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Innowacyjne hybrydy tetrahydroakrydyny z komponentem przeciwzapalnym

wykonanej przez
mgr farm. Kamila Zawade

w Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji — Katedrze
Chemii Farmaceutycznej
Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w todzi

Choroba Alzheimera jest najczedciej wystepujgca chorobg neurodegeneracyjng
na swiecie. Ma charakter postepujacy, a na jej ztoiong patogeneze sktada sie wiele
czynnikow i wielokierunkowy mechanizm biologiczny. Pomimo wielu badan
ukierunkowanych na charakterystyke szlakdw sygnalizacyjnych lezacych u podstaw
rozwoju choroby, doktadna etiologia choroby Alzheimera nie zostata okreslona,
a stosowane metody leczenia pozwalajg jedynie spowolni¢ jej przebieg.

Wyniki przeprowadzonych badan skupiajgcych sie na patofizjologii choroby
Alzheimera wskazujg na kilka istotnych czynnikéw, ktére znaczgco przyczyniaja sie do
jej rozwoju. Charakterystyczne dla tej choroby s3 i/zaburzenia w funkcjonowaniu
uktadu cholinergicznego i glutaminergicznego, ii/ utrata komorek nerwowych
w  mozgu, iii/ odktadanie sie w osrodkowym uktadzie nerwowym
zewnatrzkomérkowych depozytdw amyloidu-B, iv/ wystepowanie przewlektych
stanow zapalnych o obrebie osrodkowego uktadu nerwowego, v/ zaburzenia
homeostazy biometali i wzrost stezenia metali ciezkich.

Na podstawie hipotezy cholinergicznej rozwoju choroby Alzheimera opieraja sie
obecne i ogdlnie przyjete konwencjonalne metody leczenia. W 1993 roku amerykanska
Agencja Zywnosci i Lekow wprowadzita pierwszy lek —takryne do stosowania w terapii
choroby Alzheimera, ktory wykazuje odwracalng inhibicje zaréwno ecetylo- jak
i butyrylocholinoesterazy. Jednakie, ze wzgledu na wysoka hepatotoksycznosé zostata
wycofana z uzycia. Nieskomplikowana struktura czasteczki takryny oraz wysoka
biodostepnod¢ czyni jg nadal obiecujaca struktura do dalszych modyfikacji

i poszukiwania nowych zwigzkéw pozbawionych silnych dziatan niepozadanych.
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Znaczgca rola stanu zapalnego w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego lezgcego u podstaw rozwoju
zmian neurodegeneracyjnych przyczynita sie do rozpoczecia badan nad przydatnoscig zwiazkow z grupy
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ). Wykazano, iz leki z grupy NLPZ dajg pozytywne efekty
zarowno w prewencji rozwoju choroby jaki tagodzeniu skutkéw w poiniejszych fazach jej rozwoju.
Wyniki przeprowadzonych badar z uzyciem indometacyny wykazaty i/ spowolnienie postepu choroby,
i/ poprawe zdolnosci poznawczych, iii/ nizsza neurotoksycznoéé indukowang przez amyloid-B. Biorac
pod uwage wielokierunkowy charakter patofizjologii choroby Alzheimera, najbardziej racjonalne wydaje
sig zastosowanie terapii skojarzonej opartej na jednoczesnym zastosowaniu kilku lekéw z réznych grup
terapeutycznych. Alternatywnym rozwigzaniem dla wprowadzenia terapii skojarzonej jest poszukiwanie
lekow wielofunkeyjnych o dziataniu wielokierunkowym na drodze procesu hybrydyzacji. Tworzenie
hybryd poza zwiekszeniem efektywnosci leczenia ma na celu ograniczenie mozliwych interakgji
pomiedzy lekami oraz uproszczenie schematu dawkowania co warunkuje bezpieczeristwo i skutecznogé
farmakoterapii.

Uzasadnionym zatem celem badan, przedtozone] do recenzji rozprawy doktorskiej mgr farm.
Kamila Zawady, byto zaprojektowanie i otrzymanie nowej serii hybryd o strukturze zoionej
z farmakoforow o aktywnosciinhibicyjnej wobec cholinoesteraz (acetylo- i butyrylocholinoesterazy) oraz
z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. Do syntezy nowych hybryd wybrano takryne - jako
zwigzek o udokumentowanej aktywnosci inhibicyjnej wobec cholinoesteraz oraz indometacyne - jako
komponente przeciwzapalna.

Tytut dysertacji Doktoranta zostat prawidtowo sformutowany i w petni odzwierciedla cel badar.
Wybor tematu pracy doktorskiej uwazam za trafny, zgodny z kierunkiem wspotczesnych badan
naukowych i aktualnym stanem wiedzy. Podejmowany problem uwazam za uzasadniony, niezwykle
wazny zarowno: i/ z punktu widzenia naukowego (w tym rozwoju chemii medycznej), ii/ znaczenia
medycznego oraz iii/ spotecznego, z uwagi na fakt iz obecnie stosowane metody leczenia choroby
Alzheimera tylko spowalniajg postep choroby.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje 117 stron tekstu wraz
z pimiennictwem. Tekst pracy zawiera typowe dla opracowar naukowych rozdziaty, z zachowaniem
wiasciwych proporcji. Dodatkowo w pracy zamieszczono wykaz skrétéw stosowanych w tekscie pracy,
co bardzo utatwia ocene dysertaciji.

We Wstepie Doktorant w oparciu o obszerne pismiennictwo przedstawit aktualng wiedze
z zakresu charakterystyki choroby Alzheimera - w tym hipotezy rozwoju choroby jak i role przewlektego
stanu zapalnego w komérkowym i molekularnym mechanizmie rozwoju choroby. W kolejnych
podrozdziatach scharakteryzowat obecnie stosowane leki w terapii chorohy Alzheimera wskazujgc na
wazng role niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych jako uzupetnienie farmakoterapii. Ostatni
podrozdziat tej czgsci pracy Autor poswiecit charakterystyce nowych strategii leczenia ze szczegdlnym
uwzglednieniem lekéw wielofunkcyjnych. Zagadnienia oméwione na 43 stronach Wstepu zostaly
dodatkowo uzupetnione 9 rycinami oraz 5 schematami. W tym miejscu chciatbym wskaza¢, iz dla
prezentowanych we Wstepie pracy wzoréw chemicznych lekéw Doktorant nie podat odpowiednich
odnoénikéw literaturowych. Pomimo tej drobnej uwagi, oméwione we Wstepie pracy zagadnienia
$wiadczg o bardzo dobrym przygotowaniu Doktoranta do podjecia badan, bedacych podstawg pracy
doktorskiej, a takze stanowia wprowadzenie do postawionego celu badan.

Przedstawiony przez mgr farm. Kamila Zawade cykl badar stanowi starannie zaplanowany
i dobrze przemyslany panel eksperymentalny umotzliwiajacy analize ztoionej hipotezy badawczej.
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Realizacja postawionego celu pracy wymagata od Doktoranta przeprowadzenia i/syntezy serii 8 nowych
zwigzkow, w ktérych I-rzedowa grupa aminowa przy atomie wegla C9 w czgsteczce takryny zostata
podstawiona alifatyczng czasteczka alkilodiaminy stanowiaca facznik z czgsteczky indometacyny; ii/
analizy in vitro aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych zwiazkéw wobec cholincesteraz; iii/ badania
kinetyki enzymatycznej; iv/ oceny przezywalnosci komérek (HepG2, EA.hy926); v/ wyznaczenia punktu
pKa dla wybranego, najbardziej aktywnego zwigzku; vi/ badania aktywnogci antyoksydacyjnej metoda
ABTS i DPPH oraz vii/ analizy in silico — z zastosowaniem modelowania molekularnego. Szczegbtowy opis
zastosowanych metod badawczych zostat zamieszczony w rozdziale Metodologia Badan. Przedstawione
metody s3 co do zasady aktualne i adekwatne do rozwigzywanych probleméw naukowych
i w zdecydowanej wigkszosci nie budza zadnych watpliwosci. Pojawito sie jednak kilka zagadnien, ktére
W mojej opinii wymagaja wyjasnienia lub przedyskutowania:

i/ co stanowito kryterium wyboru dla zastosowanych w badaniach linii komoérkowych — prosze
o przedyskutowanie dlaczego nie zastosowano linii komérkowych hepatocytow prawidtowych,

i/ ocena przezywalno$ci, aktywnosci metabolicznej, w zaleznoéci od zastosowanej linii
komorkowej, zostata przeprowadzona z wykorzystaniem dwdch réinych testéw — prosze o podanie
przyczyny zastosowania testu CellTiter Proliferatior Assay w przypadku komérek linii HepG2 oraz testu
MTT w przypadku komaorek EA.hy926.

iii/ w pracy doktorskiej mato miejsca poswiecono analizie statystycznej otrzymanych wynikow.
Moim zdaniem warto rozwaiy¢ przeprowadzenie bardziej rozbudowanej analizy statystycznej,
co w wyrazny spos6b wzbogaci wnioski formutowane na podstawie otrzymanych wynikéw badan.

Sformutowanie powyiszych pytari wynika jedynie z przywileju recenzenta, z ktérego
skorzystatem i w zadnym wypadku nie ma charakteru uwag krytycznych. Powyisze pytania mogg
natomiast stanowi¢ wskazowki w kierunku doskonalenia warsztatu badawczego oraz interesujgcy
przedmiot dyskusji na polu naukowo-akademickim.

Uzyskane wyniki badari zostaly zredagowane na 18 stronach pracy w rozdziale »Wyniki
i Dyskusja” oraz udokumentowane szczegétowo w 5 tabelach zbiorczych. W tej czeéci Autor dokonuje
zasadniczego oméwienia wynikéw jak i rowniez wysuwa po kazdym cyklu badar wnioski czastkowe.
Rozdziat ten swiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnienia oraz dobrym przygotowaniu do realizacji
badan. W tym miejscu jednak chciatbym zapytaé Doktoranta o wyniki badan prac innych autoréw, w tym
opisanych innych zwigzkéw hybrydowych takryny.

Przeprowadzone badania pozwolity na sformutowanie uzasadnionych wnioskdw,
korespondujacych z zatozonym celem pracy i wnoszacych nowe istotne informacje do aktualnego stanu
wiedzy. W mojej opinii najistotniejszymi efektami prowadzonych badar byto wykazanie iz:

i/ sze$¢ nowych nowo-zsyntetyzownych zwigzkow wykazywato wyisza aktywnosé inhibicyjna
wobec acetylocholinoesterazy niz takryna, a pie¢ wyzsza aktywnosc niz donepezil.

i/ dwa z przebadanych zwigzkéw wykazywato wyzszg aktywnos$¢ inhibicyjng wobec
butyrylocholinoesterazy niz takryna oraz wszystkie zwigzki byty aktywniejsze od donepezilu.

li/ zwigzek 3h wykazywat najwyisza aktywnosé inhibicyjna wobec acetylocholinoesterazy
i postuzyt do opracowania kinetyki reakgji inhibicji enzymu.

iv/ w badaniu wplywu otrzymanych zwigzkéw na przezywalnosé komérek linii HepG2 oraz
EA.hy926 nie zaobserwowano znaczacego wplywu na przeiywalnoéé i aktywnos$¢ metaboliczng
analizowanych linii komérkowych.

v/ zwiazek 3h wykazywat najwyzsza aktywnos¢ antyoksydacyjna.
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vi/ modelowanie molekularne wykazato obecnos¢ silnych oddziatywann zwiagzku 3h
z aminokwasami wchodzgcymi w sktad CAS i PAS zaréwno acetylo- i butyrylocholinoesterazy.

Cytowane przez Doktoranta 102 pozycje pismiennictwa naukowego odzwierciedla rzetelnie stan
wiedzy w obrebie omawianego tematu. Warto podkresli¢, iz 65/102 pozycji, co stanowi okoto 60%
wszystkich danych literaturowych - to doniesienia z ostatnich 10 lat, a sposrdd nich 25/65 pozycji (okoto
40%) to prace opublikowane w ciggu ostatnich 5 lat, co wskazuje na duzg aktualnos$¢ podjetego do oceny
przez Doktoranta problemu naukowo-medyczno-spotecznego. Rozprawa doktorska zostata zakoriczona
Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki sg oryginalne i zaprezentowane w rzetelny sposéb. Autor
postuguje sie fachowym stownictwem, co swiadczy o dobrej orientacji w badanej dziedzinie. Tres¢ pracy
napisana jest starannie, zwarcie i utrzymana jest w logicznej sekwencji.

Z duzg satysfakcjg pragne podkresli¢ wartosci poznawcze przedstawionych do oceny badan
naukowych i ich znaczenie dla zrozumienia mechanizmoéw i mozliwosci leczenia chordéb cywilizacyjnych
jakimi sg choroby neurodegeneracyjne. Potwierdzeniem wysokie]j wartosci merytorycznej
przedstawionej do recenzji dysertacji jest opublikowanie wynikéw badan, w formie oryginalnej pracy,
w czasopi$émie posiadajacym znaczacy wspodtczynnik oddziatywania Impact Factor (Chemical Papers,
2019 Impact Factor = 1,680) , w ktdrej Doktorant jest pierwszym autorem.

Reasumujac wyrazam opinie, Ze przedstawiona do recenzji praca odpowiada wymogom
stawianym rozprawom na stopien naukowy doktora, co w konsekwencji upowainia mnie do wystgpienia
z wnioskiem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w todzi, o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pana mgr farm.
Kamila Zawade do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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