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Ocena pracy doktorskiej mgr Annamarii Lubelskiej pt. "Ocena parametréow ADMET
wybranych ligandéw receptoréw serotoninowych z grupy pochodnych hydantoiny i 1,3,5-
triazyny”

Na przestrzeni dziesigcioleci wlasciwosci zwiazkoéw zwigzane z absorpcja, dystrybucja,
metabolizmem, wydalaniem i toksycznoscia (ADMET) staly sie jednym z najwazniejszych
zagadnien w ocenie oddziatywania lekow na ludzki organizm. Pod koniec lat 90-tych XX wieku
wykazano, ze staba farmakokinetyka i toksyczno$¢ zwigzkow wiodacych jest jedng z gtéwnych
przyczyn kosztownych niepowodzen przemyshi farmaceutycznego na ostatnich etapach
wprowadzania leku na rynek. Stato si¢ nowym paradygmatem, ze badania te powinny by¢ brane
pod uwage na jak najwczesniejszym etapie odkrywania lekéw. Ponadto, koniecznosé
wycofania kilkunastu preparatéw z rynku z powodu stabych parametréw ADMET zwigkszylo
presje¢ na regulacje prawne i przemyst farmaceutyczny, aby poprawié testy bezpieczenstwa
‘przedklinicznego potencjalnych lekéw. Mozna tu nadmienic, takie preparaty jak : Rosiglitazone
(Avandia) - lek na cukrzyceg, wycofany z rynku ze wzgledu na zwigzek ze zwigkszonym
ryzykiem sercowo-naczyniowym, Lapatinib (Tykerb) — wycofany lek na raka piersi, gdyz
obserwujemy powazne wysypki skérne oraz wysokie ryzyko zakazenia i uszkodzenia plodu.
Exenatide (Byetta)- lek na cukrzycg zostal wycofany z rynku ze wzgledu na jego stabe
wlasciwosci farmakokinetyczne i potencjalny niekorzystny wplyw na ukfad sercowo-
naczyniowy. Ponadto, Sibutramine (Meridia) - lek na odchudzanie zostal wycofany z rynku ze
wzgledu na jego wlasciwosci ADMET, ktére prowadzity do zwigkszonego ryzyka powaznych
probleméw kardiologicznych. Badania ADMET maja wiec kluczowe znaczenie dla akceptacji
leku, co potwierdza obserwowane w ostatnich latach ograniczenie liczby odrzuconych
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wezesnych etapdw poszukiwania kandydatow na nowe chemioterapeutyki. Zanim badania
ADMET zostaty w latach 90-tych XX wieku formalnie wprowadzone do procesu optymalizacji
przedklinicznej, okolo 40% zwigzkéw wiodacych odpadato z powodu niepozadanej
farmakokinetyki u ludzi. W chwili obecnej liczba odrzuconych zwigzkéw na koficowym etapie
badan spadta do okoto 10%. Gdy badania ADMET in vitro stajg sie coraz bardziej pracochtonne
iczasochtonne, tanisze techniki ir sifico sg rutynowo stosowane w ich zastepstwie. Wyniki tych
badan dajg empiryczng podstawe do uszeregowania zwigzkéw planowanych do syntezy
organicznej i otrzymania zwigzku wiodacego w mniejszej liczbie iteracji syntetycznych.
Jednocze$nie nalezy pamietaé, ze w ostatnich latach chemia kombinatoryczna i
wysokowydajne badania przesiewowe dostarczajg nam wzrastajgcej liczby potencjalnych
kandydatéw na leki i badania ADMET stajg si¢ pierwszym testem eliminujgcym zwigzki
nieprzydatne do dalszych badan.

Coraz czgsciej badania ADMET w przemysle farmaceutycznym sa przeprowadzane
poprzez szeregi zautomatyzowanych testow in vitro przy zastosowaniu robotyki i
miniaturyzacji. Ponadto wykorzystuje si¢ modele in silico przetestowane na zbiorach zwigzkow
z wykorzystaniem algorytméw sztucznej inteligencji. Dobre modele predykcyjne parametréw
ADMET zaleza w znacznym stopniu od wyboru odpowiedniego podejscia matematycznego,
odpowiednich deskryptoréw molekularnych i wystarczajaco duzego zestawu danych
‘eksperymentalnych dla walidacji modelu predykacyjnego. Stale poglebia si¢ zrozumienie, ktére
z dostepnych deskryptoréw i narzedzi bioinformatycznych sg najbardziej odpowiednie dla tego
typu badan, chociaz czgsto wydaje sie, ze istnieja rozne opcje obliczeniowe o podobnej mocy
predykcyjnej. Wedlug niedawno opublikowanego raportu na temat technologii in silico, do
2030 roku ok. 25% wydatkéw na badania i rozwdj farmaceutyczny bedzie przeznaczonych na
symulacje komputerowe i modelowanie, a odsetek ten ma wzrosng¢ do 30% do 2050 roku.
Wydaje si¢ jasne, ze jako cato$¢, krajobraz badan i rozwoju przemystu farmaceutycznego
bedzie si¢ dalej zmienial, a metody ADMET bedzie czescia tej zmiany. W ciagu kolejnych 10
lat stopien automatyzacji w tradycyjnych dziatach badajgcych metabolizm lekéw bedzie nadal
wzrastal, a w pelni zautomatyzowane testy in vitro o $redniej i duzej przepustowosci bedg
wykorzystywane obok modelowania in silico i metaanaliz baz danych.

W $wietle przytoczonych faktow wybor tematu pracy doktorskiej mgr Annamarii
Lubelskiej pt. "Ocena parametrow ADMET wybranych ligandéw receptoréw serotoninowych
z grupy pochodnych hydantoiny i 1,3,5-triazyny” jest istotny, aktualny i interesujgcy, o duzych
‘Walorach praktycznych. Tematyka doktoratu obejmuje istotny terapeutycznie temat
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gtéwnym neuroprzekaznikiem wywotujacym szereg istotnych efektéw biologicznych poprzez
interakcje z siedmioma populacjami receptoréw 5-HT, od 5-HT; do 5-HT7. Prace nad
receptorami 5-HT doprowadzily do wprowadzenia szeregu lekow, za$ kolejne zwiazki sg w
badaniach klinicznych. Szczegdlnie istotne z terapeutycznego punktu widzenia sg ligandy
receptorow 5-HTg¢ 1 5-HT7. Receptory te sa zaangazowane w szereg proceséw
chorobotwérczych w tym: schizofrenie, zaburzenia konwulsyjne, zakldcenia pamigci,
ograniczenie funkcji poznawczych, bledne przetwarzanie sensoryczne, zaktdcenie rytmu
okotodobowego i niefunkcjonalnosé uktadu sercowo-naczyniowego. Przedmiotem niniejszego
doktoratu bylo wstgpne wyznaczenie najwazniejszych parametréw ADMET dla dziesigciu
nowych ligandéw 5-HTjs oraz siedmiu ligandéw 5-HT7 w grupie zwigzkéw 1,3,5-triazyny oraz
pochodnych hydantoiny z wykorzystaniem zaréwno metod in vitro jak i metod in silico.
Kryterium wyboru zwiazkéw do testéw bylo ich powinowactwo i selektywno$é do gléwnego
celu bialkowego, stwierdzone uprzednio w testach radioreceptorowych i funkcjonalnych.

Uktad przedstawionej do recenzji pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, z
podzialem na rozdzialy: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych
skrotéw, wprowadzenie, cel i zakres pracy, wyniki badan wtasnych, dyskusja, podsumowanie,
czes¢ eksperymentalna, literatura oraz aneks. Rozprawa doktorska mgr Annamarii Lubelskiej
liczy 194 stron tekstu, w ktérych zawartych jest 58 rysunkow i 19 tabel. Tabele i rysunki
umieszczono w tekscie, co znacznie utatwia korzystanie z nich w czasie czytania. Doktorantka
postuguje si¢ precyzyjnym, zrozumialym jezykiem naukowym, naturalnie poruszajac sie w
terminologii omawianych zagadnien. Zwraca uwage niezwykle wielka staranno$¢ graficzna i
edytorska pracy, lektura dysertacji jest ogromng przyjemnoscig. PiSmiennictwo liczy 137
pozycji i jest wlasciwie dobrane i cytowane.

We wstepie pracy Doktorantka przedstawia informacje szeroko naswietlajgce zakres
tematyczny podjetych badan. W rozdziatach tych Autorka szeroko i doktadnie omawia budowe
receptorow 5-HTs i 5-HT7 oraz ich ligandéw. Zdaniem Recenzentki, rozdzial 6 wstepu
obejmujacy tylko 1 strong tekstu pt. ,,Skrining ADMET w badaniach nad lekiem”, powinien
by¢ szerzej rozbudowany. W czgéci obejmujacej wyniki badan wilasnych Doktorantka
wspomina np. o regutach Lipinskiego, Ghose, Vebera, Egana i Muegge, ktérych znaczenie i
ograniczenia powinne by¢ oméwione we wprowadzeniu do badan,

W pierwszej czgsci badan wlasnych Doktorantka omawia wyniki skriningu ADMET dla
serii dziesigciu analogéw 1,3,5-triazyny o wysokim powinowactwie do receptorow 5-HTs
(Ki<127 nM). Substancje wplywajace na funkcje receptora 5-HTs wykazujg wilasciwosci

prokognitywne i moga znalezé zastosowanie w leczeniu zaburzefi poznawczych



towarzyszacych chorobom neurodegeneracyjnym, w tym chorobie Alzheimera i Parkinsona.
Zaplanowane badania obejmowaty symulacje parametréw ADMET in silico, z wykorzystaniem
trzech programéw bioinformatycznych: pkCSM Pharmacokinetics, SwissADME i MetaSite. Z
kolei zastosowane metody in vitro obejmowaly nastepujace zagadnienia: badanie
przenikalnodci zwigzkow przez blony biologiczne, badanie ich powinowactwa do glikoproteiny
P (Pgp), wyznaczanie stopnia wigzania zwigzkéw z biatkami osocza, badanie ich stabilnosci
metabolicznej, ocene interakcji lek-lek zwigzang z dzialaniem zwigzkéw na aktywnosé
wybranych izoform cytochromu P450. Ponadto, zbadano zwiazki pod katem ich
cytotoksycznosci, hepatotoksycznosci, oraz mutagennosci. Otrzymane wyniki potwierdzaja
wlasciwosci lekopodobne pochodnych triazynowych, dajac duze nadzieje na znalezienie leku
w tej klasie zwigzkéw chemicznych. Badane zwiazki wykazaly znakomita przepuszczalnosé
przez blony biologiczne, dobra dystrybucje, wyzszg niz zwigzek referencyjny -.warfaryna.
Wszystkie osiggnely niski klirens (z wyjatkiem pochodnej tioeterowej), dobre tio oraz
wykazaly niskie ryzyko interakcji lek-lek. Badana grupa zwigzkéw cechowata si¢ dobrym
profilem bezpieczenstwa, zaden ze zwigzkéw nie byl obarczony ryzykiem dziatania
cytotoksycznego ani mutagennego. Doktorantka podsumowujac wyniki otrzymane z badan
ADMET oraz skriningu farmakologicznego in vitro oraz in vivo wskazata dwie struktury -
MST-4 i TR-12 o najbardziej korzystnych parametrach lekopodobienstwa idacych w parze z
pozadanym profilem farmakologicznym. Wskazane zwigzki powinny zosta¢ skierowane do
dalszych badan.

W przypadku siedmiu pochodnych hydantoiny, bedacych ligandami receptora 5-HT>
badania ADMET w przypadku metod in silico byly identyczne jak dla ligandéw receptora 5-
HTs, natomiast badania in vitro nie objely badan do oceny powinowactwa do glikoproteiny P
oraz wyznaczenia stopnia wigzania zwiagzkOw z biatkami osocza. Ostatnie doniesienia naukowe
‘wskazuj 3, ze zaktdcenia sygnalizacji 5S-HT7r w mozgu, jelitach i komérkach odpornosciowych
uczestniczg w etiologii niektorych choréb psychiatrycznych indukowanych poprzez uktad
odpornosciowy i stan zapalny moézgu oraz jelit. Ponadto, wyniki badan przedklinicznych
$wiadczg o zwigzku receptora 5-HT7r z uktadem limbicznym mézgu i zaangazowaniem tego
receptora w indukcje snu, procesy termoregulacji oraz procesy uczenia si¢. Badane w pracy
doktorskiej pochodne hydantoiny wykazaly si¢ dobrymi wilasciwosciami lekopodobienstwa
oraz bardzo dobrym profilem bezpieczefistwa. Zwigzki wykazaly dobre parametry
przepuszczalnosci przez blony biologiczne (z wyjatkiem zwiazku KKB-15) oraz
satysfakcjonujace klirensy wewnetrzne. Nie niosg one za sobg wystapienia wysokiego ryzyka
interakcji lek-lek. Zadna z pochodnych nie wykazata dziatania mutagennego. Jednak zwigzki



KKB-15 oraz KKB-41 we wstgpnych badaniach poziomu ATP w komorkach HepG2 wykazaty
ryzyko hepatotoksycznosci. Doktorantka wskazuje na zwiazek MF-8, a drugiej kolejnosci na
zwigzek KKB-16 jako potencjalne kierunki dalszych badan farmakologicznych w tej klasie
struktur chemicznych. Nalezy wspomnieé, ze hydantoinowa pochodna MF-8 jest owocem
wieloletnim prac syntetyczno-badawczych w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw
Leczniczych UJ CM kierowanym przez prof. Jadwige Handzlik. Zwigzek MF-8 cechuje
wysoka aktywnos¢ i selektywnos$¢ do receptora 5-HT-.

Przeprowadzone badania sa doskonale zaplanowane, przemyslane, wykonane i
precyzyjnie opisane w recenzowanej dysertacji, co potwierdza, iz Doktorantka pracowata w
zespole badawczym kierowanym przez wybitng naukowczynie - Profesor Jadwige Handzlik.

Reasumujac, eksperymenty zawarte w rozprawie doktorskiej prowadzone w oparciu o
gleboka wiedzg, intuicj¢ i zdolnosci organizacyjne Doktorantki mgr Annamarii Lubelskiej i Jej
opiekunow naukowych, prof. Jadwigi Handzlik i dr hab. Gniewomira Latacza.

Z wielkg przyjemnoscia Recenzentka zapoznala si¢ z rozdziatem Dyskusja, w ktérym
Doktorantka przeprowadzita szczegélows analize uzyskanych wynikéw oraz posrednio
dokonala konfrontacji badan wilasnych z osiagnigciami innych zespotéw badawczych. Praca
doktorska mgr Annamarii Lubelskiej zdaniem recenzentki ma charakter nowatorski i wnosi
istotny wklad w tematyke poszukiwania nowych ligand6w receptoréw serotoninowych typu 5-
HTsi 5-HT3.

Mozna uzna¢, ze cho¢ podjete przez Doktorantke badania majg charakter podstawowy
to mogg mie¢ one konsekwencje aplikacyjne, czego potwierdzeniem jest, ze badania
przedstawione w recenzowanej rozprawie doktorskiej zostaty sfinansowane ze Srodkow:
Grantu Narodowego Centrum Nauki PRELUDIUM oraz dwdch dotacji celowych na
utrzymanie i rozwdj potencjatu badawczego dla mtodych naukowcoéw i uczestnikow studiow
doktoranckich ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Nalezy réwniez
podkresli¢ fantastyczny dorobek naukowy mgr Annamarii Lubelskiej. Jest Ona autorem, lub
wspbtautorem 29 znaczacych prac naukowych o wysokich wspétczynnikach oddziatywania IF
(faczny IF=111,8). Wyniki swoich badan Doktorantka prezentowala zaréwno w formie
prezentacji ustnych, jak i posteréw na licznych konferencjach naukowych w kraju i zagranica
(20 komunikatow zjazdowych).

Przedstawiony w pracy doktorskiej material badawczy sktania Recenzentke do zadania
nastgpujgcych pytan:
1. Dlaczego wstepna ocene cytotoksyczno$ci w przypadku analogéw 1,3,5-triazyny

ograniczono tylko do 6 zwigzkéw, za§ w przypadku wstepnej oceny hepatoksycznosci



jedynie do 4 zwiazkéw? (Autorka na str. 98 podaje, ze badania cytotoksycznosci
ograniczono do 5 zwigzkow, ale wykres 4 na tej samej stronie przedstawia wyniki dla 6
zwigzkéw.) Jakie kryteria wyboru zostaly zastosowane przy wyborze zwigzkéw do tych
badan?

2. Liczba wykonanych testow ADMET dla pochodnych 1,3,5-triazyny i pochodnych
hydantoiny byta rézna. W przypadku pochodnych hydantoiny nie objety one badan do oceny
powinowactwa do glikoproteiny P oraz wyznaczenia stopnia wigzania zwigzkow z bialkami
osocza. Prowadzi to do podstawowego pytania w zakresie procedur badawczych ADMET.
Jakie testy ADMET i w jakiej kolejnodci (istotnosci), zdaniem Doktorantki, powinny by¢
dokonane, aby zoptymalizowaé¢ 1 skrocié proces selekcji ligandéw receptordw
serotoninowych do dalszych badan prowadzacych do wyznaczenia kandydatéw na nowe
leki?

Reasumujgc przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Annamaria Lubelskiej pt.
»Ocena parametréw ADMET wybranych ligandéw receptoréw serotoninowych z grupy
pochodnych hydantoiny i 1,3,5-triazyny” cechuje si¢ istotnymi walorami, do ktérych zalicza
si¢ adekwatng do postawionych zadan metodyke, aktualnos¢ i wartosé praktyczna uzyskanych
wynikow oraz warto$ciowa dyskusj¢ dowodzaca wiedzy i1 opanowania tematu przez
Doktorantke. Lektura dysertacji sprawila Recenzentce ogromng przyjemnosé. Rozprawg
doktorskg oceniam bardzo wysoko, uwazam za niezwykle interesujgca oraz nowatorska.
Stanowi ona samodzielny dorobek naukowy, jest na najwyzszym naukowym poziomie i w peini
spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okre$lone w Art. 13 ust. 1 z dn. 14 marca
2003r. o stopniach i tytule naukowym. Ze wzgledu na te walory, pragng rekomendowa¢ Radzie
Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne UJ rozprawe doktorska mgr Annamaria Lubelskiej do

wyrdznienia.
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