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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Aleksandry Dabrowskiej pt.: ,,Nowe zwigzki anty — HIV. Aktywnos$¢ i mechanizm dzialania —
modelowanie, synteza, badania biologiczne” wykonanej w Zakladzie Biotechnologii Lekéw i
Bioinformatyki Narodowego Instytutu Lekéw pod kierunkiem prof. dr hab. n. farm. Zdzislawa
Chilmonczyka i promotora pomocniczego dr hab. n. farm. Katarzyny Wiktorskiej, prof. Narodowego

Instytutu Lekow.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zawiera wyniki i analize badaf wykonanych przez
doktorantke mgr Aleksandre Dagbrowska, dotyczycacych jakze wciaz aktualnego zagadnienia
poszukiwania zwiazkéw o potencjalnej aktywnosci anty-HIV z klasy inhibitorow odwrotnej

transkryptazy HIV.

Mimo uptywu ponad 35 lat od wprowadzenia do terapii pierwszego leku — Zydowudyny ciagle istnieje
potrzeba otrzymania zwigzkéw o wigkszej skutecznosci terapeutycznej i mniejszej toksyczno$ci
dla organizmu ludzkiego. Rozwojowi prac badawczych w tym zakresie sprzyja ciagly postep technik
laboratoryjnych, syntetycznych i modelowania in-silico. Czynnikiem sprzyjajacym jest rowniez fakt,
ze w badaniach aktywnosci i toksycznosci wykorzystuje sie modele komérkowe, a nie np. modele
zwierzgee, ktérych ograniczanie wykorzystywania jest ogdlnie obserwowang tendencja. Swiadczy
o tym migdzy innymi fakt wycofania przez amerykanska agencje Food and Drug Administration
konieczno$ci wykonywania badan przedklinicznych na zwierzetach, przed wejsciem w fazg badan
Klinicznych z udziatem ludzi - zdrowych ochotnikéw badz pacjentéw. W konsekwencji, badania
na zwierzgtach przestaty by¢ obowigzkowe przy rejestracji nowych lekéw w USA. W tej sytuacji
Jednak, tam gdzie to mozliwe, modele komérkowe odgrywaja zasadniczg rolg. Itak, w ramach
recenzowanej pracy Doktorantka we wstepie, w sposob przejrzysty i wyczerpujacy, opisata aktualng
sytuacj¢ w zakresie terapii anty-HIV w skali ogoélnoswiatowej, w szczegblnosci odnoszge si¢
do stosowania nowych lekéw, jak i prowadzonych prac badawczo-rozwojowych w tym zakresie.
Wstegp obejmuje 15 stron maszynopisu dotyczacych opisu i analizy takich zagadnien jak dane
epidemiologiczne, budowa wirusa niedoboru odpornoéci, cykl zyciowy wirusa HIV, leki dotychczas
stosowane w terapii anty-HIV, nowe strategie w poszukiwaniu zwigzkéw chemicznych o dziataniu
anty-HIV oraz opis pochodnych fosforowych glikozydéw, pochodnych fosforowych zwigzkéw

naturalnych oraz analogéw fosforowych Zydowudyny zawierajacych fragment fulerenowy. Omawiane



zagadnienia s3 zlustrowane wicloma rycinami i uzupelnione informacjami przedstawionymi

w czytelnej formie tabelarycznej i oparte s na wiedzy Doktorantki oraz 41 odnognikach.

Celem recenzowanej pracy bylo opracowanie nowej klasy zwigzkéw - inhibitoréw odwrotne;j
transkryptazy HIV ~woparciu o identyfikacje w badaniach biologicznych determinantéw
odpowiedzialnych za ich aktywno$¢. Aby zrealizowa¢ cel przeprowadzono badania biologiczne
szeregu zwigzkéw zaréwno syntetycznych jak i naturalnych z grupy zwigzkow fosforoamidowych
oraz nukleozydowych pochodnych fulerenowych Cao, co stanowi wazny element rozwijania strategii
syntezy inhibitorow RT HIV, ktére wytyczaty kierunek prac syntetycznych. Cel pracy zostal w pelni
zrealizowany 1 zaowocowal wieloma publikacjami i zgtoszeniami patentowymi, a takze stworzyt
podwaliny do dalszych prac w kierunku otrzymania mato toksycznych i skutecznych w walce z HIV

zwigzkow.

Doktorantka prawidtowo zaplanowata, wykonala, przeanalizowata i zinterpretowata badania
aktywnosci anty-HIV oraz toksycznosci komorkowej syntetyzowanych de novo, badz
modyfikowanych zwigzk6éw naturalnych, na limfoidalnych liniach komérkowych otrzymanych z NIH,
AIDS Research and Reference Reagent Program, podatnych na zakazenie HIV. Wirus CVF uzyty do
badafi to laboratoryjny izolat tzw. szczepu ,,dzikiego” o fenotypie indukujacym syncycja, otrzymany
od pacjenta HIV pozytywnego w Pracowni Wirusologii Narodowego Instytutu Lekéw i namnazany w
hodowlach komérkowych linii CEMT4. Stezenie wirusa niezbedne do zakazenia komorek
Doktorantka ustalita do$§wiadczalnie.

Brakuje tutaj nieco komentarza, czy w zwigzku ze zmienno$cig wirusa HIV zastosowanie
wirusa innego pochodzenia mogloby wplyna¢é na rezultaty przeprowadzonych badan, a takze
glebszego komentarza na temat doboru hodowli komorkowej, co przecietnemu czytelnikowi
umozliwitoby zrozumienie warsztatu pracy z wirusem HIV i uniwersalno$ci otrzymywanych w takich
badaniach wynikow.

Wyniki badafi biologicznych, wykonanych w ramach ninigjszej pracy w Narodowym
Instytucie Lekéw, staly si¢ podstawa do ksztaltowania strategii projektowania, syntezy, badan
chemicznych i biologicznych nowych, potencjalnie aktywnych $rodkoéw anty-HIV. W ramach pracy
przebadano i opisano zwigzki o obiecujacych parametrach biologicznych i toksykologicznych.
Dla cze$ci zaprojektowanych i zsyntetyzowanych zwigzkéw, jak podaje Doktorantka, badan
biologicznych nie udato si¢ przeprowadzi¢ m.in. ze wzgledu na ich stabg rozpuszczalnoéé. Mimo to,
zaprezentowano wyniki peinych badan dla 90-ciu zwigzkéw, spo$rdd  ktorych wytypowano te
najbardziej aktywne i najmniej toksyczne.

Doktorantka na réznych etapach syntezy przebadata zwigzki z pigciu klas chemicznych, w tym
pochodne kwasu H-fosfonowego — (N-arylo)fosforoamidaty, pochodne kwasu H-fosfonowego -
(N-heteroarylo)fosforoamidaty, — fosforoamidowe diestry —zawierajgce  ugrupowania amino-
1 hydroksypirydynowe fosforowe pochodne Bewirymatu oraz fosforowe analogi kwasu

3-karboksybetulinowego.



Nalezy podkreslié, ze przeprowadzone badania biologiczne pozwolily —stwierdzié,
iz analizowane, nowo otrzymane analogi nukleozydowe zawierajace dodatkowo ugrupowania
aromatyczne 1 heteroaromatyczne dziatajg jako pronukleotydy. Najbardziej aktywne pochodne
Zydowudyny zawieraja ugrupowanie metylofenylowe i pirydynowe przytaczone odpowiednio
W pozycji p- i m-. Postanowiono zatem zaprojektowa¢ pochodne fosforonukleozydowe o zwigkszonej
lipofilowosci, co ma fundamentalne znaczenie dla biodostepnoéci lekow.

Wszystkie badane pochodne okazaly si¢ by¢ bardziej aktywne od zwigzku macierzystego -
AZT. Najbardziej aktywne pochodne AZT zawieraja S5-amino-2-cyjanopirydyne i aminotiazol.
W przypadku 2°, 3’-dideoksurydyny jedynie pochodna 3-aminochinonowa wykazata istotng
aktywno$¢.

Wsréd  pochodnych  Stawudyny najbardziej aktywna okazala si¢ byé pochodna
aminometylotiazolowa. Biorac pod uwage powyzsze wyniki przeprowadzonych badan biologicznych -
wysoka aktywno$é anty-HIV 1 bardzo niska toksycznosé badanych
2,3’-dideoksynukleozydo(Nheteroarylo) fosforoamidatow oraz ich wydajng synteze, stabilno$é,
rozpuszczalno$¢ podjeto decyzje, aby w ramach niniejszej pracy przeprowadzi¢ dalsze badania w tej
klasie zwigzkow, jako potencjalnych lekéw przeciwwirusowych. Ponadto przeprowadzone badania
biologiczne pozwolity stwierdzi¢, ze podjecie syntezy i badan biologicznych w zakresie toksyczno$ci
1 aktywnos$ci anty-HIV fosforamidatow zawierajgcych AZT i ddU serii G i H zawierajacych rézne
kombinacje 2-,3-,4-aminopirydyny i ugrupowania 2-,3-,4-hydroksypirydynowe wydaje si¢ szczegdlnie
uzasadnione. W rezultacie prowadzonych badan opracowano (N-pirydylo)fosforamidaty AZT jako
nowy typ pronukleotydow. Okazato si¢, ze wsréd pochodnych AZT ugrupowania fenylowe
1 pirydynowe zwigkszajg ich aktywno$¢, przy czym wiazanie ze zwiazkiem macierzystym powinno
wystgpowac w pozycji o- lub m- pierscienia pirydynowego. Na dalszym etapie prac przeprowadzone
badania biologiczne pozwolily oceni¢ aktywnosci anty-HIV nowych pochodnych zwigzkow
naturalnych, uzyskanych w drodze syntezy w oparciu o strukturg¢ kwasu 3-O-(3°,3’-
dimetylosukcynylo)betulinowego znanego jako Bewirymat-BWM, modyfikowanego
przez bezposrednie wprowadzenie podstawnika fosfonianowego lub fosforanowego do uktadu
triterpenowego. Dla BWM i najbardziej aktywnych zwigzkdéw wytypowanych w badaniach
biologicznych Boryczko i wsp. przeprowadzili dodatkowo dokowanie tych zwigzkéw do miejsc
aktywnych biatka HIV CA CTD-SPl. W wyniku badafn biologicznych oraz badan in silico
wprowadzano modyfikacje struktury Betuliny i kwasu betulinowego na atomie wegla C3, C28 oraz
C30, co doprowadzito do otrzymania zwigzkow o wickszej aktywnosci anty-HIV. Wséréd lekow
stosowanych w leczeniu infekcji wirusowych znajdujg si¢ zwiazki zawierajgce fosforany lub
ugrupowanie fosfonianowe, ktore w ich strukturze sg waznymi elementami warunkujgcymi aktywno$§é
antywirusowg. Aktywnos¢ anty-HIV odnotowano réwniez dla analogbw BWM, ktére zawieraja
podstawnik fosforanowy lub fosfonianowy w ugrupowaniu izopropenylowym.

Ze wzgledu na przedstawione przez Doktorantke trudnosci syntetyczne pochodnych Coo-

fulerenowych na obecnym etapie rozwoju metod syntezy organicznej poprzestano na wytypowaniu
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potencjalnie aktywnych struktur do dalszych badan syntetycznych. Nie mniej jednak, dane z badan
in-silico wskazujg na dobre wiasciwoéci anty-HIV modelowanych struktur i stanowig réowniez
oryginalny wklad w rozw6j wiedzy na temat pochodnych fulerenowych w ogolnosci. Okazuje sie,
ze analogi Cy-fulerenowe Zydowudyny oddzialujg z HIV-RT silniej, kiedy cytozyna laczy sie
z pigcioczlonowym pierécieniem fulerenu poprzez ugrupowanie metylenowe. Szkoda jednak,
ze synteza pochodnych fulerenowych-Ca na obecnym etapie rozwoju metod syntetycznych stanowi
trudne wyzwanie dla chemikéw syntetykow i tych waznych spostrzezefi badawczych z modelowania
in-silico nie mozna na obecnym etapie potwierdzi¢ w badaniach biologicznych.

Reasumujac, przeprowadzone badania aktywnosci biologicznej pozwolity w skuteczny sposob
ukierunkowa¢ prace syntetyczne na otrzymywanie zwigzkéw o spodziewanej aktywnosci anty-HIV.
Okazalo si¢ przy tym, ze w kazdym przypadku niezbedne jest zachowanie czesci fosforanowe;j
1 wprowadzenie do struktury badanych zwiazkéw fragmentu heteroaromatycznego pirymidynowego,
aminotoazolowego  chinolinowego lub izochinolinowego. Dotyczy to zaréwno zwiazkoéw
syntetycznych jak i naturalnych pochodnych Bewirymatu oraz 3-karboksybetuliny.

Przedstawiona do recenzji praca stanowi spojny cykl badan prowadzonych w kierunku
otrzymania nowych, potencjalnie aktywnych zwiazkéw anty-HIV. Wyniki tych prac zostaly
opublikowane w 6-ciu pracach zamieszczonych w czasopismach o cyrkulacji miedzynarodowej i
wysoko impaktowanych, o Iacznym wspolczynniku Impact Factor 39,221, zatem podlegly juz
wezesniej wnikliwej analizie i recenzji naukowej. Zgloszenia patentowe z udziatem Doktorantki
Swiadczg réwniez o walorze praktycznym prowadzonych prac. Wyniki badan byly réwniez
prezentowane na krajowych i zagranicznych Konferencjach Naukowych. Uzupehniajace badania
biologiczne modelowanie molekularne stanowi dopelnienie stanowigce o oryginalnosci i warto$ci
naukowej przeprowadzonych prac badawczych.

Interesujgce jest, czy podjgto dziatania w kierunku komercjalizacji zgtoszonych patentow,
tym bardziej, ze stosowanie lekow przeciwwirusowych stoi przed problemem rosnacej lekoopornoéci
szczepOw. Dlatego tak wazne jest stosowanie innowacyjnych strategii w odkrywaniu lekow
przeciwwirusowych, opartych na wiarygodnych badan biologicznych.

Wyniki prac badawczych Doktorantka przedstawia w sposob bardzo skondensowany na ponad
100 stronach maszynopisu, rysunki, ryciny i tabele pozwalaja w klarowny sposéb podazaé za
glownym nurtem prowadzonych prac mimo duzej liczby badanach zwigzkéw. Cytowana literatura
obejmujgca 126 odnosnikow literaturowych jest spojna z omawiang tematykg i stanowi uzupehienie
opisywanych wynikow prac badawczych.

Wychwycone przeze mnie nieliczne btgdy edytorskie nie wptywajg na merytoryczng warto$é
pracy. Oceniajgc zatem walory naukowe pragne podkresli¢, ze Doktorantka wykazata sic duza
samodzielno$cig i umiejetnoécia formutowania hipotez badawczych, doborem odpowiedniej metodyki

badawczej oraz wyciaganiem wnioskow na podstawie analizy uzyskanych wynikow.



Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, w mojej opinii, spelnia warunki nowosci
naukowej oraz formalno-ustawowe warunki stawiane rozprawom dla uzyskania stopnia doktora nauk
medycznych w dyscyplinie nauki farmaceutyczne, dlatego wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o przyjecie niniejszej rozprawy
doktorskiej i dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu
na walory naukowe dysertacji, duzy dorobek naukowy Doktorantki, calkowity IF wszystkich
opublikowanych prac = 64,216, Indeks Hirscha = 7, liczba cytowan = 130, a takze ze wzgledu
na unikalno$¢ prowadzonych badaf z komérkami zakazonymi Zywym wirusem niedoboru opornoscei -
HIV, a jako diagnosta laboratoryjny specjalista II stopnia w dziedzinie mikrobiologii wiem, Ze jest to
nietatwe i unikalne w skali kraju, oraz ze ze wzgledu na aktualno§é tematyki, udokumentowanej w
tym przypadku wieloma publikacjami i patentami z udzialem Doktorantki, wnioskuje réwniez
o wyroznienie suma cum laude dla recenzowanej przez mnie pracy doktorskiej Pani mgr Aleksandry

Dabrowskie;j.



