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Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr Joanny SNIECIKOWSKIEJ

z Zaktadu Chemii Lekéw, Katedry Chemii Farmaceutycznej
Wydziatlu Farmaceutyczny Collegium Medicum,
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

pt. ,,Novel functionally selective agonists of the serotonin 5-HT1a receptor”.

Juz od 15 lat oceniam doktoraty w dziedzinie chemii medycznej. Doswiadczenie
(25 recenzji), ktére zdobylem pozwala mi na pewne uogodlnienia zmian, ktére sie
dokonaty. Zmiany, ktére obserwuje sg jakosciowe i ilosciowe. Jakosé to petniejsze
wykorzystanie wiedzy o mozliwych przyczynach chordb, to wybor wiasciwych celi
molekularnych. llos¢ to réznorodno$¢ badan, ktore sa wykonywane aby nie tylko
udowodni¢ aktywno$¢ ale takze potwierdzi¢ skuteczno$¢, czyli brak dziatan
ubocznych. Zwieksza to wymagania w stosunku do doktorantow. Wiedza i
umiejetnosci. Bez tego nie mozna prawidtowo zaplanowaé, wykona¢ i zanalizowac
wynikow zadnego projektu. Nie jest to proste poniewaz wymagania obejmujg rézne
dziedziny — synteza, badania funkcjonalne, badania behawioralne, bioinformatyka.
Sporo tego. Na szczescie mozemy korzystaé z dobrych przyktadéw — krajowych i
zagranicznych. Odpowiednia aparatura to takze nie problem. Stagd prace sg coraz



lepsze, coraz obszerniejsze (na szczescie nie objetosciowo, bo to zmora recenzentow)
i uwienczone odkryciem struktur wiodacych i dobrych kandydatow na leki.

Praca P.mgr Sniecikowskiej przedstawiona do recenzji zostata skonstruowana
wedtug tego schematu, tgczac elementy syntetyczne, informatyczne i biologiczne.
Miesci sie rowniez w szerokim programie badawczym prowadzonym od lat w Zaktadzie
Chemii Medycznej Katedry Chemii Farmaceutycznej w zespole prof. Marcina
Kotaczkowskiego. Program ten dotyczy poszukiwania nowych ligandow receptorow
serotoninowych.

Celem pracy mgr Sniecikowskiej byta synteza oraz ocena aktywnosci nowych
biased (stronniczych) agonistow receptoréw 5HT1a z grupy pochodnych 4-amino-
metylo-1-benzoilopiperydyny jako potencjalnych lekéw przeciwko depres;ji, chorobie
Parkinson’a oraz chorobie Rett'a. Praca zostata bardzo szczeg6towo zaplanowana i
zrealizowana fgczac w sobie zarowno skomplikowany, wieloetapowy element
syntetyczny (65 nowych zwigzkow), bioinformatyczny (modelowanie oddziatywan
ligand-biatko) jak i funkcjonalny (powinowactwo oraz cztery testy potwierdzajgce
preferencje aktywacji receptora). Farmakokinetyczne i farmakodynamiczne efekty
wybranych pochodnych zostaty rowniez zbadane potwierdzajgc selektywny wptyw na
wybrane regiony mézgu (regioselektywnoscg).

Struktura podstawowa w projekcie mgr Sniecikowskiej zostata zaczerpnieta z
wczesniejszych badan prowadzonych przez dr Bernarda Vacher'a w Pierre Fabre
Research Center w Castres, Francja. Badania te doprowadzity do odkrycia befiradolu
(wykluczonego po |l fazie badan klinicznych) oraz dwoéch biased agonistow (F13714 i
F15599). Pomimo bardzo szerokich prac rozwojowych prowadzonych w wielu
osrodkach a przedstawionych szczegétowo w czesci wstepnej rozprawy pozostato
jeszcze wiele mozliwosci chociazby wprowadzenie fragmentu aryloksyetylo-
aminowego i dalszy rozwdj tych struktur jak to zostato wykorzystane w doktoracie.

Szczegotowo zaplanowane modyfikacje obejmujace przede wszystkim
fragment aromatyczny ale réwniez linker. Poszczegolne modyfikacje wprowadzane
byly sukcesywnie w oparciu o wyniki wirtualnego dokingu i potwierdzane wynikami
powinowactwa do receptora 5-HT1a. Zbadano rowniez powinowactwo do receptora
alfa1l i D2 aby sprawdzi¢ selektywnos¢ dziatania. Zwigzki wykazywaty bardzo dobra
selektywnos¢. Aktywnos$¢ farmakologiczna skorelowana zostata z parametrami

lekopodobnosci. Zostaty one umieszczone w tabelach ale musiatem sie dtugo



naszuka¢ co oznaczaja skréty FSP, LELP czy MPO. Powinny by¢ wyjasnione przy
pierwszej tabeli. '

W kolejnym etapie okreslono mozliwo$¢ ,rozwoju” badanych struktur, zaréwno
w oparciu o podejscie bioinformatyczne jak i in vitro okre$lajac zardwno mozliwe
dziatania ,off-target” jak i parametry ADMET. Potwierdzono potencjalne
bezpieczenstwo zwigzkéw przy znacznej selektywnosci.

Ostatecznie przeprowadzono badania funkcjonalne i behawioralne dla
potwierdzenia wptywu na parametry podstawowego szlaku sygnatowego (ERK1/2,
cykliczny AMP, beta-arestyna i naptyw wapnia). Okreslono powinowactwo do kazdego
etapu oraz ich wzajemne sprzezenie. Co najmniej 17 z otrzymanych pochodnych
wykazato zroznicowany biased agonizm. Dwie z nich o odmiennym spektrum
sprzezenia w testach farmakodynamicznych (zw. 20 z niewielkg przewaga biased
agonizmu ERK oraz zw. 47 ze znaczng przewaga biased agonizmu beta-arestyny)
wykazato interesujgce dziatanie, w duzej mierze selektywne i specyficzne dajace sie
wyjasni¢ w oparciu o powinowactwo do poszczegdlnych etapow szlaku sygnatowego
oraz site tego powinowactwa. Na tym etapie potwierdzono, ze konkretne testy
behawioralne (test Porsolt'a, usuwania dolnej wargi oraz wptyw na katalepsje
haloperidolowg) moga by¢ potaczone z poszczegolnymi typami biased powinowactwa.

Znaczacym sukcesem projektu jest otrzymanie 48 pochodnych o dziataniu
subnanomolowym. | tu dygresja. Angielskiemu ,molar” odpowiada polski ,molowy” a
nie ,molarny” (polski abstrakt). Oraz jednej pochodnej o powinowactwie
subpikomolowym (femtomolowym, pKi = 12.8), najsilniej dziatajacego znanego w
literaturze liganda serotoninowego 5-HT1a.

Wszystkie zwigzki znalazty sie w patencie miedzynarodowym WO/2017/
/220799, co potwierdza zabezpieczenie praw do wtasnosci intelektualnej dla twércow.
Kazda z otrzymanych pochodnych zostata scharakteryzowana spektralnie (MS, 1H,
13C i 19F NMR, 2D HSQC dla zw. 48). Opisano réwniez szczegotowo synteze na
poszczegolnych etapach oraz proces oczyszczania produktow. Opisy sg jasne i
umozliwiajg powtarzalnos¢.

Praca napisana jest zwigzle, jasno i klarownie. Wnioski sg uzasadnione i dobrze
umotywowane. Planowanie, realizacja badan, opis a przede wszystkim dyskusja
$wiadcza o znakomitym przygotowaniu doktorantki do pracy naukowej. Nalezy
podkresli¢, ze cata praca napisana jest po angielsku dobrym i zrozumiatym jezykiem z

kilkoma matymi literbwkami, ktdre nie majg wptywu na ogdéina jako$¢ prezentacii.



W zwigzku z funkcjg recenzenta chciatbym zwrécié doktorantce uwage na
pewne zagadnienia, ktére wymagatyby wyjasnienia. W pracy przedstawiono 65
nowych zwigzkoéw o réznorodnej strukturze, dla ktérych zbadano aktywnos$é. Dla tak
licznej grupy dobrze zdefiniowanych pochodnych az prosi sie o wykonanie analizy
CoMFA lub CoMSIA. Ciekaw jestem, czy analiza doprowadzitaby takze do odkrycia
zw. 48. Inne uwagi to brak wyjasnienia dla kodu koloréw w figurach prezentujgcych
doking, szczegdlnie gdy na jednym rysunku nakifadano na siebie kilka zwigzkéw.
tgczenie razem i proba wyjasnienia wptywu na aktywno$¢ podstawnikéw fluorowego,
chlorowego oraz metoksy w oparciu o wielko$¢ podstawnika (str. 58) jest trudne do
przyjecia poniewaz majg one rézny charakter elektroindukcyjny i beda inaczej wptywaé
na gestos¢ elektronbw pi w pierScieniu aromatycznym. Ostatnia uwaga to
zréznicowanie stezen subnanomolowych i pikomolowych na str. 61, chociaz okre$laja

one ten sam zakres stezen.

Pomimo przedstawionych wyzej uwag moja ocena rozprawy doktorskiej mgr
Joanny Sniecikowskiej jest pozytywna poniewaz postawione cele badawcze i
poznawcze zostaty zrealizowane, a doktorantka wykazata sie znakomitym opanowanie
warsztatu badawczego i umiejetnoscig wtasciwego i skutecznego planowania badan
oraz oceny ich wynikdw. Uwazam, Zze spetlnia ona wszystkie warunki stawiane
rozprawom doktorskim. Sktadam zatem wniosek do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego CM UJ w Krakowie o dopuszczenie mgr Joanny Sniecikowskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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WNIOSEK

Z uwagi na bardzo szeroki zakres zaplanowanych i zrealizowanych badan oraz
gruntowna analize ich wynikow a takze nowatorski cel molekularny (biased agonizm)
uwazam, ze rozprawa ta stanowi bardzo istotny wktad w poszukiwanie nowych lekow
dziatajgcych na receptory serotoninowe. Wyniki zostaty opublikowane oraz
opatentowane patentem miedzynarodowym a projekt byt realizowany w ramach
projekty NCN oraz wspotpracy z przemystem. Uwazam, ze praca ta w petni zastuguje

na wyroznienie.
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