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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Kucwaj-Brysz
pt. ,,Poszukiwanie antagonistow receptora serotoninowego 5-HT,

w grupie pochodnych 5,5-dipodstawionej hydantoiny”
wykonanej Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych
Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum UJ
pod kierunkiem dr hab. Jadwigi Handzlik, prof. UJ

Podstawq wydania oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Kucwaj-Brysz jest pismo dr
hab. Jacka Sapy, prof. UJ, Dziekana Wydzialu Farmaceutycznego, z dnia 22 czerwea 2018.

Oceniana rozprawa doktorska zostala przygotowana przez mgr Katarzyne Kucwaj-Brysz
w  Zespole Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydzialu
Farmaceutycznego Collegium Medicum UJ pod kierunkiem dr hab. Jadwigi Handzlik, prof UJ.
Tematyka opisywanych badan, rozwijana przez Zesp6t Katedry od wielu lat i odnoszaca sie do
poszukiwan nowych biologicznie aktywnych struktur z grupy pochodnych hydantoiny, jest
dobrze znana w naukowym s$rodowisku krajowym i zagranicznym. Wiele znakomitych
publikacji o tej i podobnej tematyce zostalo opublikowanych zaréwno przez Promotora jak i
innych Pracownikéw Katedry w najlepszych czasopismach fachowych.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Kucwaj-Brysz podejmuje bardzo wazna i aktualng
tematyke zwigzana z badaniami nowych pochodnych hydantoiny majacych zastosowanie
w leczeniu zaburzen OUN. W swoich eksperymentach skupita si¢ na poszukiwaniu nowych
antagonistOw receptora 5-HT7, ktérym przypisuje sie¢ szczegblne dziatanie w terapii depresji
i towarzyszacym im stanom lekowym czy zaburzeniom poznawczym.

Ukfad hydantoiny daje szerokie mozliwosci modyfikacji struktury poprzez podstawienie
dwoch atomdw azotu wystepujacych w czasteczce jak rowniez atomu wegla w pozycji S.
Synteza jej pochodnych stwarza duze mozliwosci dopasowania uzyskanych potaczen do modeli
farmakoforowych ligandow receptoréw sprzezonych z biatkami G.

Jako cel pracy Doktorantka wyznaczyla sobie modyfikacje struktury zwiazku o symbolu
MEF-8 (5-(4-fluorofenylo)-3-(2-hydroksy-3-(4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo)propylo)-5-



metyloimidazolino-2,4-dionu), ktory bedac fenylopiperazynowa pochodna hydantoiny
wykazywal szczegdlnie wysokie powinowactwo i selektywnos¢ do receptora serotoninowego
5-HT7.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa cechuje sie¢ wyjatkowo duza spojnoscia tematyczng
1 zawiera bogaty material eksperymentalny obejmujacy synteze organiczng, ewaluacje
farmakologiczna oraz wspomagang komputerowo analize zaleznosci struktura-aktywnos¢.
Zostala ona przygotowana w formie trzech monotematycznych publikacji naukowych,
opublikowanych w bardzo dobrych czasopismach naukowych z zakresu chemii medycznej (P1 -
Eur. J. Med. Chem. 2016, P2 - Eur. J. Med. Chem. 2018, P3 — MedChemCom 2018). We
wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwsza autorka, co potwierdza kluczowsg role, jaka
odegrala w przygotowaniu materiatu badawczego oraz w stworzeniu koncepcji prezentowanych
wynikow. Kopie prac poprzedza, podzielony na sze$¢ czeéci, przewodnik po rozprawie.
W pierwszej czesci, Wprowadzenie, przedstawiono role receptora 5-HT; w perspektywie
leczenia zaburzen OUN. W kolejnych dwéch czesciach zdefiniowano cel, zakres i metodologie
badan. W ostatniej czgsci przewodnika przedstawiono opis uzyskanych wynikéw oraz
bibliografie, na ktéra sklada si¢ 112 pozycji literaturowych. Przewodnik po rozprawie zostat
uzupelniony o streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz Zrédet finansowania pracy
oraz o spis dorobku publikacyjnego i patentowego Doktorantki.

Wigkszo$¢ stosowanych w badaniach zwiazkéw Doktorantka otrzymywata w reakcjach
kondensacji oksiranéw, powstajacych w procesach alkilacji pochodnych hydantoiny za pomoca
l-chloro-2,3-epoksypropanu, z arylopiperazynami. Tozsamo$é i czystosé wszystkich
pochodnych zostata potwierdzona analizami widm 'H NMR, *C NMR oraz UPLC/MS.

Badania biologiczne Doktorantka rozpoczeta od analizy wlasciwosci 14 analogow
struktury wiodacej MF-8 (seria A), w ktorych w miejsce grupy 2-metoksyfenylowej, obecnej
w MF-8, wprowadzono réznie podstawione grupy fenylowe, w jednym przypadku grupe
difenylometylowa. Analiza wynikow testow radioreceptorowych uzyskanych pofaczen
wykazala, ze najwyzsze powinowactwo do receptora 5-HT; wykazuja pochodne bedace orto
podstawionymi pochodnymi fenylopiperazyny. Ich aktywnos¢ K, < 50 nM, byta jednak nizsza
niz aktywnos$¢ zwiazku referencyjnego MF-8 (5-HT7 K, = 3 nM). Wszystkie zwiazki serii A
wykazywaly antagonistyczny mechanizm dzialania i charakteryzowaly si¢ selektywnoscig
w powinowactwie do receptora 5-HT; wzgledem receptorow D i 5-HT;4. Spoérod badanych
ligandow z serii A szczegOlnie odmienne wlasciwosci od pozostatych zwigzkow wykazywata

pochodna z grupa difenylometylowa, oznaczona w pracy symbolem KKB16. Zwiazek ten,



pomimo, ze cechowat si¢ staba, aktywnoscia do receptora 5-HT7 (K; = 79 nM), wykazywal, jak
do tej pory, najwyzsza selektywno$¢, w odniesieniu do receptora 5-HT 4 (71-krotna).

Drugim kierunkiem modyfikacji struktury MF-8 bylo okreslenie whasciwosci
pochodnych, rézniacych si¢ miedzy soba, podstawnikami w pozycji 5 hydantoiny. W tym etapie
badan poddano analizie 16 nowo zsyntezowanych ligandow, okreslonych w pracy serig B.
Najwigksza grupe zwiazkow serii B, stanowily analogi MF-8, w ktorych w miejsce grupy
4-fluorofenylowej wprowadzono réznie podstawione ugrupowania fenylowe. W tej grupie
zwigzkow znalazly si¢ réwniez dwie difenylowe pochodne oraz dwa analogi strukturalne
liganda KKB16. Z badah powinowactwa do receptora 5-HT; zwiazkéw serii B wynika, ze
najaktywniejszymi polaczeniami sa para fenylo podstawione ligandy oraz, Ze najbardziej
znaczacy i jednocze$nie niekorzystny wplyw na powinowactwo miata obecno$¢ dwoch grup
fenylowych w potozeniu 5 hydantoiny. Selektywnos$¢ wiazania do receptora 5-HT7 zwiazkow
z serii B, wzgledem receptorébw D; i 5- HT;a, byla analogiczna do tej obserwowanej dla
zwiazkoéw z serii A. Testy behawioralne na myszach, przeprowadzone dla czterech wybranych
zwiagzkow, charakteryzujacych si¢ wysokim powinowactwem do 5-HT,; (K, = 7 + 12 nM),
potwierdzity ich dzialanie przeciwdepresyjne, przy jednoczesnym braku dzialania
przeciwlekowego.

Wspomagana komputerowo analiza SAR dla zwiazkéw z serii A i B, uwzgledniajaca
dodatkowo wyniki badan in vitro w polaczeniu z wlasciwosciami ADMED in vitro, pozwolita
wytypowaé strukture KKB16 do ostatniego kierunku modyfikacji MF-8, ktorej celem byla
ocena wplywu iloSci i wzajemnego polozenia pierScieni aromatycznych w czasteczce na
rozwazang aktywnos$c¢ i selektywnos¢ do receptora 5-HT7. W ramach tych badan otrzymano 15
nowych pochodnych hydantoiny, oznaczonych w pracy seria C. Najaktywniejszymi zwigzkami
z tej serii okazaly si¢ pochodne zawierajace grupe 1- lub 2-naftylowa w pozycji 5 hydantoiny.
W odniesieniu do struktury KKB16, badania stabilnosci metabolicznej najaktywniejszych
pochodnych z serii C, wskazaly jednak znacznie mniej satysfakcjonujace wyniki.

Na zakonczenie badan Doktoranta prezentuje wyniki, nie ujete w przestawionych do
oceny publikacjach, potwierdzajace znaczenie konfiguracji absolutnej przy atomie wegla
facznika propylowego zwiazanego z grupa hydroksylowa, na aktywnos$¢ i selektywnos¢ do
receptorow 5-HT71 5-HTa.

Podsumowujac, z prezentowanych w pracy badan wynika, ze zalozony cel pracy,
polegajacy na znalezieniu struktury, wykazujacej lepsze wlasciwosci biologiczne niz przyjeta do

modyfikacji struktura MF-8, nie zostal w pelni osiagnigty. Tym niemniej, uzyskane wyniki



pozwolity na identyfikacj¢ fragmentéw strukturalnych, w szeregu pochodnych hydantoiny,
niezbednych do uzyskania wysokiego powinowactwa i selektywnosci do receptora 5-HT5.

Z ciekawosci, ale i z roli oceniajacego prace chcialbym zapyta¢ Doktorantke, dlaczego
w modyfikacjach struktury MF-8, nie badano pochodnych bedacych jej izomerami, w ktorych
w miejsce grupy metylowej przy atomie wegla 5 hydantoiny wprowadzony by byl inny
podstawnik alkilowy lub jego pochodna, lub analogéw MF-8 bez grupy metylowej w tym
potozeniu?. Mam nadzieje, Ze na tak postawione pytanie uzyskam odpowiedz w czasie obrony.

Przechodzac do opiniowania dysertacji stwierdzam, ze charakteryzuje ja bardzo bogaty
warsztat badawczy, odnoszacy sie nie tylko do projektowania i syntezy nowych pofaczen, lecz
rowniez do zagadnien modelowania molekularnego, badan krystalograficznych, testow
funkcjonalnych i radioreceptorowych oraz analizy SAR. Opisane w dysertacji rezultaty badan sa
na bardzo wysokim poziomie i w pelnym zakresie spetniaja warunek oryginalno$ci. Moja ocena
merytoryczna pracy jest zatem bardzo wysoka. Podobnie wysoko oceniam wiedze Autorki
rozprawy, jej umiejetno$¢ planowania i wykonywania eksperymentdéw oraz rzetelnosé
w prezentacji i dyskusji uzyskanych wynikow, co $wiadczy bardzo korzystnie o Jej
uzdolnieniach naukowych.

Wartym podkreslenia jest fakt, Ze w dorobku naukowym Doktorantki oprocz trzech
publikacji stanowiacych podstawe opiniowanej rozprawy, znajduje si¢ jeszcze cztery publikacje
ogtoszone w fachowych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym i dwa zagraniczne
zgloszenia patentowe. Mgr Katarzyna Kucwaj-Brysz uczestniczyla takze w realizacji projektow
badawczych. Byla Kierownikiem grantu Preludium finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki. O Jej aktywnosci naukowo-badawczej $wiadczy réwniez szesciomiesieczny staz
w  Instytucie Chemii Organicznej i Analitycznegj w Orleanie (Francja), wspotpraca
z Uniwersytetem Santiago de Compostela (Hiszpania) a takze wspolpraca nie tylko
z Pracownikami Wydzialu Farmaceutycznego CMUJ, lecz réwniez Pracownikami Instytutu
Farmakologii PAN w Krakowie.

W zakonczeniu z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska Pani Mgr Katarzyny Kucwaj-Brysz spelnia wszelkie wymagania ustawowe
stawiane rozprawom doktorskim i wnosze¢ do Rady Wydzialu Farmaceutycznego Collegium
Medicum UJ o dopuszczenie Mgr Katarzyny Kucwaj-Brysz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. W swietle catkowitego dorobku naukowego oraz w kontekscie wartosci

uzyskanych wynikow naukowych sktadam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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