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_Poréwnanie aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych pirazolin
skondensowanych z chromanonem lub flawanonem: synteza i badanie
witasciwosci fizyvkochemicznych”,
wykonanej pod opieka naukowa prof. dr hab. n. farm. Elzbiety Budzisz
— jako promotora,

w Zaktadzie Chemii Surowcow Kosmetycznych
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi

Flawonoidy to jedne z najszerzej rozpowszechnionych zwigzkow w Swiecle
roSlinnym, wystepujace w wielu ich rodzinach i charakterystyczne dla wielu gatunkow.
Oczywista wiec rzeczg jest, ze sa one obecne roOwniez w najrézniejszych przetworach
pozyskanych z tych ro$lin, sposréd ktérych znakomita cze$¢ ma znaczenie 1 zastosowanie
spozywcze, lecznicze czy kosmetyczne. Flawonoidy sg wiodgcym elementem szerszej grupy
zwigzkdéw nazywanych polifenolami. Same za$ podzielone zostaly na kilka grup ze wzgledu
na ich szczegdtowa budowe chemiczna. Ich wspdlny podstawowy szkielet ma budowe
diarylopropanowa typu C6-C3-C6. Wszystkie one, z wylaczeniem pokrewnych 1m
chalkonéw, sa zwiazkami heterocyklicznymi z atomem tlenu, tworzgcym uklad piranowy. Z¢
wzgledu na obecnosé¢ w ich czasteczkach wielu miejsc reaktywnych, mogg one wystepowac w
niezwykle szerokiej gamie pochodnych. A kazda z tych pochodnych moze jeszcze taczy¢ si¢
z czasteczkami cukréw, tworzac co najmniej kilka roznych glikozydow. Stad tez nieprzebrane
bogactwo zwiazkow flawonoidowych jakimi obdarzyta nas przyroda, a zwielokrotnione to
zostalo jeszcze przez chemikow tworzacych kolejne zbiory polsyntetycznych pochodnych
tych substancji. Pierscien piranowy flawonoidéw w wiekszosci przypadkow wzbogacony jest
o dodatkowy, egzocykliczny atom tlenu obecny w postaci grupy karbonylowej, zajmujace;
zazwyczaj pozycie C-4, co prowadzi do utworzenia w ten sposob ukiadu y-pironu. Fakt, ze
wszystkie te zwigzki wykazuja jakie$ dzialanie biologiczne stal si¢ przyczyna powstania
chyba juz milionéw prac naukowych im poswigconych. Wsréd najwazniejszych ich cech
biologicznych wymieni¢ nalezy dziatanie immunomodulujgce, przeciwmiazdzycowe,
antyagregacyjne, przeciwzapalne, przeciwdrobnoustrojowe, hipotensyjne 1 dwa
najwazniejsze: antyoksydacyjne i przeciwnowotworowe. Dlatego problem wykorzystania
ukladu flawanonu i macierzystego wzgledem niego chromanonu jako nosnika nowych czy tez
udoskonalonych wlasciwosci biologicznych, bedacych konsekwencjg wprowadzenia do niego
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nowych niespecyficznych uktadow heterocyklicznych, wydaje sie by¢ niezwykle interesujgcy
i wazny z praktycznego punktu widzenia, gdyz niosacy w sobie ogromny potencjal
mozliwosci aplikacyjnych, i to nie tylko w kierunku wskazanym w dysertacji. Powyzsze fakty
upowazniajag mnie do stwierdzenia, ze temat pracy doktorskiej zostal bardzo celnie wybrany,
a jej konsekwentny sposéb realizacji zarbwno w czesci chemicznej jak i w biologicznej,
pozwolil osiggna¢ zamierzony cel 1 udowodni¢ wiodaca hipoteze badawcza w znacznie
poszerzonym zakresie. Autorka bowiem, rozdzial ,,Cel pracy” rozpoczyna zwiezlym zdaniem
wskazujgcym synteze 1 ocene aktywnosci cytotoksycznej jako wiodgce zadanie. Dalej jednak
doprecyzowuje ow cel w ,,Szczegdtowych zalozeniach”, ktére wskazujg na pelen zakres
prowadzonych badan. Czes¢ poswiecona omoéwieniu wynikoOw w pelni dokumentuje
realizacje wszystkich zaplanowanych zadan, ktérych efekty zostaly opublikowane w
cieszacych sie duzym uznaniem czasopismach chemicznych oraz opisane w formie
komentarzy do tych artykulow, tworzacych tgcznie cos na ksztalt monografii.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska autorstwa Pani mgr chem. Angeliki
Anny Adamus-Grabickiej stanowi cykl trzech spdjnych tematycznie publikacji o sumaryczne;
wartosci IF = 6,365 (w tym jedna praca z IF = 0). Prace te lagcznie uzyskaly 150 punktow
MNiSW (w tym 30 punktéw przed rokiem 2019). W obydwu pracach z punktacjg IF
Doktorantka jest pierwszym autorem, w zadnej nie pelnila roli autora korespondencyjnego.
Prace te, w kazdym przypadku przedstawiono wraz z tzw. materialami uzupelniajgcymi. Do
kazdej z tych prac dolaczono krotki, 2-4 stronnicowy komentarz, a ponadto calosC
poprzedzono wprowadzeniem literaturowym zawartym na 23 stronach, oraz dwustronicowym
celem pracy przedstawionym w postaci 11 wypunktowanych ,.Szczegélowych zalozen 1
etapdw pracy”. Po zestawie publikacji Doktorantka zamiescila rozdzial zatytutowany
L2Dyskusja”, gdzie na 6 stronach omawia uzyskane wyniki, a nast¢pnie na kolejnych 3
stronach zamieszcza zestaw 18 wnioskow, 1 dalej streszczenie oraz wykaz pismiennictwa.
Powyzsze elementy, uzupelnione pelnym zestawem oswiadczen wspotautorow opisujgcych
merytorycznie ich stopien i rodzaj zaangazowania w powstanie przedmiotowych publikacji
oprawiono w zwarta monografie, a oddzielnie przedstawiono ,,Suplement” obejmujgcy
szeroko pojety zyciorys naukowy Kandydatki oraz ponownie zestaw odbitek publikacii
stanowigcych podstawe postepowania doktorskiego.

W odczuciu oceniajacego, cenne jest zamieszczenie w przedstawionej dysertacji
odbitek publikacji wraz z materialami uzupelniajagcymi, jednak zupeilnie zbedne jest ich
dublowanie w dziele podstawowym 1 w Suplemencie.

Powszechnie przyjete jest, ze recenzent powinien wskaza¢ na dominujgcy udzial
Doktoranta w powstaniu pracy. W przypadku tych wieloautorskich prac stwierdzenie takie
bytoby trudne do uzasadnienia. Jednak z calg odpowiedzialnoscig moge stwierdzié, ze udzial
Doktorantki w powstawaniu tych prac byt kluczowy, 1 bez Jej aktywnosci 1 dziatahh w tym
zakresie zadna z tych prac w ogole by nie powstata. I to wlasnie wskazuje dobitnie 1 w sposob
absolutnie jednoznaczny na owg kluczows role ,,syntetyka” w kreowaniu dzisiejszego swiata
publikacji, zdominowanego przez rezultaty badan biologicznych realizowanych w rozny
sposob 1 w roznych ich modelach. Zgodnie z przyjetymi obecnie zasadami, udzial autorski w
powstawaniu owych publikacji nie zostal wyrazony w sposob liczbowy, ale wilasnie z
opisowych oswiadczen wspdtautorow wynika owa kluczowa rola Doktorantki w powstaniu
artykutow stanowigcych podstawe tego doktoratu.

Recenzowana praca doktorska prezentuje, zgodnie z tytulem, synteze, wyjasnienie
struktury oraz szerokie badania wybranych aspektow dzialania przeciwnowotworowego
otrzymanych zwigzkéw. Ponadto podjeto w niej cenne proby ustalenia pewnych zaleznosci
pomiedzy struktura chemiczng a aktywnoscia cytotoksyczng opisywanych produktow. Poza
kluczowym dla przedstawianej dysertacji zadaniem syntezy 1 ustaleniem struktury,
Doktorantka takze oznaczyla dla badanych zwigzkéw wspoéiczynniki podziatu,
wspotuczestniczyla w badaniach biologicznych 1 korelowala otrzymane wyniki w sposob
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zgodny z regutami analizy QSAR. Przypatrujac sie tytulowi pracy mozna si¢ zastanawiac czy
wiodace nowe produkty to pirazoliny skondensowane z flawonoidami czy tez odwrotnie
flawonoidy skondensowane z pirazolinami. I cho¢ to pierwsze okreslenie jest bardziej
poprawne to to drugie jest bardziej ,,przemawiajace” 1 ,,obrazowe”. Jednakze dla peinego
oddania zawarto$ci publikacji wchodzgcych w sktad dysertacji ja bym widzial tytul pracy
doktorskiej rozbudowany o zwrot ,,... pochodnych benzylidenowych 1 spiro-pirazolinowych
skondensowanych ...”. Rozumiem jednak formalny wymoég dazenia do jak najbardziej
zwartego przedstawiania tytutu pracy. Uzyskany materiat do§wiadczalny, zarowno chemiczny
jak 1 biologiczny, zostal w bardzo dobry sposob usystematyzowany 1 przyporzadkowany do
publikacji stanowiacych podstawe ubiegania sie o stopien doktora nauk farmaceutycznych.
Poza pracami wchodzacymi w sklad cyklu, Doktorantka opublikowata dwuczesciowg prace
,,Aktywnos¢ biologiczna zwigzkdéw flawonoidowych”, ktéra moglaby stanowi¢ swego rodzaju
wprowadzenie literaturowe do czesci typowo eksperymentalnej zawartej w publikacjach
podstawowych dla tej dysertacji. A owe trzy prace ,dysertacyjne” odzwierciedlajg
znakomicie trzy pozostale elementy typowo eksponowane w monograficznych pracach
doktorskich, tj. materiat i metody, uzyskane wyniki oraz ich dyskusje. W tym przypadku sg to
odpowiednio: pochodne benzylidenowe i ich aktywno$¢ (praca 1), pochodne spiro-
pirazolinowe i ich aktywno$¢ (praca 3) oraz dokladne wyjasnienie struktury badanych
produktow przy zastosowaniu zaawansowanych metod refraktometrycznych (praca 2).

W pierwszej z prac zaliczonej do cyklu opisano synteze 3-arylidenochromanonow z
orupg dietyloaminowa w pozycji para ,,podstawnikowego” pierscienia benzenowego,
scharakteryzowano ich cechy fizykochemiczne, wyznaczono lipofilowos¢, oceniono wplyw
na blton¢ komoérkowa erytrocytéw, oznaczono cytotoksycznos$¢ wzgledem wybranych linn
komoérkowych oraz okreslono zdolno$¢ wigzania sie z albuming surowicy krwi ludzkiej. Jako
substratu do opisywanej tutaj reakcji uzyto zaréwno niepodstawionego chroman-4-onu jak
réwniez jego 2 fenylowg pochodna. Pozwolilo to na ciekawe obserwacje zwigzane z
wystepowaniem istotnej zawady przestrzenne] w tym drugim przypadku oraz koniecznoscig
specyficznego ulozenia pierScieni fenylowych w pozycjach 2 1 3 wzgledem siebie, dla
zachowania stabilno$ci czasteczki. W pracy dokladnie rozwazono 1 zinterpretowano fakt
mozliwego powstawania izomerdow Z oraz E w wyniku zachodzgcej reakcji, natomiast nieco
mniej uwagi poswiecono mozliwosci wystepowania izomerow R 1 S pochodnej 2-fenylowe;.
Ponadto, cho¢ podstawnik dietyloaminowy uznawany jest na podstawie szerokich badan za
jeden z korzystniejszych farmakoforow, to w moim odczuciu, w komentarzu do publikacji
mogloby sie znalezé szersze uzasadnienie wyboru takiego wiasnie podstawnika, bowiem
uzyskane w tej publikacji wyniki pozwolily wskaza¢ relatywnie korzystny kierunek do
dalszych poszukiwan lekow potencjalnie przeciwnowotworowych.

Druga praca eksperymentalna cyklu dotyczyla wylgcznie badan strukturalnych
zwiazkéw podobnego typu jak w pracy pierwszej, jednak réznigecych sie podstawnikiem
peryferyjnym, gdzie grupe dietyloaminowa zastgpiono grupg hydroksylowg. Dla zwigzkow o
takiej strukturze przeprowadzono pelne badania krystalograficzne oraz oznaczono
najwazniejsze parametry lipofilowosci. Majac zas do dyspozycji te dane, okreslono interakcje
miedzyczasteczkowe 2z wykorzystaniem powierzchni Hirshfelda, co jest nieczesto
spotykanym podejsciem analitycznym w rutynowych badaniach krystalograticznych.
Pozwolilo to wyciagna¢ wnioski na temat oddzialywan miedzyczasteczkowych pomiedzy
takimi samymi molekutami, a tworzonych przez réznego typu wiazania wodorowe. Szkoda,
ze tak ciekawe wyniki zostaly opublikowane w czasopismie, ktére ze wzgledu na swo;
specyficzny charakter nie posiada punktacji IF.

Trzecia z cyklu publikacji, pod wzgledem chemicznym zdominowana jest przez
otrzymane nowe pochodne spiro-pirazolinowe 3-benzylidenochromanonu. Oprocz syntezy
tych niewatpliwie niezwykle oryginalnych indywiduéw chemicznych 1 zaproponowanego
mechanizmu ich powstawania Doktorantka opisuje roOwniez tutaj wyniki szeregu badan
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fizykochemicznych oraz biologicznych przeprowadzonych dla tych wilasnie zwigzkow. W
efekcie tych eksperymentéw o charakterze nieco zblizonym do opisywanych w publikacji
pierwszej, wyciaga Ona wniosek o mozliwosci interkalowania otrzymanych zwigzkow z
kwasami nukleinowymi, co w prostej linii prowadzi do wykazania aktywnosci
przeciwnowotworowej. Cechy te, takze tutaj, zostaly skorelowane z wartosciami logP
okreslajacymi lipofilowo$¢ otrzymanych produktéw. Zaleznosci te pozwolily na wyciggnigcie
wnioskOw zaprezentowanych w podsumowaniu pracy.

Przedstawione mi do oceny dzieto, to poza zestawem publikacji, takze wspomniany
wczesniej szeroki komentarz 1 dyskusja oraz wnioski bedace efektem wspolnego 1 spojnego
spojrzenia na wszystkie prace stanowigce Ow monotematyczny cykl. W owej blisko
szesciostronicowej dyskusji przedstawiono raz jeszcze efekty realizacji wszystkich celow
szczegotowych, skupiajac sie przede wszystkim na analizie zaleznosci struktura — aktywnosc,
w odniesieniu do rdznie definiowanego dzialania przeciwnowotworowego nowo
syntetyzowanych czasteczek. Rozdzial ,,Wnioski” to 18 punktow nie zawsze bedacych w
pelnym tego slowa znaczeniu wnioskami. W kilku przypadkach sg to po prostu zdania w
skrotowy sposdb przedstawiajace dokonania Doktorantki. A to dopiero owe dokonania
powinny sta¢ sie zrédtem wycigganych z nich wnioskéw. I w koncu, jak zwykle w tego typu
opracowaniach, ostatnim rozdzialem jest wykaz pisSmiennictwa. 1 on wymaga pewnego
komentarza, bowiem na 119 zacytowanych prac az 24 (czyli okolo 20%) pochodzi z
ubieglego stulecia, a niektére nawet z jego poczatku. Jednak w tym przypadku, proporcje te
uznaje za w pelni uzasadniong charakterem opisywanych zwigzkow, ktére w swej
macierzyste] formie znane sg juz od znacznie ponad 100 lat. Wrecz brak owych
.zabytkowych” pozycji piSmiennictwa uzna¢ by mozna za swego rodzaju niedociggniecie,
ktorego Autorce udato si¢ skutecznie unikngc.

Po omoéwieniu zalet pracy zobligowany czuje si¢ do wskazania takze pewnych
drobnych usterek 1 niedociagnie¢ w tresci przedstawionego mi opracowania. Nie sg to w
zadnym wypadku ,.razace bledy”, a jedynie swego rodzaju przeoczenia formalne, na ktore
zwrocenie uwagi Autorki powinno zobligowaé Jg do wiekszej starannosci w redagowaniu
tekstéw naukowych. I tak w kolejnosci pojawiania si¢ ich w pracy, to:

— na Ryc. 4. na str. 17 zamiast nazwy Flawon powinna by¢ Flawonol, a zamiast
Dihydroflawanol powinna by¢ Flawon,

— na str. 19 na Ryc. 6. obydwa zwiazki maja struktur¢ 4H-, tyle tylko, ze pierwszy z nich
jest dodatkowo ,,dihydro”,

— Ryc. 7. na str. 20 jest w duzej mierze powtdrzeniem Ryc. 3., ale skoro juz jest, to
powinna zawiera¢ nazwy poszczegdlnych przedstawionych na niej struktur,

— na str. 20 w 8 wierszu od dolu nazwa 3-benzylideno-3-hydroksychroman-4-on jest
niemozliwa; dla czasteczki o takiej nazwie nie da si¢ zapisa¢ wzoru strukturalnego,

— str. 35 wiersz 4 od dotu, dyskusyjne jest czy atom wodoru mozna nazywac
podstawnikiem,

— str. 36 wiersz 13 od gory, biataczka jest raczej ,,promielocytarna”,

— na stronie 48 ten sam uklad raz jest nazywany ,,chroman-4-on” a kilka wersow dalej ,,4-
chromanon”,

— stwierdzenie pod koniec strony 57 méwiace, ze ,,zwigzki o wyzszej lipofilowosct mogag
by¢ dobrymi kandydatami na leki” jest nie do konca spdjne z wczesnie] przytaczang
regula Lipinskiego i ograniczeniem przez nig tego parametru do wartosci 5.

Powyzszym usterkom towarzyszy jeszcze nieco tzw. bledow edytorskich, ktore nie
maja wplywu na merytoryczng strone pracy. I bylaby ona niemal idealna, gdyby nie
wspomniane na wstepie zbedne zdublowanie kopii publikacji 1 przez to potrzeba podzielenia
jej na dwa oddzielne woluminy.
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Podsumowujgc, opublikowanie przez Doktorantke wszystkich wynikéw badan w
cenionych specjalistycznych czasopismach naukowych swiadczy o duzej aktualnosci podjete;
tematyki naukowej oraz wskazuje, Zze =zaplanowane eksperymenty zostaly dobrze
przemyslane, zrealizowane 1 opisane. Z uznaniem nalezy podkresli¢ fakt, ze stanowiaca
otowny cel pracy synteza nowych pochodnych kumaryny zostata znacznie wzbogacona o
szeroki zestaw doswiadczen fizykochemicznych, biologicznych 1 obliczeniowych przez co
praca nabrata jakze cennego charakteru interdyscyplinarnosci. Wskazuje to ponadto na
zdolno$¢ organizacyjna Doktorantki w zakresie wspotuczestniczenia 1 wspolpracy w
zespotach badawczych, skupiajacych sie na umiejetnym, szerokim spojrzeniu na pojedynczy
problem naukowy.

Wszystko to pozwala mi pozytywnie oceni¢ przedstawiong prace doktorskg Pani mgr
Angeliki Anny Adamus-Grabickiej i jednoznacznie stwierdzi€, ze speinia ona wszystkie
wymagania formalne stawiane pracom doktorskim, zawarte w aktualnie obowigzujgcych
regulacjach prawnych. Dlatego wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie Pani magister Angeliki Adamus-
Grabickiej do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego, prowadzacych do uzyskania stopnia
doktora nauk farmaceutycznych.

Poznan, dnia 27 sierpnia 2020 r.

Prof. dr hab. n. farm. Lucjusz Zaprutko

. : 2l 4 7// '
Prof. df hab. n. farm.

Lucjusz Zaprutko
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