UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KATEDRA 1 ZAKEAD TECHNOLOGI CHEMICZNEJ SRODKOW LECZNICZYCH

ul. Grhnwaldzka 6 ' tel.: 61 854-66-30
60-780 Poznan fax: 61 854-66-39
' e-mail: syntezy@ump.edu.pl

Poznan, dnia 7 stycznia 2022 r.
Recenzja rozprawy doktorskiej

Tytul pracy: Synteza pochodnych 4-arylopirydo[1,2-c]pirymidyny, zwigzkow o podwéjnej wiazalnosci
do receptora 5-HT14 oraz transportera serotoniny S-HTT

Imig i nazwisko: mgr farm. Grzegorz Slifirski

Miejsce realizacji pracy doktorskiej: Katedra Technologii Lekow i Biotechnologii Farmaceutycznej,
Wydzial Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Promotor: prof. dr hab. n. farm. Jadwiga Turlo

Promotor pomocniczy: dr n. farm. Marek Krél
Pan mgr Grzegorz Slifirski podczas realizacji pracy doktorskiej wiaczyl sie w tematyke syntezy
pochodnych 4-arylopirydo[1,2-c]pirymidyny, zwiézkéw o podwojnej wigzalnoSci do receptora S-HTia
oraz transportera serotoniny 5-HTT, ktora jest rozwijana od dekady z bardzo interesujacymi rezultatami
w Katedrze Technologii Lekéw i Biotechnologii Farmaceutycznej pod kierunkiem promotora niniejszej
pracy, Pani prof. dr hab. Jadwigi Turlo i promotora pomocniczego Pana dr Marka Kréla. Zagadnienie
badawcze sformutowane w temacie pracy dotyka szeregu aspektow szczegbtowych zmierzajacych do
poszerzenia wiedzy na temat 2H-pirydo[1,2-c]pirymidyn i tetrahydropirydo[1,2-c]pirymidyn potgczonych
~ z ugrupowaniami 3-(piperydyn-3-ylo)-1H-indolu. Jednakze w szerszym znaczeniu pozwala na poglebienie
wiedzy na temat aktywnosci potencjalnych substancji aktywnych farmaceutycznie o podwojnej wigzalnosci
do receptoréw 5-HTia oraz transportera serotoniny 5-HTT, wk;czajqc sie w ten sposob w nurt poszukiwan
nowych substancji aktywnych farmaceutycznie o dziataniu przeciwdepresyjnym. Temat badan jest bardzo
aktualny naukowo, gdyz w modulacji przekaznictwa serotoninergicznego w moézgu dopatruje si¢ wcigz
mozliwosci znalezienia nowych lekéw do leczenia depresji. Pqnadto zagadnienie badawcze jest obecnie
bardzo uzasadnione spotecznie, gdyz problem kondycji psychicznej, leczenia i zapobiegania depresji jest
powiazany z trudnym do§wiadczeniem COVID-19 i coraz czgéciej poruszanymi nastgpstwami zdrowotnymi
przebycia tej choroby w postaci long- i post-COVID. Wiedza jaka mamy na temat serotoniny, czyli
Jhormonu szczescia”, ukladu serotoninergicznego, rodzin i podtypow receptoréw serotoninowych
w osrodkowych synapsach serotoninergicznych, a takze efektow wynikajacych z ich aktywacji lub blokady,
jest coraz wigksza. Niemniej jednak, zaproponowane w pracy doktorskiej podejscie wnika w samo
zagadnienie jeszcze bardziej, gdyz Doktorant wigcza si¢ w nurt badan stuzacych opracowaniu substancji
aktywnych farmaceutycznie, wykorzystujacych podwdjng wigzalnosé¢ jednoczesnie do receptorow 5-HTia

oraz transportera serotoniny 5-HTT.



Przediozona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Grzegorza Slifirskiego stanowi spojny tematycznie
zbidr trzech publikacji opatrzonych: Streszczeniami w Jezyku polskim i angielskim, Wstepem, Celem pracy,
Wykazem prac i Wprowadzeniem. Kazda z wiaczonych do rozprawy publikacji zostata krétko
scharakteryzowana oraz podsumowana gléwnymi wnioskami i o$wiadczeniami wspStautoréw. Na korcu
Doktorant zawart Podsumowanie i Wykaz prac stanowigcych dorobek naukowy autora rozprawy przed
doktoratem. Poszczegblne rozdzialy i publikacje zostaty napisane poprawnym jezykiem naukowym.
Kolejﬁos’é przedstawiania danych i cytowane w pracach pi$miennictwo nie budza zastrzezen recenzenta.

Doktorant dokonat wlasciwego wyboru tematyki do Wprowadzenia, w. ktérym zawart informacje na
temat serotoniny i jej roli fizjologicznej oraz uzasadnit wybér tematu pracy doktorskiej. Zaplanowane przez
Doktoranta w Celu pracy badania miaty doprowadzi¢ do otrzymania zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci
przeciwdepresyjnej w grupie 2H-pirydo[1,2-c]pirymidyn i tetrahydropirydo[1,2-c]pirymidyn polaczonych
z ugrupowaniami 3-(piperydyn-3-ylo)-1H-indolu o podwdjnej wigzalnosci do receptoréw 5-HTia oraz
transportera serotoniny 5-HTT. Nalezy doda¢, ze modyfikacje polegajace na wprowadzeniu podstawnikéw
do czgsci terminalnej oraz farmakoforowej zwigzkéw zostaly zaplanowane w oparciu o analize SAR
wczesniej opublikowanych struktur o poszukiwanym profilu farmakologicznym. Cel ten byl konsekwentnie
realizowany poprzez badania zaprezentowane w trzech publikacjach. Sposéb przedstawiania badan i ich
interpretacji zawarty w Publikacjach wchodzacych w zakres rozprawy oraz poprzedzajacych je krétkich
charakterystykach i konczacych podsumowaniach wskazujag na bieglos¢ Doktoranta w stosowanej
metodologii i dokumentowaniu wynikéw.

Szczegbtowy problem badawczy znajdujacy sie w poddanej ocenie Publikacji 1 — International Journal
of Molecular Sciences 22, 2021, 9015 - dotyczy przegladu literatury na temat receptoréw 5-HT
i poszukiwan nowych lekdw przeciwdepresyjnych. Na poczatku publikacji Doktorant dokonatl wprowadzenia
do tematyki depresji i lekéw stosowanych w j.ej terapii. Dalej zawart dane na temat roli ukladu
serotoninergicznego w opracowaniu nowych i skutecznych terapii przeciwdepresyjnych, w tym opartych na
potaczeniu inhibicji 5-HTT z dodatkowymi mechanizmami aktywnos$ci farmakologicznej. Bardzo ciekawie
przedstaWii zagadnienie  istotne z punktu widzenia prowadzonych badan  wiasnych,
a dotyczgce znaczenia receptor6w 5-HTia. Omoéwit wazng role autoreceptoréw 5-HTia, zaréwno
w utrzymaniu homeostazy, jak i w procesach regulacyjnych w obrebie neuronéw 5-HT, a takze rolg
heteroreceptoréw 5-HTia. Nalezy podkresli¢, ze publikacja oparta na 285 odnosnikach literaturowych
stanowi doskonate kompendium, w ktérym dokonano wnikliwej analizy koncepcji badan i poszukiwan
nowych lekow przeciwdepresyjnych w kontekscie modulacji siedmiu.podtypéw receptoréw serotoninowych.
Praca ta sprawia, ze zagadnienia eksperymentalne omawiane w dalej przedstawionych publikacjach
oryginalnych sag lepiej zrozumiale w kontekscie starannie zebranego stanu wiedzy ze sSwiatowego
pi$miennictwa.

Motywem przewodnim badan zawartych' w Publikacjach 2 i 3 — European Journal of Medicinal
Chemistry 166, 2019, 144 oraz European Journal bf Medicinal Chemistry 180, 2019, 383, stalo si¢ uzycie
ugrupowania pirydo[1,2-c]pirymidynowego jako syntonu do dalszych modyfikacji, prowadzacych do serii
2H-pirydo[1,2-c]pirymidyn i tetrahydropirydo[1,2-c]pirymidyn potaczonych z ugrupowaniami 3-(piperydyn-

3-ylo)-1H-indolowymi. Nowe zwigzki opracowano w oparciu o wczesniej zaprojektowane struktury,
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w ktérych najwigkszych zmian dokonano w czesci farmakoforowej zawierajacej fragment 3-(piperydyn-3-
ylo)-1H-indolu. Czgs$¢ eksperymentalna pracy zostata opracowana bardzo racjonalnie i opierala si¢ na
nastepujgcych etapach: (i) syntezie syntonéw do dalszych reakcji, w tym pochodnych bromobutylowych
4-arylo-pirydo[1,2-c]pirymidyny oraz analogéw uwodornionych w motywie pirydo[1,2-c]pirymidynowym
oraz pochodnych 3-(piperydyn-3-ylo)-1H-indolu, (ii) syntezie struktur koficowych na drodze reakcji
kondensacji, (iii)) kompleksowej ocenie wlasciwosci fizykochemicznych zwigzkéw koncowych
i pc')%produkt(’)w, (iv) ocenie aktywnosci biologicznej zwigzkéw koncowych w badaniach receptorowyéh
in vitro oraz in vivo, w tym z uzyciem wybranych testéw behawioralnych, a takze (v) analizie SAR. Przy
lekturze artykuiu opublikowanego w European Journal of Medicinal Chemistry 166, 2019, 144 nasunelto mi
si¢ kilka kwestii o ktérych wyjasnienie poprosze Doktoranta podczas publicznej obrony pracy: (i) Czy
dokonujqc zmiany fragmentu z 4-(piperydyn-4-ylo)-1H-indolu na 3-(piperydyn-3-ylo)-1H-indolu zaktadano
badania powstajqcych racematow oraz wchodzqcych w ich sklad enancjomeréw? Czy moze planowane sq
prace preparatywne dotyczqce wyodrebnienia poszczegdlnych enancjomeréw z racematéw, dla ktorych
stwierdzono najwyzsze aktywnosci biologiczne? (ii) Jakie przestanki przemawialy za wprowadzeniem
atomow fluoru do badanych zwigzkéw? Pytam o to, gdyz rola fluoru w strukturze neuroleptykow, a takze
przeciwdepresantow, w tym fluoksetyny i jej pochodnych zostala dobrze okreslona w literaturze.
(iii) Badania dotyczqce wigzania zwigzkéw do transportera serétoniny SERT wyraznie wskazaly na
znaczenie fluoru w pozycji 5 fragmentu 3-(piperydyn-3-ylo)-1H-indolowego —zwigzek 9.10. Zastanawiam sig
czy zwiqzek ten zostal poddany testom stabilnosci metabolicznej i jakie byly kryteria wigczenia zwigzkow do
tych testow? Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w vartykule opublikowanym w European Journal
of Medicinal Chemistry 166, 2019 Doktorant przedstawil synteze oraz charakterystyke fizykochemiczna
i biologiczng 27 koncowych zwigzkéw pochodnych 4-arylo-pirydo[1,2-c]pirymidyny z fragmentem -
3-(3-piperydynylo)-1H-indolowym,  5-fluoro-3-(3-piperydynylo)-1H-indolowym oraz 5-metoksy-3-(3-
piperydynylo)-1H-indolowym. Dla siedmiu zwigzkéw stwierdzono ponadto bardzo wysokie powinowactwa
wyrazone wartosciag K; na poziomie nanomolowym wzgledem celéw molekularnych jakimi sg receptor
5-HTia i biatko 5-HTT. Podczas lektury artykutu opublikowanego w European Journal of Medicinal
Chemistry 180, 2019, 383 zastanawialem sig jak otrzymano monokryszial do badan XRD? Czy ktorykolwiek
ze zwiqgzkéw konicowych analizowano na kolumnie z wypetnieniem chiralnym? Pytanie nawigzuje do podjetej
wczesniej kwestii badania zwiqgzkéw kovicowych, ktdre posiadajq centrum chiralne. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze w artykule opublikowanym w European Journal of Medicinal Chemistry 180, 2019, 383
Doktorant przedstawil syntezg oraz charakterystyke fizykochemiczng i biologiczng 27 koficowych zwigzkéw
pochodnych tetrahydropirydo[1,2-c]pirymidyny z fragmentami 3-(3-piperydynylo)-1H-indolowym, 5-fluoro-
3-(3-piperydynylo)-1H-indolowym oraz 5-metoksy-3-(3-piperydynylo)-1H-indolowym. Dla siedmiu
zwigzkow stwierdzono bardzo wysokie powinowactwa wyrazone wartosciag K; na poziomie nanomolowym
wzgledem celow molekularnych jakimi sg receptor 5-HTia i biatko 5-HTT. Ponadto w odniesieniu do
wczesniej przeprowadzonych badan stwierdzono, ze tetrahydropirydo[1,2-c]pirymidyny sg aktywniejsze od
swoich nienasyconych analogéw. Najwazniejsze wyniki i wnioski z badan iosta%y nastepnie przedstawione

w Podsumowaniu.



Tres¢ rozprawy doktorskiej Pana mgr Grzegorza Slifirskiego zawarta w cyklu trzech artykutéw
naukowych jest zgodna z tezg postawiong w tytule. Praca byta realizowana wedtug dobrze przemys$lanego
schematu, co pozwolito na zweryfikowanie wielu hipotez. Hipoteza zawarta na poczatku badan dotyczaca
poszukiwan ligandéw o podwdjnej wigzalnosci do receptora 5-HTia oraz transportera serotoniny 5-HTT
W miar¢ postepu badaf zostala pozytywnie zweryfikowana i doprowadzita do bardzo interesujacych
wnioskow. Przeprowadzone prace eksperymentalne pozwolily na uzyskanie metodami synteiy chemicznej
i wnikliwej charakterystyki fizykochemicznej 54 pochodnych pirydo[1,2-c]pirymidyny, z czego 27
w szeregu 2H-pirydo[1,2-c]pirymidyny i 27 w szeregu 5,6,7,8-tetrahydropirydo[1,2-c]pirymidyny. Zwiazki
te zostaly poddane pelnej analizie SAR podsumdwujqcej badania biologiczne in vitro i in vivo. Wszystkie
dane zostaly W przedstawionych do oceny pracach ‘krytycznie omowione w kontekscie $wiatowego
piSmiennictwa i bezposrednich doswiadczefi Zespotu. Uzyskane wyniki maja wiec duze znaczenie
poznawcze i stanowig istotny wkiad do chemii medycznej z uwagi na zaobserwowang wysoka wigzalno$é
zwigzkoéw obu serii do zakladanych celéw molekularnych. Naleiy dodaé, ze w $wietle zafaczonych
o$wiadczeft wspélautoréw, wkiad Pana mgr Grzegorza Slifirskiego w powstanie publikacji jest znaczacy.
Nie mam najmniejszych watpliwosci, ze przedstawione i juz opublikowane dane eksperymentalne posiadaja
wysoka warto$¢ merytoryczna, gdyZvDoktorant (i) zastosowal nowoczesny warsztat badawczy, ktory
pozwolit na poszerzenie wiedzy na temat mozliwos'ci syntezy, charakterystyki fizykochemicznej
i biologicznej 2H-pirydo[1,2-c]pirymidyn i tetrahydropirydo[1,2-c]pirymidyn potgczonych z ugrupowaniami
3-(piperydyn-3-ylo)-1H-indolu; (if) podjat si¢ prowadzenia badaf bardzo aktualnych naukowo w chemii
medycznej, a co najwazniejsze skutecznie je zrealizowal, co pozwolito na wyselekcjonowanie zwigzkow
o podwdjnej wigzalnosci do receptoréw 5-HTia oraz transportera serotoniny 5-HTT; (iii) uzyskat wyniki
stwarzajace perspektywy opracowania substancji o potencjalnej aktywnos$ci przeciwdepresyjnej sposrod
pochodnych pirydd[1,2-c]pirymidyny, a wiec o duzym =znaczeniu spotecznym. Nalezy podkreslic,
ze sumaryczny wspotczynnik oddzialywania IF trzech prac wchodzacych w skiad rozprawy wynosi 17,069,
co przeklada si¢ na 420 punktow MNiSW, a uzyskane wyniki zostaly takze zaprezentowane na siedmiu
konferencjach krajowych i zagranicznych.

Pan mgr Grzegorz Slifirski posiada w mojej ocenie bardzo dobry dorobek naukowy, jest pierwszym -
autorem czterech publikacji w czasopismach takich jak Biul. Wydz. Farm. WUM, Int. J. Mol. Sci.,
dwukrotnie Eur. J. Med. Chem. Ponadto jest wspotautorem publikacji w Med. Chem. Res., Int. J. Mol. Sci.,
J. Chromatogr. A oraz Microchem. J. Ponadto jest wspolautorem dziesigciu komunikatéw zjazdowych,
bedac rownoczesnie w dziewieciu z nich pierwszym autorem. Jest ponadto wykonawcg grantu OPUS
z Narodowego Centrum Nauki. Sumaryczny wspotczynnik oddzialywania IF Jego prac wynosi 34,292,
co przektada sie na 755 punktéw MNiSW.

Wszystkie rozdzialy i publikacje zawarte w dysertacji zostaly napisane bardzo poprawnym jezykiem

naukowym. Zwracam uwage na drobne kwestie, na ktore natrafitem podczas czytania pracy: () s. 5 -
., zsyntetyzowano” - to galizm (fr. synthétiser), sugeruje pb prostu syntezowaé, (i) s. 57, Schemat 1 — w (v.) zapewne chodzito
o0 zwigzki 8.1-8.3, (iii) 5. 83, na Schemacie 3 uwodornione pirymidyny oznaczono 5.1-3.9’, stqd wnioskuje, ze w tekscie powyzej
schematu chodzi o zwigzki ze wskazang numeracjq.

Reasumujac uwazam, ze Pan mgr Grzegorz Slifirski doskonale zmierzyl si¢ z postawionym

w temacie pracy problemem, wykazal si¢ znajomoscig zagadnien teoretycznych i przygotowaniem
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warsztatowym. Moja wysoka ocena wartoééi merytorycznej przedstawionej dysertacji wynika
z umiej¢tnego polaczenia przez Doktoranta wiedzy z zakresu syntezy chemicznej i chemii lekéw.
Przekazana do recenzji rozprawa doktorska w pelni spelnia wymogi stawiane tego typu pracom,
dlatego tez wnosz¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Grzegorza Slifirskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na wysoka merytoryczna warto$¢ przedlozonej do recenzji dyserfacji, zwracam si¢ do

Wysokiej Rady Dyscypliny z wnioskiem o wyréznienie przedmiotowej pracy doktorskiej.

prof. dr hab. Tomasz Go§linski



