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Pierwszym i zarazem najwazniejszym etapem poszukiwania nowego leku jest
wytypowanie wtasciwego celu molekularnego — zazwyczaj receptora lub enzymu
uczestniczacego w patomechanizmie danej choroby. Najczesciej typuje sie pojedynczy cel
molekularny, ktérego funkcjonowanie ma sosta¢ zahamowane lub pobudzone za pomocg
odpowiednio zaprojektowanego ligandu. Z drugiej strony, w niektérych schorzeniach o
ztozonej etiologii celowe moze byc wytypowanie dwéch lub wigcej celéw molekularnych. W
takich wypadkach, mozemy zastosowacd politerapig. Jest to podejécie szeroko stosowane,
jednak w celu uniknigcia potencjalnych problemow zwigzanych m.in. z niejednakowq
farmakodynamika i farmakokinetyka réznych czasteczek chemicznych, mozna zaprojektowac
pojedynczy ligand zdolny do modulowania wszystkich obranych celow molekularnych.

W ten kierunek wpisuja sie badania przedstawione w pracy doktorskiej mgr Tomasza
Wichura, ktérych celem jest poszukiwanie nowych zwiagzkéw o wielokierunkowym dziataniu
na enzymy, receptory i procesy zwigzane z etiologig choroby Alzheimera. Jak Autor stusznie
zaznacza juz w tytule swojej dysertacji, tego typu zwigzki powinny nie tylko znosi¢ symptomy

choroby, ale réwniez eliminowa¢ jej przyczyny. Badania opisane w pracy obejmuja
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zaprojektowanie dwdch grup nowych zwiazkéw o wielokierunkowym mechanizmie dziatania,
ich otrzymanie na drodze syntezy chemicznej, analize spektralng oraz opis i interpretacje
wynikéw testow in vitro i in silico. Pierwszg grupe czasteczek aktywnych stanowia inhibitory
B-sekretazy 1 (BACE1) oraz cholinoestereaz (ChE), pochodne 1-benzylopirolidyno-3-aminy.
Punkt wyjéciowy w projektowaniu tej klasy zwigzkow stanowifa pochodna AWJ89, inhibitor
BACE1 i BuChE odkryty w Zakfadzie Fizykochemicznej Analizy Leku Katedry Chemii
Farmaceutycznej CM UJ. W swojej pracy, mgr Tomasz Wichur wytypowat trzy regiony
czasteczki macierzystej ktore postanowit modyfikowa¢ w sposéb racjonalny, przy uzyciu
klasycznych metod chemii medycznej oraz dokowania molekularnego. Zaprojektowane
zwiazki Dyplomant otrzymat na drodze wieloetapowej syntezy chemicznej, stosujac
sekwencje reakcji takich jak: N-alkilowanie, N-acylowanie, reakcja Grignarda, redukcja
glinowodorkiem litu  czy debenzylacja katalizowana palladem. Sekwencje zostaty
zaplanowane w sposob prawidtowy, oparte sg na (przynajmniej teoretycznie) stosunkowo
prostej chemii, co w rezultacie umozliwito otrzymanie odpowiedniej liczby czystych,
scharakteryzowanych fizykochemicznie zwigzkéw (24 zwiazki finalne i 13 zwigzkow
posrednich) na potrzeby testéw biologicznych i analizy SAR. Wptyw otrzymanych zwigzkow
na aktywnos¢ enzymatyczng sostata okreélona za pomoca metod typowo stosowanych, a
wiec w tescie Ellmana (hamowanie ChE) oraz przez pomiar bezpromienistego transferu
energii metoda FRET (hamowanie BACE1). W chorobie Alzheimera istotnymi procesami
patofizjologicznymi sg agregacja amyloidu i biatka tau. W zwigzku z tym, w dysertacji stusznie
zamieszczono wyniki odpowiednich badar w tym kierunku. Sa to badania in vitro, oraz, co
warto podkresli¢, rowniez testy w modelu in cellulo przy uzyciu bakterii Escherichia coli
produkujgcych rekombinowane biatka tworzace agregaty. Catos¢ dopetniaja wyniki testow w
kierunku dziatania przeciwutleniajacego, chelatujacego jony metali oraz okreélenie zdolnosci
otrzymanych zwigzkéw do usuwania wolnych rodnikéw. Podsumowujac swoje badania nad
pochodnymi 1-benzylopirolidyno-3-aminy, Doktorant typuje zwigzki 24b i 25b jako
najbardziej obiecujace, ze wzgledu na silne wiasciwosci antyagregacyjne wobec AB i tau
(45%, 49% hamowania agregacji AB i 53%, 54% hamowania agregacji tau, przy stgzeniu
przesiewowym 10 pM) oraz hamowanie butyrylocholinoesterazy (ICso odpowiednio 2,39 pM
i 1,94 uM). Zaznacza réwniez, ze aktywnosc¢ tej serii pochodnych w kierunku inhibicji BACE1

wymaga dalszej optymalizacji.



Drugy grupe zwigzkow aktywnych opisanych w recenzowanej pracy doktorskiej
stanowia pochodne indoli bedace antagonistami receptora 5-HTs 0 jednoczesnym dziataniu
inhibujgcym cholinoesterazy. Podobnie jak w przypadku wczesdniej omawianych 1-
benzylopirolidyno-3-amin, punkt wyjsciowy przy projektowaniu nowych pochodnych
stanowit zwiagzek odkryty wczesniej w Zakladzie Fizykochemicznej Analizy Leku Katedry
Chemii Farmaceutycznej CM UJ, pochodna oznaczona cyfra XXI. W wypadku tej grupy
pochodnych  indolowych, Dyplomant za  cel postawit ~ sobie  optymalizacje
wieloparametryczng, tzn. utrzymanie silnego powinowactwa zwigzku macierzystego do
receptoréw 5-HTs, z jednoczesnym zwiekszeniem stopnia inhibicji cholinoesteraz i
polepszeniem wiasciwosci farmakochemicznych (mierzonych teoretycznymi parametrami
‘lekopodobnosci’ Lipinskiego i Vebera). To bardzo trudne zadanie Doktorant realizowat przez
szereg modyfikacji, dzielagc nowo otrzymane pochodne na dziesigc serii, wykonujac synteze
imponujacej liczby facznie 74 finalnych pochodnych. W skrocie mozna powiedzie¢ ze
modyfikacje zwiazku XXI byty prowadzone w oparciu o klasyczne metody chemii medycznej
(m.in. zmiana swobody konformacyjnej, wprowadzanie farmakoforéw charakterystycznych
dla znanych inhibitoréw cholinoesteraz, wprowadzanie grup bioizosterycznych, schemat
decyzyjny Toplissa, zwigkszanie frakcji atomow wegla sp3 poprzez zmniejszanie ilosci
pierscieni aromatycznych). W trakcie postepéw prac, Doktorant dysponowat roéwniez
dodatkowymi danymi, ktére umozliwity projektowanie w oparciu o strukture kompleksow
biatko-receptor. Dane te zostaly uzyskane przez analize struktury krystalograficznej biatka
hBUChE w kompleksie ligandem 84 oraz przez liczne informacje ptynace z dokowania
molekularnego. Syntezg zaplanowanych zwigzkow Dyplomant prowadzit wykorzystujgc
prawidtowo obrane sekwencje reakcji (m.in. reduktywne aminowanie, redukcja indoli, N-
oraz O-alkilowanie, N-arylowanie, redukcja katalityczna, karbonylowanie), ktore czesto
wymagaty uzycia odpowiednich grup protekcyjnych. Przy tej okazji nalezy zwréci¢ uwage na
imponujaca ilo$¢ syntez oraz bogactwo zastosowanej metodyki, ktérej nie sposob omowic
doktadnie w krétkim tekécie. Otrzymane finalne zwigzki zostaly przebadane pod katem
inhibicji cholinoesteraz (metoda Ellmana), wigzalnoéci z receptorem 5-HTe (badania
radioreceptorowe), inhibicji powstawania agregatow amyloidu i biatka tau. W koncu, mgr
Tomasz Wichur przedstawia profil wiasciwosci farmakochemicznych otrzymanych przez
siebie czasteczek, opisujac je i oceniajac pod katem reguf ‘lekopodobnosci’ Lipinskiego i

Vebera. Analiza wynikéw powyzszych badart i ich powiazanie ze strukturg badanych
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zwigzkéw (Structure-Activity Relationship, SAR) jest niezwykle bogata i odnosi si¢ wrazenie,
iz 7adna prawidtowos¢ nie ucieka uwadze Doktoranta. W podsumowaniu, Dyplomant typuje
najbardziej interesujace zwiazki z omawianych serii pochodnych, m.in. 115 i 124 o
sréwnowazonym profilu aktywnosci wobec BuChE i receptora 5-HT6 (wartosci 1Cso i Ki
odpowiednio rowne 90 i 6 nM oraz 5i 6 nM), z ktorych pierwszy dodatkowo cechuje sig
korzystnymi parametrami fizykochemicznymi (spefnia reguly Lipinskiego i Vebera). Jesli
chodzi o wtaséciwosci antyagregacyjne, Dyplomant zwraca uwagg na zwigzek 62 — silny
inhibitor BUChE (ICso = 454 nM) i antagonista receptora 5-HTs (Ki = 15 nM) o wyraznych
wiaéciwoséciach hamujacych agregacje AB (68% w tescie in vitro) i tau (79% w tescie in
cellulo), w stezeniu 10 M.

Oceniajac inne, bardziej techniczne aspekty dysertacji, jest ona lekturg obszerna
(ponad 150 stron nie liczac czesci eksperymentalnej ktora zawiera dodatkowo ponad 50
stron), jednak lekturg przyjemna. Praca ma bardzo przejrzysty uktad i zasadniczo mozna w
niej wyrozni¢ wstep teoretyczny, W ktérym Dyplomant szczegotowo analizuje podejscia
terapeutyczne i typuje interesujace cele molekularne w chorobie Alzheimera, a nastepnie:
zwiezty cel pracy, dyskusje wynikow i czesc eksperymentalng. Ta ostatnia jest sporzadzona
bardzo starannie i zawiera szczegdfowy opis uzytych metod i petna charakterystyke
fizykochemiczna otrzymanych pochodnych. Praca jest estetyczna, a czytelno$¢ wzordw, rycin
i schematow jest wrecz przyktadowa. Narracja jest ciekawa, tekst ma odpowiednia ptynnosc
a Doktorant doskonale operuje jezykiem angielskim. Praca jest zaopatrzona w spis literatury
zawierajacy az 241 pozycji, W zdecydowanej wiekszosci opublikowanych w przeciggu
ostatniej dekady. W dysertacji nie dopatrzytem sie literdwek ani btedéw interpunkcyjnych.

Zagadnienia wymagajace w mojej opinii dodatkowego komentarza Doktoranta nie s3

liczne i zostaly wypunktowane ponizej:

1) Autor dysertacji podsumowuje badania, typujac zwiazki Jego zdaniem O
najkorzystniejszych aktywnosciach, np. 24b, 25b, 64, 115, 124. Zwigzki te maja w
sasadzie réine profile np. pod wzgledem wiazalnoéci do obranych celow
molekularnych. W réznym stopniu mMoga hamowaé agregacje beta amyloidu,
biatka tau, czy chelatowac jony. Niektére zwigzki zostaly réwniez wytypowane
jako zoptymalizowane pod wzgledem parametrow farmakochemicznych. Nasuwa

sie tu pytanie — jaki jest pozadany efekt koncowy w badaniach nad tego typu
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zwigzkami dziatajgcymi wielokierunkowo. Ktére z wymienionych przez siebie
charakterystyk otrzymanych zwigzkéw Dyplomant uwaza za najwazniejsze? Czy
ktorys ze zwigzkdw uwaza za dobrego kandydata do badan klinicznych?

2) W wypadku syntezy zwigzkow 135-137, Autor dysertacji zaznacza iz reduktywne
aminowanie zwiagzku 83 nie przebiegafo zbyt dobrze w obecnosci kwasu
octowego, a lepsze wyniki otrzymat On stosujac nadmiar DABCO, co jest to dosy¢
zaskakujace. Czy Dyplomant znajduje wyttumaczenie tego faktu?

3) Pewna cze$¢ badan otrzymanych zwigzkow pod katem ich dziatania
antyagregacyjnego wobec amyloidu i biatka tau jest prowadzona in cellulo w
bakteriach Eschericha coli. Autor podkreéla jednoznacznie wady i zalety takich
modeli, brak jest jednak informacji na temat czy badane pochodne nie wykazuja
dziatania bakteriobdjczego/bakteriostatycznego i czy ewentualna aktywnos¢ tego
typu nie powodowata by zakwalifikowania zwigzkow jako false-negatives?

4) Dyplomant okresla otrzymane pochodne zwigzku XXI jako antagonistow
receptora 5-HTe. Czy ich aktywno$¢ wewnetrzna sostata zbadana czy tez Autor
dysertacji zakiada ze wprowadzone zmiany w stosunku do czasteczki macierzystej

nie spowodujg zmiany aktywnosci wewnetrznej?

Powyzsze uwagi maja raczej charakter dyskusji naukowej i by¢ moze sugestii co do
mozliwych przysztych badan nad omawianymi pochodnymi. Przez to te uwagi nie wptywaja
w zaden sposob na moja bardzo wysoka oceng rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Wichura.
Poziom opisanych prac jest bezsprzecznie bardzo wysoki i wnoszg one wktad w stan wiedzy
na temat poszukiwania nowych lekéw przeciw chorobom neurodegeneracyjnym. Badania
opisane w ocenianej rozprawie doktorskiej maja charakter multidyscyplinarny, z jasno
sprecyzowanym, duzym wktadem doktoranta. Wykorzystane zostaty aktualne narzedzia
badawcze. W mojej ocenie praca przedstawiona do recenzji ma wysokie walory naukowe i
poznawcze. Doktorant przy pomocy wielodyscyplinarnego zespotu zaprojektowat, otrzymat i
przebadat imponujaca ilo§¢ zwigzkow, w tym pochodne o unikalnych profilach
farmakologicznych. Czes¢ przedstawionych wynikéw zostata juz opisana w znakomitej pracy
opublikowanej w czasopismie European Journal of Medicinal Chemistry, wydaje sig rowniez
7e pozostate dane zostang opublikowane w rownie dobrych publikacjach. Doktorant jest

wspotautorem licznych dobrych prac spoza zakresu niniejszej rozprawy, w tym takich o
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charakterze dydaktycznym. Byt uczestnikiem miedzynarodowych konferencji naukowych. Z
tych wzgledéw przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagielloriskiego - Collegium Medicum wniosek o dopuszczenie pana mgr Tomasza Wichura do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz dodatkowo wnioskuje o wyrdznienie

rozprawy.
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