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Ocena
rozprawy doktorskiej Pani mgr farm. Agnieszki Zajdy pt.: ,Analiza aktywnosci

biologicznej nowych analogow metforminy o budowie sulfonamidowe;j.”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Chemii
Farmaceutycznej, Analizy Lekédw i Radiofarmacji Katedry Chemii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego w todzi pod kierunkiem Pani dr hab. n. farm. Magdaleny
Markowicz-Piaseckiej, prof. uczelni.

Temat pracy doktorskiej jest jak najbardziej aktualny i niezwykle ciekawy. Pani Zajda
skupia sie bowiem na mozliwosciach leczenia cukrzycy przy zastosowaniu nowych analogéw
metforminy. Obecnie zapadalno$s¢ na cukrzyce typu 2 staje sie epidemig. Przewlekta
hiperglikemia wywiera bezposredni toksyczny wptyw na rézne typy komaorek, w tym komarki
B trzustki i komorki sréodbtonka naczyn. Komaérki srédbtonka sg bezposrednio narazone na
toksyczne dziatanie wysokiego poziomu glukozy i zwigzanego z nim stresu oksydacyjnego, co
prowadzi do mikro- i makro- dysfunkcji uktadu naczyniowego, inicjujgc rozwéj powiktan
cukrzycy w przebiegu wielonarzgdowym, ktdre znaczgco wptywajg na dtugosé i jakosc zycia
pacjentéw. Stan insulinoopornosci poprzedzajacy objawowg cukrzyce typu 2 (T2DM) jest
bardzo niebezpieczny dla komdrek B. Jednym z najwazniejszych lekdw stosowanych w stanie
przedcukrzycowym, w leczeniu T2DM, zwtaszcza ze wspdfistniejagcg nadwagg, jest

metformina. Metformina, pochodna biguanidu, powszechnie stosowana jako $rodek
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hipoglikemizujacy, hamuje proliferacje komérek w kilku ludzkich nowotworach ztosliwych, w
tym trzustki, tarczycy, raku zotadka, endometrium i jajniku. Ponadto, metformina eliminuje
nowotworowe komérki macierzyste, przyczyniajac sie tym samym do lepszego rokowania
pacjentéw. Metformina wykazata znaczng synergie z chemioterapeutykami zaréwno w
modelach in vitro, jak i in vivo, w tym z cisplatyng, gefitynibem, sorafenibem, ewerolimusem
czy trastuzumabem. Mechanizmy dziatania metforminy sg wielokierunkowe i ztozone.
Metformina mi.in. indukuje apoptoze, hamuje angiogeneze i przerzutowanie komodrek
nowotworowych. Lek aktywuje oksydazy mitochondrialne i zwieksza poziom reaktywnych
form tlenu w obrebie macierzy mitochondrialnej poprzez hamowanie kompleksu pierwszego
tancucha oddechowego. Pacjenci leczeni metforming wykazujg zwiekszone wskazniki
piecioletniego przezycia.

Celem nadrzednym niniejszej rozprawy doktorskiej byta synteza nowych
sulfonamidowych pochodnych metforminy, a takze analiza ich wtasciwosci biologicznych
wzgledem komédrek miesni gtadkich aorty (AoSMC) i $Srédbtonka zyty pepowinowej (HUVEC).
Rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Zajdy zostata przedstawiona w postaci cyklu
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutdw naukowych. Cykl prac stanowigcy
podstawe postepowania doktorskiego, sktada sie z trzech publikacji (jednej przegladowej
oraz dwodch oryginalnych). Doktorantka jest w nich pierwszym autorem. Ponadto, zgodnie z
zamieszczonymi os$wiadczeniami wspoétautoréow, Doktorantka miata wiodacy udziat w
przygotowaniu omawianych publikacji. We wszystkich pracach Doktorantka zaréwno
projektowata, jak i wykonywata doswiadczenia, analizowata wyniki, przygotowywata
manuskrypt, poszukiwata i opracowywata bibliografie, co sSwiadczy o bardzo duzym
zaangazowaniu i samodzielnosci Autorki. Podkresli¢ nalezy, ze wszystkie prace sktadajace sie
na cykl zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach z listy JCR o wysokich
wspoétczynnikach  wptywu oraz duzej liczbie punktéw MEIN. Sumaryczna wartosc
wspodtczynnika IF dla omawianych prac wyniosta 16.808.

Uktad rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Zajdy jest zgodny z normami

przyjetymi dla tego typu opracowan, uwage zwraca duza syntetycznosc i przejrzystosc, co
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wynika z witasciwiej przyjetej koncepcji przygotowania rozprawy. Przedstawiona do oceny
praca doktorska zawiera 232 strony. Autoreferat to okoto 103 strony. Jest podzielona na:
wprowadzenie, cele naukowe rozprawy doktorskiej, czes¢ eksperymentalng, wyniki
przeprowadzonych badan, dyskusje, podsumowanie osiggnietych wynikéw, wnioski
koricowe, streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim oraz pi$miennictwo.

Zwarte merytorycznie wprowadzenie obejmuje 32 strony. Jest ono bardzo dobrze
opracowane i stanowi uzupetnienie publikacji przegladowej wchodzgcej w sktad cyklu.
Ztozone jest ono z podrozdziatdw takich jak: patogeneza T2DM; zaburzenia uktadu
krzepniecia i fibrynolizy u pacjentéw z T2DM (w tym zaburzenia hemostazy, hipofibrynoliza,
uktad czerwonokrwinkowy); postepowanie przeciwzakrzepowe w T2DM; postepowanie w
T2DM; metformina — przeglad historyczny, zastosowanie metforminy; struktura oraz
wiasciwosci  fizykochemiczne i farmakokinetyczne metforminy; farmakogenetyka,
farmakodynamika metforminy (w tym dziatanie hipoglikemizujgce, kardioprotekcyjne
wiasciwosci metforminy); modyfikacje strukturalne szkieletu metforminy; repozycjonowanie
lekéw oraz politerapia a leki o wielu celach. Doktoranka wykorzystata w sekcji
wprowadzenie 13 starannie dobranych i bardzo estetycznie wykonanych rycin. We wstepie
zamieszczono rowniez tabele, w tym tab. nr 1.: poréwnanie lekéw obecnie najczesciej
stosowanych w terapii T2DM oraz tab. nr 2.: dane oceniajagce wptyw metforminy na
metabolizm, strukture oraz funkcje serca. We wspomnianej cze$ci wprowadzajgcej, Pani
mgr Agnieszka Zajda rzeczowo nakreslita problematyke cukrzycy skupiajac sie na roli
powszechnie stosowanej w terapii T2DM metforminy. Znalazt sie tez tutaj rzetelny opis
obowigzujgcych standardéw leczenia wraz z kompleksowa charakterystyka metforminy i
zestawieniem badan klinicznych oceniajgcych skutecznosé terapii. Doktorantka zwrdcita
uwage na stabe strony leku, w tym na niska przenikalno$¢ zwigzku przez btony biologiczne,
co prowadzi do stabej absorpcji i ostatecznie do ograniczenia jego biodostepnosci.

Cel gtowny pracy oraz cele szczegétowe pracy badawczej opisane zostaty w
sposob wyczerpujacy i klarowny. W etapie drugim Pani Zajda wymienita az dwanascie celow

szczegbtowych co w mojej opinii mozna byto ograniczyé do kilku celéw o mniejszym poziomie
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szczegdfowosci zwilaszcza, ze w tej czesci pracy znalazly sie przejrzyste, bardzo doktadne schematy.
Doktorantka skupitfa swojg uwage na profilu farmakokinetycznym i fizygkochemicznym macierzystego
leku. Nalezy podkreslic, ze przediozona do oceny praca realizowana byta we wspétpracy
miedzynarodowej. Nawigzane zostato porozumienie z University of Eastern Finland, z zespotem Pani dr
Kristiin Huttunen, ktory to zsyntetyzowat nowe sulfonamidowe analogi metforminy. W celu uzyskania
analogu metforminy o potencjalnym podwdjnym dziataniu, w tym o wiasciwosciach
hipoglikemizujgcych i przeciwzakrzepowych, jeden z bocznych atomoéw azotu w szkielecie metforminy
podstawiono ugrupowaniem sulfonamidowym posiadajgcym w swojej strukturze grupe alkilowg lub
pierscien aromatyczny. Zbadano 14 nowych pochodnych metforminy. Struktura nowych analogéw
zostata zamieszczona w tabeli nr 3. Oceniono wptyw niniejszych zwigzkdw na wybrane aspekty
hemostazy, w tym parametry osoczowe i naczyniowe oraz uktad krzepniecia i fibrynolize.

Doktorantka wymienita zastosowane materialy (osocze, erytrocyty, linie
komérkowe w tym HUVEC i AoSMC) i metody badawcze. Nalezy zwréci¢ uwage na
szeroki panel technik badawczych wykorzystany w pracy. Z opisu rozprawy, tresci
oswiadczen wspodtautorow i szacunkowego wkitadu Doktorantki w powstanie
prezentowanych artykutéw wynika, ze Autorka bardzo dobrze opanowata wiele réznych
technik eksperymentalnych i ma duze doswiadczenie w planowaniu i prowadzeniu
badan.

W kolejnym rozdziale Pani mgr Agnieszka Zajda przedfozyta opis publikacji
stanowigcych podstawy pracy doktorskiej wraz z opisem uzyskanych wynikéw i
whnioskéw. Wyniki nie pozostawiajg watpliwosci, ktdre z okreslonych réznic sg istotne
statystycznie.

Pierwszg z cyklu publikacji jest praca przegladowa pt.: ,Is metformin a
geroprotector? A peek into the current clinical and experimental data” opublikowana w
2020 roku w czasopiSmie Mechanisms of Ageing and Development, ktdra stanowi
wyczerpujace opracowanie i przejrzyscie ujety przeglad prac naukowych, dotyczacych
metforminy, jej zastosowania jako substancji przedtuzajgcej zycie i poprawiajgcej stan

zdrowia zwtaszcza u pacjentéw w podesztym wieku. Przeanalizowano molekularne
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mechanizmy przeciwstarzeniowe metforminy, z uwzglednieniem jej wptywu na inicjacje
i progresje choréb uktadu sercowo-naczyniowego, choréb neurodegeneracyjnych oraz
nowotworow. Okazata sie by¢ ona niezwykle skuteczna zwtaszcza u pacjentéw z
cukrzycg i nadcisnieniem. Metformina spetnia wiekszo$¢ kryteriéw substancji o funkcji
geroprotektora. Zaprezentowany przeglad prac naukowych obejmuje 255 pozycji
piSmienniczych, w tym dotyczacych badan klinicznych i modeli in vivo, w przewazajace;j
ilosci z ostatniej dekady. Wysoka jakos$é pracy przeglagdowej wskazuje na duzg wiedze
Doktorantki i zainteresowanie tematem, co tez stato sie podwaling pod prace
doswiadczang Pani Zajdy.

W kolejnej pracy z cyklu zatytutowanej: ,Structural Comparison of Sulfonamide-
Based Derivatives That Can Improve Anti-Coagulation Properties of Metformin"
opublikowanej w roku 2022 w International Journal of Molecular Sciences (IF: 6.208), Pani
mgr Agnieszka Zajda prowadzita badania nad serig 8 analogéw metforminy. Oszacowata ich
cytotoksycznosé wzgledem komarek linii HUVEC i AoSMC za pomocg testu WST-1. Whnioski
wysuniete przez Doktorantke wskazujg, ze alkilowe pochodne metforminy (zwigzki nr 1-3)
wykazujg korzystny profil bezpieczenstwa zaréwno w liniach komérkowych HUVEC, jak i
AoSMC przy stezeniach do 3 umol/mL. Zostato to potwierdzone poprzez ocene integralnosci
oraz funkcji barierowych komodrek HUVEC przy wykorzystaniu ciggtego systemu analizy
komodrek w czasie rzeczywistym RTCA-DP. W pracy tej zbadano réwniez zdolno$é komadrek
HUVEC do utylizacji glukozy w komédrkach oraz wtasciwosci przeciwzakrzepowe. Zwigzki z
taricuchem alkilowym (nr 1-3), podstawnikiem trifluorometylowym (nr 4) lub grupa
acetylowq (nr 5) istotnie zwiekszaty wykorzystanie glukozy w ludzkich komdrkach srédbtonka
pepowiny (HUVEC), podobnie jak metformina. Do badan tych zastosowano fluorescencyjny
analog glukozy 2-NBDG. Za pomocg testu rysy Doktoranka wykazata, ze analog metforminy
nr 5, jako jedyny w sposdb umiarkowany hamowat migracje komérek HUVEC po 24-
godzinach inkubacji. Zwigzki z tancuchem alkilowym korzystnie wptywaty na parametry
krzepniecia. Sulfonamidowe analogi metforminy (zwigzki nr 1-5) zmniejszaty ilos¢ uwalniane;j

proteazy serynowej t-PA z komdrek HUVEC. Ponadto, pochodne nr 1-5 korzystnie wptywaty
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na aktywnos$¢ czynnika X i antytrombiny Il (AT). Zwigzek 4 oraz 5 rowniez wywieraty
korzystny wptyw na wydtuzenie czasu czesciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT) i czasu
trombinowego (TT). Zwigzki nr 1-5 poddano dalszym pogtebionym badaniom oceniajac ich
wptyw na ogdlny potencjat tworzenia skrzepu i fibrynolizy przy uzyciu wieloparametrycznego
modelu (CL-test). W przeciwienstwie do wyzej wymienionych analogdw metforminy,
pochodne 4 i 5 wywieraty silniejsze dziatanie antykoagulacyjne, aczkolwiek okazaty sie by¢
rowniez bardziej cytotoksyczne w stosunku do komdrek linii HUVEC. W ostatnim etapie
badan oceniono wptyw nowych pochodnych metforminy na hemolize i morfologie krwinek
czerwonych. Doktorantka wykazata, ze cyjanobenzenosulfonamidy (zwigzki nr 6-8) nie
wykazywaty biozgodnosci. Pozostate zwigzki w zakresie stezen: 0.006—1.5 umol/mL okazaty
sie biozgodne. Doktorantka dowiodta, ze nowo zsyntetyzowane sulfonamidy, posiadajgce
podstawniki  alkilowe, sg pochodnymi metforminy o potencjalnym dziataniu
przeciwhiperglikemicznym i aktywnosci przeciwzakrzepowe;.

Ostatnia z cyklu praca opublikowana zostata w roku 2023 w czasopismie
Chemico-Biological Interactions pt.: ,Substituent effects of sulfonamide derivatives of
metformin that can dually improve cellular glucose utilization and anti-coagulation”. Ta
praca ma réwniez wysoki IF=5.168 oraz 100 pkt. MEiN. Stwierdzono, ze wszystkie
syntetyzowane o- i m-benzenosulfonamidy, a zwtfaszcza pochodne z grupami nitrowymi
tj. m-nitrobenzenosulfonamid (nr 3 w publikacji, a nr 11 w rozprawie) i aminowymi jak
o-aminobenzenosulfonamid (zwigzek nr 4 - nr 12 w rozprawie), charakteryzujg sie
dobrym profilem bezpieczeristwa w komoérkach HUVEC, jak i AoSMC, co zostato
dodatkowo potwierdzone w badaniach integralnos$ci komdrkowej. Analogi biguanidu z
grupg metoksylowg (zwigzki nr 1, 2 - rozprawa nr 9, 10) oraz pochodne metforminy z
podstawnikiem aminowym (zwigzki nr 5, 6 - nr 13 i 14 w rozprawie) istotnie zwiekszat
wykorzystanie glukozy w komérkach HUVEC, podobnie jak macierzysty lek. Zwigzki 9, 11
i 14 korzystnie wptywaty na parametry krzepniecia. Analogi metforminy, zwigzki nr 9-14,
wydtuzaty zarowno czas APTT, jak i TT. Natomiast analogi nr 9 ,11, 13 oddziatywaty na

zewnatrzpochodny szlak krzepniecia, co zostato dodatkowo potwierdzone w tescie
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oceniajagcym aktywnos$é czynnika X. Z kolei w obecnosci pochodnych nr 9, 11 i 14
odnotowano réwniez wzrost aktywnosci parametru AT (antytrombina Ill). Test
krzepniecia wykazat, ze aromatyczne pochodne nr 9, 11, 12, 14 wydtuzajg czas
generowania endogennej trombiny, czas krzepniecia o0socza oraz zmniejszaja
poczgtkowg predkos¢ wykrzepiania osocza, co moze byé bezposrednio powigzane z
hamowaniem przez te zwigzki amidolitycznej aktywnosci trombiny. Ponadto pochodna
metforminy nr 9 spowalniata réwniez proces polimeryzacji fibryny, wskazujgc korzystne
witasciwosci antykoagulacyjne. Nowe analogi metforminy nie oddziatywaty z
dwuwarstwg lipidowo-biatkowg erytrocytéw. Pochodna nr 3 (nr 11 rozprawa) ma
wysoce pozgdane wiasciwosci przeciwkrzepliwe, a zwigzki 1 i 6 (rozprawa zwigzek nr 9 i
14) wykazujg aktywnos$¢ przeciwhiperglikemiczng i przeciwzakrzepowga. Doktorantka
podkreslita, ze modyfikacja szkieletu metforminy w benzenosulfonamid podstawiony
ugrupowaniem aminowym w pozycji para w pierscieniu aromatycznym, skutkowata
uzyskaniem zwigzku nr 14 o najsilniejszym efekcie przeciwzakrzepowym.

Rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Zajdy zakoniczona zostata jasno i
przejrzy$cie napisanymi wnioskami, ktére odpowiadajg postawionej hipotezie oraz
celom pracy. Doktorantka zawarta w nich omdéwienie najwazniejszych wynikéw z
opublikowanych prac. Podkreslita, iz nowo zsyntetyzowane sulfonamidowe analogi
metforminy zawierajgce podstawnik alkilowy lub pierscien aromatyczny sprzyjaja
utrzymaniu hemostazy osoczowej. Nowe pochodne wykazujg zaréwno witasciwosci
przeciwhiperglikemiczne, jak i silniejsze dziatanie przeciwzakrzepowe niz metformina.
Doktorantka dowiodta, ze zwigzki od 1 do 5 oraz od 9 do 14 nie sg cytotoksyczne dla
komoérek HUVEC, AoSMC czy erytrocytéw. Ponadto Doktorantka zauwazyta, ze na
podstawie badan in vitro nie mozna przewidzie¢ witasciwosci nowych analogdéw
metforminy w warunkach in vivo. Nalezy podkresli¢, ze Pani Zajda ma swiadomosc¢ i
potrzebe kontynuowania badan w warunkach in vivo, celem potwierdzenia skutecznosci
i bezpieczenstwa nowych pochodnych metforminy. Whnioski wysuniete przez

Doktorantke maja w mojej ocenie bardzo wazny wymiar praktyczny i sugestie w nich
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zawarte stanowig baze do dalszych badan. Podsumowanie wynikéw przeprowadzonych
przez Doktorantke badan jest prawidtowe i nie budzgce zastrzezen. Doktorantka logicznie
wigze swoje obserwacje z piSmiennictwem. Autorka wykazata sie w pracy bardzo dobrg
znajomoscig poruszanej tematyki. Powotuje sie Ona na 150 pozycji literaturowych,
utozonych w kolejnosci pojawiania sie w tekscie. W wiekszosci sg to oryginalne prace
anglojezyczne, opublikowane w czasopismach o wysokim IF.

W podsumowaniu oceny rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze praca doktorska Pani
mgr Agnieszki Zajdy zostata prawidtowo zaplanowana i przedstawiona pod wzgledem
metodycznym. Wyniki sg spdjne i odpowiadajg postawionym celom. Rozprawa Pani
mgr Zajdy napisana jest poprawnym jezykiem, praca jest estetyczna, a rysunki

przejrzyste.

Podczas lektury pracy doktorskiej nasunety mi sie nastepujgce pytania:

1.Uwage zwraca rozbiezna numeracja zwigzkéw miedzy publikacjg nr 3 a numeracjg w
rozprawie doktorskiej.

3. Pani mgr Agnieszka Zajda w rozdziale nr 2.: Hodowle komodérkowe (HUVEC
i AoSMC) pisze, ze korzystata tylko z komoérek do 4 pasazu. Poprosze o
wyjasnienie, dlaczego.

2. Jakie wedtug Doktorantki sg dalsze kierunki badawcze, w ktérych sulfonamidowe

analogi metforminy wyselekcjonowane dotychczas, mogtyby by¢ wykorzystane?

Whniosek koncowy. Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Agnieszki Zajdy
pt.. ,Analiza aktywnosci biologicznej nowych analogow metforminy o budowie
sulfonamidowej” ma duzg warto$¢ poznawczg i niewatpliwie wzbogaca naszg wiedze na
temat potencjatu modyfikacji szkieletu metforminy w sulfonamidy zawierajgce pierscien
aromatyczny. Praca zawiera elementy nowosci naukowej, a takze dowodzi umiejetnosci
Doktorantki w zakresie planowania i przeprowadzenia badan naukowych oraz interpretacji

uzyskanych wynikéw. Doktorantka wykazata sie takze bardzo dobrg znajomoscia literatury
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przedmiotu. Praca ma duzg warto$¢ poznawczg i stanowi podstawe do kontynuowania
badan naukowych w tej dziedzinie. Stwierdzam, ze praca spetnia wszystkie warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w artykule 187.1, punkt 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku — prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Z petnym przekonaniem zwracam sie do Rady
Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi z wnioskiem o dopuszczenie
Pani mgr farm. Agnieszki Justyny Zajdy do dalszych etapéw postepowania doktorskiego i
jednoczesnie wnioskuje o wyrdinienie rozprawy doktorskiej.

Uzasadnienie:

Niniejsza rozprawa doktorska prezentuje wysoki poziom naukowy, posiada elementy
nowosci naukowe] oraz potencjat do kontynuacji podjetej tematyki badawczej. Zastosowanie
modyfikacji metforminy jako strategii ukierunkowanej na wiele celdw stanowi obiecujgca
alternatywe dla terapii skojarzonej. Doktorantka znaczgco przyczynita sie do poszerzenia
wiedzy na temat nowych sulfonamidowych analogéw metforminy, ktére moga by¢
wykorzystywane w leczeniu cukrzycy, czy jako zwigzki przeciwzakrzepowe. Nalezy podkresli¢
fakt, ze Pani Zajda realizowata swoje badania w miedzynarodowym zespole badawczym.
Wyniki przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej zostaty juz opublikowane w trzech
czasopismach znajdujgcym sie na liscie JCR (IF=16.808) oraz na liscie czasopism
punktowanych MEIN (sumaryczna liczba punktéw - 340 pkt). W opublikowanych pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem, ponadto w kazdej z przedfozonych do oceny prac

miata wktad powyzej 50%.

zatgczam wyrazy szacunku

J / i /,
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dr hab. Aneta(Rogalska, prof. Ut
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