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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Annamarii Lubelskiej

p-t.” Ocena parametréw ADMET wybranych ligandéw receptoréw serotoninowych z grupy

pochodnych hydantoiny i 1,3,5-triazyny”

przygotowanej w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych
pod kierunkiem:
Promotor — prof. dr hab. inz. Jadwigi Handzlik
Promotora pomocniczego - dr hab. Gniewomira Latacza

Ocena rozprawy doktorskiej zostala przygotowana w zwigzku z pismem z dnia
31 maja 2023r. odno$nie powierzenia mi przez Radg¢ Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
Uniwersytetu Jagielloiiskiego w Krakowie funkcji recenzenta w przewodzie doktorskim

mgr Annamarii Lubelskiej wszczetym w dniu 24 kwietnia 2017r.

Oceniana rozprawa doktorska przedstawia bardzo warto$ciowe wyniki badai realizowane
w  interdyscyplinarnych zespolach badawczych w ramach projektéw finansowanych ze zrodet
zewnetrznych. Jest to kontynuacja badan prowadzonych w Katedrze Technologii i Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych obejmujacych projektowanie oraz synteze nowych zwigzkéw chemicznych

dziatajgcych na receptory 5-HTR.

Struktura rozprawy doktorskiej

Dysertacja mgr Annamarii Lubelskiej obejmuje 194 strony maszynopisu zawierajacego 58
rysunkéw, 12 wykreséw, 19 tabel oraz 137 pozycji literaturowych. Ukdad pracy ma forme klasycznej
rozprawy i jest typowy dla tego typu opracowan. Rozpoczyna sie streszczeniem w Jjezyku polskim
i angielskim, wykazem skrétow. Kolejne rozdzialy to wprowadzenie, cel i zakres pracy, opis badan
wiasnych, dyskusja, podsumowanie, cze$é doswiadczalna oraz aneks. Do pracy dolaczona jest lista
publikacji wspétautorstwa Doktorantki, udziat w projektach badawczych oraz aktywno$é Doktorantki
na konferencjach naukowych. Szkoda, 7e zamieszczone informacje nie zawierajg danych

bibliometrycznych.
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Czes¢ literaturowa obejmujaca 36 stron maszynopisu podzielona jest na 6 podrozdzialow
stanowigcych wprowadzenie do badan naukowych prowadzonych przez Doktorantkg. W pierwszym
podrozdziale Autorka skoncentrowata si¢ na charakterystyce serotoniny, jej roli w organizmie oraz
wplywie nieprawidlowosci neuroprzekaznictwa serotoninergicznego na choroby i dysfunkcje
psychoneurologiczne. Kolejne czgsci to opis receptora 5-HTg i 5-HT; jako celu terapeutycznego
w leczeniu schorzenn OUN. Po wyczerpujgcej charakterystyce wzbogaconej o rysunki biochemicznego
mechanizmu  funkcji omawianych receptoréw Doktorantka omawia stan wiedzy na temat
poszukiwania ligandéw receptora 5HTs i 5HT; oraz trudnosci z tym zwigzane. W tej czesci
mgr Annamaria Lubelska wyrysowata struktury badanych aktualnie ligandéw oraz scharakteryzowala
substancje znajdujace si¢ w fazie badar klinicznych. Dalej Doktorantka umiejetnie przeszta do badan
prowadzonych w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, ktére obejmuja
projektowanie, synteze oraz badanie mozliwosci terapeutycznych ligandéw z grupy pochodnych
triazyny i hydantoiny. Na koniec tego podrozdziatu Doktoranta opisuje znaczenie skriningu ADMET
W badaniach nad lekiem jako wprowadzenie do badari wlasnych. Catosé napisana jest przejrzyscie
i obejmuje zagadnienia $cisle odnoszace si¢ do tematu pracy. Mgr Annamaria Lubelska dokonata
szerokiej analizy obszaru badawczego z poprawnie dobrng i zacytowang literaturg (103 pozycje).

Calos¢ stanowi bardzo dobre wprowadzenie w podjeta tematyke badawczg.

Rozdziat drugi to cel i zakres pracy wynikajacy z potrzeby otrzymywania bezpiecznych
i efektywnych lekéw o korzystnej aktywnosci i profilu farmaceutycznym.

Kolejny rozdzial Wyniki badan wlasnych podzielony jest na dwa podrozdziaty: symulacja
paramentéw ADMET in silico oraz eksperymentalny skrining ADMET. Jest to obszerny opis
wynikéw z wykorzystaniem réznych modeli dla 1,3,5-triazynowych ligandow receptora 5-HTg oraz
hydantoinowych ligandow receptora 5-HT; a takze ocena parametréw ADMET i vitro w obu grupach

zwiazkow.

W rozdziale czwartym Dyskusja Doktorantka dokonuje analizy poréwnawczej profilu
ADMET triazynowych ligandéw receptora 5-HT¢R z hydantoinowymi ligandami receptora 5-HT,R.
W swietle tej analizy obie grupy zwigzkéw zostaly ocenione pod wzgledem parametréw

farmakokinetycznych, stabilnoéci metabolicznej oraz wynikéw bezpieczenstwa in vitro.

Rozdzial piaty to Podsumowanie osiggnigtych rezultatéw. W tej czeSci mgr Annamaria
Lubelska dokonuje zestawienia prowadzonych badan naukowych podajac Zrédta finasowania. Nalezy
podkresli¢, ze badania zostaly czgsciowo finansowane w ramach projektéow NCN oraz dziatalnosci

statutowej Pani Promotor.
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Kolejny rozdzial to Czesé eksperymentalna, w ktérej Doktorantka podaje nazwy
i pochodzenie badanych zwigzkéw oraz metodyke dotyczaca symulacji parametréw ADMET
1 badania stabilnosci metabolicznej metodg in silico. Szczegotowo charakteryzuje sposoby badania
parametrow ADMET in vitro opisujac procedury wykonania poszczegblnych testow, analizy danych.
Jest to obszerne 30 stronnicowe opracowanie wzbogacone licznymi rysunkami, wzorami oraz
zdjeciami. Caloé¢ $wiadczy o dobrym opanowaniu przez Doktorantke metodyki prowadzonych
w ramach doktoratu badaf naukowych. Na uwage zastuguje ilos¢ wykonanych testéw Swiadczacych

0 duzym zaangazowaniu Autorki w realizacje zaplanowanego celu pracy.

Ostatnim rozdzialem jest Literatura obejmujgca 137 aktualnych pozycji gltéwnie
anglojezycznych. Do pracy dotaczony jest Aneks zawierajgcy wyniki badan uzyskane przy uzyciu
MetaSite 6.0.1. oraz widma analizy fragmentacyjnej MS/MS.

Zaproponowany przez Autorke uklad dysertacji nie budzi zastrzezen a kolejno$é¢ rozdziatow
Jest logiczna konsekwencija realizowanego tematu badan. Z calym przekonaniem mozna stwierdzié,
ze rozprawa doktorska mgr Annamarii Lubelskiej prezentuje ogélng wiedzg¢ teoretyczng
w dyscyplinie nauki farmaceutyczne a Doktorantka posiada przygotowanie do prowadzenia

pracy naukowej.

Uzasadnienie wyboru tematu rozprawy doktorskiej

Temat niezwykle wazny i interesujacy bo podejmuje istotne zagadnienia dotyczace zdrowia
i jakosci zycia pacjentéw cierpigcych na choroby neurodegeneracyjne. Neuroprzekaznictwo
serotoninergiczne jest kluczowe w funkcjach kognitywnych. Wplywa na nastrgj, pamie¢, zachowanie,
cykl dobowy, apetyt, regulacje termiczng. Nieprawidiowosci neuroprzekaznictwa serotoninergicznego
s3 SciSle zwigzane z waznymi chorobami i dysfunkcjami psychoneurologicznymi. Uktad
serotoninergiczny reguluje wiele funkcji fizjologicznych organizmu, takich Jak krazenie krwi, praca
serca, stany emocjonalne, sen, pamigé, bol, pobieranie pokarmu oraz zachowania seksualne.
Serotonina jest rowniez zaangazowana w powstawanie proceséw patologicznych lezacych u podloza
choréb psychicznych, m.in.: leku, depresji, zaburzen laknienia i snu oraz schizofrenii. Receptory
serotoninowe charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem oraz licznymi powigzaniami z innymi
uktadami neuroprzekaznikowymi. Obecnie za bardzo obiecujacy cel badawczy uwaza sie receptor
5-HT,, poniewaz moze by¢ zaangazowany w etiologi¢ chordb psychicznych i dzialanie lekow
przeciwdepresyjnych. Poglad ten oparty Jest m.in. na zaobserwowanej duzej gestosci receptoréw
5-HT; w strukturach limbicznych osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), co moze Swiadczy¢é o ich
roli w procesach emocjonalnych. Z kolei, receptory 5-HTj zlokalizowane sg w o$rodkowym ukladzie
nerwowym i stanowia istotng cz¢$é uktadu receptoréw serotoninowych. Inhibicja receptoréw 5-HTj

prowadzi do zwigkszenia przekaZnictwa w ukladzie cholinergicznym i glutaminergicznym,
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a modulacja dzialania tych receptoréw moze mieé szczegolne znaczenie dla chorych cierpiacych na
réznego rodzaju otgpienia i demencje z wspotwystepujacymi tzw. objawami behawioralnymi
i psychologicznymi. Najbardziej zaawansowane badania dotyczg szeregu zwigzkow majacych
poprawi¢ funkcje poznawcze w chorobie Alzheimera oraz schizofrenii zaliczanych do choréb
cywilizacyjnych, ktére sa ogromnym wyzwaniem dla wspolczesnej medycyny. W tym kontekécie

wybdr tematu nalezy uznag za trafny i w pehni uzasadniony.

Problem badawczy i jego rozwigzanie

Odkrycie i badania nowego leku to koszt rzedu miliardéw dolaréw niegwarantujacy
powodzenia. Pomimo szeroko zakrojonych badan, jak dotad Zaden selektywny ligand receptora
5-HT4R i 5-HT; nie dotart na rynek farmaceutyczny. Gtéwnymi przyczynami tych niepowodzen sg
dzialania niepozadane oraz brak oczekiwanej odpowiedzi przez organizm, wbrew obiecujacej
aktywnosci w testach przedklinicznych. W ostatnich latach obserwujemy dynamiczny rozwéj narzedzi
obliczeniowych majacych ograniczyé koszty i zminimalizowaé ryzyko pominigcia w badaniach
przesiewowych (na réznych etapach odkrywania i rozwoju lekéw) odpowiednich kandydatéw na lek.
Podjeta przez Doktorantke tematyka badan doskonale wpisuje si¢ w nurt tych poszukiwan. Taki tez
byl cel pracy doktorskiej - wstepne oszacowanie narzedziami bioinformatycznymi
najwazniejszych parametréow ADMET dla dziesigciu ligandéw 5-HT¢R oraz siedmiu ligandow
5-HT:R, by nast¢pnie metodami in vitro przeprowadzi¢ ocen¢ ,,zdolnosci bycia lekiem” dla
wytypowanych siedemnastu zwigzkéw w grupie pochodnych hydantoiny i 1,3,5-triazyny. Cel ten
Doktoranta zrealizowata poprzez skrening ADMET obejmujacy 1) symulacje parametréw ADMET in
silico, z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych oraz 2) oceng parametréw ADMET in vitro.
Badania in vitro obejmowaly: badanie przenikalnosci przez blony biologiczne i stabilnosci
metabolicznej, oceng interakcji lek-lek zwigzana z dziataniem zwigzkow na aktywnos$¢ wybranych
izoform cytochromu P450 oraz wstepna oceng cytotoksycznosci, hepatotoksycznosci i mutagennosci.
Dla pochodnych 1,3,5-triazyny wykonano badanie powinowactwa do glikoproteiny P (Pgp) oraz
wyznaczono stopniefn wigzania zwigzkéw z bialkami osocza. Ocenie parametrow ADMET zostaly
poddane wysoce aktywne zwiazki reprezentujace dwie oddzielne kategorie ligandow receptorow
serotoninowych. Kryterium wyboru zwigzkéw do testéw byly ich powinowactwo i selektywnosé¢ do
glownego celu biatkowego (receptoréw 5-HT; lub 5-HT,) stwierdzone uprzednio w testach
radioreceptorowych i funkcjonalnych. Uwage zwraca imponujaca ilo§¢ wykonanych testéw
1 zaangazowanie Autorki w ich wykonanie.

Doktorantka dokonata analizy poréwnawczej profilu ADMET dziesigciu triazynowych
ligandéw  receptora  5-HT6R z  siedmioma hydantoinowymi  ligandami  receptora
5-HT7R. Przeprowadzone badania profilu ADMET in vitro wsparte wstepnymi badaniami in sifico
wykazaly, ze obie grupy polaczen cechuje zadowalajace bezpieczenstwo, a ryzyko dziatan

toksycznych pojawia si¢ przy stezeniach znacznie przewyzszajgcych wartosci statych powinowactwa
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receptorowego. Obie serie charakteryzuje rowniez satysfakcjonujacy profil ADME in vitro, kt6ry
bardziej korzystnie wypadt dla 1,3,5-triazynowych ligandéw receptora 5-HTs. Uzyskane wyniki
zostaly szczeg6lowo opisane i zilustrowane licznymi rysunkami, tabelami i wykresami. Na podstawie
uzyskanych danych Autorka wylonita struktury wiodace do dalszych modyfikacji oraz szerszego
skriningu biologicznego w poszukiwaniu innowacyjnego leku OUN.

W tej czesci zabrakto wnioskéw. Czy podczas obrony doktoratu Doktorantka mogtaby

sformutowa¢ 3-4 wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan?

Rozprawa doktorska mgr Annamarii Lubelskiej jest kompleksowym opracowaniem, ktorego
niewatpliwym osiggnigciem jest wykazanie, 7e wlasciwe przeprowadzenie, interpretacja
i wykorzystanie wynikéw testow ADME Jest Kkluczowym zagadnieniem w badaniach

i rozwoju leku i staje sig priorytetem w selekcji kandydatéw do badan klinicznych.

Praca napisana jest starannie i trudno w niej doszukaé si¢ wickszych bledéw natury
edycyjne;j.
Ponizej kilka drobnych uwag redakcyjnych, ktére nie maja wptywu na oglad pracy:
1. chlorobenzylo — brakuje informacji w jakiej pozycji znajduje si¢ chlor (strona 66)
2. ,,w ugrupowaniu 2-etoksyfenylowy w pozycji meta i para” — nalezaloby ujednolicié
nomenklature
3. Czes¢ eksperymentalna - badane zwigzki (strona 126-127) ,,ethoksyfenylo”, ,,3-chlorobenzyli”

literéwki oraz zbg¢dne spacje

Mimo drobnych pomylek edytorskich z pelnym przekonaniem mozna stwierdzié, ze
mgr Annamaria Lubelska posiada dobre przygotowanie merytoryczne do prowadzonych badan oraz
potrafi postugiwaé si¢ zaawansowanymi technikami badawczymi i ciggle doskonali swéj warsztat

badawczy.

Przy lekturze rozprawy doktorskiej mgr Annamarii Lubelskiej nasuwajg si¢ tez pewne uwagi

i pytania:

1. Wsréd pochodnych hydantoiny znajduje sig zwiazek z grupa cyjankowa (KKB-36). Czy
w swoich badaniach wzieta Pani uwage fakt, ze grupata ulega fawo hydrolizie?

2. Badane przez Panig Doktorantke zwigzki réznity si¢ jednak strukturalnie. Czy mogtaby
Pani wskaza¢ elementy struktury, ktére sa Pani zadaniem istotne z punktu widzenia
idealnych ligandéw dla badanych receptorow?

3. Piszac o wplywie dysfunkeji ukfadu serotoninowego wspomniata Pani o zaburzeniach
obsesyjno-kompulsywnych. Czy w tym temacie prowadzone s jakie$ badania? Jak
wyglada farmakoterapia tych zaburzen?
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W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska autorstwa mgr Annamarii Lubelskiej
prezentuje wysoki poziom merytoryczny i stanowi przyklad badai empirycznych opartych na
solidnych podstawach teoretycznych realizowanych z wykorzystaniem przejrzyscie opisanej
metodologii. Doktorantka wykazata si¢ odpowiednia wiedza z zakresu nauk farmaceutycznych
niezbedng do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz umiejetnoscia wykorzystania

nowoczesnych technik badawezych i tworczej analizy otrzymanych wynikéw.

Rozprawa doktorska mgr Annamarii Lubelskiej spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1
Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 roku poz. 1789 ze zm.) w zwiazku z art. 179 ust. 1 Ustawy z
dnia 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajace ustawg- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.

U. 22018 r. poz. 1669 ze zm.).

Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie o dopuszczenie rozprawy mgr Annamarii Lubelskiej do dalszych etapow

postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora w dyscyplinie nauk farmaceutycznych.

Lublin, 14.07.2023r.
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