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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr tukasza Szczukowskiego pt. ,Synteza i aktywnos¢ biologiczna
nowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu” wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Chemii

Lekéw Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu

Bél towarzyszy cztowiekowi od zawsze, zaréwno ten fizyczny, jak i psychiczny. Zasadniczo
wiekszos¢ uwaza, ze bdl duszy jest trudniejszy do wyleczenia i chyba stad wynika tak duze
zainteresowanie naukowcow pracami nad nowymi lekami przeciwdepresyjnymi. Ale czy na
pewno majg racje. Chyba kazdy z nas wie, co to znaczy bdl zeba, bdl kregostupa czy bol
stawow. Siegamy wtedy po leki o dziataniu przeciwbdélowym i przeciwzapalnym. Jesli bl jest
krétkotrwaty nie ma problemu, poczujemy ulge. Ale jesli ktos musi leczy¢ sie przez dtuzszy
czas to my farmaceuci wiemy, jakie konsekwencje niesie za sobg dtugotrwate stosowanie
lekéw z grupy NLPZ. Wystarczy spojrze¢ na ulotke dowolnego leku z tej grupy, aby przekonaé
sie, ze wskazania do stosowania zawarte sg w jednym zdaniu, natomiast przeciwwskazan i
dziatan niepozadanych jest najczesciej strona A4. Pamietam, jak wprowadzono do lecznictwa
Vioxx, to byt przetom w leczeniu bdlu. Niestety dos¢ szybko okazato sie, ze powoduje
incydenty kardiotoksycznosci wigcznie z zejsciem $miertelnym. Los Vioxx-u podzielito wiele
innych substancji. Wcigz trwajg prace badawcze nad znalezieniem takiego zwigzku
chemicznego, ktéry bedzie dziatat selektywnie, skutecznie a jednoczesnie bedzie bezpieczny
dla pacjenta. Praca badawcza mgr tukasza Szczukowskiego jest prdobg znalezienia
alternatywy dla dostepnych lekéw z grupy NLPZ.

Praca doktorska Pana tukasza Szczukowskiego zostata przedstawiona do recenzji w formie
cyklu trzech publikacji opublikowanych w latach 2020-2021, w prestizowych czasopismach o
tacznym wspotczynniku  oddziatywania IF = 17,123, opatrzonych 44 stronicowym
komentarzem w jezyku polskim oraz takim samym w jezyku angielskim. Prace majg charakter

opracowan wieloautorskich. We wszystkich pracach Doktorant jest pierwszym autorem oraz



autorem korespondencyjnym. Oswiadczenia wspotautorow wskazuja na wiodgcy role
Doktoranta w ich powstaniu.
Komentarz zawiera wykaz publikacji wchodzacych w sktad cyklu bedacego przedmiotem
rozprawy, wprowadzenie, cel pracy, metodyke badan, prezentacje i omdéwienie wynikéw,
podsumowanie i wnioski, piSmiennictwo, oswiadczenia wspotautorow. Doktorant dotgczyt
takze prace wchodzace w sktad cyklu. Komentarz jest napisany bardzo tadnym jezykiem,
przejrzyscie, z czytelnymi wzorami i wykresami, z duzg dbatosciag o szate graficzng. W czesci
wprowadzajgcej Doktorant przedstawia charakterystyke stanu zapalnego a takze opisuje
cyklooksygenaze, enzym bedacy celem molekularnym dla aktualnie stosowanych lekéw
przeciwzapalnych, jak tez dziatania niepozgdane wynikajgce ze stosowania inhibitoréw COX.
Ostatnia cze$¢ wprowadzenia poswiecona jest pochodnym pirydazynonu. Autor przedstawia
przyktady zastosowania tego typu zwigzkéw, jako inhibitorow COX oraz przywotuje
najbardziej obiecujace badania prowadzone w Katedrze Chemii Lekdw na odkryciém nowych
lekdw w grupie pochodnych pirydazynonu. Na zakoriczenie wprowadzenia do pracy mgr
Szczukowski w formie schematu przedstawit koncepcje budowy nowych zwigzkéw o
potencjalnej selektywnej aktywnosci w stosunku do COX-2 oraz bezpieczeristwie stosowania
i niskiej szkodliwosci na btone sluzowga przewodu pokarmowego.
Doktorant postawit sobie jeden gtéwny cel badawczy jakim byta synteza nowych pochodnych
pirolo[3,4-d]pirydazynonu o znaczgcej aktywnosci przeciwbdlowej i przeciwzapalne;j.
Cel ten zrealizowat poprzez

e otrzymanie serii pochodnych 1,3,4-oksadiazolowych oraz 1,2,4-triazolowych

pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu

e ocene zdolnosci hamowania COX-1 i COX-2

e ocene aktywnosci antyoksydacyjnej

e okresienie modeiu wigzania nowo otrzymanych zwigzkéw z aibuming

e ocene aktywnosci przeciwbdlowej i przeciwzapalnej in vivo.
Pierwszy etap pracy syntetycznej polegat na dziataniu chlorooctanem metylu w srodowisku
acetonitrylu na dwa zwigzki : 6-fenylo-3,5,7-trimetylo-2H-pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dion
oraz 6-butylo-3,5,7-trimetylo-6-fenylo-2H-pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dion. Otrzymano 4
zwigzki: dwie N-pochodne oraz dwie O-pochodne. Udowodniono, na podstawie widm
magnetycznego rezonansu jadrowego, po uprzednim rozdzieleniu na kolumnie, ze w

warunkach prowadzenia eksperymentu w przewadze powstawat O-izomer. Kolejny krok



polegat na dziataniu na otrzymane O-analogi wodzianem hydrazyny. Pozwolito to na
otrzymanie hydrazydéw, ktére w reakcji z disiarczkiem wegla ulegaty cyklizacji odpowiednio
do 6-fenylo-3,5,7-trimetylo-1-[(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-ylo)metoksy]pirolo[3,4-
d]pirydazyno-4-onu oraz 6-butylo-3,5,7-trimetylo-1-[(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-
ylo)metpksy]pirolo[3,4-d]pirydazyno-4-onu. Ostatni etap syntezy polegat na reakgji
otrzymanych zwigzkéw z siedmioma aminami drugorzedowymi i 37% wodnym roztworem
formaldehydu. Wiekszo$¢ amin stanowity pochodne fenylopiperazyny z podstawnikami
elektronoakceptorowymi i jednym elektronodonorowym. W ten sposéb Doktorant otrzymat
14 nowych zwigzkéw o charakterze zasad Mannicha. Nastgpnie Doktorant postanowit
sprawdzi¢ czy dtugos$¢ linkera pomiedzy wyjsciowym uktadem heterocyklicznym a aming
moze mieé¢ wptyw na aktywno$¢. Wobec tego otrzymat cztery pochodne, w ktérych
ugrupowanie arylopiperazynowe potaczone jest z atomem siarki pierscienia oksadiazolo-
tionu przez tgcznik 2-oksoetylowy. Zasadniczo, ciezko moim zdaniem poréwnywac
aktywnos¢ zwigzkéw gdzie siarka jest wolna a podstawienie nastgpito przy atomie azotu z
aktywnoscig pochodnych z podstawionym atomem siarki. Moze lepiej byto przeprowadzic
reakcje z difluorowcoalkanem i poddac¢ tak otrzymane N-halogenoalkilowe pochodne
dziataniu amin.

Kolejne prace syntetyczne miaty na celu otrzymanie szeregu nowych zwigzkéw, gdzie w
miejsce oksadiazolu zostat wprowadzony uktad 1,2,4-triazolu. Jako substrat Doktorant
zastosowat hydrazyd kwasu 2-(6-butylo-3,5,7-trimetylo-4-okso-pirolo[3,4-d]pirydazyn-1-
yloksy)octowego. W tym miejscu nasuwa sie pytanie: dlaczego wybdr padt na zwigzek z
podstawnikiem alifatycznym a nie z pierscieniem fenylowym? W reakcji z trzema
izotiocyjanianami: metylu, fenylu oraz 4-metoksyfenylu otrzymat odpowiednie pochodne
tiosemikarbazydu, ktére poddat cyklizacji w $rodowisku zasadowym do analogéw
cyklicznych, pochodnych 1,2,4-triazolu. Otrzymane w ten sposdb zwigzki staty sie
substratami do reakcji tworzenia zasad Mannicha oraz S-pochodnych. W tym przypadku
Doktorant zastosowat trzy pochodne fenylopiperazyny. Niektére z zastosowanych w
syntezach amin Autor otrzymat réowniez na drodze syntezy. W wyniku przeprowadzonych
reakcji z zastosowaniem hydrazydu kwasu 2-(6-butylo-3,5,7-trimetylo-4-okso-pirolo[3,4-
d]pirydazyn-1-yloksy)octowego mgr Szczukowski otrzymat 24 zwigzki nieopisane dotychczas
w literaturze. Podsumowujac te czes¢ pracy pragne zwrdci¢ uwage na otrzymanie szeregu

nowych zwigzkéw, z dobrg wydajnoscia, o zadowalajgcej czystosci i prawidtowo



potwierdzonej strukturze. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu Doktoranta do prowadzenia
badan syntetycznych oraz opanowaniu zaréwno metod syntezy, jak i analizy strukturalnej.
Nasuwa sie tutaj rowniez spostrzezenie, ze badania rozpoczete w ramach tej pracy mozna
kontynuowa¢, stosujac chociazby wszystkie aminy opisane w publikacji 1 do syntezy
pochodnych triazolowych.

Kolejne etapy pracy obejmujgce badania biologiczne, strukturalne oraz in silico zostaty
wykonane we wspofpracy z innymi Zaktadami Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu:
Katedrg i Zaktadem Farmakologii, Katedrg i Zaktadem Chemii Nieorganiczne;j.

Jako pierwsze wykonano testy cytotoksycznosci celem wykluczenia z dalszych badan
zwigzkéw toksycznych. Do badan wykorzystano linie komoérkowa fibroblastéw skéry ludzkiej.
W grupie zwigzkéw z uktadem oksadiazolu wszystkie okazaty sie by¢ nietoksyczne wobec
tego zostaty zakwalifikowane do dalszych badan. Pie¢ zwigzkéw z uktadem triazolu
charakteryzowata sie znaczng cytotoksycznoscig wobec tego do dalszych badan przekazano
tylko 13 z nich. Kolejny etap badan biologicznych obejmowat wyznaczenie zdolnosci
hamowania cyklooksygenazy. Jako leku referencyjnego w badaniach obu grup zwigzkow
uzyto meloksykam — stosowany w lecznictwie preferencyjny inhibitor COX-2. Wszystkie
analizowane pochodne 6-fenylo-3,5,7-trimetylo-1-[(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-
ylo)metoksy]pirolo[3,4-d]pirydazyno-4-onu oraz 6-butylo-3,5,7-trimetylo-1-[(2-tiokso-3H-
1,3,4-oksadiazol-5-ylo)metpksy]pirolo[3,4-d]pirydazyno-4-onu skuteczniej hamowaty COX-2
niz lek referencyjny. Wspoétczynnik selektywnosci COX-2/COX-1 obliczony dla kazdego z
analizowanych zwigzkéw réowniez byt lepszy niz dla meloksykamu. Sposrdd drugiej grupy
zwigzkow poddanej testom enzymatycznym cztery blokowaty preferencyjnie COX-2, kolejne
cztery okazaty sie selektywne w stosunku do tej izoformy enzymu. Tutaj rdwniez osiem
zwigzkdéw dziato lepiej niz meloksykam, jednak stabiej niz celekoksyb zastosowany, jako drugi
lek referencyjny w badaniach.

Dla potwierdzenia wynikéw badarn enzymatycznych wykonano badania dokowania
molekularnego. W przypadku zwigzkéw z uktadem oksadiazoolu udato sie potwierdzi¢ ich
wieksze powinowactwo do COX-2 niz COX-1. Natomiast w przypadku pochodnych z uktadem
triazolu wyniki badan in vitro nie korelujg juz tak dobrze z wynikami in silico. Jest to bardzo
cenne spostrzezenie, ktére w przysztosci pozwoli racjonalnie projektowac¢ nowe zwigzki do
syntezy. Kolejny etap badan biologicznych dotyczyt oceny potencjatu antyoksydacyjnego

nowych zwigzkéw. Przeprowadzono eksperymenty, ktére pozwolity okresli¢ zdolnosc¢



badanych zwigzkdbw do hamowania indukowanego stresu antyoksydacyjnego oraz
nitrozacyjnego. Niektoére z otrzymanych pochodnych dziatajg antyoksydacyjnie. Ma to duze
znaczenie w przypadku poszukiwania zwigzkéw o aktywnosci przeciwzapalnej z uwagi na
fakt, iz wolne rodniki sg silnymi czynnikami prozapalnymi. Na podstawie wynikéw badan
enzymatycznych wytypowano dwie pochodne do badan in vivo. Obie byty pochodnymi 6-
butylo-3,5,7-trimetylo-1-[(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-ylo)metoksy]pirolo[3,4-
d]pirydazyno-4-onu: jedna o najlepszym wspotczynniku hamowania COX-2/COX-1 oraz druga
o selektywnym dziataniu w stosunku do COX-2. Przeprowadzone eksperymenty miaty na celu
ocene aktywnosci przeciwbolowej oraz przeciwzapalnej, wptywu badanych substancji na
btone $luzowq zotadka oraz ekspresje mediatoréw stanu zapalnego. Na podstawie wynikéw
badan mozna stwierdzi¢, ze badane zwigzki charakteryzowaty sie porédwnywalng do
indometacyny sitg dziatania przeciwbdlowego. Mechanizm dziatania nowych pochodnych
jest zwigzany z hamowaniem cyklooksygenazy, co zostato potwierdzone nie tylko w
badaniach enzymatycznych ale réwniez w analizie stezenia mediatorow stanu zapalnego.
Ponadto, obserwacje btony Sluzowej Zzotadka zwierzat laboratoryjnych pozwolity na
stwierdzenie, ze badane zwigzki sg bezpieczne, zaréwno w analizie makro- jak i
mikroskopowej nie zaobserwowano wptywu na sluzéwke.

Dodatkowo przeprowadzono takze badania zdolnosci wigzania nowo otrzymanych
pochodnych z albuming. Jest to istotna informacja z punktu widzenia mozliwosci dystrybucji
zwigzku po podaniu oraz czasu dziatania. Na podstawie wynikéw pomiaréw CD oraz FTIR
stwierdzono, ze w obecnosci badanych zwigzkéw zachodzg zmiany w strukturze BSA, co
$wiadczy o interakcji biatka z ligandem. Analiza wynikéw uzyskanych ze spektroskopii
fluorescencyjnej wskazata na tworzenie komplekséw nowych pochodnych z BSA w stosunku
1:1.

Podsumowujgc, Doktorant w wyniku przeprowadzonych reakcji otrzymat 48 dotychczas
nieopisanych w literaturze zwigzkow. Strukture wszystkich pochodnych jednoznacznie
potwierdzit metodami spektralnymi. Nowo otrzymane zwigzki zostaty poddane badaniom
biologicznym w kierunku aktywnosci przeciwbdlowej oraz przeciwzapalnej. Metodologia tych
badan nie budzi watpliwosci. Przeprowadzone badania biologiczne sg kompletnym panelem
pozwalajgcym na wyciagniecie miarodajnych wnioskow, co w przysztosci moze przyczynic sie

do racjonalnego projektowania kolejnych pochodnych w prezentowanej grupie zwigzkdéw.



Analizujgc poszczegdline etapy stwierdzam, ze zatozone cele zostaty zrealizowane. Doktorant
wykazat sie wiedzg, pracowitoscig, opanowaniem technik syntetycznych. Badania zostaty
zaplanowane w sposob logiczny, a jednoczesnie wcigz pozostajg otwarte, z mozliwoscig
kontynuacji.

Na podstawie przeprowadzonych badan Pan mgr Szczukowski udowodnit, ze 1,3,4-
oksadiazolowe pochodne pirolo[3,4-d]pirydazynonu sg obiecujgcg grupg syntetykéw o
dobrej  aktywnosci  przeciwbdlowej, przeciwzapalnej, pozbawionych  dziatania
gastrotoksycznego, ktore moga w przysztosci stanowic¢ alternatywe dla dostepnych lekéw z

grupy NLPZ.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg oceniam wysoko, uwazam jg za interesujaca,
nowatorsky, w petni spetniajgcg wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Ze wzgledu na
te walory, oraz fakt opublikowania wynikéw badan w prestizowych czasopismach
branzowych o wysokim wspdtczynniku oddziatywania IF pragne rekomendowac rozprawe
doktorskg mgr tukasza Szczukowskiego do wyrdznienia.

Mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne UM we Wroctawiu

wniosek o nadanie mgr tukaszowi Szczukowskiemu stopnia doktora nauk farmaceutycznych.
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