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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr farm. Joanny Warguly
wykonanej w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

pt. ,"SYNTEZA NOWYCH INDAZOLOPOCHODNYCH O DZIAY.ANIU
PRZECIWNOWOTWOROWYM I PRZECIWBAKTERYJNYM”

Poszukiwanie zwiazkéw biologicznie czynnych, w réznych grupach chemicznych, jest
tematem caly czas aktualnym. W ciagu ostatnich lat zanotowano ogromny postep w leczeniu
wielu choréb, ale pomimo tego choroby nowotworowe wcigz charakteryzuja sie duzg
smiertelnoscig. Oprécz samego poszukiwania nowych zwigzkéw istotnym problemem jest brak
wiedzy na temat szczeglowych mechanizméw dziatania lekéw. Z kolei problem lekoopornosci
na stosowane leki jest coraz bardziej narastajgcy, a powiekszajaca sie liczba opornych
patogenow stanowi powazny problem kliniczny, dlatego podjeta przez Doktorantke tematyka
jest z cala pewnoscig zasadna.

W tym kontekscie podjeta w recenzowanej rozprawie doktorskiej tematyka dotyczaca:

1. projektowania z wykorzystaniem technik in silico oraz wybranych programéw

komputerowych,  stosowanych  do predykeji  wiasciwosci  biologicznych

1 fizykochemicznych zwiazkow organicznych,

2. syntezy czterech serii skondensowanych pirazolopochodnych,

3. oceny aktywnosci cytotoksycznej a takze badania aktywnosci przeciwbakteryjnej
dobrze wpisuje sic w obecne trendy poszukiwan lekéw na drodze syntezy organicznej.
Bezposrednim celem pracy Pani mgr Joanny Warguty byla kilkuetapowa synteza wybranych,
nowych pochodnych indazolu i skondensowanego pirazolu w oparciu o wyniki chemii

obliczeniowej oraz potwierdzenie aktywnosci i poprawnosci wyboru zwigzkéw do syntezy

ul. Borowska 211A  50-556 Wroctaw
T:+48 71784 03 42 F: +48 71 784 03 41 marcin.maczynski@umw.edu.pl www.umw.edu.pl



poprzez wykonanie badan farmakologicznych. Badania Doktorantki dostarczyly dodatkowych
informacji na temat aktywnosci przeciwnowotworowej i przeciwbakteryjnej pochodnych
indazolu.

Praca posiada ogélnie przyjety uktad dla tego typu dysertacji, obejmuje 208 stron,
na ktérych w tekscie ulokowane sg takze rysunki w liczbie 59, tabele w liczbie 15 oraz schematy
w liczbie 6. Merytorycznie praca poparta jest az 301 pozycjami pismiennictwa. Pismiennictwo
jest prawidtowo dobrane, co potwierdza bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki
W omawianym temacie. Przeglad ten jest swojego rodzaju zbiorem opisujacym aktywnosé
pochodnych indazolu i skondensowanych pochodnych pirazolu, pirydyny, diazyn, triazyn z lat
2010-2020. Dodatkowo Doktorantka na koncu monografii przedstawita informacje dotyczace J €j
osoby obejmujace wyksztalcenie, doswiadczenie naukowe i zawodowe oraz dorobek naukowy.

Podj¢ta w przedstawionej rozprawie problematyka badawcza, jak wspomniatem
wezesniej, jest trafna i aktualna. We wstepie Doktorantka opisata aktywno$¢ biologiczna
wybranych  skondensowanych  pochodnych pirazolu:  indazoli,  pirazolopirydyn,
pirazolopirydazyn, pirazolopirymidyn, pirazolopirazyn i pirazolotriazyn. Poparte to zostalo
licznymi  doniesieniami literaturowymi. W ocenie Recenzenta ten fragment jest zbyt
rozbudowany o czes¢ biologiczna, analizujac badania syntetyczne prowadzone przez
Doktorantke, ktory dotyczy syntezy tylko pochodnych indazolu i skondensowanego pirazolu,
a nie innych, wymienionych wyzej, skondensowanych pochodnych pirazolu. W opinii
Recenzenta mozna bylo ograniczy¢ czes¢ biologiczng dotyczaca innych pirazolopochodnych
1 zamiesci¢ tutaj dodatkowo przeglad literatury dotyczacy metod syntezy pochodnych indazolu,
co z pewnoscig wzbogaciloby ten fragment pracy.

W rozdziale ,,Cel pracy” Pani mgr farm. Joanna Warguta krétko opisata celowosé
podjecia tematu badan, a takze przedstawita zasadno$é wykorzystania technik in silico oraz
wybranych programéw komputerowych do syntezy czterech serii skondensowanych
pirazolopochodnych zakwalifikowanych jako pochodne sulfonowe, nitrylowe, morfolinowe
1 metyloanilinowe, a takze badanie ich aktywnosci przeciwnowotworowej, przeciwbakteryjnej
i przeciwgrzybiczej. Zaplanowana synteza sktadata si¢ z czterech etapow:

1. reakcji syntezy pochodnej nitrowej odpowiedniego prekursora karboanionu,

2. przeprowadzenie reakcji VNS (reakcji zastepczej substytucji nukleofilowej atomu
wodoru),

3. reakcji redukcji grupy nitrowe;j,

4. reakeji cyklizacji pochodnej aminowej do odpowiedniej pochodnej indazolowe;j.



Doktorantka nawigzata tez do badan prowadzonych w Katedrze i Zakladzie Chemii
Organicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu na temat syntezy zwigzkow
azaheterocyklicznych.

W' rozdziale ,,Oméwienie wynikéw i dyskusja” Doktorantka najpierw oméwila
wykorzystanie narzedzi chemii obliczeniowej celem wytypowania indazolopochodnych
do syntezy i dalszej analizy in vitro ich aktywnosci biologicznych, nastepnie przedstawita
syntez¢ pochodnych, a na konicu zaprezentowata wyniki badan aktywnosci biologiczne;j.
Zaprojektowanie zwigzkow postuzylo takze do wstepnej analizy struktura-aktywnos¢.
Doktorantka uzyta nastepujacych programéw komputerowych:

- PASS Inet. (predykcja prawdopodobiefistwa potencjalnej aktywnosci biologicznej).
Otrzymane wyniki Doktorantka przeanalizowata i stwierdzita, ze pochodne sulfonowe serii a
moga charakteryzowaé si¢ aktywnoscia anksjolityczng oraz w zakresie poprawy nastroju
1 funkcji poznawczych, a pochodne nitrylowe, morfolinowe, metyloanilinowe serii b-d powinny
wykazywa¢ aktywnosé Przeciwnowotworows;

- ALOGSPS (predykcja potencjalnych wtasciwosci fizykochemicznych, parametréw logP
(informacja o lipofilowosci zwigzku) i logS (informacja o rozpuszczalnosci zwiazku
w wodzie)). Uzyskane wyniki wykazaty szereg zaleznosci, a najwazniejszym wydaje si¢
problem rozpuszczalnosci w wodzie syntezowanych indazoli, co moze wplywaé na wyniki
aktywnosci biologicznej in vitro;

- OSIRIS (predykcja potencjalnych wiasciwosei biologicznych). Otrzymane wyniki
Doktorantka przeanalizowata i wysuneta poprawne wnioski potwierdzajace cel Jej badan;

- antiBac-pred  (predykcja potencjalnych wilasciwosci — przeciwbakteryjnych).
Wezesniejsze badania Doktorantki nie wykazaty na wystapienie takiej aktywnosci biologicznej
w przypadku pochodnych indazolowych. Jednak rosngca antybiotykooporno$é patogenéw
wymusza koniecznos¢ poszukiwania nowych lekéw, a w przypadku obecnosci podstawnika
sulfonowego w zwigzkach serii a, czy sulfonamidowego w zwigzkach serii ¢ i d, w pehi
uzasadnia zaproponowany przez Doktorantke szlak badawczy. Analiza wynikow pokazata, ze
najwigkszy potencjal przeciwbakteryjny maja pochodne nitrylowe i morfolinowe (seria b i &)k

Po przeprowadzeniu badan obliczeniowych Doktorantka przeprowadzita synteze
wytypowanych zwiazkéw: prekursoréw karboanionow (zwiazki 1-4), nitrozwiazkow (zwiazki
5-15), tosylowych pochodnych indazolu (zwigzki 47-55), tosylowych pochodnych
skondensowanego pirazolu (zwiazki 56-60), nitrylowych pochodnych indazolu (zwigzki 71-
75), morfolinosulfonowych pochodnych indazolu (zwigzki 86-87), morfolinosulfonowych
pochodnych skondensowanego pirazolu (zwigzki 88-89), sulfonamidowych pochodnych



indazolu (zwiazki 98-100), sulfonamidowej pochodnej skondensowanego pirazolu (zwigzek
100).

Finalnie sposréd wielu zwigzkow otrzymanych przez Doktorantke tylko 16 byto nowymi,
ktérych  strukture  Doktorantka poprawnie  zinterpretowata réznymi  metodami
spektroskopowymi.

Synteze zwiazkéw Doktorantka wykonywata wedlug znanych metod okreslonych
w publikacjach naukowych, przepisach preparatywnych, ktérg tworczo modyfikowata celem
optymalizacji warunkow reakcji, a takze wedtug zaproponowanych nowych metod syntezy.
Zaproponowanie nowej metody syntezy, optymalizacja jej warunkéw, a takze proces
oczyszczania zwigzkow jest procesem bardzo czasochtonnym. Pani mgr farm. Joanna Wargula
poradzita sobie z tym bardzo dobrze, patrzac na przedstawione opisy analizy spektroskopowe;j
otrzymanych zwigzkow. Sama Doktorantka zwraca w pracy uwage na niemozliwosé
ujednolicenia warunkéw reakcji dla syntezy wszystkich pochodnych. Autorka dla wielu reakcji
przeprowadzata indywidualng optymalizacje warunkéw w celu poprawy wydajnosci reakcji
1 czystosci zwiazkéw. Kolejnym krokiem badawczym, ktéry mgr farm. Joanna Wargula
omowita bylo przedstawienie wynikéw aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej 14
zsyntezowanych  indazolopochodnych. Zwiazki zostaly przebadane wobec SZCZEpOW
nalezacych do bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Analiza wynikéw pokazata
nieselektywng i poréwnywalng aktywnosé wobec powyzszych rodzajow bakterii.
Najaktywniejsza wobec Staphylococcus aureus byta pochodna pirazolu 49, poniewaz jej strefa
zahamowania byla porownywalna do strefy hamowania przez lek referencyjny - Amikacyne.
Te same 14 pochodnych indazolu Doktorantka przebadata w kierunku aktywnosci
przeciwgrzybicznej wobec Candida albicans i Aspergillus fumigatus, lekiem referencyjnym
byt Itrakonazol. Zwigzki wykazaly znacznie mniejsza aktywnosé przeciwgrzybicza niz
przeciwbakteryjng oraz nieselektywna wobec grzybow rodziny  Saccharomycetes
1 Trichocomaceae.

Nastepnie wybrane indazolopochodne serii a Doktorantka ocenita pod katem aktywnosci
cytotoksycznej w tescie zywotnosci MTS zgodnie z protokotem PROMEGA wobec komérek
raka jelita grubego HCT116 i komérek biataczki K562. Uzyskane wyniki wykazaly, ze niektore
zwiazKi maja silne dziatanie cytotoksyczne. Analiza in vitro wykazata, ze indazolopochodne
30 (3,5-dimetylopirazolowa), 54 (indolowa) i 55 (karbazolowa) wykazaty najlepsza aktywnosé
przeciwnowotworowa w stosunku do obydwu zastosowanych linii, co jak zauwazyla
Doktorantka, jest zgodne z oszacowanym prarametrem ICso. Z kolei kolejne badania wykazaty,

ze zwiqzek 55 (karbazol) wykazal najlepsze wlasciwosci proapoptotyczne dla obu



zastosowanych linii komorkowych. Wadg zwigzku 55 jest bardzo staba rozpuszczalnosé
W rozpuszczalnikach organicznych i praktycznie nierozpuszczalnos¢ w wodzie. Dodatkowo
wykonano dokowanie do onkogennej kinazy receptora tropomiozyny A (TRKA) dla zwigzkéw
50, 541 55. Tylko dla pochodnych 50 i 54 zaobserwowano stabe wigzanie wodorowe pomiedzy
azotem pirolowym pierscienia indazolu a tlenem kwasu glutaminowego 590. Brak silnych
oddziatywan w kieszeni receptorowej TRKA moze wptywaé na stosunkowo niska aktywnos¢
tych zwigzkéw wobec badanych linii. Doktorantka stusznie stwierdzita, ze indazolopochodne
501 54 moga stanowié zwigzki wiodace w poszukiwaniu nowych inhibitoréw wzrostu komérek
nowotworowych i w zwiazku z tym celowe wydaja si¢ badania prowadzace do modyfikacji
strukturalnych pochodnych 50 i 54.

»Cz¢s$¢  doswiadczalna” pracy obejmuje metodologi¢ badan syntetycznych oraz
aktywnosci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej, cytotoksycznej. Doktorantka szczegdlowo
opisata syntez¢ wszystkich otrzymanych przez Nig zwigzkéw. Dla zwigzkéw znanych Autorka
przedstawita wyznaczone temperatury topnienia i poréwnata je z danymi literaturowymi,
a takze zamiedcita informacje, ze otrzymane przez Nig widma "H NMR tych zwiazkéw
sg zgodne z danymi literaturowymi. Dla nowych zwigzkéw Doktorantka podata analize
spektroskopowa 'H NMR, MS, analize elementarng, a dla niektorych dodatkowo analize widm
BC NMR. Wedlug Recenzenta analiza widm przedstawiona w niniej sze] pracy w pelni
potwierdza strukturg chemiczna i czysto$é opisywanych zwigzkow. Szczegdtowa analiza widm
swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym mgr farm. Joanny Warguly.

W czesci ,,Wnioski” Doktorantka przedstawita sze$é¢ szczegdlowych wnioskow
ze swoich badan. Wszystkie potwierdzaja zalozony przez Doktorantke cel pracy i peing
realizacj¢ zamierzonych badarn. Analiza ich tresci potwierdza duza wiedze mgr farm. Joanny
Warguly w obszarze chemii medycznej. W opinii Recenzenta miata na to wplyw szeroka
wspolpraca naukowa Doktorantki oraz odbyte staze naukowe.

W ocenie Recenzenta uzyskane rezultaty badan stanowig istotne opracowanie naukowe
W dziedzinie chemii medycznej i wnosza wkiad w rozwoj badan nad poszukiwaniem nowych
pochodnych indazolu o okreslonej aktywnoscei biologicznej. Do obowigzkéw recenzenta nalezy
wskazanie zauwazonych bledow formalnych, typograficznych i redakcyjnych popetnionych
w trakcie przygotowywania manuskryptu rozprawy. Uwagi dotycza nastgpujacych zagadnien:
- W calej pracy sg drobne biedy edytorskie, ktére powinny by¢ poprawione;
- str. 12, okreslenie .,dopiero rozwijanych pochodnych” jest mato zrozumiate;
- str. 78, brak odnosnika literaturowego po serii informacji;

- str. 80, sformutowanie ,,praca powinna dostarczy¢” powinno brzmieé ..praca dostarczyla™;



- str. 81, sformutowanie , finalne indazolopochodne mozna by zaliczy¢ do” powinno brzmie¢
»»-..indazolopochodne zaliczamy do” poniewaz tak jest przyjete;
- str. 86 i inne, raz jest pogrubiona czcionka w okresleniach ,,serii a czy b czy ¢”, a raz nie,
powinno to by¢ ujednolicone;
- str. 87, stowo czasteczki” powinno brzmieé¢ .czasteczki”, poza tym okres$lenie
"...wprowadzenie dodatkowej grupy metylowej do czasteczki” powinno zawieraé doktadnag
informacje¢ o miejscu wprowadzenia dodatkowej grupy czy podstawnika:
- str. 87, informacja ,,...wplywu obecnosci dodatkowego atomu azotu w czasteczce” powinna
zawiera¢ jakiego typu jest to atom azotu;
- str. 93, sformulowanie ,,0gromna wigkszo$¢ potencjalnych lekow charakteryzuje sie
parametrem logS wigkszym od -4” powinna by¢ opatrzona odno$nikiem literaturowym;
- str. 95, sformutowanie ,....roli pierscieni szesciocyklicznych” jest niejasne, informacja nie jest
poparta odnosnikiem literaturowym;
- str. 96, w tekscie jest informacja o leku Meropenem, ktérego struktura powinna by¢ na rys.
4.6, niestety schemat tego wzoru nie zawiera;
- str. 98, wyrazenie |, nitrofenylo-hydrazyna” powinno by¢ zapisane bez lgcznika
nitrofenylohydrazyna;
- str. 98, wyrazenie ,,...ulegajg tej substytucji” jest skrétem mysSlowym, powinno by¢
.- .-ulegajg tej reakcji substytucji”’;
- str. 102, schemat 3 i inne, nad strzatkg jest ,,HNO,” a w opisie na str. 103 i innych jest
informacja o uzyciu ,.kwasu octowego i azotynu izopentylu”;
- str. 103 i inne, sformutowanie ,,pochodna chlorowa™, a powinno by¢ pochodna chlorowcowa;
- str. 107, sformutowanie ,.brom™ a powinno by¢é bromu;
- str. 122 i inne, sformulowanie ,,proapoptopowe™ powinno by¢ proapoptotyczne;
- str. 129 1 inne, sformutowanie ,,sulfonu chlorometylo-p-toluilowego™ pozycja para powinna
by¢ zapisana kursywa;
- str. 129 1 inne, sformulowanie ,odparowano rozpuszczalnik” powinno brzmie¢
oddestylowano rozpuszczalnik;
Pragne jednak podkresli¢, ze przedstawione uwagi maja gléwnie charakter techniczny
oraz redakcyjny, natomiast w zadnym stopniu nie wplywaja na warto$¢ merytoryczng pracy.
Majac na uwadze oryginalno$¢ oraz wysoka wartosé merytoryczng rozprawy
doktorskiej Pani mgr farm. Joanny Warguly pt. »Synteza nowych indazolopochodnych
0 dziataniu przeciwnowotworowym i przeciwbakteryjnym” stwierdzam, ze przedstawiona

do recenzji praca spelnia wymagania formalne i merytoryczne stawiane dysertacjom



doktorskim okreslone w art. 13 ust. 1 z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki jak réwniez w §6 ust. 3 Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 roku (Dz.U. z 2017 r. poz.
1789). Na tej podstawie wnosze do Rady Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o przyjecie rozprawy doktorskiej

1 dopuszczenie mgr farm. Joanny Warguly do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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