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Cukrzyca jest jedng z gtéwnych choréb cywilizacyjnych o globalnym
zasiggu, stanowigc tym samym wyzwanie dla wspétczesnej medycyny i farmacji.
Aktualne dane wskazuja, iz liczba oséb chorujacych na cukrzyce w Polsce przekracza
ze blisko 25%

niezdiagnozowanych, co przektada sie na ogromne ryzyko rozwoju powiktan,

2 mln. Nalezy przy tym zaznaczyg, chorych pozostaje
a nierzadko stanowi zagrozenie zycia. Niestety, pomimo sporej wiedzy na temat
przyczyn, objawow oraz skutkéw cukrzycy, a takze podejmowanych akcji spoteczno-
edukacyjnych, szacuje sie, iz w ciggu najblizszych 15 - 20 lat liczba chorych na
cukrzyce ulegnie podwojeniu. Modele predykcyjne, na ktére powotuje sie
Miedzynarodowa Federacja Diabetologiczna, prognozuja takze ogromny wzrost
liczby chorujacych na cukrzyce w skali globalnej (okoto 783 milionéw chorych w 2045
roku). W ostatnich latach opracowano i wprowadzono do terapii cukrzycy kilka
nowych grup lekéw, m.in. Flozyny, czyli inhibitory kotransportera 2 glukozy
zaleznego od jonéw sodowych (SGLT2) oraz leki dziatajace na uktad inkretynowy:
analogi glukagonopodobnego peptydu-1i tzw. ,gliptyny”, czyli inhibitory peptydazy
dipeptydylowej 4 (DPP-4). Cho¢ leki nalezace do wyzej wymienionych grup cechuja
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sig relatywnie wysoka skutecznoscia oraz korzystnym profilem bezpieczenstwa, wciaz trudno méwic
o prawdziwym przetomie w zakresie walki z cukrzycg. Od wielu lat, réwniez i dzié, to metformina jest
jednym z podstawowych i najwazniejszych lekéw przeciwcukrzycowych. Jest ona pierwszym lekiem
doustnym rekomendowanym do stosowania od momentu diagnozy cukrzycy typu 2. Metformina jest
wykorzystywana zaréwno w zakresie monoterapii, jak i w leczeniu skojarzonym, m.in. z Flozynami,
gliptynami lub insuling. Jej ztozony mechanizm dziatania przektada sie na plejotropowa aktywnos¢

farmakologiczng, ktéra wykracza poza wptyw na stezenie glukozy.

Pani Magister Agnieszka Zajda w ramach swojej pracy doktorskiej dokonata oceny dziatania
14 sulfonamidowych pochodnych metforminy, uwzgledniajac przy tym efekt hipoglikemizujacy oraz
wptyw na proces hemostazy. Wyniki swoich badan Doktorantka opublikowata w dwéch artykutach
naukowych na tamach recenzowanych i renomowanych czasopism o zasiegu miedzynarodowym, tj.
International Journal of Molecular Sciences oraz Chemico-Biological Interactions. Sumaryczny wskaznik
Impact Factor tych dwéch publikacji wynosi 11,376, a taczna punktacja MEiN: 240. Dodatkowo,
w ramach zbioru publikacji stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej znajduje sie
angielskojezyczny artykut przegladowy podsumowujacy liczne badania wskazujace na
przeciwstarzeniowe wtasciwosci metforminy. Praca zostata opublikowana w czasopiémie Mechanisms
of Ageing and Development, ktérego wskaznik IF wynosi 5,432, a punktacja MEIN ma wartoéé¢ 100,
Uwzgledniajac epidemiologiczne tto cukrzycy, istotna role metforminy w Farmakoterapii tej choroby,
a takze perspektywy opracowania nowych metod leczenia, nalezy bezsprzecznie stwierdzic,
iz recenzowana rozprawa doktorska stanowi prébe rozwiazania aktualnych i niezwykle istotnych
probleméw z zakresu chemii lekéw i Farmakologii. W moim przekonaniu, wybér tematu jest w petni
uzasadniony, zaréwno z naukowego punktu widzenia, jak i w kontekscie aplikacyjnosci prowadzonych
badan.

Role promotora pracy doktorskiej Pani magister Agnieszki Zajdy petnita Pani dr hab. n. Farm.
Magdalena Markowicz-Piasecka, prof. uczelni. Badania naukowe zostaty przeprowadzone w Zaktadzie
Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji, Katedry Chemii Farmaceutycznej na Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w todzi. W trakcie realizacji projektu korzystano ze
srodkéw statutowych macierzystej uczelni. W tym miejscu nalezy takze podkreéli¢ wspétprace
z University of Eastern Finland, gdzie dokonano syntezy analizowanych pochodnych metforminy.
W zwigzku z wykorzystaniem w pracach eksperymentalnych materiatu biologicznego w postaci osocza
i erytrocytéw, zadbano o zgode na badania Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym
w todzi.

Uktad przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej jest prawidtowy i spetnia wymagania
stawiane tego typu opracowaniom naukowych. W pracy znajduje sie wykaz publikacji stanowiacych
podstawe rozprawy doktorskiej, wykaz stosowanych skrétéw, wprowadzenie, cele naukowe, opis
stosowanych metod eksperymentalnych, wyniki wraz z dyskusja, podsumowanie oraz wnioski
koficowe. W dalszej czesci zamieszczono streszczenia w jezyku polskim i angielskim, kopie wtaéciwych

publikacji oraz oswiadczenia Doktorantki oraz wspétautoréw publikacji. Na koAcu pracy znajduje sie




~ Slaski Uniwersytet
\/ U‘ | + Medyczny w Katowicach

podsumowanie dotyczace wyksztatcenia i dorobku Pani magister Agnieszki Zajdy. Jedynymi uwagami
odnoszacymi sie do struktury pracy jest brak wykazu tabel i rycin oraz brak numeracji
wielopoziomowej odnoszacej sie do poszczegdlnych rozdziatéw i podrozdziatéw. Chciatbym
jednoczesnie zaznaczy¢, iz s to uwagi o charakterze subiektywnym i nie wptywaja na 0gélna ocene

rozprawy.

Wprowadzenie rozprawy zostato opracowane na podstawie 128 publikacji i zaprezentowane
na 33 stronach. Stanowi ono obszerne i szczegbtowe oméwienie zagadnien zwigzanych z tematem
pracy. W ramach wstepu teoretycznego Autorka opisata w szerokim zakresie patogeneze oraz terapie
cukrzycy, zwracajac przy tym szczegdlng uwage na towarzyszace tej chorobie zaburzenia uktadu
krzepnigcia i fibrynolizy. W dalszej czeséci przedstawiono charakterystyke metforminy, obejmujaca rys
historyczny, wtasciwosci fizykochemiczne, farmakokinetyczne i Ffarmakodynamiczne, a takze
zastosowanie kliniczne. Warto zaznaczy¢, ze przygotowujac opracowanie teoretyczne, nie pominieto
krytycznego spojrzenia na omawiang substancje lecznicza. Podkreélono w tym aspekcie m.in. dziatania
niepozadane oraz istnienie wewnatrzosobniczej i miedzyosobniczej zmiennoéci w zakresie
odpowiedzi na dziatanie leku, wskazujac przy tym mozliwe przyczyny tego zjawiska. Opis aktywnosci
Farmakologicznej metforminy nie ogranicza sie do dziatania hipoglikemizujacego. Autorka zwrécita
takze uwage na wtasciwosci kardioprotekcyjne i przeciwzakrzepowe. Bazujac na przedstawionych
informacjach, Pani magister Agnieszka Zajda oméwita mozliwe kierunki modyfikacji struktury
metforminy zmierzajgce do otrzymania pochodnych o korzystniejszych parametrach
fizykochemicznych, farmakokinetycznych i farmakodynamicznych. Podkreélono przy tym funkcje
ugrupowania sulfonamidowego, ktére obecne jest w strukturze wielu aktualnie stosowanych lekéw
o udokumentowanej aktywnosci farmakologicznej. Nalezy podkreéli¢, ze najwazniejsze informacje
przedstawione w rozdziale ,Wprowadzenie” zostaty dodatkowo podsumowane na licznych,
skrupulatnie przygotowanych schematach graficznych, ktére utatwiaja zrozumienie przekazanych
tresci. Podsumowujac, uwazam, ze wstep pracy zostat opracowany w sposéb wyczerpujacy oraz
napisany poprawnie pod katem merytorycznym i jezykowym. W catoéci stanowi gruntowne

wprowadzenie w problematyke wykonanych badan.

Nadrzednym celem niniejszej pracy byto przeprowadzenie badah zmierzajacych do oceny
aktywnosci biologicznej 14 nowych analogéw metforminy o budowie sulfonamidowej. Synteza
nowych zwigzkéw w gtéwnej mierze miata na celu poprawe wtasciwosci fizykochemicznych
i farmakokinetycznych zwigzku macierzystego z jednoczesnym zachowaniem wysokiej skutecznoéci
farmakoterapeutycznejw leczeniu cukrzycy. Realizacja catego projektu zostata podzielona na 4 etapy,
ktére obejmowaty kolejno: a) analize potencjatu terapeutycznego metforminy jako érodka
przeciwstarzeniowego o plejotropowym dziataniu, b) ocene aktywnosci biologicznej badanych
analogéw metforminy, c) badania biozgodnoéci zsyntezowanych substancji oraz d) analize zaleznoéci
pomigdzy struktura chemiczng a aktywnoscia biologiczna pochodnych metforminy. W rozdziale
zatytutowanym ,Cele naukowe rozprawy doktorskiej” Autorka dodatkowo w sposéb szczegdtowy

wypunktowata badania i analizy, ktére przyczynity sie do realizacji poszczegélnych etapéw projektu.
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Analogicznie do rozdziatu ,Wprowadzenie”, przedstawione treici odnoszace sie do realizacji
zaplanowanych zadan zostaty podsumowane na skrupulatnych i przemyslanych schematach
graficznych.

W kolejnej czesci pracy znalazt sie opis materiatéw oraz metod badawczych wykorzystanych
w trakcie realizacji projektu. Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze Doktorantka zdecydowata sie na
prowadzenie badan zaréwno z uzyciem hodowli komérkowych, jak i materiatu biologicznego
pobranego od pacjentéw, tj. osocza oraz erytrocytéw. Pani magister wybrata do badan ludzkie
komérki srédbtonka zyty pepowinowej (HUVEC) oraz ludzkie komérki miesni gtadkich aorty (AoSMC).
Przeprowadzone analizy uwzgledniaty techniki oparte m.in. na pomiarach absorbancji i Fluorescencji,
turbidymetrii oraz obserwacji mikroskopowej. Panel eksperymentalny obejmowat test zywotnosci
i integralnosci komérek, analize potencjatu bton mitochondrialnych oraz migracji komérek, test
utylizacji glukozy, badania uwalniania tkankowego aktywatora plazminogenu oraz aktywnosci
antytrombiny Ill, czynnika X oraz amidolitycznej trombiny. W pracy wykonano ponadto oznaczenia
koagulologiczne, a takze test tworzenia skrzepu i fibrynolizy, test krzepniecia po generac;ji
endogennej trombiny oraz test lizy krwinek czerwonych oraz badanie morfologii erytrocytéw.
Uzyskane wyniki zostaty poddane analizie statystycznej z wykorzystaniem programow Statistica oraz
GraphPad Prism. Szczegétowy opis ww. metod eksperymentalnych pozwala stwierdzi¢, ze wszystkie
badania wykonano prawidtowo. Duza réznorodnoéé¢ technik i metod badawczych wskazuje na
wielokierunkowe i kompleksowe spojrzenie Doktorantki na kwestie rozwigzania problemu
badawczego, co bezsprzecznie jest jednym z atutéw niniejszej pracy. W mojej opinii zaplanowane
badania zostaty wtasciwie dobrane uwzgledniajac cel pracy oraz zatozenia oparte na wczesniejszych
badaniach nad metformina.

Otrzymane wyniki zostaty zaprezentowane i oméwione na 19 stronach pracy doktorskiej,
zgodnie z kolejnoscig realizacji poszczegélnych etapéw projektu. Opis wynikéw jest szczegdtowy
i rzeczowy. Doktorantka w tej czesci rozprawy nie tylko przedstawita gtéwne obserwacje oraz ptynace
z nich wnioski, ale przytoczyta takze wartoéci uzyskanych wynikéw, wraz z rezultatami analizy
statystycznej. W moim przekonaniu, na szczegélna uwage zastuguje opis etapu 4, czyli podsumowanie
osiggnigtych wynikéw w formie analizy zaleznosci pomiedzy budowa chemiczna a aktywnoscia
biologiczng badanych analogéw metforminy. Autorka przygotowujac te czesé pracy dokonata syntezy
wynikéw oraz wnioskéw, skupiajac sie w szczegdlnoéci na wtaséciwoéciach cytotoksycznych oraz
antykoagulacyjnych. Przeprowadzenie takiej analizy $wiadczy to dogtebnym zrozumieniu omawianej

problematyki oraz duzej dojrzatoéci naukowej Doktorantki.

Na podstawie otrzymanych wynikéw Pani magister Agnieszka Zajda sformutowata wnioski
koricowe wskazujac m.in., ze pochodne sulfonamidowe metFforminy zawierajgce w swojej strukturze
podstawiony uktad aromatyczny, zwtaszcza w pozycji meta, wykazuja silniejsze wtasciwosci
przeciwzakrzepowe w poréwnaniu z lekiem macierzystym. W ramach gtéwnych konkluzji stwierdzono
takze, iz analogi o budowie sulfonamidowej zawierajace podstawnik alkilowy lub pierscien

aromatyczny posiadaja korzystniejszy wptyw na parametry hemostazy osoczowej w stosunku do

4
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metforminy. Korzysci ptynace z modyfikacji struktury wydaja sie szczegélnie obiecujace w obliczu
wynikow = wskazujagcych  wstepnie na skutecznoé¢ przeciwcukrzycowego dziatania oraz
bezpieczenstwo czeéci z badanych pochodnych metforminy. W mojej opinii, wnioski s3 rzeczowe
i podsumowuja analizy uzyskanych wynikéw, wyznaczajac jednoczeénie kierunek kolejnych badar nad
metforming i jej pochodnymi.

Opierajac sie na teoretycznym opracowaniu poruszanych zagadnien oraz przedstawionym
materiale wynikowym, korzystajac jednoczesnie z przywileju recenzenta, pragne przedstawic kilka

zagadnien, ktére moga stanowi¢ element dalszej dyskusiji:

1. W trakcie realizacji badan nad pochodnymi metforminy Doktorantka wykorzystata linie
komérek ludzkich: srédbtonka zyty pepowinowej oraz mieéni gtadkich aorty. Pojawia sie
zatem pytanie o kryteria, ktérymi kierowano sie przy wyborze tych konkretnych linii
komérkowych. Czy podczas planowania eksperymentéw lub prowadzenia badaf rozwazano
wykorzystanie innych linii komérkowych uwzgledniajac przy tym cel projektu?

2. Metformina jest lekiem wykazujacym ztozony mechanizm dziatania przeciwcukrzycowego.
Powoduje m.in. wzrost aktywnosci kinazy biatkowej aktywowanej AMP, hamuje kompleks |
mitochondrialnego tarficucha oddechowego oraz obniza aktywnoé¢ mitochondrialnej
dehydrogenazy glicerolo-fosforanowej. Wewnatrzkomérkowa lokalizacja molekularnych
celéw metforminy sprawia, iz niezwykle istotny w perspektywie dziatania i skutecznoéci leku
jest transport dokomérkowy oraz odpowiedzialne za niego biatka, co zostato podkreélone
w pracy przy okazji charakterystyki farmakogenetycznej. Czy na podstawie danych
literaturowych mozna scharakteryzowaé lub zaplanowa¢ posrednie lub bezpoérednie badanie

dokomérkowego transportu metforminy w przypadku badanych linii?

3. Biorac pod uwage aplikacyjny charakter pracy i obiecujace wyniki, prositbym Doktorantke
o przedstawienie kierunkéw przysztych badan, ktére mogtyby byé prowadzone w ramach
kontynuowania realizacji projektu. Ktéra lub ktére sposréd badanych pochodnych

metforminy zastuguja na najwieksza uwage?

Podsumowujac, pragne stwierdzié, iz przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani
magister Agnieszki Zajdy zostata starannie zredagowana oraz napisana w sposéb szczegotowy
i zgodny z zasadami redagowania tego typu publikacji. Doktorantka dokonata rzetelnego
i gruntownego przegladu literatury, co znalazto odzwierciedlenie w informacjach przedstawionych
we wprowadzeniu oraz dyskusji. W mojej opinii przeprowadzone badania oraz zaprezentowane wyniki
stanowig oryginalne rozwiazanie problemu naukowego odnoszacego sie bezpoérednio do tematu
niniejszej pracy. Nalezy takze podkresli¢, ze kierunek badarn wpisuje sie w aktualny trend nauk
farmaceutycznych oraz stanowi odpowiedz na potrzebe poszukiwania nowych, skutecznych metod

leczenia choréb cywilizacyjnych, w tym cukrzycy.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana praca w catoéci spetnia warunki

okreslone w art. 187 ust. 1§ 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
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(Dz. U. 2023 poz. 742) i wnosze wniosek do Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego
w todzi o dopuszczenie Pani magister farmacji Agnieszki Zajdy do dalszych etapéw postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie, uwzgledniajac wysoki poziom pracy, jej aplikacyjnoéé, oraz znaczaca wartoéé
otrzymanych wynikéw, ktére zostaty opublikowane w czasopismach o zasiequ miedzynarodowym,
pragne ztozyé wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani Agnieszki Zajdy pt. ,Analiza

aktywnosci biologicznej nowych analogéw metforminy o budowie sulfonamidowej”.

dr hab. n. farm. Jakub Rok
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