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Recenzja pracy doktorskiej mgr Niny Chufarowej

»INovel multifunctional acridine hybrids as acetylcholinesterase inhibitors
for Alzheimer’s disease treatment”

EDNYM z najwiegkszych wspélczesnych wyzwan dla ludzkosci jest walka z chorobami neurode-
J generacyjnymi, ktére — mimo ogromnego postepu nauk medycznych i farmaceutycznych —
dalej zbierajg zbyt duze zniwo na calym $wiecie. Choroba Alzheimera (AD) jest jedng z czeéciej
spotykanych, odpowiada bowiem za polowe przypadkéw starczej demencji, a przewidywania méwig
o wzroscie odsetka zachorowan do okoto 1,2% ogétu populacji w 2050 roku.

Mimo znacznego poszerzenia wiedzy z zakresu jej etiologii, wspélczesna terapia bazuje tylko na
leczeniu objawowym, oscylujac wokoét pigciu zarejestrowanych lekéw: takryny, rywastygminy, done-
pezilu, galantaminy oraz memantyny.

Cele molekularne terapii sa nadal znacznie ograniczone, jednakze niezaleznie od poszukiwania no-
wych sposobéw leczenia prowadzi si¢ intensywne prace dotyczace coraz lepszych lekéw dziatajacych
na cele znane. Synteza i badanie aktywnosci nowych substancji o potencjalnym dzialaniu przeciw-
neurodegeneracyjnym jest waznym i wartym nakladu watkiem we wspo6iczesnej nauce.

W ten trend badawczy wpisuje si¢ dysertacja doktorska mgr NINY CHUFAROWEJ, wykonana w Za-
ktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow i Radiofarmacji Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
pod kierunkiem dr hab. PAWLA SZYMANSKIEGO, prof. UM.

Rozprawa liczy 158 stron i jest napisana w jezyku angielskim w typowym dla dysertacji doktor-
skich ukladzie: streszczenie z celem pracy (w tym w jezyku polskim), lista skrétéw, wstep, czesé
teoretyczna, czes¢ doswiadczalna, wyniki, dyskusja oraz pismiennictwo. Badania zostaly wykonane
w ramach wewnetrznego grantu UM (502-02/3-015-01/502-34-090).

Czes¢ teoretyczna zawiera opis choroby Alzheimera wraz z aktualnymi statystykami, nastepnie Au-
torka przedstawia w kolejnych rozdzialach najwazniejsze modele etiologiczne: teori¢ cholinergicz-
na (ze szczegdlnym uwzglednieniem roli acetylocholinoesterazy oraz butyrylocholinoesterazy oraz
struktury celéw molekularnych na tych enzymach), teorie amyloidowa, teori¢ tau oraz czynniki
stresu oksydacyjnego.

W czeéci teoretycznej Autorka uzywa (jakze dzi$ rzadkiej) narracji dysertacyjnej, podkreslajacej
okreslone, starannie wyselekcjonowane fakty z dotychczasowej wiedzy. Swiadczy to o doglebnym
zapoznaniu si¢ z literaturg oraz wlasciwym umieszczeniu swojego pomystu w kontekscie wezesniej-
szych dokonan w tym zakresie. Na uwage zastuguje ogromna bibliografia dysertacji, skladajaca
si¢ az z 408 pozycji, a jej lektura sktania ku stwierdzeniu, ze nie sa to prace przypadkowe, lecz
prawdopodobnie wybrane starannie z jeszcze wigkszej liczby przeanalizowanych pozycji.



W ezesci doswiadczalnej, w pierwszej kolejnosci doktorantka podjela synteze o$miu zwigzkéw juz
wazesniej otrzymanych w Zakladzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji, sta-
nowigcych pochodne akrydyny ze zmienng dlugoscia lancucha podstawnika bocznego.

Wiasciwy cel zakladal otrzymanie dwéch serii po 8 nowych zwiazkéw ([N-(1,2,3,4,-tetrahydroakrydyn-
9-yloamino)alkilo]akrydyno-9-karboksyamidéw, z czego jedna seria to chlorowodorki drugiej) réz-
nigeych si¢ dhugodcig tancucha alifatycznego w czasteczce. Wezedniejsze, te znane juz zwiagzki, uzyto
jako substratu do reakcji syntezy. Kazdy ze zwiazkéw zostal otrzymany w czystosci chromatogra-
ficmej, a jego tozsamo$é zostata potwierdzona badaniami NMR, IR oraz MS. Dodatkowo opisano
whadciwosci fizykochemiczne oraz ustalono temperature topnienia.

Nastepnie 8 nowych zwiagzkéw w formie chlorowodorkéw Autorka przebadala testami plytkowymi
metoda Ellmana pod katem aktywnosci wzgledem acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoestera-
zy. Otrzymane wyniki wykazaly, ze jeden ze zwiazkéw (oznaczony 3d i zawierajacy piecioatomowy
taficuch alifatyczny), wykazuje znacznie wigksza aktywno$é wzgledem obu tych enzymoéw w poréw-
naniu do pozostatych substancji.

Dlatego tez Doktorantka zdecydowala sie przebadaé ten jeden zwiazek szerzej. Wyznaczyla kinety-
ke reakcji enzymatycznej dla dwoch pozioméw badanego zwiazku i poréwnala ja z kinetyka reakcji
bez jego obecnosci. Wyniki dopasowano do modelu MICHAELISA-MENTEN, a oba jego parametry
ulegaly zmianie wraz ze zmiang ilosci badanej substancji. Dopasowane proste przecinaly sie w jed-
nym punkcie w czwartej ¢wiartce wykresu. Te wyniki sugeruja, ze inhibicja enzymu ma mieszany
mechanizm dzialania.

Powyzszy zwiazek zostal réwniez zbadany pod katem hamowania agregacji amyloidu beta (popu-
larnym testem Af) i wyniki okazaly si¢ obiecujace — w stezeniu 100 puM zwiazek zatrzymywal
blisko 60% agregacji tego bialtka.

Dla wszystkich zwiazkéw zbadano réwniez cytotoksyczno$é na linii komérkowej raka ptuc CCL-185.
Wiszystkie (poza zwiazkiem 3b) wykazaly sie istotna cytotoksycznoscia w wigkszych stezeniach,
w zasadzie dopiero w stezeniu 100 pM. Cytotoksyczno$é jest zblizona, przy czym dla zwigzku 3d
jest jedng z najmniejszych zaobserwowanych.

Zwiazek 3d zostal nastepnie przebadany in silico pod katem dokowania do znanych modeli enzyméw
(4MOF — model kompleksu acetylocholiny z territremem oraz 4TPK — model kompleksu buyrylo-
cholinoesterazy z N-((1-(2,3-dihydro-1H-inden-2-yl)piperidyn-3-ylo)metylo)-N-(2-metoksyetylo)-2-
naftyloamidem). Symulacje potwierdzily powinowactwo zwiazku do miejsc aktywnych i pozwolily
na wyodrebnienie dwéch sposobéw przylaczania si¢ do acetylocholinoesterazy oraz jednego — jed-
nakze odmiennego — do butyrylocholinoesterazy.

Rozprawa stanowi calo$ciowy, dobrze skonstruowany, jak réwniez udany projekt badawczy. Dla
wszystkich nowych substancji opracowano i sprawdzono $ciezki syntezy o duzej wydajnoéci. Do-
datkowo cala procedura miala poprawny ciag przyczynowo-skutkowy, gdzie tylko jeden zwiazek
wybrany w badaniach bardziej przesiewowych zostal przebadany bardziej calo$ciowo. Swiadezy to
o wlasciwym podejsciu Doktorantki do aktualnych trendéw w poszukiwaniu nowych potencjalnych
lekéw. Dostrzegam szerokie mozliwoséci kontynuacji zaprezentowanych badan.



Z obowiazku recenzenta chciatbym przedstawi¢ kilka drobnych uwag, ktére ulatwig publikowanie
wynikéw badan niniejszej dysertacji:

1.

Czy zwiazki juz wczesniej otrzymane, oznaczone jako la-1h, majg jakiekolwiek dzialanie lecz-
nicze? Odpowiedzi nie zawiera ani dysertacja, ani tez praca cytowana pod numerem 394.
W obu przypadkach byly one wylacznie substratami do dalszych syntez.

W przypadku dyskutowania istotnosci réznic, brakuje mi komentarza jakie testy statystyczne
byly uzywane, a przede wszystkim uzyskanych tymi testami wartosci p.

Zamiescilbym tabel¢ zawierajaca parametry prostych z regresji na wykresie Lineweavera-
Burka, wraz z bledem standardowym i przedzialem ufnosci (wykazujaca, ze te parametry
istotnie si¢ r6znig). Dodatkowo dobrze byloby oszacowaé polozenie przeciecia trzech prostych
w ¢éwiartce IV wraz z dyskusjg bledu tego oszacowania.

Wykres Lineweavera-Burka przedstawia dane transformowane, zatem rozklad bledu nie musi
by¢ normalny i nie ma pewnosci co do wartoéci poznawczej bledéw regresji. Dla poréwnania
zastosowalbym ocene niepewnosci estymacji parametréw technika bootstrap.

Dane z wykresu 17 warto réwniez dopasowaé do liniowego modelu oraz ocenié istotnosé na-
chylenia otrzymanej proste;j.

Czy optymalizacja geometrii technika dynamiki i mechaniki molekularnej byta w tym przy-
padku wystarczajaca do dokowania, czy przydatne byloby zastosowanie przynajmniej semiem-
pirycznego poziomu teorii?

. Co w procesie dokowania moglo si¢ zmienia¢ — czy tylko polozenie czasteczki w miejscu

wiazania, czy rowniez jej geometria, a moze nawet geometria miejsca aktywnego? Wszystkie
te warianty sa stosowane obecnie w dokowaniu i czesto daja odmienne wyniki.

Wiyniki przedlozonej do recenzji pracy doktorskiej stanowia materiat do kilku publikacji na wysokim
poziomie w punktowanych czasopismach. Dostrzegam w nich spory potencjal i przewiduj¢ istotne
zainteresowanie tymi wynikami przez inne grupy badawcze.

Podsumowujac, praca doktorska Niny Chufarovej spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom
doktorskim, zawiera istotne elementy nowosci naukowej i wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dodatkowo ze wzgledu na aktualnosé¢ tematyki badawczej, pioniersko$¢ przeprowadzonych badan,
a przede wszystkim istotny wklad niniejszej pracy doktorskiej w terapie choroby Alzheimera,
whnioskuje o wyrdznienie przedlozonej mi do recenzji pracy.
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