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Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,,Nowe zwigzki hybrydowe pochodne pirolidynonu
i pirolidynodionu o aktywnosci przeciwdrgawkowej i przeciwbélowej”

autorstwa mgra farm. Michata Abrama

Rozprawa doktorska mgra Michata Abrama zostata przygotowana w Katedrze
Chemii Farmaceutycznej Woydziatu Farmaceutycznego UJ CM pod promotorskg opieka
dra hab. n. farm. Krzysztofa Kaminskiego, prof. UJ. Badania stanowigce kanwe tej rozprawy zostaty
sfinansowane ze $rodkdw Narodowego Centrum Nauki, w ramach grantu SONATA BIS, i widaé
w nich rozmach, multidyscyplinarne podejscie do analizowanego problemu oraz logike

w planowaniu kolejnych etapéw eksperymentéw.

Nawigzujgc do tytutu recenzowanej pracy mozna stwierdzi¢, ze réwniez jej charakter jest
,hybrydowy”. Rozprawa doktorska bazuje bowiem na cyklu 4 artykutéw naukowych, 3 oryginalnych
i 1 artykule typu mini-review, opublikowanych w prestizowych czasopismach naukowych
(ACS Chemical Neuroscience, Bioorganic Chemistry, Epilepsia, ChemMedChem). Cykl ten zostat
opatrzony wprowadzeniem, prezentacjg koncepcji i celu badan, omoéwieniem wynikéw badan
wiasnych oraz badan in-vitro i in-vivo przeprowadzonych w ramach wspodtpracy z innymi zespotami
naukowymi lub w ramach ustug komercyjnych, opisem zaleznosci struktura — aktywno$¢ oraz
podsumowaniem. W rozprawie zawarte zostaly takze wyniki dotychczas niepublikowane
a wnoszgce dodatkowy wktad w poruszang tematyke. Im, miedzy innymi, poswiecony jest rozdziat
12 rozprawy. Catos¢ konczy spis literatury, ktéra zostata przez Doktoranta dobrana adekwatnie do

omawianej tematyki. Choé do rozprawy doktorskiej nie dotgczono oswiadczen wspdtautordw



poszczegdblnych artykutéw naukowych to jednak Doktorant bardzo wyraznie i realnie okreslit zakres
swojego zaangazowania w poszczegdlne etapy badan, jak rowniez wyraznie wskazat udziat innych
badaczy w tym projekcie naukowym. Zastuguje na docenienie fakt, ze w rozprawie doktorskiej
Doktorant w najwiekszym stopniu skupit sie na przedstawieniu wynikéw tej czesci badan, w ktérych

osobiscie brat udziat.

Celem rozprawy doktorskiej byto poszukiwanie nowych kandydatow na leki
przeciwpadaczkowe oraz skuteczne w terapii bdlu, gtéwnie neuropatycznego, rekrutujacych sie z
grupy zwigzkédw o strukturze hybrydowej. Terapia obu wspomnianych schorzen nastrecza wielu
trudnosci w praktyce klinicznej. Pomimo wprowadzenia na rynek wielu nowych lekéw
przeciwpadaczkowych, odsetek pacjentéw cierpigcych na lekooporng odmiane choroby nie zmienit
sie praktycznie od lat 60. ubiegtego wieku i wcigz wynosi okoto 30%. Etiologia zjawiska
lekoopornosci jest ztozona, tak samo jak ztozona jest etiopatogeneza samej padaczki. Skutkiem tego
zjawiska jest, niestety, gorsza jakos¢ zycia pacjentdéw, postepujgce w toku choroby zaburzenia
funkcji intelektualnych oraz zwiekszona umieralnos¢. W jeszcze wiekszym stopniu zjawisko
lekoopornosci uwidacznia sie w trakcie terapii bdélu neuropatycznego. Tu zaledwie potowa
pacjentéw deklaruje zmniejszenie odczuwania bdlu w efekcie zastosowanej farmakoterapii. Z tego
wiec wzgledu tematyka poruszana w rozprawie doktorskiej mgra Michata Abrama jest niezwykle
wazna a zaprezentowane wyniki mogg mieé realny wptyw na zmiane tych niekorzystnych statystyk.
O mozliwosci praktycznego wykorzystania wynikdw uzyskanych przez Doktoranta s$wiadczy
chociazby fakt, iz staly sie one podstawag miedzynarodowego zgtoszenia patentowego (WIPO

PCT/PL2020/050001).

U podstaw badain Doktoranta legto zatozenie, ze wieloczynnikowa etiologia zaréwno
padaczki, jak i bélu neuropatycznego wymaga poszukiwania kandydatéw na leki w grupie zwigzkow
hybrydowych, zwanych roéwniez wielocelowymi (multitarget drugs), wielofunkcyjnymi
(multifunctional drugs) lub bifunkcjonalnymi. Zwigzki takie, tgczac w swej strukturze rdine
fragmenty farmakoforowe, mogg wptywaé na rdéine mechanizmy odpowiadajgce za rozwdj
choroby. W procesie projektowania struktur docelowych zwigzkdow o potencjalnym dziataniu
przeciwdrgawkowym Doktorant wykorzystat wyniki uzyskane wczesniej przez innych badaczy, w
tym swojego Promotora, z Katedry Chemii Farmaceutycznej U] CM. Do struktur docelowych
Doktorant wprowadzit rowniez elementy pochodzgce z lekéw przeciwpadaczkowych (lakozamidu,

lewetyracetamu, etosuksymidu) oraz zwigzku BCTC, bedgcego selektywnym blokerem receptoréw
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waniloidowych TRPV1 i wykazujgcego aktywnos$¢ przeciwbdlowg. Zaprojektowane serie zwigzkéw i
proponowane kierunki modyfikacji chemicznej Doktorant w bardzo przejrzysty sposéb zawart na
rycinie 13 (str. 36). W tym miejscu pragne podkresli¢, ze szata graficzna catej rozprawy doktorskiej
stoi na wysokim poziomie i znaczgco utatwia jej lekture. W toku realizacji zamierzeA badawczych
Pan mgr Michat Abram wykazat sie kunsztem chemika syntetyka, co wida¢ szczegdlnie dobrze na
etapie syntezy asymetrycznej. Strukture wszystkich otrzymanych zwigzkéw, tgcznie 61. (nie liczac
potproduktdow), Doktorant scharakteryzowat metodami spektralnymi i fizykochemicznymi
adekwatnymi do problemu badawczego. W kolejnym etapie badan zsyntetyzowane zwigzki zostaty
poddane kompleksowej ocenie aktywnosci biologicznej i neurotoksycznosci in-vivo (testy MES, 6 Hz
— odmiana 32 i 44 Hz, scPTZ, rotarod). Dla wyselekcjonowanych zwigzkéw, odznaczajacych sie
najkorzystniejszym profilem aktywnosci i toksycznosci, przeprowadzono réwniez ocene witasciwosci
antynocyceptywnych. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant wytypowat zwigzek nr 22 i jego
enancjomer — (R)-69, do dalszych eksperymentéw majgcych oceni¢ ich molekularny mechanizm
dziatania, parametry farmakokinetyczne i parametry ADME-Tox. Tym, co budzi wielkie uznanie jest
szeroko zakrojony panel testéw in-vitro i in-vivo, jakie wykorzystano dla jak najlepszego
scharakteryzowania potencjatu zwigzkéw kandydujgcych do miana lekédw. Oceniono bowiem
potencjalne powinowactwo wytypowanych zwigzkéw do miejsc wigzacych ligandy w kanatach
sodowych, wapniowych, potasowych, biatku transportera GABA, jak réwniez ich wptyw na funkcje
receptora TRPV1 i napieciowo-zaleznych kanatdw sodowych i wapniowych. Na podstawie
uzyskanych wynikéw Doktorant wysungt wniosek o powigzaniu aktywnosci przeciwdrgawkowej
analizowanych zwigzkéw z blokowaniem neuronalnych prgdéw sodowych. O wielokierunkowym, na
poziomie molekularnym, dziataniu wspomnianych zwigzkéw s$wiadczg réwniez wyniki badan
z wykorzystaniem radioligandéw. Nie stwierdzono co prawda korelacji miedzy wynikami
eksperymentdw in-vitro i in-vivo, ale pokazano potencjat tej klasy zwigzkéow. Mysle, ze czynnikiem,
ktéry utrudniat wnioskowanie na temat molekularnego podtoza aktywnosci tych pochodnych mégt
by¢ dobdr stezen poszczegdlnych zwigzkéw w badaniach skriningowych in-vitro, nieadekwatny do
stezen obserwowanych w osoczu i mdzgu zwierzgt (notabene wyniki analiz farmakokinetycznych

réwniez sg elementem rozprawy doktorskiej).

W ostatnim etapie badan Pan mgr Michat Abram, dysponujgc bogatg bibliotekg danych
farmakologicznych dotyczgcych zsyntetyzowanych pochodnych, przeprowadzit rzetelng i

konkluzywng analize zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng a aktywnoscig przeciwdrgawkowa



badanej klasy zwigzkéw. Jako niezbedng dla szerokiego spektrum aktywnosci przeciwdrgawkowej
wskazat obecnos¢ uktadu pirolidyno-2,5-dionu potgczonego fragmentem acetamidowym z uktadem
fenylopiperazyny. Dodatkowo, Doktorant wytypowat korzystny kierunek podstawienia uktadu
aromatycznego fenylopiperazyny i charakter chemiczny podstawnikow warunkujacych lepsza
aktywnos¢ w zwierzecych modelach padaczki. Z punktu widzenia bezpieczenstwa korzystniejsze
okazaty sie enancjomery R, natomiast odwrotny efekt — silniejsze zaburzenie koordynacji ruchowej
w tescie rotarod — obserwowano w przypadku rozpuszczalnych w wodzie chlorowodorkéw.
Obrazowym podsumowaniem analizy SAR jest rycina 20 (str. 71). Dodatkowg wartoscig rozprawy
doktorskiej mgra Michata Abrama s3g niepublikowane dotad wyniki. Zaréwno w czesci chemicznej,

jak i farmakologicznej (Tab. 5) dajg one podstawe do stworzenia bardzo dobrej publikacji naukowe;j.

Pomimo mojej wysokiej oceny warsztatu naukowego Doktoranta i stworzonej przez Niego
rozprawy doktorskiej, z recenzenckiego obowigzku odniose sie réwniez do tych elementéw

rozprawy, ktére w mojej opinii budza niejasnosci lub, po prostu, mogty zostac lepiej opracowane:

1) podrozdziat 1.1 (,Padaczka i bdl neuropatyczny — charakterystyka schorzen”)
przedstawia bardziej rys epidemiologiczny dotyczgcy padaczki i bélu nauropatycznego
anizeli samg charakterystyke schorzen, rozumiang jako opis ich patogenezy;

2) w bardzo interesujgcym podrozdziale 1.2 (,Zwigzki hybrydowe w rozwoju nowych
lekéw”), na stronie 24 Doktorant stwierdza, ze wemurafenib jest jedynym
z dopuszczonych do obrotu lekiem stosowanym u pacjentéw z czerniakiem, u ktérych
wystepuje mutacja V600OE w genie BRAF. Obecnie jednak dostepne sg réwniez inne leki,
np. encorafenib i dobrafenib, stosowane we wspomnianym wskazaniu.

3) réwniez w podrozdziale 1.2 Doktorant mogt pokusi¢ sie o bardziej szczegétowe
przedstawienie wynikéw badan klinicznych dla padsevonilu (np. wyniki badan klinicznych
o akronimie DUET i ARISE) i peksidartinibu (szczegdlnie w kontekscie odmowy przyznania
przez European Medicines Agency w czerwcu 2020 roku pozwolenia na dopuszczenie do
obrotu leku Turalio) — wyniki te ukazujg bowiem jak skomplikowang materig jest leczenie
choréb o podtozu wieloczynnikowym, nawet przy zastosowaniu lekédw o strukturze
hybrydowe;.

4) przy omawianiu wynikéw aktywnosci przeciwdrgawkowej (podrozdziat 5.1) Doktorant
nie odnidst sie do ciekawych, skadinad, efektéw poréwnania aktywnosci zwigzku nr 22

(bedacego mieszaning racemiczng) z aktywnoscig jego enancjomerdow R i S w testach
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MES, scPTZ i 6 Hz. Z czego, w ocenie Doktoranta, moze wynikac fakt, ze oba enancjomery
charakteryzujg sie aktywnoscig nizszg anizeli mieszanina racemiczna?

5) jakie byty kryteria doboru stezen zwigzkéw w badaniach powinowactwa i ADME-Tox?
Czy stezenia te byly powigzane z poziomem zwigzku 22 oznaczonym we krwi lub mézgu

zwierzat laboratoryjnych w trakcie badan farmakokinetycznych?

Sformutowane powyzej zastrzezenie i uwagi nie umniejszajg niewatpliwym walorom
naukowym rozprawy doktorskiej mgra Michata Abrama. Nie ulega watpliwosci, ze zatozony cel
badan zostat osiggniety, nawet z naddatkiem. Zastosowane modyfikacje struktury chemicznej
pochodnych pirolidynonu i pirolidynodionu pozwolity na otrzymanie zwigzkéw o silniejszej od
zwigzku wyjsciowego KA-11 aktywnosci przeciwdrgawkowej i antynocyceptywnej. Co istotne,
aktywno$¢ ta byla réwniez utrzymana w zwierzecym modelu padaczki lekoopornej
(test 6 Hz, 44 mA). Jednak nawet gdyby efekt zastosowanych modyfikacji byt inny (tj. stabszy), to juz
sam proces dochodzenia do wynikéw, sposéb planowania kolejnych etapéw badan i formutowanie
wtasciwych wnioskéw $wiadczg o dojrzatosci naukowej Doktoranta i dajg niepodwazalng podstawe
do nadania Mu stopnia doktora nauk farmaceutycznych. W zwigzku z tym przedktadam Wysokiej
Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne UJ wniosek o dopuszczenie mgra farm. Michata Abrama
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie majac na uwadze bardzo wysoki poziom
naukowy przedstawionych badan, doniosto$¢ zaprezentowanych wynikéw, mozliwos¢ ich
praktycznego wykorzystania oraz ich publikacje w prestizowych czasopismach naukowych, z petnym
przekonaniem i nieukrywang satysfakcja sktadam do Wysokiej Rady wniosek o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej autorstwa mgra farm. Michata Abrama.
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