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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Krystiana Kotodzieja
p.t. ,Badania syntetyczne i aplikacyjne nukleozydo (N-arylo)amidofosforanéw — potencjalnych

pronukleotydow anty-HIV”

Analogi nukleotydéw oraz nukleozyddw stanowia niezwykle istotna grupe substancji
aktywnych przeciw chorobom zagrazajacym zyciu, wtaczajac w to choroby wirusowe i nowotworowe.,
Szereg z tych zwigzkdw przeszto pozytywnie badania kliniczne i s3 stosowane w leczeniu tych chordéb,
ratujac i przedtuzajac zycie milionom ludzi. W wiekszosci przypadkow zwigzki te sg podawane w postaci
prolekéw, ktére musza zostaé ufosforylowane do 5’ trifosforanéw nukleozyddw, stajac sie wéwczas
substratami dla polimeraz zaleznych od kawsow nukleinowych, a dzieki wprowadzonym modyfikacjom
(najczesciej w obrebie rybozy i/lub zasady nukleinowej) hamujg elongacje syntetyzowanego kwasu
nukleinowego. Mimo wielkiego sukcesu niektdrych tych czasteczek, wciaz potrzebne sa nowe analogi
o poprawionych wiasciwosciach terapeutycznych, wyzszej aktywnosci biologicznej, wykazujgce mniej
skutkdw ubocznych. Strategie terapeutyczne z zastosowaniem prolekéw pozwalajg czesto na
ominiecie stabych ogniw wykorzystania pewnych grup czynnikéw aktywnych, na co jest réwniez szereg
pozytywnych przyktadéw w przypadku terapeutykéw na bazie pochodnych nukleotydow i
nukleozydéw. Rozprawa doktorska Pana magistra Krystiana Kotodzieja wykonana w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem Prof. Michata Sobkowskiego, doskonale wpisuje sie w
ten nurt badawczy. Magister Kotodziej podjat sie trudnego zadania jakim byta syntetyza szeregu

nukleozydo (N-arylo)amidofosforandw — ktére miaty zostaé¢ zbadane jako potencjalne pronukleotydy
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o aktywnosci anty-HIV. Inspiracjg do podjecia tych badan byly wczesniejsze obiecujgce wyniki opisane
w pracach Prof. Adama Kraszewskiego i jego wspétpracownikéw.

Praca doktorska ma klasyczny uktfad i liczy 144 strony, a wiec jest dzietem do$¢ zwartym, jak na
standardy rozpraw w tej dziedzinie co samo w sobie nie musi by¢ wada. Na rozprawe skfada sie wstep
literaturowy oraz badania wiasne opisane w rozdziate ,Wyniki i dyskusja” oraz czesci
eksperymentalnej. W pracy zamieszczono 35 rysunkdw, 31 schematéw, 4 wykresy oraz 9 tabel,
starannie przygotowanych pod wzgledem edytorskim, ktére s3 bardzo pomocne w $ledzeniu toku
rozumowania Autora rozprawy. W pracy zacytowano 132 pozycji literaturowych, ktére w znakomitej
wigkszosci stanowig prace oryginalne oraz przegladowe opublikowane w wiodacych czasopismach
naukowych z chemii medycznej i boorganicznej oraz dziedzin pokrewnych. Cata praca jest starannie

przygotowana pod wzgledem edytorskim i nie budzi powazniejszych zastrzezen.

Zgodnie z wymaganiami Ustawy o tytule i stopniach naukowych z dnia 14 marca 2003 roku
(Dziennik Ustaw Nr 65, poz. 595, Art. 13) przedmiotem mojej oceny sg nastepujace elementy
Rozprawy: a) ogdlna wiedza Kandydata w uprawianej dziedzinie naukowej, b) Umiejetnosé

prowadzenia badari naukowych, c) oryginalno$¢ rozwigzanego problemu naukowego.

Celem pracy postawionym przed Doktorantem bylo zaprojektowanie, synteza i zbadanie fizyko-
chemicznych wiasciwoéc nowych (N-arylo)amidofosforanéwnukleozydéw zawierajgcych rézne
komponenty aminowe w ugrupowaniu amidofosforanowym. Do dego celu zastosowano dwa podejécia
syntetyczne: a)fosfonylacja nukleozydéw poprzez H-fosfoniany lub b) synteza amidofosforanéw z
zastosowaniem fosforanotriamidu tristriazolowego. Zwigzki miaty nastepnie zosta¢ poddane

badaniom fizykochemicznym oraz biologicznym.

W czesci literaturowej Autor opisuje szczegétowo, a przy tym w sposéb dojrzaly naukowo rézne
podejécia w syntezie pronukleotydéw o aktywnosci anty-HIV ze szczegdélnym uwzglednieniem
zwigzkéw hamujgcych namnazanie sie materialu genetycznego wirusa w procesie odwrotnej
transkypcji. Autor przytacza w tej czesci miedzy innymi prace z grup Imbacha, Wagnera, Meiera,
McGuigana, swojej rodzimej grupy i wielu innych. Autor krytycznie opisuje wady i zalety
poszczegblnych podejsc. | choc ta cze$¢ rozprawy jest bardzo interesujgca to mamy tu do czynienia z
pewnym minimalizmem. Zabrakto mi tu bardziej ogélnego obrazu na czym polega infekcja wirusa HIV,
jakie s3 mechanizmy dziatania lekéw stosowanych obecnie w terapii anty HIV, jakie sg dla nich cele
terapeutyczne, czy w koricu na czym polega mechanizm utraty skutecznosci dziatania poszczegéinych
czynnikéw terapeutycznych. Te informacje sa niezbedne dla uzasadnienia powstawania nowych
terapeutykéw anty HIV, oraz ich racjonalnego projektowania. Ograniczenie sie wylgcznie do

nukleotydowych terminatoréw odwrotnej transkrypcji zaktamuje nieco problem terapii przeciwko tej
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groznej chorobie. To tym bardziej istotne, Ze sukces obecnie stosowanej terapii HAART opiera sie na

zastosowaniu mieszanki czynnikdw aktywnych, dziatajgcych wedtug réznych mechanizmow.

Czeéc poswiecona badaniom wiasnym to ciekawy materiat badawczy, w ktérym Autor przedstawit dwie
drogi syntezy N-Arylowych pochodnych amidofosforanéw kilku znanych lekéw nukleozydowych (AZT,
d4T, ddU, 3TC oraz ABC) réznigcych sie podstawnikami arylowymi przy ugrupowaniu
amidofosforanowym.  Efektywnos¢ syntezy pochodnych nukleotydowych przy uizyciu
zaproponowanych metod byta silnie skorelowana z zasadowoscig uzytych amin aromatycznych.
Doktorant otrzymat, oczyécit i scharakteryzowat pod wzgledem spektroskopowym szereg zwigzkéw
koncowych, ktére nastepnie wykorzystat w badaniach fizykochemicznych i przekazat dalej do badan
biologicznych. Nalezy przy tym stwierdzi¢, ze z calg pewnosécig otrzymane przez Doktoranta zwigzki ze
wzgledu na amfifilowy charakter nie naleza do najtatwiejszych w syntezie i oczyszczaniu. Sam zreszta
Autor zauwazyt szereg roznych ciekawostek i probleméw zwigzanych na przyktad z przeciwjonami
reszty amidofosforanowej, ktére dla Recenzenta tej pracy nie sg specjalnie zaskakujgce. Co istotne z
punktu widzenia potencjalnych zastosowan Doktorant wykazat, ze otrzymane zwigzki charakteryzuja
sig wysokg trwatoscig chemiczng w mediach biologicznych. Bardzo interesujace byly wyniki otrzymane
w badaniach na liniach komérkowych gdzie niektére z analogéw wykazaty bardzo wysoka aktywnosé,
istotnie wy2szg niz zwigzki referencyjne. Wyniki te pozwalajg wierzyé, ze warto kontynuowac badania
tych zwigzkéw w kierunku zastosowan terapeutycznych. Duzym wzmocnieniem wykonanej przez
Doktoranta pracy badawczej bytby dowdd, ze otrzymywane pronukleotydy s3 rzeczywiscie
przeksztatcane do odpowiednich trifosforanéw, a nastepnie wbudowywane do transkryptow
syntetyzowanych przez odwrotng transkryptaze wirusa HIV. Prositbym o komentarz podczas publicznej
obrony jak Doktorant widziatby mozliwos¢ wykonania eksperymentu potwierdzajacego te zatozenia.
Jakich metod w tym celu nalezato by uzy¢? Bez tego typu potwierdzenia nie nalezy wykluczy¢ innego

mechanizmu dziatania otrzymanych przez Pana mgr Kotodzieja zwigzkow.

Przykry obowigzek recenzenta to rowniez wykazanie stabosci rozprawy przedstawionej do oceny, tych
na szczescie w recenzowanej pracy jest niewiele. Zaskakuje bardzo lakoniczna czes¢ eksperymentalna,
ktéra w wiekszosci stanowi opis widm NMR otrzymanych zwigzkéw. Ta czesé pracy jest niezwykle
wazna, jej celem w pracach badawczych jest opisanie procedur, ktére umozliwiajg odtworzenie
eksperymentu. W przypadku recenzowanej pracy, uwazam ze wiele istotnych procedur
eksperymentalnych zostata opisana zbyt lakonicznie. Jestem tez przekonany, Ze cze$¢ ta nie
odzwierciedla ilosci pracy wiozonej w przeprowadzone badania. Nie bytem réwniez w stanie odnalezé
podstawowych informacji na temat tego na jakich uktadach przeprowadzono badania biologiczne dla
otrzymanych zwigzkow, a to z kolei niezwykle istotne z punktu widzenia interpretacji i znaczenia tych

wynikow.
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Na rysunkach 33 i 34 przedstawiajacych widma *H NMR Doktorant w sposéb nieprawidtowy opisat
sygnat przy okoto 4,7 ppm jako pochodzacy od D;O. Prosze Doktoranta na publicznej obronie o
skorygowanie tej informacji.

Autor nie ustrzegta sie sporadycznych btedéw gramatycznych, braku znakéw interpunkcyjnych, czy
tzw. literdwek, co oczywiscie nie obniza bardzo wysokiej wartosci pracy zaréwno pod wzgledem
edytorskim, a tym bardziej pod wzgledem merytorycznym. Do ulubionych pomytek recenzenta nalezy
zaliczy€ tytut podrozdziatu 2.7 w rozdziale ,,Wyniki i dyskusja” gdzie Autor pisze o utracie ,kanionéw
trietyloamoniowych”. Podobnie literéwka pojawia sie w tytule rozdziatu I1l.3 zatytulowanego
»Pronuklotydy”.

Bogaty materiat doswiadczalny, uzyskany podczas realizacji pracy jest interesujgcy z punktu
widzenia metod syntezy pochodnych nukleotydowych, jak réwniez moze byé wartosciowy z punktu
widzenia zastosowan terapeutycznych. Szkoda jedynie, ze czasem przyjeta forma rozprawy ma nature
zbyt skondensowang. Jednak trzeba réwniez przyznac, ze recenzowana rozprawa wnosi istotny wkiad
w badania nad syntezg i wiasciwosciami amidofosforanéw N-arylowych waznych terapeutycznie
nukleozydéw i ich wykorzystanie w podejsciu pronukleotydowym. Warto podkreéli¢ dorobek
publikacyjny Doktoranta, w ktéry wchodzg trzy prace w renomowanych czasopismach (J. Med. Chem.,
Eur. J. Med. Chem. oraz Anal. Bioanal. Chem.) i w dwéch z nich Pan mgr Kotodziej jest pierwszym
autorem. W konkluzji z calym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny
Rozprawa Doktorska spetnia wszelkie warunki okreslone w Ustawie i wnioskuje do Rady Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Krystiana Kotodzieja do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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