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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr Angeliki Anny Adamus-Grabickiej pod tytulem

»Porownanie aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych pirazolin skondensowanych

z chromanonem lub flawanonem: synteza i badanie wtasciwosci fizykochemicznych”.
Praca wykonana na Wydziale Farmaceutycznym
w Uniwersytecie Medycznym w Lodzi

pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Elzbiety Budzisz

Poszukiwanie i synteza nowych zwigzkow o pozadanej aktywnos$ci farmakologicznej stanowi
cigglte wyzwania dla naukowcow i stanowi jeden z istotnych etapow poszukiwania nowych lekow.
Jest to rowniez niezmiernie wazne nie tylko w aspekcie poszukiwania nowych skuteczniejszych
i bezpieczniejszych lekéw dla pacjenta, ale rowniez W Sytuacji obserwowanego wzrostu opornosci
wielolekowej drobnoustrojow czy nowotworéw na obecnie stosowane chemioterapeutyki
przeciwdrobnoustrojowe czy przeciwnowotworowe. Stad synteza i analiza whasciwosci fizyko-
chemicznych oraz ocena potencjalnej aktywnosci biologicznej/farmakologicznej prezentowanych
nowych zwiazkow o potencjalnej aktywnosci w celu poszukiwania new drug candidates stanowi
jeden z trendéw wspotczesnych nauk farmaceutycznych, a przedtozona przez Panig mgr Angelike
Anne Adamus-Grabicka rozprawa doktorska znakomicie wpisuje we wspomniane pPoOwyzej

zagadnienia wspotczesnej farmacji.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska, stanowi spojny tematycznie zbior trzech prac
eksperymentalnych opublikowanych w latach 2018-2020 w recenzowanych czasopismach naukowych
(w tym dwoch w czasopismie z listy filadelfijskiej) o sumarycznym wskazniku Impact Factor rownym
6,12 i 150 punktach ministerialnych. W dwéch publikacjach wchodzacych w sktad cyklu Doktorantka
jest pierwszym autorem. W tym miejscu nalezy takze dodaé, ze catkowity dorobek naukowy
Doktorantki jest znacznie bogatszy, gdyz jest Ona wspotautorem Iacznie 16 publikacji
I monografii (w ktorych w 10 z nich jest pierwszym autorem), a wspotczynnik oddziatywania tych prac

wynosi 13,439 i 474 pkt. MNiSW. Ponadto, wyniki uzyskanych przez Doktorantke prac byty roéwniez
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prezentowane na wielu krajowych konferencjach czy sympozjach naukowych. Swiadczy to, ze
Doktorantka jest nie tylko specjalistkg w obszarze realizowania wlasnego doktoratu, ale ma znacznie

szersze zainteresowania naukowo-badawcze.

Odnoszac si¢ bezposrednio do uktadu przedtozonej do oceny pracy doktorskiej, to nalezy
stwierdzi¢, ze praca sktada si¢ Z czg$ci gldéwnej stanowigcej rozprawe doktorska i czgsci stanowigcej
suplement do tejze rozprawy. Rozprawa doktorska obejmuje 90 stron i podobnie jak
w klasycznych dysertacjach, zawiera spis tresci, wykaz stosowanych skrotow, wstep, czgsé
teoretyczng, cel pracy oraz cze$¢ eksperymentalng w ktorej przedstawiono metodologi¢ badawcza
wykorzystang w trakcie realizacji badan, cze$¢ nazwang najwazniejsze osiggnigcia pracy doktorskiej
w ktorej opisane zostaty wyniki uzyskane w trakcie realizacji prac badawczych wraz z kopia publikacji
wchodzacych w sktad cyklu. Ponadto, praca zawiera dyskusje wynikéw oraz wnioski, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, spis literatury, a takze wykazy rycin, grantow czy catkowitego dorobku
naukowego Doktorantki. W zwigzku z tym, Zze rozprawa doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl
trzech prac, ktore sg pracami zbiorowymi, stad w pracy Doktorantka zamie$cita stosowne o§wiadczenia
wszystkich wspodtautorow opublikowanych prac naukowych. Natomiast, w czes$ci stanowigcej
suplement do rozprawy doktorskiej, Doktorantka zamiescita swoje CV naukowe oraz ponownie kopie
publikacji wchodzacych w sktad cyklu wraz z suplementami do tychze prac, co uwazam za ciekawe
rozwiazanie, gdyz w jednym dodatkowym dokumencie zebrano, umozliwiajace bezposrednia lekture,
pelne kopie wszystkich prac wchodzacych w sktad dysertacji stanowigcej osiggnigcie naukowe
w ubieganiu si¢ o stopien doktora.

Tym samym, stwierdzam, ze uktad pracy doktorskiej jest przejrzysty i1 nie budzi zastrzezen,
a dodatkowo praca napisana jest z duzg dbato$cig zarowno o strong merytoryczng i graficzng rozprawy,
ale rowniez o poprawny jezyk i forme. Nalezy rowniez podkresli¢, ze przedstawiona w pracy dyskusja,
jednocze$nie potwierdza duza wiedze Doktorantki, ale i §wiadczy 0 Jej duzym zaangazowaniu

w tematyke objeta pracg doktorska.

Nalezy stwierdzi¢, ze wyniki badan uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty juz
opublikowane w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (dwie prace opublikowane w Molecules
i jedna opublikowana w Acta Crystallographica E - Crystallographic Communications), dlatego jestem
przekonany, ze ich poprawno$¢ merytoryczna wraz z interpretacja, zostala juz zweryfikowana przez

niezaleznych recenzentdéw w procesie peer review, dlatego tez, jako recenzent z obowigzku dokonam
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jedynie krotkiej analizy zawarto$ci poszczegdlnych publikacji pod katem ich spdjnosci tematycznej
oraz nowos$ci naukowe;.

Po zapoznaniu si¢ z ich treécig z przekonaniem stwierdzam, ze publikacje te zostaly dobrze
zaplanowane, a zarowno zakres zrealizowanych badan, ich dyskusja oraz wnioski w nich

przedstawione sg na wysokim poziomie pod wzgledem merytorycznym, jak i edytorskim.

Cel badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej zostal jasno sprecyzowany i1 dotyczyt
syntezy nowych pochodnych pirazolin skondensowanych z pier§cieniem chromanonu lub flawanonu
wraz z potwierdzeniem ich struktury chemicznej oraz zbadaniem ich wtasciwosci fizykochemicznych,
jak rowniez okresleniem wybranych aktywnosci biologicznych (erytrotoksycznosci, cytotoksycznosci
czy zdolnosci do wigzania z albuming), ze szczegdélnym uwzglednieniem aktywnosci
przeciwnowotworowej w kontekscie oddziatywania z DNA i wplywu na cykl zyciowy komorek
nowotworowych.

Doprecyzowujac, aby zrealizowaé zatozone cele Doktorantka zaplanowata i wykonata szereg prac
w ramach trzech dobrze zaplanowanych gléwnych etapéw, okreslonych stusznie jako etap chemiczny,
biologiczny oraz teoretyczny. W ramach etapu chemicznego, Doktorantka zsyntetyzowata 14 nowych
pochodnych E-3-benzylidenochrom-4-onéw i E-3-benzylideno-2-fenylochroman-4-onéw oraz
3-spiro-1-pirazolin  skondensowanych  z  pierScieniem  3-benzylidenochromanonu  lub
3-benzylidenoflawanonu, dla ktorych przeprowadzita badania analizy strukturalnej z wykorzystaniem
technik 'H NMR, ¥C NMR, IR i MS, jak réowniez metodami dyfrakcji rentgenowskiej.
Dla wybranych zwiazkéw wyznaczyta réwniez eksperymentalnie z uzyciem RF-TLC parametr
okreslajacy ich lipofilowos¢. Nastepnie poszczegdlne grupy zwigzkow zostaty poddane badaniom
biologicznym, w ktorych okreslono ich aktywno$¢ cytotoksyczng in vitro w stosunku do ludzkich
komorek réznych typéw nowotwordw, a takze okreslono wptyw zwiazkdw na morfologi¢ erytrocytow
czy zdolno$¢ do wywotywania przez nie hemolizy (erytrotoksyczno$ci). W ramach etapu badan
biologicznych, okreslona zostata rowniez zdolnos¢ wybranych zwigzkow do oddziatywania z DNA,
a takze wptyw na cykl zyciowy komoérek nowotworowych, co jest niezmiernie istotne w konteks$cie
postulowanej dla tych zwigzkow aktywnosci przeciwnowotworowej. Natomiast, w ramach etapu badan
teoretycznych, Doktorantka wyznaczyta metodami in silico teoretyczne parametry lipofilowosci dla
wybranych zwiazkow, a takze powinowactwo do albuminy ludzkiej z wykorzystaniem dokowania
molekularnego do miejsca wigzania zwigzku jako liganda do tego biatka. Na podstawie tak uzyskanych

wynikow, Doktorantka przeprowadzita analiz¢ SAR, zalezno$ci pomigdzy struktura analizowanych
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zwigzkoéw (3-benzylidenochrom-4-onéw i 3-benzylideno-2-fenylochroman-4-onéw oraz 3-spiro-1-

pirazolin), a ich wyznaczong aktywno$cig biologiczna.

Na podstawie uzyskanych wynikow obszernych badan, Doktorantka sformutowata poprawnie
wnioski podsumowujgce najwazniejsze osiggnigcia odpowiadajace zalozonemu celowi pracy.
Doktorantka w swoich badaniach wykazala m.in., Ze otrzymane zwigzki charakteryzujg si¢
zroznicowang aktywnoscig cytotoksyczng wobec réznych typow nowotworowych linii komoérkowych,
z najwicksza aktywnoscig wobec ostrej biataczki promielocytarnej, jak rowniez, ze pochodne
pirazoliny skondensowane z flawanonem wykazuja wigkszg aktywnos¢ przeciwnowotworows in vitro
niz pirazoliny skondensowane z chromanonem. Uzyskane rezultaty pokazaly rowniez, ze obecnos¢
skondensowanego pierscienia pirazolinowego moze odgrywac kluczowa role w aktywnosci zwigzkow
oraz ze pozycja podstawnikéw w pierscieniu fenolowym spiroflawanonéw ma istotny wplyw na
cytotoksycznos¢ zwigzkéw. Doktorantka potwierdzita rowniez, ze wybrane zwiazki wykazuja
zdolno$¢ do oddziatywania z DNA, a takze wykazujg istotny wptyw na zahamowanie cyklu zyciowego
komorek nowotworowych w fazie G2/M, co zgodnie z danymi literaturowymi wskazuje, ze wykazana
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa in vitro na liniach komoérkowych zwigzana jest z mechanizmem
dziatania opartym o interkalacje do i/lub alkilacjc DNA. Dodatkowo, uzyskane przez Doktorantke
wyniki wskazujg na potencjalng erytrotoksyczno$¢ badanych zwigzkéw w warunkach in vivo, czy na
zaleznos$¢ pomiedzy lipofilowoscia zwiazkéw, a ich specyficzna zdolnoscig do wigzania z albuming,

co jest wazng informacja w aspekcie farmakokinetyki i farmakodynamiki tych zwigzkow.

W podsumowaniu czg¢$ci  badawczej dodam, ze  wszystkie przeprowadzone
w ramach osiggnigcia badania dotyczgce syntezy nowych pochodnych pirazolin skondensowanych
z chromanonem lub flawanonem wraz z wykonang analizg aktywnosci biologicznej i wlasciwosci
fizykochemicznych obrazujace wptyw struktury otrzymanych zwiazkéw na potencjalng aktywnosé
farmakologiczna, nalezy uzna¢ za nowatorskie, a Wyniki badan zawarte W recenzowanej rozprawie
doktorskiej, reprezentuja wysoki poziom i wnoszg tworczy wklad do szeroko rozumianej wiedzy
w zakresie syntezy nowych analogow flawonoidow jako potencjalnych struktur wiodacych
do  poszukiwania  chemoterapeutykbw o  zakladanej  aktywno$ci  farmakologicznej

(przeciwnowotworowej).
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Generalnie, odnoszgc si¢ do catej rozprawy doktorskiej trudno w tej pracy znalez¢ stabe strony.
Z obowigzku recenzenta, musz¢ jednak zwroci¢ uwage na niewielkie niedociggniecia jezykowe
I edytorskie w tym nieliczne tzw. literowki, jak np.:
- w wykazie stosowanych skrotow zabrakto rozwini¢cia dla pojawiajgcego si¢ w pracy skrotu CHS -
syntaza chalkonu;
- w spisie tresci tytut w pkt. IV.1.1. , Lipofilowos¢ jako parametr aktywnosci biologicznej zwigzkéw”
wskazuje na niefortunny skrot myslowy, gdyz lipofilowo$¢ z definicji nie jest parametrem czy miarg
wyrazajacg aktywnos$¢ biologiczng zwigzkow, aczkolwiek ma istotne znaczenie dla aktywnosci
biologicznej zwiazkow w aspekcie ich zdolnosci do przenikania przez btony/bariery biologiczne;
- na stronie 20 jest zapis ,,...zostala poddana watpliwos$ci...”, a powinno by¢ ,,...zostala poddana
w watpliwosc...”;
- na stronie 39 jest zapis ,,...W prawidtowo dzielacych si¢ komorkach punkty kontrolne hamuja

2

progresje cyklu komoérkowego...”, a powinno by¢ ,,...W prawidlowo dzielacych si¢ komoérkach
w punktach kontrolnych cyklu komoérkowego dochodzi do hamowanie jego progresji...”;

- na stronie 48, Doktorantka wskazuje, ze zwigzek 2 jest osmiokrotnie bardziej cytotoksyczny na
komorkach HL-60 niz 3-benzylidenoflawonon, podczas gdy wg wartosci zawartych w Tabeli 3
w Publikacji 1 roznica ta jest okoto czterokrotna.

Powyzsze uwagi nie wptywaja jednak na catosciowa, pozytywna, oceng pracy doktorskie;j.

W trakcie lektury rozprawy doktorskiej nasun¢lo mi si¢ kilka pytan, na ktére o udzielenie
odpowiedzi chciatbym prosi¢ Doktorantke podczas publicznej obrony rozprawy doktorskie;j.
Mianowicie, dlaczego do wyznaczania eksperymentalnego parametru lipofilowosci zwigzkow uzyta
akurat metody RF-TLC, a nie np. RF-HPLC czy innej, a do wyznaczania zdolno$ci zwigzkoéw do
oddziatywania z DNA wykorzystala akurat metod¢ nazwang jako ,.trawienie plazmidowego DNA”,
a nie np. metod¢ wypierania fluorochroméw czy metode oparta o pomiar ,topnienia DNA”
i wykorzystata jedynie tylko tg jedng metode¢ pozwalajagca w sposob posredni okreslic zdolno$¢
zwigzkéw do oddziatywania z DNA?

Chcialbym rowniez zapyta¢ Doktorantke, czy na podstawie uzyskanych a prezentowanych
w rozprawie wynikow, w tym zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ dla analizowanych zwigzkow, planuje
syntez¢ nowych zwigzkow jako potencjalnych struktur wiodgcych do poszukiwania

chemoterapeutykoéw o zakladanej aktywnosci przeciwnowotworowej?
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Whioski koncowe

Reasumujac, w podsumowaniu stwierdzam, ze nie mam zadnych watpliwosci, ze rozprawa
doktorska Pani mgr Angeliki Anny Adamus-Grabickiej, pt. , Porownanie aktywnosci
przeciwnowotworowej pochodnych pirazolin skondensowanych z chromanonem lub flawanonem:
synteza i badanie wiasciwosci fizykochemicznych” jest pracg nowatorska, warto$ciowg i stanowi
oryginalny i twérczy wktad w poszukiwaniu i syntezie nowych zwigzkéw chemicznych o potencjalnej
aktywnosci biologicznej/farmakologicznej, czego dowodem jest fakt, otrzymania przez Doktorantke
szeregu nowych pochodnych pirazolin skondensowanych z chromanonem lub flawanonem jako

potencjalnych kandydatow na leki o aktywnoS$ci przeciwnowotworowe;j.

W zwiazku z powyzszym przedstawiona dysertacja spelnia ustawowe wymagania stawiane
pracom doktorskim i1 z pelnym przekonaniem wnioskuje i prosze Wysoka Rade Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie Pani mgr Angeliki Anny
Adamus-Grabickiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego o nadanie stopnia doktora

w dziedzinie nauk farmaceutycznych.
Roéwnoczesnie wnioskuje o wyrdznienie recenzowane]j rozprawy doktorskie;.
Uzasadnienie

Oceniana praca wnosi istotny tworczy wktad w rozwoj nauk farmaceutycznych zwiazanych
z poszukiwaniem nowych zwiazkéw z grupy pochodnych pirazolin skondensowanych z chromanonem
lub flawanonem o potencjalnej aktywnosci biologicznej (przeciwnowotworowej). Uzyskane wyniki
badan zostaly opublikowane w formie trzech prac oryginalnych w recenzowanych czasopismach
naukowych, a w dwodch z nich Doktorantka jest pierwszym autorem. Sumaryczny IF publikacji

bedacych podstawa dysertacji wynosi 6,12 a punktacja ministerialna 150 pkt.




