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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ
PT.. ” NOWE HYBRYDY POCHODNYCH TETRAHYDROAKRYDYNY ORAZ
CYKLOPENTACHINOLINY JAKO INHIBITORY ACETYLOCHOLINOESTERAZY O
WIELOKIERUNKOWYM DZIALANIU” wykonanej przez mgr Kamile Anne¢ Czarnecka w
Zakladzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji Katedry Chemii
Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Przedmiotem badan stanowiacych tres¢ niniejszej pracy doktorskiej byta synteza
nowych zwiazkéw, pochodnych tetrahydroakrydyny oraz cyklopentachinoliny o zdolosci do
hamowania cholinoesterazy i powstawania amyloidu w celu poszukiwania potencjalnych
czynnikow terapeutycznych choréb neurodegeneracyjnych.

Podjecie tego zagadnienia jest szczeg6lnie wazne z powodu wzrostu zapadalnosci na

choroby cywilizacyjne o podlozu neurodegeneracyjnym. Choroby te majg charakter
przewlekly i postgpujacy co bezposrednio wptywa na pogorszenie stanu zdrowia pacjenta jak
rowniez eskaluje koszty w systemie ochrony zdrowia. Wsréd zaburzen o podiozu
neurodegeneracyjnym wazne miejsce zajmuje choroba Alzheimera. Obecnie jest najczestszg
przyczyna otgpienia, a w dalszych etapach prowadzi do zaniku funkcji mézgu a nawet
$mierci. Mimo, iz zostala zidentyfikowana ponad 100 lat temu, nadal pozostaje wyzwaniem
dla wspélczesnej medycyny i nauki. Istnieje kilka hipotez wyjasniajacych podtoze zaburzen
neurodegeneracyjnych w chorobie Alzheimera. Jednymi z najszerzej opisywanych jest tzw.
hipoteza cholinergiczna, zwigzana z deficytem neuroprzekaznika acetylocholiny w OUN oraz
teoria kaskady P-amyloidu, zwigzana z tworzeniem zlogéw tego biatka, zakl6cajgc
komunikacj¢ neuronalng, prowadzacg do choréb neurodegeneracyjnych.
Niestety do tej pory nie udato si¢ opracowaé skutecznego leku pozwalajacego na odwrdcenie
lub zatrzymanie postgpu choroby. Przyjmuje sig¢, ze bez przetlomu w terapii choroby
Alzheimera do 2050 roku liczba 0séb cierpiacych na ta chorobe moze wzrosng¢ do ponad 130
milionéw co stawia ja w niechlubnej czoléwce choréb cywilizacyjnych. Obecnie koncepcje
terapeutyczne zmierzaja w kierunku projektowania lekow o wielokierunkowym mechanizmie
dziatania zdolnych do oddziatywania na rézne cele molekularne zwane Multitarget Directed
Ligands. Niesie to za soba szereg korzysci zaréwno farmakodynamicznych jak i
farmakokinetycznych zwigkszajagc skuteczno$¢ terapii i zmniejszajgc ilo$¢ dziatan
niepozadanych. W to nowoczesne podejscie do terapii chor6b neurodegeneracyjnych wpisuje
si¢ praca doktorska mgr Kamili Czarneckie;.

Podjecie przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego uwazam za wazne z
punktu widzenia poznawczego, metodologicznego, a takze potencjalnie terapeutycznego.
Doktorantka wykorzystata do$wiadczenie wiasne, bardzo dobrego zespotu badawczego,
ktérego potencjal poznawczy i publikacyjny jest na poziomie $wiatowym, co stanowi
gwarancj¢ rzetelnosci i poprawnosci uzyskanych wynikéw badan i wyciggnietych wnioskow.



Wykorzystata rowniez aktualng wiedze z zakresu projektowania, syntezy i analizy substancji
leczniczych oraz biologii komoérki z wykorzystaniem modelowania molekularnego do
wyjasnienia mechanizméw oddzialywania otrzymanych pochodnych na cele biologiczne.
Swiadczy o tym bogata literatura dotyczaca tych zagadnien, zamieszczona w pi$miennictwie
rozprawy doktorskiej, na podstawie ktérej Doktorantka opracowata syntetyczny wstep oraz
zaplanowata metodologie badan. Literatura omawianych zagadnien stanowi osiggnigcia
ostatnich 10 lat w tej dziedzinie.

We wstepie: Doktorantka wiele miejsca poswigcita wprowadzeniu czytelnika w wiedz¢ na
temat epidemiologii, patogenezy oraz terapii choréb o podlozu neurodegeneracyjnym
szczegOlnie skupiajagc sie na chorobie Alzheimera. Przedstawila hipotezy opisujace
patogenezg¢ tej choroby oraz jej wspélczesng farmakoterapi¢ opierajacg si¢ na nowej
koncepcji projektowania lekow, ktérej podstawa jest zdolno$¢ jednego zwiazku do
oddziatywania na rézne cele terapeutyczne, a w zwigzku z tym poprawiajaca skutecznosé
terapeutyczng.

Doktorantka podjeta badania, ktérych celem bylo uzyskanie zwigzkéw hybrydowych
zdolnych do oddzialtywania na wiele procesow w chorobie Alzheimera jednocze$nie.
Wykorzystata pochodne tetrahydroakrydyny oraz cyklopentachinoliny o potwierdzonym w
literaturze dziataniu hamujgcym cholinoesterazy i potaczyla je z podstawnikami aby przy
zachowaniu podstawowego dziatania — hamujgcego cholinoesterazy posiadaty dodatkowe
korzystne wilasciwosci biologiczne i zdolno$¢ hamowania powstawania agregatow beta-
amyloidu. W zwigzku z tym zaplanowata i zrealizowala syntez¢ 14 nowych, innowacyjnych
zwigzkow - trzech pochodnych teterahydroakydyny z kwasem 2-fluorobenzoesowym, trzech
pochodnych teterahydroakydyny z kwasem 3-fluorobenzoesowym oraz osiem pochodnych
cyklopentachinoliny z kwasem 5,6-dichloronikotynowym - nowych hybryd o potencjalnym
korzystnym dziataniu biologicznym. Nastgpnie potwierdzita struktury chemiczne wyzej
wymienionych pochodnych przy pomocy nowoczesnych metod spektroskopowych IR, 1H-
NMR, MS, MS-HR. Analiza widm nie budzi zadnych watpliwosci co do jakosci i czystosci
otrzymanych zwigzkow. Wykazata zdolnos¢ hamowania cholinoesteraz
(acetylocholinoesteraza AChE oraz butyrylocholinoesteraza BuChE) oraz hamowania
agregacji P-amyloidu przez nowo zsyntetyzowane zwigzki. Wykonata badania kinetyki
enzymatycznej dla najaktywniejszych pochodnych, wyznaczyta parametry Km i Vmax oraz
okreslila typ inhibicji dla wybranych zwigzkéw, ktéry dla wszystkich badanych substancji
okazatl si¢ typem mieszanym. Wséréd hybryd kwasu fluorobenzoesowego najaktywniejszym
zwigzkiem byl chlorowodorek 2-fluoro-N-[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)butylo]
benzamidu dla ktérego IC50 w stosunku do AChE wynosi 41,37 nM. Dla pochodnych kwasu
5,6-dichloronikotynowego najaktywniejszym zwigzkiem w stosunku do tego samego enzymu
byt chlorowodorek 5,6 — dichloro — N - [ 3 - ( 2,3 — dihydro -1H - cyklopenta[b]chinolino — 9
-yloamino) propylo] nikotynamidu z IC50 =52,12 nM. Nastepnie Doktorantka wykonata
analiz¢ wplywu zwigzkéw na zywotnos¢ wybranych linii komérkowych. Badania wykazaty,
ze w stezeniu bliskim ich wartosci IC50 przezywalno$¢ komorek byla wysoka, co wskazuje
na bezpieczenstwo stosowania otrzymanych hybryd. W ostatnim etapie pracy wyjasnila
mechanizmy oddzialywania otrzymanych pochodnych na cele biologiczne za pomocag
nowoczesnej metody jakag jest modelowanie molekularne. Laczac powyzsze wlasciwosci w
jednej czasteczce otrzymano zwigzki o bardzo obiecujgcym potencjale zastosowania w
chorobie Alzheimera.

Tre$¢ pracy doktorskiej zostala przedstawiona w postaci 8 rycin, 4 tabel, 7 wykresow i 4
schematow. Stanowig one obszerng dokumentacj¢ pracy doswiadczalnej Doktorantki oraz
ulatwiajg zrozumienie koncepcji pracy. Szczeg6lng uwage zwraca opanowanie nowoczesnego
warsztatu badawczego i profesjonalizm badawczy. Na podstawie wynikéw obszernych badan



Doktorantka sformutowal 8 wnioskow. Odzwierciedlaja one najistotniejsze elementy
poznawcze pracy.

Wyniki potaczone z dyskusja zawieraja konkluzje przedstawione w czesci
doswiadczalnej oraz interpretuja uzyskane wyniki badan na podstawie obszernej, aktualnej
literatury przedmiotu. Pozwala to bardzo pozytywnie oceni¢ specjalistyczng wiedze
Doktorantki, umiejetnos¢ rozwigzywania probleméw badawczych, korzystania z literatury
stanowigcej przedmiot pracy oraz interpretacji wynikow.

Nalezy réwniez podkresli€, Ze otrzymane wyniki zostaly opublikowane w
prestizowych czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym. Laczny IF prac stanowigcych
osiggnigcie naukowe wynosi ponad 15. Ponadto sposéb wytwarzania N-podstawionych
zwigzkow takryny uzyskal zgloszenie patentowe.

Niemniej jednak Doktorantka nie ustrzegla si¢ drobnych bledow, ktére nie maja
wplywu na jakos$¢ rozprawy a jedynie przytaczam je z obowigzku recenzenta.

Na stronie 43 opis wyniku dotyczy zwigzku umieszczonego w tabeli pod nr ,,2h” a w
tekscie ,,2g” podobnie na stronie 51 w dyskusja zostaty zamienione nr wykresow 4 z 5

Niektére zagadnienia zamieszczone w rozprawie doktorskiej nie s3 jasno
sformutowane, rodza pytania lub moga stanowi¢ przedmiot dyskusji, na przyktad:

1. Dobér stgzen przy ocenie bezwzglednej aktywnosci otrzymanych zwigzkéw,
kinetyki reakcji enzymatycznej, hamowania agregacji beta-amyloidu oraz badania
przezywalnosci wybranej linii komorkowej, znaczaco odbiega od ICS50
uzyskanych w badaniu aktywnosci enzymatyczne;.

2. Dobér komoérek na ktérych wykonano test cytotoksycznosci. Czy nie lepiej,
zwazywszy na hepatotoksyczne wlasciwosci takryny, uzy¢ do tego hepatocytéw
np.: HeL A cells.

Powyzsze pytania nie majg charakteru uwag krytycznych, mogg natomiast stanowic¢
inspiracj¢ do doskonalenia warsztatu badawczego oraz dyskusji nad potencjalnym
wykorzystaniem wynikéw badan w eksperymentalnej terapii choroby Alzheimera.

Reasumujac, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Kamili Anny Czarneckiej jest
praca bardzo wartosciowa, poprawnie przygotowang warsztatowo i wnosi elementy
poznawcze w zakresie wiedzy o hybrydowych zwigzkach hamujacych powstawanie
kompleksow beta-amyloidu oraz aktywnosci cholinoesterazy o potencjalnym zastosowaniu w
chorobach neurodegeneracyjnych.

Upowaznia mnie to do wystgpienia z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Kamili Anny
Czarneckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i wnioskuj¢ 0 wyr6znienie rozprawy
doktorskie;j.
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