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Receptory serotoninowe (5-HTRs) penig wiele rozmaitych funkcji w organizmie
czlowieka. Bodajze najwazniejsze procesy regulowane przez te receptory zachodza w o$rodkowym
ukiadzie nerwowym (OUN), stad s3 one czestym celem poszukiwand nowych lekéw o zastosowaniu
m. in. w terapii zaburzen neurologicznych i neurodegeneracyjnych. Istnieje 7 typéw tych
receptoréw, o znacznym stopnit homologii, co znacznie utrudnia poszukiwanie selektywnych
modulatoréw. Dodatkowo, zwiazki wiazace si¢ z 5-HTRs czesto wplywaja na funkcje innych
receptoréw monoamin, np. receptoréw dopaminowych, adrenergicznych, histaminowych, co
moze w konsekwencji powodowaé dziatania niepozadane w OUN. Niejednokrotnie, w strukturach
ligandéw 5-HTRs obecne sa farmakofory charakterystyczne dla blokeréw kanatu potasowego

hERG, co podnosi ryzyko wystepowania groznych zmian w czynnosciach elektrofizjologicznych
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serca. Z tego wzgledu, kluczowym aspektem w projektowaniu nowych lekéw modulujacych 5-
HTRs jest selektywnosé, ktéra warunkuje nie tylko pozadany efekt terapeutyczny ale i
bezpieczeristwo stosowania. To :fudne zagadnienie podejmuje w swojej dysertacji mgr Marta
Olszak-Plachta, ktéra za cel swoich badan stawia poszukiwanie nowych zwiazkdw o potencjalnym
dzialaniu na OUN, bedacych selektywnymi antagonistami 5-HTR.

Dysertacja sktada sie z 6 rozdzialow: Wprowadzenia, Celu i planu pracy, Omdwienia wynikéw
biologicznych, Czesci eksperymentalnej, Podsumowania i Bibliografii. W rozdziale Wprowadzenie
Doktorantka omawia role 5-HTsR w organizmie, zaznaczajac potencjalne wskazania terapeutyczne
dla jego ligandéw. Dalej, opisuje skrétowo mechanizmy neurochemiczne aktywnosci
modulatoréw 5-HTsR. W kolejnych fragmentach Wprowadzenia, Dyplomantka omawia ogdlny
model farmakoforowy oraz kolejno opisuje najwazniejsze grupy znanych antagonistéw tego
receptora, dzielac je na: sulfony i sulfonamidy bis-arylowe, indole, pochodne typu indolowego,
zwiazki niezawierajace grupy sulfonowej, pochodne pirydyny oraz 1,3,5-triazyny. Dalej,
Doktorantka omawia kanal potasowy hERG, skupiajac sie na jego roli w fizjologii serca, strukturze
oraz efektéw wywieranych przez leki. Pod wzgledem merytorycznym, tre$¢ Wprowadzenia nie
budzi zastrzezen i omawia zagadnienia najwazniejsze z punktu widzenia badan wtasnych
zawartych w pracy. By¢ moze, warto by w tym wlasnie rozdziale wymieni¢ elementy strukturalne
i parametry farmakochemiczne charakterystyczne dla zwigzkdw o dziataniu hamujacym na kanat
potasowy hERG.

Kolejny rozdzial dysertacji opisuje Cel pracy, jakim byla synteza nowych tri-podstawionych
pochodnych pirydyny wykazujacych selektywne dzialanie antagonistyczne na 5-HT¢R wzgledem
D:R, H;R oraz a;R. Za punkt wyjSciowy do projektowania nowych zwiagzkéw obrano pochodna
piperazyny 63, opatentowang przez Promotora dysertacji w roku 2010. Jest to wiec projektowanie
w oparciu o strukture znanego ligandu i znany model farmakoforowy, majace na celu . Wybor
czasteczki inicjujacej badania jest uzasadniony, poniewaz jak Doktorantka nadmienia we Wistepie
pracy, posiada ona wysokie powinowactwo do 5-HTsR. Zaplanowane modyfikacje dotyczyly trzech
podstawnikéw w pozycjach 2, 41 6 pirydyny, w oparciu o znany model farmakoforowy
antagonistéw 5-HTsR. W pracy zaplanowano zbadanie kardiotoksycznoéci niektérych
otrzymywanych zwigzkéw, co jest uzasadnione poniewaz pochodne arylopiperazyn podobne do
zaplanowanych czesto maja wlasciwosci hamujace kanat potasowy hERG. Dodatkowo, dla
wyselekcjonowanych zwiazkéw Zaproponowano weryfikacje in vitro przenikania przez membrany
biologiczne i bariere krew-mdzg, oraz inhibicji wybranych izoform cytochromu P450. Te z kolei

parametry sa niezwykle istotne przy kwalifikowaniu czasteczek do badar przedklinicznych in
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vivo. Biorac pod uwage ilo$¢é wspétczynnikéw optymalizowanych“ przez Doktorantke, mozemy
méwic o optymalizacji wieloparametrycznej. Swéj wklad w badania stanowiace przedmiot
dysertacji Dyplomantka okresla jako przeprowadzenie syntezy i analize uzyskanych wynikéw.,
Ogdlnie, cele pracy sa prawidlowo sformulowane, jednak w moim odczuciu brakuje szerszego
komentarza odnoénie pozadanego profilu receptorowego zoptymalizowanej czasteczki. Po
pierwsze, nie zostat Wytlumaczo‘;ly wybdr receptoréw wobec ktérych selektywnoéé badano.
Oczywiscie, wykonywanie szerokich paneli receptorowych jest kosztowne, jednak jak
Doktorantka wspomina w we Wstepie pracy, analogi zwigzku 63 maja réwniez dziatanie na 5-
HT2sR i 5-HT7. Czy selektywnosé wobec tych receptoréw nie byla by pozadana? Inne, wazne
pytanie dotyczy bardziej szczegbélowej definicji, jakiego rzedu selektywnosé byta by
satysfakcjonujgca aby stwierdzi¢ ze cel pracy zostat uzyskany lub aby zakwalifikowad zwiazki do
dalszych badan (przed)klinicznych.

Kolejng czg$¢ pracy stanowi Omodwienie wynikéw badan biologicznych 62 nowych tri-
podstawionych pochodnych pirydyny ktére otrzymata Dyplomantka. W pierwszej cze$é tego
obszernego rozdzialu Doktorantka opisuje zalezno$¢ aktywnosci ligandéw (wyrazZonej jako stata
inhibicji Ki i/lub stala réwnowagi dysocjacji antagonista-receptor Kb) na 5-HTR, D,R, HiR, a;R
oraz selektywnos$¢ migdzyreceptorows. Ta czesé jest bardzo szczeg6towa i bogata we wnioski. W
podsumowaniu, Dyplomantka ukazuje droge do otrzymania zwigzkéw okreslonych jako
najaktywniejsze i najbardziej selektywne, m.in. zwiazkéw 75, 96 oraz 98. Zwigzki te cechowaly sie
bardzo wysoka aktywnoscia i sélektywnoscia, przyktadowo dla 98 wspdlczynniki Kb dla 5-HTR,
D;R, HiR, aiR wynosily odpowiednio 0.57, 2000, 5000 i 265 nM. Kilka zwigzkéw (75, 82, 96, 98, 114
i 122) zostato poddanych bardziej szczegétowej charakteryzacji in vitro, w badaniach przenikania
przez membrany biologiczne (Caco-2) i bariere krew-mdzg (PAMPA), oraz inhibicji wybranych
izoform cytochromu P450: 1A2, 2B6, 2D6, 2C19, 2C9, 3A4. Najkorzystniejsze charakterystyki w
tych testach miata pochodna 98, ktéra odznaczata sie bardzo dobrg przenikalnoscia w modelach
Caco-2 i PAMPA oraz hamowala jedynie cytochrom 2C19, w umiarkowanym stopniu. W ostatniej
czgéci tego rozdziatu Dyplomantka analizuje wplyw budowy tri-podstawionych pochodnych
pirydyny na ich oddzialywanie z kanalem potasowym hERG mierzona za pomocs techniki patch-
clamp. Wigkszo$¢ z przebadanych zwiazkéw charakteryzowala si¢ umiarkowanie silnym
dzialaniem na hERG, ktére oscylowalo w przedziale ICs, = 0.73-8.87 pM. Analizujac lipofilowo$é
(mierzona jako clogP) czasteczek, jej wzrost powodowat silniejsza aktywnos$é wobec hERG, choé
trend ten nie zawsze byl jednoznaczny. Z kolei wzrost zasadowosci (mierzonej jako pKa

najbardziej zasadowego atomu azotu reszty w pozycji 2 piericienia pirydyny) korelowata z
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wzrostem aktywnosci pochodnych wobec hERG, co jest zgodne z obecnym stanem wiedzy.
Doktorantka zauwaza, Ze préby obnizenia sily hamowania tego kanalu przez obnizenie
zasadowosci czasteczki powodujg niejednokrotnie spadek powinowactwa do 5-HTR.
Podsumowujac ten rozdzial pracy, stwierdzam, Ze jest on bogaty, napisany w sposéb ciekawy i
logiczny co nie jest latwe w przypadku préby opisania wynikéw optymalizacji
wieloparametrycznej. Z drugiej strony, Dyplomantka nie ustrzegla sie kilku btedéw i niescistosci,
ktére nalezy w tym momencie wymieni¢. 1) Stwierdzenie, Ze ,Zgodnie z oczekiwaniami obydwa
2wiqzki [68 1 69] wykazaly powinowactwo do receptora 5-HT6 (...), przy czym tylko zwiqzek 68 wykazal
dobrq selektywnos¢ wzgledem receptorow D2, H1 i al.” (strona 38) wydaje sie nie do korica
uzasadnione. Po pierwsze, w tabeli 3.2 podano wartosci Ki/Kb dla wszystkich wymienionych
receptoréw dla zwigzku 68, natomiast dla zwiazku 69 wartosci Ki/Kb dla receptoréw H1 i al w
ogdle nie podano. Po drugie, iloraz Kb D2/Kb 5HT6 wynosi dla zwiazkéw 68 i 69 odpowiednio 92
oraz 618, co swiadczylo by o wiekszej selektywnosci tego drugiego; 2) Dyplomantka twierdzi, ze
»Zwiazek 74 (...) nie byl wystarczajaco selektywny wobec D2 i al.” (strona 38) Nalezalo by
sprecyzowal jakiego rzedu selektywno$¢ byla by optymalna/wystarczajaca. Ogélnie, dyskusja
wynikéw badan farmakologicznych byta by prostsza do $ledzenia, gdyby za kazdym razem
podawano (réwniez w tabelach) jakim wspéiczynnikiem wyrazata sie selektywno$é (ilorazem
wartosci ktérych statych: Ki? Kb?); 3) Z tabeli 3.3 (strona 40) wynika ze 79 i 82 charakteryzuja sie
podobnym profilem receptorowym, podczas gdy zwiazek 82 ma o rzad wielkosci korzystniejszy
wspdtczynnik Kb wobec receptora SHT6. Dlaczego wiec dla zwigzkéw umieszczonych w tabeli 3.4
nie zdecydowano si¢ kontynuowac badari w obrebie pochodnych cykloheksylometylowych a
zdecydowano si¢ na ,krok w tyl” czyli badania w obrebie mniej analogéw cykloheksylowych?; 4)
Na stronie 42 Dyplomantka stwierdza, Zze do dalszych badan in vitro zostaly wybrane zwiazki 75 i
96 jako najsilniejsze i najbardziej selektywne. O ile dla pochodnej 75 mozna sie z ta selekcja
zgodzié, to zwiazek 96 jest mniej selektywny niz np. 82; 5) ,Zwiqzek 98 wykazat nieco nizszq
aktywnos¢ wobec receptora 5-HT6 w odniesieniu do czgsteczki 96 (Ki = 16,6 nM, clogP = 4,3)” (strona
43), podczas gdy w tabeli 3.7 (strona 44) warto$¢ Ki wynosi 1,6 nM. Autorka pracy nie ttumaczy tez
dlaczego od tego momentu uzywa parametru clogP w dyskusji wynikéw badan receptorowych; 6)
Zwiazek 121, pochodna oktahydropirolo[1,2-a]pirazyny jest zwigzkiem chiralnym (strona 45). Czy
to byt racemat? Autorka nie oznaczyla centréw stereogenicznych ani nie podala konfiguracji

absolutnych na odpowiednich atomach wegla.



Kolejny rozdzial dysertacji to Czesc eksperymentalna, w ktérej opisana zostala synteza 62
nowych pochodnych pirydynylopiperazyny, bedaca bez watpienia najbardziej pracochlonnym
elementem badari wykonanych przez Doktorantke. Synteza zostala oparta na metodzie
opracowanej przez Prof. Alana Katrizkiego, polegajacej na kondensacji a,B-nienasyconych
ketonéw i 1H-benzotriazolo-1-acetonitrilu z odpowiednimi pochodnymi piperazyn, czemu
towarzyszy wytworzeniem pierscienia pirydynowego. Niezbedne pétprodukty, tj. a,B-nienasycone
ketony Dyplomantka otrzymywala za pomoca reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa, lub reakcji
aldolowych z odwodnieniem przejSciowych B-hydroksyketonéw. Niektére ze wspomnianych
polproduktéw, tj. a,B-nienasycone ketony, byly otrzymywane z niskimi wydajnoéciami, z dobra
badZz umiarkowana czystosciag. Nalezy jednak zwrdcié uwage na to, Ze taki material byt
odpowiedni aby poddaé¢ go kolejnym reakcjom prowadzacym do otrzymania finalnych
pochodnych z zadowalajaca wydajnoscia i wysoka czystoscia. Ogdlnie, synteza jest prawidlowo
zaplanowana, tak aby w krétkim czasie dostarczy¢ odpowiednia ilo$¢ zwiazkéw finalnych do
wstepnych badan receptorowych, ADME oraz in vivo. Zwiazki finalne zostaly scharakteryzowane
w sposéb podstawowy, tj. technika LC/MS oraz 'H NMR, co réwniez jest prawidlowym
postepowaniem, zwazywszy na to iz mamy tu do czynienia z szeroka biblioteka bliskich analogéw

strukturalnych otrzymanych za pomocg powtarzalnej syntezy.

W Podsumowaniu Doktorantka typuje zwiazek 98 jako pochodna o optymalnie
najkorzystniejszych parametrach: powinowactwie do 5-HT;R i selektywnosci wobec D;R, HiR, a;R
(Kb odpowiednio: 0.57, 2000, 5000 i 265 nM), bardzo dobrej przenikalnosci barier biologicznych w
modelach PAMPA i Caco-2, braku znacznej aktywacji izoform cytochromu P-450, oraz
umiarkowanej aktywnosci inhibujacej kanat hERG. Doktorantka opisuje réwniez wyniki
dokowania pochodnej 98 do modelu 5-HTeR, kt6re zostalo wykonane w firmie w ktérej jest

zatrudniona.

Catosci dopetnia Bibliografia, zawierajaca 91 pozycji w wiekszosci opublikowanych po 2010
roku. Odnoéniki literaturowe sa dobrze osadzone w tekscie, jedynym wyjatkiem jest podanie
referencji nr [81] zamiast [85] w podpisie schematu pokazujacego mechanizm reakcji Katritzkiego

(strona 77).

Pod wzgledem formalnym, praca jest napisana prawidlowym jezykiem. Literéwki i bltedy w
nazewnictwie wystepuja w niewielkiej ilodci (np. Carboksyamidu, strona 15; methlobutylo-, strona
35; = podstawnikiem metylocykloheksylowym w miejsce R2 (zwiqzek 81) (strona 39), powinno byé

»cykloheksylometylowym”). Rdéwniez pozostale niescistosci w pracy sa nieliczne, np.: 1)
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Doktorantka pisze Ze za cel pracy postawiono rowniez zbadanie kardiotoksycznosci zsyntezowanych
zwigzkéw (strona 36). Zaden ze zwigzkéw nie zostat jednak przebadany in vivo pod katem
powodowania zaburzend rytmu* pracy serca (badanie ECG). Precyzyjniej bylo by napisaé o
potencjalnej kardiotoksycznosci wynikajacej z inhibicji kanatu hERG in vitro; 2) Autorka dysertacji
pisze Ze zaplanowane sg testy PAMPA i Caco-2 w celu okreslenia przenikalnosci przez bariere krew-
mozg, a takze inhibicje enzymdéw cytochromu P450 (strona 36). Wedlug wiedzy recenzenta, testy
Caco-2 nie sg predyktorami przenikalnosci bariery krew-moézg. Réwniez, bardziej prawidtowo

bylo by pisaé o okresleniu stopnia inhibicji izoform cytochromu P450.

Poczynione przeze mnie uwagi nie wplywaja znaczaco na moja pozytywng opinie na temat
rozprawy doktorskiej mgr Marty Olszak-Plachty. Podsumowujac, poziom prac bedacych
przedmiotem dysertacji jest wysoki i wnosza one znaczny wklad w stan wiedzy na temat nowych
selektywnych inhibitoréw 5-HT¢R. Badania opisane w ocenianej rozprawie doktorskiej sa
szerokie, maja charakter multidyscyplinarny, z jasno sprecyzowanym wkladem Doktorantki.
Nalezy zwrdci¢ réwniez uwage na ztozonosé dyskusji wynikéw wieloparametrycznej
optymalizacji, na imponujacg ilos¢ zwigzkéw otrzymanych przez Dyplomantke i przebadanych in
vitro. W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetl1 Jagiellofiskiego o dopuszczenie mgr Marty Olszak-Plachty do

dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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