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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr farm. Anny Szymanowskiej
pt. ,, Wplyw nowych sulfonamidowych pochodnych zawierajacych uklad
pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny na indukcj¢ apoptozy w komorkach
raka jelita grubego DLD-1 i HT-29”
przedlozonej Senatowi Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku celem uzyskania
stopnia naukowego doktora nauk farmaceutycznych

Wedlug danych opublikowanych przez WHO choroby nowotworowe sg jednymi
z najczgstszych przyczyn zgonéw na $wiecie. Rozwdj nowotworu jest procesem
wieloetapowym, ktéry moze zosta¢ zainicjowany w kazdej tkance, we wszystkich narzadach
i rozwija¢ si¢ niezaleznie od wieku. W ciagu ostatnich 20 lat klasyczne podejscie chemioterapii
przeciwnowotworowej wykorzystujace leki cytostatyczne zostato uzupelnione o strategie
oparte na mechanizmach $cisle zwigzanych z fenotypem raka. Korkiem milowym bylo
opracowanie trastuzumabu, pierwszego przeciwciala monoklonalnego do zwalczania raka
piersi, czy imatybinu, pierwszego maloczasteczkowego inhibitora kinazy tyrozynowe;.
Przelomowym odkryciem, ktore zostalo wyr6znione w 2018 r. przez Norweski Komitet
Noblowski bylo poznanie roli ukfadu immunologicznego w procesach nowotworowych.
Pomimo tak duzego postgpu i poznaniu genetycznych podstaw rozwoju procesu
nowotworowego, niejasna heterogennos$¢ choroby, dziatania niepozgdane dostepnych lekéw
i lekoopornos¢ nadal stanowig istotny problem w optymalizacji skutecznych form walki
z rakiem.

Przedstawione w recenzowanej pracy wyniki nawigzuja do tematyki badan prof. Anny
Bielawskiej, zwigzanej z poszukiwaniem zwigzkéw o aktywnos$ci przeciwnowotworowej
i badaniem ich mechanizmu dziatania przeciwnowotworowego oraz zainteresowan naukowych
dr. hab. Mariusza Mojzycha, prof. Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcach,
dotyczacych problem6éw syntezy i projektowania nowych zwigzkéw o aktywnosci biologicznej

w tytutowej klasie.
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Liczaca 172 strony praca Pani mgr Anny Szymanowskiej ma klasyczny uklad. Sktada sie
z wykazu skrotéw, wstepu, celu pracy, materialdw i metodyki, wynikéw, dyskusji,
streszczenia oraz 223 pozycji aktualnego pi$miennictwa. Prace uzupelnia charakterystyka
dorobku naukowego. Sposéb przedstawienia pracy jest czytelny i nie budzi zastrzezen. Na
uwage zastuguje bardzo sprawne postugiwanie si¢ przez autorke terminologig specjalistyczna.

Podstawa projektowania skutecznych lekow przeciwnowotworowych jest zrozumienie
skomplikowanych proceséw lezacych u podstaw rozwoju procesu nowotworowego. Takie
zadanie obrata sobie Doktorantka wprowadzajac we wstepie w obszar tematyczny rozprawy.
Doktorantka zaprezentowata zlozone mechanizmy $mierci komérkowej. Szczegdlng uwage
poswigcita procesowi apoptozy — wewnatrzkomérkowym i zewngtrzkomorkowym szlakom
przekaznictwa sygnalu zaangazowanym w kontrol¢ proceséw proliferacji oraz eliminacji
komorek prawidlowych i nowotworowych. Zwrdcita uwage na role bialek Bcl w procesie
apoptozy oraz wskazata na grupe selektywnych lub mieszanych antagonistéw biatek Bcl-2
1 Bcl-WI, zarejestrowanych lekéw lub kandydatow na leki, jako nowg opcje terapeutyczng dla
realizacji nierdwnej walki z nowotworami.

Autorka zwrdcita ponadto uwage na zwigkszajace si¢ zrozumienie funkcji ztozonego
charakteru enzymoéw o cechach kaspaz, co otwiera perspektywe na opracowanie bardziej
celowanych sposobow eliminacji komérek zmienionych nowotworowo. Ten aspekt pracy jest
szczegoblnie oryginalny 1 budzi moje zainteresowanie.

Waznym elementem wprowadzenia w obszar prac eksperymentalnych jest prezentacja
metod syntezy zwigzkéw stosowanych w chemioterapii nowotworéw oraz schorzen
infekcyjnych opartych na rdzeniu réznie podstawionego uktadu 1,2,4-tiazyny. Uwazam ten
fragment za wartosciowy. W cze$ci wstepnej wprowadzone zostaly wszystkie konieczne dla
dalszego zrozumienia pracy terminy oraz omoéwiony zostat, w satysfakcjonujgcym zakresie,

aktualny stan wiedzy. To bardzo zgrabnie napisane studium literaturowe.

Cel swoich badan Doktorantka sformuowata jako opracowanie drogi syntezy nowych
sulfonamidowych pochodnych uktadu pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny oraz
ocen¢ aktywnosci przeciwnowotworowej otrzymanych zwigzkOw w warunkach in vitro
wzgledem wybranych dwoéch linii komoérek gruczolakoraka jelita grubego DLD-1 i HT-29.
Zréznicowanie strukturalne zaplanowanych pochodnych dotyczy fragmentu aminowego
ugrupowania arylosulfonamidowego i obejmuje ester metylowy L-proliny, ester metylowy
4-trans-hydroksy-L-proliny, (R)-(-)-2-amino-1-propanol, 2-amino-2-metylo- 1,3-propanodiol,
2-amino-2-metylo-1-propanol i pirolidyne.



Pierwszy cel badan wiasnych Doktorantka zrealizowata wykonujgc prace chemika
syntetyka. Zaprojektowane zwiazki o strukturze sulfonamidowych pochodnych uktadu
pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny Doktorantka otrzymata w wyniku wieloetapowych
syntez. Kluczowy synton o strukturze 1-fenylo-3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pirazolo[4,3-
e][1,2,4]triazyny poddala kolejno chlorosulfonowaniu oraz kondensacji z aminami,
otrzymujac pozadane produkty posrednie o budowie sulfonamidowej. W ostatnim etapie,
w wyniku przeprowadzenia eleganckiego przejscia syntetycznego — substytucji nukleofilowe;
S-metylosulfonowych pochodnych 1H-pirazolo-[4,3-¢][1,2,4]triazyny z azdykiem sodu,
Doktorantka dobudowata fragment tetrazolowy i otrzymala zaprojektowane pochodne
pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazynowe 96a—96f.

Zwiazki te zostaly oczyszczone przy zastosowaniu chromatografii kolumnowej oraz
scharakteryzowane strukturalnie z wykorzystaniem nowoczesnych metod analizy spektralne;,
tj. analiz 'H, *C NMR, IR, HRMS oraz w oparciu o wyniki analizy elementarne;.

Realizujgc drugi cel pracy, Doktorantka wyznaczyla aktywno$¢ cytotoksyczng serii
6 zwigzk6w posrednich (95a-95f) oraz 6 produktéw finalnych (96a-96f). Testy te wykonata
stosujgc metode skriningu fenotypowego (test MTT) na liniach komoérkowych raka jelita
grubego DLD-1 oraz linii HT-29.

Kolejno,  prowadzac  poszerzone badania nad  okresleniem  aktywnosci
przeciwnowotworowej trzech wyselekcjonowanych zwigzkéw 96a, 96b, 96¢, Doktorantka
dowiodta opanowania metod stuzacych: i) ocenie aktywnosci antyproliferacyjnej zwigzkow z
wykorzystaniem testu inkorporacji [*H]-tymidyny do DNA, ii) ocenie wplywu nowych
zwigzk6w na proces apoptozy, iii) ocenie zmian morfologicznych zachodzacych pod
wplywem badanych zwigzkéw technikami obrazowania z wykorzystaniem mikroskopu
fluorescencyjnego, iv) weryfikacji wptywu zwigzkéw na funkcje organelli prowadzgc pomiar
mitochondrialnego potencjatu blonowego oraz v) okresleniu wptywu zwigzkow na aktywnos$¢
kaspaz 8, 9, 10 i 3/7 w komoérkach DLD-1 i HT-29 z zastosowaniem metody cytometrii
przeptywowej. Opis metodyki badan biologicznych jest rzetelny i doktadny. Wskazuje to na
swiadomy wybdr wiarygodnych i dostepnych technik badawczych.

Niezwykle wartosciowym rozdzialem recenzowanego opracowania jest dyskusja
wynikéw, ktéra prezentuje szeroka wiedzg Doktorantki, porzadkuje najwazniejsze wyniki
badan uzyskane w badaniach chemicznych i biologicznych. W tym rozdziale zaprezentowane
zostaly wszystkie gléwne obserwacje poczynione przez Doktorantke, w Kkontekscie

opublikowanych danych literaturowych.



Zrealizowane badania potwierdzily poprawnos¢ zatozen, wskazujacych na mozliwo$é
opracowania w grupie sulfonamidowych pochodnych pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-
b][1,2,4]triazyny polaczen o aktywnosci przeciwnowotworowej. Badane sulfonamidowe
pochodne pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny (96a—f) wykazaly wyzszg aktywnos¢
w porownaniu do metylosulfonowych pochodnych pirazolo[4,3-¢][1,2,4]triazyny (95a—f).
Zwiazki 96a—c posiadaly najwyzsza aktywnos$¢ przeciwnowotworowg i co najwazniejsze
silniejsze wlasciwosci cytotoksyczne w poréwnaniu do zwigzkéw referencyjnych —
5-fluorouracylu i roskowityny, wzgledem obu nowotworowych linii komérkowych. Wartosé
ICso dla najbardziej aktywnej pochodnej 96a wzgledem linii DLD-1 wynosita 1,1 uM,
a wzgledem linii HT-29 1,7 uM.

W poszerzonych badaniach, majacych na celu okreslenie molekularnego mechanizmu
dziatania cytotoksycznego zwiazkéw, Doktorantka udowodnila, ze wyselekcjonowane
pochodne, wykazuja wilasciwosci proapoptotyczne na drodze szlaku wewnetrznego oraz
zewnetrznego. Wigzane jest to odpowiednio ze spadkiem mitochondrialnego potencjatu
blonowego (A¥m), wzrostem liczby komorek z aktywng kaspazg 9 oraz zwigkszeniem liczby

komorek z aktywnymi kaspazami 8 i 10.

Potwierdzam wysoka staranno$¢ Doktorantki w opracowaniu i prezentacji wynikéw
badan, niemniej wywigzujac si¢ z obowigzku recenzenta wspomnie¢ musz¢ o drobnych
bledach edytorskich, np. rozwinigcie skrétu powinno pojawiaé si¢ w tekscie, w miejscu jego
pierwszego zastosowania, ponadto jon pseudomolekularny zwykle przedstawiany jest jako
[M+H]", a nie [M*+H], a nazwy chemiczne zwigzkéw zapisywane sg z duzej litery, traktujac
je jako niezalezne zdanie.

Ponizej przedstawiam kilka uwag lub probleméw wymagajagcych wyjasnienia oraz
mogacych postuzy¢ w dalszych pracach badawczych:

1) zastanawia mnie, czy mozna uzna¢ ugrupowanie sulfonamidowe jako element
strukturalny odpowiedzialny za dziatanie plejotropowe zwigzkéw biologicznie aktywnych
o budowie sulfonamidowe;j (strona 134, 4 wiersz od dotu)?

2) zastanawiam si¢ jakimi przestankami kierowano si¢ podczas projektowania i doboru
fragmentéw aminowych, glownego elementu réznicujacego w strukturze testowanych
zwigzkéw? Interesujacym byloby podjgcie proby analizy zaleznosci miedzy strukturg
nowootrzymanych zwiazkéw a przykladowo zwigzkami pozbawionymi ugrupowania

sulfonamidowego? Czy podjeto proby syntezy analogéw amidowych?



3) planujac i optymalizujac syntezy coraz wickszg uwage zwraca si¢ aktualnie na kwestie
ekologii i ograniczenia zastosowania toksycznych rozpuszczalnikow i reagentéw. Czy
podejmowano proby zastgpienia benzenu, DMSO na etapie syntezy oraz chloroformu na
etapie izolacji i oczyszczania zwigzkow z zastosowaniem chromatografii kolumnowe;j, ich
odpowiednikami z grupy tzw. ,,zielonych rozpuszczalnikow”?

4) zwiazki 96a i 96b otrzymano w reakcji L-proliny oraz jej analogu hydroksylowego,
natomiast ich struktury przedstawiono jako mieszaniny izomeréw/diastereoizomeréw. Czy
w reakcji tworzenia sulfonamidowych pochodnych proliny obserwowano racemizacje?

5) zastanawiajaca jest zasadno$¢ uzycia 3,5-krotnego nadmiaru aminy w procesie
otrzymywania produktow 96a i 96b wobec dodatkowego czynnika zasadowego jakim byt
wodoroweglan sodu. Czy prowadzona byta optymalizacja tego etapu?

6) jednym z parametrow okreslajacych potencjal zwigzku jako kandydata do rozwoju
przedklinicznego jest jego bezpieczenstwo. Czy prowadzona byla ocena aktywno$¢ zwigzkow
wobec prawidlowych, niezmienionych nowotworowo linii komérkowych (nie dostrzegam
tego typu wynikOw z ocenianej rozprawie) oraz wplyw zwigzkow przyktadowo na linie
hepatocytéw, czy obraz krwi?

7)  w jaki sposob przygotowywano probki zwigzkéw do badan? Czy na etapie projektowania
szacowano rozpuszczalnos¢ zwigzkow?

8) czy istniejg przestanki strukturalne wskazujace, aby wyselekcjonowane zwigzki poddaé
ocenie aktywnosci wobec ,tradycyjnych celéw biologicznych” takich jak mikrotubule,
enzymy o cechach kinaz tyrozynowych/serynowo-treoninowych, czy kinaz zaleznych od
cyklin?

Rozpraw¢ mgr Anna Szymanowska konczy podsumowaniem dorobku naukowego.
Doktorantka jest wspolautorem jednego patentu przyznanego przez Urzad Patentowy RP,
1 zgloszenia migdzynarodowego i 1 zgloszenia krajowego. Ponadto jest ona wspotautorkg
9 publikacji o lacznym wspétczynniku oddziatywania IF, wynoszacym 26,146 i tgcznej liczba
punktow MNIE 647. Wigkszo$¢ prac zostata opublikowana w wydawnictwach z otwartym
dostepem, a Doktorantka jest pierwszym lub drugim wspétautorem. Swiadczy to o znaczacym
wkladzie w powstanie prac. Sposréd zaprezentowanego dorobku, trzy prace sg bezposrednio
zwigzane z rozprawa i dotycza badan chemiczno-biologicznych (Molecules, J. Enzyme Inhib.
Med. Chem.) oraz przegladu literatury, prezentujgcego ostatnie osiggnigcia w zakresie metod

syntezy tytulowych zwiazkéw (Postepy Hig. Med. Dosw.). Warto dodaé, ze mgr Anna



Szymanowska wyglosita 3 komunikaty ustne i jest wspotautorkg 26 krajowych

1 migdzynarodowych doniesien konferencyjnych.

Podsumowujgc, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim przez ustawg o stopniach i tytutach naukowych, w zwigzku z
czym zwracam si¢ do Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku o dopuszczenie mgr Anny Szymanowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego oraz do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatlymstoku o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki

farmaceutyczne.

Biorac pod uwagg interdyscyplinarny charakter realizowanych badan, laczacy preparatyke
organiczng z zaawansowanymi badaniami biologicznymi nad ustaleniem molekularnego
mechanizmu dziatania zsyntetyzowanych zwiazkéw oraz merytoryczng warto$¢ pracy,
uwazam, ze warto wyr6zni¢ przygotowang przez Doktorantke rozprawe. Wniosek
0 wyréznienie uzasadnia wklad Doktorantki w chemi¢ anelowanych pochodnych 1,2,4-
triazyny oraz badania nad poszukiwaniem nowych zwigzkéw o aktywnosci
przeciwnowotworowej. Dorobek mgr Anny Szymanowskiej, w szczeg6lnosci aplikacyjny
charakter badan potwierdzony wspolautorstwem patentu, 2 zgloszen patentowych oraz
7 publikacji z chemii medycznej i biologii molekularnej, o lgcznym wspolczynniku
oddzialywania 26,146, wykracza poza poziom wymagany na poziomie doktoratu.
Zrealizowane badania w sposob wilasciwy wpisujg sie¢ w aktualne trendy badan nad

chorobami cywilizacyjnymi.
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