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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Michata Abrama

»Nowe zwigzki hybrydowe pochodne pirolidynonu i pirolidynodionu o aktywnosci

przeciwdrgawkowej i przeciwbdélowej”

wykonanej w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ CM,

pod kierunkiem dr hab. Krzysztofa Kaminskiego, prof. UJ.

Epilepsja jest czesto wystepujacy i trudng w leczeniu chorobg neurologiczng. Niektore
jej odmiany cechujg sie wysokim stopniem lekoopornosci, stad istnieje potrzeba
poszukiwania nowych zwigzkdéw aktywnych ktére przyniosty by remisje napadéw nie
poddajgcych sie klasycznej farmakoterapii. To zadanie jest trudne, poniewaz choroba ma
zfozony i nie do konca jasny patomechanizm. Jednym z mozliwych kierunkéw poszukiwania
nowych lekéw przeci\n?padaczkowych jest wprowadzanie modyfikacji strukturalnych w
obrebie czasteczek znanych lekéw. Z perspektywy historycznej, tego typu podejscie
skutkowato nie tylko uzyskaniem lekéw o lepszych wtasciwosciach farmakologicznych (np.
cechach ADME czy korzystniejszej farmakokinetyce), lecz takze, dosy¢ przypadkowo, lekow o

zupetnie nowych mechanizmach dziatania w poréwnaniu do podobnych strukturalnie



terageutykéw macierzystych. Co wiecej, z czasem odkrywano réwniez dodatkowe wskazania
dla takich lekdw, np. terapia bélu neuropatycznego.

“ Stosunkowo nowym trendem w  poszukiwaniu  zwigzkéw  aktywnych
przeciwpadaczkowo jest projektowanie tzw. hybryd molekularnych, ktére stanowig
potaczenie elementéw farmakoforowych kilku réznych substancji i w ten sposob
charakteryzujg sie dziataniem wielokierunkowym. Moga wiec dziata¢ przez wiecej niz jeden
mechanizm molekularny, a przez to miec szerokie spektrdm aktywnosci in vivo, obejmowac
swym spektrum lekooporne typy epilepsji, a nawet znalei¢ potencjalne zastosowanie w
innych obszarach terapeutycznych.

W ten trend wpisujg sie badania opisane w dysertacji mgr Michata Abrama.
Dyplomant, bazujac na wynikach wczesniejszych eksperymentéw prowadzonych w Katedrze
Chemii Farmaceutycznej UJ CM, zaprojektowat hybrydy molekularne, pochodne pirolidynonu
i pirolidynodionu, posiadajace cechy strukturalne lekdw o réznych mechahizmach dziafania i
spektrach terapeutycznych, mianowicie: Etosuksimidu, Lakozamidu i Lewetyracetamu.
Dodatkowo, Doktorant inkorporowat w zaprojektowane pochodne fragment
arylopiperazynowy, charakterystyczny dla zwigzku o kryptonimie BCTC, selektywnego
blokera receptoréw waniloidowych typu 1 (TRPV1), o udowodnionym dziataniu w modelach
bélu neuropatycznego. Dyplomant podzielit zaplanowane zwigzki na 8 grup pochodnych,
ktére nastepnie zsyntetyzowat, scharakteryzowat fizykochemicznie i przekazat do badan in
vitro i in vivo. .

Warsztat naukowy zawarty w recenzowanej dysertacji jest niezwykle bogaty. Pan mgr
Michat Abram przeprowadzit wieloetapowa synteze az 69 nowych pochodnych o
potencjalnym dziataniu przeciwdrgawkowym, a wliczajac zwigzki posrednie, 128 substanciji
chemicznych. Niektére z zastosowanych przeksztatceri nie nalezaty do technicznie tatwych,
np. reakcje katalizowane kompleksami palladu, wymagajace uzycia warunkéw absolutnych.
Nalezy zaznaczy¢ iz zwiq;ki otrzymywane przez mgr Michata Abrama sg chiralne — zaWierajq
stereochemicznie labilng reszte fenyloglicyny, a niektére z nich Dyplomant otrzymat w
postaci enancjomerycznie czystej, co znacznie podnosi walory pracy i jest tez, bez
watpienia, sporym wyzwaniem, ktéremu Doktorant sprostat. Ogéinie, sekwencje reakcji
prowadzacych do zaplanowanych pochodnych o zréznicowanej budowie zostaty

zaprojektowane w sposéb prawidfowy, a oparte byly m. in. na tworzeniu wigzania



amidowego, cyklizacji intramolekularnej, deprotekcji amin, addycji aza-Michaela czy
wspomnianym juz procesie Buchwalda-Hartwiga.
- Zwigzki otrzymane przez Doktoranta zostaty poddane licznym badaniom in vitro i in
vivo. Przede Wszystkim, zostata okreslona ich wstepna aktywnos$¢ w mysich modelach
drgawek: tescie maksymalnego elektrowstrzasu {MES), podskérnego Pentetrazolu (scPTZ)
oraz modelu 6Hz drgawek lekoopornych indukowanych impulsem elektrycznym o niskiej
czestotliwosci. Dla wybranych pochodnych przeprowadzono testy ilosciowe, polegajgce na
wyznaczeniu wartosci EDsp w poszczegdlnych modelach. W obranym przez Dyplomanta
schemacie wykorzystujagcym wymienione przesiewowe testy in vivo istotna jest weryfikacja
indekséw terapeutycznych, a wiec odniesienie sity dziatania zwigzkéw do ich
neurotoksycznosci. W tym celu mgr Michat Abram zaplanowat uzycie testu obracajgcego sie
preta. Dwa zwigzki cechujgce sie najkorzystniejszg aktywnoscig przeciwdrgawkowg zostaly
réwniei przebadane pod katem aktywnosci antynocyceptywnej w modélach bdlu u myszy:
formalinowym, kapsaicynowym oraz w modelu neuropatii obwodowej indukowanej
Oksaliplatyna.

W dalszej kolejnosci wyselekcjonowane zwigzki zostaly poddane badaniom in vitro
majacym na celu okreélenie ich prawdopodobnych mechanizméw dziatania, ocene ich
| parametréw ADME, toksycznosci, farmakokinetyki. Pragne nadmieni¢ iz ilos¢ danych in vitro i
in vivo uzyskanych przez Doktoranta w celu analizy struktura-aktywnos¢ jest imponujaca i nie
jest mozliwa do przedstawienia w ;cej krétkiej recenzji. W podsumowaniu owych wyhikéw,
Doktorant wytypowat zwigzek wiodacy — (R)-69. Substancja ta, bedaca eutomerem
racemicznej pochodnej 22, wykazata wysokg aktywno$é¢ w zwierzecych modelach
drgawkowych, tj. EDso (MES) = 36 mg/kg, EDso (6 Hz [32 mA]) = 39 mg/kg, EDsp (scPTZ) = 55
mg/kg. Ponadto substancja ta byta skuteczna w modelu napadéw lekoopornych 6 Hz (44 mA)
- EDso = 117 mg/kg oraz charakteryzowata sie wysokim profilem bezpieczeristwa w tescie
obracajacego sie preta i_rotarod) - TDso = 468 mg/kg. Dodatkowo, pochodna (R)-69 kaaza’fa
wyrazng aktywno$¢ w obu fazach testu formalinowego, tescie kapsaicynowym, oraz w
modefu neuropatii obwodowej indukowanej Oksaliplatyng, co Swiadczy o jej mozliwym
zastosowaniu w terapii bolu.

W testach in vitro pochodna (R)-69 okazata sie hamowaé potencjatozaleine
neuronalne prady sodowe i wykazata wilasciwosci antagonistyczne w stosunku do

receptoréw TRPV1 oraz kanatu wapniowego typu Cav1.2 (typ L), co Dyplomant logicznie
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typuaje jako wazne dla aktywnosci przeciwdrgawkowej i antynocyceptywnej testowanej klasy
zwigzkéw. Analizujac profil ADMET badanej substancji, mgr Michat Abram stwierdza, iz nie
jést ona blokerem kanatu potasowego hERG, nie wplywa w sposdb wyrazny na izoformy 3A4,
2D6 i 2C9 cytochromu P450, nie ma wplywu hepatotoksycznego oraz wykazuje wysoka
stabilnoé¢ metaboliczna. Ten fragment dysertacji Doktorant konkluduje stusznym wnioskiem,
iz zwiazek (R)-69 wykazuje korzystne wiasciwosci ADME-Tox w badaniach in vitro.

Podsumowujac dysertacje od strony merytorycznej, jej wartos¢ oceniam bardzo
wysoko. Biorgc pod uwage inne, niemerYthyczne aspekty, przede wszystkim ma ona bardzo
przejrzysty ukfad. Moina w niej wyrégnié krétkie, choé wystarczajgce, wprowadzenie, w
ktorym Dyplomant charakteryzuje obrane wskazania terapeutyczne - epilepsje oraz bdl
neuropatyczny, stusznie wskazujac potrzebe poszukiwaniu kolejnych terapeutykow
dziatajacych na te schorzenia. Dalej, Doktorant wyjasnia znaczenie hybryd molekularnych w
poszukiwaniu nowych lekéw, podajac konkretne przyktady takich zwigZkéw celujacych w
rézne obszary terapeutyczne. Wstep teoretyczny dysertacji mgr Michafa Abrama koriczy
wzmianka na temat wplywu chiralnosci na aktywno$¢ zwiagzkéw przeciwdrgawkowych, co
jest logiczne poniewaz otrzymuje on czqsteczki zawierajgce centra sterogeniczne. Temat ten
zostat w znacznym stopniu poszerzony w dotgczonej do dysertacji publikacji przeglagdowej
wspotautorstwa Dyplomanta: , Chirality as an important factor for the development of new
antiepileptic drugs” (publikacja D-4). Dalsze czeici rozprawy stanowia: Zafozenie, cel i
koncepcja badan; Koncepcja i projéktowanie struktur zwigzkéw hybrydowych; Opis badan
wlasnych — syntezy zaprojektowanych potfaczenn hybrydowych; dalej Podsumowanie
istotnych wynikéw badan farmakologicznych in vivo; Badania farmakologiczne in vitro
powinowactwa i funkcji; Badania elektrofizjologiczne in vitro; Badania in vitro ADME-Tox;
Analiza zaleznosci struktura-aktywno$é przeciwdrgawkowa; oraz Podsumowanie uzyskanych
wynikéw. Mgr Michat Abram zawart w dysertacji kopie publikacji stanowiacych jej podstawe,
przedstawit rowniez Vpodrozdzia’f ,Synteza pdtproduktéw i zwiqzkéw  finalnych
nieopublikowanych oraz ich dane fizykochemiczne i spektralne”. Praca jest estetyczna, a
czytelnoéé wzoréw, rycin i schematéw jest wrecz dokonafa. Praca jest zaopatrzona w spis
literatury zawierajacy 96 pozycji.

Zagadnienia wymagajace w mojej opinii dodatkowego komentarza Doktoranta nie s3

liczne:



1)

Uwaga formalna: zdarza sie ze Doktorant uzywa zwrotéw  dostownie
przeniesionych z jezyka angielskiego, np. ,Schemat 4. Synteza wyjéciowych,
niekomercyjnych pochodnych....”, zamiast ,Schemat 4. Synteza wyjsciowych
pochodnych niedostepnych handlowo”; ,koncentracja” zamiast ,steienie”. W
opisie fizykochemicznym niepublikowanych zwigzkéw nazwa pochodnej 108 jest
w jezyku angielskim. W zasadzie nie dopatrzylem sig innych bigddéw, prace
oceniam ogélnie jako przygotowang bardzo starannie.

Fenyloglicyna, ktérej Egchodne sg uzywane w syntezie, jest aminokwasem
podatnym na racemizaéje. W tym kontekscie pojawia sie pytanie dlaczego Autor
dysertacji uzywa aktywatoréw grupy karboksylowej (DCC) bez dodatku
supresoréw racemizacji (np. HOBt czy HOAt) bad? innych mieszanin czynnikéw
sprzegajacych, nie powodujacych racemizacji (np. EDC/HOB, EDC/Oxyma, HATU).
Czy byta prowadzona optymalizacja warunkéw pod katem*® zminimalizowania
racemizacji na stereocentrum fenyloglicyny?

Na schemacie 7 Doktorant przedstawia synteze zwigzkow (C1-R)-104-106 gdzie
atom wegla pochodzacy of fenyloglicyny ma zdefiniowang konfiguracjg absolutng
(R)-. Z kolei, w reakcji addycji amin do wiazania podwéjnego maleimidu powstaje
nowe centrum stereogeniczne na atomie wegla C-3, a wigc produktem reakdji jest
mieszanina diastereoizomerdéw. Czy zostaly podjete préby ich rozdziatu?

Niektére pochodne, wA tym (R)-69, otrzymano w postaci stereochemicznie
jednorodnej. Czy zostato ocenione ryzyko ich (czgéciowej) racemizacji w
organizmie zywym (np. pod wplywem biatek osocza)?

Zwiazek (R)-69 wykazuje dobra aktywnos¢ przeciwdrgawkows i przeciwbdlowa.
Jaki dalszy kierunek rozwoju tej czasteczki Doktorant mégtby zaproponowac? Czy
istnieja bardziej ztozone testy in vitro lub in vivo ktére pomogty by dokfadniej

oszacowac pgtencjai kliniczny tej pochodnej?

Powyisze uwagi maja przewaznie charakter dyskusji naukowej i, by¢ moze, sugestii co

do mozliwych przysztych bada’ nad omawianymi pochodnymi. Uwagi te nie wplywaja wiec
na moja bardzo wysoka ocene rozprawy doktorskiej mgr Michata Abrama. lloé¢ wykonanych
syntez oraz zaplanowanych testéw farmakologicznych jest imponujaca. Poziom dysertacji

jest bezsprzecznie bardzo wysoki i zawarte w niej wyniki wnoszg wkiad w stan wiedzy na
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temat poszukiwania nowych lekéw przeciwpadaczkowych i przeciwbélowych, w oparciu o
kilka komplementarnych mechanizméw dziatania, w tym jednego unikalnego. Badania
c;pisane w ocenianej rozprawie doktorskiej majg charakter multidyscyplinarny, z jasno
sprecyzowanym, duzym wktadem Doktoranta. Wiele przedstawionych wynikéw zostato juz
opisanych w znakomitych pracach opublikowanej w czasopismach o wysokich
wspotczynnikach bibliometrycznych. Wydaje sie bardzo prawdopodobnym, ze pozostate
dane zostana opublikowane w réwnie dobrych pracach. Doktorant jest wspotautorem
licznych doskonatych prac spoza zakresu niniejszej rozprawy. Z tych wzgledow przedkfadam
Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Jagiellofskiego whiosek o
dopuszczenie pana mgr Michata Abrama do dalszych etapdw przewodu doktorskiego oraz

wniosek o wyrdzinienie rozprawy.
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Whniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej
mgr Michata Abrama

»Nowe zwiqzki hybrydowe pochodne pirolidynonu i pirolidynodionu o aktywnosci

przeciwdrgawkowej i przeciwbdlowej”

wykonanej w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ CM,

pod kierunkiem dr hab. Krzysztofa Kaminskiego, prof. Ul.

Wysoka Rado,

W odniesieniu do dokumentu ‘Regulamin wyrézniania rozpraw doktorskich przez
Rade Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne UJ’ oraz zawartych w nim kryteriéw wyréznienia,
wnioskuje o wyrdinienie rozprawy doktorskiej mgr Michata Abrama ,Nowe zwigzki
hybrydowe pochodne pirolidynonu i pirolidynodionu o aktywnosci przeciwdrgawkowej. i
przeciwbdlowej” wykonanej w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ CM, pod kierunkiem dr
hab. Krzysztofa Kaminskiego, prof. UJ. |

W mojej opinii rozprawa ta spetnia wszystkie kryteria ktére Wysoka Rada stawia
wyrdinianym rozprawom, tj.: a) bezsprzecznie brezentuje bardzo wysoki poziom naukowy i
dotyczy waznego zagadnienia jakim jest poszukiwanie nowych zwigzkéw o potencjalnym
zastosowaniu w terapii epilepsji i bélu neuropatycznego. Wkiad pracy Doktoranta i jako$¢

przeprowadzonych badad uwazam za ponadstandardowe w tym obszarze badawczym.



Dysg_rtacja jest przygotowana starannie, otrzymane wyniki zostaly  wnikliwie
przeanalizowane a wniosku zostaly odpowiednio sformutowane; b) wyrdinia sig
c;ryginalnoécia zastosowanych narzedzi i metod badawczych. Przejawia sie to realizacjg
koncepcji zwigzkéw hybrydowych, a wigc zawierajacych elementy farmakoforowe znanych
lekéw i zwigzkéw w badaniach klinicznych. Metodyka pracy jest oryginalna, poniewaz
dotyczy projektowania i syntezy zwigzkéw o unikalnych strukturach chemicznych. Badania
przeprowadzone przez Dyplomanta doprowadzity do otrzymania modulatoréw kanatu TRPV1
o dziataniu przeciwdrgawkowym i przeciwbSlowym. Obrany cel molekularny nie zostat
wyeksplorowany przez innych badaczy, co w istotny sposéb wplywa na innowacyjny
charakter dysertacji; c) praca ma szczegélne walory poznawcze i aplikacyjne, poniewaz
dotyczy stadiéw przedklinicznych w poszukiwaniu nowego, oryginalnego leku we
wskazaniach w obszarzg neurologii; d) podsumowaniem powyzszych punktéw jest fakt, iz
cze$é wynikéw zostata juz opublikowana w postaci czterech prac oryginalnych w wiodacych
periodykach z dziedziny chemii medycznej i neurologii, o znakomitych wskaznikach
bibliograﬁcznych (wszystkie o punktacji MNISW przynajmniej 100). Dyplomant jest
pierwszym wspétautorem trzech wymienionych artykutéw. Dysertacja zawiera rowniez dane
niepublikowane, ktdre beda zrédtem kolejnych, w moim mniemaniu réwnie dobrych prac

naukowych.
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