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RECENZJA
rozprawy doktorskiej
Pani mgr farm. Karoliny Maciejewskiej-Stupskiej
pt. Ocena nowych hybryd akrydyny w kierunku poszukiwania ligandow wielofunkcyjnych
wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Pawla Szymanskiego
oraz promotora pomocniczego dr Kamili Czarneckiej

w Katedrze Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Maciejewskiej-
Stupskiej ma postaé maszynopisu w klasycznej dla tego typu opracowan strukturze. Na 117
stronach Doktorantka przedstawila zagadnienia teoretyczne, metodyczne, uzyskane wyniki i
ich dyskusje, wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan, streszczenia w jezyku polskim i

angielskim oraz spis literatury.

Czes$¢ teoretyczna stanowi znakomite wprowadzenie do tematyki prowadzonych badan
i $wiadczy o rzetelnym przygotowaniu si¢ Doktorantki do zaplanowania czg¢sci doswiadczalnej.
W teoretycznym wprowadzeniu przedstawione zostaly aktualne informacje nt. choroby
Alzheimera, czynniki ryzyka predysponujace do jej wystgpienia oraz szczegdtowo omoéwiono
wspdtczesne metody diagnostyki tej choroby. Nastepnie Doktorantka opisala zagadnienia
zwiazane z hipotezami rozwoju choroby Alzheimera w oparciu o rézne zmiany patologiczne.
W tej czeSci pracy znajduje sie aktualny stan wiedzy na temat hipotezy cholinergiczne;,
hipotezy kaskady B-amyloidu oraz hipotezy zwiazanej z bialkiem tau. Autorka szczegétowo
przedstawita role i znaczenie w chorobie Alzheimera dwoch esteraz — acetylocholinoesterazy
oraz butyrylocholinoesterazy, ktére wykorzystala pdzniej do potwierdzenia aktywnosci
otrzymanych w toku badan zwigzkéw. Doktorantka opisata réwniez historyczne i aktualne

metody farmakologicznego leczenia choroby Alzheimera. Ostatni rozdziat czgsci teoretycznej
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ocenianego doktoratu poswiecony jest whasciwosciom fizykochemicznym, strukturalnym oraz
biologicznym zwigzkéw pochodnych akrydyny i chinoliny. Autorka opisata funkcjonujace od
lat w lecznictwie pochodne akrydyny, ktore wykazuja wiasciwosci przeciwbakteryjne,
przeciwpierwotniakowe,  przeciwmalaryczne,  przeciwgrzybiczne,  przeciwwirusowe,
przeciwrobacze, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne oraz jako inhibitory AChE. Podobna
analize Doktorantka przeprowadzilta dla lekéw zawierajacych w swojej strukturze fragment
chinoliny, stwierdzajgc m.in., ze chinolina oraz jej pochodna cyklopentachinolina, ktdrej
budowa jest analogiczna ze strukturg tetrahydroakrydyny jest aktywnie badana jako
potencjalny inhibitor cholinoesteraz o mozliwych pozadanych efektach w terapii choroby

Alzheimera.

Ostatni rozdzial czesci teoretycznej znakomicie laczy sie z dalsza czgscig rozprawy
doktorskiej, w ktorej Doktorantka opisuje cel i przedmiot podjetych badan. Jak wskazano,
celem ocenianej dysertacji bylo zaprojektowanie oraz zbadanie serii nowych pochodnych
kwasu akrydynowego oraz cyklopentachinoliny jako zwigzkéw o wielokierunkowym
mechanizmie dziatania i potencjalnym wykorzystaniu w terapii choroby Alzheimera. Struktura
zwigzkow bazowata na uktadach akrydyny i chinoliny o potwierdzonej, wielokierunkowej

aktywnosci biologicznej wobec cholinoesteraz.

Pani mgr Karolina Maciejewska-Stupska zrealizowala zatozony cel swoich badan w
kilku etapach. Po pierwsze musiata zaprojektowac oraz przeprowadzi¢ synteze nowych hybryd
pochodnych kwasu akrydynowego oraz cyklopentachinoliny. W konsekwencji tych dziatan
Doktorantka otrzymata osiem zwigzkéw w postaci wolnej zasady oraz chlorowodorkow,
réznigeych sie dhugoseia, taczgcego oba ugrupowania, tancucha alifatycznego. Nicodzownym
elementem prac syntetycznych jest konieczno$¢ oczyszczania otrzymanych zwigzkoéw oraz
potwierdzenie ich struktury. Ten etap pracy badawczej Doktorantka przeprowadzila z
zastosowaniem metod chromatograficznych (oczyszczanie) oraz spektralnych (potwierdzenie
tozsamosci). Wykorzystala takie metody analityczne jak: spektroskopi¢ w podczerwieni,
protonowy i weglowy rezonans magnetyczny oraz spektrometrie mas. Na tym etapie badan

istotne wydawatoby si¢ okreslenie czystosci chemicznej otrzymanych struktur i profilu ich
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zanieczyszczen za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej, zwlaszcza, ze
otrzymane zwigzki poddawano dalszym badaniom, w tym biologicznym. Pozostawiam tg

kwestie do dyskusji podczas obrony pracy doktorskiej.

W kolejnych etapach badan mgr Maciejewska-Stupska skupita swoje prace badawcze
na ocenie aktywnosci inhibicyjnej zsyntetyzowanych zwigzkéw wobec cholinoesteraz.
Wykazano, ze otrzymane struktury odznaczaly si¢ wysoka aktywnos$¢ inhibicyjng wobec
uzytych enzymow, z  wigkszg selektywno$cig wobec butyrylocholinoesterazy niz
acetylocholinoesterazy.  Badania  kinetyki  reakcji  enzymatyczne]  cholinoesteraz
przeprowadzono natomiast tylko dla dwoch otrzymanych zwigzkdw, ktore wykazywaty
najwyzszg aktywno$é wobec uzytych enzymow. Wykazano mieszany typ inhibicji oraz
stwierdzono, ze otrzymany kompleks substrat-enzym-inhibitor posiadal zmniejszong
aktywno$¢ Kkatalityczng. Biorgc pod uwage roznice w aktywnosci inhibicji wobec
zastosowanych cholinoesteraz mozna spodziewaé sie réznic w parametrach kinetycznych
reakcji enzymatycznych dla poszczegbdlnych zwigzkéw. Do dyskusji pozostawiam kwestie, czy

te parametry kinetyczne mogg ro6zni¢ si¢ istotnie dla pozostatych uzyskanych hybryd?

Doktorantka przeprowadzila rowniez badania zwigzane z ocena aktywnosci
antyoksydacyjnej, wyznaczajac pojemnos¢ antyoksydacyjng otrzymanych zwigzkow, czyli ich
zdolno§¢ do pochlaniania reaktywnych form tlenu. Ze wzgledu na potencjalne dziatanie
hepatotoksyczne badanych pochodnych kwasu akrydynowego oraz cyklopentachinoliny,
Doktorantka przeprowadzila badania cytotoksycznosci na linii ludzkich komorek
gwiazdzistych watroby za pomoca testu MTT. Obu tym badaniom roéwniez poddano tylko dwa
otrzymane zwigzki, ktére wykazywaly najwyzszg aktywnos¢ wobec uzytych cholinoestaraz.
Czy Doktorantka wykonywata badania dodatkowe, ktdére nie sg przedstawione w ocenianym
maszynopisie, dla innych otrzymanych hybryd? Czy mozna spodziewaé sie zaleznosci
pomiedzy strukturg otrzymanych zwigzkow a ich aktywnosci antyoksydacyjng oraz

wlasciwosciami hepatotoksycznymi?
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W dwoch ostatnich etapach badan, mgr Maciejewska-Stupska przeprowadzita
modelowanie molekularne obejmujace okreslenie miejsca wigzania badanych pochodnych z
acetylocholinoesterazg oraz  butyrylocholinoesteraza wraz z identyfikacja reszt
aminokwasowych enzymu zaangazowanych w oddziatywanie z badanymi zwigzkami oraz
okreslita parametry farmakokinetyczne i toksykologiczne za pomoca komputerowych
symulacji procesow ADMET. Badaniom in silico poddano wszystkie otrzymane hybrydy,
wykazujac réznice we wzajemnym oddziatywaniu liganda wzgledem enzymu oraz w profilach
farmakokinetycznych dla poszczegolnych badanych zwigzkéw. Ten wniosek wskazuje, ze
zasadne byloby przeprowadzenie wszystkich badan (kinetyke reakcji enzymatycznych,
okreslenie whasciwos$ci antyoksydacyjnych i cytotoksycznych) dla wszystkich, a nie tylko dla
wybranych, nowych hybryd pochodnych kwasu akrydynowego oraz cyklopentachinoliny.

Przedstawione w ocenianym maszynopisie wyniki zostaty opublikowane w 2022 roku
w wieloautorskiej pracy: Maciejewska K, Czarnecka K, Krecisz P, Niedzialek D, Wieczorek G,
Skibifiski R, Szymanski P. Novel Cyclopentaquinoline and Acridine Analogs as
Multifunctional, Potent Drug Candidates in Alzheimer's Disease. Int J Mol Sci. 2022 May
24;23(11):5876 (doi: 10.3390/ijms23115876). Z dolaczonych (w trybie uzupelnienia) do
dokumentacji oswiadczen wspotautoréw wynika jednoznacznie wiodaca rola Doktorantki w

przeprowadzonych badaniach.

Praca doktorska mgr farm. Karoliny Maciejewskiej-Stupskiej wnosi elementy nowosci
naukowej. Doktorantka poprawnie zaplanowata i przeprowadzila badania, zinterpretowata
wyniki oraz wyciagneta odpowiednie wnioski. Otrzymane przez Doktorantke¢ nowe hybrydy
pochodne kwasu akrydynowego oraz cyklopentachinoliny wykazuja aktywnos¢ biologiczna, a

dalsze badania pozwolg okresli¢ ichprzydatnos¢ w terapii choroby Alzheimera.

Majac na uwadze aktualno$¢, novum oraz oryginalnosc¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr
farm. Karoliny Maciejewskiej-Stupskiej pt. Ocena nowych hybryd akrydyny w kierunku
poszukiwania ligandéw wielofunkcyjnych, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja
spetnia wymagania formalne i merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim, okreslonym w

art. 187 ust. 112 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U.
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2018 poz. 1668 ) i tym samym wnosze do Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w L.odzi o dopuszczenie mgr farm. Karoliny Maciejewskiej-Stupskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie

nauki farmaceutyczne.

Poznan, dn. 11 lipca 2023 r.
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