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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ VITTTORIO CANALE PT.
”ARYLSULFONAMIDE DERIVATIVES OF (ARYLOXY)ETHYL ALICYCLIC
AMINES AS SELECTIVE AND POTENT 5-HT7 RECEPTOR ANTAGONISTS WITH
PSYCHOTROPIC PROPERTIES”

Depresja, czyli stopniowa utrata radosci zycia i odczuwania przyjemnosci, umiejetnosci
cieszenia si¢ rzeczami i wydarzeniami, ktore do tej pory byly odczuwane jako radosne, az do
calkowitego ich zaniku, jest jedna z wiodacych przyczyn niesprawno$ci psychofizycznej i
niezdolnosci do pracy na $wiecie. W praktyce lekarskiej jest jednym z najczgsciej spotykanych
zaburzen afektywnych, ktére w krajach rozwinietych dotyka kilkunastu procent populacji osob
dorostych. Do najwazniejszych czynnikow etiologicznych depresji naleza wcigz mato poznane
predyspozycje genetyczne, wiazace si¢ z rozng ekspresja genéw zwigzanych z ukladami
neuroprzekaznikow w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Jakkolwiek arsenat lekow przeciwdepresyjnych - wplywajacych na wrazliwos¢
synaptyczng lub ekspresje genow - jest bogaty, wiele z nich wywotuje niepozadane dziatania
uboczne, w tym zagrazajace zyciu pacjentow: kardio- i hepatotoksyczno$é, ryzyko samobdjcze,
oraz rzadziej - zespot serotoninowy. Stad, poszukiwanie lekow przeciwdepresyjnych o nowym
mechanizmie dzialania jest waznym celem dziatania chemikéw medycznych.

Autor recenzowanej rozprawy doktorskiej, mgr Vittorio Canale, zwrocit swoja uwage na
hipoteze, w mysl ktorej odkryte w roku 1983. receptory serotoninowe 5-HT7 sg zaangazowane w
regulacje nastroju, a zatem zwigzki o dziataniu antagonistycznym mogg stanowi¢ skuteczng
alternatywe dla lekow stosowanych obecnie, co wigcej, moglyby by¢é pomocne terapii zaburzen
poznawczych i lgkowych.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska nosi do$¢ rozbudowany tytut:

,Arylsulfonamide derivatives of (aryloxy)ethyl alicyclic amines as selective and potent 5-HT-



receptor antagonists with psychotropic properties”, co w tlumaczeniu na jezyk polski brzmi:
,Arylosulfonamidowe pochodne (aryloksy)etylo alicyklicznych amin jako selektywni antagonisci
receptorow 5-HT7 wykazujgcy wiasciwosci psychotropowe”. Napisana w j¢zyku angielskim praca
zostata wykonana pod kierunkiem dra hab. Pawta Zajdla w Katedrze Chemii Farmaceutycznej
Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki Medycznej Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego i jest jednym z najnowszych produktéw programu badawczego,
dotyczacego projektowania struktur oraz syntezy nowych ligandéw receptoréw serotoninowych
typu siédmego (5-HT?).

Jest regula, iz prace w zakresie chemii medycznej bazuja przypadkowym odkryciu, lub
popartym racjonalnymi przestankami zaprojektowaniu ,,struktury wiodacej”, ktérag nastgpnie
poddaje si¢ modyfikacjom w celu uzyskania leku o pozadanym profilu farmakologicznym i
korzystnych wiasciwosciach farmakokinetycznych. W przypadku recenzowanej pracy, strukturg
wiodacg byt otrzymany wczesniej w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJCM 4-fluoro-N-{1-[2-
(2-izopropylofenoksy)etylo]piperydyn-4-ylo)benzeno-sulfonamid, oznaczony symbolem PZ-766,
ktory charakteryzuje si¢ nanomolarnym powinowactwem i dziataniem antagonistycznym
wzgledem  receptorow  5-HT7, wysokg aktywno$ciag wobec innych  receptoréw
monoaminoergicznych, a w badaniach z uzyciem modeli zwierzecych wykazuje pozadane
dziatanie = prokognitywne i  przeciwdepresyjne. Zwigzek PZ-766 jest analogiem
dhugotancuchowych arylopiperazynowych ligandéw receptorow serotoninowych (LCAP), a
zadaniem Doktoranta byta optymalizacja struktury w celu uzyskania nowej klasy selektywnych
antagonistow receptoréw 5-HT7 na drodze syntezy analogéw rdznigcych si¢ podstawnikami
grupy arylowej 1 sulfonamidowej, budowa aminy alicylkicznej oraz obecnoscig grup funkcyjnych
— amidowej, sulfonamidowej lub mocznikowej. Obok syntezy chemicznej, przeprowadzone
badania obejmowaty oceng¢ aktywno$ci wewnetrznej wzgledem receptoréw serotoninowych,
badanie stabilnosci chemicznej i metabolicznej, a takze testy in vivo z wykorzystaniem modeli
zwierzecych depres;ji.

By nie wywotywa¢ zbednego napiecia, stwierdz¢ na wstegpie, 1z cel pracy zostat
osiggniety, co jednak nie zwalnia recenzenta z obowigzku dokonania oceny merytorycznej
uzyskanych wynikow.

Tekst rozprawy obejmuje tgcznie 60 stron maszynopisu, z ktorych 34 Autor poswigcit

wyczerpujacej dyskusji uzyskanych wynikow oraz wyciggnietym na tej podstawie wnioskom.



Nie mamy tu do czynienia z formg klasyczng rozprawy doktorskiej, lecz z komentarzem do
trzech, stanowigcych integralng cato$¢, publikacji ogloszonych drukiem w czasopismach:
MedChemComm, Bioogranic and Medicinal Chemistry oraz European Journal of Medicinal
Chemistry. Tekst zawiera rowniez liczacy 103 pozycje spis odnosnikoéw literaturowych. Opisy
syntez i dane eksperymentalne zwigzkow, ktére nie zostaty ujete w zalagczonych publikacjach
znajdujemy natomiast w czternastostronicowym suplemencie, zatytulowanym Supporting
Information, for review only. Taka forma rozprawy ma istotng zalete - znaczna cz¢$¢ materiatu
faktograficznego zostata wczeSniej pozytywnie oceniona przez recenzentdw renomowanych
czasopism naukowych.

W oparciu o lekture ‘wprowadzenia’ (Introduction and Background of the thesis) oraz
tre$¢ zalaczonych publikacji nalezy stwierdzi¢, ze Autor wykazal doskonala znajomos$¢
obszernego pismiennictwa dotyczgcego problematyki zwigzanej z tematem rozprawy doktorskiej.
Wybrat przy tym zagadnienia wspoOlczeSnie najwazniejsze, przedstawiajac je W Sposob
przejrzysty 1 zwigzly, co $§wiadczy o wlasciwym przygotowaniu do realizacji zaplanowanych
badan.

W kolejnym rozdziale swojej pracy (Aim of the thesis) p. Vittorio Canale precyzyjnie
zdefiniowat cel i zakres eksperymentow, ktore zamierzal przeprowadzi¢. Z uznaniem nalezy
podkresli¢, iz badania miaty charakter interdyscyplinarny, obejmujac projektowanie struktury
oraz syntez¢ o$miu serii zwigzkow nie opisanych uprzednio w literaturze chemicznej, analiz¢
spektroskopowa i o0znaczanie wiasciwosci fizykochemicznych —otrzymanych potaczen,
komputerowe modelowanie molekularne, badanie wtasciwosci biologicznych (zaréwno in vitro
jaki i in vitro), a wreszcie - analiz¢ zaleznosci pomiedzy strukturg zwigzkow a ich aktywnoscia
biologiczng (SAR).

W kontekscie projektowania nowych struktur na podkreslenie zasluguje wykorzystanie
nowoczesnych technik komputerowo-wspomaganego projektowania lekéw (ang. Computer-
Aided Drug Design), ktore zastosowano przed podjeciem syntezy liganddw zawierajacych
ugrupowania arylosulfonamidowe, amidowe i mocznikowe. Zgodnie z obowigzujacym
paradygmatem CADD, przeprowadzono analiz¢ komputerowa z uzyciem wirtualnej biblioteki
680 dostgpnych amin drugorzedowych [Virtual Combinatorial Libraries (VCL)] oraz skrining
wirtualny (Virtual Screening (VS) protocol) z zastosowaniem homologicznych modeli
receptorow 5-HT;. Badania te zostaly przeprowadzone przy udziale dra Rafala Kurczaba z



Zaktadu Chemii Lekow, Instytutu Farmakologii, Polskiej Akademii Nauk, kierowanego przez
prof. Andrzeja Bojarskiego.

Samodzielnym osiggnieciem p. Vittorio Canale jest bez watpienia synteza 88 nowych
analogow zwiazku PZ-776. Jakkolwiek metodologia prac w tym zakresie wydaje si¢
standardowa, otrzymanie zaplanowanych zwigzkéw w czystej postaci nie byto tatwe i wymagato
duzego naktadu pracy, staranno$ci oraz bardzo dobrego opanowania technik laboratoryjnych, w
tym techniki syntezy na fazie stalej. Synteze chemiczng Autor potraktowal jako oczywiste
narz¢dzie chemii medycznej, gdyz w pracy nie znajdujemy odnosnikow literaturowych do
wykorzystywanych w pracy metod syntezy organicznej. Czysto$¢ otrzymanych zwigzkow zostala
analizowano chromatograficznie stosujagc technike UPLC, natomiast budowe¢ chemiczng
uzyskanych potaczen Doktorant potwierdzit jednoznacznie przy uzyciu metody magnetycznego
rezonansu jadrowego H- i 3C-NMR oraz spektrometrii mas. Tym samym wykazat pene
kompetencje w zakresie syntezy i analizy strukturalnej lekdw.

Z obowiazku recenzenta nalezy odnotowac, iz opisane w pracy 4-fluoro-2-izopropylo-1-
metoksybenzen, 1-metoksy-2-(1,1,1-trifluoropropan-2-ylo)benzen oraz zwiazki 110-113, 120-
123, 130, 131, sa znane i w wigkszosci dostepne komercyjnie. Jakkolwiek przedstawienie w
pracy doktorskiej procedur syntezy znanych substratow i potproduktow jest uzasadnione, opisom
powinno towarzyszy¢ odniesienie do aktualnego staniu wiedzy, zwlaszcza jesli postuzono si¢
metodami opracowanymi wczesniej przez innych autorow.

Opisy widm NMR s3a dokonane rzetelnie 1 w petni potwierdzaja budowe chemiczng
uzyskanych zwigzkéw. By¢ moze Doktorant powinien jedynie uzasadni¢ brak sygnatow
protonéw OH w widmach *H-NMR zwigzkow 113, 120, 121 oraz sygnatéw protonéw NH w
widmach zwigzkow 119, 126-129, 136-143. Prawdopodobne jest to spowodowane znacznym
poszerzeniem linii rezonansowych w widmach rejestrowanych w chloroformie. Domyslam si¢
rowniez, ze W opisach widm *H-NMR 4-(2-metoksyfenylo)pirydyny oraz zwiazkow 121 i 123
podanie przez Autora dwoch stalych sprzezenia dla dubletow reprezentujacych protony
wicynalne HC=CH nie jest btedem, lecz wynika z obserwowanej w praktyce niedoktadnosci
urzadzenia rejestrujacego widma NMR.

W dalszym etapie zaplanowanych prac eksperymentalnych, przy udziale dra Marka
Zylewskiego oraz dra Grzegorza Zuchowskiego z Katedry Chemii Organicznej UlJ,

przeprowadzono badania trwato$ci chemicznej otrzymanych zwigzkéw wykazujac ich trwato$¢ w



warunkach fizjologicznych tj. w pH = 7.4. Ponadto we wspoélpracy pracownikow Zaktadu
Biochemii Farmaceutycznej badano stabilno$§¢ metaboliczng zsyntetyzowanych pochodnych w
uzyciem mysich mikrosoméw watrobowych. Wykazano, ze otrzymane pochodne w wigkszosci
ulegaja hydroksylacji w aryloksylowym fragmencie czasteczki, a wprowadzenie podstawnika
pirydylowego w pozycje 2 tej grupy znaczaco zwigksza stabilno$¢ metaboliczng czasteczki.

W ramach kolejnych badan in vitro, prowadzonych we wspolpracy z Zaktadem Chemii
Lekow Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, 0znaczono powinowactwo
otrzymanych zwigzkéw do receptoréw serotoninowych 5-HT7, 5-HT1a, 5-HT2a i 5-HTs oraz
receptorow dopaminowych D». Przeprowadzono rowniez testy biofunkcjonalne, by na podstawie
obserwowanej aktywnosci wewnetrznej zidentyfikowaé zwiazki wykazujace dzialanie
antagonistyczne wzgledem receptorow serotoninowych 5-HT7.

Wyselekcjonowane tym sposobem zwiazki zostaly przekazane do Zaktadu Farmacji
Klinicznej UJ oraz Zaktadu Badan Nowych Lekow Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie,
gdzie przeprowadzono badania farmakologiczne in vivo. Dziatanie przeciwdepresyjne badano
przy zastosowaniu testu wymuszonego ptywania (FST) oraz testu zawieszenia za ogon (TST),
efekt przeciwlegkowy badano z uzyciem testu czterech ptytek (FPT), natomiast wplyw na
zdolnos$ci poznawcze okreslono w tescie rozpoznania nowego obiektu (NOR).

Zwigzki o numerach 15, 52, 79 i 83 wykazaly wyrazne dzialanie przeciwdepresyjne i
przeciwlegkowe w dawkach porownywalnych lub nizszych od zwiazkéow referencyjnych SB-
269970, citalopramu i diazepamu. Ponadto otrzymane zwiazki w dawce 1 mg/kg zwigkszaty
zdolnos$ci poznawcze badanych zwierzat. Intrygujace, iz wymienione powyzej analogi wykazuja
nizsze powinowactwo, stabsza aktywnoS$¢ antagonistyczng i nizszg selektywnos¢ dziatania
wzgledem receptorow 5-HT7 niz struktura wiodaca PZ-766, a mimo to zostaty okre§lone w pracy
jako zwigzki najbardziej obiecujace. Moze to oznacza¢, ze w przypadku lekdow
przeciwdepresyjnych przeprowadzone badania in vitro maja charakter jedynie orientacyjny, lub
receptory 5-HT~7 nie odgrywaja decydujacej roli w etiopatogenezie tej choroby.

Wywiazujac si¢ z obowigzkow recenzenta powinienem odnies¢ si¢ takze do szaty
graficznej i sposobu prezentacji wynikow badan. Pod tym wzglgdem praca napisana jest bardzo
starannie, bowiem mozna doszuka¢ si¢ jedynie kilku drobnych uchybien typograficznych i
nomenklaturowych, ktorych Autorowi nie udalo si¢ unikngé w trakcie korekty maszynopisu.

Przyktadowo, zwiagzki 116, 117, 124 i 125 sa estrami tert-butylowymi kwasu weglowego, a wigc



ich nazwy powinny by¢ zapisane rozdzielnie: ferr-butyl carbamate. Na Rysunku 12 (strona 26)
powinno by¢ X = CO (nie CO,), we wzorze ogdlnym VI brakuje atomu wodoru, a na Schemacie
| (strona 29) numeracja niektorych podstawnikéw R jest blgdna. Wspomniane przeoczenia i
drobne uchybienia nie obnizajg wartosci merytorycznej pracy.

Wyniki przedstawione w rozprawie doktﬁrskie_i p. Vittorio Canale w petni potwierdzajg
wyrazona wezesniej opinig, iz zamierzony cel, jakim byto zastosowanie wspotczesnych narzedzi
chemii medycznej w procesie poszukiwania nowej klasy lekow przeciwdepresyjnych na drodze
optymalizacji struktury wiodacej PZ-766, zostat osiagniety. W tym kontekscie, obok aspektow
natury poznawczej, nalezy zwréci¢ uwage na walor dydaktyczny ambitnego programu
badawczego. Dzigki doskonale funkcjonujacemu zespotowi naukowemu Doktorant mogt
uczestniczy¢ w realizacji szeregu badan przedklinicznych o charakterze rOZWOjOWYm, €0 W
polaczeniu z faktem, iz jest wspdlautorem 10. publikacji naukowych, czyni Go wysoko

kwalifikowanym specjalista w zakresie chemii medyczne;.

Podsumowujge, z uznaniem stwierdzam, Ze oceniana rozprawa doktorska jest
osiagnigeciem oryginalnym, wnosi wicle elementow nowosci naukowej do wiedzy w zakresie
chemii medycznej lekéw przeciwdepresyjnych i pod kazdym wzgledem spelnia wymagania
okreslone w aktualnej ustawie o tytule naukowym i stopniach naukowych. Na tej podstawie
wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie magistra Vittorio Canale do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie wnioskuje o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej, bowiem spetnia

ona wszystkie wymagania zawarte w Regulaminie Wyrozniania Rozpraw Doktorskich.
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