;4[, WARSZAWSKI WARSZAWSKI
f’% =Y UNIWERSYTET
qi'fej %‘4:’ UNIWERSYTET s MEDYCZNY

=
m/ MEDYCZNY
‘C\ m s

Warszawa, 27.07.2023 .

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr farm. Agnieszki Zajdy

pt. ., Analiza aktywnoSci biologicznej nowych analogéw metforminy o budowie
sulfonamidowej”

wykonanej pod kierunkiem Promotora dr hab. n. farm. Magdaleny Markowicz-Piaseckiej,
prof. uczelni w Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy leku i Radiofarmacji
Katedry Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
Podstawe opracowania recenzji stanowilo pismo Przewodniczacej Rady Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi — prof. dr hab. n. med. Anny

Kilianowicz-Sapoty z dnia 03.07.2023 r. oraz przekazana rozprawa doktorska.

Praca doktorska mgr Agnieszki Zajdy zostala przygotowana w Zakladzie Chemii
Farmaceutycznej, Analizy Lekow i Radiofarmacji wchodzacym w sktad Katedry Chemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Tematyka pracy dotyczyla analizy
aktywnosci biologicznej nowych analogéw metforminy o budowie sulfonamidowej i byla
zbiezna z cyklem 3 publikacji sktadajacych sie na niniejsza dysertacje. Metformina bedaca
dimetylowg pochodng biguanidu jako doustny lek hipoglikemizujacy zostata zastosowana po
raz pierwszy w leczeniu cukrzycy typu 2 w koncu lat 50-tych XX wieku. Obecnie jest lekiem
pierwszego wyboru, ktory w postaci doustne;j jest podawany codziennie 150 mln pacjentow na
calym swiecie. W cukrzycy typu 1 metformina podawana w leczeniu skojarzonym moze
okazaC si¢ pomocna w obnizeniu dawki insuliny. Jej dziatanie plejotropowe pozwala na
wykorzystanie jej wiasciwosci w leczeniu innych jednostek chorobowych w procesie
repozycjonowania. Korzystny wplyw na profil lipidowy osocza, nasilenie aktywnosci
fibrynoliotycznej osocza, redukcja stresu oksydacyjnego i ochronny wptyw na uktad sercowo-
naczyniowy pozwala mie¢ nadziejg, na jej wykorzystanie nie tylko jako $rodka
hipoglikemizujacego, ale réwniez jako leku opéZniajacego starzenie stosowanego w chorobach
neurodegeneracyjnych i przedhuzajacego zycie, kardioprotekcyjnego i przeciwzakrzepowego,

przeciwbakteryjnego i przeciwwirusowego oraz przeciwnowotworowego.
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Nadrzegdnym celem rozprawy doktorskiej byto przeprowadzenie badan przesiewowych
14 nowych, nieopisanych dotychczas w literaturze pochodnych metforminy o budowie

sulfonamidowej, ktore zostaly zsyntetyzowane w University of Eastern Finland w ramach
wspolpracy jednostki z finskim osrodkiem akademickim. Motywem przewodnim poszukiwan
nowych farmakologicznych kierunkow dziatania pochodnych metforminy jest efekt
Paracelsusa, ktory zwrocit uwage , ze decydujaca rolg w zwalczaniu chorob odgrywajg zawarte
w roslinach substancje czynne. Zgodnie z Jego stwierdzeniem, choroba jest zawsze wynikiem
zaburzen procesow chemicznych przebiegajacych w organizmie, wigc leczenie powinno
polega¢ na podawaniu zwigzkéw chemicznych, przywracajacych te rownowage. W ramach
celu nadrzednego przeprowadzone badania wykonano w czterech etapach rozpoczynajac od
szczegolowe] analizy potencjalu terapeutycznego jako srodka opdzniajacego starzenie z
uwzglednieniem molekularnych mechanizmoéw dzialania metforminy jako leku o
wielokierunkowym  dzialaniu, poprzez ocen¢ aktywno$ci biologicznej nowych
sulfonamidowych analogéw metforminy i badanie ich biozgodnosci w modelu ludzkich
erytrocytow po ustalenie zaleznosci pomigdzy budowa a aktywnoscig biologiczna badanych

pochodnych.

Recenzowang prace doktorska przygotowano w formie autoreferatu wraz z zatacznikami. W
poczatkowej czesci pracy autorka przedstawita swoj dorobek oraz wykaz stosowanych skrotow.
Kolejno w autoreferacie umieszczono obszerne wprowadzenie, podano cele naukowe
prowadzonych badan, czgs¢ eksperymentalng obejmujaca metody badawcze, wyniki
przeprowadzonych badan, dyskusje 1 podsumowanie wynikoéw oraz koncowe wnioski. Cato$é
autoreferatu zostala zakonczona spisem piSmiennictwa obejmujacym 150 pozycji, $ciSle
zwigzanych z tematyka badawcza rozprawy, w wigkszosci z ostatniej dekady. Do autoreferatu

dotaczono publikacje z zawartymi w nich wynikami oraz o$wiadczenia wspolautorow.

Podstawg rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Zajdy stanowi cykl trzech §cisle
powigzanych tematycznie prac opublikowanych w latach 2020-2023 o sumarycznym
wspolczynniku oddzialywania (IF) wynoszacym 16,808 i lacznej punktacji MEIN 340. We
wszystkich pracach Pani mgr Zajda jest pierwszym autorem, a Jej udzial procentowy w

przygotowaniu kolejnych prac wyniost 55-70% i dotyczyl przegladu dostepnej literatury
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naukowej, wspottworzeniu koncepcji i planu pracy. Dominujacy wkiad mgr Zajdy podczas

wykonywania czgsci eksperymentalnej i zredagowania manuskryptow nie budzi watpliwosci.

We wprowadzeniu do autoreferatu Doktorantka przedstawila wazne informacje dotyczace
patogenezy cukrzycy typu 2 kladgc szczegolny nacisk na towarzyszace cukrzycy zaburzenia
uktadu  krzepnigcia i  fibrynolizy, Dodatkowo omowila zasady postepowania
przeciwzakrzepowego jak rowniez zasady leczenia samej cukrzycy przy zastosowaniu
wspotczesnych srodkow hipoglikemizujgcych. Przedstawiajac charakterystyke
fizykochemiczng i farmakokinetyczna metforminy uwzglednita aspekty farmakogenetyczne i
farmakodynamiczne jakze wazne podczas prowadzenia tejze terapii. Dokonala réwniez
przegladu literatury pod katem modyfikacji strukturalnej szkieletu metforminy i omoéwila
zagadnienia zwigzane z repozycjonowaniem lekow i politerapia. Obszerny wstep pozwolil na

przejrzyste i precyzyjne okreslenie celow pracy.

Pierwsza publikacja jest praca przegladowa stanowiaca aktualizacje wiedzy i kompendium
osiggnie¢ dotyczacych wplywu metforminy na rozwdj i progresje chordb zwigzanych ze
starzeniem si¢ organizmu, ktore obejmowaly zarowno badania przedkliniczne z
wykorzystaniem linii komorkowych oraz modeli zwierzecych, jak rowniez badania kliniczne.
Publikacja stanowi silne uzasadnienie prowadzonych badan dotyczacych korzystnego wpltywu
metforminy na czynno§¢ ukladu sercowo-naczyniowego, jak réwniez jej wiasciwosci
antykoagulacyjnych i  hipoglikemizujacych z oceng cytotoksycznoéci nowych

sulfonamidowych analogéw biguanidu.

Druga publikacja ocenia wpltyw nowych pochodnych metforminy na zywotno$é, integralno$é
oraz morfologi¢ ludzkich komoérek $rodbtonka zyty pepowinowej oraz ludzkich komoérek
migs$ni gladkich aorty z wykorzystaniem eksperymentalnych modeli uktadu naczyniowego in
vitro. Przeprowadzono réwniez test utylizacji glukozy i oceng wptywu nowych pochodnych
metforminy na migracje komérek HUVEC i uwalnianie tkankowego aktywatora plazminogenu
z tychze komorek. Ponadto dokonano oceny wptywu nowych pochodnych metforminy na
proces polimeryzacji, na aktywno$¢ antytrombiny III i czynnika X i proces krzepniecia po

generacji endogennej trombiny.

Trzecia publikacja to przede wszystkim cztery dominujace zagadnienia: badanie oddziatywania

nowych pochodnych metforminy na potencjal btony mitochondrialnej, gdyz akumulacja w
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mltochondnach jest submolekularnym celem dziatania metforminy; ich wplyw na aktywnos¢

trombiny, na hemolize i morfologi¢ krwinek czerwonych.

W podsumowaniu wynikéw badan naukowych obejmujacych analize zaleznosci pomiedzy
budowa chemiczng nowych sulfonamidowych analogéw metforminy a ich aktywnoscig
biologiczng Doktorantka szczegblng uwage zwrocita na rezultaty badan dotyczace
perspektywicznego bezpieczenstwa terapii uwzgledniajac ich whasciwosci antykoagulacyjne i

cytotoksyczne w modelach hodowli komérek in vitro, a mianowicie:

- alkilowe pochodne metforminy (1-3) wykazaly najkorzystniejszy profil bezpieczenstwa w

st¢zeniach do 1,5 umol/ml

- modyfikacja szkieletu metforminy w sulfonamid z n-butylowym podstawnikiem prowadzita

do uzyskania zwigzku o najmniejszej cytotoksycznosci

- podstawienie pierScienia aromatycznego ugrupowaniem cyjanowym w pozycji orto, meta i
para skutkowato wzrostem  cytotoksycznosci benzenosulfonamidowych pochodnych
metforminy, co przejawiato si¢ zmniejszeniem zywotnosci koméorek i spadkiem integralno$ci
komorek srodblonka,

-zarbwno wszystkie pochodne alkilowe jak réwniez mera i para podstawione
benzenosulfonamidy, podobnie jak sama metformina zwigkszaly wychwyt glukozy w

komorkach HUVEC, co moze wskazywaé na ich potencjalne dziatanie hipoglikemizujace,

- przeksztalcenie czasteczki metforminy w sulfonamidy zawierajace uklad aromatyczny
(zwigzki 5, 9-14) skutkowato hamujacym dziataniem wewnatrzpochodnego szlaku krzepnigcia
I procesu polimeryzacji fibryny. Natomiast wprowadzenie grupy metoksylowej, nitrowej lub
aminowej do pierécienia aromatycznego benzenosulfonamidowych analogow metforminy w

pozycji meta determinowalo wplyw na zewnatrzpochodny szlak krzepniecia,

- zastosowanie wieloparametrycznego modelu (CL-test) dowodzilo, iz przylaczenie grupy
nitrowej do pierscienia benzenu w pozycji meta prowadzi do uzyskania zwigzku o potencjalnej

aktywnosci antykoagulacyjne;j,

- przeprowadzenie modyfikacji chemicznej struktury metforminy z przylaczonym
podstawnikiem aminowym umozliwiato uzyskanie zwigzku o najsilniejszym efekcie

hamujgcym maksymalng aktywno$¢ trombiny w catym badanym zakresie stezen,
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-nowe benzenosulfonamidowe pochodne oparte na szkielecie metforminy podstawione grupa
aminowg w pierScieniu aromatycznym indukowaly znaczny spadek mitochondrialnego
potencjalu membranowego co w perspektywie moze zosta¢ wykorzystane w leczeniu wtornych

defektow zwiazanych z cukrzyca,

- nowo zsyntetyzowane analogi metforminy poza cyjanobenzenosulfonamidami byty
hemokompatybilne nie wykazujac niekorzystnego wplywu na integralno$¢ blony

erytrocytarne;j.

W trakcie czytania pracy zwrécilem uwage na nicktore drobne bledy edytorskie, badz
fragmenty tekstu, ktore wymagaja wyjasnienia. Jednocze$nie pragne stwierdzi¢, ze w niczym

nie umniejszajg one wysokiej wartoci merytorycznej recenzowanej rozprawy.

Pierwsza uwaga dotyczy znaku interpunkcyjnego: przecinka zamiast kropki, ktory powinien
si¢ znalez¢ w zapisie liczbowym zawierajacym czeéci dziesietne w autoreferacie podczas
podawania wynikow badan. Kropka jest stawiana w tekscie anglojezycznym ( w publikacjach),

przecinek w opisie tekstowym.

Na stronie 41 dodanie stowa ma, ,,oraz ma wplyw na metabolizm kwaséw zétciowych i

mikrobiom”, czyni zdanie bardziej czytelnym.

Na stronie 55 i 56 legenda pod rycingl4 powinna dotyczyé etapéw zapisanych arabskimi

cyframi jak na schemacie i w tekécie a nie rzymskimi (ujednolicenie zapisu).

Na stronie 75 zostalo napisane, ze ,zwiazki poddano dalszym poglebionym badaniom
oceniajgcym ich wplyw na ogélny potencjal tworzenia skrzepu i fibrynolizy przy uzyciu
wieloparametycznego modelu z wilasnym programem komputerowym”. Prositbym
Doktorantkg o informacje o jaki program chodzi i podanie krétkiego wyjasnienia z
zastosowaniem jakich kryteriow i parametrow zostal on stworzony przy wykorzystaniu

okreslonego jezyka komputerowego.

Ostatni m0j komentarz ma raczej charakter inicjujacy dyskusje. Nie tak dawno zostala
opublikowana praca przegladowa autorstwa kanadyjsko-katarskiej grupy autoréw pt.

»Metformin: Is it a drug for all reasons and diseases?” w czasopis$mie Metabolism (Elsevier),

(https:// doi.org/1016/j.metabol.2022.155223. Whnioski z pracy s3 w pewien sposob zbiezne z

przedstawionymi przez Doktorantke w dysertacji, nie mniej chciatbym poznaé zdanie Pani mgr
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Zajdy odnosnie ryzyka-korzysci podczas dhugotrwalego stosowania metforminy (przez wiele

lat). Czy jest to do konca bezpieczna terapia, nie pozbawiona Jakichkolwick zagrozen.

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze mgr Agnieszka Zajda wywigzata si¢c w pelni z
zatozonych celow badawczych  otrzymujac niezwykle cenne wyniki w trakcie
przeprowadzonych eksperymentéw, co znalazto swoje odzwierciedlenie w publikacjach o
wysokim wspdtezynniku oddziatywania. Catoéé pracy doktorskiej potwierdza znakomita
orientacj¢  Doktorantki w problematyce bedacej przedmiotem badas. Potwierdzenie we
wnioskach koncowych przez autorke rozprawy koniecznosci kontynuowania badan in vive w
celu uzyskania pemego modelu skuteczno$ci 1 bezpieczenstwa nowo zsyntetyzowanych
sulfonamidowych analogow metforminy $wiadczy o posiadanych przez Nig dalszych planach

naukowych, ktore potwierdzityby dotychczasowe rezultaty pracy badawcze;.

Uwazam zatem, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Zajdy
spetnia warunki okreslone w art. 187 ust.l i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1669). W zwiazku z powyzszym zwracam
si¢. do Wysokiej Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi z

wnioskiem o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Kierownik
u Chemii Lekdw
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