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W ramach pracy doktorskiej Pani mgr Anna Szymanowska podjeta si¢ oceny wplywu sulfonamidowych
pochodnych zawierajacych uklad pirazolo[4,3-¢|tetrazolo[4,5-b][1,2,4|triazyny na indukcj¢ apoptozy
w komoérkach raka jelita grubego DLD-1 i HT-29. Tematyka badawcza podjeta przez Doktorantke wydaje sig
niezwykle istotna naukowo, jak i spolecznie. Pochodne 1,2 4-triazyny to zwiazki o ustalonej renomie w chemii
lekow. Na przestrzeni minionego potwiecza wiele z nich wykazato sie interesujacymi whasciwosciami
przeciwgrzybiczymi, przeciwwirusowymi, przeciwzapalnymi i obnizajgcymi cisnienie krwi. Wybrane pochodne
1,2,4-triazyny znalazly zastosowanie w terapii, bagdz wykazaty obiecujace aktywnosci w badaniach klinicznych,
jak np. lamotrygina o dzialaniu przeciwpadaczkowym, tirapazamina o dziataniu przeciwnowotworowym,
czy ceftriakson o dziataniu przeciwbakteryjnym. Tematyka dysertécji z jednej strony dotyka zagadnien czysto
poznawczych zmierzajacych do oceny in vitro na liniach komérkowych raka jelita grubego nowych pochodnych
pirazolo[4,3-¢]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny. Z drugiej strony wlgcza sie¢ w nurt poszukiwan skutecznych
1 bezpiecznych lekow do terapii nowotwor6ow jelita grubego, sfwarzajqc perspektywy praktyczne tj. znalezienia
noWych substancji aktywnych farmaceutycznie. Nalezy podkresli¢, ze ten multidyscyplinarny temat jest
rozwijany od wielu lat z bardzo interesujacymi rezultatami w Zakladzie Biotechnologii Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku oraz w Instytucie Nauk Chemicznych Uniwersytetu Przyrodniczo-
Humanistycznego w Siedlcach pod kierunkiem promotoréw niniejszej pracy, Pani prof. dr hab. Anny
Bielawskiej oraz Pana dr hab. Mariusza Mojzycha, prof. Uczelni.

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Szymanowskiej stanowi spdjne tematycznie 172 stronicowe
opracowanie, ktore zostato napisane bardzo poprawnym j¢zykiem naukowym. Dysertacja zawiera wszystkie
wymagane rozdzialy, w tym wykaz skrotéw, wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusj¢, wnioski,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz bibliografi¢. Doktorantka na korcu pracy zawarta kilka

waznych informacji dotyczacych sposobu rozpowszechniania wynikow i swojego rozwoju naukowego.
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Dowiadujemy si¢, ze mgr Anna Szymanowska Jest wspotautorka 9 publikacji w czasopismach z chemii
medycznej i chemii, a w 7 z nich jest pierwszym lub drugim autorem. W Jej dorobku znajduje si¢ ponadto
29 wystapien konferencyjnych, 1 patent do UP RP, 1 zgloszenie do UP RP i 1 miedzynarodowe zgloszenie
patentowe w trybie PCT. Laczny IF wszystkich publikacji Doktorantki wynosi 26,146, co przektada si¢ na
647 pkt. MNiSW i $wiadczy o Jej duzym zaangazowaniu w nauke. Kolejno$¢ rozdzialéw w rozprawie
1 cytowane piSmiennictwo nie budza zastrzezen recenzenta. Rozprawa zawiera starannie pfzygotowane
33 ryciny, 22 schematy i 7 tabel, ktére znacznie utatwiaja analize omawianych wynikéw. Pismiennictwo liczy
223 odnosniki literaturowe, ktére zostaly odpowiednio dobrane i odnoszg si¢ do czasopism naukowych,
w wic;kszos’;ci z ostatnich 15 lat.

Doktorantka dokonata wiasciwego wyboru tematyki do obszernego wstepu, w ktérym nakreslita bardzo
obszernie problematyke $mierci komérkowej. Rozpoczeta od szczegélowego oméwienia molekularnych
mechanizméw $mierci komoérkowej. Dalej skupita si¢ na apoptozie i jej gtownych szlakach sygnatowych.
W kolejnych podrozdziatach zebrata informacje na temat kaspaz i biatek Bcl-2 oraz ich roli w procesie apoptozy,
a takze o inhibitorach kaspaz i ich znaczeniu w terapii przeciwnowotworowej. W dalszej czgsci skupita sig
najpierw na oméwieniu whasciwosci fizykochemicznych i wybranych metod syntezy 1,2,4-triazyn, a nastepnie
przedstawieniu ich aktywnosci biologicznej. W kolejnym podrozdziale oméwita tematyke skondensowanych
pochodnych 1,2,4-triazyny. Material literaturowy jest bardzo sp6jny tematycznie, zaréwno z tytutem, jak i dalej
przedstawiang tematyka badan, stad doskonale wprowadza w kolejne rozdzialy rozprawy, sprawiajac ze
zdefiniowany cel, wyniki i ich oméwienie oraz wnioski interesujaco tacza sie z poruszonymi juz na wstgpie
zagadnieniami.

Zaplanowane w celu pracy badania dotyczyly opracowania syntezy nbwych sulfonamidowych pochodnych
ukiadu pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny wraz z oceng profilu ich aktywnosci przeciwnowotworowej
w warunkach in vitro wzgledem komorek raka jelita grubego DLD-1 i HT-29. Cel ten miat byl realizowany
szczegélowo poprzez nastgpujace etapy: (i) Dokonanie wyboru zwigzku wyjéciowego, a wiec znanej
z piSmiennictwa 1-fenylo-3-metylo-S-metylosulfonylo-1H—pirazdlo[4,3-e][1,2,4]triazyny, ktoérg poprzez reakcje
chlorosulfonowania, a nastgpnie kondensacji z odpowiednimi aminami Doktorantka postanowita przeksztatci¢
w odpowiednie pochodne sulfonamidowe; (if) Badania biologiczne na liniach komérkowych raka jelita grubego
DLD-1 i HT-29, z uzyciem 5-fluorouracylu oraz roskowityny jako zwigzkéw referencyjnych. Pani mgr Anna
Szymanowska zaplanowata oceng wiasciwosci cytotoksycznych zwigzkéw z uzyciem testu MTT wzgledem
komorek raka jelita grubego DLD-1 i HT-29, a dla najbardziej aktywnych zwigzkéw poglebione badania
w zakresie aktywnosci antyproliferacyjnej z wykorzystaniem testu inkorporacji znakowanej ["H]-tymidyny do
DNA obu linii komérkowych oraz dalsza oceng ich wplywu na indukcj¢ apoptozy i aktywno$¢ kaspaz 8, 9, 10
i 3/7 metoda cytometrii przeptywowej.

W czeSci materialy i metody Doktorantka zawarla charakterystyke materialéw, a wiec zastosowanych
w badaniach biologicznych linii komérkowych, odczynnikéw i aparatury. W dalszej czgsci przedstawila
wnikliwg charakterystykg zastosowanych procedur chemicznych, preparatyke zwigzkow niepublikowanych,

opisata metodyke szczegotowych procedur syntezy oraz oceng tozsamosci nowych zwigzkéw. W kolejnych
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podrozdzialach wyczerpujaco wyjasnita metodyke pomiaru cytotoksycznosci zwigzkoéw, pomiaru biosyntezy
DNA, oceng indukcji apoptozy z wykorzystaniem aneksyny V i jodku propidyny, oceng¢ indukeji apoptozy
z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego, ocen¢ mitochondrialnego potencjatu blonowego, oceng
aktywnosci kaspaz: 8, 9, 10 i 3/7. Na zakonczenie badan wykonala analizg statystyczng z uzyciem programu
GraphPadProsm 8.0.

Pani mgr Anna Szymanowska w rozdziale wyniki, na 45 stronach, szczegélowo przedstawila
przeprowadzone badania. Cz¢$¢ badan dotyczaca syntezy 'zwiqzkéw zostata podana bardzo zwiezle, a cze$é
biologiczna bardzo obszernie. Podczas lektury tej czesci pracy odczulem pewien niedosyt w zakresie mozliwego
w Swietle wczesniej przedstawionych danych w rozdziale materialy i metody, omowienia réwniez charakterystyk ‘
fizykochemicznych wybranych nowych zwigzkéw aktywnych. Synteza zwigzkéw posrednich 5-acetylo-3-
metylosulfanylo-1,2,4-triazyny i jej fenylohydrazonu, a takze 1-fenylo-3-metylo-5-metylosulfanylo-1H-
pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny i jej 5-metylosulfonylowej pochodnej zostala oparta o metody literaturowe.
To wiasnie pochodna sulfonowa zostala poddana reakcjom chlorosulfonowania, a nastgpnie kondensacji
z kilkoma zwigzkami z grupg aminows, co doprowadzito do uzyskania pochodnych sulfonamidowych
5-metylosulfonylo-1H-pirazolo[4,3-¢][1,2,4]triazyny. Zwiazki te w reakcji nukleofilowego podstawienia grupy
metylosulfonowej azydkiem sodu zostaty przeksztalcone w trojeykliczne pochodne tetrazolowe. Bardzo ciekawe
sa takze dwa zwiagzki wyodrgbnione dodatkowo po reakcjach kondensacji, ktore sag wyposazone w pozycji 5,
odpowiednio w grupe 1,3-dihydroksy-2-metylopropan-2-yloaminowg i pirolidynowa. W dalszej cz¢sci mgr
Anna Szymanowska przedstawita wyniki badan biologicznych w zakresie oceny cytotoksycznosci na liniach
komérkowych raka jelita grubego DLD-1 i HT-29 z wykorzystaniem testu MTT, co pozwolito na
wyselekcjonowanie 3 sulfonamidowych  pochodnych  5-metylosulfonylopirazolo[4,3-¢][1,2,4]triazyny
charakteryzujacych si¢ aktywnosciami ICso na poziomie 9,30-9,70 pmoli na komérkach DLD-1 oraz
I pochodnej z aktywno$cig ICso 5,80 pmol ma komérkach HT-29. Z kolei ocena cytotoksycznosci
sulfonamidowych  pochodnych pirazolo[4,3-¢e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny ~pokazala ich aktywnosé¢
cytotoksyczng z wartosciami ICsp wzglgdem linii komérkowowych DLD-1 i HT-29 w zakresach stgzen
odpowiednio 1,10-4,61 umola i 1,70-3,90 umola. Badania cytotoksycznosci pozwolily na wyselekcjonowanie
3 najbardziej aktywnych sulfonamidowych pochodnych pirazolo[4,3-¢]-tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny do badan
biologicznych. Zwiazki te mgr Anna Szymanowska poddata ocenie hamowania procesu biosyntezy DNA
w komorkach raka jelita grubego DLD-1, gdzie dla jednego ze zwigzkéw (oznaczonego w pracy 96a), ktory
w najwigkszym stopniu hamowat proliferacje¢ komorek raka jelita grubego okreSlita stezenie potrzebne do
zahamowania biosyntezy DNA w 50% przy 0,8 umola. Z kolei dla innej pochodnej (oznaczonej w pracy 96b)
w komérkach raka jelita grubego HT-29 stwierdzita hamowanie biosyntezy DNA przy 2,3 umola. W dalszych
badaniach Doktorantka ocenita wptyw zwiazkéw na indukcj¢ apoptozy w komérkach obu linii nowotworowych
raka jelita grubego z wykorzystanierh aneksyny V i jodku propidyny. Uzyskane wyniki zostaly przedstawione
i omowione w formie cytograméw. Uzyskane dla tej czgéci badan wyniki zostaly dodatkowo potwierdzone
z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego po wykonaniu barwienia oranzem aktydyny i bromkiem etydyny.

W kolejnych pracach mgr Anna Szymanowska skupita si¢ na ocenie wptywu testowanych zwiazkow na zmiang
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mitochondrialnego potencjatu blonowego w komérkach raka Jelita grubego DLD-1 i HT-29 z wykorzystaniem
cytometru przeplywowego. Nalezy podkresli¢, ze badane zwigzki w duzo wigkszym stopniu niz referencyjnie
zastosowany S-fluorouracyl i roskowityna obnizaly potencjat mitochondrialny. Zwienczeniem badaf byla na
poczatku ocena wptywu badanych zwiazkéw wykonana na obu liniach komérek nowotworowych jelita grubego
na aktywnos¢ kaspaz 9, 8 i 10, ktéra pozwolita na konkluzjg, ze badane zwiazki aktywuja kaspazy.
W koncowym podrozdziale tej czeéci Doktorantka przedstawila wyniki badafn w zakresie zdolnodci
sulfonamidowych pochodnych uktadu pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny do aktywacji kaspaz 3/7
- w komorkach DLD-1 i HT-29.

W rozdziale dyskusja Pani mgr Anna Szymanowska uzasadnita dokonany wybdr przedmiotu badan
1 przyjeta strategie syntezy oraz funkcjonalizacii pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn. Badania zostaly zaplanowane
bardzo racjonalnie, a przeprowadzona dyskusja zaréwno w zakresie uzyskanych danych z syntezy, jak i badan
biologicznych zostala wykonana bardzo kompleksowo. Doktorantka zaobserwowala nizszqg podatnosé
podstawnika metylosulfanylowego w reakcjach podstawienia nukleofilowego w ukladzie pirazolo[4,3-e]-
-[1,2,4]triazyny. Czy mozna ten efekt wyjasnic¢? Za bardzo interesujacg uwazam przedstawiona w tej czeéci pracy
doktorskiej dyskusje dotyczaca tautomerii azydo-tetrazolowej w ukladzie pirazolo[4,3-¢][1,2,4]triazyny.
Doktorantka omawiajac takze analiz¢ produktow oz_naczonybh symbolami 96a-f z uzyciem metod spektroskopii
- NMR wspomniata o szczatkowych sygnatach od form azydkowych. Czy przy okazji badar: z uzyciem 'H i °C
NMR rozwazano badania "N NMR? Zastanawialem sie takze, czy z literatury lub doswiadczen Doktorantki cos
wiadomo na temat réwnowagi tautomerycznej pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn w roztworach wodnych lub wodno-
alkoholowych? Czy dla aktywnosci biologicznej tych zwigzkéw ktéras z form tautomerycznych Jjest bardziej
preferowana? W poddanej mojej ocenie dysertacji Doktorantka przeprowadzita kompleksowa ocene aktywnosci
biologicznej sulfonamidowych pochodnych 5-metylosulfonylo-pirazolo[4,3-¢][1,2,4]triazyny i pirazolo[4,3-e]-
-tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny' wzglgdem dwoch linii komérkowych raka jelita grubego DLD-1 i HT-29. Dane
te zostaly bardzo krytycznie przedyskutowane w kontekscie wczedniejszych doswiadczefi Zespotu, jak i bardzo
aktualnego w tej dziedzinie $wiatowego piSmiennictwa. Dane in vitro pozwolily tez na wyselekcjonowanie
trzech sulfonamidowych pochodnych pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyn do dalszych badan z uwagi na
wykazany potencjal wzgledem komorek raka jelita grubego DLD-1 i HT-29. ‘

W rozdziale wnioski Pani mgr Anna Szymanowska przedstawila najwazniejsze aspekty przeprowadzonych
badan. W przypadku wniosku 2 zastanawiam sig, jakie badania Doktorantka mogla jeszcze zaplanowaé celem
wzmocnienia tezy dotyczqcej dominujgcej formy tetrazolowej w badanych rozpuszczalnikach. Moja uwaga
wynika z tego, Ze w dysertacji zostaly przedstawione badania z uzyciem spektroskopii NMR w jednym
rozpuszczalniku. Czy odnoszgc sig do badan w réznych rozpuszczalnikach Doktorantka miala na mysli réwniez
daner literaturowe i inne dane jeszcze nieopublikowane?

Tres¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Szymanowskiej jest zgodna z teza postawiong w tytule. Podjety
cel pracy zostal poprawnie zrealizowany w czesci eksperymentalnej, przedstawiony w wynikach i ich dyskusji,
a takze wnioskach. Hipoteza zawarta na poczqtku badan dotyczgca w szerokiej perspektywie oceny wplywu

sulfonamidowych pochodnych zawierajacych uklad pirazolo[4,3-¢]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny na
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indukcj¢ apoptozy w komérkach raka jelita grubego DLD-1 i HT-29 na styku stosowania zaawansowanych
metod chemii medycznej, chemii organicznej i biochemii, wydawata si¢ bardzo racjonalna. W miarg postgpu
prac badawczych zostala pozytywnie zweryfikowana i doprowadzila do bardzo interesujacych wnioskéw.
Wykonane przez mgr Anne Szymanowska multidyscyplinarne badania pozwolily na zaprojektowanie
i przeprowadzenie wieloetapowej syntezy sulfonamidowych pochodnych pirazolo[4,3-¢]tetrazolo[4,5-5]-
-[1,2,4]triazyny i wykazanie dla sulfonamidowych pochodnych pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-5][1,2,4]triazyny
interesujgcej aktywnosdci cytotoksycznej i antyproliferacyjnej wzgledem komoérek raka jelita grubego DLD-1
i HT-29. Ponadto dla wybranych tréjcyklicznych sulfonamidowych pochodnych pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b]-
-[1,2,4]triazyny Doktorantka wykazata wlasciwosci proapoptotyczne wzgledem komérek raka jelita grubego
‘DLD-l i HT-29. W $wietle obecnego stanu wiedzy tego typu kompleksowe badania stwarzaja duze perspektywy
aplikacyjne. Dysertacja jest bogata warsztatowo, pokazuje bardzo metodyczne podejscie przy otrzymywaniu
nowych potencjalnych zwigzkéw aktywnych farmaceutycznie, poczawszy od syntezy chemicznej, poprzez
charakterystyke fizykochemiczng nowych sulfonamidowych pochodnych pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b]-
-[1,2,4]triazyny, po kompleksowg oceng wlasciwosci biologicznych metodami in vitro, w zakresie oceny ich
wplywu na indukcj¢ apoptozy w komérkach raka jelita grubego DLD-1 i HT-29. Dane eksperymentalne
uzyskane w badaniach biologicznych dla nowych zwigzkéw zostaly krytycznie oméwione w kontekécie
Swiatowego pismiennictwa i wczesniejszych doswiadczen Wspotpracownikéw. Doktorantka bardzo starannie
udokumentowata przeprowadzone badania, a takze dokonata wnikliwej ich analizy zaréwno w zakresie
przeprowadzonych syntez, jak i_badar’l biologicznych. i
Wyniki przedstawione w dysertacji majg duzg warto$¢ poznawczg dla chemii lekéw i z pewnoécia sa dobrym
punktem wyjscia do planowania dalszych prac. Recenzowana praca wyréznia si¢ w kilku aspektach: (i) Badania
zostaly przeprowadzone wedlug dobrze przemyslanego schematu i objelty synteze i poglebione badania
biologiczne in vitro, w tym molekularnego mechanizmu dziatania serii nowych sulfonamidowych pirazolo-
-[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyn, ktére posiadaja wlasciwosci cytotoksyczne wzgledem komoérek raka jelita
grubego DLD-1 144 i HT-29 w zakresie stezen mikromolarnych, (ii) Badania doprowadzity do wymiernego
efektu poznawczego jakim stato si¢ wyselekcjonowanie trzech zwigzkéw o interesujgcej aktywnosci wzgledem
linii komoérek raka jelita grubego DLD-1 i HT-29, a uzyskane wyniki sa doskonalym punktem wyjscia do
dalszych badan podstawowych oraz aplikacyjnych, (iii) Doktorantka zastosowata i umiejetnie wykorzystata
nowoczesny warsztat badawczy chemii medycznej, zarowno pod wzgledem doboru reagentéw, technik syntezy
chemicznej, charakterystyki fizykochemicznej oraz zastosowanych badan do oceny aktywnos$ci biologicznej,
(iv) Czegs¢ wynikow przedstawionych w dysertacji zostata opublikowana w czasopismach z chemii medycznej
0 uznanej renomie.
- Dysertacja jest napisana bardzo poprawnym jezykiem, zwracam uwage na drobne kwestie do rozwazenia, na

ktore napotkatem w pracy: (i) s. 15 — powinno by¢ ,,neutrofili”, (ii) str. 36 — zapewne chodzito o odwotanie do Ryciny 9, na ktdrej przedstawiono
strukturg chemiczna tirapazaminy, (iii) w pracy stosowano nazwe N-bromosukcynoimid dla imidu kwasu bursztynowego (NBS), ktéra jest spotykana
w piSmiennictwie, ale zalecatbym korzystanie z polskiego rdzenia nazwy, (iv) w wielu miejscach pracy napotkatem na skrity dotyczace godziny — h
i stgzen pM, zalecalbym stosowanie godz. i pmol, (v) s. 46 i inne miejsca w pfacy — ,zsyntetyzowane” - to galizm (fr. synthétiser), sugeruje¢ po prostu

syntezowac, (vi) Cel pracy — fragmenty tej czedci zostaly przedstawione w konwencji prezentacji wynikéw badan, (vii) Czg$¢ do$wiadczalna - Przy
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przedstawianiu danych 'H NMR podawanie statej J po zaokragleniu do najblizszej wartodci 0,5 pozwala na uniknigcie rozbieznoéci w odezycie statych J
z widm na poziomie znacznie przekraczajacym blad ostatniej cyfry znaczacej, (viii) s. 84 — Sugerowalbym nazywanie podstawnika w strukturze zwiazku

97d w pozycji 5 tak jak zostat okreslony w nazwie chemicznej na s. 72, czyli 1,3-dihydroksy-2-metylopropan-2-yloaminowy.

Reasumujgc uwazam, ze Pani mgr Anna Szymanowska doskonale zmierzyla si¢ z postawionym
w temacie pracy problemem, wykazala si¢ znajomoscia zagadnien teoretycznych i przygotowaniem
warsztatowym. Moja wysoka ocena wartoSci merytorycznej przedstawionej dysertacji wynika
z umiejetnego polaczenia przez Doktorantke wiedzy z zakresu syntezy chemicznej i chemii lekéw.
Przekazana do recenzji rozprawa doktorska w pelni spelnia wymogi stawiane tego typu pracom, dlatego
tez wnosz¢ do Wysokiej Rady Dyscypling Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku o dopuszczenie mgr Anny Szymanowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na wysoka merytoryczng warto$¢ przedlozonej do recenzji dysertacji, zwracam si¢ do

Wysokiej Rady Dyscypliny z wnioskiem o wyréznienie przedmiotowej pracy doktorskiej.
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