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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Marty Olszak-Plachty pt. ,, Antagonisci receptora 5-HTg z grupy
pochodnych pirydynylopiperazyny o dziataniu na o$rodkowy ukiad nerwowy” wykonanej w
Ryvu Therapeutics S.A. pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Bojarskiego

Choroby osrodkowego ukladu nerwowego nie sg zaliczane do gtéwnych przyczyn zgonéw na
$wiecie jednak sg niezwykle ucigzliwe dla pacjentow. Obnizaja znaczaco komfort zycia,
wplywajac tym samym bardzo czgsto na jego dlugos¢. Coraz czgséciej styszymy o chorobach
przebiegajacych z zaburzeniami proceséw poznawczych i1 to nie tylko w odniesieniu do
senioréw, ale takze osob mlodszych. Procesy poznawcze pozwalajg ludziom zdobywac
wiedze¢ o otoczeniu jak tez komunikowa¢ si¢ z nim. Zaburzenia funkcji poznawczych
powodujg, ze chory z czasem nie jest w stanie sam funkcjonowaé. Rodzi to kolejne problemy
zdrowotne. Poszukiwanie zaréwno przyczyn zaburzen jak i lekéw mozliwych do
zastosowania w celu poprawy warunkow egzystencji i zdrowia pacjenta jest wcigz jednym z
gléwnych kierunké6w badawczych na calym swiecie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pod tytulem: "Antagonisci receptora 5-HTg z
grupy pochodnych pirydynylopiperazyny o dzialaniu na o$rodkowy uktad nerwowy" wpisuje
si¢ w ten miart badawczy.

Celem pracy byla synteza nowych tripodstawionych pochodnych pirydyny
wykazujgcych selektywne dzialanie antagonistyczne wobec receptorow 5-HTg.

Praca doktorska przedstawiona do recenzji jest opracowana w sposéb klasyczny.
Zawiera streszczenie, liste skrotow, wprowadzenie, bedace uzasadnieniem podjecia tematu
badan, cel i plan pracy, omowienic wynikow badan biologicznych, cze$¢ eksperymentalng,
podsumowanie i bibliografie. W czgéci wprowadzajgcej Autorka przedstawia charakterystyke

receptora 5-HTg, opisuje ligandy o dziataniu antagonistycznym. Jeden z podrozdziatow



poswiecony jest kanalom potasowym hERG z uwagi na przeprowadzone w ramach
prezentowane] pracy badania kardiotoksycznosdci. Ta cze¢$¢ pracy zostala oparta na 85
pozycjach literaturowych 1 jest wystarczajgcym uzasadnieniem kierunku badan
syntetycznych.

Na podstawie otrzymanych wczesniej w Instytucie Farmakologii PAN wynikéw badan
pochodnych piperazynowych wytypowano 1-[4-(tiofen-3-ylo)-6-(izopentylo)pirydyn-2-ylo]-
4-metylopiperazyne jako struktur¢ wiodaca. Zaproponowano mozliwe modyfikacje
obejmujace zmiang podstawnika w pozycji 4 oraz 6 a takze modyfikacje w obrebie piericienia
piperazyny. Zmiana struktury miala na celu m.in. polepszenie parametréw
fizykochemicznych przy zachowaniu wysokiej aktywnosci i selektywnosci dziatania.
Tytutowe zwiagzki Doktorantka otrzymata w wyniku jednoetapowej reakcji a,B-nienasyconych
ketonéw oraz 1H-benzotriazolo-1-acetonitrylu z pochodnymi piperazyny. Reakcje
prowadzono w reaktorze wysokoci$nieniowym. Otrzymane zwigzki przeprowadzono w sole
kwasu fumarowego lub w chlorowodorki. Z czego wynika wybor akurat takich soli? W
wyniku przeprowadzonych reakcji” Doktorantka otrzymata 61 pochodnych piperazyny.
Tozsamo$é otrzymanych zwigzkéw potwierdzono metoda 'H NMR oraz LC-MS.

Substraty, zwigzki karbonylowe otrzymano na drodze kondensacji odpowiednich aldehydow
w §rodowisku zasadowym stosujac wodorotlenek sodu w etanolu, diizopropyloamidek litu w
THF lub wychodzac z estrow odpowiednich kwasdéw w reakcji z metylofosfonianem dimetylu
a nastgpnie aldehydem w obecnosci weglanu potasu w srodowisku etanolu. Wydajnosci
prowadzonych reakcji zawieraly si¢ w zakresie 21-98%. Strukture powstalych zwigzkéw
potwierdzono metoda LC-MS. Dla jednego zwigzku wykonano widmo 'H NMR. Czym byt
podyktowany wyboér akurat tego zwigzku? Analiza rozdzialu po§wigconego syntezie wskazuje
na ogrom wykonanej pracy syntetycznej. Doktorantka bardzo dobrze opanowala zaréwno
klasyczne metody syntezy, jak i z wykorzystaniem nowoczesnej aparatury.

Wszystkie otrzymane zwiazki zostaly poddane badaniom powinowactwa wobec receptorow:
serotoninowego 5-HTe, dopaminergicznego D,, histaminowego H; oraz adrenergicznego a,.
Badania zostaly wykonane w firmie Ryvu Therapeutics S.A. Doktorantka nie opisala
metodologii prowadzonych badan biologicznych, jak sadze z uwagi, iz nie brata udziatu w ich
wykonaniu. Rozdzial poswigcony wynikom badan jest napisany zwieztym jezykiem. Wyniki
przedstawiono w postaci czytelnych Tabel. Doktorantka w sposdb wyczerpujacy opisuje
wplyw poszczegélnych modyfikacji struktury na selektywno$¢ dziatania badanych
pochodnych. Przeprowadzono réwniez testy PAMPA oraz Caco-2 w celu okreslenia

przenikalnosci przez barier¢ krew-moézg oraz inhibicje enzymoéw cytochromu P450 dla
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wybranych zwigzkéw. Dodatkowo wykonano testy kardiotoksyczno$ci niektérych z
otrzymanych pochodnych. Na podstawie przeprowadzonych -eksperymentéw wytypowano
jeden ze zwigzkéw  {1-[4-(4-metoksyfenylo)-6-(oksan-4-ylometylo)pirydyn-2-ylo]-4-
metylopiperazyne jako obiecujaca strukture o wysokim powinowactwie do receptora 5-HTg
oraz dobrej selektywnosci wobec D,, H;, al a takze zadowalajacej przenikalnosci przez
barier¢ krew-mozg, brakiem inhibicji enzyméw cytochromu P450 oraz umiarkowanej
kardiotoksycznoéci. Koncowym etapem badan bylo okreSlenie z wykorzystaniem
modelowania molekularnego mozliwych interakcji otrzymanych zwigzkéw z receptorem
serotoninowym 5-HTs.

Podsumowujac, cele pracy zostaly zrealizowane. Jeden sposréd otrzymanych zwigzkow
charakteryzowal si¢ = wysoka selektywnoscia oraz bardzo dobrym profilem
farmakokinetycznym co czyni go kandydatem na lek.

Praca doktorska mgr Marty Olszak-Plachty napisana jest poprawnym jezykiem, jednak z duza
iloscig bledow. Pomylek stylistycznych nie bedg przytaczac, gdyz sg zupelnie nieistotne z
punktu widzenia oceny merytoryczne;j.

Pewne uchybienia niestety musze w tym miejscu wskazag.

Na stronie 14 pod wzorem 1 jest blgdna wartos¢ liczbowa.

Wielokrotnie nazwy zwigzkdéw sg pisane czg¢sciowo w jezyku angielskim (strony: 36, 46, 63,
71, 72,78, 82, 84, 90, 104, 115).

Strona 56 do$¢ niefortunne sformutowanie ,,mieszaning reakcyjna zatrzymano”.

W nazwach zwigzkéw 130, 131 pojawia sie¢ czton 1-hepten a w kolejnych 132-138 jest juz
napisane wedlug nowszej nomenklatury hept-1-en. Dlaczego?

Wzory zwigzkow 141 oraz 145 sg nieadekwatne do nazwy.

Brak jest okreslenia czystosci zwigzku 141.

Nieprawidlowe nazwy zwigzkow: 148, 150, 163-166.

Strona 67 — niepoprawna nazwa aldehydu benzoesowego.

Opis widm NMR zwigzkéw: 70, 72, 73, 90, 91, 95b, 98, 100, 113, 119b, 120, 125 jest
niepoprawny.

Brak jest opisu widma zwigzku 104.

Dlaczego Doktorantka nie wykonata widm magnetycznego rezonansu weglowego?

Powyzsze uwagi nie wpltywaja znaczaco na moja oceng pracy.

Reasumujac, uwazam iz praca mgr Marty Olszak-Plachty jest przykladem bardzo dobrze,

racjonalnie zaplanowanej i wykonanej pracy badawczej. Autorka przeprowadzita warto$ciows
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dyskusj¢ wynikow badan biologicznych, wykazujac sie przy tym umiejetnoscia wyciagania
adekwatnych wnioskéw. W wyniku przeprowadzonych badan wytypowala jeden z
otrzymanych przez siebie zwigzkéw do dalszych badan zmierzajacych do komercjalizacii.

Przedstawiong do oceny rozprawe doktorska uwazam za interesujgcg oraz nowatorska,
spelniajaca wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Mam zaszczyt przedstawié Radzie
Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne UJ Collegium Medicum w Krakowie wniosek o nadanie

mgr Marcie Olszak-Plachcie stopnia doktora nauk farmaceutycznych.
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