(B ¥ o
i

WARSZAWSKI WARSZAWSKI
o & UNIWERSYTET UNIWERSYTET
KZ\ AfiEIj\’(.‘ZN&, ........ -

WY IDZIAL
FARMACEUTYCZNY

Warszawa, 05.06.2023 r.

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr farm. Karoliny Maciejewskiej-Stupskiej

pt. ,, Ocena nowych hybryd akrydyny w kierunku poszukiwania ligandéw
wielofunkeyjnych”

wykonanej pod kierunkiem Promotora prof. dr hab. n. farm. Pawla Szymanskiego w
Zakladzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy leku i Radiofarmacji
Uniwersytetu Medycznego w Eodzi

Podstawe  opracowania recenzji  stanowilo pismo Przewodniczacej Rady Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi — prof. dr hab. n. med. Anny
Kilianowicz-Sapoty z dnia 26.04.2023 r. oraz przekazana rozprawa doktorska.

Praca doktorska mgr Karoliny Maciejewskiej-Stupskiej zostata przygotowana w
Zakladzie Chemii F armaceutycznej, Analizy Lekow i Radiofarmacji wchodzacym w sklad
Katedry Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w ELodzi. Tematyka pracy
dotyczyla  zaprojektowania  oraz syntezy  pochodnych, hybryd kwasu 9-
akrydynokarboksylowego oraz cyklopentachinoliny potaczonych za pomocg tancucha
alifatycznego o réznej dhugosci w postaci wolnej zasady oraz soli w aspekcie poszukiwania
nowych hybryd akrydyny jako ligandéw wielofunkcyjnych. Niniejsza praca doktorska
obejmuje synteze o$miu nowych pochodnych akrydyny oraz cyklopentachinoliny jako
potencjalnych inhibitoréw acetylocholinoesterazy, ktére moglyby by¢ w przysziosci
wykorzystane w leczeniu objawowym demencji i choroby Alzheimera. Akrydyny nalezg do
grupy policyklicznych zwigzkow heteroaromatycznych. Ich struktura chemiczna wywodzi sie
z trojpierscieniowego zwiazku aromatycznego, bedacego analogiem antracenu zawierajacego
atom azotu w pierscieniu B. Zwiazki te powszechnie stosowane sa m. in. jako leki
przeciwnowotworowe (np. amsakryna). Jednak ze wzgledu na dziatania niepozadane i ich
toksycznos$¢ weiaz poszukuje sie nowych analogéw o lepszym profilu farmakologicznym.
Ponadto akrydyna i jej pochodne wykazujg wielokierunkowa aktywnos¢ biologiczna zwigzana
z dziataniem przeciwbakteryjnym, przeciwmalarycznym, przeciwgrzybiczym,
przeciwwirusowym, przeciwrobaczym i przeciwzapalnym w szerokim tego stowa znaczeniu.

Z kolei Chinolina bedgca benzo[b]pirydyna jest zwigzkiem heterocyklicznym zawierajacym
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atom azotu. Jako IlI-rzgdowa amina tworzy sole z kwasami i ulega podstawieniu zaréwno
nukleofilowemu jak i elektrofilowemu. Pochodne chinoliny réwniez wykazujg
wielokierunkowe dzialanie biologiczne. Sa stosowane jako $rodki przeciwmalaryczne
(chinina, chlorochina, meflochina, promachina), przeciwbakteryjne (cyprofloksacyna),
przeciwgrzybicze (kliochinol) i przeciwgruzlicze (bedakilina). Réwniez w terapii
przeciwnowotworowej takie substancje lecznicze jak kamptotecyna oraz topotekan i
irynotekan zawieraja w swojej czasteczce strukture chinoliny. Cyklopentachinolina o strukturze
analogicznej do tetrahydroakrydyny badana jest réwniez jako zwigzek potencjalnie aktywny
wobec  cholinoesteraz. Poszukiwanie zwigzkéw aktywnie czynnych w chorobach
neurodegeneracyjnych stanowi aktualnie duze wyzwanie zwtaszcza w aspekcie nieuleczalnosci
takich jednostek chorobowych jak choroba Parkinsona, choroba Alzheimera, czy tez choroby
demielinizacyjne. Historycznie, pierwszym lekiem, ktory zostal zarejestrowany i zastosowany
w leczeniu choroby Alzheimera byla takryna bedaca pochodna akrydyny. Jako inhibitor
cholinoesteraz nie leczy ona przyczyny choroby, lecz jedynie jej skutek. Jednak leczenie
objawowe poprawia jakos¢ zycia pacjenta. Niestety terapia moze si¢ rOwniez wigzaé z
szeregiem dziatan niepozadanych wywieranych przez lek. Dlatego podejmuije sie dziatania w
kierunku tworzenia lekow wielofunkeyjnych (hybrydowych), ktére w nomenklaturze
anglosaskiej nosza nazwe multi-target directed ligands (MTDL's) mogacych  znaleZé
zastosowanie w leczeniu choréb o wieloczynnikowym i zlozonym patomechanizmie z

réwnoczesnie ograniczonymi do minimum dziataniami niepozadanymi.

Cele pracy doktorskiej mgr Karoliny Maciejewskiej-Stupskie] obejmowaty synteze
o$miu pochodnych hybryd kwasu 9-akrydynokarboksylowego oraz cyklopentachinoliny,
oczyszczenie produktéw za pomocg technik chromatograficznych oraz potwierdzenie ich
struktur przy uzyciu metod spektroskopowych, ocene aktywnosci biologicznej in vitro i
antyoksydacyjnej, zbadanie kinetyki dziatania inhibicyjnego, oceng cytotoksycznosdci na linii
ludzkich komérek oraz w koficowej czesci badan analize otrzymanych produktow z
zastosowaniem modelowania molekularnego i okreslenie wiasciwosci fizykochemicznych

wybranych zwiazkéw w trakcie symulacji komputerowej proceséw ADMET.

Praca liczy 117 stron. Zawiera wykaz stosowanych skrétéw oraz czgs$¢ teoretyczng i
czgs¢ praktyczng pracy. Czes¢ teoretyczna obejmuje wstep, wydzielone rozdzialy dotyczace

patogenezy i farmakoterapii choroby Alzheimera oraz charakterystyki fizyko-chemicznej i
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opisu wielokierunkowego mechanizmu dziatania pochodnych akrydyny i chinoliny. Z
zamieszcezonych w rozdziatach informacji jasno wynikajg zatozenia prezentowanej pracy i jej
cele szczegdtowe. Czgs¢ teoretyczna jest napisana czytelnie z duzg staranno$cig dotyczaca
omawianych zagadnien. Calos¢ jest spojna i zrozumiala. Cele pracy sformutowano jasno i
precyzyjnie. Z punktu widzenia wiedzy dotyczacej przyczynowosci rozwoju choroby
Alzheimera w organizmie czlowieka i jej leczenia cennym wydaje si¢ by¢ zebranie informacji
dotyczgcych wspdlczesnie stosowanych lekéw oraz najnowszych schematéw terapeutycznych.
Wartosciowym uzupelnieniem stat si¢ réwniez przeglad jednostek chorobowych w ktdrych

terapii znalazly zastosowanie pochodne akrydyny i chinoliny.

W czesei praktycznej Autorka opisala zastosowana metodologie badan z opisem
przeprowadzonych syntez w formule ,.step by step”. Kolejno przedstawiono w pracy badania
biologiczne. W rozdziale zostalo oméwione szczegélowo przygotowanie odczynnikow do
badan, ocena aktywnosci inhibicyjnej wobec cholinoesteraz in vitro zsyntetyzowanych
zwigzk6éw, ocena aktywno$ci antyoksydacyjnej i badania hepatotoksycznos$ci. Rozdzial
dotyczgcy badan biologicznych zakoniczono krotkim omoéwieniem oprogramowania

komputerowego zastosowanego w modelowaniu molekularnym i analizie ADMET.

Rozdzial wyniki i dyskusja zawiera schematy wykonanych syntez, réwniez tych , w
wyniku ktérych otrzymano substrat do dalszych etapéw prowadzonej reakcji. Wynikiem pracy
syntetycznej stalo si¢ otrzymanie o$miu nowych, wczesniej nigdzie nie opublikowanych
zwiazkow zgodnie z posiadang najlepsza wiedza przez Doktorantke. Produkty syntezy oraz
produkt koficowy zostat oczyszczono za pomoca chromatografii typu ,,Flash”. Zamieszczono
rowniez stabelaryzowane wyniki badan strukturalnych zwiazkow przeprowadzonych z
uzyciem metod spektroskopowych m. in. "H-NMR, '*C-NMR, FTIR-ATR, MS-ESI. Wykonane
w dalszej czgdci badania dotyczace aktywnosci inhibicyjnej zwiazkéw wobec AChE i BuChE,
charakterystyki kinetyki reakcji enzymatycznej AChE i BuChE i wlasciwosci antyoksydacyj-
nych wybranych zwigzkéw o najwyzszej aktywnosci nie budza jakichkolwiek zastrzezen.
Badania dotyczace modelowania molekularnego zostaty opisane w wyczerpujacy sposob. W
koficowej czegsci omawianych wynikéw przedstawiono w sposéb bardzo syntetyczny wyniki
analizy ADMET.

Analizujgc przedstawione wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan nalezy

podkresli¢ wymierne osiggni¢cia Doktorantki, a mianowicie:
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Wigkszos§¢ zwigzkow osiagneta wartos¢ ICso o wartodciach nanomolowych
Otrzymane czgsteczki wykazywaly wyzsza aktywnosci wobec BuChE
Najwyzszg aktywno$¢ inhibicyjna wobec AChE wykazala pochodna
posiadajgca siedem grup metylenowych w tancuchu alkilowym podczas gdy w
stosunku do BuChE najaktywniejszym zwiazkiem byla pochodna zawierajaca
trzy grupy metylenowe w faczniku alkilowym miedzy struktura
cyklopentachinoliny i kwasu 9-akrydynokarboksylowego

Wykonane badanie hepatotoksycznosci zwigzku o najwyzszej aktywnosci
inhibicyjnej potwierdzaja jego stabsza hepatotoksyczno$¢ w stosunku do
zwiazku o krotkim fancuchu alkilowym.

W trakcie analizy komputerowej podczas modelowania molekularnego
interakcje zwigzkow z enzymami okazaly sie by¢ zalezne od dtugosci tancucha
alkilowego, rodzaju reszt aminokwasowych budujacych wejscie oraz wnetrza
miejsca aktywnego enzymow, obecnosci wiazan wodorowych oraz ustawienia
wzgledem siebie dwoch katalitycznych grup.

Analiza komputerowa ADMET jednoznacznie potwierdzita optymalne
wlasciwosci  farmakokinetyczne 1 aktywno$¢ inhibicyjng jednego =z
otrzymanych zwigzkéw (3b), ktérego dalsze badania powinno by¢
kontynuowane w celu okreslenia wplywu na inne patomechanizmy

towarzyszace chorobie Alzheimera.

Pi$miennictwo zalgczone do pracy obejmuje az 188 pozycji. Cheiatbym przy tym podkreslic,

ze Pani Magister niewatpliwie wlozyla duzo pracy, aby przeanalizowa¢ tak duzg liczbe

publikacji i odnies¢ ja do wlasnych wynikow.

W tym miejscu cheiatbym umiescié kilka uwag edytorskich i zadaé¢ Doktorantce pytania, ktore

moglyby sta¢ si¢ przedmiotem krétkiej dyskusji podczas obrony pracy:

Uwagi edytorskie

- W pracy nie zamieszczono spisu rycin i tabel, ktérych liczba przekracza kilkanascie. Wydaje

mi sig, ze duzym ulatwieniem dla czytelnika byloby zamieszczenie takiego spisu,
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- wedtug mnie lepszym rozwiazaniem byloby zamieszczenie schematéw syntez w rozdziale
dotyczagcym metodyki badan zamiast jak to uczyniono w wynikach i dyskusji. Wowczas

stanowitoby to spdjng catose,

- opis wynikéw analizy ADMET zamieszczony na jednej stronie pozostawia pewien niedosyt
zwigzany z bardziej szczegblowym opisem przeprowadzonej analizy majacej okresli¢ profil

fizykochemiczny badanych zwiazkéw,

-Wymaga wyjasnienia réwniez kwestia samodzielnej pracy Doktorantki na poszczeg6lnych
etapach pracy badawczej i Jej wspotudziatu w wykonywaniu poszczegélnych analiz. Zawarta
W pracy informacja (patrz: wyniki i dyskusja) dotyczaca wykorzystania substratu do syntezy
otrzymanego wczesniej w Zakladzie Chemii Farmaceutycznej , Analizy Lekéw i Radiofarma-
cji potwierdza przypuszczenie, ze niektore czynno$ci zwiazane z praca badawczg byly

wykonywane réwniez przy wspétudziale innych pracownikoéw naukowych.
Pytania

- jakie sg dalsze plany wobec czasteczki o potwierdzonej wysokiej aktywnosci inhibicyjnej w

kontekscie poszukiwania kolej nych kandydatow na leki skuteczne w chorobie Alzheimera

- jakie bytyby zdaniem Doktorantki optymalne wilasciwosei fizykochemiczne dla badanych

zwigzkéw w tej grupie lekéw klasyfikowanej wedtug systemu anatomiczno-terapeutyczno-
chemicznego (ATC)

- jakie znaczenie wigze Doktorantka z rozwojem metod diagnostycznych (obrazowania oraz
bardziej inwazyjnego pobierania materiatu biologicznego) w celu wCzZesnego prognozowania
zagrozen zwigzanych z mozliwoscig pojawienia si¢ objawdw towarzyszacych chorobie

Alzheimera

-czy leczenie przyczynowe moze w przysztosci wyeliminowa¢ leczenie objawowe w chorobach

neurodegeneracyjnych, co statoby si¢ przyczyna zaprzestania poszukiwar nowych inhibitorow
AChE i BChE.

Pragne zaznaczy¢, ze powyzsze uwagi dotyczace pracy w zadnym stopniu nie
umniejszajg wartosci merytorycznej dysertacji ani kluczowej roli jakg odegrata Pani Magister
w realizacji zalozonych celow badawczych. Swiadczq jedynie o niedoskonatosci nawet

najlepiej zaprojektowanych i realizowanych projektow naukowych.
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W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze wyniki pracy doktorskiej Pani mgr Karoliny
Macicjewskiej-Stupskiej posiadaja wysoka wartogé merytoryczng i zawierajg niewatpliwie
element nowosci. Zostala przyjeta poprawna metodyka badawcza i przeprowadzono whasciwa
analize¢ wynikéw. Doktorantka podczas prowadzenia pracy badawczej wykazata szereg
umiejetnosci w zakresie rozwigzywania zroznicowanych probleméw naukowych. Cato$¢ pracy
doktorskiej potwierdza wiedze teoretyczng Kandydatki w dziedzinie naukowej bedacej
przedmiotem badan. Podkre$lona przez Nig koniecznos¢ prowadzenia dalszych badan w celu
wyjasnienia do glebi mechanizméw dziatania otrzymanych zwigzkoéw $wiadezy o kreatywnym

podejsciu do oczekiwanych dal szych celéw pracy badawczej.

Uwazam zatem, 7e przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny
Maciejewskiej-Stupskiej spetnia warunki okreslone w art. 187 ust 1 ; 2 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1669). W zwiazku z
POWyzszym zwracam sie do Wysokiej Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi z wnioskiem o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapoéw przewodu
doktorskiego.
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