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Zagadnienie mechanizmu dzialania lekéw jest niezwykle istotnym problemem
wspblczesnej farmakoterapii. Zrozumienie, w jaki sposdb dana substancja lecznicza wywotuje
zmiany czynnosci komorki, tkanki, narzadu czy organizmu umozliwia efektywne i bardziej
bezpieczne stosowanie substancji leczniczych, a w niektérych stanach patologicznych
pozwala na lepsze zrozumienie zmian biochemicznych zachodzacych w przebiegu danej
jednostki chorobowej. W dynamicznie rozwijajacym si¢ nurcie poszukiwania nowych
substancji farmakologicznie aktywnych znamienng role odgrywa chemia obliczeniowa
plynnie przenikajaca si¢ wzajemnie z osiagnieciami stale rozwijajacej si¢ krystalochemii.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska, ktérej my$l przewodnia wigzala sie z
zagadnieniami terapii choroby Alzheimera (AD), przyje¢ta posta¢ komentarza autorskiego do
cyklu 7 publikacji z punktacja Impact Factor zawierajacego jedna przegladows prace oraz
szes¢ oryginalnych — o lgcznej punktacji IF wynoszacej 25,40. Analiza wkladu tworczego
Doktoranta oraz wspolautorow nie budzi watpliwosci w zakresie zaangazowania i dojrzatosci
naukowej Dyplomanta. Na liczace 212 stron opracowanie skladajg sie: a) wykaz skrotow, b)
bogaty i niezwykle rzeczowo ujety wstep (traktujagcy m.in. o etiopatogenezie AD, naturze
ligandéw wielocelowych (ang. multi-target directed ligands, MTDL), metodologii
projektowania lek6w wraz z przykladami jej stosowalnosci), ¢) omowienie zatozen pracy, d)
czg$¢ pierwsza — projektowanie zwiazkéw bedacych inhibitorami B-sekretazy i cholinoesteraz
oraz ograniczajacych agregacje f-amyloidu i biatka tau (serie zwigzkow I-1V), e) czes$é druga
— zastosowanie metod modelowania molekularnego w celu wylonienia zwigzkéw
wielofunkcyjnych blokujacych aktywnos$é receptora histaminowego H3 oraz hamujacych
acetylo- i butyrylocholinoesteraze, f) podsumowanie oddajace najwazniejsze aspekty
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zagranicznych pozycji literaturowych. Calos¢ dysertacji wienczy wykaz publikacji I-VII
oraz przedruk plakatu o wyraznie zarysowanej nucie prognostycznej w kontekscie dalszych
planéw badawczych Kandydata do stopnia naukowego. Juz lektura wstepu w sposob
niebudzacy watpliwosci wskazuje na wysokie zaangazowanie si¢ Doktoranta oraz znajomos¢
poruszane] problematyki, przy czym na uwage zashuguje fakt, iz na niewielu stronach w jakze
czytelny i sentencjonalny sposéb oddal On zlozono$¢ zagadnien wspoélczesnej chemii
farmaceutycznej dotyczacej terapii AD (publikacja I), a sama jego tre$¢ moglaby by¢ z
powodzeniem wykorzystana réwniez jako rzetelne opracowanie dla studentéw Wydziatu
Farmaceutycznego CM UlJ. Bogata szata graficzna, czytelnos¢ wzoréw dokumentujgcych
strukture omawianych Dbibliotek polaczen chemicznych oraz tabelaryczne ujgcie
uzyskiwanych wynikow in vitro stanowi niewatpliwy atut niniejszej dysertacji.

Celem badan mgra Jofczyka bylo zasadniczo wykorzystanie metod modelowania
molekularnego w projektowaniu nowych zwigzkéw wielofunkeyjnych laczacych aktywnos¢
wzgledem enzymu [-sekretazy (BACE-1) lub receptora H; z innego typu profilem
aktywnosci jako podejscie umozliwiajace przeciwdziatanie postepowi oraz objawom choroby
Alzheimera. W oparciu o wyniki modelowania komputerowego przeprowadzono stopniowa
modyfikacje otrzymanych wczeéniej inhibitorow acetylo- (AChE) i butyrylocholinoesterazy
(BuChE), wprowadzajac elementy zapewniajace zdolno$é do hamowania enzymu BACE-1.
Opracowano serie I-IV o zr6znicowanej zdolnosci do hamowania cholinoesteraz i enzymu
BACE-1 oraz wykazujace wysoki potencjat antyagregacyjny wzgledem B-amyloidu (AP) i
biatka tau (publikacje II-V oraz plakat). Serie ligandéw II-1II omawiane w publikacjach
II-1IV skladajg si¢ z trzech elementéw strukturalnych, tj. dwoch analogicznych (ukiadu
bezyloaminy - jako fragmentu A oraz pier$cieni ftalimidu badZ sacharyny - jako fragmentu C)
oraz jednego réznicujacego linkerowego fragmentu B (pierscieni amin cyklicznych w serii I,
laficucha hydroksyetyloaminowego HEA w odniesieniu do serii II). W strukturze biblioteki
polaczen typu SIII (publikacja V) odnotowa¢é mozna analogiczny do poprzednio
omawianych pochodnych fragment A , uklad HEA jako fragment B oraz system
2,2-difenyloetyloaminy badz 3,3-dipropylofenyloaminy badZz N-podstawionej piperazyny
(jako fragment C). W odniesieniu do serii I badanych przez Doktoranta pochodnych
(publikacja III) w oparciu o zaproponowany przez Niego w badaniach in silico tryb wigzania
(ang. binding mode; czy nie lepiej powiedzie¢ ,,sposob wigzania™?) z cholinoesterazami
odnotowano dwie najwazniejsze skladowe ligandéw odpowiedzialne za wigzanie z centrum
aktywnym tych enzyméw. Fragment benzyloaminowy (fragment A), podobnie jak w
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anionowego (CAS) kieszeni makroczasteczki. Drugi uklad aromatyczny tworzony przez
ftalimid lub sacharyne (fragment C) okazal si¢ istotny z punktu widzenia interakcji z
peryferyjnym miejscem anionowym (PAS) AChE. Co istotne, znalazto to odzwierciedlenie w
wynikach testéw biologicznych, w ktérych najaktywniejsza pochodna (SI_26) posiadala
zdolnos¢ hamowania AChE na poziomie 830 nM. Doktorant zauwazyl rowniez, iz
wprowadzenie aminy cyklicznej w obrebie tgcznika (fragment B) modyfikowato jednak
aktywno$¢ wzgledem BuChE. Najaktywniejszy zwigzek (SI_29) w stezeniu 10 pM
powodowal jedynie zahamowanie 47,49% tegoz enzymu. Analiza sposobu wigzania ligandéw
z BuChE uzyskana przy pomocy wirtualnego dokowania pokazata, iz usztywnienie zwigzkow
uniemozliwilo optymalne dopasowanie aromatycznych fragmentéw stanowigcych
najistotniejszy przyczynek oddzialywania do miejsca aktywnego BuChE. W tym miejscu
nasuwa mi si¢ pytanie odnosnie czasteczek ,.conserved water” (Rysunek 7 na str. 20;
podobnie na str. 26, itp.). Skad bierze si¢ obecno$¢ tychze ,,mostkowych” czasteczek wody w
kontekscie przygotowywania struktury celu biologicznego (pobranego w bazy Protein Data
Bank, PDB) do procesu dokowania? Poza tym jaki byl zakres energetyczny jako cut off
uzywany w tej fazie badan w pakiecie Gold 5.1 w kontekscie oprogramowania
konkurencyjnego (np. AutoDock Vina, PLANTS itp.)? Czy Pan mgr Joniczyk przewiduje w
ramach kontynuacji prac badawczych udoktadnianie kompleksow ligand-biatko choéby w
podejsciu hybrydowym QM:MM lub pélempirycznym (w oparciu o analize ‘heta of
formation’ wzgledem funkcjonalu PM7) badZ analize relaksacji liganda i stabilnosci
komplekséw ligand-biatko w rezimie m.in. klasycznej dynamiki molekularnej (MD)?
Ponadto w  publikacji III  stwierdzono, iz geometria serii = pochodnych
heksahydroksypirymidyny oraz 3-aminopiperydyny nie byla linearna. Jak skomentowalby
Doktorant wptyw hybrydyzacji atoméw azotu cyklicznych amin oraz konformacji ich
pierscieni na wyprowadzane w pracy wnioski w zderzeniu z danymi z piSmiennictwa? W
oparciu o jakie przestanki Autor zauwaza, iz zwigzki SIII 26 i SIII_52 wykazujg
selektywnos¢ wzgledem AChE przy wartosci ICso wynoszacych odpowiednio: 0,83 i az 6,47
uM? Nalezy ponadto podkresli¢, iz cennym zabiegiem bylo zastosowanie od publikacji IV
jako fragmentu B lancucha HEA, jak réwniez znaczna modyfikacja fragmentu C w
publikacji V, a juz wniosek, iz wzgledem BuChE bardziej aktywne okazaly si¢ pochodne
difenyloetyloaminy niz piperazyny - poparty obserwacjami w oparciu o analize in silico -
dowodzi wysokiego kunsztu badawczego mgra Joficzyka i wysokiej operatywnosci Jego
wiedzy, uwypuklajacej jednoczesnie wyraznie zaznaczony w cyklu prowadzonych badan
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uprzejmie zapytaé, w jaki sposoéb w konteksécie obecnosci w ukladzie HEA centrum
stereogenicznego Doktorant zapatruje si¢ na wyniki prac w rozumieniu czystosci
enancjomerycznej analitu?

W drugiej czeéci badan metody modelowania komputerowego Doktorant skupiat sig
na poszukiwaniu ligandoéw wielocelowych oddzialujacych z receptorem histaminowym H3
(jako receptorem zwigzanym z biatkiem G) i cholinoesterazami, trafnie zauwazajac, iz w
wyniku wskazanego w pracy polaczenia poél aktywnosci mozna bytoby oczekiwaé
zwiekszenia ograniczonej przez postgpujacy neurodegeneracje ilosci acetylocholiny jako
neuroprzekaznika na poziomie OUN. Majgc powyzsze na wzgledzie, uznat On, iz kluczowym
elementem badan bylaby proba wyjasnienia sposobu oddzialywania wybranych ligandow z
celami biologicznymi (np. Rys. 24 na str. 47). Pierwszy etap przeprowadzonych badan
majacy na celu przygotowanie oraz zwalidowanie modelu receptora Hs stanowi esencj¢
publikacji VI. Okazal si¢ on wieloetapowym procesem polegajagcym na przygotowaniu
rozleglej biblioteki modeli homologicznych rbzniacych sie sposobem uliniowienia, uzytymi
strukturami wzorcowymi oraz oprogramowaniem stuzacym przygotowaniu samego modelu.
Do przygotowania uliniowiefi wykorzystano dwa biatka wzorcowe (matryce): ludzki receptor
histaminowy Hi (hHIR, 4U15.pdb) posiadajacy 30% identycznych i 56% podobnych
aminokwaséw oraz szczurzy receptor muskarynowy Ms (rtM3R, 3RZE.pdb) posiadajacy 31%
identycznych i 54% podobnych aminokwasow. W tym miejscu nalezy z cala mocg podkreslic,
iz swoboda, z jaka Pan Jonczyk mierzyl si¢ ze zlozonoscig stosowanego w literaturze
protokotu, umiejgtne ,,zonglowanie” wachlarzem mozliwosci oferowanych przez zastosowane
narzedzia informatyczne, w tym niewatpliwie stosowanie skryptéw w Python czy koncepcji
podejécia KNIME, oraz wiclowatkowe, catoiciowe spojrzenie na uzyskiwane wyniki i
wyciagane wnioski, budza u Recenzenta pelne uznanie i dowodza wysokich kompetencji
naukowych i interpersonalnych (w kontekscie pracy zespolowej) cechujacych Autora
ocenianej rozprawy. W publikacji VI mgr Joficzyk nakreslit sposob wiazania dla kazdego z
uzytych  ligandéw  referencyjnych, tj.  imidazolowych i nieimidazolowych
antagonistow/odwrotnych agonistow receptora Hs: A331440, A349821, ABT239,
ciproksyfanu, klobenpropitu, JNJ520785, tioperamidu. Badane ligandy ukladaty si¢ pionowo,
wzdhiz helisy piatej (TMHS). Istotne wg Autora wydaly sie trzy elementy zapewniajgce
dopasowanie do miejsca wigzania receptora: protonowana grupa aminowa w ukladzie
heterocyklicznym, atom tlenu w alifatycznym fgczniku oraz rozbudowany uklad aromatyczny.
Bardzo waznym wnioskiem okazato si¢ stwierdzenie, iz elementy owe stanowig farmakofor
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nadmieni¢, iz odwolywanie si¢ w trakcie omawiania wynikoéw do odpowiednich rysunkow
dokumentujacych strukture omawianych pochodnych w zdecydowany sposob utatwitoby
lekture jakze ciekawego tekstu. Ponadto sadze, iz zwroty typu ,,Zakladajac protonowanie obu
amin,...” (str. 38, linia 4) wydaja sie by¢ niefortunne i powinny raczej wskazywaé¢ na atomy
azotu (wszakze aminy s3 klasa polaczen chemicznych, a protonowaniu ulegaja w nich
heteroatomy). Jednoczesnie kierowany ciekawoscig oczekiwalbym w trakcie dyskusji podczas
obrony komentarza co do tego, w jaki sposéb Doktorant zapatruje si¢ na analize
ewentualnych stabych wigzan wodorowych w relacji ligand—aminokwas w oparciu o
generowane (wszakze na gruncie mechaniki kwantowej, MM) w procedurze dokowania
rankingi p6z w sytuacji, w ktorej rozdzielczo$¢ uzytych w pracy plikéw PDB receptorow M3 i
Hj; wynosily odpowiednio 2,8 i 3,1 A?

Znana lacinska maksyma ,,finis coronat opus” znalazla swoje pelne odzwierciedlenie w
publikacji VII bedacej niejako ukoronowaniem cyklu prac skladajgcych sie na rozprawe
doktorska mgra Jakuba Jonczyka. W publikacji tej (nawiasem mowigc, nie wskazanej w
omawianym rozdziale dysertacji) zastosowane testy in vitro pozwolily okresli¢ aktywnosc¢
badanych  zwigzkéw serii A (pochodne  1-[2-tiazolo-5-ylo-(2-aminoetylo)]-4-n-
propylopiperazyny), B (pochodne 1-[2-tiazolo-4-ylo-(2-aminoetylo)]-4-n-propylopiperazyny)
badz C (pochodne 1-fenoksyalkilo-4-(amino)alkilopiperazyny) wzgledem
acetylocholinoesterazy (indeks cytotoksycznoéci ICso osiggal wartosci pomicdzy 4,45-48,64
uM) oraz butyrylocholinoesterazy (ICso pomiedzy 3,27-39,68 uM). Cennym spostrzezeniem
okazalo sie, iz seria A cechowala si¢ wickszg aktywnoécig wzgledem AChE, a z kolei seria B
— w odniesieniu do BuChE, przy czym niska rozpuszczalno$é analogéw C8, C10, C19, C21 i
C22 uniemozliwila praktycznie eksperymentalne wyznaczenie ich ICso. Wyniki dokowania
molekularnego badanych uktadéw (biatka PDB: 1EVE.pdb i 1POLpdb o rozdzielczodci 2,5 A
odnoszace si¢ odpowiednio do AChE i BuChE) wskazywaly, iz zwigzek Al1l3 w
zaobserwowanym ulozeniu wigzat si¢ zaroOwno w obrebie katalitycznego miejsca aktywnego
(CAS) jak i peryferyjnego miejsca anionowego (PAS) acetylocholinoesterazy. Nie bez
znaczenia okazala sie rola czasteczki wody 1254. Omawiane w publikacji interakcje
odznaczaly sig¢ istotnym stopniem podobienstwa z zachowaniem referencyjnego donepezylu
w kieszeni makroukladu 1EVE.pdb. Z kolei jeden z najbardziej lipofilowych zwiazkow (C20)
okazal si¢ najsilniejszym inhibitorem BuChE w badanej grupie ligandéw. Poza tym pochodna
A12 okazala si¢ najsilniejszym antagonistg badanego receptora Hz. Na szczegdlne uznanie
zasluguje fakt, iz mgr Jonczyk pokusit si¢ réwniez o estymacje parametréw fizyko-
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ligandéw przez barier¢ krew mézg, BBB (modut QikProp implementowany w pakiecie
Schrodinger Suite 2017-3), a nastgpnie swoje wnioski weryfikowal na gruncie
eksperymentalnych testow PAMPA (ang. parallel artificial membrane permeability assay).
Optymizm Doktoranta zawarty we wnioskach cytowanej pracy wydaje si¢ zatem by¢ w pelni
uzasadniony i balansowany jest poprzez Mickiewiczowskie spojrzenie ,,szkietka i oka” i
naukowa roztropno$¢ obejmujaca catosé wysnutych wnioskow, co uznaé¢ nalezy na swoista
kropke nad ,,i” w kontekscie jakze spéjnych i rzeczowych rozwazan dotyczacych natury
interakcji projektowanych przez Autora pochodnych.

W tym miejscu pragnalbym nadmieni¢, iz ww. spostrzezenia oraz refleksje, jak i rowniez
dostrzezone usterki natury lingwistycznej, interpunkcyjnej czy ortograficznej (nierozerwalnie
wiazace si¢ z mozliwoscig zaistnienia w przypadku tak wielowatkowych opracowar) maja
charakter wylacznie dyskusyjny i w zadnym stopniu nie umniejszaja osiggni¢é Doktoranta.
Oceniana rozprawa jest owocem WzOTOwego —Synergizmu: zlozonosci  zagadnien
komputerowego projektowania lekow (CADD), wysokiej operatywnoséci Doktoranta, ktory w
wyémienity spos6b dokumentuje na kolejnych stronach dysertacji swoj kunszt badawczy, oraz
trafnie dobranej metodologii w zakresie chemii obliczeniowej i w ogdlnym ksztalcie
egzemplifikuje niewatpliwe wsparcie Pana Promotora i Wspdtpracownikéw  zespotu
badawczego. Gratulujac osiggnie¢, nadmieniam, iz rozprawa doktorska mgra Jakuba
Joniczyka spelnia kryteria ustawodawcy stawiane tego typu opracowaniom w rozumieniu
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 r. poz. 1789). Jednoczeénie z pelnym przekonaniem
zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Jagielloniskiego o dopuszczenie Pana mgra Jonczyka do dalszych etapow przewodu
doktorskiego zmierzajacych do skutecznego nadania Mu zastuzonego stopnia naukowego
doktora nauk farmaceutycznych. Ponadto z racji spetnienia kryteriow stawianych rozprawom
doktorskim przez Wysoka Rad¢ Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne UJ wnioskuje ©
wyréznienie ocenianej dysertacji, przedstawiajac uzasadnienie w osobno zalaczonym

wniosku.
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