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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Anny Pasieki pt.
,Aryloalkilowe pochodne alkanoamin jako inhibitory
butyrylocholinoesterazy i betasekretazy o potencjalnej aktywnosci w
chorobie Alzheimera”

Przedstawione w recenzowanej pracy wyniki nawiagzuja do tematyki badan promotora
rozprawy prof. Barbary Malawskiej. Tematyka tych prac od lat zwigzana jest migdzy
innymi whlaénie z problemami syntezy i projektowania nowych lekéw w tytulowej
klasie. Warto podkredli¢ takze fakt, ze praca finansowana byla z grantow, w
szczegdlnosci grantu NCN OPUS 11 2016/21/B/NZ7/01744 (2017-2021) oraz
dwukrotnie z dotacji dla mtodych naukowcow i uczestnikéw studiéw doktoranckich w

okresie 2017-2018 oraz 2019 do teraz.

Czasteczka chemiczna jest podstawowym obicktem badan chemicznych. Mimo
olbrzymich postepéw synteza czasteczek wciaz przysparza wielu trudnosci a chemicy
wierza, ze wcigz pozostaje ona sztuka. Z drugiej strony obserwujemy staly wzrost
liczby znanych i opisanych w bazach danych zwiazkéw chemicznych. Ich liczba sigga
setek milionéw. Pocigga to za sobg inflacj¢ znaczenia zwigzku chemicznego.
Problemem jest natomiast tzw. produkcja wlasciwosci, czyli poszukiwanie czasteczek
chemicznych o okreslonych wiasciwosciach. W tak okres§lonym zadaniu Doktorantce
udato si¢ osiagngé sukces. Otrzymala aktywne zwigzki potencjalnic przydatne w
farmacji. Ten fakt decyduje o znaczeniu opisywanych badaf. Doktorantka nie
poprzestaje przy tym w pracy na pomiarze jednej wlasciwosci biologicznej, prowadzac

pomiary aktywnosci badanych zwiazkéw w wielu réznych kierunkach.

Prace otrzymalem w postaci ksigzki wydanej nakfadem wydawnictwa Rozprawa
doktorska, Krakéw 2021. Konstrukcja rozprawy jest typowa dla pracy doktorskiej.
Sklada si¢ z trzech czeéci: literaturowej, omoéwienia wynikéw oraz czescl
eksperymentalnej. Prace, ktora liczy 188 stron, uzupetniajg cztery publikacje

wspotautorstwa Doktorantki. Autorka cytuje 155 pozyciji literaturowych.



W czesci literaturowej Doktorantka omawia problemy ziozone z patomechanizmami
choroby Alzheimera oraz dostgpnymi terapiami tego schorzenia, opisanymi w
literaturze hipotezami etiologii tego schorzenia jak np. teoria zlogéw amyloidowych.
Dostepne obecnie terapie sa wylacznie objawowe. Na rysunku 2 przedstawia dostgpne
leki, donepezil, rywastygming, galantaming i memantyne, a w tekscie rozprawy omawia
szczegotowo ich mechanizm dziatania. Dalej Autorka przedstawia potencjalne nowe
leki. Potencjalny lek w nomenklaturze kandydat na lek to zwigzek chemiczny w
zaawansowanym stadium badawczym. W szczegdlnosci Autorka omawia rézne strategii
metody projektowania ligandow w tym w szczegdlnodci strategie ligandow
wielofunkcyjnych. Rysunek 7 przedstawia schemat takiej strategii dla czgsteczki
ladostigilu — wielofunkcyjnego inhibitora cholinoesteraz. Ta czgs¢ stanowi bardzo
zgrabnie napisane studium literaturowe. Dojrzaly jezyk naukowy, poprawne
sformutowania sa potwierdzeniem wysokiego poziomu tego fragmentu. Dodatkowym
atutem jest przegladowa publikacja poswigcona temu tematowi wspolautorstwa
Doktorantki, Advances toward multifunctional cholinesterase and B-amyloid
aggregation inhibitors, FUTURE MEDICINAL CHEMISTRYVOL. 9, NO. 15 (2017).

Publikacja ta zostala zalgczona do pracy pod numerem drugim.

W czeéci badawczej formutuje cel pracy (str. 31), ktérym byla synteza nowych
wielofunkcyjnych ligandéw hydroksyetylenoaminowych oraz badania ich aktywnosci
biologicznej w etiopatogenezie choroby Alzheimera. Warto podkresli¢, ze Autorka nie
zapomina przy tym oméwié stosowanej metody projektowania, kiéra w najwigkszym
skrocie mozna okreslié jako metode liganda wielofunkcyjnego projektowanego w
oparciu o struktury znanych aktywnych analogéw monofuncyjnych. Jako cele
modyfikujace choroby zostaty wybrane p-amyloid i biatko tau. Proces powstawania
zlogéw amyloidu mial by¢ blokowany na dwach etapach: poprzez hamowanie enzymu
B-sekretazy oraz przez hamowanie samego procesu agregacji. Efekt tagodzenia
objawéw planuje Autorka osiagnaé poprzez modulowanie neuroprzekaznictwa:
acetylocholiny (hamowanie butyrylocholinesterazy) oraz kwasu y-aminomastowego
(blokowanie transporteréw GAT). Rysunek 8 schematycznie przedstawia budowe
nowych ligandéw. Na stronie 33 Autorka omawia szczegblowo zadania
interdyscyplinarnego projektu badawczego realizowanego przez siebie w ramach pracy

doktorskiej. Ponadto na stronie 34 umieszcza schemat ilustrujacy zadania opisane w



czedci badania wlasne. Ten fragment znowu napisany jest niezwykle precyzyjnie,

pozwalajac czytelnikowi zrozumie¢ stawiane cele i zadania pracy.

Strony 35-128 sg opisem badari wlasnych Doktorantki. Ponownie czytelnika uderza tad
i klarowno$é opisu. Rozdziat 3 rozpoczyna opis projektowania syntezowanych
zwigzkow. Strukturg wiodgca zwang w tym miejscu przez Autorke wyjsciows jest
zwiagzek 1, ktérego czasteczka skfada si¢ z trzech elementéw: fragmentu A -
ugrupowania 3,3-difenylopropylowego, fragmentu B - rdzenia 2-hydroksypropylo-1-
aminowy oraz fragmentu C - ugrupowania 3-tert-butylobenzyloaminy. Warto zauwazy¢,
ze podobng strategic Autorka opisala w wieloautorskiej pracy [122] opublikowanej w
prestizowym czasopi$mie ACS, D. Panek, A. Wigckowska, J. Jonczyk, J. Godyn, M.
Bajda, T. Wichur, A. Pasieka, D. Knez, A. Pislar, J. Korabecny, O. Soukup, V.
Sepsova, R.Sabaté, I. Kos, S. Gobec, B. Malawska, Design, Synthesis, and Biological
Evaluation of 1-Benzylamino-2-hydroxyalkyl Derivatives as New Potential Disease-
Modifying Multifunctional Anti-Alzheimer’s Agents, ACS Chem. Neurosci. 9 (2018)
1074—1094. Praca doktorska zachowuje taki schemat wielofunkcyjnosci czasteczki, a
charakterystyka nowych pochodnych i wprowadzanych modyfikacji jest takze zgodna
ze stosowang w w/w publikacji. Jej schemat Autorka pokazuje na rysunku 10. Na
rysunku 11 przedstawiono obrazowanie in-silico wigzania projektowanych zwigzkow
(zwiazek 1) z enzymami hBACE-1 oraz eqBuChE. Seria I zaprojektowanych zwigzk6w
zawierala dodatkowe ugrupowanie benzylowe wprowadzone w pozycji 2 rdzenia
hydroksyetylenoaminowego — fragment B (Rysunek 12). W szeregu II Autorka
wyodrebnia dwie podserie, II oraz ITa, w ktorych wprowadzono dodatkowy fragment
benzylowy a wigzania aminowe fgczace fragment A z fragmentem B zmodyfikowano
do wigzania amidowego. Celem takiej modyfikacji bylo zréznicowanie atomow azotu
oraz uzyskanie podobiefistwa projektowanych pochodnych do naturalnych
peptydowych substratow B-sekretazy. Modyfikacje te uzasadnione byly wczesniejszymi
symulacjami in silico. Kolejne serie testowanych polaczen stanowily seria III —
amidowe pochodne zwiazku I, seria IV — fluorenowe analogi serii Il oraz seria V, w
ktorej fluoren zostat bezposrednio polaczony przez grupe aminowsg z fragmentem B. W
szczegllnosei to zwiazek (R,S)-108 z serii V okazat si¢ szczegélnie interesujgcy w
testach biologicznych i jego analogi (seria VI) wytypowane zostaly jako przedmiot
szczegblowych badafi (rysunek 15). Na stronach 43-50 Autorka omawia syntezy

badanych polaczen. Na stronach 51-123 omawia z kolei aktywnosci badanych potaczen,



zaleznosci struktura-aktywnosé, konfrontujgc otrzymane wyniki rezultatami symulacji
in silico. Warto tu podkresli¢, ze Autorka testuje rozne typy aktywnosci biologicznej
badanych zwigzkéw, w tym hepatotoksycznosé, stabilnosc metaboliczna,
farmakokinetyke, czy toksyczno$¢ ostra. Bada takze struktury krystalograficzne
najaktywniejszych inhibitoré6w BuChE. Te ostatnie badania wykonano w jednym ze

wspolpracujacych laboratoriow francuskich.

Zastanawiam si¢ nad znaczeniem projektowania in silico syntezowanych pochodnych.
Na ile otrzymane pochodne wynikaly z intuicyjnego mieszania struktur mono-
funkcyjnych, a w jakim stopniu mozna bylo a priori prognozowaé ich aktywnos¢
poprzez dopasowanie do odpowiednich receptoréw (enzyméw). Na ile takie symulacje

sprawdzajg si¢ w przypadku badanych serii.

Najwazniejszym wynikiem pracy (wnioski str. 124) bylo zidentyfikowanie dualnych
inhibitoréw agregacji amyloidu-beta oraz biatka tau, o niewielkiej dominacji
hamowania agregacji biatka tau. Znaczenie tego odkrycia podkresla publikacja (IV),
ktora ukazata si¢ w 2021 roku w czasopismie ACS Anna Pasieka, Dawid Panek, Natalia
Szalaj, Alba Espargard, Anna Wigckowska, Barbara Malawska, Raimon Sabaté, Marek
Bajda, Dual Inhibitors of Amyloid-p and Tau Aggregation with Amyloid-B
Disaggregating Properties: Extended In Cellulo, In Silico, and Kinetic Studies of
Multifunctional ~Anti-Alzheimer's Agents, ACS Chem Neurosci. 2021 Jun
2;12(11):2057-2068.

Na uwage zashuguje takze precyzyjny opis przeprowadzonych eksperymentéw w czesci
doswiadczalnej (str.129-174), gdzie Autorka opisuje metody syntez, metod¢ rozdzialu
mieszaniny racemicznej 40, podajac takze widma otrzymanych pofaczen. Wiele z
opisywanych polaczen to struktury stereoizomeryczne. Autorka syntezuje je w postaci
czystych  stereoizomeréw, bezposrednio na drodze syntezy lub poprzez rozdzialy
chromatograficzne uzyskanych mieszanin produktow. W czesci doswiadczalnej
Doktorantka opisuje takze metody badan aktywnosci biologicznej syntezowanych

potaczen.

Na podkreslenie zastuguje ogromna liczba eksperymentéw wykonanych przez
Doktorantke. W toku prac otrzymata ona okoto 100 zwigzkéw. Ich wydzielenie,

oczyszczenie, identyfikacja oraz potwierdzenie struktury potrafi¢ doceni¢, poniewaz



sam zajmuje sig synteza chemiczna i doskonale wiem jak trudne to zadanie. Sama
lektura opisanych w pracy eksperymentéw syntetycznych jest Zmudnym
przedsiewzigciem. Nawet pelny zarys pracy, ktora opisana jest w kilku obszernych
publikacjach, trudno jest oméwi¢ w tak krotkiej recenzji. Podsumowujac, bardzo dobra
i ciekawa praca, ktéra prowadzi do sukcesu badawczego i publikacyjnego. Trudno
znalezé jej stabsze strony. Udato mi si¢ np. odnalez¢ blgdna numeracj¢ stron (od 181-

188).

Jako$é pracy potwierdzaja zalaczone publikacje, w ktorych przedstawiono wyniki

badari:

1. Monografia: Anna Pasieka, Dawid Panek, Barbara Malawska, Multifunctional
Ligand Approach: Search for Effective Therapy Against Alzheimer’s Disease,
w: Alzheimer’s Disease: Drug Discovery. Huang X (Editor). Exon Publications,
Brisbane, Australia, ISBN: 978-0-6450017-0-9,

2. Dawid Panek, Tomasz, Wichur, Justyna Godyn, Anna Pasicka, Barbara
Malawska, Advances toward multifunctional cholinesterase and PB-amyloid
aggregation inhibitors, FUTURE MEDICINAL CHEMISTRYVOL. 9, NO. 15
2017y

3. Anna Pasiecka, Dawid Panek, Jakub Joficzyk, Justyna Godyn, Natalia Szalaj,
Gniewomir Latacz, Julia Tabor, Eva Mezeiova, Fabien Chantegreil, José Dias,
Damijan Knez, Junfeng Lu, Rongbiao Pi, Jan Korabecny, Xavier Brazzolotto,
Stanislav Gobec, Georg Hofner, Klaus Wanner, Anna Wieckowska, Barbara
Malawska, Discovery of multifunctional anti-Alzheimer’s agents with a unique
mechanism of action including inhibition of the enzyme butyrylcholinesterase
and y-aminobutyric acid transporters, European Journal of Medicinal Chemistry,
Volume 218, 2021, 113397,

4. Anna Pasieka, Dawid Panek, Natalia Szalaj, Alba Espargard, Anna
Wieckowska, Barbara Malawska, Raimon Sabaté, Marek Bajda, Dual Inhibitors
of Amyloid-B and Tau Aggregation with Amyloid-B Disaggregating Properties:
Extended In Cellulo, In Silico, and Kinetic Studies of Multifunctional Anti-
Alzheimer's Agents, ACS Chem Neurosci. 2021 Jun 2;12(11):2057-2068.

W powyzszym wykazie celowo zachowatem petng forme z uwzglednieniem wszystkich

autoréw, by lepiej zilustrowaé znaczenie dorobku Doktorantki. Doskonate czasopisma,



migdzynarodowe zespoly autorskie, w ktorych pani Anna Pasicka znajduje si¢ czgsto na
pierwszym miejscu. To imponujgcy dorobek na etapie doktoratu. Dopiero jednak
zataczony wykaz publikacji obrazuje petny dorobek Doktorantki: 9 publikacji, taczny IF
- 34.914, Laczna ilo$é punktéw MNiSW, 920, Indeks Hirscha, 5. To dwie publikacje w

prestizowych czasopismach ACS oraz dwie publikacje w European Journal of

Medicinal Chemistry.

Konkludujac, w recenzji bardzo skrétowo przeanalizowatem tresci recenzowanej pracy.
Zakres prowadzonych prac oraz ich wyniki budzg uznanie. Ich wykonanie wymagato
bieglosci w projektowaniu lekéw, wykonywaniu prac syntetycznych, technik
identyfikacji zwigzkéw organicznych, badania aktywnosci biologicznej lekéw. Praca
napisana jest w sposob interesujacy i przejrzysty. Mozna nawet powiedzie¢, ze jest
fascynujaca lektura. Zza jej kart widaé gigboka wiedzg i zaangazowanie mlodej

uczone;j.

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spelnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez ustawg o stopniach i tytulach

naukowych, w zwigzku z czym wnoszg o dopuszczenie pani Anny Pasieki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Biorac za§ pod uwagg merytoryczng warto$¢ pracy, sadze, Ze warto wyréznié
przygotowang przez Doktorantke rozprawe. Whniosek o wyr6znienie uzasadniania
wysoki poziom merytoryczny pracy, ktéra wnosi istotny wkiad w chemi¢ medyczng
dualnych inhibitoréw agregacji amyloidu-beta oraz biatka tau wzgledem
butyrylocholinoesterazy i betasekretazy o potencjalnym zastosowaniu w terapii choroby
Alzheimera. Dorobek pani Anny Pasieki, w szczegolnosci dziewig¢ (w trzech pani
Pasicka jest pierwszym autorem) publikacji w prestizowych czasopismach chemii

medycznej, znacznie wykracza poza poziom wymagany na poziomie doktoratu.
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