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W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej pani mgr Sabiny Rybki gtéwnym
celem badani bylo ustalenie zaleznosci pomiedzy budowa chemiczng aminoalkanolowych
pochodnych sukcynimidu a ich aktywnoscia przeciwdrgawkowa. Bardzo szeroko
zaprojektowane przez Doktorantke badania obejmowaty synteze szeregu nowych
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu -  zwigzkébw o  spodziewanym dziataniu
przeciwdrgawkowym, przeprowadzenie badan farmakologicznych in vivo w zwierzecych
modelach padaczki, wyznaczenie lipofilnosci otrzymanych zwigzkéw, a dla wybranych
aktywnych pochodnych badania radioreceptorowe i ustalenie metabolizmu.

Przeprowadzone przez Doktorantke badania wpisujg sie wiec w zakres chemii
medycznej i sg kontynuacja prowadzonych od lat w Katedrze Chemii Farmaceutycznej Ul CM
poszukiwan zwigzkéw przeciwdrgawkowych w grupie pochodnych 1,3-podstawionego
pirolidyno-2,5-dionu.

Poszukiwanie nowych lekéw przeciwpadaczkowych jest znaczaco utrudnione przez ’
réznorodnod¢ przyczyn wystepowania napadéw padaczkowych, a co za tym idzie brak
doktadnej wiedzy o etiopatogenezie, mechanizmach dziatania, celach molekularnych. Stad

utrudnione jest zaréwno poszukiwanie nowych lekdéw ukierunkowane na odpowiedni cel



biorgcy udziat w patomechanizmie jak i tzw. podejScie racjonalne, oparte na chemii
obliczeniowej, syntezie kombinatorycznej oraz szybkich testach przesiewowych.

O wiele szerzej wykorzystywanym narzedziem w poszukiwaniu nowych substanciji
o pozadanych wiasciwosciach terapeutycznych sg tu zwierzece modele padaczki. Dajg one
mozliwos¢ identyfikacji zwigzkéw o nieznanym, czasem innowacyjnym mechanizmie
dziatania. Badania zaprojektowane i przeprowadzone przez Doktorantke wpisuja sie w ten
typ ,niemechanistycznego” podejscia do poszukiwania nowych lekéw przeciwpadaczkowych.

Podstawg ocenianej rozprawy jest pie¢ publikacji w recenzowanych czasopismach
o zasiegu miedzynarodowym, posiadajacych wysoki sumaryczny wspétczynnik oddziatywania
réwny 14,42. Catos$¢ dysertacji uzupetnia 57-stronicowe podsumowanie zawierajace: cel
pracy, krétkg analize stosowanej metodyki i osiggnietych w kolejnych etapach pracy
wynikéw, wnioski, streszczenie oraz wykaz prac wchodzacych w sktad rozprawy. Powoduje
to, Zze uktad pracy jest bardzo czytelny. Dofgczony do podsumowania przeglad pismiennictwa
jest szeroki; obejmuje 77 pozycji, w wysokim procencie opublikowanych w okresie ostatnich
10 lat. Stanowi on klarowng podstawe dla postawionej przez doktorantke hipotezy
badawczej.

W materiatach otrzymanych do oceny brak jest natomiast o$wiadczer wszystkich
wspdtautoréw publikacji stanowigcych podstawe rozprawy, okreslajacych ich indywidualny
wktad w powstanie poszczegdlnych prac (publikacje s wieloautorskie). Trudno wiec
jednoznacznie recenzentowi oceni¢ udziat Doktorantki w tworzeniu koncepcji badan,
syntezie nowych pochodnych oraz okreslaniu wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych
otrzymanych zwigzkéw. Znaczacy udziat mgr Rybki sugeruje pierwsze autorstwo wszystkich
publikacji oraz fakt, ze badania przeprowadzone byly w ramach grantu Preludium, ktérego
kierownikiem byta wtasnie Doktorantka

Biorgc pod uwage cel i stosowang metodyke, badania wtasne mgr Rybki moina
podzieli¢ na piec kolejnych etapéw.

- Pierwszy, najszerszy etap pracy polegat na zaprojektowaniu i syntezie nowych pochodnych
pirolidyno-2,5-dionu, przy czym modyfikacje struktury wiodgcej prowadzone byty kolejno:
v W potozeniu 3 sukcynimidu (trzy serie zwigzkéw)
v' W ukfadzie 4-arylopiperazyny potaczonym z imidowym atomem azotu poprzez
tancuch alkilenowy (dwie serie zwigzkéw)

v' W fancuchu alkilenowym zwigzanym z imidowym atomem azotu



Przeprowadzone modyfikacje mialy na celu zbadanie wptywu podstawnika
w pofozeniu 3 pierscienia imidowego, oraz role pierscienia piperazynowego i dtugosci
tancucha w ugrupowaniu arylopiperazynyloalkilowym przy atomie azotu na aktywno$¢
przeciwdrgawkowa syntezowanych pochodnych.
W wyniku przeprowadzonych syntez Doktorantka otrzymat 132 nowe zwiazki, ktérych
czystos¢ i jednorodnos¢ oznaczono metodami chromatograficznymi i spektralnymi.

- Drugi etap zaprojektowanej przez Doktorantke pracy miat na celu zbadanie aktywnosci
przeciwdrgawkowej otrzymanych zwigzkdw w zwierzecych modelach padaczki. Byt on
konieczny dla przeprowadzenia zaprojektowanej analizy zaleznosci struktura-aktywnosé.
Zastosowane zostaty trzy testy in vivo: dwa testy drgawek wywotanych pragdem elektrycznym
(MES i 6 Hz) oraz test drgawek wywotanych chemicznie (kardiazolem, scPTZ). Dla
najaktywniejszych zwigzkéw wyznaczono wartosci dawki efektywnej (EDsp) oraz
neurotoksycznej (TDsg) oraz indeks terapeutyczny. Badania przeprowadzono w Katedrze
Farmakodynamiki Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagielloriskiego-Collegium
Medicum. Uzyskane wyniki pozwolity Doktorantce stwierdzi¢, ze potowa zaprojektowanych
zwigzkow wykazata aktywnosé przeciwdrgawkowa. Przeprowadzona przez mgr Rybke analiza
zaleznosci aktywnos¢-budowa doprowadzita do wniosku, ze dziatanie przeciwdrgawkowe
otrzymanych zwigzkéw bylo Scisle zwigzane z rodzajem podstawnika w potozeniu
3- pierscienia, dtugoscig faicucha alkilenowego wigzacego azot pierscienia pirolidyno-2,5-
dionu z azotem pierscienia piperazynowego oraz rodzajem komponenty zasadowe;j.

- W trzecim etapie pracy dla wybranych na podstawie wynikdw badan in vivo zwigzkéw
przeprowadzona zostaty badania majace na celu ustalenie ich prawdopodobnego
mechanizmu dziatania. Zatozony przez Doktorantke mechanizm polegat na blokowaniu
kanatéw sodowych i/lub kanatéw wapniowych. Badania radioreceptorowe in vitro
powinowactwa do kanatu sodowego oraz wapniowego typu L wykonane byty w firmie
zewnetrznej (Cerep, Francja).

Przeprowadzona przez Doktorantke analiza otrzymanych wynikéw badar pozwolifa jej
wykazac, ze 4-arylopiperazynyloalkilowe pochodne sukcynimidu — poza jednym wyjatkiem —
wykazywaty powinowactwo do napigciowo-zaleznych kanatéw sodowych i wapniowych typu
L. Jedyna czasteczka, ktéra nie wykazywata powinowactwa do kanatéw wapniowych typu L
zawierafa w swojej strukturze tréjweglowy tacznik pomigdzy uktadem imidu a piperazyng, co

by¢ moze wptywato na zanik aktywnosci. Analiza wynikéw badarn wskazywata réwniez na
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istotny wptyw podstawnika w potozeniu 4- piperazyny na stopiert blokowania odpowiednich
kanatéw.

- Czwarty etap pracy polegat na wyznaczeniu lipofilnosci wybranych zwigzkéw przy
wykorzystaniu dwdch metod: in silico oraz eksperymentalnie metodg UPLC/MS. Obydwie
zastosowane metody wykazaty wysoki stopied korelacji pomiedzy wartosciami logpP.
Doktorantka stwierdzita, ze w badanych zwigzkach lipofilno$¢ wyrainie zalezata od
podstawnika w potozeniu 3- ukfadu imidowego. Analiza wynikéw badan biologicznych
pozwolita mgr Rybce réwniez stwierdzi¢, ze aktywnos$¢ otrzymanych zwigzkéw w testach
in vivo MES oraz scPTZ skorelowana jest ze $rednig wartoscia logP.

- W ostatnim, pigtym etapie pracy Doktorantka zaplanowata przeprowadzenie badan
metabolizmu metodg in vitro (z wykorzystaniem mysich mikrosoméw watrobowych) dla
dwdch wybranych zwigzkéw wykazujacych wysoka aktywnosé przeciwdrgawkowsy. Uzyskane
wyniki wskazaty na zachodzace procesy N-dealkilacji oraz hydroksylacji. Analiza wynikéw
badann metabolizmu jest istotna i moze pozwoli¢ Doktorantce w dalszych badaniach nad
zwigzkami tej grupy zaprojektowac czasteczki o korzystniejszej trwatosci

Analizujagc przeprowadzone przez Doktorantke badania, opisane w 5 publikacjach
stanowigcych podstawe rozprawy nalezy zaznaczyé, ze wykazata sie duig wiedza
i doswiadczeniem w realizacji wybranej tematyki, w tym umiejetnoscig postawienia hipotezy
badawczej, analizy otrzymanych wynikéw oraz formutowania wnioskdéw.

Reasumujgc, warte podkreslenia sg zalety recenzowanej pracy swiadczace
o dojrzatosdci naukowej Doktorantki:
1. Whnikliwa analiza pismiennictwa dotyczacego poszukiwania zwigzkéw o dziataniu
przeciwdrgawkowym umozliwiajagca Doktorantce sformutowanie celu badan wilasnych,
zawarta w czesci teoretycznej 5 publikacji oraz oddzielnym podsumowaniu,
2. Zaprojektowanie i otrzymanie w wyniku wieloetapowych syntez 132 nowych
nieopisanych dotad zwigzkéw pochodnych wybranej struktury wiodacej oraz
przeprowadzenie na podstawie wynikow testow aktywnosci przeciwdrgawkowej wnikliwej
analizy zaleznosci dziatanie-budowa
3. Wysunigcie i weryfikacja hipotezy dotyczacej mechanizmu dziatania wybranych

aktywnych zwigzkéw



4, Okreslenie optymalnej wartosci logP dla aktywnosci przeciwdrgawkowej badanych
pochodnych, co zapewne bedzie mie¢ wptyw na projektowanie dalszych zwigzkéw z tej
grupy.

5. Zaprojektowanie wstepnych testéw metabolizmu aktywnych zwigzkéw ktérych
wyniki rowniez moga mieé wptyw na projektowanie dalszych zwigzkéw z tej grupy.

Zagadnienia wymagajace dodatkowego wyjasnienia przez Doktorantke w mojej opinii
sg nieliczne. By¢ moze warto bylo by doktadniej uzasadnié kryteria wyboru zwigzkéw do
badan radioreceptorowych i metabolizmu w przypadku, gdy nie wszystkie otrzymane
w danej serii aktywne pochodne byty poddane takim badaniom.

Podsumowujgc pragne stwierdzi¢, ze mgr Sabina Rybka przedfoizyta bardzo
wartosciowg prace, wnoszaca powazny wkiad do wiedzy na temat zaleznosci aktywnosé-
budowa w grupie pochodnych pirolidyno-2,5-dionu o potencjalnym dziataniu
przeciwdrgawkowym. Doktorantka  wykazata sie  zdolnoscia  zaprojektowania
i przeprowadzenia ztozonych eksperymentéw, analizy otrzymanych wynikéw oraz
formutowania wnioskéw. W mojej ocenie recenzowana rozprawa odpowiada w petni
wymaganiom stawianym pracom doktorskim i przedktadam Woysokiej Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium Medicum wniosek
o dopuszczenie pani mgr Sabiny Rybka do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Bioragc pod uwage obszerno$¢ i wysoki poziom recenzowanej pracy, wysoki
sumaryczny wspotczynnik oddziatywania publikacji stanowigcych podstawe dysertacji oraz
fakt, ze we wszystkich tych publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, sktadam

réwniez wniosek o wyrdinienie recenzowanej pracy.
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