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Ocena
rozprawy doktorskiej pt. ,Synteza i aktywnosc¢ biologiczna nowych pochodnych pirolo[3,4-
d]pirydazynonu” wykonanej przez mgr tukasza Szczukowskiego w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Lekéw Wydziatlu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we
Wroctawiu pod kierunkiem dr hab. Piotra Swiatka, prof. uczelni.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w oparciu o cykl trzech
prac oryginalnych opublikowanych w latach 2020-2021 w renomowanych czasopismach
specjalistycznych, tj. Bioorganic Chemistry (2020) oraz International Journal of Molecular Sciences
(2020, 2021). tgczny wspdtczynnik IF wspomnianych publikacji jest wysoki i wynosi 17,516,
a liczba punktéw MNIE to 380. W kazdej z wymienionych publikacji Doktorant jest autorem
pierwszym i korespondencyjnym, co potwierdza jego dominujacg role w prowadzonych
badaniach (w szczegélnosci chemicznych), a takie w opracowaniu poszczegdlnych
manuskryptow. Stwierdzenie to znajduje rowniez odzwierciedlenie w o$wiadczeniach
pozostatych wspodtautoréw, ktére zostaty dotaczone do rozprawy doktorskiej, i ktére w sposéb
precyzyjny wskazujg na wktad poszczegdlnych oséb zaangazowanych w badania naukowe bedace
przedmiotem dysertacji. Nalezy z catym naciskiem podkreslié, iz poruszona przez Doktoranta
tematyka badawcza, zwigzana z rozwojem kandydatéw na nowe leki przeciwbdlowe
i przeciwzapalne jest niezwykle istotna i aktualna bioragc pod uwage niejednokrotnie niska
skutecznos¢ kliniczng, a takze szereg dziatan niepozadanych preparatéw dedykowanych do
leczenia bélu oraz choréb o podfozu zapalnym. W tym aspekcie, szczegélnie cenne wydaje sie
poszukiwanie nowych kandydatéw do terapii bélu neuropatycznego, ktérego farmakoterapia
jest nieskuteczna u ponad 50% chorych, a w jego fagodzeniu szczegélnie ciekawe moga okazaé
sie zwigzki o osrodkowych mechanizmach dziatania.

Rozprawa doktorska ma forme rozbudowanego autoreferatu, na ktéry sktadaja sie
wprowadzenie, cel pracy, opis zastosowanych metod badawczych, prezentacja i omdéwienie
wynikéw badar, podsumowanie oraz wnioski. Cze$¢ z wyzej wymienionych rozdziatéw zostata
stusznie zredukowana i odnosi sie bezposrednio do publikacji. Rozprawe uzupetnia wykaz
zastosowanych skrétow, streszczenie oraz trafnie dobrana i aktualna bibliografia obejmujaca 61
pozycji. Wszystkie wspomniane cze$¢ zostaty w catosci przettumaczone na jezyk angielski, co
niewatpliwie wymagato znacznego naktadu pracy przez Doktoranta, natomiast w mojej oceny nie
byto to konieczne majac na uwadze fakt, iz integralng czes¢ dysertacji stanowig publikacje
przygotowane w jezyku angielskim. W pracy znajdujg sie réwniez stosowne oéwiadczenia
wspotautorow ww. prac oryginalnych.



Informacje zamieszczone we wstepie rozprawy w zwiezly, ale satysfakcjonujacy sposéb
charakteryzujag m.in. proces zapalny, funkcje poszczegdlnych izoform 1-3 cyklooksygenazy
(COX), a takze dziatania niepozadane znanych NLPZ, co wedtug mojej opinii uzasadnia celowos¢
prowadzonych badann naukowych. W tej czesci rozprawy dyskusyjne wydaje sie natomiast
stwierdzenie Doktoranta, iz modyfikacje strukturalne znanych NLPZ mogg przyczynic¢ si¢ do
obnizenia ich toksycznosci, bowiem w ogromnej wiekszosci przypadkéw obserwowane dziatania
niepozadane wynikajg bezposrednio z mechanizmu dziatania, co zostato podkreslone takie
w rozprawie. W tym kontekscie, w mojej ocenie, korzystnie bytoby réwniez opisa¢ najnowsze cele
molekularne dla kandydatéw na nowe i potencjalnie skuteczniejsze leki przeciwzapalne lub/i
przeciwbdlowe, takie jak m.in. kanat TRPV1, kanaty wapniowe typy L i T, kanaty sodowe
Nav1.7/Nav1.8, receptory kannabinoidowe CB1/CB2, receptory NMDA, serotoninowe, sigma
i wiele innych, mimo, ze mechanizmy te nie korespondujg bezposrednio z zakresem badan
farmakologicznych proponowanych dla nowo otrzymanych pochodnych. Niemiej jednak, wedtug
mojej opinii, budowa chemiczna opisanych zwigzkéw moze sugerowac¢ zdecydowanie multi-
modalny mechanizm dziatania, w tym miedzy innymi wptyw na kanaf TRPV1, bedacy aktualnie
jednym z najbardziej atrakcyjnych i szeroko eksplorowanych ,targetéw” biologicznych dla
substancji o aktywnosci antynocyceptywnej. Warto podkresli¢ w tym miejscu, iz problematyka
poruszona przez Doktoranta nawigzuje do wieloletnich prac chemiczno-farmakologicznych
w grupie pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dionu, prowadzonych w Katedrze i Zaktadzie
Chemii Lekéw Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu (patrz badania Prof. Wiestawa Malinki).
Wybér uktadu podstawowego, tj. pirydazynonu uzasadnia réwniez przeglad literatury
dokonany przez Doktoranta, ktéry wskazuje na silne dziatanie przeciwzapalne lub/i
przeciwbdlowe zwigzkéw posiadajgcych w strukturze wspomniany ukiad farmakoforowy,
w tym m.in. emorfazonu, leku zarejestrowanego w Japonii we wskazaniach bélowych.

Celem badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej byto opracowanie nowej
klasy silnych inhibitoréw cyklooksygenazy (COX), preferencyjnie izoformy indukowanej (COX-
2), charakteryzujacych sie niskg gastrotoksycznoscia, bedacych pod wzgledem strukturalnym
potaczniami hybrydowymi, pochodnymi pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dionu modyfikowanymi
fragmentami 1,3,4-oksadiazolu i 1,2,4-triazolu. Hipoteza badawcza zaktadajgca otrzymanie serii
oryginalnych zwigzkéw, bedacych analogami opisanych wczesniej pochodnych pirolo[3,4-
d]pirydazyno-1,4-dionu reprezentowanych przez zwigzki modelowe o symbolach 8a i 8b, ale
cechujacych sie w stosunku do nich silniejszg inhibicjag COX-2 lub/i obnizong toksycznoscig (m.in.
w odniesieniu do wptywu na przewdd pokarmowy), pojawia sie we Wstepie rozprawy, co jest
w mojej opinii nieco mato czytelne. Wg mnie korzystniej bytoby wydzieli¢ ten fragment, tagcznie
z uzasadnieniem proponowanych modyfikacji chemicznych jako osobny podrozdziat
zatytutowany ,Zatozenia badan” lub ,Hipoteza badawcza”. Uwage t3a nalezy traktowaé jedynie
jako sugestie utatwiajacg podazanie za tokiem myslowym Autora, natomiast proponowane
przez Doktoranta modyfikacje struktury rdzeniowej, m.in. wprowadzenie heterocyklicznych
bioizosterow grupy karboksylowej (tj. 1,3,4-oksadiazolu i 1,2,4-triazolu) w celu obnizenia
kwasowosci nowo otrzymanych potaczen lub inkorporowanie farmakoforowego fragmentu
arylopiperazyny lub arylopiperydyny celem wzmocnienia aktywnosci biologicznej s3 dobrze
uzasadnione w oparciu o dane literaturowe. W mojej ocenie pojawiajgce sie w tej czesci pracy
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koksyby, bedgce selektywnymi inhibitorami COX-2, zostaty przywotane btednie, poniewaz zaden
z otrzymanych przez Doktoranta zwigzkéw nie posiada w swojej strukturze pierscieni
heterocyklicznych wystepujagcych w budowie chemicznej wspomnianych NLPZ (m.in.
tetrahydrofuranu — rofekoksyb lub pirazolu — celekoksyb).

Metodyka badan chemicznych, ktére to stanowig nota bene podstawe ubiegania sie
kandydata o stopien doktora, zostata opisana w sposéb przejrzysty, szczegétowy
i wyczerpujacy, a zastosowane techniki stuzace do kontrolowania postepu reakcji, oczyszczania
otrzymanych substancji, a takze do celéw analitycznych, tj. ocena czystosci i potwierdzenie
struktury, sa adekwatne i powszechnie uznawane za wystarczajgce. W mojej ocenie wsréd
zastosowanych metod brakuje oceny czystos¢ przy zastosowaniu techniki HPLC, ktéra jest
bezdyskusyjnie najlepszym narzedziem stuzgcym do tego celu.

W ramach prowadzonych prac badawczych Doktorant w wyniku kilkuetapowego
postepowania syntetycznego otrzymat facznie 36 oryginalnych pofaczen, z czego 18 to
pochodne 1,3,4-oksadiazolowe i ta sama liczba analogow 1,2,4-triazolowych. Zwigzki te zostaty
uzyskane stosujac reakcje alkilowania (w tym aminometylowania w przypadku N-zasad
Mannich’a), cyklizacji oraz tworzenia amidéw. Dlatego tez, w obu ww. seriach mozna wyrdéznic¢
substancje bedace pod wzgledem strukturalnym N-zasadami Mannich’a lub amidami, w ktérych
funkcje aminowg tworzg réznie podstawione pochodne arylopiperazyny lub arylopiperydyny.
W moim odczuciu fragmenty rozprawy dotyczace badan chemicznych, ktérych gtéwnym
wykonawcg byt Doktorant, zostaty potraktowane nieco zbyt skrétowo w stosunku do opisu badan
in silico, a takze badan farmakologicznych in vitro i in vivo, za ktére odpowiadali pozostali
wspotwykonawecy, i ktére stuzyty jedynie do zweryfikowania postawionej hipotezy badawczej.
Nalezy jednak podkreslic, iz zakres prac chemiczno-analitycznych opisanych w poszczegélnych
publikacjach wchodzacych w skiad cyklu jest znaczacy, a kazdy z produktow posrednich zostat
niezwykle wyczerpujgco scharakteryzowany na podstawie danych spektralnych, co zwykle nie
jest wymagane w wielu czasopismach specjalistycznych. Wskazuje to niewatpliwie na
pracowitosc i dobra znajomos¢ metod analitycznych przez Doktoranta.

Oceniana rozprawa posiada charakter multidyscyplinarny i obejmuje synteze organiczng,
a takze panel testow in vitro oceniajgcych interakcje otrzymanych pochodnych z COX-1 i COX-2,
wigzanie sie substancji z albuminami osocza, ocene cytotoksycznosci na linii komdrkowej
fibroblastow ludzkich (jako element badarn ADME-Tox), a takie potwierdzenie aktywnos$ci
przeciwzapalnej i przeciwbdlowej oraz wptywu na btone $luzowg przewodu pokarmowego dla
wybranych zwigzkéw w modelach zwierzecych. Na uwage zastuguje fakt, iz badania in vivo
poprzedzone zostaty wstepng oceng toksycznosci w warunkach in vitro, co jest zgodne
z aktualnymi wytycznymi w procesie rozwoju nowych substancji leczniczych. W mojej ocenie
zakres badan zostat skonstruowany prawidtowo i kompleksowo, co pozwolito na
zweryfikowanie postawionej hipotezy badawczej, zrealizowanie celu badan, a takie
wyselekcjonowanie kandydatéw na nowe leki przeciwbolowe/przeciwzapalne do szerszego
rozwoju przedklinicznego.

Najwazniejszym osiggnieciem Doktoranta wynikajagcym z przeprowadzonych badan byto
zidentyfikowanie zwigzkéw bedacych stosunkowo silnymi inhibitorami COX-1 i COX-2, a takze
substancji hamujacych preferencyjnie lub selektywnie izoforme indukowang COX-2 (w szcze-
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gdlnosci byty to N-zasady Mannich’a), co stanowito zasadniczy cel mechanistyczny prowadzonych
badarn. Na uwage zastuguje rowniez fakt, iz wiekszo$¢ z otrzymanych pochodnych dziatata
efektywniej na COX-2, anizeli meloksykam bedacy wainym klinicznie NLPZ, o preferencyjnej
inhibicji COX-2, ktéry zostat uzyty jako substancja referencyjna. Warto podkresli¢, iz sposob
oddziatywania nowo otrzymanych zwigzkéw z COX-1 i COX-2 przeanalizowano z sukcesem
w badaniach modelownia molekularnego. Uzupetnieniem charakterystyki farmakologicznej byta
ocena aktywnosci antyoksydacyjnej oraz interakcji z albuminami osocza w badaniach in vitro,
a dla wyselekcjonowanych i najbardziej obiecujacych pochodnych wykonano testy in vivo na
myszach pod katem dziatania antynocyceptywnego w tescie odsuniecia ogona i modelu bodlu
tonicznego indukowanego formaling oraz dziatania przeciwzapalnego w tescie karageninowym.
Dodatkowo dla zwigzkéw tych zbadano ich wptyw na stezenie prostaglandyny E2 (PGE2)
i mieloperoksydazy oraz gastrotoksycznosci (profil bezpieczeristwa). W rezultacie, przepro-
wadzone badania chemiczno-farmakologiczne umozliwity wyselekcjonowanie zwigzkow
o aktywnosci przeciwbdlowej i przeciwzapalnej zblizonej do indometacyny, co niezwykle
istotne pozbawionych dziatania gastrotoksycznego, charakterystycznego dla ww. refere-
ncyjnego preparatu, a takze posiadajgcych korzystne witasciwosci antyoksydacyjne. W mojej
ocenie, zwigzki o opisanym powyzej profilu farmakologicznym moga by¢ ciekawymi
kandydatami do bardziej szczegétowego rozwoju przedklinicznego, badz dalszych optymalizacji
strukturalnych, ktére umozliwig poprawe wtasciwosci fizykochemicznych czasteczek, a w szcze-
golnosci penetrowanie do OUN, ktére to moze okazac sie niewystarczajgce w celu uzyskania
efektow osrodkowych (patrz dane fizykochemiczne in silico, publikacja P3).

Podsumowujac, uzyskane wyniki uwazam 2z catym przekonaniem za oryginalne
i wartosciowe dla rozwoju dyscypliny nauki farmaceutyczne, w szczegodlnosci specjalnosci
chemia lekéw, a forme ich dyskutowania za satysfakcjonujacg i na tym etapie wyczerpujaca.
Badania ujete w rozprawie doktorskiej zostaty zaplanowane w sposéb logiczny i konsekwentnie
zrealizowane. Doktorant w sposéb jasny formutuje zaktadane cele, umiejetnie dobiera
odpowiednie narzedzia badawcze stuzgce weryfikacji hipotezy badawczej, planuje kolejne
eksperymenty w kooperacji z przedstawicielami innych jednostek, co uwazam za bardzo cenne
dla prac doswiadczalnych, i co swiadczy o dojrzatosci naukowej, a takze umiejetnosci pracy
zespotowej kandydata do stopnia doktora.

Szczegdtowa analiza wynikéw opisanych w rozprawie rodzi pewne watpliwosci, pytania
i sugestie, ktdre w przysztosci mogg pozwoli¢ na lepsze planowanie badan, w rezultacie
opracowanie kolejnych wartosciowych publikacji, a by¢ moze przygotowanie zwigzku/projektu do
komercjalizacji:

e Czy Doktorant projektujac zwigzki o budowie hybrydowej oczekiwat uzyskaé pochodne
o selektywnym wptywie na COX-2, czy tez substancje o wielocelowej farmakodynamice?
e (Czy probowano modyfikowaé warunki reakcji tak by mozna byto uzyskaé wytgcznie

pochodne podstawione na atomie tlenu lub atomie azotu (patrz zwigzki wyjsciowe 9 i 10

na Ryc. 5, strona 23). Czy N-podstawione pochodne mogg réwniez okazac sie ciekawe

z punktu widzenia dziatania biologicznego?



e Czyzbadana zostata stabilno$¢ chemiczna i metaboliczna zwigzkéw o charakterze N-zasad
Mannich’a? Tego typu pofgczenia tworzy sie zwykle jako proleki ze wzgledu na niska
stabilno$é metaboliczng. Czy fakt ten moze mie¢ implikacje kliniczne?

e Czy przeprowadzono albo planuje sie badania farmakokinetyczne dla najaktywniejszych
pochodnych? Jest to kluczowe dla rzetelnej analizy PK/PD, a w szczegdlnosci mozliwosci
osiggniecia stezenia efektywnego w osoczu i potencjalnie OUN? Wydaje si¢ to byc
kluczowe majgc na uwadze silne wigzanie sie otrzymanych zwigzkéw z albuming bydlecy,
a tylko frakcja wolna zwigzku decyduje o dziataniu biologicznym,

e Czy istnieje racjonalne uzasadnienie obecnosci ugrupowania sulfinylowego i tioeteru
w otrzymanych zwigzkach, zamiast grupy karbonylowej i eteru, ktére wystepuja znacznie
czesciej w strukturach znanych lekéw?

e Masy wszystkich jonéw pseudomolekularnych w publikacjach P1-P3 podano z dokta-

dnoscig do 0,0001. Czy widma masowe wykonano technikg HRMS?
e Czy w przypadku badari in vivo oceniono réwniez wptyw zwigzkéw na ruchliwosé

spontaniczng myszy? Jest to istotne, poniewaz dziatanie sedatywne substancji moze
powodowa fatszywie dodatnie wyniki w obu zastosowanych modelach bélu,

e W mojej ocenia zwigzek 7b opisany w publikacji P1, ktéry zostat przywotany na stronie 44
rozprawy, nie jest najsilniejszym inhibitorem COX-1 lub/i COX-2,

e Dos¢ niefortunne wydaje sie zredagowanie tytutu kilku akapitow jako ,Projekt i synteza”,
wg mojej opinii o wiele lepsze wydaje sie wyrazanie ,,Projektowanie i synteza”,

e Termin ,racjonalne projektowanie” pojawiajacy sie w rozdziale , Cele pracy” wydaje sie
by¢ skrétem myslowym, poniewaz metoda ta zaktada wykorzystanie tréjwymiarowej
struktury celu molekularnego,

e Zastanawiajgca jest dos¢ znaczgca rdznica w inhibicji COX-1 przez meloksykam w publikacji
P1 i P2, mianowicie odpowiednio 1C50=104,5 puM oraz 1C50=83,7 uM. Jak mozna
wyttumaczyd tg rozbieznosc¢?

Reasumujgc, pod wzgledem merytorycznym i formalnym przediozona do oceny
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574, z pézn. zm.), zatem wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we
Wroctawiu, o jej przyjecie i dopuszczenie Autora, mgr tukasz Szczukowskiego, do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Dodatkowo, majagc na uwadze innowacyjnosé¢, multidyscyplinarny charakter,
kompleksowos¢ i wysoki poziom naukowy przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej,
a takze fakt, ze opisane w niej badania sg przedmiotem trzech prac oryginalnych
w czasopismach o uznanej w srodowisku renomie, wnioskuje o jej wyrdznienie.

Krakéw, 27.06.2022
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