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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Wrébel
,Synteza i badanie aktywnosci przeciwnowotworowej nowych analogéw trimetoprimu”

wykonanej w Zaktadzie Chemii Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, pod kierunkiem
naukowym Pani dr hab. Danuty Drozdowskie;j.

Podstawe formalng opracowania recenzji stanowi pismo Dziekana Kolegium Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, Pana prof. dr. hab. Wojciecha
Miltyka, na podstawie Uchwaty Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z dnia
24.06.2021r.

Przedstawiona do oceny rozprawa stanowi cykl ztozony z czterech publikacji naukowych
opublikowanych w latach 2020-2021, w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym, ujetych
w zbiorach Journal Citation Reports (JCR). W sktad cyklu wchodzg nastepujace prace:

1.  Wrébel A., Arciszewska K., Maliszewski D., Drozdowska D. (2020) Trimethoprim and
other nonclassical antifolates an excellent template for searching modifications of
dihydrofolate reductase enzyme inhibitors. Journal of Antibiotics (Tokyo), 73, 5-23;
(IF2020 = 2.649, MEIN = 70 pkt., cytowania: 15).

2.  Wrébel A, Drozdowska D. (2021) Recent design and structure-activity relationship
studies on modifications of DHFR inhibitors as anticancer agents. Current Medicinal
Chemistry, 28, 910-939; (IF2020 = 4.530, MEiN = 100 pkt., cytowania: 3).

3.  Wrébel A., Maliszewski D., Baradyn M., Drozdowska D. (2020) Trimethoprim: an old
antibacterial drug as a template to search for new targets. Synthesis, biological activity
and molecular modeling study of novel trimethoprim analogs. Molecules, 25, 116;
(IF2020 = 4.411, MEIN = 100 pkt., cytowania: 3).

4, Wrébel A., Baradyn M., Ratkiewicz A., Drozdowska D. (2021) Synthesis, biological
activity, and molecular dynamics study of novel series of a trimethoprim analogs as
multi-targeted compounds: dihydrofolate reductase (DHFR) inhibitors and DNA-binding
agents. International Journal of Molecular Sciences, 22, 3685-3706; (IF2020 = 5.923, MEiN
= 140 pkt., cytowania: 0).
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Sumaryczna wartos¢ wspoétczynnika Impact Factor dla cyklu prac bedacych podstawa
do ubiegania sie o stopiern doktora wynosi 17,513, co odpowiada 410 punktom zgodnie
z kryterium MEiN (wedtug wykazu z 9.02.2021r.). W kazdej z prac Doktorantka jest pierwszym
autorem, oraz posiada w nich dominujgcy wktad, co dokumentujg odpowiednie oswiadczenia
i opisy udziatu wspotautoréw, zamieszczone w rozdziale trzynastym. Wspoétautorzy wyrazili
zgode na wykorzystanie publikacji przez Panig mgr A. Wrébel w Jej pracy doktorskiej.

Rozprawa doktorska, ktérej podstawa sa wymienione powyzej artykuty zatytutowana
zostata ,Synteza i badanie aktywnosci przeciwnowotworowej nowych analogéw
trimetoprimu”. Komentarz do rozprawy obejmuje 75 stron maszynopisu, podzielonego na
14 rozdziatéw, stanowigcych logiczng cato$¢. Zaopatrzony jest wprowadzeniem, w ktorym
Doktorantka nakresla wcigz aktualny problem spoteczny, jakim jest systematyczny wzrost
zachorowalnosci na choroby nowotworowe. Szczegétowo opisuje mechanizm dziatania
reduktazy kwasu dihydrofoliowego (DHFR) oraz role jej inhibitorow, w tym strukturalnych
analogéw kwasu foliowego, puryn i pirymidyn, w terapii przeciwnowotworowe;j.
Charakteryzuje oddziatywanie niskoczasteczkowych struktur destabilizujgcych synteze
kwaséw nukleinowych, m.in. netropsyny oraz trimetoprimu. Jasno formutuje cel pracy oraz
wymienia poszczegblne etapy jego realizacji, ktorymi byty: (i) chemiczna synteza nowych
analogdéw trimetoprimu oraz ich charakterystyka strukturalna; (ii) ocena zdolnosci wigzania
nowych zwigzkéw z DNA; (iii) oznaczanie aktywnosci enzymatycznej wzgledem DHFR;
(iv) badania molekularne. Bazujac na dostepnych danych przedklinicznych oraz klinicznych,
wskazuje na znaczenie syntezy nowych analogéw strukturalnych stosowanych lekéw. Kazdy
z wymienionych etapéw wymagat od mgr A. Wrdbel znacznego naktadu pracy
i zaangazowania. Komentarz zawiera ponadto ustrukturyzowany wykaz stosowanych skrétéw,
wyniki wraz z wnikliwg dyskusja, streszczenie w wersji polskiej i tozsamej angielskiej, oraz
jednolity wykaz cytowanych pozycji literaturowych (43), zebranych w porzadku
alfabetycznym. W tym miejscu nalezy zwréci¢ uwage na pewng niekonsekwencje Doktorantki
i niejednolity charakter cytowan (pozycje 26, 35 str. 42). Tytut publikacji z pozycji trzeciej
(str. 40) jest niepetny. Rozdziaty 8-11 stanowig petnotekstowe publikacje, bedace podstawg
do ubiegania sie o stopien naukowy doktora. Zamieszczono réwniez wykaz dorobku
naukowego Pani mgr A. Wrébel, w tym innych opracowan oraz publikacji, wytagczonych
z jednotematycznego cyklu prac, wystgpienia konferencyjne, nagrody i wyrdznienia.

Zaplanowany szlak syntez nowych analogéw trimetoprimu poprzedzony zostat
dogtebng analizg literatury, co w interesujgcy sposéb Autorka opisata w dwdch artykutach
przegladowych, stanowiagcych pierwszg czes¢ rozprawy doktorskiej. S3 one doskonatym
wprowadzeniem do badan. Jedna praca prezentuje trimetoprim, oraz inne substancje bazowe,
stosowane w projektowaniu efektywnych inhibitoréw DHFR. Drugi artykut przybliza
zagadnienie oceny struktura-aktywnos$¢ nowych inhibitoréw ludzkiej podjednostki DHFR
o dziataniu przeciwnowotworowym. Przeglady cytuja duig liczbe Zrédet, odpowiednio
192 i 204, co przemawia za tym, ze mozna je rekomendowa¢ naukowcom zgtebiajagcym

2(6
zagadnienia medycyny spersonalizowanej oraz projektowania nowych lekéw. O duzym ©)
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zainteresowaniu $rodowiska naukowego, oraz wysokiej jakosci opracowan, swiadczy takie
fakt, ze prace te, cho¢ ukazaty sie niedawno, bo w 2020 i 2021 roku, byly juz wielokrotnie
cytowane. Ujeta w nich wnikliwa analiza obecnego stanu wiedzy, wskazuje na doskonate
zorientowanie Doktorantki w aktualnej literaturze, dotyczacej problematyki badawczej, co
pozwolito jej réwniez sformutowac cel swojej pracy doktorskiej, uwzgledniajac nisze naukowa
i projektujac serie nieopisanych dotad substanc;ji.

Rezultatem badan jest otrzymanie przez Doktorantke, z dobrymi wydajnosciami
(32-60%), 24 nowych pofaczen chemicznych. Synteze chemiczng Pani mgr A. Wrdbel
prowadzita na podtozu statym, z wykorzystaniem p-nitrofenylowej zywicy Wanga, stosujac
jako substraty pochodne nitroaniliny oraz nitropirydyny (podstawione grupami: aminowa,
metoksylowa, atomami jodu, chloru i fluoru), a takze aromatyczne metoksylowe chlorki
kwasowe. Budowe chemiczng oczyszczonych zwigzkéw, potwierdzita w oparciu o wyniki analiz
widm magnetycznego rezonansu jadrowego (*H i 3C NMR), widm masowych oraz
chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas (HPLC LC-MS).

Zaprojektowane w pracy syntezy pozwolity na oceng wptywu budowy chemicznej
otrzymanych amidéw, w tym elastycznosci konformacyjnej, obecnosci podstawnikéw
halogenowych, pierscieni pirydynowego i benzenowego, na aktywnos¢ inhibitorowg oraz
powinowactwo do miejsca aktywnego DHFR jak réwniez zdolnos¢ wigzania z DNA i wnosz3
wartosciowe informacje o charakterze poznawczym i aplikacyjnym.

Dla wszystkich uzyskanych produktéw mgr A. Wrébel zaprezentowata interpretacjeg ich
widm spektroskopowych. W opisach widm NMR otrzymanych zwiazkéw brakuje jednak
doktadnego przypisania poszczegéinych sygnatéw do atoméw wodoru oraz wegla, co bytoby
mozliwe po wykonaniu widm dwuwymiarowych 2D NMR. Nie zostaty podane réwniez state
sprzezenia spinowo-spinowego J [Hz] we wskazanych multipletach, w tym z uktadami
protonéw AA’BB’. W mojej ocenie, dla zwigkszenia kwalifikacji oraz do$wiadczenia mtodego
doktora, zajmujacego sie synteza organiczna, umiejetnosci te okazatyby sie bardzo przydatne,
zwtaszcza biorac pod uwage nieskomplikowana strukture prezentowanych potaczen.

W artykule opublikowanym w International Journal of Molecular Sciences (2021)
pojawia sie informacja sugerujgca ocene czystosci otrzymywanych substancji na podstawie
analizy TLC przy zastosowaniu uktadu DCM:MOH:NH3z 7:2:1, oraz, ze otrzymywane substancje
Doktorantka oczyszczata za pomocg chromatografii preparatywnej. W komentarzu natomiast
(str. 26) pisze o uktadzie DCM:MeOH:MeCN 70:10:20. Pewien niedosyt pozostawia niepetna
informacja na temat stopnia czystosci badanych biologicznie zwigzkéw, wyznaczonego
metodami analizy instrumentalnej, np. HPLC. Dotaczone do publikacji eksperymentalne dane
spektroskopowe nie pozwalajg tego jednoznacznie stwierdzi¢. Nie znalaztam réwniez
informacji o zgtoszeniu rezultatéw badan chemicznych do ochrony patentowej, cho¢ maja one
znaczenie praktyczne.

Pani mgr A. Wrdbel osiggneta zamierzony cel: w wyniku wieloetapowej syntezy
otrzymata szereg nowych analogéw trimetoprimu, zawierajacych wigzanie amidowe, z kt6rych 3 (6)
wszystkie wykazywaty dobre powinowactwo do plazmidu pBR322 (4361 pz). W badaniach
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wstepnych wytonita struktury charakteryzujace sie najwyzsza aktywnoscig i na ich podstawie
planowata dalsze syntezy. Otrzymane w drugim etapie pochodne, zawierajagce mostek
metylenowy obok wigzania amidowego, faczacego pierscienie aromatyczne, wykazywaty
silniejsze powinowactwo do plazmidu, w poréwnaniu do zwiagzku referencyjnego - netropsyny.
W kolejnych etapach, Doktorantka sprawdzata specyficzno$¢ wigzania uzyskanych potaczen
do okreslonych sekwencji par zasad, uzywajac syntetycznych dwuniciowych fragmentéw DNA,
zawierajgcych sekwencje AT - poly(dA-dT). oraz GC - poly(dG-dC), a takie wyznaczyfa state
asocjacyjne wigzania plazmidu ctDNA. W tescie z zastosowaniem plazmidu T4 DNA
potwierdzita nieinterkalacyjne oddziatywanie otrzymanych struktur z okreslonymi parami
zasad mniejszej bruzdy DNA i wytonita trzy zwiazki, charakteryzujace sie najwyzszymi statymi
wigzania do plazmidu, ktérymi byly pochodne 3A, 5A oraz 18B. Uzyskane w tej czesci wyniki
dostarczyty nowych informacji potrzebnych dla zrozumienia mechanizmu interakcji badanych
pofaczen z DNA i moga by¢ odniesieniem przy ocenie ich funkcji farmakologicznej
w przysztosciowych testach in vitro i in vivo. Szczegétowa ocena inhibicyjnego wptywu
uzyskanych potaczen na aktywnos$¢ enzymatyczng DHFR, dokonana zaréwno w oparciu
o wyniki analiz spektrofotometrycznych, jak réwniez obliczeri teoretycznych, pozwolita
wytoni¢ struktury o najwyiszej energii wigzania do centrum aktywnego enzymu i zdolnoéci
tworzenia wigzan wodorowych. Najsilniejszymi inhibitorami DHFR okazaty sie nowo
zsyntezowane zwigzki oznakowane symbolami 3A (ICso = 0,72 uM), 16B (ICso = 0,88 uM) 13B
(ICso = 0,89 uM) 2A i 6B (ICso = 0.99 pM). Istotnych danych dostarczyty szczegétowe analizy
oddziatywania poszczegélnych ligandéw z ujemnie natadowang resztg aminokwasowa Glu-30,
ktéra odgrywa znaczacy role w aktywnosci katalitycznej hDHFR. Uzyskane w czesci
eksperymentalnej wyniki $ci$le koresponduja z badaniami dokowania molekularnego
i dynamiki molekularnej (RMSD, RMSF, SASA, Rg), co $wiadczy o doskonatej intuicji naukowe;j
Doktorantki oraz potwierdza celowos¢ kierunku badan. Zaproponowane w pracy spekulacje
na temat potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej oraz przeciwbakteryjnej wydaja sie
by¢ prawdopodobne. Niemniej jednak jednoznacznie bedzie mozna to wykazaé w testach
oceny bezposredniego wptywu nowych pochodnych trimetoprimu na komérki nowotworowe
i bakteryjne, jako petnego modelu biologicznego, co mam nadzieje zostanie zrobione
niebawem, w toku kolejnych prac Pani mgr A. Wrébel oraz jej promotora, Pani dr hab.
D. Drozdowskiej. Wartosciowych danych dostarcza réwniez wyniki badan na modelach
zwierzecych.

Jednym z gtéwnych zatozern pracy byto uzyskanie nowych struktur selektywnie
ograniczajacych proliferacje komérek nowotworowych, przy jednoczesnym braku wptywu na
komérki zdrowe. Czy zdaniem Doktorantki, wyniki przeprowadzonych przez nig do$wiadczen,
pozwalaja wykluczy¢ ewentualne dziatania niepozadane otrzymanych pochodnych
trimetoprimu, wzgledem ludzkich komérek prawidtowych? Jakie kryterium wyboru linii
komérkowych moze zaproponowa¢ Doktorantka do dalszych analiz, biorgc pod uwage wybér

celu molekularnego, a takze uzyskane w ramach pracy doktorskiej rezultaty? 4(6)
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Poprosze réwniez o komentarz dotyczacy stabilnosci oraz rozpuszczalnosci analogow
trimetoprimu w warunkach fizjologicznych. Czy Doktorantka badata rozpuszczalnosc,
ewentualnie stabilno$¢ uzyskanych zwigzkéw w zmiennych warunkach temperaturowych, pH
itd.? Wyniki tych analiz mogtyby okazaé sie bardzo pomocne podczas planowania dalszych
badan ich wptywu na biologie komorki.

Oceniajac rozprawe doktorska pod wzgledem jakosci wprowadzenia do tematyki oraz
prezentowanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze ma ona ukfad prawidiowy, a treéci przekazane
sa w sposéb przejrzysty. Napisana jest poprawnym jezykiem, jedynie w niektérych miejscach
pojawiajg sie nieliczne btedy redakcyjne i niescistosci:

1. przyktadowo na stronach: 10, 14, 21, 33, 34, 35, i 50 wystepuja btedy literowe lub
interpunkcyjne;

2. skrét ,bp” z angielskiego oznacza pary zasad czyli ,pz” (str. 10);

3. poprawne okre$lenia reszt ,metenylowej” i ,formylowej” to odpowiednio grupy
metinowa i aldehydowa (str. 15);

4. nazwa szczepu Staph. Saprophyticus powinna by¢ napisana inaczej: S. saprophyticus, lub
Staphylococcus saprophyticus, podobnie jak wymieniona po raz pierwszy w tekscie
powyzej nazwa Enterobacter species (str. 18);

5. metotreksat to lek o dziataniu cytostatycznym (str. 21);

6. taciriska nazwa szczepu Acinetobacter baumannii powinna by¢ napisana kursywa (str. 40);

7. MOH w drugiej publikacji eksperymentalnej to raczej MeOH (metanol) (str. 15/21).

Przedstawiona do recenzji praca doktorska, ktérej autorka jest Pani mgr A. Wrébel,
dotyczy interesujacego zagadnienia naukowego, jakim jest poszukiwanie nowych struktur
chemicznych, bedacych analogami znanych i stosowanych lekéw, jako zwigzkdw selektywnie
celujacych w komoérki nowotworowe. W mojej ocenie badania dotyczace syntezy nowych
pochodnych trimetoprimu wigzacych sie z DNA, oraz wykazujacych dobra aktywnos¢
inhibicyjna wobec DHFR — enzymu regulujgcego metabolizm kwaséw nukleinowych,
aminokwasow, a takze wzrost i réznicowanie komorek, s3 ciekawe i rozwojowe, szczegélnie
z uwagi na otrzymanie nowych substangcji, ktére z pewnoscia beda inspiracjg do dalszych
petnoprofilowych analiz pod katem ich dziatania farmakologicznego. Sg one wazne nie tylko
z punktu widzenia naukowego, ale réwniez mozliwego zastosowania w praktyce, poniewaz
dotycza otrzymywania nowych potaczen o wysokim potencjale aplikacyjnym m.in. w leczeniu
nowotworéw. Dostepno$é nowych pochodnych moize by¢ takie pomocna w wytyczaniu
kierunkéw poszukiwania bakteriostatykéw oraz srodkéw o dziataniu przeciwgrzybiczym.

Doéwiadczenie Doktorantki w zakresie wykorzystania réznych metod badawczych,
szczegolnie syntezy chemicznej, metod spektroskopowych oraz chromatograficznych, a takze
analiz biochemicznych, uzupetnione znajomoscia interpretacji wynikéw badan teoretycznych
tj. dokowania molekularnego i dynamiki molekularnej, jednoznacznie wskazuje na jej
zaawansowana wiedze w zakresie tematyki pracy. Zastosowany zestaw metod i analiz pozwolit 5 (6)
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na osiagnigcie zatozonego celu oraz petng weryfikacje postawionych hipotez badawczych.
Przeprowadzone badania s3 przyktadem precyzyjnie przemyslanego projektu badawczego,
ktérego rezultaty wnosza istotng warto$¢ do rozwoju dyscypliny nauki medyczne i nauki
o zdrowiu. Doktorantka dokonata réwniez szerokich studidw literaturowych, co w syntetyczny
sposéb udokumentowata w postaci wartosciowych naukowo opracowan, o charakterze
pogladowym. Prace doktorskg Pani mgr Agnieszki Wrdbel oceniam bardzo wysoko,
a przedstawione w recenzji nieliczne uwagi, gtéwnie o charakterze redakcyjnym, maja
znaczenie marginalne i w niczym nie umniejszajg wartosci merytorycznej tego opracowania.

Whioski koricowe

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Wrébel pt.: ,,Synteza
i badanie aktywnosci przeciwnowotworowej nowych analogéw trimetoprimu” stanowi
oryginalne rozwiazanie problemu naukowego. Z nadmiarem spetnia warunki Ustawy stawiane
dysertacjom doktorskim, dlatego wnosze o dopuszczenie Autorki pracy Pani mgr Agnieszki
Wrébel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Chciatabym réwniez podkresli¢ pokazny ilosciowo i wartosciowy naukowo dorobek Pani
mgr Agnieszki Wrdbel, biorgc pod uwage etap jej rozwoju naukowego. Oprécz czterech prac
stanowigcych cykl publikacji, bedgcych podstawa do ubiegania sie o stopieri naukowy doktora,
Pani mgr Agnieszka Wrdbel jest wspotautorka dwdch dodatkowych prac naukowych,
opublikowanych w czasopismach Investigational New Drugs oraz Mini-Reviews in Medicinal
Chemistry, zamieszczonych w bazie JCR, 2 monografii i 30 streszczer zjazdowych (w tym
6 zagranicznych).

Jednoczesnie, ze wzgledu na zakres, jako$¢ oraz znaczacy wkiad w poszerzenie
i weryfikacje dotychczasowej wiedzy naukowej, przedstawionych w pracy doktorskiej badan,
a takze fakt, ze praca stanowi jednotematyczny zestaw czterech publikacji o wysokim
standardzie miedzynarodowym, stawiam wniosek o wyréznienie pracy.
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