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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgra farmacji Kamila Zawady
zatytutowanej
Innowacyjne hybrydy tetrahydroakrydyny z komponentem przeciwzapalnym,
wykonanej pod kierunkiem prof. dra hab. Pawta Szymanskiego
w Katedrze Chemii Farmaceutycznej
Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow i Radiofarmacji
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Choroba Alzheimera (AD) jest zaliczana do grupy choréb neurodegeneracyjnych.
W okresie najblizszych 20-25 lat prognozuje sie podwojenie liczby chorych cierpiacych
na AD. W ostatnim czasie wiedza o patofizjologii AD znaczgco sie poszerzyta, nadal
jednak nie dysponujemy lekami pozwalajagcymi przerwa¢ postep choroby.
Podstawowym celem leczenia AD jest polepszenie pamieci chorego lub spowolnienie
szybkosci utraty funkcji pamieciowych i poznawczych, a takze jak najdtuzsze
utrzymywanie funkcjonowania chorego. Obecnie jedynym skutecznym leczeniem, ktére
przynosi znaczace korzyS$ci jest hamowanie aktywnoéci cholinoesteraz -
acetylocholinoesterazy (AChE)} i butyrylocholinoesterazy (BuChE). Do niedawna
znaczenie BuChE byto niedoceniane, mimo iz oba enzymy wplywaja na regulacje
poziomu acetylocholiny i mogag mie¢ znaczenie w rozwoju choroby. Liczba lekéw z tej
grupy dopuszczonych do stosowania jest ograniczona, stgd poszukiwanie nowych
zwigzkow o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu AD, uwazam za bardzo uzasadnione.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma uktad typowy dla prac
eksperymentalnych. Po spisie treéci i wykazie skrotow, Autor zamieScit obszerng cze$é
teoretyczng pracy, poparta przegladem piSmiennictwa, gtéwnie z ostatnich 10 lat. Czes¢
teoretyczna, liczaca 50 stron, wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane
z charakterystyka choroby Alzheimera, danymi odnoénie zapadalno$ci i prognozami
w zakresie zachorowan. Bardzo szczeg6towo zostaty takze opisane hipotezy rozwoju AD
-cholinergiczna, amyloidowa i biatka tau. Kolejny rozdzial to podkre$lenie znaczenia
stanu zapalnego w obrebie o$rodkowego uktadu nerwowego, ktory towarzyszy AD.
Znaczna cze$¢ tego rozdziatu, co ma swoje uzasadnienie, zostata pos$wiecona
mozliwo$ciom leczenia AD. W tej cze$ci pracy zostaly szczegdétowo przedstawione
stosowane leki - inhibitory cholinoesteraz i memantyna (antagonista receptoréw
NMDA) oraz niesteroidowe leki przeciwzapalne. Pragne podkresli¢, ze ta cze$¢ pracy
zostala napisana przystepnym w odbiorze jezykiem, a odpowiednio dobrane
i zastosowane w tekScie pidmiennictwo specjalistyczne, w liczbie 102 pozycji,
potwierdza jednoznacznie doktadne rozeznanie przez Doktoranta tematyki badawczej,
ktorg przedstawia w niniejszej dysertacji.



Na dalszych stronach tekstu Autor zamieScit cel pracy, ktéry zakiladat
zaprojektowanie i otrzymanie nowej serii hybryd o strukturze ztozonej z farmakoforéw
o aktywno$ci hamujacej cholinoesterazy (AChE i BChE) oraz o dzialaniu
przeciwzapalnym, z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. Do badan
Doktorant wybrat takryne i indometacyne. Takryna zostala wycofana z lecznictwa
z uwagi na dziatanie hepatotoksyczne, ale takze indometacyna nie jest pozbawiona
licznych dziatann niepozadanych, zwigzanych z niekorzystnym wptywem na przewod
pokarmowy, ONU i uktad krwiotwdrczy.

Pan mgr Kamil Zawada wyznaczyt 7 celow pracy, ktérych realizacja jest podstawg
do ubiegania sie o nadanie stopnia naukowego doktora. Wér6d wymienionych celéw
badawczych znajdujg sie: synteza 8 zwigzkéw hybrydowych - potaczenia takryny i
indometacyny, réznigcych sie liczbg grup -CHz- w tanicuchu alkiloaminowym, badania in
vitro hamowania aktywno$ci cholinoesteraz, badania kinetyki reakcji enzymatycznej
oraz wptywu otrzymanych zwigzkdw na przezywalno$¢ komoérek, wyznaczenie wartos$ci
pK,, badanie aktywno$ci antyoksydacyjnej oraz modelowanie molekularne.

Podjecie przez Pana mgra Kamila Zawade przedstawionego powyzej zadania
badawczego uwazam za zasadne, uwzgledniajgc aspekt poznawczy i metodologiczny. Cel
pracy zostal poprawnie okreslony i przedstawiony w sposéb nie budzgcy watpliwosci.

Kolejny rozdzial to Metodologia badan, w ktéorym Autor w poszczegdlnych
podrozdziatach podal stosowane odczynniki, aparature, a na kolejnych stronach
szczegbtowo przedstawit synteze nowych zwigzkéw oraz wszystkie wykonane badania.
Opisane procedury oraz sposob przeprowadzenia eksperymentéw potwierdzajg dobre
przygotowanie  Doktoranta, a jednocze$nie pozwalaja na  odtworzenie
przeprowadzonych badan.

W rozdziale Wyniki i dyskusja, dla recenzenta chyba najwazniejszym, bo
pozwalajgcym na stwierdzenie czy Autor potrafi w sposéb naukowy przedstawié
uzyskane wyniki badan oraz odnie$¢ je do danych zawartych w dostepnym
piSmiennictwie, Doktorant opisat szczegétowo proces taczenia takryny z indometacyng
oraz sposoby kontrolowania procesu i oczyszczania zwigzkéw. W dalszym etapie Autor
potwierdzit struktury chemiczne otrzymanych zwigzkoéw, stosujac nowoczesne metody
spektroskopowe, takie jak IR, TH-NMR i MS. Przedstawit takze w tabeli wydajno$é
reakcji, posta¢ otrzymanego zwigzku hybrydowego oraz temperature topnienia.
Zaprezentowana analiza widm pozwala na potwierdzenie struktury otrzymanych
zwigzkow, a jednocze$nie dowodzi znajomos$ci tych metod. W dalszej czeSci Autor
odniost sie do przeprowadzonych badan, ktére pozwolity na wybranie zwigzku
0 najlepszych parametrach w zakresie hamowania aktywno$ci cholinoesteraz, dla
ktorego okreSlono kinetyke reakcji hamowania acetylocholinoesteraz. Z duzym
zainteresowaniem zapoznatam sie badaniami dotyczacymi wptywu otrzymanych przez
Doktoranta zwigzkéw na przezywalno$¢ komérek. Do badann Autor wybrat linie
komérkowa HepGZ i EA.hy926. Tak zaplanowane badania pozwolily na stwierdzenie, ze
zwiazki hybrydowe bedace potaczeniem takryny i indometacyny przez tgcznik alkilowy
nie wykazuja silnego dzialania hepatotoksycznego oraz dziatania toksycznego na
$rédbtonek naczyn. Mozliwo$¢ zastosowania otrzymanych zwigzkoéw jako potencjalnych
substancji leczniczych, Autor ttumaczy korzystnym indeksem terapeutycznym. Dalsze
badania dotyczyly wyznaczenia wartosci pKa oraz aktywnosci antyoksydacyjnej metodg
ABTS i DPPH. Te ostatnie pozwolity na stwierdzenie, ze otrzymany zwigzek hybrydowy,
oznaczony jako 3h, wykazuje wiasciwosci antyoksydacyjne, ktére nie byly stwierdzone
dla zwigzkow wyjSciowych, tj. takryny i indometacyny. Tak zaprojektowany zwigzek,
wykazujgcy zdolno§¢ hamowania aktywnoSci cholinoesteraz, a jednocze$nie aktywno$é




antyoksydacyjng moze =znalez¢ sie w Kkregu zainteresowan nowych substancji
0 potencjalnym zastosowaniu w leczeniu AD. Jednakze, jak stwierdza Autor - nalezy
przeprowadzi¢ dalsze badania okre$lajgce potencjat tego zwigzku w zakresie
hamowania agregacji f-amyloidu, co wpisywatoby sie w préby leczenia przyczynowego
AD. Ponadto, konieczne sg badania potwierdzajgce skuteczno$¢ i bezpieczenstwo
stosowania. Konicowy etap pracy stanowi modelowanie molekularne, ktére pozwolito
ustalic w jaki spos6b otrzymane przez Doktoranta zwigzki wigzg sie
acetylocholinoesterazg 1  butyrylocholinoesterazag. @ Wyniki  badan  zostaty
udokumentowane w postaci 11 tabel i 15 rycin.

Podsumowanie wynikéw badan Doktorant przedstawit w czesci zatytutowanej
Whnioski, ktéore w moim odczuciu nie sg wnioskami, a stanowig streszczenie
przeprowadzonych badan. Nie mniej jednak konkluzje zawarte w tej czeSci s3
uzasadnione i poparte przeprowadzonymi badaniami oraz danymi z piSmiennictwa.
Catos¢ pracy dopeiajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny praca opiera sie na wynikach badan
z zakresu projektowania, syntezy oraz analizy nowych substancji o dziataniu hamujgcym
aktywno$¢  cholinoesteraz  oraz  wykazujgcych  dziatanie  przeciwzapalne.
Kompleksowo$¢ i interdyscyplinarno$¢ pracy dopetniaja préby wyjasnienia
mechanizmu oddziatywania nowej substancji z wykorzystaniem modelowania
molekularnego oraz badania wplywu otrzymanych zwigzkéw na przezywalnoscé
komoérek.

W przedstawionej do oceny pracy, mimo korekty autorskiej, napotkatam na btedy
edytorskie, takie jak: brak spacji pomiedzy warto$ciami liczbowymi i jednostkami; w
kilku miejscach po przecinku rozpoczyna sie z duzej litery nowe zdanie, np. str. 19 (14
w. do6t), str. 21 (10 w. gora), str. 22 (7 w. do6t); inne btedy to np. bufora - powinno by¢
buforu (str. 79), naptyw wapnia, str. 19, powinno by¢ jondéw wapnia, niepoprawne
przypadki, np. str. 22, str. 80; niepoprawne sformutowania, np. zastapienie I-rzedowej
grupy aminowej w czgsteczce takryny (str. 61), raczej jest to podstawienie; mierzymy
absorbancje (str. 75), co z kolei jest poprawnie uzyte na kolejnych stronach pracy; w
przypadku roztworéw méwimy o ich objetosci (str. 81); w badaniach przezywalnosci
moOwimy o probie kontrolnej a nie probie $lepej (str. 79); str. 88 zaleznosci odwrécone;j
szybko$ci reakcji od odwréconego stezenia substratu, powinno by¢ zaleznosci
odwrotnosci szybkosci reakcji od odwrotnosci stezenia substratu; aspiryna to nazwa
handlowa, zatem proponuje uzywanie nazwy kwas acetylosalicylowy; do selektywnych
inhibitoréw COX-2 nie zalicza sie nimesulidu, jest on zaliczany do Il generacji NLPZ, tzw.
preferencyjnych wzgledem COX-2 (str. 52), co stusznie zapisano na str. 49; koto (str. 30)
powinno by¢ okoto, str. 58 jest memochina, powinno by¢ meflochina; uzywanie nazw
z bezpo$redniego ttumaczenia, kiedy mamy odpowiedniki np. zamiast dyferencjacji
komorek - réznicowania komérek oraz drobne uchybienia w zakresie tlumaczenia
nazwy chemicznej, np. str. 8 N-methyl-D-aspartate.

Prosze¢ takze o wyjasnienie dlaczego w rozdziale 8.7 na str. 79 na ptytce 96-dotkowej
umieszczano komérki z zachowaniem gestosci 104 komérki/dotek.

Powyzsze uwagi nie wptywaja w zaden spos6éb na wysoka ocene merytoryczng pracy.
Wyniki badan zaprezentowane w niniejszej pracy zostaty opublikowane w czasopi$mie
Chemical Papers, jako praca wieloosrodkowa, co potwierdza aktualno$¢ tematyki
badawczej oraz fakt, ze zaplanowane badania zostaly dobrze wykonane
1 zinterpretowane. Stanowigca gtéwny cel pracy synteza nowych zwigzkow
hybrydowych zostala wzbogacona o badania fizykochemiczne, biologiczne
i obliczeniowe, nadajac pracy charakter interdyscyplinarno$ci oraz wnosi nowe istotne




dane do prezentowanej tematyki badawczej. Wykonanie tak szerokiego zakresu
roznorodnych badan wymagato zdolnosci organizatorskich i wspoétpracy roznych
zespotéw badawczych. W tym miejscu chciatabym podkresli¢, ze realizacja pracy
doktorskiej pod kierunkiem Pana prof. dra hab. Pawta Szymarnskiego oraz praca w Jego
zespole badawczym, o uznanej renomie miedzynarodowej, niewgtpliwie przyczynita sie
do koticowego sukcesu.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam prace doktorskg Pana mgra Kamila Zawady
i jednoznacznie potwierdzam, Ze spetnia ona wszystkie wymagania formalne stawiane
pracom doktorskim. Z zwigzku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie Pana mgra
Kamila Zawady do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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