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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anety Kaczor zatytutowanej

~New 2-aminoimidazolone derivatives as adjuvants able to inhibit
mechanisms of bacterial and cancer multidrug resistance” przedstawiona
Radzie Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum w Krakowie w celu uzyskania stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Katedrze i Zaktadzie
Technologii i Biotechnologii Srodkéw Uniwersytetu Jagiellonskiego — Collegium Medicum w
Krakowie pod kierunkiem prof. dr hab. Jadwigi Handzlik, w zespole, ktory od wielu lat zajmuje
sie syntezq i oceng wihasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych wybranych pochodnych
zwigzkéw heterocyklicznych, z uwzglednieniem molekularnych mechanizméw aktywnosci
farmakologicznej. Zadaniem badawczym jakie postawita sobie mgr Aneta Kaczor byfa synteza
nowych potaczen w grupie pochodnych hydantoiny i ocena ich aktywnosci biologicznej. Jest to
tematyka wysoce aktualna i nowatorska. Nalezy podkresli¢, ze poszukiwanie nowych
skutecznych  adjuwantow  stanowi obiecujace  podejécie  w  zwalczaniu  infekgji

drobnoustrojowych.

Przedstawiona do oceny rozprawa przygotowana zostata w jezyku angielskim w formie 100-
stronnicowego autoreferatu stanowigcego komentarz do spdjnego tematycznie cyklu czterech
wspotautorskich wysoko punktowanych prac o zasiegu miedzynarodowym, ktére opublikowane
zostaty w latach 2019-2021. Dokumentacje uzupetniajg kopie wszystkich prac uwzglednionych
we wspomnianym cyklu oraz o$wiadczenia wspotautoréw. Do przedstawienia dysertacji w takiej
formie upowaznia Doktorantke nie tylko sam fakt wczesniejszego opublikowania wynikdw
badan, ale przed wszystkim niezaprzeczalny znaczacy Jej udziat w powstaniu publikacji. We
wszystkich czterech pracach, stanowigcych podstawe dysertacji mgr Kaczor jest pierwszym
autorem, a z dofgczonych oswiadczen jednoznacznie wynika, ze Doktorantka wniosta istotny

wktad w powstanie koncepcji przedstawionych badan, zsyntezowata opisane w pracy nowe
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zwigzki chemiczne, potwierdzita ich czysto$¢ i udowodnita budowe, a takze uczestniczyta w
badaniach aktywnosci biologicznej otrzymanych zwigzkéw. Oceniajac wyniki badan uzyskany-ch
przez mgr Anete Kaczor nalezy podkredli¢, ze wszystkie cztery prace stanowiace podstawe
rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR i merytorycznie
ocenione przez niezaleznych recenzentéw. Zadanie recenzenta rozprawy sprowadza sie zatem
do oceny zakresu przedstawionych prac badawczych w kontekscie podjetej tematyki. W swojej
recenzji skoncentruje si¢ przede wszystkim na merytorycznej ocenie autoreferatu, bedacego

autorskim opracowaniem przygotowanym przez Doktorantke.

Opis prac wtasnych poprzedzony zostat obszernym wprowadzeniem, w ktorym Doktorantka
przedstawita problem lekoopornosci w leczeniu zakazen bakteryjnych oraz chordb
nowotworowych zwracajac uwage na ztozone mechanizmy molekularne. Zwrdcono uwage na
mozliwo$¢ wykorzystania zwigzkéw chemicznych zdolnych do blokowania co najmniej jednego
mechanizmu opornosci na leki, tzw. adjuwantéw. W swoich pracach badawczych mgr Kaczor
skoncentrowata si¢ na poszukiwaniu nowych, skutecznych adjuwantdw w grupie
sfunkcjonalizowanych pochodnych 2-aminoimidazolonu. W S$wietle podjetych badan na
szczegdlng uwage zastuguje podrozdziat opisujacy wczesniejsze badania nad pochodnymi
hydantoiny i imidazolonu. W oparciu o wyniki analizy zaleznosci struktura — aktywnoéé
przeprowadzonej dla zwigzkéw otrzymanych wczesniej w macierzystym zespole oraz z
wykorzystaniem filtrw ADMET dostepnych w portalach bioinformatycznych Doktorantka
wytypowata struktury wiodgce i przeprowadzita racjonalne projektowanie serii nowych
pochodnych, co bardzo dobrze Swiadczy o merytorycznym przygotowaniu mgr Kaczor, ktdra

udowodnita, ze potrafi krytycznie analizowa¢ pozyskane dane i wycigga¢ logiczne wnioski.

Cel i zakres prac zdefiniowany zostat w sposob przejrzysty w rozdziale ,3. The aim of the
study’; a wyniki prac eksperymentalnych opisano w kolejnych podrozdziatach czyniac
autoreferat doskonatym przewodnikiem do cyklu publikacji (publikacje A — D), ktéry dodatkowo
uzupetnia podrozdziat opisujacy nieopublikowane dotad wyniki. Mgr Aneta Kaczor uczestniczyta
w wielokierunkowym projekcie realizowanym w zespole prof. Handzlk w ramach
interdyscyplinarnej wspdtpracy krajowej i zagranicznej. Dlatego na uznanie zastuguje
szczegdtowy opis metodologii i stosowanych technik badawczych przedstawiony w rozdziale ,, 4.
Methodology’; w ktorym Doktorantka wyraznie rozgranicza badania wykonane przez nig
samodzielnie od tych wykonanych przez wspdtpracownikéw (w tym badania krystalograficzne,
cze$¢ badan oceny aktywnosci biologicznej, badania in silico). Jednoczesnie nalezy podkresli¢
niebudzacy watpliwosci udziat mgr Anety Kaczor w interpretacji wynikéw uzyskanych na
poszczegdlnych etapach prac.
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Prace badawcze mgr Kaczor rozpoczeta od zaprojektowania i syntezy jedenastu nowyrch
zwigzkow, serii 5-arylidenoimidazolonéw, ktore otrzymane zostaty w sekwencji reakgji
kondensacji Knoevenagla hydantoiny z aromatycznymi aldehydami w $rodowisku zasadowym,
S-metylowania otrzymanych 5-arylidenoimidazolonéw jodkiem metylu, a nastepnie reakcji z 3-
(4-metylopiperazyn-1-ylo)propyloaming albo 3-morfolinopropyloaming. Doktorantka
udowodnita, ze podstawieniu grupy S-metylowej przy C2 w imidazolonie pierwszorzedowg
aming towarzyszy nastepcze przegrupowanie Dimrotha z utworzeniem pochodnych 2-amino-5-
arylidenoimidazolonéw podstawionych przy N3 fragmentem 4-metylopiperazynopropylowym
albo morfolinopropylowym (publikacja A). Doktorantka zamierzata zbada¢ wplyw podstawnika
aromatycznego na obserwowang aktywno$¢ biologiczng. W dalszym rozwinieciu projektu, w
oparciu o uzyskane na tym etapie wyniki badan biologicznych, Doktoranta poszerzyta serie
zwigzkéw o kolejne pochodne 2-amino-5-arylideno-3-(morfolinoalkilo)imidazolonowe, a takze
pochodne z podstawiong grupa aminowg w pozycji C2 pierscienia imidazolonowego (publikacje
B-D). Z punktu widzenia analizy zaleznosci struktura — aktywno$¢ biologiczna na uznanie
zastuguje rowniez zamyst uzupetnienia serii badanych zwigzkéw o pochodne tiazolonowe, w
przypadku ktorych przegrupowanie Dimrotha jest wykluczona, a tym samym mozliwa jest
odpowiednia funkcjonalizacja grupy aminowej w pozycji C2 (publikacja C). Szkoda, ze
otrzymano tylko dwie pochodne tiazolonowe, obie z ugrupowaniem (9/fluoren-2-
ylo)metylenowym w pozycji C5. Analizujgc dane zestawione w tabeli 5.3 (oraz publikacja C)
nasuwa sie pytanie, czym Doktorantka kierowata sig przy wyborze podstawnika aromatycznego
projektujgc pochodne tiazolonowe? Bioragc pod uwage obiecujacg aktywno$¢ adjuwantowq
pochodnych imidazolonowych z innymi podstawnikami aromatycznymi interesujgce wydaje sie
otrzymanie réwniez i ich tiazolonowych analogéw. Zachecam Doktorantke do kontynuowania

tego watku badan.

Poprawno$¢ przeprowadzonych analiz strukturalnych nieopisanych wczeéniej 150 nowych
zwigzkdw organicznych nie budzi zastrzezen, a mgr Kaczor wykazata sie biegtoscig w
interpretacji widm NMR. Szkoda, ze w opisie zastosowanych procedur syntetycznych nie
podkreslono stereospecyficznego przebiegu reakcji kondensacji tiohydantoiny albo 4-

tiooksotiazolidyn-4-onu z odpowiednimi aromatycznymi aldehydami.

Niezwykle istotne z punktu widzenia chemii medycznej jest znaczne zréznicowanie strukturalne
w serii otrzymanych pochodnych. Zaproponowano kilkuetapowg sciezke syntezy z uzyciem
tatwo dostepnych substratéw, obejmujacg proste i wydajne przeksztatcenia, ktéra umozliwia
zmiang topologii podstawienia w szkielecie imidazolonu. tacznie mgr Kaczor otrzymata 49

zwigzkéw finalnych, z ktorych az 15 wykazato dziatanie jako adjuwanty antybiotykéw pB-
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laktamowych w szczepach MRSA. Za réwniez wazne osiggniecie nalezy uznaé¢ wskazanie
kilkunastu zwigzkow wykazujacych silne dziatanie hamujgce wyrzut substratu poprzez
tréjdzielng pompe AcrAB-TolC w szczepach Klebsiella aerogenes. Kilkanascie pochodnych
sposrod wszystkich otrzymanych zwigzkéw wykazywato réwniez dziatanie modulatora pomipy
nowotworowej ABCB1 w modelu chtoniaka (T-lymphoma). Co wiecej aktywno$¢ inhibicyjna
dwdch zwigzkdw okazata sie pordwnywalna z tariquidarem, uzytym jako zwigzek referencyjny.
Biorac pod uwage problem selektywnosci w terapii przeciwnowotworowej na wysokg ocene
zastuguje fakt, ze dwa sfunkcjonalizowane 5-arylidenimidazolony otrzymane przez Doktorantke
wykazywaty aktywnos¢ wyzsza niz lek referencyjny — doksorubicyna, przy jednoczesnym
indeksie selektywnosci ponad 40.

Na uznanie zastuguje to, ze w swoich pracach mgr Kaczor nie poprzestatla na wskazaniu
najaktywniejszych zwigzkéw i podjeta probe identyfikacji potencjalnych mechanizmdw
molekularnych odpowiedzialnych za zdolno$¢ badanych zwigzkéw do hamowania biatek
lekoopornych. W oparciu o wyniki dokowania i dynamiki molekularnej Doktorantka postuluje,
ze prawdopodobny mechanizm odpowiedzialny za podnoszenie skutecznosci antybiotykow B-
laktamowych przez aktywne 5-arylidenoimidazolony polega na modulacji allosterycznej biatka
PBP2a. Ponadto na podstawie testow /in vitro oraz modelowania molekularnego mgr Kaczor
ustalita, ze hamowanie wyrzutu fluorescencyjnego substratu pompy nowotworowej ABCB1

wynika najprawdopodobniej z konkurencyjnego wypierania substratu w miejscu wigzgcym.

W podsumowaniu czgsci badan wiasnych pragne podkreslic, ze zostaty one zaplanowane
logicznie, a konsekwencja i nastepczo$¢ podejmowanych zadan $wiadczy o metodycznym
podejsciu do badanego zagadnienia. Mgr Kaczor opanowata warsztat syntetyczny, biegle
postuguje sie nowoczesnymi metodami identyfikacji zwigzkéw organicznych. Potrafi planowac
prace eksperymentalne, analizowa¢ uzyskane wyniki i wycigga¢ racjonalne wnioski. Potwierdza
to nie tylko doskonate przygotowanie warsztatowe, ale rowniez dowodzi dojrzatosci naukowej
Doktorantki.

Mgr Aneta Kaczor jest mtodym naukowcem, o wyrdzniajagcym dorobku naukowym, na ktéry
sktada sie 8 wspotautorskich prac oryginalnych (w tym 4 poza cyklem przedstawionym jako
rozprawa doktorska) opublikowanych w latach 2016-2021 o sumarycznym IF = 27,216 (pkt.
MNiSzW = 689). Podkresli¢ nalezy wybiegajacq poza standardowg aktywno$¢ Doktorantki juz
na bardzo wczesnym etapie dziatalnosci naukowej. Mgr Kaczor jest laureatem stypendium

przyznawanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (projekt ,Diamentowy
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Grant”), dzieki ktéremu jeszcze przed uzyskaniem stopnia magistra farmacji miata szanse
rozpocza¢ studia doktoranckie. Prace badawcze mgr Kaczor realizowala w ramach
interdyscyplinarnej wspdtpracy m.in. z Zaktadem Mikrobiologii Farmaceutycznej oraz Katedry
Chemii Analitycznej macierzystego uniwersytetu, jak réwniez wspdtpracy miedzynarodowej z
zespotami naukowym z Uniwersytetu w Szeged (Wegry), Uniwersytetem Aix-Marseille we

Francji, Uniwersytetami w Saarlandzie i Jenie w Niemczech.

Podsumowujac, z peinym przekonaniem stwierdzam, ze praca mgr Anety Kaczor
spetnia kryteria ustawowe stawiane rozprawom doktorskim (Ustawa o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14
marca 2003 r; Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z poZniejszymi zmianami Dz.U. z
2016. Poz. 882). Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom przeprowadzonych badan,
aktualnos¢ tematyki badawczej i walory aplikacyjne wnioskuje o wyrdznienie

rozprawy.
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