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Recenzja pracy doktorskiej mgr Malgorzaty Anny Strzeleckiej zatytulowanej

~Synteza i ocena potencjalu przeciwnowoltworowego nowych 1,3,4-
oksadiazolowych oraz 1,2, 4-triazolowych pochodnych 4,6-diemtylo-2-
sulfanylopirydyno-3-karboksyamidu” przedstawiona Radzie Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu

w celu uzyskania stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Katedrze i Zaktadzie Chemii Lekdw
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow élaskich we Wroctawiu pod
kierunkiem dra hab. Piotra Swigtka, profesora uczelni, ktérego tematyka badawcza koncentruje sig wokot
zagadnien zwigzanych z projektowaniem, syntezg i oceng wilasciwosci biologicznych pochodnych
wybranych zwigzkow heterocyklicznych, w tym 4,6-dimetyloizotiazolo[5,4-£]pirydyny, a takie 4,6-
dimetylo-2-sulfanylopirydyno-3-karboksyamidu.

Przedstawiona do recenzji rozprawa mgr Matgorzaty Strzeleckiej jest odpowiedzig na wcigz rosngce
zapotrzebowanie na opracowania nowych, skutecznych chemioterapeutykéw. Strategia laczenia
odpowiednich fragmentdw farmakoforowych w celu otrzymania nowych potaczen hybrydowych o wyzszej
aktywnoécl biologicznej jest jednym z powszechnie stosowanych podjeS¢ w chemii medycznej
zmierzajgcych do otrzymania nowych zwigzkow o korzystnym profilu terapeutycznym. Zadaniem
badawczym jakiego podjeta sie Doktorantka byto zaprojektowanie i synteza 3 serii nowych potgczen
zawierajacych  pierécien  1,3,4-oksadiazolu albo 1,2,4-triazolu oraz odpowiednie ugrupowania

farmakoforowe tj. ugrupowanie N-acylohydrazonowe, aminometylowe i azometinowe.

Dysertacja przygotowana zostatla w formie komentarza do spdjnego cyklu trzech tematycznie
powigzanych wieloautorskich artykutéw opublikowanych w renomowanych wysoko punktowanych
czasopismach z listy JCR (dwie prace w Infernational Journal of Molecular Sciences oraz jedna w
Bioorganic Chemnistry). W $wietle o$wiadczen wspétautorow i deklarowanego udziatu samej Doktorantki w
powstanie wyzej wymienionych prac, zastosowanie takiej formy rozprawy doktorskiej jest w petni

uzasadnione. Z przedstawionej dokumentacji jednoznacznie wynika bowiem, ze Doktorantka odegrata
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wiodgcg role w powstaniu koncepcji przedstawionych badan, w opracowaniu metod syntezy
zaprojektowanych zwigzkdw, potwierdzeniu ich budowy i czystosci, brata réwniez udziat w interpretacji
wynikdw badan biologicznych. Wartym podkreslenia jest fakt istotnego wktadu Doktorantki w
przygotowanie manuskryptow; w dwdch pracach mgr Strzelecka jest pierwszym autorem, a w jednej petni

réwniez role wspdtautora korespondujacego.

Opis prac wiasnych poprzedzony zostat krotkim wprowadzeniem, w ktorym Doktorantka w sposob zwiezty
ujeta problemy i ograniczenia dostepnych terapii nowotworowych. W celu wykazania celowosci podjetego
kierunku poszukiwan aktywnych zwiazkdw pokazano struktury dostepnych na rynku farmaceutycznym
chemioterapeutykoéw bazujacych na strukturze 1,3,4-oksadiazolu i 1,2,4-triazolu. W syntetycznej formie
przedstawiono réwniez dotychczasowe ociagniecia macierzystego zespotu w badaniach nad synteza N-
acylohydrazonowych pochodnych 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyno-3-karboksyamidu i ich aktywnoscig
inhibicyjng wobec cyklooksygenazy oraz cytotoksycznoscig wobec testowanych komérek nowotworowych.
W przedstawionym ujeciu badania podjete przez Doktorantke stanowig twoércze rozwiniecie badan

prowadzonych w zespole Promotora,

Cel i zakres pracy zostaly jednoznacznie zdefiniowane, a poszczegdlne cele badawcze racjonalnie
zaplanowane. Na podkreslenie zastuguje interdyscyplinarny charakter prowadzonych badar obejmujacych
synteze zaprojektowanych zwigzkéw i ocene ich potencjatu biologicznego. Wyniki prac badawczych
Doktorantka opisata w kolejnych rozdziatach, ktére skorelowane zostaty z wynikami opublikowanymi w
odpowiednich publikacjach (publikacje P1-P3).

Koncepcie modyfikacji struktury zwigzku macierzystego tj. 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyno-3-
karboksyamidu przedstawiono w bardzo przejrzysty sposdb na rysunku 4 (str. 15). Zaprojektowano 3
serie zwigzkdw, dwie zawierajace w swojej strukturze pierécier 1,3,4-okasadiazolu (seria I i II, publikacje
P1-P2) i jedng z fragmentem 1,2 4-triazolowym (seria ILI, publikacja P3). Doktorantka zatozyta, ze
zwiekszenie efektu cytotoksycznego bedzie mozliwe poprzez dodatkowa funkcjonalizacie odpowiednimi
ugrupowaniami farmakoforowymi, w tym N-acylohydrazonowym, aminometylowym i azometinowym.
Wsréd gléwnych zadan badawczych uwzgledniono ocene aktywnodci cytotoksycznej, ocene zdolnosci
hamowania i powinowactwa pochodnych 1,3,4-oksadiazolowych do izoform cyklooksygenazy (COX-1 i
COX-2). Zatozono, ze najaktywniejsze pochodne wyselekcjonowane zostang do poszerzonych badan 7

vitro i in sifico z zamiarem podjecia préb wyjasnienia mechanizmu dziatania.

tacznie otrzymano 33 nowe pochodne (9 zwigzkéw w serii I, 10 pochodnych w serii II oraz 14 w serii
IIT), co wymagato opracowania wieloetapowych Sciezek syntetycznych. Do syntezy wszystkich
zaprojektowanych zwigzkéw wykorzystano jako substrat A-(2-hydrazynylo-2-oksoetylo)-4,6-dimetylo-2-

sulfanylopirydyno-3-karboksyamid, a dalsze przeksztatcenia obejmowaty konstrukcje centralnego uktadu
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1,3,4-oksadiazolowego (seria I i II) albo 1,2 4-triazolowego (seria III), a nastgpnie ich dalsza
odpowiednig funkcjonalizacje w obrebie utworzonych pierscieni heterocyklicznych tj. wprowadzenie
ugrupowan N-acylohydrazonowych (seria I), zainstalowanie poprzez tacznik metylenowy ugrupowania
morfolinowego albo podstawionych piperazyn (seria II) i wreszcie wprowadzenia funkcji iminowej do
pierécienia 1,2,4-triazolowego poprzez kondensacje pierwszorzedowej funkcji aminowej przy N4 w 1,2,4-
triazolu z odpowiednimi (hetero)aromatycznymi aldehydami (seria III). Z zadania opracowania
dogodnych metod syntezy zaprojektowanych zwigzkdw Doktorantka wywigzata sie znakomicie.
Przedstawione zostaly jednoznaczne dowody strukturalne. Mgr Matgorzata Strzelecka udowodnita, ze
doskonale opanowata warsztat syntetyczny, swobodnie postuguje sie réwniez nowoczesnymi metodami
identyfikacji zwigzkéw organicznych o ztozonej strukturze. Do przedstawionej do oceny dokumentacji
oprocz wydrukéw publikacji dotaczono materiaty uzupetniajace (Supplementary Materials) zawierajac
wydruki widm otrzymanych zwigzkéw, ktére potwierdzajg ich budowe i czystosc. éwiadczy to o dobrym

opanowaniu techniki pracy i dowodzi rzetelnosci naukowe;.

W ramach badan nad pierwsza serig pochodnych 1,3,4-oksadiazolowych (publikacja P1) dokonano
optymalnego wyboru podstawnikéw w obrebie ugrupowania N-acylohydrazonowego. Analizujac budowe
finalnych zwiazkéw Doktorantka zmierzyta sig z problemem izomerii w obrgbie ugrupowania amidowego i
podwdjnego wigzania C=N fragmentu hydrazonowego. Wszystkie otrzymane pochodne z tej serii poddano
badaniu zdolnoéci do hamowania cyklooksygenazy oraz sposobu wigzania si¢ z centrum aktywnym
enzymu. Najwiekszym osiggnigciem tej czesci projektu byto wyselekcjonowanie zwigzku odznaczajgcego
sie najwieksza zdolnoécig do hamowania obu izoform COX-1 i COX-2 (pochodna oznaczona w pracy P1
jako 13), wyisza od uzytych lekéw referencyjnych tj. piroksykamu i meloksykamu. Co wiecej
udowodniono selektywne dziatanie trzech pochodnych (zwigzki 5, 11 i 12) wzgledem izoformy COX-1,
ponownie wyzsze niz leki referencyjne. Przeprowadzone badania /n sflico sugeruja, ze zwigzek 11
wykazuje najwieksze powinowactwo do kieszeni wigzacej COX-1 i COX-2. W dalszym rozwinieciu oceniono
aktywnod¢ cytotoksyczna badanej serii zwigzkéw wobec czterech linii komérek nowotworowych (A549,
MCF-7, LoVo, LoVo/Dx) oraz trzech linii komérek prawidiowych (NHDF, VERO, V79). Wykazano wysokg
wrazliwoéé linii komdrek LoVo na badane zwiazki (ICsp = 2.89£0.89 — 4.34+0.56 uM). W tym miejscu
nalezy podkresli¢ wysoki indeks terapeutyczny wzgledem komorek prawidtowych (IS = 13 - 20).

Kontynuujgc prace nad sfunkcjonalizowanymi pochodnymi 1,3,4-oksadiazolowymi otrzymano kolejng serig
zwigzkéw (pochodnych o charakterze zasad Mannicha), poprzez tacznik metylenowy wprowadzajac do
pierscienia 1,3,4-oksadiazolo-2-tionu morfoling albo odpowiednio podstawiong piperazyne (publikacja
P2). Badania nad tg czescig projektu zaowocowaty otrzymaniem kolejnych 10 pochodnych, ktdre zbadano
pod katem okredlenia ich potencjatu cytotoksycznego wzgledem pigciu linli ludzkich komérek
nowotworowych (A375, C32, SNB-19, MCF-7/WT i MCF-7/Dx). Wyselekcjonowano dwie najaktywniejsze
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pochodne (zwigzki 5 i 6, publikacja P2) i potwierdzono nizszg cytotoksyczno$é zwigzku 6 w stosunku do
komérek prawidtowych (linia HaCaT), w poréwnaniu z pochodng 5. W dalszym rozwinieciu badar in vitro
na liniach komorek nowotworowych C32 i A375 wykazano, ze zwigzki 5 i 6 dziataja proapoptotycznie, a
takze zaburzajg strukture cytoszkieletu aktynowego badanych komdrek.

Logicznym rozwinigciem prowadzonych prac syntetycznych byto zaprojektowanie kolejnych serii zwigzkow
poprzez wprowadzenie innego ugrupowania heterocyklicznego w miejsce 1,3,4-oksadiazolu. Doktorantka
zdecydowata sig otrzymac pochodne z ugrupowaniem 1,2,4-triazolowym (publikacja P3). W ramach tej
serii zsyntezowano 14 finalnych pochodnych, ktére poddano badaniom aktywnosci cytotoksycznej
wzgledem wybranych linii komoérek nowotworowych (linia komérkowa raka zotadka EPG, linie komdrkowe
raka jelita grubego HT29, LoVo i LOVo/Dx) oraz linii komdrek prawidtowych (CCD 841 CoN). Waznym
osiagnigciem tej czesci badan bylo wykazanie dziatania cytotoksycznego zwiazku 4h wobec komérek raka
Zotadka (ICso = 12.10+3.10 pM) oraz zwiazkow 4d, 4e i 41 wobec linii komérkowych rak jelita grubego
(ICso = 52.80+4.20 - 84.60+4.00 pM); jednocze$nie potwierdzono korzystniejszy profil bezpieczenstwa w
poréwnaniu z lekami referencyjnymi. W rozwinieciu prowadzonych badan biologicznych oceniono wplyw
wybranych zwigzkéw (4d, 4e i 4l) na czynno$¢ transportowa glikoproteiny P (P-gp) w komorkach raka
jelita grubego linii Ht-29, LoVo i LoVo/Dx oraz przeprowadzono badania wtaéciwoéci proapoptotycznych.
Uzyskane wyniki pozwolity Autorce wnioskowa¢, ze dziatanie cytotoksyczne prawdopodobnie zachodzi na
drodze apoptozy indukowanej hamowaniem P-gp oraz zwigkszonym stezeniem kaspazy-3 oraz biatka p53

w komdrkach zmienionych nowotworowo.

Pozytywnie oceniam podsumowanie wynikéw przedstawione w sposéb syntetyczny w rozdziale
PODSUMOWANIE I WNIOSKI. Doktorantka w zwigzly sposdb odnosi sig do uzyskanych wynikéw i wysuwa
racjonalne wnioski. Na pochwate zastuguje przeprowadzona w ostatnim etapie prac analiza zaleznosci
struktura-aktywno$¢ w grupie badanych pochodnych 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyno-3-karboksyamidu.
Cho¢ sformutowany przez Doktorantke postulat, ze ,farfcuch boczny o strukturze N-acetylohydrazonu
decyduje o wysokiej aktywnosci cytotoksycznej, szczegdinie wobec linii A549 i LoVo" wyda je sie nieco na
wyrost, poniewaz pochodne z serii II, zawierajace ugrupowanie morfolinowe i piperazynylowe potaczone
z 1,3,4-oksadiazyng poprzez mostek metylenowy, nie byty badane w kierunku ich potencjalnej aktywnosci

wobec wspomnianych linii A549 i LoVo.

Podsumowujgc prace badawcze przedstawione w rozprawie doktorskiej mar Malgorzaty Strzeleckiej
pragng podkreslic, ze zostaly one logicznie zaplanowane, a poszczegdlne zadania badawcze
konsekwentnie realizowane przy uzyciu trafnie dobranych narzedzi badawczych. Doktorantka udowodnita,
ze potrafi pracowa zespotowo, angazujac sie w interpretacie wynikéw na kazdym etapie realizacji
projektu. Oprécz pozytywnej oceny merytorycznej dysertacji, ktdra charakteryzuje wysoki stopien
trudnosci zwigzany z interdyscyplinarnym charakterem prowadzonych badan, na podkreslenie zastuguje
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rowniez przejrzysta szata graficzna oraz to, Ze napisana ona zostata poprawnym jezykiem, choc

Doktorantce, mimo starannej korekty edytorskiej, nie udato sie uniknaé nieprecyzyjnych sformutowan:

s str. 20: ustalajac strukture otrzymanych w pierwszej serii zwigzkow, Doktorantka poczatkowo
wspomina, ze ,...stwierdzono wystepowanie zjawiska tautomerii (Rysunek 5)' podczas gdy w
rzeczywistosci analizuje izomerie geometryczng wigzania podwdjnego C=N oraz izomerig

wigzania amidowego;

o str. 23: ,...cyklooksygenaza, ktdrej nadekspresja czesto wystepuje w wielu typach nowotworow,
odgrywa istotna role w regulacyi procesow zwigzanych z profiferagia, angiogeneza, opornoscig na
apoptoze czy zdolnoscia przerzutowanid’; nadekspresja dotyczy poziomu mRNA, natomiast w
przypadku biatka nalezaloby méwi¢ o zwiekszonym jego poziomie lub zwigkszonej aktywnosci

enzymu.

Mgr Matgorzata Anna Strzelecka jest mtodym naukowcem, o wyrdzniajacym dorobku naukowym, na ktdry
sktada sie 9 prac oryginalnych opublikowanych w latach 2013-2023 w wysoko punktowanych
czasopismach z listy JCR (tgczna punktacja IF = 33,737, MNiSW = 775 pkt). W swoim dorobku posiada

réwniez wystapienia (komunikaty/postery) zaprezentowane na zjazdach krajowych i zagranicznych.

Podsumowujac, z peinym przekonaniem stwierdzam, Ze rozprawa doktorska, autorstwa mgr
Malgorzaty Anny Strzeleckiej speinia warunki ustawowe okreslone w art. 187 ust. 1 i 2
ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 ze zm.). Wnosze
zatem do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o
dopuszczenie rozprawy mgr Matgorzaty Anny Strzeleckiej do dalszych etapéw postgpowanie

o nadanie stopnia naukowego doktora.

Jednoczeénie biorac pod uwage wysoki poziom przeprowadzonych badan, aktualnos¢ tematyki badawcze]
oraz potencjalne walory aplikacyjne (otrzymano nowe zwiazki o aktywnosci wyzszej niz leki referencyjne)

wnioskuje o wyrdznienie rozprawy. Signed by /

Podpisano przez:

Dorota Gabriela
Piotrowska
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