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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Kucwaj-Brysz

pt. ., Poszukiwanie antagonistow receptora serotoninowego 5-HT, w grupie
pochodnych 5,5-dipodstawionej hydantoiny’

przedstawiona Radzie Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego ~ Collegium Medicum w celu uzyskania stopnia doktora
nauk farmaceutycznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Katedrze
Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagielloriskiego — Collegium Medicum pod kierunkiem dr hab. Jadwigi Handzlik, profesora UJ
oraz dr Rafala Kurczaby pelnigcego role promotora pomocniczego.

Od wielu lat ludzkos¢ zmaga sie z chorobami afektywnymi w tym, w gtéwnej mierze
z depresja. Wedtug WHO depresja dotyka juz okoto 5 procent populagji, dlatego tez tak istotne
s jej skuteczne terapie. Z uwagi na fakt, ze receptory serotoninowe znajduja sie zaréwno
w obrebie osrodkowego jak i obwodowego uktadu nerwowego, stanowig one wazny cel
terapeutyczny odpowiadajacy m.in. za regulacje neuroprzekaznictwa, stany emocjonalne, rytm
calodobowy, procesy uczenia sie i zapamietywania. Zwiazki oddziatujace z ta grupa biatek
petnig zatem wazng role w terapii takich schorzen jak depresja, lek, schizofrenia czy deficyty
poznawcze. Z tego wzgledu wiele zespotdw naukowych zajmuje sie badaniami nad uktadem
serotoninergicznym  koncentrujgc  swoje  prace na  poszukiwaniu  nowych  lekdw
przeciwdepresyjnych, w szczegdlnosci efektywnych ligandow receptoréw serotoninowych, ktdre
jednoczesnie blokuja SERT. Doniesienia literaturowe z ostatnich lat wykazaly istotng role
receptora serotoninowego 5-HT,, miedzy innymi w procesach regulacji cyklu dobowego, czy tez
uczenia sig i zapamigtywania. Ponadto wyniki badan przedklinicznych wskazujg, ze hamowanie
jego aktywnosci moze miec istotny wplyw w leczeniu depresji. Stad tez poszukiwanie
selektywnych antagonistow receptora S-HT, stanowi tak wazne wyzwanie dla medycyny,
a prace mgr Katarzyny Kucwaj-Brysz nad syntezg oraz oceng aktywnosci biologicznej ligandow
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receptora 5-HT; doskonale wpisujg sie w ten wysoce aktualny, zwlaszcza w chemii medycznei,
nurt badan.

Przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi spdjny tematycznie cykl 3 wspdtautorskich
prac opublikowanych w latach 2016-2018 i zostata podzielona na dwie zasadnicze czesci.
Pierwszg z nich jest 40-stronicowy autoreferat, ktéry obejmuje krétkie streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrétow, wprowadzenie w podjeta tematyke, cel oraz
metodologie badan, opis przeprowadzonych prac badawczych, podsumowanie uzyskanych
wynikéw oraz spis literatury cytowanej.

W sklad drugiej czesci rozprawy wchodza trzy artykuly naukowe stanowigce podstawe
dysertacji, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem (dwie prace opublikowane
w European Journal of Medicinal Chemistry oraz jedna praca w MedChemComm, sumaryczny
IF=11,646, 105 MNiSW). Oswiadczenia wspblautoréw jednoznacznie okredlajg ich udziat we
wspolnych interdyscyplinarnych pracach i nie pozostawiaja watpliwoéci co do dominujacego
udziatu Doktorantki w wykonaniu badai, opracowaniu i interpretacji wynikéw. Nalezy rowniez
podkresli¢, ze na catkowity dorobek Doktorantki sktada sie facznie 7 prac oryginalnych
(sumaryczny IF=26,116, punktacja MNISW = 225), dwa zgloszenia patentowe oraz doniesienia
i komunikaty zaprezentowane na zjazdach krajowych i miedzynarodowych. Pani mgr Kucwaj-
Brysz uzyskata wyrdznienie za poster na ,5th Meeting of the Paul Ehrlich MedChem Euro-PhD
Network”, 03-05 lipiec 2015, Krakow. Ponadto Pani mgr Katarzyna Kucwaj-Brysz w latach
2015-2018 byta kierownikiem projektu Preludium UM02014/15/N/NZ7/03072, finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki oraz projektu celowego K/DSC/002868.

Przed przystgpieniem do oceny wynikow uzyskanych przez mgr Katarzyne Kucwaj-Brysz
nalezy zwrdcic uwage na fakt, ze zostaly one juz opublikowane w renomowanych czasopismach
z tzw. Listy Filadelfijskiej i merytorycznie ocenione przez niezaleznych recenzentéw. Moje
zadanie jako recenzentki sprowadza si¢ zatem do oceny zakresu i tematyki prowadzonych
badan, a w niniejszej recenzji skoncentruje sie gtéwnie na merytorycznej ocenie czesci
autoreferatowej, bowiem jest ona autorskim opracowaniem Doktoranki.

W czesci wprowadzajgcej autoreferatu mgr Katarzyny Kucwaj-Brysz wyréznia sie kilka
podrozdziatbw. W pierwszym z nich Doktorantka przedstawita krétka charakterystyke
serotoniny uwzgledniajac  historie  odkrycia, synteze oraz jej znaczenie jako celu
terapeutycznego. W kolejnych podrozdziatach tej czesci pracy Autorka zaprezentowata obecny
stan wiedzy na temat receptora serotoninowego 5-HT; oraz lekéw o dziataniu antagonisty
receptora 5-HT, jak rowniez zwigzkéw bedacy na etapie badan przedklinicznych. W kolejnym
podrozdziale czgsci wprowadzajacej mgr Kucwaj-Brysz opisuje dwie strategie wspomagania
komputerowego wykorzystywane w poszukiwaniu antagonistéw receptora 5-HT,. Catosc¢
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doskonale uzasadnia zakres prac realizowanych przez Doktorantke i stanowi bardzo dobre
wprowadzenie w podjeta tematyke badawcza. Podsumowujac te czesc¢ pracy uwazam, ze jest
ona logiczna i spojna pod wzgledem merytorycznym i zostata przygotowana bardzo starannie.

W rozdziale ,Cel i zakres badan” mgr Kucwaj-Brysz w bardzo przejrzysty sposéb
przedstawita cel pracy oraz zakres prowadzonych badan, ktéry obejmuje: zaprojektowanie oraz
synteze nowych hydantoinowych ligandow receptora serotoninowego 5-HT; o spodziewanej
wysokiej aktywnosci i selektywnosci w oparciu o strukture wiodaca, jaka jest 5-(4-fluorofenylo)-
3-(2-hydroksy-3-(4-(2-metoksyfenylo}piperazyno-1-ylo)propylo-5-metylohydantoina  (zwigzek
oznaczony symbolem MF 8); przeprowadzenie wieloaspekiowej, wspomaganej komputerowo
analizy SAR majacej na celu identyfikacje fragmentow strukturalnych, niezbednych dla
uzyskania wysokiego powinowactwa do receptora serotoninowego 5-HT; oraz selekbywnosci
wzgledem konkurencyjnych receptorow GPCR.

Doktoranta umiejetnie wykorzystuje doswiadczenia i wyniki wczesniejszych prac
prowadzonych w macierzystym zespole jak rowniez wiasne studia literatury przedmiotu.,

W kolejnym rozdziale pracy zatytutlowanym ,Metodologia badan” mozna wyroznic kilka
istotnych fragmentdw. Pierwszy dotyczy zaprojektowania i syntezy chemicznej nowych
analogéw zwigzku MF-8, w ktorych niezmiennym fragmentem struktury byt uktad hydantoiny
zawierajgcy w pozycji 3 podstawnik 2-hydroksypropylowy. Doktorantka zaplanowata dwa
gtowne kierunki modyfikacji chemicznej struktury wiodagcej, a mianowicie modyfikacje
podstawnikéw przy atomie azotu w pierscieniu piperazyny (seria A, 14 analogdéw), a nastepnie
przy zachowaniu najbardziej korzystnych podstawnikdw {(wyselekcjonowanych zwigzkdéw z serii
A), modyfikacje podstawienia w pozygi S ugrupowania hydantoinowego (seria B, 16
zwigzkow)., Wyboru kierunkéw modyfikacji Doktorantka dokonata w oparciu 0 wspomagang
komputerowo analize SAR uwzgledniajgcg wyniki badan receptorowych oraz symulacie
oddziatywania ligand-receptor. Na podstawie analizy SAR dla serii A i B z uwzglednieniem
dodatkowo wynikéw badan /n vivo w polaczeniu z wiasciwosciami ADMET in vitro zwigzek
oznaczony symbolem KKB16 wytypowany zostat jako struktura wiodaca II generacji. Nalezy
w tym miejscu podkresli¢ dojrzatos¢ mgr Katarzyny Kucwaj-Brysz w interpretacji uzyskanych
wynikdw i opracowaniu dalszej drogi modyfikacji najbardziej aktywnej struktury.

Zwigzek KKB16 zostat wybrany do ostatniego etapu (seria C, 15 zwiazkow), majacego
na celu zbadanie wplywu ilosci oraz wzajemnego pofozenia pierscieni aromatycznych
w czasteczce na aktywnosc i selektywnosc w stosunku do receptora 5-HT.

Aby zbadac wptyw konfiguracji przy obydwu centrach stereogenicznych w zwigzku MF-8
na powinowactwo do receptora 5-HT;, mgr Kucwaj-Brysz otrzymata cztery stereoizomery.
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W sumie Doktorantka zsyntetyzowata ponad 100 nowych polaczen, w tym 45 zwiazkow
finalnych oraz 4 diastereoizomery struktury wiodace;j.

Nalezy rowniez podkreslié, ze Doktorantka w swojej pracy wykorzystuje proste dwu-
i tréjetapowe procedury syntezy nowych polaczen, co z punktu widzenia chemii medycznej ma
duze znaczenie.

Rozdziat zatytutowany ,Opis uzyskanych wynikow” stanowi rdzen przedstawionej pracy,
w ktorym Doktoranta opisuje oraz analizuje otrzymane wyniki badan wspierajac sie materiatami
opublikowanymi. Rozdziat ten podzielony jest na t{rzy czesci zgodne z prowadzonymi
modyfikacjami w strukturze zwigzku MF-8 (seria A, B) oraz KKB16 (seria C) oraz czwartg
czes¢ poswiecona wpltywowi konfiguracji absolutnej centréw stereogenicznych w zwigzku MF-8
na aktywnosc (dane nieogpublikowane).

Na podkreslenie zastuguje niezwykle szeroki zakres prac badawczych, ktore mgr Kucwaj-
Brysz zaplanowala w sposdb logiczny i w peini przemyslany. Za szczegdinie wazne osiggniecie
projektu nalezy uznac fakt, ze sposrod 45 zsyntetyzowanych przez Doktorantke zwigzkow
ponad 15 hydantoinowych pochodnych wykazywato wysckie nanomolowe powinowactwo do
receptora 5-HT; (K < 20 nM), w tym szczegdinie wysokie (K < 10 nM) dla 12 zwigzkow.
Wiekszos¢ pochodnych wykazywala selektywnosé wzgledem receptorow 5-HT, i D, jednak
nizsza niz dla struktury wiodacej MF-8. Sposréd wszystkich pochodnych hydantoiny jedynie
zwigzek KKB16 wykazywat najwyzszg selektywnos¢ w odniesieniu do receptora 5-HTia.
Przebadane zwigzki wykazywaly dziatanie antagonistyczne w testach funkcjonalnych, natomiast
przeprowadzone dla czterech spo$réd najbardziej aktywnych zwigzkow (zwigzki o numerach
5-8, Tabela 9) oraz zwigzku KKB16 testy behawioralne /7 vivo na myszach potwierdzily ich
dziatanie przeciwdepresyjne.

Doktorantka w swojej pracy przy wspotudziale promotora pomocniczego {dv Rafat
Kurczab} doskonale postuguje sie technikami modelowania molekularnego w analizie SAR, co
umozliwito jej zidentyfikowanie fragmentow strukturalnych niezbednych do wystepowania
powinowactwa do receptora 5-HT; w badanej klasie zwigzkdw oraz ocene selektywnosci
w odniesieniu do konkurencyjnych celéw biatkowych z uwzglednieniem stereoizomerii.
Uzyskane przez mgr Kucwaj-Brysz wyniki potwierdzity wysoki potencjat 5,5-dwupodstawionych
pochodnych hydantoiny jako silnych i selektywnych ligandéw receptora 5-HT;, jednoczesnie
wskazujgc dalsze kierunki poszukiwan w tej grupie potaczen.

Pomimo ze wszystkie nowe pochodne (45 zwiazkow) zostaly otrzymane jako mieszaniny
racemiczne, to wyniki uzyskane dla czterech sterecizomerdw struktury wiodacej MF-8
potwierdzity znaczenie konfiguracji absolutnej dla powinowactwa do receptora 5-HT; i 5-HTy,,
wskazujgc tym samym na preferencje konfiguracji R przy atomie wegla zwigzanym z grupg
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hydroksylowa. Konfiguracja przy atomie wegla C5 hydantoiny rowniez determinuje aktywnosé
farmakologiczng; szkoda wiec, Ze nie udalo sie ustalic, ktora z nich jest wyzsza.

Warto podkreslic, ze dokonane przez Doktorantke podsumowanie wynikow wilasnych
badan jest inspiracjg dla nastepnych celéw badawczych. Doktorantka zaznacza, Ze dalsze
badania beda mialy na celu zoptymalizowanie warunkow rozdzielania poszczegdinych
stereoizomerdow wykorzystujac technike krystalizacji z zastosowaniem chiralnych kwasow
organicznych o zdefiniowanej konfiguracji (np. kwas winowy lub jego pochodne), co migjmy
nadzieje w niedalekiej przyszlosci zaowocuje przeprowadzeniem zardwno badan i vivo
potwierdzajacych wplyw konfiguracji na efekt przeciwdepresyjny, jak réwniez badan
krystalograficznych prowadzacych do okreslenia wszystkich konfiguragji, a co za tym idzie
zwigzki enancjomerycznie czyste zostang w dalszym etapie, przebadane pod wzgledem
stabilnosci metabolicznej oraz profilu bezpieczenstwa (mutagennosé, cytotoksycznosc).

Podsumowujac czesc autoreferatowa nalezy podkreslic, ze zostata ona napisana bardzo
starannie, poprawnym jezykiem. Z obowigzku recenzenta wspomnie¢ musze jedynie
o drobnych pomytkach/niescistosciach:

— str. 28, rysunek 4. W strukturze chemicznej lurazydonu brak zaznaczenia jednego centrum
stereogenicznego,

- str. 33, zwrot ,asymetryczny atom wegla” juz od dawna nie jest uzywany i zostat zastgpiony
przez ,centrum stereogeniczne”, ewentualnie ,centrum chiralnosci”;

— str. 43, rysunek 15, we wzorze zwigzku KKB16 zamiast podstawnika ,,3HC" powinna by¢ grupa
metylowa zapisana jako CH; albo H3C;

- str. 44, ,R- i S-epichlorhydryne” powinno byé (R)- i (S)-epichlorchydryne;

— w tabeli skrétéw brak wyjasnienia dla linii komorkowych HEK-293 i HepG2:

— str. 49, ,Dodatkowo zacbserwowano, ze wydluzenie grupy metoksylowej (1) do grupy
etoksylowej (6)....." — dosc niefortunne uzycie stowa wydtuzenie w odniesieniu do konkretnego
podstawnika, lepiej byloby uzyé sformutowania: zamiana grupy metoksylowej na etoksylows,

- w calej pracy uzywane jest sformutowanie ,pierscien fenylowy” — fenyl to nazwa podstawnika,
powinno by¢ zatem podstawnik fenylowy albo pierscien benzenowy;

— str. 69, Zatgcznik 1. Brak zgodnosci tekstu ze schematem; w przeksztatceniu # uzyto
epichlorohydryny, a nie tak jak opisano w tekscie 2,3-epoksypropan-1-oly;

- str. 76, Zatgcznik 1. Tabela 1, jak twierdzi Autorka, zawiera ,Zestawienie wartosci nadmiarow
enanciomerycznych dla wszystkich otrzymanych stereoizomerow”, podczas gdy w rzeczywistosci
okreslono nadmiary diasterecizomeryczne (d.e.);

— Autorka w autoreferacie kilkakrotnie uzywa pojecia ,czystos¢ optyczna” w odniesieniu do
otrzymanych przez siebie stereoizomeréw. Czystos¢ optyczng oblicza sie pordwnujac wartosci
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skrecalnosci wiasciwych otrzymanych zawigzkéw i czystych enancjomerdw, a wartosci dla tych
ostatnich Doktorantka nie zna. PoniewaZ proporcje poszczegolnych stereoizomerow Autorka
oznaczy¢ mogla jedynie w oparciu o analizy chromatograficzne na chiralnych kolumnach,
poprawne zatem jest postugiwanie sie pojeciem nadmiar enancjomeryczny/czystos¢
enhancjomeryczna.

Wspomniane w tym miejscu drobne uchybienia w niczym nie umniejszajg wartosci
przedstawiongj rozprawy, ktora w opinii recenzenta zastuguje na bardzo wysoka ocene, Tak
zaplanowany tok badan, jak i umiejetnos$¢ wyciggania wnioskow swiadcza o dojrzatosci naukowej
mgr Kucwaj-Brysz. Nalezy podkreslic, ze ustalajgc budowe chemiczng nowo zsyntetyzowanych
potagczen Doktorantka wykazata sie biegloscia w interpretacji widm NMR i wykorzystywaniu
danych spektrainych w analizie strukturalnej. Struktura oraz czystos¢  wszystkich
zsyntetyzowanych przez mgr Kucwaj-Brysz zwigzkdw zostala potwierdzona na podstawie
wynikéw analizy widm H, *C NMR oraz UPLC/MS. Badania aktywnosci przeprowadzone zostaty
w ramach szerokiej wspotpracy z naukowymi osrodkami w kraju jak i zagranica, zapewniajgc tym
samym interdyscyplinarny charakter prowadzonych prac.

Chciatabym podkresli¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Katarzyny
Kucwaj-Brysz prezentuje bardzo wysoki poziom. W mojej ocenie wyniki uzyskane przez
Doktorantke majg bardze duzg wartos¢ naukowa, zaréwno w aspekcie poznawczym, jak
i aplikacyjnym. Dotychczasowe osiggniecia Doktorantki wskazujg, ze jest ona naukowcem

o wysokim potencjale dalszego rozwoju.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. Katarzyny Kucwaj-Brysz
spetnia wymagania ustawowe (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz.U.
z 2003r. Nr 65, poz. 595 z pézniejszymi zmianami). Wnosze zatem do Rady Wydziatu
Farmaceutycznego  Uniwersytetu Jagielloniskiego -  Collegium  Medicum
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom przeprowadzonych badan, aktualnos¢
tematyki badawczej oraz potencjalng warto$¢ aplikacyjna uzyskanych wynikow,
zwracam sie do Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagielloriskiego —

Collegium Medicum z wnioskiem o wyrdznienie pracy. ADIUNKT
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