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Pani mgr Nina Chufarova w ramach pracy doktorskiej podjela si¢ poszukiwan substancji aktywnych
farmaceutycznie dla potrzeb terapii choroby Alzheimera. Dysertacja jest bogata warsztatowo zaréwno
w zroznicowane metody syntezy chemicznej, badania biochemiczne, jak i metody obliczeniowe. Zagadnienia
czysto badawcze podjgte w pracy wlaczaja sie w tematyke wykraczajaca poza stereotypowe rozumienie
substancji aktywnej, dzialajacej na jeden okreSlony receptor, czy enzym. Poszerzajg to spojrzenie,
ukierunkowujac na zwiazki aktywne biologicznie posiadajace rozne punkty uchwytu. To podejscie wymaga
opracowania zwigzku hybrydowego lub koniugatu, ktéry w swojej budowie zawiera motywy strukturalne
umozliwiajgce wielokierunkowe dzialanie. Nalezy podkresli¢, ze ten trudny i multidyscyplinarny temat jest
rozwijany od kilku lat z bardzo interesujagcymi rezultatami w Katedrze Chemii Farmaceutycznej pod kierunkiem
promotora niniejszej pracy, Pana prof. dr. hab. Pawla Szymanskiego. Temat ambitny, bo przeciez poszukiwanie
lekow majacych stuzy¢ leczeniu chordb, u podstaw ktérych znajduja sie procesy neurodegeneracyjne, opiera si¢
czesto na hipotezach 1 intuicji badawczej. W dysertacji Doktorantka dotyka z jednej strony zagadnien czysto
poznawczych, zmierzajacych do opracowania i zbadania nowych zwigzkéw dzialajacych na okreslone enzymy.
Z drugiej strony Jej badania stwarzaja perspektywy bardzo praktyczne, ktére moga przyczynié sie do znalezienia
substancji aktywnych farmaceutycznie dla zastosowan w leczeniu choroby Alzheimera. Badania prowadzone
w tym zakresie sg wcigz aktualne, wazne i doceniane przez spotecznos¢ naukowa. Staly si¢ podstawg przyznania
Nagrody Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny w 2000 r. dla trzech badaczy, w tym Paula Greengarda,
ktorzy zajmowali si¢ przykazywaniem sygnalow w ukladzie nerwowym. Warto dodaé, ze Paul Greengard
ostatnie lata swojej aktywnosci naukowej poswiecit wlasnie okreslaniu roli fosforylacji biatek przy tworzeniu sie
beta-amyloidu i molekularnym podstawom choroby Alzheimera. Z tego wzgledu sformutowane w temacie pracy

zagadnienie badawcze dotyczace poszukiwan nowych wielofunkcyjnych hybryd akrydynowyeh jako



inhibitoréw acetylocholinoesterazy dla leczenia choroby Alzheimera jest niezwykle istotne w obliczu duzego
zapotrzebowania na skuteczne i bezpieczne leki o wielokierunkowym dziataniu do terapii tej choroby.
Wynikiem badan moze by¢ wiedza przydatna do rozwiklania problemu znalezienia skutecznego leku, z ktorym
boryka sig od lat neurofarmakologia. Wydaje si¢, ze opracowanie nowych lekéw o wielokierunkowym dziataniu
w chorobie Alzheimera pozwoli wzmocni¢ efekt terapeutyczny oraz zminimalizowaé dzialania uboczne.
Koncepcja badan jest zgodna z tezami dotyczacymi leczenia chordb neurodegeneracyjnych z wykorzystaniem
lekow o wielokierunkowym dziataniu, a jej podstawy dali Andrea Cavalli i wsp. w stynnym artykule
opublikowanym dziesig¢ lat temu w Journal of Medicinal Chemisiry (51, 2008, 347-372) pt. ,, Multi-target-
Directed Ligands To Combat Neurodegenerative Diseases”. Z tego wzgledu uwazam, ze dokonany przez
Doktorantke wybor tematu jest jak najbardziej uzasadniony. |

Rozprawa doktorska Pani mgr Niny Chufarovej stanowi spdjne tematycznie 158 stronicowe opracowanie,
ktore zostato napisane poprawnym naukowym j¢zykiem angielskim. Doktorantka na poczatku dysertacji zawarla
informacje dotyczaca sposobu finansowania badan. Dowiadujemy sig, Zze przedstawione badania stanowia
realizacje projektu finansowanego przez Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Praca
doktorska zawiera wszystkie wymagane rozdzialy oraz szereg informacji uzupelniajacych tj. streszczenia
w jezyku angielskim i polskim, wykaz stosowanych skr6tow, wprowadzenie ze zdefiniowanym celem pracy,
czgs¢ teoretyczna, czg$¢ doswiadczalng zawierajacg odezynniki i procedury chemiczne i biologiczne, wyniki
badan wiasnych, dyskusje wynikow wraz ze wskazaniem przyszlych kierunkéw badan, podsumowanie oraz
pismiennictwo. Kolejno$¢ rozdziatow w rozprawie i cytowane pismiennictwo nie budza zastrzezen recenzenta.
Rozprawa zawiera starannie przygotowane: 24 ryciny i 26 tabel, ktére znacznie ufatwiajg zrozumienie
omawianych badan. PiSmiennictwo liczy az 408 odnosnikow literaturowych, ktore zostaty odpowiednio dobrane
1 odnoszg si¢ zaréwno do czasopism naukowych, jak i ksiazek i stron internetowych, w wickszosci z ostatnich
15 lat.

Pani mgr Nina Chufarova dokonata wiasciwego wyboru tematyki do wprowadzenia, w ktérym nakreslita
problematyke chorob neurodegeneracyjnych, w szczegolnosci choroby Alzheimera i przedstawila cele badan
wlasnych. Zwrocita uwage na niewielka wiedz¢ na temat samego patomechanizmu tej choroby i powigzanym z tym
brakiem skutecznych lekow. Nakreslita koncepcje leczenia choroby Alzheimera zwigzane zaréwno
z zaobserwowanym odkladaniem si¢ f-amyloidu w komérkach nerwowych (hipoteza amyloidowa), tworzeniem sie
splatek neurofibrylarnych hiperfosforylowanego biatka tau wewnatrz komoérek nerwowych mézgu oraz obnizona
aktywnoscig acetylotransferazy cholinowej w neuronach cholinergicznych (hipoteza cholinergiczna). Zwrdcita
uwage, ze leki opracowane dla potrzeb terapii zapewniaja wylacznie leczenie objawowe. Poruszyla tez wazny
z punku widzenia prowadzonych w pracy badan temat 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakrydyny, czyli takryny,
odwracalnego inhibitora acetylocholinoesterazy, ktérego niestety dobroczynne dzialanie farmakologiczne jest
skutecznie znoszone przez bardzo powazne dziatania niepozadane. Nastgpnie omdwita wazne dla prowadzonych
badan zagadnienie, zwigzane z modyfikacjami takryny i jej potaczeniami z innymi zwigzkami. Podstawa do badan
wiasnych s opisane w tym miejscu dimery takryn potaczone réznej dtugosci taficuchami alifatycznymi oraz
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Doktorantce bardziej interesujacy z uwagi na mozliwe wielokierunkowe dziatania i pozwolit na sformutowanie
celow badan. Cele mialy zosta¢ zrealizowane szczegdlowo poprzez: synteze i charakterystyke fizykochemiczna
polaczeni takrynowo-akrydynowych, ocen¢ aktywnosci biologicznej zwiagzkéw jako inhibitoréw AChE i BuChE,
studia kinetyczne w zakresie hamowania AChE i biologiczne dotyczace hamowania AP, ocene cytotoksycznosci
zwigzkow i studia molekularnego modelowania z uzyciem najbardziej aktywnego zwiazku. W szerszym znaczeniu
chodzito takze o poszerzenie wiedzy dotyczacej mozliwosci zastosowania polaczen takrynowo-akrydynowych
w terapii choroby Alzheimera.

Material literaturowy na temat przedmiotu badan zostal starannie zebrany i podsumowany w czesci
teoretycznej. Stanowi on tym samym zwarte oraz bardzo kompletne kompendium, ktére sprawia, ze podjete
w pracy zagadnienia, zdefiniowany cel, wyniki i ich omdwienie oraz wnioski wydaja sie naturalnie wpisywaé
w analizowane problemy. Doktorantka poruszyta w sposob bardzo szczegbélowy nastepujace zagadnienia:
(#) choroba Alzheimera, (ii) teoria cholinergiczna, budowa i rola acetylo- i butyrylocholinoesteraz, (iif) teoria
amyloidowa, z omowieniem roli i mozliwosci zastosowania w terapii inhibitoréw sekretaz, (iv) teoria zwiazana
z biatkiem tau, budowa, znaczeniem nieprawidlowosci w budowie na funkcje biochemiczng, powstawanie
neurofibrylarnych splatkéw, znaczenie procesu fosforylacji biatka tau i mozliwosci regulacji tego procesu,
(v) wplyw procesow zapalnych tkanki nerwowej i stresu oksydacyjnego na chorobe Alzheimera. Duza uwage
poswigcila stosowanym terapiom i lekom. Skupita si¢ takze na omowieniu znaczenia w terapii substancji
aktywnych farmaceutycznie o wielokierunkowym dziataniu z uwzglednieniem nastepujacych celéw molekularnych,
jak biatko AP, biatko tau, receptory (cholinergiczny, glutaminergiczny, noradrenergiczny, histaminergiczny) oraz
enzymy (AChE, BuChE, B- i y-sekretazy, oksydazy monoaminowe A i B). Uzasadnienie do rozwijania grupy lekow
wielofunkcyjnych znalazta w bardzo zroznicowanych mechanizmach dziatania obecnie stosowanych lekéw z grupy
inhibitorow AChE. Duzy fragment rozdzialu poswiecila takrynie, jej aktywnosci farmakologicznej, dziataniom
niepozadanym i dotychczas uzyskanym potaczeniom, ktore z kolei przedstawita z uwzglednieniem aktywnosci
hamujacej cholinoesteraze oraz: (i) AP antyagregacyjnej, (ii) hamujacej B-sekretaze, (iii) antyoksydacyijnej,
(iv) zdolnodci do uwalniania tlenku azotu, (v) neuroprotekcyjnej, (vi) chelatujacej jony metali; (vii) hamujacej
oksydaz¢ monoaminowa, (viii) tau antyagregacyjne;j.

W rozdziale Materialy i metody Doktorantka zawarla spis stosowanych reagentéw, odczynnikéw
i aparatury, preparatyke zwigzkéw niepublikowanych, czyli serii o$miu 9-podstawionych pochodnych
tetrahydroakrydyny, ich o$miu koniugatéw z akrydyna oraz o$miu pochodnych soli. W kilku tabelach zebrata
wiasciwosci fizykochemiczne tych zwiazkow: kolor, temp. topnienia, 'H NMR, IR, MS i HR MS. Nastepnie podata
opis procedur badaf biologicznych, w tym hamowania AChE, BuChE, studia kinetyczne hamowania AChE,
badania AP, badania cytotoksycznosci. Ostatnia czgéé objeta metodyke molekularnego modelowania, ocene
wigzania ligandéw do AChE i BuChE. W rozdziale Wyniki Pani mgr Nina Chufarova przedstawita najpierw
otrzymywanie serii polaczen takrynowo-akrydynowych posiadajacych zréznicowana dlugos¢ tancucha
alifatycznego. Metodyka syntez zwiazkéw zawierala sekwencje kolejno po sobie nastgpujgcych reakcji typu
podstawienia 9-chloro-1,2,3,4-tetrahydroakrydyny seria diamin réznigcych sie dlugoscig tancuchow alkilowych,
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otrzymania 8 rozpuszczalnych w wodzie chlorowodorkéw uzyskanych koniugatow. Zwigzki zostaly poddane
badaniom enzymatycznym, pozwalajacym na oceng hamowania acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoesterazy.
W trakcie badan kinetycznych Doktorantka uzyskata najwyzsza aktywnos¢ dla koniugatu z tancuchem pentylowym,
gdyz ICso wyniosto odpowiednio 7,6 pM dla dla AChE i 1,7 pM dla BuChE. Warto dodaé, ze wartosci referencyjne
ICso dla takryny wyniosty 89914,1 pM dla AChE i 149824 pM dla BuChE. Co ciekawe, wszystkie uzyskane
zwiazki hamowaly AChE i BuChE duzo lepiej niz takryna, odpowiednio 620-11830 razy i 6-8813 razy. Warto
podkresli¢, ze niektore badane zwigzki, w szczegdlnosci koniugaty z taficuchem etylowym i oktylowym wykazaty
interesujgca wybiorczosé wzgledem BuChE (selektywnos$é odpowiednio 68,68 i 17,47). Zwiazek z tancuchem
pentylowym zostat dodatkowo poddany studiom kinetycznym w kierunku hamowania AChE. Do oceny zdolnosci
hamowania agregacji p-amyloidu Doktorantka uzyta najbardziej aktywny koniugat z tafcuchem pentylowym.
Badania pozwolily na wykazanie hamowania agregacji A w zakresie od 31,66% przy stezeniu 10 pM do 57,77%
przy stezeniu 100 pM. Wielodyscyplinarne badania nabieraty coraz wickszego tempa, a Doktorantka w trakcie
realizacji pracy stawiata sobie nowe cele. Zwiazki poddata badaniom cytotoksycznosci na linii komarkowej
nabtonkopodobnej ludzkiego niedrobnokomérkowego raka ptuca ATCC CCL-185 w zakresie stezen od 0,1 do 100
pmol, co pozwolito na wykluczenie istotnej cytotoksycznosci do 10 pmol. Ostatnia czesé badan Pani mgr Niny
Chufarovej dotyczyta wykonania modelowania molekularnego dla najaktywniejszego zwigzku tj. koniugatu
z linkerem pentylowym. W tym celu Doktorantka zoptymalizowala strukture tréjwymiarows badanego zwiazku na
potrzeby dokowania w miejscu farmakoforowym enzyméw AChE i BuChE. Nastepnie przeanalizowala sposéb
wigzania czasteczki w miejscu farmakoforowym oraz wskazata na fragmenty struktury wneki enzymatycznej
i czasteczki biorgce udziat w oddziatywaniach. Wyniki badan powigzata ciekawa i krytyczng dyskusja, wskazujac
na znaczenie oddzialywania zwigzku z katalitycznym miejscem anionowym. Studia obliczeniowe powigzane
z wynikami badan enzymatycznych i cytotoksycznoscia stanowig dobrg podbudowe do dalszych zaawansowanych
studiow in vitro i in vivo. Nalezy podkresli¢, ze badania obliczeniowe wskazaty, co prawda, na pozadane
wlasciwosci struktury wiodacej, ale pokazaly takze potencjal calej serii uzyskanych zwigzkéw do dalszych badan.
Mysle, ze bardzo interesujaca bylaby w przysztosci analiza pordwnawcza dla catej serii 8 zwiazkéw. Dopelnieniem
prezentacji wynikow jest rozdzial Dyskusja i dalsze kierunki badan, w ktorym Doktorantka podkreslita znaczenie
poszukiwan nowych lekow o wielokierunkowym dziataniu na chorobe Alzheimera. Nawiazujac do zatozen
i wynikéw badan wilasnych stwierdzita, ze lekéw tych nalezy szuka¢ w obrebie inhibitoréw AChE/BuChE
z dodatkowymi punktami uchwytu i powigzanymi z tym aktywnosciami. Dobrze jezeli przeprowadzone badania nie
zamykajg i nie stanowig dla naukowca granicy eksplorowania interesujgcego jego zagadnienia. Tak jest i w tym
przypadku. Pani Magister wskazala perspektywy dalszych badan i znaczenie dalszej oceny uzyskanych zwiazkow
pod katem aktywnosci antyoksydacyjnej, przeciwzapalnej, hamowania biatka tau i hamowania sekretaz. Dostrzegla
takze interesujace zagadnienia do dalszych badaf, jak ocena przechodzenia zwigzkOw przez bariere krew-mézg oraz
koniecznos¢ wykonania poglebionej analizy QSAR.

Tres¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Niny Chufarovej jest zgodna z teza postawiona w tytule. Podjety cel
pracy zostal poprawnie zrealizowany w czesci eksperymentalnej, przedstawiony w wynikach i ich oméwieniu,
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perspektywie znalezienia potencjalnych mowych wielofunkcyjnych hybryd akrydymowych jako inhibitoréw
acetylocholinoesterazy dla leczenia choroby Alzheimera na styku stosowania zaawansowanych metod chemii
organicznej, chemii medycznej i biochemii, wydawata si¢ bardzo racjonalna. W miare postepu prac badawczych
zostala pozytywnie zweryfikowana i doprowadzita do interesujacych wynikéw i wnioskéw. Dane eksperymentalne
uzyskane w badaniach biologicznych dla nowych zwigzkéw sa bardzo interesujace w kontekscie zaprezentowanego
w czesci literaturowej Swiatowego pismiennictwa. Uzyskane wyniki, ich dyskusja i przedstawione perspektywy
maja wige duze znaczenie poznawcze, wnoszac tym samym wazne przestanki do projektowania nowych substancji
aktywnych o potencjalnym zastosowaniu w terapii choroby Alzheimera. Przedstawiona do recenzji praca doktorska
posiada trzy plaszczyzny pozwalajace jg analizowa¢ jako nowatorska: (i) podjecie zagadnien bardzo aktualnych
naukowo i spolecznie poprzez wiaczenie si¢ w nurt poszukiwania nowych i skuteczniejszych lekéw na chorobe
Alzheimera, (ii) zastosowany wielodyscyplinarny i bogaty warsztatowo program badaf, zaréwno pod wzgledem
doboru technik syntetycznych, charakterystyki fizykochemicznej, badaf enzymatycznych, jak i obliczeniowych
oraz (iii) duzy potencjal poznawczy i aplikacyjny przeprowadzonych badan zwigzany z opracowaniem serii kilku
wartosciowych substancji aktywnych biologicznie.

Podczas lektury pracy nasunglo mi sie kilka pytan o charakterze dyskusyjnym, o ktérych komentarz
cheiatbym poprosi¢ Doktorantke podczas publicznej obrony pracy: (i) Hybryda czy koniugat? Kiedy bardziej
stosowne jest uzycie stowa koniugat, a kiedy hybryda w kontekscie uzyskiwanych potgczen zwigzkow?, (i) Czy
umieszczenie akrydyny w strukturze zwigzku zdaniem Doktorantki moze wplywa¢ na generowanie, czy tez bardziej
na usuwanie reaktywnych form tlenu?, (iii) Czy do oceny cytotoksycznosci rozwazano zastosowanie linii komarek
zdrowych, oprécz nowotworowych?, (iv) Czy na podstawie uzyskanych danych 'H NMR mozna pokusié sie
o okreslenie miejsca protonowania azotu i tworzenia soli w zwigzkach 3a-h? |

Zwracam takze uwage na drobne kwestie edytorskie, na ktére napotkatem w pracy: (i) s. 37 — nalezato
wskaza¢ Ryc. 3 na s. 37, s. 54 — nalezalo wskaza¢ na Ryc. 12 na s. 55, s. 101 — nalezalo wskazaé na Ryc. 20, str.
102; (i7) usterki graficzne: s. 42 (Ryc. 5 — w nazwie zwiazku po lewej stronie wskazano na obecno$é grupy 2-etylo),
s. 45 (Ryc. 7), s. 52 (Ryc. 10), s. 47 (Ryc. 8 — w strukturze zwigzku w gdérnej czesci umieszczono ester kwasu
azotowego); s. 49, 50 — powtdrzenie Ryc. 9, (iii) s. 59 — Jaka technike chromatograficzng zastosowano do
oczyszczenia zwigzkéw la-1h oraz 2a-2h? , (iv) Tabele 1-3, 5-11, 14-19, tytuly 3.3.2., 3.3.3, 4.1.1.-4.1.3., nazwa
zwigzku 3h na s. 112 — niescistosci w nazewnictwie dla lacznikéw alkilowych lub pozycji podstawnika,
(v) Sugerowalbym podawanie ilosci rozpuszczalnikow w ml (Tabela 2, s. 62), (vi) Sugerowatbym podawanie statej
J po zaokragleniu do najblizszej wartosci 0,5, zeby unikna¢ rozbieznoscei w odezycie statych J z widma na poziomie
przekraczajgcym blad ostatniej cyfry znaczacej dla grup w obrebie tych samych uktadéw spinowych (Tabela 4,
s. 65), (vii) s. 81 - Czy chodzilo o 36% HCI przy przygotowywaniu buforu?, (vii{) Drobne niescistosci
w referencjach 7, 16, 296, 297, 396.

Reasumujac uwazam, ze Pani mgr Nina Chufarova bardzo dobrze zmierzyla si¢ z postawionym
w temacie pracy problemem, wykazala si¢ znajomoscia zagadnien teoretycznych i przygotowaniem
warsztatowym, umiejetnie laczae wiedzg z zakresu syntezy organicznej, chemii medycznej i biochemii.

Przekazana do recenzji rozprawa doktorska w pelni spelnia wymogi stawiane tego typu pracom, zgodnie
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z Ustawg z dnia 14 marca 2003 - O stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki - Dz.U.
RP nr 65, poz. 595 z 2003 r. wraz z pozniejszymi zmianami, w tym Ustawa z dnia 28 kwietnia 2017 r. —
O zmianie ustawy o stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki — Dz.U. RP poz. 859
z 2017 r., dlatego tez wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego

w Lodzi o dopuszczenie Pani mgr Niny Chufarovej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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