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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr farm. Jakuba Schabikowskiego

Magister Jakub Schabikowski swoja prace doktorska zatytutowang ,,Poszukiwanie
nowych ligandéw adenozynowych i inhibitoré6w MAO-B w grupie pochodnych ksantyn”
wykonat na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
pod opiekg prof. dr hab. Katarzyny Kieé-Kononowicz.

Tematyka badawcza podjeta w rozprawie dotyczy projektowania, syntezy i
sprawdzenia aktywnosci biologicznej pochodnych ksantyn. Pochodne ksantyn byly tak
konstruowane, aby znalez¢ zwiazki zdolne do oddziatywania na receptory adenozynowe oraz
posiadaty zdolno$¢ hamowania aktywnosci MAO-B.

Adenozyna jest naturalnym ligandem receptoréw adenozynowych. Wyrdzniono dwie
rodziny receptoréw purynowych: P1, ktérych naturalnym agonistg jest adenozyna (AR) oraz
P2, kt6re rozpoznaja gtéwnie ATP. Receptory adenozyny dzielone sg na cztery podtypy: Aj,
Az, Az i A3. Adenozyna charakteryzuje sie réznorodng aktywnoscig biologiczna. odgrywa
wazng rolg¢ w wielu procesach biochemicznych takich jak: transport energii — jako trifosforan
adenozyny (ATP) i difosforan adenozyny (ADP); przekazywanie informacji genetycznej —
jako skfadnik RNA; przekazywanie informacji w transdukcji sygnalu - jako wtdrny
przekaznik cAMP; neuroprzekaznik w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN); uczestniczy
w reakcjach metylacji jako S-adenozylometionina; reguluje Srednice naczyn jako metabolit
ATP - powoduje skurcz naczyn nerkowych i rozkurcz pozostatych fozysk naczyniowych. Jest
istotnym metabolitem w autoregulacji krgzenia moézgowego oraz przeptywu wrotnego przez
watrobg. Adenozyna dziata na wicle ukladéw i narzadéw tacznie z Naczyniowo - sercowym,
moczowo - plciowym, immunologicznym, oddechowym i nerwowym poprzez specyficzne
receptory blonowe. Stosowana jako lek w napadowym czestoskurczu nadkomorowym oraz
czgstoskurczu z waskimi zespotami QRS przy zachowanej miarowosci rytmu serca. Dziata
wigc rozszerzajgco na naczynia krwiono$ne. Adenozyna jako lek wykazuje wiele dziatan
niepozadanych, jak np. przejsciowy blok AV I, II czy III stopnia, przedwczesne pobudzenia

komorowe lub nadkomorowe, bradykardie zatokowa, tachykardie zatokows. Stad tez szeroko
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prowadzone badania nad poszukiwaniem zwigzkow selektywnie dzialajacych na podtypy
receptoréw adenozynowych.

Drugim celem molekularnym, na ktéry majg dziataé projektowane i syntezowane
przez Doktoranta zwiazki jest MAO-B. Monoaminooksydaza (oksydaza monoaminowa,
MAQ) jest enzymem cytozolowym wystepujagcym w wielu tkankach. Wyréznia sie dwie
izofomy: MAO-A - zlokalizowana w tkance nerwowej, gdzie odpowiada za deaminacje
serotoniny, adrenaliny i noradrenaliny oraz dopaminy i tyraminy oraz MAO-B wykazujaca
powinowactwo do fenyloetyloaminy i benzyloaminy oraz dopaminy i serotoniny. Zaburzenia
dziatania tego enzymu prowadza do choréb afektywnych oraz zaburzer cisnienia tetniczego.
Inhibitory MAO wykorzystuje sie jako leki przeciwdepresyjne, stosowane gtéwnie w leczeniu
atypowej depresji. Niektdre sg wskazane przy chorobie Parkinsona. Zwigzki te znajdujg
réwniez zastosowanie w leczeniu takich schorzeni Jak niedocisnienie tetnicze, kiedy obserwuje
si¢ obnizone stgzenie neuroprzekaznikéw. Inhibitory MAO-B hamujg wychwyt zwrotny amin
katecholowych w zakoficzeniach nerwowych, przez co wzrasta stezenie dopaminy w OUN.
Inhibitory MAO-B bedace lekami to selegilina (Segan, Selgres) stosowana w monoterapii lub
w skojarzeniu z lewodopa i karbidopg w chorobie Parkinsona oraz rasagilina, ktora jest
stosowana w monoterapii lub w terapii skojarzonej z lewodopa w chorobie Parkinsona. Juz
sam wybor celéw molekularnych (target) bezsprzecznie wskazuja na aktualno$é kierunku
badawczego podjetego przez Doktoranta.

Praca posiada wielopoziomowsa strukturg dostosowang do osiggniecia nadrzednego
celu badaf realizowanych w grupie badawczej profesor Katarzyny Kieé-Kononowicz.
Opracowanie metody syntezy pochodnych ksantyn oraz zbadanie ich wlasciwosci wymagato
realizacji badan wielopoziomowych obejmujacych projektowanie struktur, ich syntezg i w
koricu badania in vitro i in vivo. Cel gtdwny pracy, czyli badania nad wielokierunkowa
aktywnodcig pochodnych ksantyn oraz préba analizy SAR w celu znalezienia elementéw
strukturalnych otrzymanych zwiazkéw pod katem wskazania farmakoforéw decydujacych o
oddziatywaniu z receptorami adenozynowymi i hamowaniu MAO-B, mogt by¢ osiggniety
poprzez realizacje wielu celéw szczegétowych obejmujacych: 1) projektowanie struktur
zwigzkéw w oparciu o struktury wiodgce otrzymane w ramach wczesniejszych badan
prowadzonych w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Collegium
Medicum UI; 2) otrzymanie nowych zwigzkow bedacych modyfikacja struktur wiodacych z
wykorzystaniem réznych metod syntezy chemicznej; 3) potwierdzenie tozsamodci

otrzymanych zwigzkéw; 4) zbadanie powinowactwa otrzymanych zwigzkéw do receptoréw




adenozynowych; 5) zbadanie aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych zwiazkéw wzgledem
MAO-B; 6) analiza struktura-aktywnos¢.

Recenzowana praca liczy 206 stron oraz nienumerowany dodatek z trzema
publikacjami, w ktérych opisane sg wyniki stanowiace znaczacy czgs¢ pracy badawczej.
Uktad pracy jest klasyczny i obejmuje streszczenie, wykaz skr6téw, wprowadzenie, ktére jest
czgscig literaturows, cel i zakres pracy, wyniki i dyskusje, czgs¢ eksperymentalng, literature
cytowang, wykaz publikacji Doktoranta oraz spis tabel, rysunkéw i schematéw.

Rozdzial pierwszy ,,Streszczenie” przedstawia w  zwigzly sposéb  zakres
zrealizowanych prac badawczych. W rozdziale drugim, Doktorantowi nie udato si¢ uniknaé
bledéw edytorskich, cze$é nazw zostata wpisana duzymi literami, brakuje réwniez
wyjasnienia skrétu CCPA. Rozdziat »wWprowadzenie” to krotki przeglad literaturowy, w
ktérym Doktorant omawia receptory sprzezone z biatkiem G, w tym receptory adenozynowe,
monocamimooksydazy, w tym role MAO w chorobach neurodegeneracyjnych i stosowane
inhibitory MAO. Ostatni podrozdziat dotyczy ligandéw wielofunkcyjnych w chorobach
neurodegeneracyjnych. Rozdziat ten jest kréiki, liczy 20 stron i zawiera 201 odnos$nikéw
literaturowych. Pomimo duzego zréznicowania tematéw poszczegdlnych fragmentow
przegladu literaturowego oraz bardzo zwigziego opisu, utrzymane jest podporzadkowanie
wszystkich cze¢sci sktadowych nadrzednemu celowi pracy. Generalnie, pozwala wicc to na
wystawienie pozytywnej oceny tej czesci rozprawy. Tu réwniez sg drobne bledy edytorskie.
Przyktadowo: sposéb zapisywania nazw ATP, ADP (strona 17) czy GTP (strona 14),

Jeden z fragmentéw tej czesci pracy »Receptory GPCR biorg udziat w metabolizmie
substancji czynnych zawartych w okolo 34% lekéw dostgpnych na rynku ... odgrywajac
istotng rol¢ w metabolizmie ksenobiotykéw” zostat przedstawiony bardzo og6lnikowo. Prosze
0 doktadniejsze przedstawienie kwestii udziatu GPCR w metabolizmie lekéw, wskazanie
przykiadowych lekéw dziatajacych na GPCR oraz oméwienie przemiany genéw cytochromu
P450 pod dziataniem GCPR w trakcie pubiicznej obrony.

Drugi rozdziat gtéwny to ,,Cel i zalozenia pracy”, rozdziat ten napisany jest w sposéb
klarowny. Na pochwate zastuguje przedstawienie wynikéw wczedniejszych prac
prowadzonych w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJCM nad
poszukiwaniem ksantyn zdolnych do oddzialywania z receptorami adenozynowymi oraz
wstepnych wynikéw badaf nad ich aktywnogcia inhibitorowg wzgledem MAO-B. W sposéb
bardzo klarowny przedstawione zostaly cztery grupy zwigzkéw, ktére Doktorant planowat

Otrzymac oraz uproszczony schemat ich syntezy,




Kolejny rozdziat to ,Wyniki i dyskusja” liczgcy 54 strony. Pierwszy etap pracy
badawczej dotyczyt syntezy pochodnych ksantyn, ktére Doktorant podzielil na pigé grup.
Grupe I stanowity pochodne 1,3-dimetyloksantyny z dobudowanym pierscieniem piperazyny
W pozycji 7 i 8. Grupe II stanowily pochodne 1,3-dibutyloksantyny zawierajace reszty
amidowe w strukturze. Grupa III zostata podzielona na podgrupy A-E i stanowita pochodne
ksantyn z podstawnikami: imidazolowym i benzodiazepinowym. Grupa IV wywodzita si¢ z
teobrominy  poddanej medyfikaciji Za  pomocg  tryptaminy oraz 3,4-
dimetoksyfenyloetyloaminy, Grupg V stanowily pochodne ksantyny wywodzgce sie z 5,6-
diaminouracyli i kwasu 4-(p-nitro-fenoksysulfonylo)benzoesowego poddane finalnej
cyklizacji pod dziataniem polifosforanu trimetylosililu (PPSE). Uzyskane zwigzki zostaty
zestawione w tabelach 5-10. Ogrom prac eksperymentalnych bez watpienia zastuguje na
wyr6znienie. To czego mi zabraklo we wszystkich tabelach to catkowita wydajnosé, z jakg
otrzymane zostaly zwigzki.

Kolejna czgéé tego rozdziatu przedstawia wyniki powinowactwa otrzymanych przez
Doktoranta zwigzkéw do receptordw adenozynowych Aj, Aza, Ass i A3 oraz badad nad ich
aktywnogcig inhibitorowa wzgledem MAO-B. Dodatkowo, w rozdziale tym Doktorant
podejmuje préby ustalenia zaleznosci struktura-aktywnosé. Réwniez w tym rozdziale
widoczny jest ogrom wykonanych prac badawczych. W moim odczuciu duzo tatwiejsza
byfaby analiza uzyskanych wynikéw powinowactwa do receptoréw adenozynowych jak i
hamowania MAO-B, gdyby uzyskane dane przedstawione byly w formie wykres6w. Prosze o
wyjasnienie w trakcie obrony, dlaczego dla zwigzkéw z grupy III (tabela 13) podane sa
podwdjne dane (np. dla zwiazku JS16003: 0,396 20,134 i 56 %6 at 1 uM). Analize
uzyskanych wynikéw utatwitoby graficzne przedstawienie zaleznosci struktury od aktywnosci
wzgledem receptoréw adenozynowych Aj, Asa, Asp i Az oraz zdolnodci hamowania MAO-B.

Ostatnig czgscig prac eksperymentalnych byty badania in vivo, oznaczanie aktywnosci
przeciw parkinsonowej w tedcie katalepsji.

Najwiekszym osiggnieciem Doktoranta, byto wyselekcjonowanie z puli 165
zsyntezowanych zwigzkéw, z czego 135 zwiazkéw nalezalo do grupy ligandéw
wielofunkeyjnych, zwigzku JS16029, ktéry charakteryzowal si¢ podwéjnym profilem
aktywnosci wzgledem Aza AR (K = 71,1 nM) oraz MAO-B (ICsp = 4,496 uM). Zwigzek
JS19215 charakteryzowat sie wysoka aktywnoscig wobec MAO-B, choé jego powinowactwo
wzgledem AR bylo niskie. Z kolei zwiazek JS16003 posiadal wysokie powinowactwo (Ki na
poziomie nM) wzgledem receptoréw Aga i A,. Wszystkie trzy wyselekcjonowane zwigzki

moga by¢ strukturami wiodacymi w dalszych badaniach. W grupie zwiazkéw
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ukierunkowanych na dziatanie na receptor Asg otrzymane pochodne charakteryzowaty sie
bardzo wysoka selektywnodcia. Najaktywniejszy byt zwigzek JH-15100, dla ktérego Ki =
0,18 nM i co najwazniejsze charakteryzowat sie ponad 1000-krotna selektywnoscia w
poréwnaniu do innych receptoréw adenozynowych.

Podsumowanie badan wiasnych przygotowane zostalo klarownie i nie budzi
zastrzezen. Zamieszezenie w tekscie rysunkéw znaczaco utatwia $ledzenie przedstawionych
danych oraz czytanie pracy, w ktérej zostato opisanych az 165 nowych zwigzkéw.

Najobszerniejszym rozdziatem jest ,,Cze$é eksperymentalna® (82 strony). Rozdziat ten
napisany jest poprawnie. Procedury i protokoly przedstawione zostaly w  sposéb
umozliwiajacy ich odtworzenie. Poprawnie przedstawiona jest réwniez charakterystyka
otrzymanych zwigzkéw. Jedynie, do czego mam zastrzezenia, to 100% czystosé zwigzkdw.
Przy obecnym rozwoju technik analitycznych, chyba nie mozna powiedzieé, ze zwigzek ma
czystos¢ 100%. W kilku miejscach wkradt sic zargon, np. pH zasadowe, odczyn jest
zasadowy, za$ pH wynosi umownie od 7 do 14, piec mikrofalowy, chyba raczej reaktor
mikrofalowy. Zbiér cytowanych odnosnikéw literaturowych obejmuje 228 pozycji.

Podsumowujge, wysoko oceniam wybdr ambitnego tematu badan, w pelni zgodnego
ze wspdiczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak i potencjale
aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanice zréznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, oraz trudny i interdyscyplinarny ~charakter wykonanych prac
eksperymentalnych. Na szczegdlne uznanie zastuguje biegtos¢ wykorzystywania
r6znorodnych metod syntetycznych, ktére Doktorant potrafit zaimplementowac¢ w badaniach.
Umiejetnodei te wystawiajg najlepsze $wiadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzatosci
naukowej Doktoranta. Na dorobek publikacyjny mgr Jakuba Schabikowskiego sktada sic
dziewig¢ publikacji (pozycja 1 na stronie 202, jest publikacjg, w ktérej Doktorant nie jest
wspétautorem). Niestety, w rozprawie doktorskiej brakuje informacji o udziale Doktoranta w
konferencjach naukowych.

Pozytywnie oceniam rozprawe doktorska mgr Jakuba Schabikowskiego. Wyniki
badan sg wartociowe i wnoszg znaczacy wktad w rozwdj nauki. Uwazam, 7e przedstawiona
rozprawa spetnia wymagania stawiane zwyczajowo pracom doktorskim oraz obowigzujace
wymagania ustawowe. W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie mgr Jakuba

Schabikowskiego do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. inz. Beata Kolesinska



