, Tel.: 48(81) 448-72-40
e-mail: monika.pitucha@umlub.pl

Lublin, 04.08.2020r.
WNIOSEK O WYROZNIENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Malwiny Krause

p-t..,Synteza nowych pochodnych pikolinonitrylu o aktywnosci przeciwgrugliczej”

wykonanej w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznej
Wydzialu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Gobis jako promotora

Niniejszy zwracam sig¢ z wnioskiem do Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie przedmiotowej rozprawy doktorskiej.
Uzasadnienie:

Rozprawa doktorska mgr Malwiny Krause porusza aktualne i niezwykle istotne zagadnienie
poszukiwania potencjalnych lekow. Na podstawie przeprowadzonych przez Doktorantke badan udato
si¢ wytypowac zwigzek, ktory ze wzgledu na bardzo dobrg aktywnos¢ tuberkulostatyczna, dobry profil
cytotoksyczny, brak zmian morfologicznych w komérkach fibroblastéw, wyréznia si¢ na tle
pozostatych zwigzkéw 1 jest dobrym kandydatem do dalszych badafn nad rozwojem lekow

przeciwgruzliczych.

Majac na uwadze duzy wkiad pracy wiasnej Doktorantki, znaczenie naukowe i praktyczne
wykonanych badan, sposob przedstawienia otrzymanych wynikéw oraz opublikowanie czesci badan
w renomowanym czasopi$mie naukowym - European Journal of Medicinal Chemistry 2020
(IF = 5,572 oraz 140 MNiSW) zwracam si¢ do Wysokiej Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr farm. Malwiny Krause.
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