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1. Dane osobowe

Imiona: Anna Maria

Nazwisko: Waszkielewicz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2008 Doktor nauk farmaceutycznych, specjalnos¢: chemia lekow
rozprawa doktorska pt.: ,,Synteza i wlasciwosci przeciwdrgawkowe w grupie
niektorych pochodnych aminoalkanoli”
promotor: dr hab. Henryk Marona
Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych
Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

w Krakowie

2003 Magister farmacji
studia magisterskie 1998-2003 - Wydziat Farmaceutyczny CMUJ w Krakowie
praca magisterska pt. »Modyfikacje chemiczne kwasu
v-hydroksymastowego i ich znaczenie w farmacji”
promotor: prof. dr hab. Jacek Bojarski

Katedra Chemii Organicznej, Wydziat Farmaceutyczny CMUJ w Krakowie

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych

2014-obecnie adiunkt, Zaktad Chemii Bioorganicznej, Katedra Chemii Organicznej, U] CM

2010-2014  koordynator merytoryczny i wykonawca badan w projekcie ,,Opracowanie
innowacyjnej grupy zwigzkow o aktywnosci stabilizujgcej potencjal blony
komoérkowej” POIG o budzecie 5 min PLN, POIG 01.01.02-12-012/09,
Zaktad Chemii Bioorganicznej, Katedra Chemii Organicznej, Wydziat
Farmaceutyczny UJ CM w Krakowie
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4, Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r.
poz. 1311

a) Tytul osiggniecia naukowego:

Aroksyalkilo- oraz [2-(aroksy)etoksy]etylo pochodne chiralnych i achiralnych

aminoalkanoli oraz piperazyny o potencjalnej aktywnosci o§rodkowej

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

Waszkielewicz A.M.*, Gunia A., Stoczynska K., Marona H., 2011, Evaluation of
Anticonvulsants for Possible use in Neuropathic Pain. Curr. Med. Chem. 18, 4344-4358.
IF2011: 4,859, MNiISW: 40 *autor korespondujacy
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20(10), 1241-1285. 1Fyp13: 3,715, MNISW: 40 *autor korespondujacy

Waszkielewicz AM.*, Cegta M., Zestawska E., Nitek W., Stoczynska K., Marona H., 2015,
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anticonvulsant properties. Bioorg. Med. Chem. 23(15), 4197-4217. 1F5p;5: 2,923, MNiISW:
30 *autor korespondujacy
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(phenoxy)ethoxy]ethyl}aminoalkanols as anticonvulsant agents. Bioorg. Med. Chem.
24(8), 1793-1810. 1F5035: 2,923, MNiISW: 25 *autor korespondujacy

H6. Rapacz A., Waszkielewicz A.M.*, Panczyk K., Pytka K., Koczurkiewicz P., Piska K., P¢kala
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anticonvulsant-analgesic  activity of new  N-[(phenoxy)alkyl]- and  N-
[(phenoxy)ethoxyethyl]aminoalkanols. Med. Chem. Commun. in press, DOI:
10.1039/c6md00537c. 1F5015: 2,319, MNiSW: 25, *autor korespondujacy

H7. Waszkielewicz A.M.*, Stoczyfska K., Pekala E., Zmudzki P., Siwek A., Grybo$ A., Marona
H., 2016, Design, synthesis, and anticonvulsant activity of some derivatives of xanthone
with aminoalkanol moieties. Chem. Biol. Drug Des. 1-14. DOI:10.1111/cbdd.12842.
IF2015: 2,802, MNISW: 25, *autor korespondujacy

H8. Waszkielewicz A.M.*, Kubacka M., Panczyk K., Mogilski S., Siwek A., Gluch-Lutwin M.,
Grybo$ A., Filipek B., 2016, Synthesis and activity of newly designed aroxyalkyl or
aroxyethoxyethyl derivatives of piperazine on the cardiovascular and the central
nervous systems. Bioorg. Med. Chem. Lett. 26, 5315-5321. IF,05: 2,486, MNIiSW: 25,
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5. Ogolna charakterystyka dorobku naukowego

W 1998 r. podjetam studia na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie na kierunku farmacja (specjalno$¢ farmacja
apteczna). Tytut zawodowy magistra farmacji uzyskatam w 2003 r. w oparciu o obrong pracy
magisterskiej pt. ,,Modyfikacje chemiczne kwasu y-hydroksymaslowego i ich znaczenie
w farmacji” wykonanej pod kierunkiem Pana prof. dra hab. Jacka Bojarskiego w Katedrze
Chemii Organicznej UJCM. Wyniki tej pracy zostaly opublikowane w postaci publikacji
przegladowej w impaktowanym czasopismie (1), a sama praca zaj¢ta pierwsze miejsce
w wydziatlowym konkursie prac magisterskich.

W 2003 r. zostaltam przyjeta na studia doktoranckie na tym samym Wydziale,
w Zakladzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych przy Katedrze Chemii
Farmaceutycznej CMUJ, gdzie pod kierunkiem Pana dra hab. Henryka Marony
realizowalam zadania badawcze. Skupialy si¢ one na syntezie oraz badaniach
fizykochemicznych nowych zwigzkéw 0 rdéznokierunkowym profilu  aktywnosci,
W szczeg6lnos$ci w obregbie osrodkowego uktadu nerwowego (aktywno$¢ przeciwdrgawkowa
i/lub przeciwbdlowa w bolu neurogennym) a takze w obrgbie ukladu krazenia. Badania
farmakologiczne odnoszace si¢ do aktywnosci przeciwdrgawkowej byly realizowane
w ramach wspotpracy z amerykanskim Narodowym Instytutem Zdrowia (NIH, National
Institutes of Health) w programie poszukiwania nowych lekow przeciwpadaczkowych
Antiepileptic Drug Development Program. Koordynatorem tej wspolpracy ze strony
Wydziatu Farmaceutycznego jest Pani prof. Katarzyna Kie¢-Kononowicz, a ze strony NIH
koordynatorem byl Pan prof. James Stables. Rozpoczetam rowniez prace w zakresie badania
bezpieczenstwa wybranych zwigzkéw (badania mutagenno$ci z  zastosowaniem
zmodyfikowanych genetycznie szczepéw morskich bakterii Vibrio harveyi otrzymanych
dzigki uprzejmosci Pana prof. dra hab. Grzegorza Wegrzyna z Uniwersytetu Gdanskiego).
W trakcie studiow doktoranckich w 2006 r. uzyskatam stypendium dla najlepszych
doktorantow Uniwersytetu Jagiellonskiego ,,Akademicka Innowacyjno$é¢ dla Malopolski”
finansowane przez Europejski Fundusz Spoteczny.

W 2008 r. bytam inicjatorem i wraz z Panem drem hab. Henrykiem Marong oraz Pania
prof. dr hab. Katarzyng Kie¢-Kononowicz wspotautorem zgloszenia patentowego

pt. ""Pochodne fenoksyalkiloaminoalkanoli i ich zastosowania”, zlozonego do Urzedu



Patentowego Rzeczpospolitej Polskiej, obejmujacego wyniki badan aktywnosci
przeciwdrgawkowej w grupie pochodnych chiralnych lub achiralnych aminoalkanoli
oraz aminokwasow. Pragne zaznaczy¢, ze znaczgca liczba aktywnych substancji w tym
zgloszeniu byta uzyskana i przebadana w ramach mojej pracy doktorskiej. Stad tematyka
badawcza w zakresie poszukiwania nowych zwigzkoéw w grupie chiralnych lub achiralnych
pochodnych aminoalkanoli stanowila podstawe dalszych prac badawczych skupionych
gtownie w obrebie poszukiwania nowych zwigzkéw dziatajacych przeciwdrgawkowo i
przeciwbolowo w boélu neurogennym.

W roku 2008 uchwatg Rady Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM uzyskalam stopien
doktora nauk farmaceutycznych (chemia lekow) w oparciu o rozprawe doktorska
pt. ,,Synteza i wlasciwosci przeciwdrgawkowe w grupie niektorych pochodnych
aminoalkanoli”. M6j dorobek naukowy obejmowat 5 publikacji oryginalnych, 1 przegladowa
1 1 zgloszenie patentowe.

W latach 2008-2010 podjetam pracg zawodowa w firmie biotechnologicznej
Selvita Sp. z 0.0. w Krakowie, na stanowisku specjalista ds. projektow badawczych w dziale
R&D. Moja praca wigzata si¢ m.in. z komercjalizacja projektow rozwoju lekow z polskich
jednostek badawczych oraz kontynuacja badan dla tych projektow. Do tego celu
uczestniczytam w licznych szkoleniach np. z zakresu prowadzenia projektow dotyczacych
poszukiwania lekow dla schorzen w oS$rodkowym uktadzie nerwowym (Londyn),
dotyczacych ochrony patentowej (Urzad Patentowy RP), czy zarzadzania projektami (Berlin).
Jednoczesnie, za zgoda Pana dra hab. Henryka Marony kontynuowatam prace badawcze,
atakze bylam glownym inicjatorem i wspotautorem projektu badawczego zgloszonego
do Ministerstwa Rozwoju Regionalnego pt. ,,Opracowanie innowacyjnej grupy zwigzkow
o aktywnosci stabilizujacej potencjal blony komorkowej” POIG 01.01.02-12-012/09.
Projekt ten opiewal na sume¢ 5.005.406 PLN i byl realizowany w latach 2010-2014
w nowopowstatym Zaktadzie Chemii Bioorganicznej przy Katedrze Chemii Organicznej
UJCM pod kierownictwem Pana prof. dra hab. Henryka Marony. W ramach tego projektu
realizowatam prace badawcze zwigzane z projektowaniem i syntezg nowych pochodnych
gtownie w grupie chiralnych lub achiralnych aminoalkanoli oraz piperazyny, a takze
w zakresie syntezy i badan fizykochemicznych, w tym polimorfizmu Kilku najbardziej
aktywnych przeciwdrgawkowo zwigzkow. Nalezy nadmieni¢, ze w ramach realizowanego
projektu nalezalo m.in. zsyntezowa¢ 2 zwigzki najkorzystniejsze przeciwdrgawkowo
w formie soli wilosci 250-300 g, ktore obok szerokiego panelu badan farmakologicznych

wtym farmakokinetycznych byly przedmiotem opracowania formulacji (kapsutki
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z peletkami, minitabletki). Na czas realizacji projektu zostalam zatrudniona na stanowisku
koordynatora merytorycznego, co wigzato si¢ nie tylko z zadaniami badawczymi, ale takze
z takimi obowigzkami jak wspotpraca z innymi jednostkami naukowymi realizujagcymi
projekt, prace administracyjne (np. zakupy aparatury czy odczynnikow w ramach przetargdw
oraz sprawozdania do Ministerstwa oraz Narodowego Centrum Badan i Rozwoju NCBIR),
przygotowanie zgloszen patentowych czy tez rozliczenie projektu. Pozyskane finansowanie
pozwolito tez na wyposazenie laboratorium chemicznego, jak rowniez biotechnologicznego
W tutejszym Zaktadzie, a takze na znaczne rozszerzenie badan i1 ochron¢ patentowg
uzyskanych wynikow (2 zgloszenia krajowe i 10 zgloszen zagranicznych).

Od chwili ukonczenia projektu (styczen 2014 r.) jestem zatrudniona na etacie adiunkta
w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej przy Katedrze Chemii Organicznej UJ CM. Na skutek
szeroko zakrojonych badan w zakresie poszukiwania mechanizméw aktywno$ci zwigzkow
najsilniej dziatajacych serotoninergicznie, moje =zainteresowania badawcze ulegly
rozszerzeniu na inne aktywnosci w obrebie os$rodkowego uktadu nerwowego
(np. przeciwdepresyjna, przeciwlgkowa).

W trakcie realizacji wspomnianego projektu i obecnie uczestnicz¢ w wypehianiu zadan
dydaktycznych Zaktadu na tutejszym Wydziale. Prowadz¢ zajecia zarowno dla studentow
studiow magisterskich, jak i doktoranckich. Zajgcia prowadzone przeze mnie obejmuja
kierunki: Kosmetologia (przedmioty ,,Chemia surowcéw kosmetycznych”, ,,Badania
i rozwoj innowacyjnych kosmetykéw”), Analityka Medyczna (przedmiot ,,Chemia
organiczna”) oraz Farmacja (Przedmiot fakultatywny ,Wybrane zagadnienia
z kosmetologii oraz chemii kosmetycznej”). Tematyka prowadzonych przeze mnie zajeé
obejmuje chemi¢ zwigzkdw organicznych 1 surowcoOw kosmetycznych, innowacyjne
rozwigzania w zakresie badan nad nowymi substancjami kosmetycznymi oraz zagadnienia
zwigzane z ochrong patentowg i pozyskiwanie funduszy na prace badawcze (dla studentow
studiow doktoranckich w ramach przedmiotu ,,Metody aktywizacji studentow - metodyka
pozyskiwania S$rodkéw na badania naukowe”). W trakcie realizacji projektu bytam
I obecnie takze jestem opiekunem prac magisterskich realizowanych na tutejszym Wydziale,
a takze opiekunem kot naukowych w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej UJ CM.

Dwukrotnie uzyskalam nagrod¢ Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM
za osiggni¢cia naukowe. Jestem takze laurcatkg II edycji konkursu dla kobiet nauki
»Innowacja jest kobietg” Fundacji Kobiet Nauki, a takze zdobylam zloty medal na targach
wynalazkéw INPEX w Pitsburgu w Stanach Zjednoczonych oraz srebrny medal

na mi¢dzynarodowych targach wynalazkow w Norymberdze (Ideen-Erfindungen-Neuheiten).
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Moj aktualny cato$ciowy dorobek naukowy obejmuje wspotautorstwo 48 publikacji o
tacznym wspotczynniku Impact Factor 92,983 i 1029 pkt MNISW, w tym dla 41 publikacji
oryginalnych IF=79,005 i 884 pkt MNiSW (w tym 6 prac w czasopismach krajowych
nieposiadajgcych Impact Factor) i dla 7 publikacji przegladowych IF=13,978 i 145 pkt
MNISW (w tym 2 prace w czasopismach krajowych nieposiadajacych Impact Factor).

Do tego nalezy wymieni¢ wspoétautorstwo w 44 komunikatach zjazdowych obejmujace
naukowe konferencje krajowe i miedzynarodowe (w tym 4 wystapienia ustne) oraz 7
prezentacji wynalazku na mig¢dzynarodowych targach firm farmaceutycznych (Madryt,
Barcelona, Boston, Turyn, Norymberga, Chicago, Pittsburg). Naleze do zespolow
redakcyjnych 2 czasopism o tematyce chemii organicznej o zasiggu migdzynarodowym:
Jacobs Journal of Organic Chemistry oraz Organic Chemistry — Current Research.

Aktualnie realizuje 3 projekty badawcze finansowane przez Narodowe Centrum Nauki:
jestem Kierownikiem jednego z tych projektéow (,,Poszukiwanie zwigzkéw aktywnych
w osrodkowym ukladzie nerwowym”, Narodowe Centrum Nauki, OPUS, UMO-
2013/11/B/NZ7/04834). W jednym projekcie PRELUDIUM (,,Synteza, ewaluacja
aktywnosci przeciwdrgawkowej oraz analiza wplywu na ludzkie astrocyty w grupie
pochodnych piperazyny i/lub aminoalkanoli w kontekscie badania mechanizméw
dzialania aktywnych przeciwdrgawkowo zwiazkéw” UMO-2015/17/N/NZ7/00966)
dla mtodych naukowcow, jestem jego opiekunem naukowym i w jednym projekcie
chemiczno-farmakologicznym SONATA (,,Antagonisci receptora alfal-adrenergicznego
oraz 5-HT,a serotoninergicznego o niechinazolinowej budowie i plejotropowych
efektach jako nowa perspektywa leczenia nadcisnienia i zespolu metabolicznego" UMO-
2014/15/DINZ7/01807) — wykonawcg czeséci chemiczne;j.
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6. Wprowadzenie

Schorzenia o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN) sa istotnym problemem
dla spoteczenstwa. Zaburzenia te wptywajg nie tylko na odczucia pacjenta i jego zdrowie
i jako$¢ zycia, czy mozliwo$¢ realnego funkcjonowania, ale takze na jego zachowanie
I na jego otoczenie. Stad schorzenia te determinujg trudne potozenie catych rodzin nie tylko
od strony opieki zdrowotnej, ale takze od strony spotecznej i niejednokrotnie ekonomicznej,
gdy chory wymaga statej opieki.

Do szczegblnie waznych i trudnych w leczeniu schorzen nalezg padaczka, depresja
oraz zaburzenia lekowe, a takze bol neuropatyczny. Kazdg z tych jednostek chorobowych
reprezentuja zlozone zespoty objawdw, czesto manifestujacych si¢ réznymi podtypami,

I W zwigzku z powyzszym z zasady odmiennie leczonych.

Wystepowanie depresji szacuje si¢ na 20% spoleczenstwa (2), bolu neuropatycznego —
6% (3), a padaczki — 1%, z czego 30% drgawek jest uznane za lekooporne (4). Wiadomo
takze, ze schorzenia te mogg wspotwystepowac. Dla przyktadu, wsroéd chorych na padaczke
obserwuje si¢ 2,4 razy wigksza zapadalno$¢ na migrene niz wsrdd osob, ktére na nig nie
cierpig. U 20-50% chorych na padaczke wystgpuje depresja (5-6). Powyzsze statystyki nie
uwzgledniajg szczegolnej sytuacji pacjentow takich jak kobiety w cigzy czy dzieci, gdzie
toksycznos$¢ lekow, czesto taczonych (wprost nazywajac to faczenie politerapig a czesto jest
to wrecz polipragmazja), poréwnywana jest do ryzyka zwigzanego z nieleczonymi

drgawkami.

Schorzenia osrodkowego uktadu nerwowego rzadko mozna rozpatrywaé¢ w kontekscie
pojedynczego miejsca uszkodzenia, czy pojedynczej etiopatogenezy. Tam, gdzie zaleznosci
receptorowe sg poznane, jak np. w przypadku zaburzen Igkowych, racjonalnym jest
projektowanie ligandow receptorow 5-HTia, 5-HT2a, Czy D,, majac na szczegdlnym
wzgledzie selektywno$¢ czy wrecz specyficzno$é oddziatywania na podtypy receptorow,
dla uniknigcia dziatan niepozadanych ptynacych z wigzania innych, czgsto podobnych
receptoréw. Jednocze$nie, do mechanizméw dzialania lekow moze naleze¢ takze interakcja
natury chemicznej, a nie receptorowej czy enzymatycznej, jak np. reakcja z adrenochromem
(metabolitem  tryptofanu)  zaobserwowana w  przypadku  niektorych  lekow

przeciwpsychotycznych (7).
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W niektorych schorzeniach OUN, takich jak np. padaczka, prosta zalezno$¢
zaburzenie-obraz kliniczny nie istnieje — mozna np. doszukiwac si¢ zaburzenia rownowagi
pomiedzy neuroprzekaznikami pobudzajacymi i hamujacymi, lub tez stwierdzi¢ iz ciato obce,
np. guz lub blizna uciska na neurony stajagce si¢ ogniskiem napadu padaczkowego.
Niejednokrotnie drgawki moga by¢ wywotane toksynami, np. alkoholem etylowym
czy otowiem (takze pikrotoksyng czy bikukuling). Istnieja takze drgawki psychomotoryczne,
a wigc wprost zwigzane z trudng sytuacja zyciowa czy réznymi Stanami emocjonalnymi
pacjenta, a czg¢sto ze stresujagcymi wydarzeniami zycia codziennego. Drgawki mogg tez by¢
wywotane $wiattem oraz dzwigkiem, stad jednorazowy atak drgawek nie stanowi podstawy

do zdiagnozowania padaczki.

Powyzsza sytuacja ma swoje odwzorowanie w sposobach poszukiwania lekow
skutecznych w stanach wywotywanych takimi bodzcami. W przypadku leczenia padaczki
zdarza si¢ bowiem, iz lek, ktory wykazuje stosunkowo duza specyficznos$¢ dla pojedynczego
receptora czy kanatu jonowego (tzw. clean pharmacophore), nie jest wystarczajaco skuteczny
w eliminowaniu drgawek, gdyz rozwijajace si¢ ognisko padaczkowe oddziatuje wedtug wielu
roznych, czgsto powigzanych ze sobg mechanizmow. Przyktadem takiego leku jest
lamotrygina, inhibitor kanatéw sodowych oraz wapniowych, ktora stala si¢ substancja
wykorzystywang w badaniach poszukiwania lekow do indukowania drgawek opornych
na lamotrygine u szczuréw, co stanowi model padaczki lekoopornej (LTG-resistant amygdala
kindled rat) (8).

Nalezy przy tym zauwazy¢, ze patogeneza napaddéw padaczkowych jest bardzo
ztozona 1 nie do konca wyjasniona. Utrudnia to racjonalne projektowanie struktur
0 przewidywanej znaczacej aktywnosci przeciwdrgawkowej. Jesli doda¢ do tego trudnosé
W wyjasnianiu mechanizmow dziatania lekéw przeciwpadaczkowych i ich réznorodnosc
strukturalng, najczesciej projektowanie nowych zwigzkow przeciwdrgawkowych oparte jest
o modyfikacje strukturalne znanych lekéw badz nowych zwigzkéw o zdefiniowanej

aktywnosci przeciwdrgawkowe;j.

W  zwigzku powyzszym, poszukiwanie zwigzkow o potencjalne; aktywnosci
przeciwdrgawkowej od wielu lat prowadzone jest poprzez badania przesiewowe (skrining,
ang. screening) invivo. Metoda ta opiera si¢ o wywotanie u zwierzecia stanu najbardziej

zblizonego do tego, w jakim znajduje si¢ chory pacjent, i sprawdzeniu skuteczno$ci
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podawanego zwigzku w zapobieganiu wystgpienia takiego stanu (drgawki) badz tez eliminacji
tego stanu (b6l neuropatyczny). Zwalidowana metoda wywotania takiego stanu nazywana jest
zwierzecym modelem i dopiero wyznaczenie EDsp na kilku modelach moze sugerowaé

przestanki, aby prowadzi¢ poszerzone badania farmakologiczne dla danego zwigzku.

Dotychczas wszystkie zarejestrowane leki przeciwdrgawkowe byly przebadane
w ramach amerykanskiego Programu Rozwoju Lekow Przeciwpadaczkowych Antiepileptic
Drug Development Program (ADD), realizowanego w National Institutes of Neurological
Disorders and Stroke (NINDS), National Institutes of Health (NIH, Rockville, Stany
Zjednoczone). Program ten powstal w latach 70-tych i przewidywat skrining duzej liczby
zwigzkow do celu wylonienia potencjalnych lekéw. Pierwszymi lekami w ten sposob
przebadanymi byty m.in. karbamazepina oraz kwas walproinowy.
Badania przesiewowe zwigzkow opieratly si¢ o zastosowanie 3 testow farmakologicznych (9):

1) Test maksymalnego elektrowstrzasu (ang. Maximal Electroshock, MES), gdzie
u zwierzecia drgawki wywolywane sg pradem elektrycznym — model ten odpowiada
napadom drgawek toniczno-klonicznych (typu grand mal). W przypadku stwierdzenia
aktywnos$ci obserwuje si¢, w jakim czasie od podania zwiazku jest ona najwigksza
(TPE, time of peak effect [h]) i w tym czasie wyznacza si¢ dawke skuteczng
u 50% zwierzat EDs (effective dose).

2) Test pentetrazolowy (ang. Subcutaneous Metrazole, ScMet, PTZ), gdzie
u zwierzecia drgawki wywolywane sa bodzcem chemicznym poprzez podskorne
podanie pentetrazolu) — model ten odpowiada napadom wytaczen (typu petit mal).

3) Badanie neurotoksycznosci (ang. Rotarod, TOX) weryfikujacy dzialanie ogodlnie
definiowane jako neurotoksyczne. Test polega na postawieniu zwierzecia
na porowatym precie obracajacym si¢ z szybkoscig 6 obrotow/min. Jezeli zwierze
utrzyma si¢ na nim, uprzednio podany mu zwigzek jest uznany za stosunkowo
bezpieczny. W rzeczywistoSci test ten eliminuje takze zwigzki ogolnie toksyczne,
zwiotczajagce migsnie poprzecznie pragzkowane oraz zaburzajagce motoryke.
Jednoczes$nie nalezy mie¢ na uwadze, iz obserwacje zachowania zwierzgcia
oraz dawka TDsp odnoszaca si¢ do neurotoksycznosci determinuje ocen¢
bezpieczenstwa zwigzku mierzong jako indeks terapeutyczny (Protection Index)
Pl = TDso/EDsp, ale nie przewiduje ewentualnych obserwacji w klinice. Nieco

bardziej czulg alternatywa dla testu rotarod jest test tzw. kominowy (chimney test).
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Wraz z wdrozeniem do lecznictwa okoto 20 lekéw zaobserwowano, iz ich profile
aktywnosci farmakologicznej pokrywaja sig, przy czym drgawki lekooporne nadal obejmuja
30% leczonej populacji. W zwigzku z powyzszym, program zmodyfikowano i na etapie
skriningu dotaczono test 6 Hz, odpowiadajacy drgawkom psychomotorycznym oraz innym,
roéwniez pochodzenia limbicznego; test ten jest wykonywany z zastosowaniem pradu o
natgzeniu 22 mA, 32 mA oraz 44 mA (10). Pierwszym lekiem aktywnym w tescie 6 Hz i
nieaktywnym w MES czy ScMet byt lewetiracetam (10-11). Interesujgcym testem jest takze
model Fringsa wykorzystujacy myszy podatne na drgawki wywotywane dzwigkiem (tzw.

myszy Fringsa).

Warto przy tym nadmienié, ze leki przeciwpadaczkowe sg stosowane w dawkach znacznie
przekraczajacych standardowe dawki lekéw stosowanych w innych zaburzeniach OUN, stad
typowe dawki w skriningu to u myszy po podaniu dootrzewnowym (i.p.) 30, 100
oraz 300 mg/kg masy ciata. Dla poréwnania, w badaniach aktywnosci przeciwlekowej stosuje
si¢ dawki 1,25-10 mg/kg u myszy, i.p. Ze wzgledu na koszty, badania prowadzone sg
poczatkowo na myszach, a nastgpnie do badan wiaczane sg szczury. Ta sytuacja niesie
za sobg takze konieczno$¢ syntezy wiekszych ilosci zwiazkow, gdyz badane substancje sa

przekazywane do skriningu in vivo w ilosci po okoto 0,5 g.

Leki przeciwpadaczkowe stanowig istotng grupe lekow stosowanych w leczeniu bolu
neuropatycznego (obok lekow miejscowo znieczulajacych oraz trojcyklicznych lekow
przeciwdepresyjnych) (12). Stad zwiazki wykazujace istotng aktywno$¢ w tescie MES
sg takze badane w modelu boélu neurogennego — tescie formalinowym, (myszy, i.p.),

sktadajacym si¢ na 2 fazy bolu: faze ostra i faze zapalna.

Wsrod  znanych lekow  optymalizowanych w  kierunku profilu  aktywnosci
I bezpieczenstwa znajduja si¢ najstarsze leki przeciwpadaczkowe takie jak karbamazepina
czy tez kwas walproinowy, ktorych pochodne — odpowiednio octan eslikarbazepiny
((S)-likarbazepiny, eutomerycznego metabolitu okskarbazepiny) (13) oraz walrocemid
(wczesniej walpromid, walnoktamid i in.) (14) — znajduja si¢ w fazie badan klinicznych.
Warto dodaé, ze zarowno karbamazepina, jak i kwas walproinowy, byly modyfikowane
zpowodu  dzialan  niepozgdanych  —  odpowiednio = podwdjnego  widzenia

oraz hepatotoksycznosci (15). Ukladami farmakoforowymi typowymi dla aktywnoSci
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przeciwdrgawkowej i nadal modyfikowanymi sg np. hydantoina (16), a takze pirolidyno-2,5-

dion (17).
HaC HsC e
H\@Q}(OH H3C/\/>\WNQLNH2
o) o)

kwas walproinowy walrocemid
MES ED5,=287 mg/kg (myszy, i.p.) MES EDg=151 mg/kg (myszy, i.p.)
PI=1,68 PI=2,20
H5C,
’ >§O

(0]

‘ JO & JO

g NH, O)\ NH,
karbamazepina octan eslikarbazepiny

MES EDg,=9,85 mg/kg (myszy, i.p.)
PI=4,82

Aktywnos¢ przeciwdrgawkowa, zaobserwowana dla leku o innym wskazaniu
niz padaczka, takze moze prowadzi¢ do zarejestrowania takiego zastosowania. Wérod takich
lekow, do celu uzyskania dzialania specyficznego, ich uktady farmakoforowe takze
sa modyfikowane, co podnosi szanse na znalezienie zwiazku o zupelnie nowym profilu
dziatania. Jako przyklad mozna wymieni¢ w grupie lekow nootropowych — piracetam
aktywny w drgawkach mioklonicznych (18) czy nefiracetam takze aktywny w tescie MES
(19), oraz jego pochodna — lek przeciwpadaczkowy — lewetiracetam czy tez sposrod lekow
kragzeniowych — propranolol (20), atakze sposréd pochodnych hormonéw — neurosteroid
i metabolit progesteronu allopregnanolon (21). Jego 3p-metylowa pochodna — ganaksolon

(22) — znajduje si¢ obecnie w fazie badan klinicznych w kierunku leczenia drgawek (23).
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CH I 1

o) o J;( ’ 0 HsC CHa
NH, NH, NH
oyt O Y

o) 0 o

piracetam lewetiracetam nefiracetam

MES ED5¢>500 mg/kg (myszy, i.p.) MES ED5¢=27,2 mg/kg (myszy, i.p.)
6 Hz EDgg=19,4 mg/kg (myszy, i.p.) PI=9,2

HO™
allopregnanolon ganaksolon
MES ED5¢>100 mg/kg (myszy, i.p.) MES EDgy=29,7 mg/kg (myszy, i.p.)
6 Hz EDg=14,2 mg/kg (myszy, i.p.) PI=1,12

Zadne ugrupowanie nie gwarantuje bezpieczenstwa leku, nie mozna tez zawyrokowag,
ze ktorykolwiek farmakofor zawsze niesie za sobg konkretne dziatania niepozadane.
Dla przyktadu, sposrod pochodnych GABA — pregabalina oraz gabapentyna sg stosowane
w drgawkach (a takze w bolu neuropatycznym) i sg uwazane za skuteczne i stosunkowo
bezpieczne, 0 czym $wiadczy fakt, iz sa stosowane jako leki odniesienia w badaniach
klinicznych. Z kolei zastosowanie wigabatryny, innej pochodnej GABA, jest ograniczone
z powodu dzialania niepozadanego takiego jak zawezanie pola widzenia u pacjentow,
co stanowi istotny aspekt w oszacowaniu ryzyka leczenia z zastosowaniem tego leku (24).
Stad kazdorazowo dla zwigzkéw wykazujacych aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa konieczne sa

dodatkowe badania bezpieczenstwa tych zwigzkow.

H
C/\CH?

p sy Wy

pregabalina gabapentyna wigabatryna
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6.1. Wybrane metody badan bezpieczenstwa zwigzkéw wykazujacych
aktywnos¢ na oSrodkowy uklad nerwowy

Badania bezpieczenstwa zwigzkéw opracowywanych w kierunku zastosowania
W lecznictwie obejmujg istotng 1 konieczng cze$¢ calego procesu prac badawczych
i rozwojowych nad nowymi lekami. Wyniki tych badan sg wymagane przez instytucje
rejestrujace leki takie jak Europejska Agencja ds. Lekow EMA (European Medicines Agency)
czy tez Amerykanska Agencja ds. Zywnoéci i Lekéw FDA (Food and Drug Administration).
Szczegblny przypadek konieczno$ci takich badan wystepuje dla zwiazkéw chiralnych.
Tragiczne skutki wprowadzenia do lecznictwa w latach 50-tych ubieglego stulecia talidomidu
(zwigzek racemiczny), sedatywnego i przeciwwymiotnego leku przeznaczonego takze dla
kobiet cigzarnych, polegajace na znieksztalceniach konczyn ptodu (zjawisko fokomelii) (25)
wywotaty problem bezpieczenstwa lekow i konieczno$¢ badan aktywnoSci i bezpieczenstwa
wszystkich mozliwych stereoizomerow zwigzkéw projektowanych do zastosowania
W lecznictwie. Pozniejsze badania wykazaly, ze zwigzkiem sedatywnym (eutomerem) jest

izomer R, a czynnikiem teratogennym (mutagenem, distomerem) jest izomer S.

O O O O
NH NH
N (0] N O
o} O

R-talidomid S-talidomid

Aktualnie istnieje tendencja do wprowadzania do lecznictwa enancjomerow w miejsce
racematow obecnych na rynku (np. (S)-omeprazol, (S)-citalopram (26)). W przypadku
rejestrowania nowych lekow chiralnych nawet w formie racematu, konieczne jest przebadanie
kazdego ze stereoizomeréw pod katem ich profilu farmakologicznego i1 bezpieczenstwa
stosowania. Jest to takze uzasadnione ze wzglgdu na np. mozliwo$¢ zmniejszenia dawki
leczniczej, poprawe efektywnosci, czy tez minimalizowania dziatan toksycznych (w tym
hepatotoksycznosci, kardiotoksycznosci, czy tez dziatan embriopatycznych).

Zagadnienie bezpieczenstwa lekow stanowi na tyle istotng cze$¢ procesu rozwoju leku,
ze monitorowanie dziatan niepozadanych obejmuje IV fazg badan klinicznych. Z uwagi
na wzgledy humanitarne, a takze kosztownos¢ badan na zwierzgtach, badania bezpieczenstwa
wlaczane sg do prac dotyczacych potencjalnych lekow juz na etapie wstgpnych badan
farmakologicznych, co moze skutkowa¢ wykluczeniem badanej substancji z ewentualnosci

poszerzonych badan farmakologicznych. Nalezy nadmieni¢, Ze ocena ewentualnych
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wlasciwosci mutagennych czy tez genotoksycznych jest jednym z wymogoéw stawianych
przez wyzej wymienione agencje.

Dla oceny mutagennosci aktualnie istnieje mozliwo$¢ stosowania stosunkowo prostych
i szybkich alternatywnych testow mikrobiologicznych (in vitro) wspomaganych takze
metodami komputerowymi (in silico). Jednym z uznanych referencyjnych i najczescicj
stosowanych testow bakteryjnych jest test Amesa, ktérego wyniki s3 w duzym procencie
zgodne dla zwiazkoéw testowanych na zwierzgtach. Szczepy wykorzystywane w tym tescie
to bakterie Salmonella enterica serowar Typhimurium, wykazujace réznego typu mutacje
genow w operonie histydyny, co pozwala na wykrywanie mutagenow dziatajacych na drodze
réznych rodzajéw mutacji. Ponadto, dodanie w procedurze testu enzymdéw mikrosomalnych
i NADPH pozwala na oznaczenie potencjatu mutagennego nie tylko substancji, ale takze jej
metabolitow oksydatywnych (27).

Obok wielu innych testow, do oceny mutagenno$ci np. mutacji genowych
(Saccharomyces cerevisiae), aberracji chromosomowych (komorki ssakoéw in vitro), jednym
z nich jest test Vibrio harveyi wykorzystujacy zmodyfikowane genetycznie szczepy morskiej
bakterii Vibrio harveyi. Test ten zostal opracowany w Katedrze Biologii Molekularnej
na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego przez Pana prof. dra hab. Grzegorza
Wegrzyna 1 byt wykorzystywany gléwnie w badaniach srodowiskowych do oceny obecnosci
mutagenéw w wodzie morskiej (28-29). Test ten charakteryzuje si¢ czuto$cig poréwnywalng
do testu Amesa, a jego zaleta jest niepatogenno$¢ bakterii dla organizmu cztowieka a takze
tatwo$¢ namnazania bakterii. Testy Amesa oraz Vibrio harveyi zostaly wykorzystane w moich

badaniach dotyczgcych mutagennosci wielu zwigzkéw w tym w pracach H3 i H5.

Ponadto w ramach innych badan bezpieczenstwa dokonano oceny cytotoksycznosci
zwigzkéw z uzyciem:

a) komorek Hep G2 — badanie to jest stosowane z uwagi na hepatotoksycznos¢ wielu
lekow, np. kwasu walproinowego (30) czy nawet pregabaliny (31) (H6),

b) linii astrocytow CRL-2534, w zwiazku z potaczeniem tych komoérek z neuronami
I wzajemnym ich wptywem na siebie (32) (H6) a takze

c¢) komorek neuroblastoma SH-SY5Y w zwiazku z wplywem tych zwigzkow
na przekazywanie bodzcoéw przez neurony (33) (H6).

Dla wybranych zwigzkow wykonano takze badania stabilnosci metabolicznej
z zastosowaniem enzymow mikrosomalnych mysich badz szczurzych (prace H5, H7), dajace

wstepny obraz metabolizmu przed badaniami farmakokinetycznymi na zwierzetach (34).
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/. Zalozenia i cel pracy

Przestanka do poszukiwania zwigzkoéw o potencjalnej aktywnos$ci przeciwdrgawkowe;j
w grupie pochodnych chiralnych lub achiralnych aminoalkanoli, jest stwierdzona aktywnos¢
hamujaca drgawki u ludzi i zwierzat wsrdod znanych lekow przeciwarytmicznych takich
jak propranolol czy meksyletyna. Obydwa leki stabilizujg potencjal btony komorkowe;j
I s aktywne w tescie elektrycznym MES (35-36). Propranolol jest znanym blokerem kanatow
B-adrenergicznych, a jednak jego mechanizmem dziatania przeciwdrgawkowego

jest blokowanie kanatow sodowych. Z kolei meksyletyna jest nieselektywnym antagonistg

kanatow sodowych (37).
HoN_+_CHg
(0]
H3C\©/CH3
x HCI
propranolol meksyletyna
R,S RS
MES ED5¢=15,2 mg/kg (myszy, i.p.) MES ED5¢=27,1 mg/kg (myszy, i.p.)

R
MES ED5¢=16,0 mg/kg (myszy, i.p.)

S
MES ED5¢=19,2 mg/kg (myszy, i.p.)

Interesujaca réznica w aktywno$ci osrodkowej tych dwoéch lekow jest ich wptyw
na proég drgawkowy, czyli posrednio na podatno$¢ pacjenta na wywotanie drgawek.
W badaniach na zwierzg¢tach to dziatanie niepozadane mierzone jest albo jako napigcie
elektryczne (ang. current strength CSso [mV]) pradu w tescie MEST (maximum electroshock
seizure threshold), albo jako dawka pentetrazolu we wlewie ze stalg szybkoscia (ang. timed
intravenous infusion of metrazol ivMet, [mg/kg], [min]) niezbednego do wywotania drgawek.
Meksyletyna obniza prog drgawkowy, powodujac paradoksalne zwigkszenie podatnos$ci
na drgawki, z tego wzgledu ten lek nie jest stosowany w padaczce. Z kolei propranolol
podnosi prog drgawkowy i jest stosowany w niektorych drgawkach (36). Ta istotna roéznica
pomiedzy tymi aroksyalkilowymi pochodnymi amin powoduje konieczno$¢ badania

analogicznych zwiazkéw w kierunku wptywu na prog drgawkowy (ang. seizure threshold).
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Na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM od 1996 r. prowadzona jest wspolpraca
Z wyzej wymienionym amerykanskim Narodowym Instytutem Zdrowia w ramach Programu
Rozwoju Lekow Przeciwpadaczkowych ADD. W ramach tego programu nowo zsyntezowane
zwigzki sg wysylane do badan skrinigowych in vivo. Koordynatorami tej wspolpracy
ze strony UJCM jest Pani prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz, a ze strony NIH —
Shamsi Raeissi, PhD.

Dotychczas w ramach badan zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa
realizowanych wcze$niej jak 1 w ramach projektow badawczych przez zespot badawczy
(W tym z moim udziatem) w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej
UJ CM, kierowanym przez Pana prof. dra hab. Henryka Marong, wyselekcjonowano struktury
wiodace sposrod kilkuset odpowiednich aminoalkanolowych pochodnych 4-metylofenolu,
ksylenolu, (38-40) 4-chloro-3-metylofenolu i 2-chloro-5-metylofenolu (41) oraz 4-chloro-2-
metylofenolu (42), a takze 2-chloro-6-metylofenolu (43-44).

Wytonione spo$rdod powyzszych, najbardziej aktywne zwiazki —  struktury
wiodgce I-IV — to pochodne (2,6-dimetylofenoksy)etylowe I-111  oraz  pochodna
(2-chloro-6-metylofenoksy)etylowa V.

Istotnym jest fakt, ze homologi trimetylenowe zwigzkoéw odniesienia (1-1V) wykazywaty
nizsza aktywno$¢ i wyzszg neurotoksyczno$¢, z kolei amidowe analogi tych zwigzkow takze
byty przedmiotem badan i wérdd nich takze wykazano aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa, cho¢
nieco stabsza (39, 44). Interesujacym jest takze to, ze fragment ugrupowania aminoalkanolu
w strukturach wigkszosci aktywnych zwigzkow stanowi pochodna aminoetanolu (kolaminy),
bedacego jak si¢ wydaje istotnym fragmentem strukturalnym chiralnego aminoalkanolu.
Analiza struktura-aktywnos¢ przeciwdrgawkowa wskazuje, ze wprowadzenie achiralnego
3-aminopropanolu, 4-aminobutanolu czy 5-aminopentanolu znacznie obnizalo aktywno$¢,
powodujac réznice neurotoksycznosci. Z kolei w przypadku analogéw amidowych w tym
zawierajacych ugrupowanie aminokwasowe obserwowano w wigkszo$ci znaczny spadek

aktywnosci przeciwdrgawkowej (44-45).

Nalezy przy tym zwroci¢ uwage, iz w przypadku zwigzkéw chiralnych aktywnych
przeciwdrgawkowo, konfiguracja absolutna aminoalkanolu odgrywa czgsto istotng role,
co potwierdza fakt, ze chiralno$¢ w uktadach biologicznych ma duze znaczenie, zwlaszcza

w przypadku oddziatywania np. z enzymem czy tez receptorami, stanowigcymi réwniez
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struktury chiralne. Jednak nie jest jednoznaczne, jaka konfiguracj¢ nalezatoby zatozy¢
w przypadku projektowania nowych pochodnych. Mozna jedynie rozpocza¢ badania
na zwigzkach racemicznych, a w przypadku stwierdzenia aktywnosci, koniecznym staje si¢
przebadanie obydwu enancjomeréw, w tym pod katem ich bezpieczenstwa, tak jak

to zrobiono dla zwigzkéw odniesienia, W uwzglednieniem form zasad 1 ich soli.

N_
o) " SoH
H3C\©/CH3 cHe
S
x HCI
| [}
MES EDg=7,57 mg/kg (myszy, i.p.) MES ED5o=7,73 mg/kg (myszy, i.p.)
PI=4,55 PI=3,90
H H
N * N *
(0) OH (0] OH
H;C CH; CH (¢]] CH
RS IV R,S, chlorowodorek
MES EDs,=10,08 (5,62-18,64) mg/kg (myszy, i.p.) MES EDgsy=13,3 (11-15,6) mg/kg (myszy, i.p.)
PI=4,83
llla R
MES EDgy=5,34 (3,50-7,40) mg/kg (myszy, i.p.) IVa R, chlorowodorek
P1=5,52 MES ED5y=19,78 (16,16-22,33) mg/kg (myszy, i.p.)
P1=2,73
b S
MES EDgy=8,59 (7,23-10,03) mg/kg (myszy, i.p.) IVb S, zasada
P1=4,38 MES EDg,=20,8 (13,8-29,4) mg/kg (myszy, i.p.)
P1=2,29
Pierwszy z nich — zwigzek | to chlorowodorek  (S)-(+)-2N-[2-(2,6-

dimetylofenoksy)etyloJaminobutan-1-olu, ktéry w poréwnaniu do racematu i enancjomeru R
odznaczal si¢ najbardziej korzystnymi parametrami farmakologicznymi w testach
przeciwdrgawkowych. Zwigzek | wykazuje nieistotne statystycznie niekorzystne obnizenie
progu drgawkowego mierzone testem wlewu pentetrazolowego ivMet. Wstepne badania
radioligandéw wskazaly na wigzanie z kanatami wapniowymi (Ki=18 pM) jako jeden
z mozliwych mechanizméw  dzialania (38). Zwigzek Il: (D,L)-trans-2N-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)etylolJaminocykloheksan-1-ol wykazuje takze aktywnos¢ w teScie MES
I takze obniza prog drgawkowy mierzony testem ivMet (39, 46). Z kolei zwiazek I1la: (R)-(-)-
2N-[2-(2,6-dimetylofenoksy)etylo]aminopropan-1-ol wykazuje najsilniejsza dotad aktywnos¢
przeciwdrgawkowsa, przy czym w teScie ivMet nie zaobserwowano istotnego statystycznie
obnizenia progu drgawkowego (44). Ponadto, stwierdzono jego aktywno$¢ w drgawkach
opornych na lamotryginge (w dawce 30 mg/kg, szczury, i.p.), w modelu 6 Hz dla drgawek
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psychomotorycznych w 22mA (EDso=19,5 mg/kg, myszy, i.p. oraz EDs,=7,06 mg/kg, samice
myszy, i.p.), w 32 mA (EDs,=30,90 mg/kg, myszy, i.p.), i w 44 mA (EDs,=30,02 mg/kg,
samice myszy, i.p.) a takze w modelu drgawek wywotanych dzwigckiem (EDsy=5,39 mg/kg,
myszy, i.p.). Zwiazek ten byl takze przebadany w tescie formalinowym w kierunku
zweryfikowania aktywnosci w bolu neurogennym (w dawce réwnej EDsg w MES, 6 mg/kg,

myszy, i.p.) i zaobserwowano aktywno$¢ zarowno w fazie ostrej, jak i w fazie zapalnej (44).

Zwiagzek 1V: (R,S)-2N-[2-(2-chloro-6-metylofenoksy)etylolaminobutan-1-ol i jego
enancjomery R IVa i S IVb byly otrzymane i badane pod katem aktywnosci
przeciwdrgawkowej w ramach mojej pracy doktorskiej. W tescie MES IV wykazuje
aktywno$¢ przeciwdrgawkowa, ktorg ilosciowo wyrazajag EDsp=13,3 mg/kg, myszy, i.p.,
EDs,=5,69 mg/kg, szczury, i.p. Z kolei enancjomery R i S (odpowiednio 1Va i 1Vb) wykazuja
wyzsze dawki aktywne w MES niz racemat — odpowiednio 19,78 i 20,8 mg/kg (myszy, i.p.).
W modelu 6 Hz dla drgawek psychomotorycznych racemiczny IV wykazuje aktywnosc¢
w32 mA (EDsp=29,4 mg/kg, myszy, i.p.), w 44mA (EDs,=35,15 mg/kg, myszy, i.p.).
W tescie formalinowym w dawce 13,25 mg/kg wykazuje aktywnos$¢ w fazie ostrej (myszy,
i.p.). W modelu bolu neuropatycznego jakim jest podwigzanie nerwu kulszowego (sciatic
nerve ligation) wykazuje istotng statystycznie aktywno$¢ w dawce rownej EDs
w MES=6 mg/kg (szczury, i.p.).

Obydwa zwiazki Il1a i 1V byly przedmiotem symulacji metabolizmu in silico (program
MetaSite) oraz metabolismu in vitro (cytochrom P4sp: CYP-2D6, ludzka watrobowa frakcja
S9, mikrosomy mysie, szczurze oraz ludzkie, grzyby Cunninghamella echinulata, C. elegans,
C. blakesleeana) — badania te byly przedmiotem pracy doktorskiej Pani dr Pauliny Kubowicz-
Kwasny (Zaktad Biochemii Farmaceutycznej UJ CM, pod kierunkiem Pani dr hab. Elzbiety
Pekali, prof. UJ).

Warto zwroci¢ uwagg, ze aktywnos¢ przeciwdrgawkowa zwigzkow odniesienia w wielu
testach jest porownywalna lub przewyzsza dzialaniem 1 bezpieczenstwem wiele lekow

przeciwpadaczkowych (np. walrocemid, ganaksolon, czy lewetiracetam, str. 14-15).

Dzigki $rodkom finansowym z projektu pt. ,,Opracowanie innowacyjnej grupy
zwigzkow o aktywnoSci stabilizujacej potencjal blony komérkowej” POIG zwiazki 1V,
IVa-b poddane zostaly poszerzonym badaniom farmakologicznym, farmakokinetycznym
a takze formulacji (1V) (kapsutki z peletkami, minitabletki), a takze wyjasnianiu mechanizmu

dziatania. Wykazano, ze IV wiaze si¢ z receptorami ¢ (Ki=8,9%*10° M),
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5-HT:a (Ki=1,3*10° M), 5-HT,s (Ki=2,4*10° M) i transporterem 5-HT (Ki=3,6*10° M).
Nalezy podkresli¢, ze m.in. dla badan poréwnawczych zwigzki otrzymano w formie soli
I nalezato powtorzy¢ niemal caty panel badan jak dla zasad. Dla celow badawczych zwlaszcza
formulacji zwigzek IV otrzymano w formie chlorowodorku w ilosci okoto 300 g a prace
w zakresie formulacji zrealizowano w Katedrze Technologii Postaci Leku i Biofarmacji

UJ CM pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Renaty Jachowicz.

Przeprowadzone badania dla zwigzkéw IV i jego enancjomerow IVa (R) i Vb (S)
nie wykazaty istotnych roznic w aktywno$ci przeciwdrgawkowej pomiedzy racematem
aenancjomerem R, natomiast enancjomer S odznacza si¢ stabszym dziataniem
przeciwdrgawkowym. Neurotoksyczno$¢ racematu 1 obydwu enancjomerow  jest
porownywalna. Dlatego tez do prac majacych na celu umozliwienie wdrozenia, wybrano
racemat IV, co na tym etapie badan ma gléwnie uzasadnienie ekonomiczne.

Wysoka aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa odnotowano takze w przypadku pochodnych
ksantonu, zawierajacych ugrupowanie chiralnego aminoalkanolu V (47) oraz VI (48-49)
i - €O interesujace — takze benzylopiperazyny VII (50). Ich dawki skuteczne w eliminowaniu
drgawek w tescie MES sa wyzsze w porownaniu do aktywnych dawek zwigzkow I-1V.
Rowniez w tym przypadku obserwuje si¢ zaleznos¢ miedzy konfiguracja ugrupowania
aminoalkanolowego a aktywnoscig przeciwdrgawkowa, zwlaszcza w przypadku zwigzkéw
Vlai Vlb.

”LOH
N~ "CH
I e
Cl

v
VRS
MES EDsy=56,2 mg/kg (myszy, i.p.)
PI=5,84

VaR
MES EDgy=77,44 mg/kg (myszy, i.p.)
PI1=6,23

Vb S

MES EDgy=72,97 mg/kg (myszy, i.p.)
PI>6,85

Vil

MES ED5¢=105 mg/kg (szczury, p.o.)

PI>2,85

vi
VIRS
MES ED5¢=79,96 mg/kg (myszy, i.p.)
PI=2,66

Via R
MES EDs¢=107,26 mg/kg (myszy, i.p.)
PI=2,51

Vib S
MES EDs¢=47,57 mg/kg (myszy, i.p.)
PI>8,4
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Przedstawione dane farmakologiczne dla najbardziej aktywnych przeciwdrgawkowo
oraz w bolu neurogennym zwigzkéw I-1V a takze przeciwdrgawkowych V-VII stanowity
istotng przestanke dla syntezy i badan nowych zwigzkdéw o spodziewanym osrodkowym
profilu farmakologicznym. Wyniki przeprowadzonych badan ujeto w pracach H3-HS8.
Wiekszo$¢ moich zainteresowan skierowatam ku ugrupowaniom typowym dla I-1V (prace
H3-H6), a publikacja H7 stanowi dokumentacje moich prac badawczych zwigzanych

z uktadem ksantonu obecnym w strukturach V-VI.

Interesujacg przestanka do kolejnych moich prac syntetycznych byly wcze$niejsze
rezultaty badan w zakresie struktura-aktywno$¢ krazeniowa w grupie pochodnych
1,4-bis(fenoksyalkilo)-  badz  1-(fenoksyalkilo)-4-(fenoksyetylo)piperazyny.  Badania
te, prowadzone w zespole Pana prof. dra hab. Henryka Marony, we wspotpracy z Katedrg
Farmakodynamiki UJ CM pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Barbary Filipek, pozwolity
na wyselekcjonowanie kilku zwigzkow o silnie zaznaczonej aktywnos$ci na uktad sercowo-
naczyniowy 1 o wysokim powinowactwie do receptorow a; (zwigzki 2-5 stanowig
antagonistow receptorOw aj). Rezultaty wstepnych badan byly przedmiotem publikacji,
w ktorych jestem autorem korespondujagcym (51). Istotng przestankg dla dalszych prac
w grupie pochodnych fenylopiperazyny jest rezultat badan zaréwno receptorowych, jak
i funkcjonalnych, wskazujacych na bardziej korzystng aktywno$¢ zwiazkow 1-5

w poréwnaniu do 6-11, otrzymanych przeze mnie.

H3C\ ZW. n: R1: m:
0 1 2 23(CHg), 4
H S~—N 2 2-Cl-6-CH; 2
R ¢ men
= 4 ,0-(CH3)2
RL ] xmHC 2-Cl-6-CH; !
NS
Rz: R3:
| DR, 6 2CH5CH;  H
N = 7 -Cl-3-
O ~/"="7>~"0 4-Cl-3-CH; ~ H
Re” | N 8 2.Cl6-CH;  2-OCH,
X x 2 HCI
R4:
CHs | \_R4 o H
O/YN/\/ O 11 4-0CH,
CH, OH x 2 HCl
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7 uwagi na podobienstwo receptorow oy I 5-HTia przebadano niektore z wyzej
wymienionych zwigzkdéw w kierunku powinowactwa do wybranych receptorow
serotoninergicznych oraz w testach behawioralnych na zwierzgtach. Sposrod powyzszych
zwigzkow 1-11 wyloniono struktury wiodace VIII 1 IX, ktorych charakterystyke

farmakologiczng podano ponize;j.

HiC. o
o/\/\N%N o/\/\ /\/
HsC CHj
Vil
o4 Ki=2,4 nM antagonista aq Ki=2,1 nM
ap K;=341 nM ap K;=128 nM
5-HT, , Ki=0,7 nM antagonista 5-HT, 5, Ki=0,5 nM antagonista
agonista presynaptycznych rec. 5-HT, 5 agonista presynaptycznych rec. 5-HT, 5
antagonista postsynaptycznych rec. 5-HT, 5 5-HT,, Ki=138,5 nM antagonista
5-HT,, Ki=192 nM antagonista 5-HTg K=9617 nM
5-HT; K;=5 924 nM 5-HT, K;=34 nM
5-HTg K;=11 090 nM test zawieszania za ogon 2,5 mg/kg ( myszy,/.p.)
5-HT, K;=26 nM test wymuszonego ptywania 10 mg/kg ( myszy,/.p.)
test 4 ptytek 2,5 mg/kg ( myszy,/.p.)
Obydwa zwiazki VIII i IX charakteryzuja si¢ wigzaniem do receptorow adrenergicznych

(w tym korzystng selektywno$cig wzgledem o; w stosunku do ap) i do receptorow
serotoninergicznych (5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT>), a takze aktywnoscig stwierdzong w badaniach
funkcjonalnych przedstawiong powyzej, co moze wskazywaé zard0wno na mozliwosé

dziatania w obrgbie osrodkowego uktadu nerwowego, jak i uktadu sercowo-naczyniowego.

Zaobserwowano, ze zwigzek IX stanowigcy chlorowodorek 1-[3-(2-chloro-6-
metylofenoksy)propylo]-4-(2-metoksyfenylo)piperazyny wykazuje aktywno$¢ potencjalnie
przeciwdepresyjng (test zawieszania za ogon oraz test wymuszonego plywania)
oraz potencjalnie przeciwlgkowa (test 4 plytek, myszy, i.p.). Poprzez stwierdzenie braku
wplywu na ruchliwo$¢ myszy, potwierdzono specyficzno$¢ powyzszych wynikow
(tzn. wykluczono dziatanie amfetaminopodobne). Zwigzek X takze nie wykazywat
neurotoksyczno$ci oraz nie powodowal zaburzen motorycznych w teécie rotarod i tescie
kominowym w dawkach, w ktorych wykazywat aktywno$¢ (52). Wyniki tych badan byty
gléwng przestanka do dalszych prac nad synteza nowych zwigzkéw z tej grupy, w tym

w pracy H8.
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W rezultacie podjetych przeze mnie prac badawczych polegajacych na zastgpieniu

tacznika alkilenowego zw. VIII i

IX ugrupowaniem etoksyetylenowym,

uzyskano

korzystniejszy profil aktywnosci osrodkowej pochodnych X i XI. Zwigzki te takze stanowity

struktury odniesienia do moich dalszych poszukiwan nowych bioaktywnych zwigzkow.

x HCI

5-HT,, K;=41 nM

5-HT,, K;=264 nM

SERT K;=3500 nM

5-HT, K;=156 nM

o4 Ki=23 nM

D, Ki=219 nM

o, brak powinowactwa

B4 brak powinowactwa

test zawieszania za ogon:

aktywnos¢ w 2,5 mg/kg ( myszy,/.p.)
rotarod TDg(=46,6 mg/kg ( myszy,/.p.)
test kominowy TDg,=22,4 mg/kg ( myszy,/.p.)
ruchliwos¢ spontaniczna:

EDg,=21,8 mg/kg ( myszy,/.p.)

x HCI

X1
5-HT,, K;<1 nM
5-HT,, K;=109 nM
SERT K;=529 nM
5-HT, K;=34 nM
o4 Ki=13 nM
D, K;=54 nM
o, brak powinowactwa
4 brak powinowactwa
test zawieszania za ogon:
aktywnosc¢ w 2,5 mg/kg ( myszy,/.p.)
rotarod TDg(=53,2 mg/kg ( myszy,/.p.)
test kominowy TDg,=20,1 mg/kg ( myszy,/.p.)
ruchliwos$¢ spontaniczna:
EDg,=17,5 mg/kg ( myszy,/.p.)

We wspotpracy z Katedra Farmakodynamiki UJ CM (Pani dr Karolina Pytka),

dla zwigzkow X-XI stwierdzono dziatanie (53-54) :

e potencjalnie przeciwdepresyjne (test zawieszania za ogon, 2,5 mg/kg, myszy, i.p.)

e potwierdzenie specyficzno$ci powyzszego wyniku poprzez wykluczenie dziatania

amfetaminopodobnego (wptyw na ruchliwos¢, myszy, i.p.) az do dawki 8-krotnie

wyzszej niz najmniejsza dawka skuteczna potencjalnie przeciwdepresyjnie

e brak neurotoksycznosci lub zaburzen motorycznych (rotarod, test kominowy,

myszy, i.p.) do dawki

przeciwdepresyjnie.

8-krotnie wyzszej niz

najmniejsza skuteczna

W wyniku dalszych, poszerzonych badan farmakologicznych, dziatanie potencjalnie

przeciwdepresyjne zwigzku Xl zbadano takze na szczurach (z uwagi na roznice ekspresji

genow niektorych receptorow pomiedzy gatunkami). Badania te potwierdzity dziatanie

potencjalnie przeciwdepresyjne (myszy, 2,5 mg/kg dla X i 1,25 mg/kg dla XlI, i.p.)

i potencjalnie przeciwlekowe (myszy, szczury, dla X dawka 2,5 mg/kg, i.p.) (55).
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Interesujacym z punktu widzenia bezpieczenstwa tych zwigzkéw jest fakt, ze pomimo
powinowactwa do receptorow o, zwigzki te nie wykazuja istotnego wptywu na uktad krazenia
(EKG, cisnienie tgtnicze po podaniu przewlektym, szczury, i.p.) (56-57). Jednoczes$nie
zaobserwowano korzystne dzialaniec ochronne w modelu arytmii wywotanej adrenaling
(dawka 20 pg/kg, myszy,i.v.) (56). Korzystnym byt fakt, iz zwigzki te wykazaly
bezpieczenstwo (brak wptywu) pod katem parametréw metabolicznych takich jak profil
lipidowy, poziom glukozy we krwi oraz aktywno$¢ enzymow watrobowych (57).

7 uwagi na antagonizm receptorow 5-HTia 1 5-HT; obserwowany w badaniach
funkcjonalnych dla zwigzkéw X i XI, sprawdzono ich mozliwo$¢ oddziatywania na uczenie
si¢ 1 pamigé. Zwigzek XI wykazywal zardwno wiasciwosci poprawiajace pamieé, jak
I niwelujace zaburzenia pamigci indukowane skopolaming. Jednoczesnie XI nie wykazywat
niekorzystnego  dziatania  cholinolitycznego  (58).  Dodatkowo  zaobserwowano,
ze po podawaniu tego zwigzku przez 21 dni myszom (i.p.) i zaprzestaniu dawkowania na 24 h
aktywnos$¢ przeciwdepresyjna si¢ utrzymuje, co jest takze zbiezne z korzystna obserwacja
wzrostu ilosci serotoniny w hipokampie (58), co jest zbiezne z efektami obserwowanymi
po stosowaniu lekow przeciwdepresyjnych (np. citalopramu - selektywnego inhibitora
wychwytu zwrotnego serotoniny) (59). Nalezy zwroci¢ uwage, iz wsrod lekow
przeciwdepresyjnych poprawa funkcji poznawczych jest pozadana, cho¢ bardzo rzadka cecha,
wykazuje ja np. wortioksetyna znajdujgca si¢ w fazie badan klinicznych (60).

Zwiazki X i XI byty takze przedmiotem badan bezpieczenstwa (61), gdzie nie tylko nie
wykazaly dzialania mutagennego (zwiazki i1 ich metabolity), ale wykazaly si¢ dziataniem
antymutagennym (w tescie Amesa), przy braku dzialania antyoksydacyjnego (badanie
zuzyciem DPPH). W badaniu stabilno$ci metabolicznej wyznaczono prawdopodobne
metabolity zwigzku XI (LC-MS/MS) powstate w wyniku hydroksylacji badz O-dealkilacji
zwiazku macierzystego oraz wyznaczono parametry takie jak tos=21,5 min (zw. XI)
i Clin=80,5 (dla imipraminy Cliy=125,5 pL/mg/min). W oparciu o rezultaty testow
bezpieczenstwa dla zwigzku XI mozna stwierdzi¢ iz jest on bezpieczny z punktu widzenia
mutagennos$ci, pomimo braku dziatania antyoksydacyjnego i nieco szybszego metabolizmu
niz w przypadku imipraminy, gdyz jego metabolity takze nie wykazuja dziatania
mutagennego.

Opisana grupa zwigzkéw bylta na tyle interesujgca pod wzgledem dziatania osrodkowego,
ze podjeto dalsze prace w zakresie poszukiwania nowych zwigzkéw z grupy pochodnych
piperazyny, a rezultatem badan jest praca H8 wiaczona do cyklu prac stanowigcych podstawe
habilitacji.
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8. Prezentacja osiagnie¢ stanowiacych podstawe habilitacji (wynikajacych z
art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016
r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311)

Przedstawiony do oceny cykl prac skiada si¢ z dwoch prac przegladowych H1-H2,
jednego migdzynarodowego zgloszenia patentowego H4 1 pigciu oryginalnych publikacji
naukowych H3, H5-H8, ktére opisujg zwarte tematycznic badania z zakresu chemii
medycznej. Przedstawiony cykl publikacji H1-H3, H5-H8 byl opublikowany w czasopismach
z listy JCR w latach 2011-2017. W 6 publikacjach jestem pierwszym i korespondujgcym
autorem, aw 1 jestem autorem korespondujagcym (H6). W zgtoszeniu patentowym H4 jestem
wiodacym tworca.

Na przedstawione prace H3-H8 skladaja si¢ rezultaty prac badawczych odnoszacych si¢
do poszukiwania zwigzkow o dziataniu osrodkowym —  przeciwdrgawkowym,

przeciwbolowym w bolu neuropatycznym (H1-H7) oraz przeciwdepresyjnym (H8).

Praca H1 stanowi przeglad aktualnych danych literaturowych odnoszacy si¢ do lekow
badz zwigzkéow przeciwdrgawkowych 1 ich wlasciwosci przeciwbolowych w  boélu
neuropatycznym. Praca ta powstata w 2011 r., wkrotce po zgloszeniu patentowym (44)
dla wielu aktywnych przeciwdrgawkowo i/lub przeciwbolowo zwigzkow w tym otrzymanych
przeze mnie, i koniecznym do dalszych badan bylo uzyskanie szeregu informacji odno$nie
do badan ilosciowych na zwierzgtach w zakresie aktywnosci przeciwdrgawkowej
i przeciwbolowej znanych lekow badz zwigzkéw w badaniach klinicznych. Przeglad ten
umozliwit tez zaplanowanie m.in. badan aktywnosci przeciwbolowej dla zwigzkow,
dla ktorych uprzednio wykazano aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa, a takze porownanie
uzyskanych wynikéw do znanych lekéw przeciwdrgawkowych badz zwigzkéw bedacych
w fazie badan klinicznych.

Z Kkolei praca H2 powstala na skutek uzyskania wstepnych wynikéw badan
wskazujacych na odziatywanie zwigzkow dziatajacych osrodkowo, takze na drodze wigzania
do receptoroéw, poprzez kanaty jonowe. Przeglad ten wskazuje na istotny postep w dziedzinie
poznania podtypow tych kanatow i ich znaczenie dla profilu dziatania i bezpieczenstwa
zwigzkow aktywnych w os$rodkowym uktadzie nerwowym. Jej przydatno$¢ uzasadniaja

pierwsze wyniki aktywnosci na kanaty wapniowe dla zwigzku odniesienia | (str. 21) a takze
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konieczno$¢ racjonalnego zaplanowania prac w ramach poszukiwania mechanizmow
aktywnos$ci w pracach H3 i H5.

Praca H3 stanowi dokumentacj¢ wielu lat badan dla zwigzkdéw otrzymanych w zespole
prof. dra hab. Henryka Marony, w tym z moim udziatem, w kierunku aktywnos$ci
przeciwdrgawkowej. Obok badan syntetycznych i fizykochemicznych nowych zwigzkow
wtym stanowigcych przedmiot ochrony patentowej (44), przeprowadzono szereg
dodatkowych badan farmakologicznych, a takze dotyczacych polimorfizmu dla najbardziej
aktywnych zwigzkow czy tez poszukiwania ich mechanizmu dziatania. W wyniku
wprowadzenia  tacznika  etoksyetylenowego  pomiedzy  ugrupowaniem  fenoksy
a aminoalkanolem niektorych zwigzkow odniesienia, otrzymano i przebadano 23 zwiazki
0 interesujacym profilu farmakologicznym, ktore staty si¢ przedmiotem europejskiego
zgloszenia patentowego H4, a dla wielu pochodnych wraz z dodatkowymi wynikami
w tym poszukiwania mechanizmu dziatania czy badaniami farmakokinetycznymi publikacja
H5. Z kolei praca H6 stanowi kontynuacje modyfikacji strukturalnych zwigzkow odniesienia
I-1V. W ramach prac H5-H6 sposrod zwigzkow aktywnych w modelu padaczki grand mal,
wyodrebniono substancje aktywne przeciwbolowo w bolu neurogennym.

Kierujac si¢ uprzednio stwierdzonymi wlasciwosciami przeciwdrgawkowymi
niektérych aminoalkanolowych pochodnych ksantonu (zwigzki odniesienia V-VI, str. 24),
podjetam si¢ takze syntezy pochodnych aminoalkanoli zawierajacych reszte aroksylowa
wywodzacg si¢ odpowiednio z 2-, 3- lub 4-hydroksyksantonu. Przebieg syntezy, wiasciwosci
fizykochemiczne i przeciwdrgawkowe oraz stabilno$¢ metaboliczna uzyskanych zwigzkow
przedstawia publikacja H7. Mimo analogii strukturalnej otrzymanych zwigzkéw
ze strukturami odniesienia, badane zwigzki nie cechowaly si¢ znaczaca aktywnoS$cig
przeciwdrgawkows. Niestety, zaobserwowano, ze naklady pracy niezbedne do uzyskania
potproduktow i finalnych pochodnych ksantonu o odpowiedniej czystosci do podania in vivo
I w ilosci niezbg¢dnej do skriningu farmakologicznego (0,5 g), nie oddaja w cyklu prac takich
efektow farmakologicznych, jak w przypadku prostszych do zsyntezowania pochodnych
fenoksyalkilo- czy N-[2-(fenoksyetoksy)etylo]aminoalkanoli.

Na podstawie wynikow uzyskanych dla zwigzkéw odniesienia VII-XI (str. 25-26),
wskazujacych na powinowactwo do receptorow serotoninergicznych badz transportera
serotoniny, podjetam prace zwigzane =z projektowaniem 1 syntezg zwigzkow
0 potencjalnej aktywnosci przeciwdepresyjnej z uwzglednieniem aktywnosci krgzeniowej,
ze wzgledu na wykazane dla zwigzkéow odniesienia VIII-XI dziatanie adrenolityczne,

przeciwarytmiczne przy braku obnizenia cis$nienia (51, 56-57) (H8).
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8.1. Wyniki badan i dyskusja

H1. Waszkielewicz A.M.*, Gunia A., Stoczynska K., Marona H. 2011, Evaluation of
Anticonvulsants for Possible use in Neuropathic Pain. Curr. Med. Chem. 18: 4344-4358.

Przestankami do powstania pracy H1 byly rezultaty prac syntetyczno-
farmakologicznych, ktorych celem bylo zdefiniowanie aktywnos$ci przeciwdrgawkowej
i/lub przeciwbolowej (w bolu neuropatycznym) wielu zwigzkow z grupy aroksyalkilo- lub {2-
[2-(aroksy)etoksy]etylo}aminoalkanoli, a takze N-acylowych analogéw tych zwigzkow
oraz ich pochodnych aminokwasowych, z ktorych wiele stanowito przedmiot ochrony
patentowej (44), mojej pracy doktorskiej (45), jak i zgloszenia europejskiego H3 czy
publikacji (39-44), w tym objetych cyklem habilitacyjnym H3, H5-H8. Praca ta zostata
opublikowana w 2011 r., a wigc po zgloszeniu patentowym i obronie mojej pracy doktorskie;j,

a przed cyklem prac H3-H8.

W dotychczasowych pracach uzyskano korzystne wyniki dotyczace wiasciwosci
zarowno przeciwdrgawkowych, jak 1 przeciwbolowych wielu aktywnych zwigzkow
np. zwiazki odniesienia I11-1V, a pozniej zwigzek 22a w pracy H4 (str. 47), ktorych
aktywnos$¢ jest porownywalna do znanych lekow przeciwpadaczkowych. Z uwagi na to, iz
wiele uzyskanych zwiazkéw cechowalo si¢ aktywno$cia przeciwdrgawkowa a takze
przeciwbolowa w bdlu neuropatycznym, a wiele z nich zostalo poddanych szerokiemu
panelowi badan farmakologicznych w tym poszukiwaniu mechanizmu dzialania, stad
zaistniata konieczno$¢ doglebnego przestudiowania literatury odnoszacej si¢ m.in. do
patogenezy bolu neuropatycznego czy tez aktywnosci przeciwbolowej lekéw lub zwigzkdéw o

dziataniu przeciwdrgawkowym na bol neuropatyczny.

W czesci wstepnej pracy omoéwiono mechanizmy dziatania lekow stosowanych w bolu
neuropatycznym,  wsrod  ktorych  znajduja  si¢  takze  mechanizmy  typowe
dla antykonwulsantow (modulatory kanatéw jonowych w tym sodowych, potasowych
czy wapniowych, modulatory GABA, modulatory receptorow glutaminergicznych) oraz inne,

niepowigzane z aktywnos$cig przeciwdrgawkowa (opioidy, miejscowe leczenie kapsaicyng).
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Nastepnie omowiono podstawowe przyczyny bolu neuropatycznego, a takze typowe
badania farmakologiczne oceniajagce aktywnos$¢ zwigzkow w tym schorzeniu: S$ciste
podwiagzanie nerwu rdzeniowego (SNL spinal nerve tigation, tight ligation of spinal nerve),
luzne podwigzanie nerwu kulszowego (CCI chronic constriction injury, loose ligation
of sciatic nerve), test streptozocynowy (wywolanie streptozocyng cukrzycy i wyodrebnienie
zwierzat, u ktorych wystapit bol neurogenny). Jako dodatkowy test wymieniono test
formalinowy, w ktorym wywotywany jest bol neurogenny bez neuropatii — test ten jest
znacznie szybszy imniej kosztowny, polega na wywotaniu uszkodzenia neuronu

formaldehydem.

W dalszej cze$ci wstepu omowiono zjawiska i definicje zwigzane z odczuwaniem
bolu, dotyku oraz temperatury w bolu neuropatycznym — stad podano definicje takich zjawisk
jak allodynia (bdl odczuwany pod wptywem bodZca nieuszkadzajacego, na skutek zaburzenia
neurologicznego), analgezja (zniesienie odczuwania bodlu), anestezja (zniesienie czucia)
hiperalgezja (zwickszona wrazliwo$¢ na bol), neuralgia (ataki ostrego bolu bez wyraznego
bodZca) a takze parestezja (niewlasciwe odczuwanie bodzcow bolowych). Sposrod allodynii
wyrozniono allodyni¢ zwigzang z odczuwaniem zimna jako bolu oraz allodyni¢ zwigzang

Z odczuwaniem dotyku jako bolu.

W nastegpnej czesci pogrupowano leki oraz zwiazki przeciwdrgawkowe pod wzgledem
mechanizméw dziatania, a przy kazdym z nich obok wzoru umieszczono dawki aktywne
W typowych modelach aktywnosci przeciwdrgawkowej (MES, 6 Hz), opisano w skrocie
skutecznos$¢ kliniczng leku, a w nastepnym akapicie opisano analogiczne wielkosci dotyczace
aktywno$ci przeciwbolowej (test CCI, SNL, formalinowy itp.) oraz aktywno$¢

przeciwbolowa w klinice.

W ramach pracy H1 leki zostaly pogrupowane wedtlug ponizszych mechanizmoéow
dziatania:

e leki 1 zwigzki oddzialujace na kanaty jonowe (karbamazepina, okskarbazepina,
lamotrygina, lakozamid, zonisamid, topiramat, pochodne bis-arylopirazolowe,
gabapentyna, retigabina, pregabalina),

e leki GABA-ergiczne (pochodne kwasu walproinowego, tiagabina, wigabatryna),

e ligandy biatka pecherzykow synaptycznych SV2A (lewetiracetam, briwaracetam),
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e ligandy receptorow glutaminergicznych (CNS-5161 (pochodna guanidyny), NS-1209

(pochodna izochinoliny), indantadol, tezampanel i NGX-426 (obecnie dasolampanel).

W publikacji ujeto w postaci tabeli EDsg testoéw farmakologicznych dotyczacych
aktywnos$ci przeciwdrgawkowej w roznych modelach drgawek oraz przeciwbolowej

W r6znych modelach bolu dla wiekszosci omawianych lekow oraz zwigzkow.

W trakcie realizacji pracy H1 zaobserwowano, ze zwiagzki aktywne
przeciwdrgawkowo sg standardowo badane w kierunku aktywnosci przeciwbdlowej. Typowo
jako pierwszy test wybierany jest test formalinowy udzielajacy wstgpnych informacji
z zakresu aktywnosci w bolu neurogennym i dla niektorych lekow czy zwiazkow, dla
aktywnos$ci przeciwbdlowej znajdowano EDsy wylacznie w tescie formalinowym. Z
dokonanego przegladu mozna zauwazyé, ze znane leki przeciwdrgawkowe wykazuja
aktywno$¢ w bolu neurogennym zreguly w wyzszych dawkach w stosunku do dawek
aktywnych przeciwdrgawkowo. Jako przyktad moze postuzy¢ lamotrygina — aktywna w MES
w dawce EDsp=1,26 mg/kg (szczury, p.o.) wykazuje aktywno$¢ w modelu SNL EDsp=12
mg/kg (szczury, p.0.). Innym przyktadem jest pregabalina aktywna w MES z ED5p=1,8 mg/kg
(szczury, p.0.), ktora wykazuje aktywnos¢ w modelu SNL EDsy=15,9 (szczury, p.0.).

W przypadku niektorych nowych zwigzkow o wigkszej aktywnosci przeciwbolowe;j
niz przeciwdrgawkowej, tak jak to ma miejsce w przypadku CNS-5161 i NGX-426,
obserwuje si¢ prowadzenie prac badawczych w kierunku leczenia bolu neuropatycznego,
dla ktorego nie ma dotad w lecznictwie specyficznie dziatajacego i dedykowanego do tego

wskazania leku.

Whnioskiem ptyngcym z tej publikacji — oprocz licznych danych z zakresu
mechanizmow aktywnosci i dawek aktywnych u zwierzat dla aktywnosci przeciwdrgawkowe;j
I przeciwbolowej w bolu neurogennym — jest trudno$¢ w przewidzeniu jaka aktywnos¢
przeciwdrgawkowa czy przeciwbolowa bedzie przewazaé w przypadku projektowania
nowych zwiagzkéw. Jednoczesnie, co jest oczywiste, zwiazki wykazujace przewazajaca
aktywnosc¢ przeciwbolowa sa dalej badane w kierunku leczenia tego schorzenia. Z obserwacji
danych dotyczacych najnowszych lekow badz zwigzkéw w badaniach klinicznych
wywnioskowano, ze obecnie ro$nie prawdopodobienstwo rozdzielenia obydwu wskazan —

padaczki i1 bolu neuropatycznego w przypadku projektowania nowych lekow, tak jak
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to zaobserwowano dla zwigzkow CNS-5161 i NGX-426. Warto przy tym nadmienic,
iz wniosek ten znalazt swoje potwierdzenie w decyzji Amerykanskiego Urzedu Patentowego
W sprawie naszego zgloszenia (44), aby rozdzieli¢ je na 2 osobne zgloszenia patentowe,
obejmujace osobno: zwiazki wraz z aktywnos$cig przeciwdrgawkowa oraz na samg aktywno$¢
przeciwbolowa jako osobny przedmiot wiasnosci intelektualnej i dopiero wtedy urzad

przyznat 2 osobne patenty (62-63).

W oparciu o zebranie i oméwienie danych literaturowych bedacych przedmiotem
publikacji H1 umozliwiono w duzym stopniu rzetelne zaprojektowanie przeze mnie badan
aktywnosci przeciwbolowej, w tym badania testem formalinowym dla zwigzkow
przeciwdrgawkowych w pracy H4-H6 czy badania w tescie CCI dla zwigzku odniesienia 1V
(str. 21), a takze analize rezultatow badan w zakresie struktura-aktywnos$¢ przeciwbolowa

oraz przeciwdrgawkowa badanych zwigzkow.
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H2. Waszkielewicz A.M.*, Gunia A., Szkaradek N., Stoczynska K., Krupinska S., Marona H.
2013, lon channels as drug targets in central nervous system disorders, Curr. Med. Chem.
20(10): 1241-1285.

Zalaczona do cyklu habilitacyjnego praca H2 jest wynikiem przegladu literatury
odnoszacego si¢ do dziatania wielu lekow o$rodkowych odznaczajacych si¢ takze
oddziatywaniem na kanaty jonowe.

Wiele zwiazkow sposrod  pochodnych aroksyalkilo- badz {2-[2-
(aroksy)etoksy]etylo}aminoalkanoli wykazywaly aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa (H3-H7)
atakze przeciwbolowa w bolu neurogennym (H4-HG6), natomiast sposrod pochodnych
1-fenoksyalkilo- badz 1-{2-[2-(fenoksy)etoksy]etylo}-4-fenylopiperazyny wyselekcjonowano
zwiazki wykazujace aktywno$¢ przeciwdepresyjng obok krazeniowej (H8).

Leki oraz zwiazki aktywne w osrodkowym uktadzie nerwowym rzadko oddziatuja
poprzez pojedynczy receptor. Zwykle aktywnosc¢ ta dotyczy grupy receptorow, ktore czesto sa
bardzo podobne strukturalnie (jak np. oy i 5-HT1p), ale takze aktywnos¢ ta czesto posrednio
faczy si¢ z dzialaniem kanatéw jonowych, ktore stanowia punkt uchwytu lekéw dziatajacych
osrodkowo (np. GABAaA z kanalem CI), obwodowo, a takze krazeniowo. Dlatego
tez celowym bylo przeprowadzenie przegladu literatury w zakresie aktualizacji wiedzy
odnosnie do roli kanaléw jonowych jako celow molekularnych odzialywan zwiazkéw

biologicznie aktywnych.

Praca H2 zostala zorganizowana pod wzgledem typow kanatow — rozdziaty
pogrupowano w sposob nastgpujacy: kanaly sodowe, kanaly potasowe, kanaly wapniowe,
P2X (receptor dla ATP), NMDA (N-methyl-D-aspartate), ASIC (acid-sensing ion channels),
TRP (transient receptor potential), GABA (y-aminobutyric acid). W obrgbie kazdego
rozdziatu opisano lokalizacje, strukture oraz role kazdego z kanatow jonowych z podziatem
na podtypy, nastgpnie opisano schorzenia, w ktorych modyfikacja funkcjonowania danych
kanaléw jonowych ma zastosowanie. Przy kazdym mechanizmie wyszczegolniono leki mu

odpowiadajace, a w wielu przypadkach zwiagzki w fazie badan, wraz z podaniem struktur.

Dla przyktadu, obecnie wyrdznia si¢ 9 podtypow kanatéw sodowych (Navl.1-1.9).
Do lekéw przeciwpadaczkowych blokujacych te kanaty naleza np. karbamazepina (Nay1.3
ECso=16 uM), kwas walproinowy (Nay1.2 IC5,=514 uM), wsrod nowszych nalezy wymieni¢
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lamotrygine (Nay1.2 1C50=31,9 uM) czy lakozamid, ale tez zwiazki w fazie badan takie jak
np. pirazynowy analog lamotryginy JZP-4. Leki aktywne w bolu neurogennym hamujace
aktywno$¢ kanatéw sodowych to np. pochodna benzotiazolu riluzol (ECsp=2 uM). Wsérod
lekow przeciwdrgawkowych oddziatujacych na kanaly potasowe nalezy wspomnieé
retigabing (Ky7) i jej pochodng ICA-27243 (K\7.2/7.3 1C5=0,2 uM). Wsrdéd lekow
przeciwdrgawkowych hamujacych aktywno$¢ kanatdéw wapniowych nalezy wyr6znié
pregabaling (Cay2), gabapentyne (Cay2) oraz etosuksymid (Cay3). Z kolei wsrod lekow
przeciwpadaczkowych do antagonistow receptora NMDA stanowigcego receptor jonotropowy

(Na", K%, Ca2+) naleza remacemid oraz felbamat.

Wsrod lekow osrodkowych hamujacych receptory ASIC (kanaly dla Na*, Ca**, K¥)
znajdujg si¢ m.in. leki przeciwdepresyjne oraz przeciwdrgawkowe. Z kolei do najnowszych
lekow hamujacych receptor GABAA nalezy przeciwdrgawkowy SL651498 (pochodna
pirydoindolu), czy sedatywnie dzialajace pochodne triazolu MRK-409 i L-838417.
Podsumowujac, w wyniku pracy uzyskano przeglad dotyczacy 69 lekow lub zwigzkow
w fazie badan dziatajacych osrodkowo, ktérych mechanizm aktywnos$ci obejmuje modulacje

aktywno$ci kanatow jonowych.

Whnioskiem ptynagcym z publikacji do podejmowanych prac badawczych jest
konieczno$¢ wykonania duzego panelu badan receptorowych dla najbardziej aktywnych
zwigzkow, kwalifikujacych si¢ do dalszych badan, np. farmakokinetycznych, gdyz wykazane
oddziatywanie receptorowe moze implikowac niespodziewany dotad profil farmakologiczny

badz tez udzieli¢ waznych informacji odnosnie do bezpieczenstwa stosowania tych zwigzkow.

Oprocz zalozonego celu w pracy zaobserwowano, ze obecnie nastgpit istotny postep
w dziedzinie rozumienia etiopatogenezy licznych schorzen osrodkowego uktadu nerwowego,
co moze wplyng¢ na projektowanie nowych zwigzkow o spodziewanej aktywnosSci
na schorzenia w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego, a dane uzyskane dla wielu lekow
postuzytly jako wartosci referencyjne oceniajace aktywno$¢ oraz bezpieczenstwo zwigzkoéw

badanych pod wzglgdem mechanizméw dziatania w pracach H3 i H5.
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H3. Waszkielewicz AM.*, Cegta M., Zestawska E., Nitek W., Stoczynska K., Marona H., 2015,
N-[(2,6-Dimethylphenoxy)alkyl]aminoalkanols -  their  physicochemical  and
anticonvulsant properties. Bioorg. Med. Chem. 23(15): 4197-4217.

Praca H3 dotyczy projektowania 1 syntezy 24 zwigzkow stanowigcych
(2,6-dimetylofenoksy)alkilowe  pochodne  aminoalkanoli  oraz  ich  aktywnosci
przeciwdrgawkowej. Siedem zwigzkoéw z tej publikacji bylo nowych, zaprojektowanych
i otrzymanych w ramach koordynowanego przeze mnie projektu pt. ,,Opracowanie
innowacyjnej grupy zwigzkow o aktywnosci stabilizujgcej potencjal blony komorkowej”
(2010-2014) (zwigzki 1-2, 11, 16, 18, 23-24) (Ryc. 1), 16 zwigzkow z tej publikacji byto
przedmiotem przygotowanego uprzednio zgloszenia patentowego z moim wspotautorstwem
(zwiazki 3-6, 8, 10, 12-15, 17-22) (44), a 7 zwigzkdéw byto przedmiotem publikacji dotyczacej
ich wiasciwosci lipofilowych i skriningu aktywnosci przeciwdrgawkowej, takze z moim

wspoétautorstwem (7, 9, 12, 15, 17, 19-20) (40).

oH
O/\/ N\|\ OH O/\/N O/\/N
D,L-trans
x HCI
Illa
praca H3 zw. 4
Tytutowe zwigzki stanowig homologi lub analogi zwigzkéw odniesienia I-111a (str. 21)

— pochodne ksylenolu (2,6-dimetylofenolu) oraz achiralnych i chiralnych aminoalkanoli
w postaci racemicznej oraz — w przypadku uzyskania stosownej aktywno$ci —
enancjomerycznej. Lacznik pomiedzy ugrupowaniem ksylenoksy a aminoalkanolem stanowia

ugrupowanie etylenowe (zw. 1-16), trimetylenowe (17-22) lub tetrametylenowe (zw. 23-24).
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Ryc. 1 Struktury tytutowych zwigzkéw w pracy H3.
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Istotnym elementem pracy byty obliczenia in silico parametrow lipofilowosci zwigzkow
z zastosowaniem oprogramowania ChemBioDraw Ultra 12.0. Podczas gdy pozadane wartosci
cLogP dla zwigzkow aktywnych w oS$rodkowym uktadzie nerwowym wynosza okoto
2-3 (64), sposrod tytutowych zwigzkow wiekszo$¢ znajduje sie w pozgdanym zakresie

lub wykazuje nieznaczne odchylenie.

Synteza tytulowych zwigzkéw obejmowata O-alkilowanie ksylenolu przy uzyciu
odpowiedniego chloroalkanolu (2-chloroetanol, 3-chloropropan-1-ol, 4-chlorobutan-1-ol),
poczym produkty tych reakcji byly poddane bromowaniu do odpowiednich
bromopochodnych (lub otrzymane w  formie tosylanu w przypadku
ksylenoksyetylopochodnych), ktore z kolei poddawano aminolizie z zastosowaniem

odpowiedniego aminoalkanolu.
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Poza wynikami typowych badan fizykochemicznych potwierdzajacych tozsamos¢
i odpowiednig czysto§é zwiazkéow (*H NMR, *C NMR, LC-MS), w pracy zamieszczono
takze badanie krystalograficzne potwierdzajace konfiguracje¢ R dla zwigzku 4a2.

Otrzymane zwigzki byly przebadane farmakologicznie w ramach programu ADD
w amerykanskim Narodowym Instytucie Zdrowia (9) w przesiewowych testach MES,
ScMet, TOX w czasie 0,5 oraz 4,0 h po podaniu myszom (i.p.).

W publikacji zamieszczono takze badania dotyczace zwiagzku odniesienia 111 (w pracy
zwigzek 3) oraz Illa (w pracy zwiazek 4) i 111b (w pracy zwiazek 5) (str. 21). Zwiazek 4: (R)-
2N-[2-(2,6-dimetylofenoksy)etylolaminopropan-1-ol sposrod tytutowych zwigzkow byt takze
najbardziej aktywny.

W badaniach przesiewowych MES oraz 6 Hz wyznaczono czas od podania
do najwickszej aktywnosci TPE (wynoszacy w wigkszosci przypadkow 0,25 h) a nastepnie
uzyskano EDso na myszach dla zwigzkow 3: (R,S)-2N-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)etyloJaminopropan-1-ol (10,08 mg/kg), 4: (R)-2N-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)etylolJaminopropan-1-ol (5,34 mg/kg, i.p.), 4a2: chlorowodorek (R)-2N-[2-
(2,6-dimetylofenoksy)etylo]laminopropan-1-olu (22,28 mg/kg, i.p.), 5: (S)-2N-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)etylolaminopropan-1-ol (8,59 mg/kg, i.p.) a takze nowych nie objetych
zgloszeniem patentowym: 11: 2N-[2-(2,6-dimetylofenoksy)etylo]piperydyn-4-ol (17,31
mg/Kkg, i.p.) czy  na szczurach dla  zwigzku 7 (R,S)-1IN-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)etyloJaminobutan-2-ol (34,86 mg/kg, i.p.) i dla 12: (R,S)-2N-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)etylolamino-1-fenyloetan-1-ol (21,06, p.0.). Sposréd powyzszych
pochodnych, wszystkie posiadaja tacznik etylenowy przy ugrupowaniu ksylenolu, natomiast
ugrupowanie aminoalkanolowe stanowig racemiczny 2-aminopropan-1-ol (3), jego
enancjomery R (4) i S (5), (R,S)-1-aminobutan-2-ol (7), (R,S)-2-amino-1-fenyloetan-1-ol (12),
lub, co interesujace, cykliczny aminoalkanol — piperydyn-4-ol (11).

Z tej grupy zwiazkow nieobjetej zgloszeniem patentowym obok wymienionej
aktywnosci przeciwdrgawkowej w tescie MES interesujaca aktywnos¢ wykazat zwigzek 11:
2N-[2-(2,6-dimetylofenoksy)etylo]piperydyn-4-ol, podany w dawce 50 mg/kg (myszy, i.p.),
ktory charakteryzowal si¢ aktywnos$cig w tescie 6 Hz u 75% zwierzat po 0,25 1 po 0,5 h
od podania, po czym aktywnos$¢ ta zanikala. Sugeruje to dzialanie samego zwigzku, a nie jego
metabolitu. Obnizenie tej dawki do 25 mg/kg i badanie w tescie MES przyniosto podobne

rezultaty — aktywno$¢ u 50% zwierzat przez 0,5 h i nastepnie zanik aktywnosci. Zwigzek ten
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wykazywal neurotoksyczno$¢ dopiero od dawki 85 mg/kg. Czas TPE wyznaczony
dla zwigzku 11 to 0,25 h.

Podobng aktywnos$¢ wykazywat zwigzek 23: (R,S)-2N-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)butylolJaminopropan-1-ol) (TPE=0,5 h) stanowigcy butylowy homolog
(racemiczny) zwigzku odniesienia Ill. Podanie 50 mgkg w tescie 6 Hz dato 75%
skuteczno$ci w zapobieganiu drgawkom, ktora zmniejsza si¢ po 0,5 h do 66%, a po 1 h
zanika. Sugeruje to aktywnos$¢ zwigzku w drgawkach psychomotorycznych. Natomiast w
tescie rotarod zaobserwowano neurotoksyczno$¢ po 0,5 h, a nastgpnie po 4 h — po tym czasie
wskazuje to natoksyczno$¢ nie samego zwigzku, a jego metabolitu. Zastosowanie
enancjomeru R — zwigzku 24 — w dawce 30 mg/kg w tescie 6 Hz nie przyniosto oczekiwanej

aktywnosci, z kolei neurotoksyczno$¢ pojawita si¢ w wysokiej dawce 100 mg/kg.

Trimetylenowy racemiczny homolog zwigzku odniesienia Il — zwigzek 18 wykazat
w tescie MES aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa w dawce 30 mg/kg (myszy, i.p.) 0,5 h
od podania, jednak w tej samej dawce zwigzek ten wykazywat neurotoksyczno$¢ u 50%

zwierzat w tescie rotarod, co wykluczyto go z dalszych badan.

Podsumowujac powyzsze obserwacje, nalezy zauwazyC, ze zastosowanie dluzszego
facznika alkilenowego niz ugrupowanie etylenowe tj. trimetylenowego dla zwiazkow 17-22
i tetrametylenowego dla zwigzkoéw 23-24 stanowigcych m.in. homologi homologi aktywnego
przeciwdrgawkowo 1 przeciwbolowo zwigzku odniesienia Il nie przyniosto korzystniejszych

rezultatow I-111a.

Dzigki srodkom finansowym z w/w. grantu zaprojektowano i poddano poszerzonym
badaniom farmakologicznym wiele zwigzkow w tym niektorych zwigzkow odniesienia Illa-
IVa, ktére dla potrzeb poszerzonych badan farmakologicznych i formulacji byty otrzymane
w ilosci 250-300 g. Zwiagzek llla wykazal aktywno$¢ w testach 6 Hz z zastosowaniem
réznego natezenia pradu elektrycznego (EDsp(22mA)=19,5 mg/kg, EDsp(32mA)=30,90
mg/kg, EDsp(44mA)=30,02 mg/kg, myszy, i.p.), co wskazuje na aktywno$¢ w drgawkach
psychomotorycznych, a takze w te$cie Fringsa wskazujagcym na mozliwo$¢ zapobiegania
drgawkom wywotanym dzwigkiem — EDs5p=5,39 mg/kg (myszy, i.p.). W tescie drgawek
rozniecanych na hipokampie (hippocampal kindling) stwierdzono aktywno$¢ w dawce

60 mg/kg (szczury, i.p.), co takze implikuje zastosowanie w drgawkach psychogennych.
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Warto przy tym w testach MES czy 6 Hz zwrdci¢ uwage na zakresy dawek aktywnos$ci
(przedzial ufnosci wokot EDsp), ktére w przypadku samic myszy znacznie odbiegaja
od wynikéw standardowych badan (dla samcow) lub te zakresy si¢ nawet nie pokrywaja
(np. w tescie MES, myszy, i.p. 3,50-7,40 wzgledem 19,55-24,7 mg/kg), co sugeruje odmienny
profil farmakologiczny, zwigzany z plciag. Moze to mie¢ zwigzek z aktywnos$cia
przeciwdrgawkowa allopregnanolonu (metabolitu zZenskiego hormonu plciowego —
progesteronu, str. 15) EDsy=14,2 mg/kg w teScie 6 Hz (32 mA, myszy, i.p.) (21). Zwiazek 4
niestety wykazuje stabe, cho¢ nieistotne statystycznie dzialanie prodrgawkowe stwierdzone

przy pomocy testu ivMet.

Zwigzek 4 zostal poddany takze innym, nieobjetym zgloszeniem patentowym
badaniom farmakologicznym, np. testowi lamotryginowemu (szczury, i.p.), w ktorym
wykazal aktywno$¢ u 60% zwierzat w dawce 30 mg/kg, co wskazuje na aktywno$¢ tego
zwigzku w drgawkach lekoopornych. Kolejnym testem byt test pilokarpinowy
(odpowiadajacy stanowi padaczkowemu u czlowieka stanowigcemu zagrozenie zycia),
w ktorym pomimo braku aktywno$ci wyznaczono TDgs=64,99 mg/kg (myszy, i.p.) czyli
dawke toksyczng u 95% zwierzat.

W ramach koordynowanego przeze mnie projektu badawczego POIG 01.01.02-12-
012/09 dokonano syntezy wielu nowych zwigzkow i badan ich aktywnosci
przeciwdrgawkowej 1 tam, gdzie byla ona zaobserwowana, mechanizmu dzialania, w tym
zwigzku 4 1 jego chlorowodorku 4a2 (wraz z resyntezg). Tym samym, przeprowadzono
poszukiwanie mechanizmu dziatania tego zwigzku — zostat on okreslony poprzez badanie
wplywu na 82 receptory, kanaty jonowe oraz transportery w st¢zeniu 100 uM (najwyzsze
mozliwe stezenie w np. wlewie dozylnym, wskazujace na bezpieczenstwo jednorazowego
podania). Badanie wykonano w firmie Cerep (Francja). Stale wigzania K; wyznaczono
dla tych tzw. ,targetow”, z ktorych zwigzek wypiera przynajmniej 50% liganda. Zgodnie
z powyzsza metodyka, stwierdzono, iz 4a wigze si¢ z receptorami ¢ (Ki=1,5 * 10° M),
5-HT1a (Ki=1,7%10° M) i a2 (Ki=7,9%10° M) a takze transporterem 5-HT (K;=3,2*10°° M).
Powinowactwo do receptorow ¢ moze by¢ skorelowane z dziataniem przeciwbdlowym
W neuropatiach, opisanym wczesniej w zgloszeniu patentowym (44, 65). Z kolei mechanizm
serotoninergiczny moze implikowa¢ dziatanie przeciwdepresyjne lub tez moze stanowi
mechanizm dziatania przeciwdrgawkowego tego zwigzku, podobnie jak to stwierdzono

dla naluzotanu (66, 67).
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Ryc. 2 Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa i mechanizm dziatania wybranych zwigzkow w pracy H3.

N N
0 OH o) r OH
H3C\©/CH3 CH, H30\©/CH3 CHg
R R,S
4 zasada = zw. llla 3=2zw. lll
MES MES
ED50=5,34 (3,50-7,40) mg/kg (myszy, i.p.) ED50=10,08 (5,62-18,64) mg/kg (myszy, i.p.)
PI=5,52 ED5¢=47,03 (24,84-70,47) mg/kg (szczury, p.o.)
ED5y=22,28 (19,55-24,7) mg/kg (samice myszy, i.p.)
Pl=1,74 H
ED5¢=51,19 (36,52-70,16) mg/kg (myszy, p.o0.) o N ~SoH
PI1=2,82 , HsC CH; CHs
ED5,=7,43 (3,76-11,7) mg/kg (szczury, i.p.)
ED50=28,60 (20,44-34,64) mg/kg (szczury, p.o.)
S
6 Hz 22 mA 5=2zw. lllb
EDso=19,5 (10,30-30,50) mgrkg (myszy, i.p.) MES ,
EDs5o=7,06 (2,25-15,81) mg/kg (samice myszy, i.p.) gF?ZSS'w (7.23-10,03) mg/kg (myszy, /.p.)
6Hz 32 mA MES .
ED5,=30,90 (28,81-33,48) mg/kg (myszy, i.p.) EID_55°‘5?50 (4,30-10,33) mg/kg (szczury, /.p.)
6Hz 44 mA
ED5,=30,02 (24,38-33,81) mg/kg (myszy, i.p.) M\OH
ED5y=41,3 (31,24-51,29) mg/kg (samice myszy, i.p.) o N
HsC CH
FRINGS ¥ :
ED5=5,39 (3,71-6,98) mg/kg (myszy, i.p.)
4a2 chlorowodorek 11
MES MES
ED5y=22,28 (3,50-7,40) mg/kg (myszy, i.p.) ED5y=17,31 (13,47-21,62) mg/kg (myszy, i.p.)
Pl=174 Pl1=4,12

4a2: powinowactwo do receptoréw
c Ki=1,5*10% M

5-HT 5 Ki=1,7*10% M

transporter 5-HT K;=3,2*10° M

ay Ki=7,9*10° M

Interesujacym aspektem badan nad zwigzkami 3: (R,S)-, 4: (R)- i 5: (S)-2N-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)etylo]laminopropan-1-ol w ramach w/w. projektu i tej publikacji bylo
zjawisko uzyskiwania réznych partii syntezy zwigzku 4 w postaci chlorowodorku 4a
(w sumie w ilosci 300 g) z rézng temperaturg topnienia. Poczatkowo, zwigzek 4a byt
otrzymywany poprzez nasycanie zwigzku 4 w roztworze acetonu gazowym chlorowodorem,
idla produktu odnotowano T=107-109 °C (z taka temperaturg dokonano zgloszenia
patentowego (44)). W trakcie realizacji syntezy wigkszej ilosci zwigzku 4a, po podwojnej
krystalizacji dla probek stwierdzono wyzsza Ti=115-117 °C, przy czym tozsamo$¢ zwigzku
takze potwierdzono metodami spektralnymi. Odmiane o wyzszej temperaturze uzyskiwano

tez w przypadku nasycania chlorowodorem roztworu zasady (4) w mieszaninie octan
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etylw/EtOH (4:1). Stad oznaczono te odmiany 4al: T=107-109°C i4a2: T=115-117°C.
Ponadto, podczas dtuzszego przechowywania zwigzku 4a2 zaobserwowano, ze po pewnym
czasie wykazywat temperature takg jak 4al (107-109 °C). Podobne zjawisko zaobserwowano
dla chlorowodorku enancjomeru S (5al: T;=106-108 °C i 5a2: T=115-117 °C).

Majac na uwadze mozliwo$¢ wystepowania zjawiska polimorfizmu, majacego istotny
wptyw na biodostepnos¢ zwiazku (poprzez roéznice w m.in. rozpuszczalnosci, trwatosci
czy higroskopijnosci), poddano zwigzki 3a-ba badaniom termicznym (Politechnika
Krakowska). Inna mozliwoscia brang pod uwage byl pseudopolimorfizm, polegajacy
na wystgpowaniu réznej ilosci rozpuszczalnika w dwoéch odmianach krystalicznych
(solwatomorfy) — taki aspekt istotnie wptywalby na dawkowanie zwigzku (68). Stosujac
metody roznicowej kalorymetrii skaningowej DSC (ang. differential scanning calorimetry)
oraz termograwimetrii TG (ang. thermogravimetry) wstepnie zaobserwowano, ze zwigzki
3a-5a rozpadaja si¢ w temperaturze okoto 300 °C, co oznacza mozliwo$¢ poddania ich

obrdbce termicznej (np. procesowi sterylizacji) w nizszym niz ta, zakresie temperatur.

Dla odmian zwigzku 4al i 4a2 (R) stosujac TG stwierdzono brak zawartosci wody
w krysztatach. Krzywe DSC uwidaczniaja po dwa endotermiczne piki: w przypadku odmiany
4al w temperaturze 109,9°C obserwuje si¢ pik korelujacy z temperaturg topnienia
wyznaczong za pomocg kriometru, natomiast drugi endotermiczny pik odpowiada przejsciu
substancji z odmiany 4al (T=107-109 °C) do 4a2 (Tt = 115-117 °C). Obserwacja ta wskazuje

na polimorfizm.

W wyniku analizy TG dla obydwu odmian zwigzku 5al i 5a2 stwierdzono niewielkg
zawarto$¢ wody (odpowiednio 1,68% 1 5,5%) — obserwacja ta wskazuje, ze zwigzek powinien
by¢ przechowywany w suchych pojemnikach 1 pomieszczeniach. Na krzywej DSC
zaobserwowano podobne do zwigzku 4a zjawisko 2 pikow endotermicznych, sposrod ktorych
jeden potwierdza wyznaczong kriometrem temperatur¢ topnienia, a drugi wskazuje
na przejscie fazowe odmiany o nizszej Ty do odmiany o wyzszej Ti. Powyzszego zjawiska nie
stwierdzono dla zwiagzku 3a. W pracy zamieszczono przyktadowe wykresy dla 3a i 4a2,
natomiast wykresy pozostatych odmian 4al, 5al-5a2 zamieszczono w Supplementary
materials dost¢pnych online http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2015.06.045.
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Ryc. 3 Krzywe DSC, TG, i DTG dla zwigzku 3a.
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Ryc. 4 Krzywe DSC, TG, i DTG dla zwiazku 4a2.
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W wyniku analizy krzywych TG i DSC stwierdzono, ze zwigzek 3a (chlorowodorek
zwigzku 3) wystepuje w jednej odmianie krystalicznej, a obydwa zwiazki 4a i 5a (rowniez
odpowiednio chlorowodorki zw. 4 i 5) moga wystepowa¢ w odmianach polimorficznych
(odpowiednio 4al-4a2 i 5al-5a2).

W pracy zaprezentowano takze wyniki testu Amesa celem sprawdzenia ewentualnej
mutagennos$ci zwigzku 3a (wykonane w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej UJ CM)
oraz zwigzku 4 (wykonane w NIH) — obydwa badania potwierdzity bezpieczenstwo obydwu

zwigzkow w stezeniach odpowiednio do 160 pg/pltytke oraz 0,5 mM/L. Warto takze
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nadmieni¢, iz badania bezpieczenstwa tego zwigzku byly takze prowadzone w tescie Vibrio

harveyi a wyniki byly prezentowane w mojej pracy doktorskiej (45).

Podsumowujac wyniki badan struktura-aktywnos$¢ w pracy H3, zastgpienie ugrupowania
etylenowego w zwigzkach odniesienia ugrupowaniem trimetylenowym dla wiekszosci
zwigzkéw nie dato korzystnych rezultatow (obnizenie aktywno$ci przeciwdrgawkowe;j,
zwigkszenie neurotoksyczno$ci). Z kolei aktywno$¢ analogéw tetrametylenowych

obserwowana w testach MES i 6 Hz nie dorownywata zwigzkowi odniesienia Illa.

Obok wyraznego wplywu konfiguracji w przypadku niektoérych chiralnych aminoalkanoli
zaobserwowano do$¢ istotny wpltyw  struktury aminoalkanolu na  aktywnos$¢
przeciwdrgawkows, jak w przypadku analogéw zwigzku odniesienia 111, jakimi sg (2,6-
dimetylofenoksy)etylopochodne 1-aminobutan-2-olu (zwigzek 7), piperydyn-4-olu (zwigzek
11), 2-amino-1-fenyloetan-1-olu (zwiazek 12). Zwiazki te charakteryzowaly si¢ dos¢ silnie
zaznaczong aktywno$cig przeciwdrgawkowa w poréwnaniu do ich analogéw, w ktérych
wystepowata komponenta aminoalkanolowa o prostym tancuchu (np. 3-aminopropan-1-olu,

4-aminobutan-1-olu, czy tez 5-aminopentan-1-olu).

Tym samym, rezultaty analizy struktura-aktywno$¢ w pracy H3 byly zachecajace
do dalszych prac w zakresie projektowania i syntezy nowych zwigzkow, w szczegdlnosci
Znowymi podstawnikami, w rdéznych polozeniach ugrupowania fenoksy, a takze

zZ zastosowaniem odmiennego tacznika pomiedzy tym ugrupowaniem a aminoalkanolem.
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H4. PCT/PL2014/050047, WO2015020545, Europa (Europejski Urzad Patentowy) New
derivatives of N-[(phenoxy)ethoxy]alkylaminoalkanols and their use for preparation
of drugs. Waszkielewicz A.M., Gunia A., Marona H. Jagiellonian University in Krakow

Celem badan, w wyniku ktorych powstato zgloszenie patentowe H4, bylo uzyskanie
nowych analogow zwiazkow referencyjnych I-1V (str. 21) o spodziewanych korzystnych
wiasciwosciach farmakologicznych, poprzez wprowadzenie lacznika etoksyetylenowego
pomiedzy ugrupowaniem fenoksy a aminoalkanolem, z jednoczesnym wprowadzeniem
podstawnikow metylowych i/lub chlorowego do pierscienia aromatycznego w roéznym
polozeniu. Projektowanie, synteza i badania zwigzkow ujetych w pracy stanowity przedmiot
koordynowanego przeze mnie grantu ,,Opracowanie innowacyjnej grupy zwigzkéow
0 aktywnosci stabilizujacej potencjal blony komérkowej” finansowanego przez Narodowe
Centrum Badan i Rozwoju (2010- 2014).

praca H3
A

OH

N N
o/\/ o \[\OH
@ ch©CH3 L @( cH
3
D,L-trans

llla

Realizujac cele projektu, zmodyfikowano struktury odniesienia w kierunku
sprawdzenia, jak zmiana tacznika pomiedzy ugrupowaniem fenoksy a aminoalkanolem
Z etylenowego na etoksyetylenowe wplynie na aktywno$¢ przeciwdrgawkowsa takich
pochodnych w poréwnaniu do zwigzkéw odniesienia I-1V. Jednoczes$nie, podstawienie
ugrupowania fenoksy nalezalo ponownie sprawdzi¢ dla podstawien 2,6-dimetylo
lub 2-chloro-6-metylo w ugrupowaniu fenoksy, uznanych wczesniej za korzystne. Zgloszenie
obejmuje 23 nowe zwiazki: 2,3-, 2,4-, 2,6-dimetylo, 2,4,6-trimetylo- oraz {2-[2-(2-chloro-6-

metylofenoksy)etoksy]etylo}aminoalkanole w formie zasad badz chlorowodorkow (Ryc. 5).

Synteza zwigzkow  obejmowata aminolize¢ odpowiednich  bromkow  2-[2-
(fenoksy)etoksy]etylowych z zastosowaniem chiralnego badz achiralnego aminoalkanolu
w obecnosci K,CO3 jako akceptora protondw w toluenie lub acetonie z dodatkiem TEBA.

Dla otrzymania odpowiednich bromkéw 2-[2-(fenoksy)etoksy]etylowych opracowano metode
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dwuetapowa, w ktorej pierwszy polegat na O-alkilowaniu odpowiedniego fenolu przy udziale
2-(2-chloroetoksy)etanolu, a nastgpnie poddaniu produktu bromowaniu (PBr3).
Do celéw badawczych niektore zwigzki byly rowniez wydzielone w postaci chlorowodorkéw
(aceton/HClgz). W sumie otrzymano zwarta grupe [2-(fenoksy)etoksy]etylowych
23 pochodnych aminoalkanoli.
Ryc. 5 Struktury tytutowych zwiazkéw w pracy H4
o ~Ow~, R-23-CHy), H-3011, H-52112, H-78/12, H-79/12
2,4-(CHz), H-89/12
X 2,6-(CHz), H-16/10, H-21/10, H-50/09, H-19/10, H-23/10, H-22/10,
| R H-61/10, H-32/10, H-58/10, H-66/10, H-101/10

2,4,6-(CH3); H-59/10, H-116/10
2-Cl-6-CH3 H-111/10, H-86/10, H-33/10, H-78/10, H-79/10

Z:
N N §
_ j/\OH _ WAOH _N OH /N%/OH
CH, CH,4 -
x HCI 3 H-78/10, H-101/10
R,S H-16/10, H-59/10, R H-50/09 R,S H-22/10, H-111/10 H-79/12
H-30/11 H-89/12 S H-23/10 R H-61/10, H-86/10
R  H-21/10 S H-32/10, H-33/10
S H-19/10
e A ¢
- ~ OH N
D,L-trans -
HO trans
H-58/10, H-116/10 H-78/12 R,S H-66/10, H-79/10
H-52/12

Otrzymane zwiazki przebadano farmakologicznie w ramach programu ADD
w amerykanskim Narodowym Instytucie Zdrowia (9) w przesiewowych testach MES,
ScMet, TOX w czasie 0,5 oraz 4,0 h po podaniu myszom (i.p.). Nast¢pnie aktywne zwiagzki
byly przedmiotem testow MES i TOX na szczurach po podaniu i.p. oraz doustnym (per os,
p.0.). Niektore substancje byly takze przedmiotem badan w teScie 6 Hz (myszy, i.p.),
gdzie ich wptyw na mozliwo$¢ wywotania drgawek pradem byl obserwowany po 0,25, 0,5,
1,0, 2,0 i 4 h po podaniu zwigzku, w dawkach od 20 do 100 mg/kg. Jednoczesnie, zbadano
neurotoksyczno$¢ przy uzyciu testu rotarod. Zwigzkami o poréwnywalnej aktywnos$ci
przeciwdrgawkowej do zwigzkoéw odniesienia w tescie MES byty (R)- oraz (S)-2N-{2-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)etoksy]etylo}aminopropan-1-ol, odpowiednio H-50/09 (chlorowodorek)
i H-19/10. Dla enancjomeru S wyznaczono EDsy=11,3 mg/kg (MES) (Ryc. 6) i TDsg =39,24
(TOX), na myszach, i.p. Z kolei zwiazek H-50/09 zostat zakwalifikowany do badan w tescie
formalinowym i w tym badaniu w dawce 13 mg/kg wykazat istotng statystycznie aktywno$¢

przeciwbolowa w fazie ostrej testu, co wskazuje na aktywnos$¢ w bolu neurogennym.
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Ryc. 6 Aktywnos¢ przeciwdrgawkowa wybranego zwigzku w H4

_OH

O/\/O\/\N/\CH

H;C CHj H
S

H-19/10 MES ED5¢=11,3 (9,39-13,3) mg/kg, myszy, i.p.

3

Pozostate zwiazki, w tym podstawione 2,3-, 2,4-dimetylo- oraz 2,4,6-trimetylo-
I 2-chloro-6-metylopochodne charakteryzowaly si¢ nizszg aktywnoscia w tescie MES
w badaniach przesiewowych (myszy, i.p.) — byly aktywne w dawkach 30 lub w 100 mg/kg,
przy czym neurotoksyczno$¢ byla obserwowana dla wielu z nich w 100 mg/kg. Sposrod
badanych zwigzkow, 2 z nich wykazaly aktywno$¢ w badaniach MES na szczurach (p.0.):
(D,L)-trans-2N-{2-[2-(2,6-dimetylofenoksy)etoksy]etylo}aminocykloheksan-1-ol stanowiacy
etoksyetylenowy analog zwiagzku odniesienia Il i wykazujacy 100% aktywnos$¢ w dawce 100
mg/kg przy braku neurotoksycznosci (myszy, i.p.) oraz (R,S)-2N-{2-[2-(2-chloro-
6-metylofenoksy)etoksy]etylo}aminobutan-1-ol stanowiacy etoksyetylenowy analog zwigzku
odniesienia 1V i wykazujacy aktywno$¢ w MES w 30 mg/kg (myszy, i.p.). Obydwa te
zwigzki nie przewyzszyly swoimi wlasciwosciami zwigzkéw odniesienia. Natomiast, analogi
etoksyetylenowe zwigzku odniesienia 111, zarowno enancjomer R (H-50/09) jak i S (H-19/10)
opisane powyzej, wykazuja korzystny profil, w tym aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa w tescie
MES po podaniu i.p. szczurom trwajacg 1 h, i byly przedmiotem dalszych badan, m.in.

mechanizmu dziatania czy badan farmakokinetycznych, zamieszczonych w pracy H5.
Zgloszenie patentowe H4 zawiera 3 zastrzezenia, obejmujace wzor ogdélny nowych

pochodnych, liste zwigzkoéw najbardziej aktywnych oraz zastosowanie do leczenia schorzen

0 etiologii neurologicznej, w szczegolnosci obejmujacych padaczke i/lub bol.
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H5. Waszkielewicz A.M.*, Gunia-Krzyzak A., Powroznik B., Stoczynska K., P¢kala E., Walczak
M., Bednarski M., Zestawska E., Nitek W., Marona H. 2016, Design, physico-chemical
properties and biological evaluation of some new N-[(phenoxy)alkyl]- and N-{2-[2-
(phenoxy)ethoxy]ethyl}aminoalkanols as anticonvulsant agents. Bioorg. Med. Chem.
24(8): 1793-1810.

Publikacja H5 obejmuje nowe zwigzki 1-18, natomiast substancje 19-30 stanowig
przedmiot zgloszenia H4 wraz z dodatkowymi badaniami nicumieszczonymi w zgloszeniu —
badaniami  krystalograficznymi, poszukiwaniem mechanizmu dzialania, badaniami
bezpieczenstwa (badania mutagenno$ci oraz stabilno$ci metabolicznej, wptywu na kanaty
hERG) i badaniami farmakokinetycznymi (po podaniu dozylnym, dootrzewnowym
i dozotadkowym).

H
N
o OH

H3
H3C\©/CH3 CHs praca

lla R

W pracy H3 opisano wyniki badan farmakologicznych dla m.in. trimetylenowych
homologow i analogéw zwigzkéw odniesienia I-111 (str. 21), zawierajacych ugrupowanie
2,6-(CHs).fenoksy. Z kolei celem pracy H5 bylo otrzymanie nowych pochodnych
odpowiednio fenoksyetylo- oraz fenoksypropyloaminoalkanoli, podstawionych w pierscieniu
fenoksy 2,3-dimetylo, 2,6-dimetylo, oraz 2,4,6-trimetylo, (zwiazki 1-18, nicobjete pracg H4).
Zwiazki te stanowig strukturalne analogi aktywnego przeciwdrgawkowo zwigzku I, stad
interesujagcym bylo ich otrzymanie 1 przebadanie pod katem aktywnosci przeciwdrgawkowej,
nie tylko dla poszerzenia biblioteki zwigzkow czy znalezienia bardziej aktywnej substancji
przeciwdrgawkowej, ale takze dla analizy struktura-aktywnos¢ w tej grupie zwigzkow,

Z r6znym podstawieniem grup metylowych w uktadzie fenoksy (Ryc. 7).

W pracy H5 pochodne 19-30 zawieraly ugrupowanie [2-(fenoksy)etoksy]etylowe,
podstawione w pierscieniu fenoksy odpowiednio w potozeniach 2,3-dimetylo, 2,6-dimetylo,
oraz 2,4,6-trimetylo, ktore byly przedmiotem takze zgloszenia H4 Publikacja H5 nie zawiera
wiasciwosci pochodnych 2-chloro-6-metylowych zawartych w zgloszeniu H4, z uwagi
na duza ilos¢ wynikéw 1 trwajacych poszerzonych badan dla przedstawionych zwigzkow,

co bedzie przedmiotem ewentualnych prac wdrozeniowych badz oddzielnej publikacji.
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Ryc. 7 Struktury tytutowych zwigzkéw w pracy H5

zgtoszenie PCT H4

A
4 N

OHZ o Oz R - 2,3-(CHj), dla 1-11, 19-20

i 2,4-(CHs), dla 12-13
X AN
| R | 2R 2,6-(CHa), dla 21-28
Z Z 2,4,6-(CHs)s dla 14-18, 29-30

n=2dla1-6,12-18

1-18 19-30 n=3dla7-11
Z:
H § H o cH, X
~ Y\OH - Y\OH pe \|V\OH \[\OH
CH3 CH3 CH3 CH3
x HCI
R,S1,7,12,14,19, 21, 29 R 22a 2 RS 3,8, 24
R 13,15, 22 S 23a R 25
S 23 S 26
% M AN o % J\@
D,L-trans trans
4,16, 27, 30 17, 20 5,10, 28 RS 6,11,18

Synteza zwigzkéw 1-18 obejmowala aminoliz¢ odpowiednich bromkow
fenoksyetylowych lub -propylowych z zastosowaniem chiralnego badz achiralnego
aminoalkanolu w obecno$ci K,CO3 w S$rodowisku toluenu lub acetonu z dodatkiem
katalitycznych ilosci TEBA. Do celow badawczych niektore zwiazki byly rowniez
wydzielone w postaci chlorowodorkow (aceton/HClg,).

Do celu potwierdzenia tozsamosci i czystosci tytulowych zwigzkow, w pracy zastosowano
m.in. metody spektralne (*H NMR, *C NMR, IR, LC-MS). Dla potwierdzenia konfiguracji
absolutnej zwigzku 22a wykonano dla niego badanie krystalograficzne, ktore potwierdzito
konfiguracje R. Ponadto, badanie czysto$ci enancjomerycznej wykonane metodami
chromatograficznymi dla najbardziej aktywnych zwiazkow tj. 22a i 23 wskazato na nadmiar

enancjomeryczny wynoszacy w obydwu przypadkach 98%.

Otrzymane zwiazki 1-30 przebadano farmakologicznie w ramach programu ADD
w amerykanskim Narodowym Instytucie Zdrowia (9) w przesiewowych testach MES,
ScMet, TOX w czasie 0,5 oraz 4,0 h po podaniu i.p. myszom. Nastgpnie zwigzki aktywne

w MES przebadano na szczurach, p.o.

Analiza struktura-aktywno$¢ w badanej grupie zwigzkéw pozwolita na stwierdzenie,

iz podstawienie grup metylowych w ugrupowaniu fenoksy w pozycjach 2,3 oraz 2,4 czy 2,4,6
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istotnie zmniejszalo aktywnos$¢ w stosunku do zwigzku odniesienia 111, zarbwno w tescie
MES, jak i 6 Hz (aktywno$¢ pojawia si¢ dopiero w dawce 100 mg/kg, myszy, i.p.),
z wyjatkiem zwigzkéw, gdzie ugrupowanie aminoalkanolowe stanowito piperydyn-3-ol.
Podstawienie 2,4,6-trimetylo jest bardziej korzystne dla aktywnosci przeciwdrgawkowej niz
2,3-dimetylo- i 2,4-dimetylo-, jednak réwniez takie zwigzki nie przewyzszaja aktywnoscia
zwigzkow podstawionych w pozycjach 2,6 podstawnikami metylowymi.

Najbardziej aktywny przeciwdrgawkowo sposrod wszystkich zwigzkow okazal sie¢
zwigzek 22a: chlorowodorek (R)-2N-{2-[2-(2,6-dimetylofenoksy)etoksy]etylo}aminopropan-
1-olu, ktorego wiasciwosci przeciwbolowe opisano w zgloszeniu H4. Nalezy przy tym
nadmienié, iz przeprowadzono badania dla tej struktury zaczynajac od formy racemicznej 21,
nastepnie otrzymano i przebadano enancjomery zasad 22 (R) i 23 (S), a takze enancjomery

W postaci chlorowodorkéw odpowiednio 22a i 23a.

Ryc. 8 Aktywnos¢ przeciwdrgawkowa wybranych zwigzkow w pracy H5

CHs
o/\/O\/\NJ*\/OH

H30\©/CH3 S

22a (R) MES EDgp=12,92 (8,49-19,01) mg/kg, myszy, i.p.
23 (S) MES EDg(=11,3 (9,39-13,3) mg/kg, myszy, i.p.

Analizujagc  obserwowane podobienstwa  strukturalne, zwigzek 22a  stanowi
etoksyetylenowy analog (w formie chlorowodorku) zwigzku odniesienia Il1l. Dzigki
dodatkowym badaniom farmakologicznym wykraczajacym poza zgloszenie H4, mozliwe
statlo si¢ porownanie dawek EDsp obydwu zwigzkow 22a (R) i 23a (S) ze zwiazkiem
odniesienia I11. Warto mie¢ na uwadze nie tylko samg dawke, ale caty 95% przedziat ufnosci
dawek aktywnych 2,5-97,5% zwierzat. Przedzialy te pokrywaja si¢ dla obydwu
enancjomerow (dla 22a: EDsp=12,92 (8,49-19,01) mg/kg, a dla 23: EDsy=11,3 (9,39-13,3)
mg/kg, co sugeruje podobny profil farmakologiczny i brak istotnych réznic w tej aktywnosci
(Ryc. 8). Jednakze przedzialy te nie pokrywaja si¢ z przedzialem ufnosci dawek aktywnych
zwigzku llla (3,50-7,40 mg/kg), co oznacza ze zwiazki 22a i 23 moga charakteryzowacé si¢

odmiennym profilem farmakologicznym od zwigzku llla.

50



Zwigzki 22 (zasada) i 22a (chlorowodorek) wykazywaly identyczne wlasciwosci
wtestach MES i TOX (myszy, i.p.) — aktywno$¢ byla obserwowana w 10 mg/kg,
a neurotoksyczno$¢ w 100 mg/kg. Nastepnie zwigzki 22 (zasada), 23 (zasada) i 23a
(chlorowodorek) zostaty przebadane w modelu drgawek psychomotorycznych w tescie 6 Hz
(myszy, i.p.) i W tym tescie wykazywaty aktywno$¢ odpowiednio w dawkach 50, 40 oraz 30
mg/kg, przy czym aktywno$¢ ta byla obserwowana w czasie — trwata 1 godzing, nastgpnie
zanikata po 2 h i1 pojawiala si¢ ponownie 4 h po podaniu zwigzku. Obserwacja ta sugeruje
prawdopodobng aktywno$¢ metabolitu. Odmienne wlasciwosci w tescie MES byly
obserwowane naszczurach (i.p.) w czasie 4 h dla zwigzkow 23 (zasada) i 23a
(chlorowodorek). Obydwa zwigzki wykazywaty 100% aktywnos$¢ w MES 0,25 h od podania,
ktéra zmniejszata si¢ z czasem 1 zanikla po 2 h. Zwigzki te nie wykazywaty
neurotoksycznosci (rotarod) przez caty czas obserwacji, co oznacza, ze ani zwigzki 23 i 23a,

ani ich metabolity nie sg neurotoksyczne.

W nawigzaniu do powyzszej obserwacji na myszach, postanowiono przebada¢ zwigzki
22a (chlorowodorek) i 23 (zasad¢) pod katem stabilnosci metabolicznej, co stanowi
dodatkowe badanie poza zgloszeniem H4. Do tego typu badania dla serii zwigzkoéw dotacza
si¢ standardowo podobny strukturalnie, ale nieaktywny zwigzek, celem uzyskania
dodatkowych informacji z zakresu przebiegu metabolizmu badz tez struktur metabolitow
aktywnych. Do  tego celu  wybrano zwigzek 29: (R,S)-2N-{2-[2-(2,4,6-
trimetylofenoksy)etoksy]etylo}aminopropan-1-ol, stanowigcy homolog badanych zwigzkow.
W badaniu zastosowano mysie mikrosomy watrobowe. Wyznaczono masy najbardziej
prawdopodobnych  metabolitow.  Zaobserwowano, ze tos jest  korzystniejsze
niz dla imipraminy i podobne dla fentanylu stanowiacych leki odniesienia, czyli mozna
stwierdzi¢, ze zwigzki 22a i 23 sg stosunkowo stabilne metabolicznie. Zwigzek 29 wykazat
W tym badaniu okres pottrwania tos (136 min.) ponad trzykrotnie wigkszy od 22a i 23 (po 36
min. kazdy), co sugeruje, ze brak dodatkowego podstawnika metylowego w potozeniu
4 pierscienia fenoksy w zwigzkach 22a i 23 predystynuje do reakcji metabolicznej w tym

potozeniu.

W ramach programu ADD zwiagzki 22a i 23 przebadano takze w modelu stanu
padaczkowego (test drgawek wywolanych pilokarping, myszy, i.p.) i w tym tescie
zaobserwowano aktywno$¢ obydwu zwigzkow odpowiednio w dawkach 100 i 30 mg/kg,

€0 sugeruje mozliwos$¢ przerwania stanu padaczkowego u cztowieka.
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Podobnie jak dla zwigzku Illa, zwiazki 22a i 23a w ramach koordynowanego
przeze mnie projektu ,,Opracowanie innowacyjnej grupy zwiazkow o aktywnosSci
stabilizujacej potencjal blony komoérkowej” poddano badaniom mechanizmu dziatania
na 80 receptorach, kanatach jonowych oraz transporterach, i w st¢zeniu 100 uM
zaobserwowano ponad 50% wigzania w przypadku 22a z rec. 5-HT1a, 5-HT2g, o, kanat Na*,
transporter noradrenaliny, oraz transporter 5-HT. Kolejnym etapem, wymagajacym dalszych
nakladow finansowych, bedzie wyznaczenie stalej wigzania K; dla wigzania tych tzw.
targetow. Tym niemniej, warto zwroci¢ uwage na bardzo podobny profil powinowactwa tych
zwigzkow do zwiazku odniesienia Il — w tak wysokim st¢zeniu rdéznice mozna
zaobserwowaé w stabszym wigzaniu receptoréw oy i ap (wyniki dla 22a i 23a ponizej 45%,
podczas gdy wigzanie przez zwigzek odniesienia Illa do tych receptorow wynosito
odpowiednio 70 1 73%. Ta obserwacja wskazuje na mozliwo$¢ uzyskania wigkszego
bezpieczenstwa zwigzkoéw 22a i 23a pod katem ich dziatania na uktad krazenia, a takze moze
potwierdza¢ obserwacje in vivo, ze skoro istniejg roznice w profilach receptorowych, to
oczywista jest réznica w profilach farmakologicznym pomigdzy 22a-23 i zwigzkiem

odniesienia I11.

Zwiagzek 22a wybrany jako bardziej korzystny sposrdéd obydwu enancjomerdéw, w pracy
H5 poddano badaniu wptywu na kanaty hERG (w stezeniu 10 M wybranym jako optymalne
do tego typu badan) i w tym badaniu wykazatl on jedynie 3,6% wiazania, co 0znacza wynik
ujemny. Stad mozna wstgpnie wywnioskowaé, ze zwigzek 22a jest bezpieczny z punktu

widzenia dziatania arytmogennego.

W publikacji H5 wykonano takze inne badania bezpieczenstwa, wykraczajace ponad
zgloszenie H4 — w tym test Vibrio harveyi w kierunku dziatania pro- oraz antymutagennego,
w ktorych obydwa zwiazki 22a i 23 okazaly si¢ niemutagenne. Jako ostatnie badanie
dla najbardziej obiecujacego zwigzku 22a przeprowadzono badania farmakokinetyczne
na myszach po podaniu dozylnym i.v., dozoladkowym p.0. oraz dootrzewnowym i.p.
Zaobserwowano, ze biodostgpnos¢ po podaniu i.p. jest niewiele wyzsza (6,78%) niz po
podaniu p.o. (2,98%), co wskazuje, iz zwigzek 22a jest metabolizowany w wiekszym stopniu
przez watrobe niz przez jelito cienkie. Wysoka aktywno$¢ zwigzku u myszy wskazuje
naistotny udzial metabolitu aktywnego w mechanizmie dziatania przeciwdrgawkowego

zwigzku 22a, kompensujac niska biodostepnos¢ tego zwigzku.
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Podsumowujac, w pracy HS przedstawiono syntez¢ i badania 18 nowych zwigzkow,
a takze dodatkowe badania nie objete zgloszeniem H4 dla pochodnych etoksyetylenowych
19-30, sposrdéd ktéorych wyselekcjonowano zwigzki wykazujace korzystne dziatanie
przeciwdrgawkowe, poroOwnywalne ze zwigzkami odniesienia I-1V. Najbardziej aktywne
zwigzki poddano dalszym badaniom w tym ilosciowym (EDsp) i dla nich wyznaczono
najbardziej prawdopodobny mechanizm dziatania, farmakokinetyke i bezpieczenstwo
(mutagennos¢, arytmogennos¢). Jednoczesnie, wykazano Kkorzystny wplyw tacznika
etoksyetylenowego z punktu widzenia aktywnos$ci przeciwdrgawkowej oraz przeciwbdlowe;j

w bolu neurogennym.
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H6. Rapacz A., Waszkielewicz A.M.*, Panczyk K., Pytka K., Koczurkiewicz P., Piska K., P¢kala
E., Budziszewska B., Starek-Swiechowicz B., Marona H. 2017 Design, synthesis and
anticonvulsant-analgesic  activity of new  N-[(phenoxy)alkyl]- and  N-
[(phenoxy)ethoxyethyl]laminoalkanols. Med. Chem. Commun. DOI: 10.1039/c6md00537c.

Kierujgc si¢ wieloma korzystnymi wynikami badan aktywnosci przeciwdrgawkowe;j
I przeciwbolowej wielu zwigzkéw ujetych w pracach H3-H5, celem pracy H6 byta
kontynuacja tych badan dla dokonania pelnej analizy w badanej grupie zwigzkow.
Z dotychczasowych ustalen wynika, ze obok Iacznika alkilenowego 1 polozenia
podstawnikéw w ugrupowaniu fenoksy istotng role dla aktywnos$ci przeciwdrgawkowej i/lub
przeciwbolowej ma ugrupowanie aminoalkanolu.
Praca H6 powstata w ramach kierowanego przeze mnie grantu pt. ,,Poszukiwanie zwigzkow
aktywnych w osrodkowym ukladzie nerwowym” finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki (2015-2017).

Poszukujac  zwigzkéw w grupie pochodnych aminoalkanoli o aktywnos$ci
przeciwdrgawkowej i/lub przeciwbolowej zaplanowano syntez¢ nowych analogdéw
lub homologéw aktywnych przeciwdrgawkowo zwigzkow opisanych w pracach H3-H5,

w tym zwigzku odniesienia Il1a a takze 1V (str. 21).

H H QH
N H
o OH Ha o ™>N
praca
H30©/CH3 CHy H3C\©/CH3
R f D,L-trans

llla
CHj3 H
x N
O/\/O\/\NJ\/OH O/\/ \(\OH

H
H3C©CH3 x HCI prace H4-H5 C'\©CH3 CHs
RS

v
22a (R), 23a (S)

Projektujac nowe pochodne zaplanowano rézne podstawienia ugrupowania fenoksy
(2,3-, 2,4-, 2,6-dimetylo, 2,4,6-trimetylo-, 2-chloro-5-metylo-, 2-chloro-6-metylo-). Sposrod
podstawnikow  aminoalkanolowych  wybrano  dotychczas  najbardziej  korzystne
2-aminopropan-1-ol, 1-aminopropan-2-ol, 2-aminobutan-1-ol, 1-aminobutan-2-ol, piperydyn-
3-ol, trans-2-aminocykloheksan-1-ol, 2-amino-1-fenyletan-1-ol jako racematy, a w przypadku

zaobserwowania aktywnosci zwigzkéw racemicznych — enancjomery, a takze trans-4-
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aminocykloheksan-1-ol oraz piperydyn-4-ol. Lacznik pomiedzy powyzszymi ugrupowaniami
stanowit 2-4 jednostki metylenowe, a w przypadku zwigzkoéw 19-28 zawieral on rowniez tlen,
tworzac ugrupowanie eterowe (tacznik etoksyetylenowy, podobnie jak w pracach H4-H5).

Do celow optymalizacji projektowanych zwigzkow zastosowano metody obliczeniowe
Z uzyciem oprogramowania Molinspiration (69), przewidujacego wlasciwosci czasteczki
majace wpltyw na mozliwos¢ biernego przenikania przez btony biologiczne: minus logarytm
wspotczynnika  podziatu  n-oktanol-woda: miLogP  (lipofilowos¢), masa molowa
i topologiczne pole polarnej powierzchni (topological polar surface area) TPSA [AZ.
Zgodnie z wytycznymi literaturowymi, dla zwigzkow aktywnych w osrodkowym uktadzie
nerwowym miLogP powinien wynosi¢ 2-3 (64). Dla zwigzkow podawanych doustnie warto$¢
TPSA powinna by¢ nizsza niz 120 A? i dla zwiazkow majacych przenikngé przez barierg
krew-moézg nizsza niz 60-70 A? (70). Wszystkie zaprojektowane struktury spehiaty
literaturowe kryteria dla zwigzkéw podawanych doustnie i potencjalnie aktywnych na
o$rodkowy uktad nerwowy.

Ryc. 9 Struktury tytulowych zwigzkéw w pracy H6
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Synteza zwiazkow 1-18 obejmowata aminolize¢ odpowiednich  bromkow
fenoksyetylowych, -propylowych lub -butylowych, a w przypadku zwigzkow 19-28 —
odpowiednich bromkow 2-[2-(fenoksy)etoksy]etylowych. Reakcje prowadzono w srodowisku
toluenu wobec K;COg3 lub stosujac DMF z dodatkiem TEA.
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Wyijsciowe halogenki byly otrzymywane na trzech drogach: przez O-alkilowanie
odpowiedniego fenolu przy uzyciu odpowiedniego chloroalkanolu, a nastgpnie bromowanie
produktu przy uzyciu PBrs lub tez stosujac odpowiedni dibromoalkan. Ta druga metoda,
mimo ze ekonomicznie bardziej uzasadniona, przebiegala z mniejsza wydajnoscig
I czystoscig. Alternatywnie zastosowano O-alkilowanie przy uzyciu bromochloropochodne;j
alkanu (CI-(CH,),-Br), otrzymujac odpowiedni chlorek fenoksyalkilu, jednak produkt byt
zanieczyszczony bis-pochodna stanowigca uboczny produkt reakcji. W przypadku aminolizy
tych halogenkéw konieczne bylo oczyszczanie produktéw na kolumnie chromatograficznej
(CH.CI/CH30H), co nie bylo konieczne, jezeli stosowano dwuetapowa metode
otrzymywania halogenkow, stosujac odpowiedni chloroalkanol do reakcji O-alkilowania
odpowiedniego fenolu, a nastepnie bromujac produkt przy pomocy PBrs.

Tozsamo$¢ i czysto$¢ otrzymanych zwigzkow 1-28 (Ryc. 9) potwierdzono metodami
spektralnymi (*H NMR, *C NMR, IR, LC-MS).

Badania farmakologiczne zostaty przeprowadzone w ramach realizowanego projektu
w Katedrze Farmakodynamiki na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM. Otrzymane zwiazki,

podobnie jak w pracach H3-H5, bylty poddane skriningowi w tescie MES, PTZ i TOX.

Sposrod nowych 28 tytutowych zwigzkéw, 10 odznaczalo si¢ znaczaca aktywnoS$cia
przeciwdrgawkowa w teScie MES (myszy, i.p.), dla ktorych przeprowadzono badania
ilosciowe, wyznaczajac EDsp i TDsp. Sposrod nich wybrano 6 zwigzkow (1, 6, 19, 20, 21, 27,
struktury przedstawia Ryc. 10), dla ktorych zaobserwowano najbardziej korzystne EDsp, TDsg
oraz PI, a nastepnie przeprowadzono badanie wptywu na prog drgawkowy CSso W tescie
MEST. W tym badaniu zwigzki 19 i 27 w sposéb istotny podnosity prog drgawkowy,
co wskazuje na zmniejszanie podatnosci organizmu na bodzce drgawkotworcze. Te same
6 zwigzkow zostato przebadanych w kierunku aktywnosci przeciwbolowej w teScie
formalinowym (myszy, i.p.), po czym zwiazki 1, 19, 20 i 21 wykazaty istotng statystycznie
aktywno$¢ w fazie zapalnej testu (w dawkach rownych EDsy w MES), co wskazuje

na aktywno$¢ przeciwbolowa i przeciwzapalng.
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Ryc. 10 Aktywnos¢ przeciwdrgawkowa wybranych zwigzkéw w pracy H6

O/\/H%

HsC OH

D,L-trans
1

MES EDg¢=31,80 mg/kg (myszy, i.p.)

o N%\OH

H3;C CH3

RS
CHs 6
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P1=3,93

PI=2,41
OH OH
o™ O AT 0O
HsC Hscj© H
H3C HsC D,L-trans
19 20

MES ED5¢=68,71 mg/kg (myszy, i.p.)

MES EDs¢=32,87 mg/kg (myszy, i.p.)

PI=1,77 PI=1,44
CH3
O/\/O\/\N)\/OH O/\/o\/\N
HaC H CI
RS
CH; 21

MES EDs¢=27,11 mg/kg (myszy, i.p.)
Pl=4,02

MES ED5¢=23,94 mg/kg (myszy, i.p.)
PI=4,30

Zwigzki 1, 6, 19, 20, 21 i 27 wykazujace najbardziej korzystne parametry
farmakologiczne poddano dalszym badaniom w kierunku oceny ich bezpieczenstwa. Jednym
z takich testéw bylo badanie wplywu na aktywnos$¢ spontaniczng myszy (Spontaneous
activity), gdzie zwiazki 21 i 27 wykazaty wpltyw na t¢ aktywnos¢ (w dawkach rownych EDsg
w MES), co wskazuje na mozliwos¢ dziatania sedacyjnego w przypadku ewentualnego ich
stosowania. Takie zjawisko mogloby by¢ uznane za korzystne tylko w niektorych
przypadkach, np. drgawek psychogennych. Wykonano takze test kominowy
celem zweryfikowania neurotoksycznosci w tych samych dawkach, przy czym zaden zwigzek
nie wykazal takiego dziatania, stad wydaja si¢ by¢ bezpieczne pod wzgledem
neurotoksycznosci. Zwigzki 1, 6, 19 i 21 poddano takze badaniom cytotoksycznosci
z uzyciem komorek: astrocytow CRL-2534, neuroblastoma SH-SYS5Y oraz hepatocytow
Hep G2 (z wystepujaca

przeciwpadaczkowych np. dla kwasu walproinowego). W powyzszych testach wykazano

uwagi  nahepatotoksyczno$¢,  czegsto wsréd  lekow

bezpieczenstwo wszystkich badanych zwiazkow.
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Z uwagi na uzyskane wyniki aktywnosci przeciwdrgawkowej w tescie MES
oraz przeciwbdlowej w teScie formalinowym, oraz badan bezpieczenstwa (wpltyw
na aktywno$¢ spontaniczng, neurotoksyczno$é, dziatanie prodrgawkowe), za najbardziej
obiecujacy zwigzek uznano 19: N-{2-[2-(2,3-dimetylofenoksy)etoksy]etylo}piperydyn-3-ol,
aktywny w tescie MES oraz korzystnie podnoszacy prog drgawkowy w tescie MEST,
aktywny w bolu neurogennym (w fazie zapalnej) w dawce rownej EDsqg w MES. Zwigzek ten
okazal si¢ bezpieczny z punktu widzenia cytotoksycznosci, hepatotoksycznosci,
neurotoksycznosci oraz wptywu na aktywno$¢ spontaniczng, w zastosowanych badaniach
bezpieczenstwa. Zwigzek ten poddano takze symulacji metabolizmu in silico

Z zastosowaniem programu MetaSite 1 okreslono jego najbardziej prawdopodobne metabolity.

Struktura najbardziej obiecujacego zwigzku 19 jest odmienna od dotychczasowych
obserwacji wspolnych dla zwigzkoéw odniesienia I-1V: ugrupowanie fenoksy jest podstawione
w polozeniach 2,3 (grupami metylowymi), cykliczny aminoalkanol (piperydyn-3-ol)
zawierajacy Ill-rzedowa grupe aminowa w przeciwienstwie do II-rzedowych grup aminowych
w zwigzkach odniesienia I-1V czy 22a (praca H5). Zwiazek 19 be¢dacy pochodng piperydyn-
3-olu jest analogiem zwigzku 6 stanowigcego (2,4,6-trimetylofenoksy)propylowa pochodng
piperydyn-4-olu, ktory wykazuje aktywno$¢ przeciwdrgawkowa w MES EDs0=20,87 mg/kg
(myszy, i.p.), jednak bez dziatania przeciwbdolowego. Nalezy zaznaczyé¢, ze w zwigzku 19
tacznik pomig¢dzy ugrupowaniami fenoksy oraz aminoalkanolowym stanowi ugrupowanie
etoksyetylenowe. Jego wprowadzenie potwierdzito wczesniejsze wyniki badan dla wielu
zwigzkow w pracach H4-H5, ze przynosi korzystne efekty w postaci silnie zaznaczonej

aktywnosci przeciwdrgawkowej i/lub przeciwbolowe;.

Korzystnym dziataniem przeciwdrgawkowym w tescie MES w badaniach ilo$ciowych
(EDsp=31,80 mg/kg, myszy, i.p.) odznaczal si¢ takze zwiazek 1: (D,L)-trans-2N-[2-(2,4-
dimetylofenoksy)etylolaminocykloheksan-1-ol stanowiacy izomer konstytucyjny zwigzku
odniesienia Il, zawierajacy podstawniki metylowe w potozeniach 2,4 pierScienia
aromatycznego. Z kolei zwigzek 21 stanowiacy 2,4-dimetylowy analog zwigzku najbardziej
aktywnego w pracy H5 (22a) okazat si¢ rowniez aktywny przeciwdrgawkowo z ubocznym
dziataniem sedacyjnym. Zwigzek 6 stanowi homolog zwigzku 11 z pracy H3 i zwigzki te sg
przyktadem analogéw, w ktorych zmiany strukturalne nie powodujg istotnych zmian
w aktywnosci, a takze neurotoksycznos$ci. Ich wartosci EDsg sg porownywalne (odpowiednio

EDso= 20,87 mg/kg i 17,31 mg/kg, MES, myszy, i.p.).
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W oparciu o rezultaty badan ujetych w pracy H6, mozna przyjaé, ze dla aktywnosci
przeciwdrgawkowej i/lub przeciwbolowej testowanych zwigzkow istotny jest nie tylko
odpowiedni fragment aminoalkanolu, ale takze dlugos¢ tancucha alkilenowego badz
etoksyetylenowego stanowigcego tacznik ugrupowania fenoksy z aminoalkanolem.
Zauwazono tez roznice aktywno$ci w przypadku izomeréw konstytucyjnych, w ktorych
podstawniki metylowe znajduja si¢ np. w potozeniu 2,3-, 2,4- 2,5- czy tez 2,6- — zwiazki
te wykazuja zardwno zréznicowang aktywnos¢, jak i neurotoksycznos¢. Interesujacym jest to,
ze wiele zwigzkow zawierajacych tacznik etoksyetylenowy wykazuje korzystny profil
farmakologiczny. Na tej podstawie mozna potwierdzi¢ znamienny wpltyw wszystkich
omawianych elementéw strukturalnych zwigzkow aktywnych: rodzaju 1 potozenia
podstawnikéw w pierscieniu aromatycznym, rodzaju aminoalkanolu, a takze dlugosci

i rodzaju tacznika znajdujacego si¢ pomigdzy tymi ugrupowaniami.

Na podstawie analizy struktura-aktywnos¢ przeciwdrgawkowa i/lub przeciwbolowa
W badanej grupie zwigzkow 1 bardzo korzystne wyniki badan ich aktywnos$ci osrodkowej,
mozna stwierdzi¢, ze w tej grupie zwigzkow istnieje duza szansa na znalezienie nowych
potencjalnych kandydatéow na lek przeciwpadaczkowy i/lub przeciwbolowy, gdyz sposrod
28 tytulowych zwigzkéw 10 wykazuje korzystne parametry farmakologiczne (EDsg, TDsp)
a badania bezpieczenstwa dla aktywnych zwigzkéw potwierdzity brak ich cytotoksycznos$ci

(w tym hepatotoksycznosci czy neurotoksycznosci).
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Praca H7 stanowi kontynuacj¢ badan z zakresu poszukiwania nowych zwigzkow
0 dziataniu przeciwdrgawkowym, tym razem w grupie odpowiednich 2-, 3- lub 4-
ksantonoksyalkilopochodnych chiralnych badz achiralnych aminoalkanoli. Przestanka
dla zainteresowania si¢ tg grupa zwigzkow byly z jednej strony wczeSniejsze korzystne
rezultaty badan przeciwdrgawkowych przy niskiej neurotoksycznosci w grupie odpowiednich
2-ksantonometylopochodnych aminoalkanoli (zwiazki odniesienia V-VI, str. 24), z drugiej
za$ interesujace bylo sprawdzenie wplywu wprowadzenia tacznika oksyalkilowego
w zwiazkach 8-17 na aktywno$¢ przeciwdrgawkowa w porownaniu do zwigzkéw odniesienia
V-VI, a takze wplywu ukladu ksantonu na aktywno$¢ w porownaniu do zwigzkow

odniesienia I-1V.

H H
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o I “oH o \(\OH
HsC CH cl CH
3 3 CH3 3 CH3

s RS

x HCI x HCI

I v

OH OH
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cl 0 HCso (o)
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Podobnie jak w pracy H6, istotng czescig wstepnych badan bylo przewidywanie
insilico parametrow fizykochemicznych dla projektowanych struktur. W tym celu
zastosowano oprogramowanie Molinspiration (69), po czym stwierdzono, ze wszystkie
zaprojektowane zwigzki spetnialy literaturowe kryteria (miLogP, TPSA, objetos¢ czasteczki)
dla zwigzkéw podawanych doustnie, potencjalnie aktywnych na osrodkowy uktad nerwowy.
Dodatkowo obliczono LogP z zastosowaniem oprogramowania ChemBioDraw i uzyskano

podobne wyniki.

Dla zrealizowania celu badawczego w pracy zsyntezowano 10 nowych
ksantonoksyalkilowych pochodnych achiralnych lub chiralnych/racemicznych aminoalkanoli,
wtym 5 zwigzkéw, w ktérych uktad ksantonu podstawiony jest W potozeniu 2 (zwiazki 8a-

12), 1 zwigzek - w potozeniu 3 (zwigzek 13) i 4 zwigzki - w potozeniu 4 (zwigzki 14a-17a)
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(Ryc. 11). Ponadto, do celow badawczych otrzymano 6 zwigzkdw w postaci chlorowodorkow
(8a-9a, 14a-17a) (HClg,,/EtOH).
Ryc. 11 Struktury tytutowych zwigzkoéw w pracy H7

;
AN 2
| /_O-(CHz)n-Z C,1-2,8-12 n=2:1, 3-6, 8-10, 13-17
o 3 C53-5,13 3:2,7,11-12
4 C4 67,1417
8-17
Z:
H
CHs _ N ch, N cHs
N~on OH “UNToH T on
x HCI CHs s He CHs CHy  xHe
14a RS 15a 1 16a
y  OH O N P
OH OH
/N\)\/CH3 /N \C \C
x HCl CH, CH, xHCI
RS 8a RS 10 RS 9,12, 13 RS 17a

Zwiazki 8-17 otrzymano na drodze aminolizy odpowiednio podstawionych chlorkow
ksantonoksyalkilowych (w toluenie, w obecnosci K,CO3; lub w DMF w obecnosci TEA, KI).
W pracy dodatkowo dla celéw porownawczych (wydajnosé, czystos¢) dla otrzymania

zwigzku 13 zastosowano jako czynnik alkilujacy bromek 3-ksantonoksyetylowy.

Odpowiednie halogenki ksantonoksyalkilowe uzyskano poprzez O-alkilowanie
2-, 3- lub 4-hydroksyksantonu z uzyciem 2-chloroetanolu, 3-chloropropanolu (aceton, TEBA,
KI). 2-Hydroksyalkoksylowe pochodne ksantonu poddano chlorowaniu (SOCI,) lub
bromowaniu (PBrs) dla wuzyskania wyzej wymienionych czynnikéw alkilujacych

aminoalkanoli (1-2,4-7).

Odpowiedni 2-, 3- lub 4-hydroksyksanton otrzymano w procedurze opracowanej
W Zaktadzie Chemii Bioorganicznej pod kierunkiem prof. dra hab. Henryka Marony,
z zastosowaniem tzw. metody kondensacji Ullmanna, i poddawano reakcji O-alkilowania
odpowiednim chloroalkanolem a nastgpnie podstawiano chlorem grup¢ OH (SOCI,)
(metoda A). Dla optymalizacji wydajno$ci procesu prowadzono tez reakcje O-alkilowania
odpowiedniego  hydroksyksantonu, stosujagc  1-bromo-2-chloroetan lub  1-bromo-3-
chloropropan (aceton, K,CO3, TEBA, KI) (metoda B). Niestety w przypadku metody B
czystos¢ uzyskanych produktow okazata si¢ niezadowalajagca w poroéwnaniu do wczesniej

opisanej dwuetapowej metody pozyskiwania tego typu zwigzkow.
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Ryc. 12 Metody otrzymywania tytulowych zwigzkow w pracy H7

R4 H dla 1-2, 6-12, 14-17, Cl dla 3-5, 13
Ry: 4-OCHj dla 1-2, 8-12
/C R2 H dla 3-5, 13
cl HO 2-OCHj dla 6-7, 14-17
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2) cyklizacja 2) cyklizacja (stg 2. H,SO,)

+ demetylacja

(ste 2. sto
demetyIaCJa o 0
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4 x HCI
Z - aminoalkanol 8a-9a, 14a-17a

W trakcie prac syntetycznych odnotowano znaczng roznice T; dla jednego
z pOtproduktow tj.  3-(2-hydroksyetoksy)-9H-ksanten-9-on (zwigzek 3) w stosunku
do literaturowej T; (o okoto 70 °C). Zwiagzek ten poddany chlorowaniu (SOCI,) czy tez
bromowaniu (PBr3) tworzyt odpowiedni halogenek (o wysokim stopniu czystosci w LC-MS
odpowiednio 100% i 96,78%). Aminoliza tych zwigzkéw z zastosowaniem aminoalkanolu
dawatla produkt o identycznych parametrach, co poza danymi fizykochemicznymi (LC-MS

100%, *H NMR, C NMR) rowniez dowodzi o wlasciwej strukturze uzyskanego zwigzku.
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Otrzymane zwigzki 8a, 9-13, 14a-17a przebadano farmakologicznie w ramach
programu ADD w amerykanskim Narodowym Instytucie Zdrowia (9) w przesiewowych
testach MES, ScMet, TOX w czasie 0,5 oraz 4,0 h po podaniu i.p. myszom. Interesujacym
rezultatem badan jest zréznicowana aktywnos$¢ (badz jej brak) testowanych zwigzkéw (MES,
myszy, i.p.) w zakresie dawek 30-300 mg/kg. Najsilniej zaznaczong aktywnos$¢
przeciwdrgawkowa wykazaty zwiazki 9 1 12, ktore w dawce 100 mg/kg wykazywaty 100%
dziatanie protekcyjne, 0,5 h od momentu podania. Dla zwigzkéw 9 i 12 to ochronne dziatanie
utrzymywalo si¢ na podobnym poziomie (odpowiednio 100 i 75%) po 4 h i - co ciekawe —
neurotoksyczno$¢ w tym czasie malala. Interesujacg obserwacj¢ odnotowano dla zwiazku 13,
strukturalnego analogu zwigzku 9, ktory charakteryzuje si¢ slabym dzialaniem

przeciwdrgawkowym, ale w poréwnaniu do zwigzku 9 nie jest neurotoksyczny.

O\/\” CHs O\/\/N\E\OH
O RS (@) RS CHj;

9 12

Nastepnie zwigzki aktywne w MES przebadano na szczurach, p.o. W tym badaniu
okazatlo si¢, ze zwigzki 9 1 12 — odpowiednio (R,S)-2-{2-[(1-hydroksybutan-2-
yloJamino)etoksy}-9H-ksanten-9-on oraz (R,S)-2-{3-[(1-hydroksybutan-2-
ylo)amino]propoksy}-9H-ksanten-9-on — wykazuja aktywnos¢ odpowiednio
po 2 lub 4 h od podania. Ta obserwacja sugeruje dzialanie metabolitu, a nie substancji
podanej zwierzgciu. Wobec tego, dla obydwu zwigzkoéw przeprowadzono symulacje
metabolizmu in silico (oprogramowanie MetaSite), a nastgpnie badanie stabilnosci
metabolicznej i wyznaczenie metabolitbw z zastosowaniem szczurzych mikrosomow

oraz metod LC-MS/MS (Ryc. 13).

Ryc. 13 Wyniki badan metabolizmu in vitro zwiazkow 9 i 12 w pracy H7
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M5 (zw. 12) M2 (zw. 12) i alkoholowa oksydacja
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Zwiazek 12 przebadano takze w tescie pilokarpinowym (program ADD
w Narodowym Instytucie Zdrowia, Stany Zjednoczone) stanowigcym mysi model stanu
padaczkowego (i.p.) i w tym tes$cie zaobserwowano aktywnos¢ w dawce 100 mg/kg po 4 h
oraz w dawce 300 mg/kg po 0,25 h od podania zwigzku, co wskazuje na mozliwos¢

przerywania stanu padaczkowego.

Majac na wuwadze powinowactwo zwiazkow Illa i IV do receptorow
serotoninergicznych, przeprowadzono wstepne badania powinowactwa zwigzkéw 8a, 9 i 12
do receptorow 5-HT1a, 5-HTg i 5-HT7, najwigksze powinowactwo do 5-HT;4 zaobserwowano
dla 8a (Ki=3,2*10" M), zwiazek 9 wykazywat K; (5-HT14)=6,59%10" M, co pod wzgledem
powinowactwa do receptorow 5-HT1a  przewyzsza zwiagzki odniesienia

(zw. 111a Ki(5-HT14)=1,7%10° M, zw. IV K;(5-HT14)=1,3*10° M).

Reasumujac, sposrod wszystkich uzyskanych pochodnych ksantonu przebadanych
przeciwdrgawkowo, najbardziej aktywne okazaty si¢ pochodne podstawione w pozycji C2,
pochodne (R,S)-2-aminobutan-1-olu, a facznik pomiedzy tymi ugrupowaniami stanowilo
ugrupowanie oksyetylenowe lub oksytrimetylenowe. Jednocze$nie, poréwnujac wyniki
farmakologiczne najbardziej aktywnych zwigzkéw 9 i 12 ze zwigzkami odniesienia I, 1V-VI
(str. 21-23), mozna stwierdzi¢, 7e zastosowanie odpowiedniego uktadu
ksantonoksyalkilowego w miejsce odpowiedniego uktadu fenoksyalkilowego (I, 1V) czy tez
ksantonometylowego (V-VI), natym etapie badan nie jest korzystne z punktu widzenia
potencjalnej aktywnosci przeciwdrgawkowej. Jednocze$nie, niewykluczone jest, ze
planowanie badania na wigkszej grupie zwigzkoéw w tym enancjomeréw pozwoli na
wyselekcjonowanie zwigzkow o aktywnosci przeciwdrgawkowej co najmniej porownywalnej

do zwigzkow odniesienia.
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aroxyethoxyethyl derivatives of piperazine on the cardiovascular and the central
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Z uwagi na korzystne wlasciwosci w tym profil adrenergiczny i serotoninergiczny
zwigzkow odniesienia VIII-XI (str. 25-26), podjeto dalsze prace z zakresu projektowania
I syntezy nowych zwigzkoéw — uwzgledniajac mozliwo$¢ uzyskania aktywnosci osrodkowej
i/lub ewentualnie aktywnos$ci adrenolitycznej, krazeniowej. Celem pracy byla synteza
i badania farmakologiczne nowych zwigzkéw stanowigcych homologi badZ analogi zwigzkow
VII-XI (54) zawierajace uklad N-fenylopiperazyny lub N-(2-metoksyfenylo)piperazyny.
Interesujacy byl przy tym zarowno wplyw podstawnikow w ugrupowaniu fenoksy,
jak i tacznika pomiedzy tym ugrupowaniem a piperazyng na parametry farmakologiczne
nowych zwigzkow w poréwnaniu do zwiazkéw odniesienia. Na podstawie wynikow badan
farmakologicznych dla VIII-XI istniaty przestanki, iz mozliwe bedzie uzyskanie
selektywnych zwigzkow pod wzgledem aktywnos$ci osrodkowej lub krazeniowej. Interesujaca
byta przy tym rola lacznika alkilenowego badz etoksyetylenowego i pochodnej piperazyny

dla obserwowanych aktywnosci.

H3C\O H3C. o
0NN N//i//N o N/X/N \Cj
H3C CH3 HsC (o]]
\©/ x HCI \ij/ x HCI
Vil IX
a4 Ki=2,4 nM antagonista oq K=2,1nM
ap Ki=341 nM ap Ki=128 nM

5-HT, 5 K;=0,7 nM antagonista
agonista presynaptycznych rec. 5-HT 5

5-HT, 5 Ki=0,5 nM antagonista

agonista presynaptycznych rec. 5-HT, 5
antagonista postsynaptycznych rec. 5-HT, 5 test zawieszania za ogon 2,5 mg/kg (myszy, i.p.)
test wymuszonego ptywania 10 mg/kg (myszy, i.p.)

test 4 ptytek 2,5 mg/kg (myszy, i.p.)

HiCy HiCx
o S~N o S~
o \/\N/\/ o> \/\N/\/
HaC©/CH3 CI\©/CH3
x HCI x HCI
X Xl
5-HT,, K=41 nM 5-HT,, K<1nM

a4 Ki=23 nM

o, brak powinowactwa

B4 brak powinowactwa

test zawieszania za ogon:
aktywnos¢ w 2,5 mg/kg (myszy, i.p.)
ruchliwo$¢ spontaniczna:
EDgy=21,8 mg/kg (myszy, i.p.)

o4 Ki=13 nM
o, brak powinowactwa

B4 brak powinowactwa
test zawieszania za ogon:

aktywnos¢ w 2,5 mg/kg (myszy, i.p.)
ruchliwos$¢ spontaniczna:
ED50=17,5 mg/kg (myszy, i.p.)
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W pracy H8 uzyskano nowe pochodne fenoksyalkilo- (1-4) lub N-{2-[2-
(fenoksy)etoksy]etylo}piperazyny (5), zawierajacych ugrupowanie fenylowe badz
2-metoksyfenylowe, w formie chlorowodorkow.

Istotng czescig pracy bylo przewidywanie in silico whasciwosci fizykochemicznych
zwigzkow (oprogramowanie Molinspiration), w ktérych tak jak w pracach H3, H6-H7
obliczono takie parametry jak miLogP czy TPSA, majace znaczenie w procesie przenikania
zwigzkow przez blony biologiczne (istotne przy podaniu doustnym czy przy przenikaniu
barier¢ krew-mozg). Jedynie zwigzek 4 wykazywat dopuszczalne 1 odchylenie od regutly
Lipinskiego (masa czasteczkowa >500 g/M), co nie wykluczato go z dalszych badan.

Do celu potwierdzenia tozsamos$ci i czystosci tytutowych zwiazkéw, w pracy
zastosowano metody spektralne (*H NMR, *C NMR, IR, LC-MS). Na podstawie decyzji
wydawcy, cze$¢ metodyki pracy poza synteza i danymi fizykochemicznymi zwiazkow,
zawarta  jest w pliku Supplementary materials, dostepnym online:
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2016.09.037.

Zwigzki 1-5 byly otrzymane poprzez aminoliz¢ odpowiednich bromkow
fenoksyalkilowych (dla 1-4) badZz bromku 2-[2-(2,3-dimetylofenoksy)etoksy]etylowego
(dla5) w toluenie wobec K;COs; i byly wydzielane w postaci chlorowodorkéw poprzez
nasycanie roztworow zasad gazowym chlorowodorem (aceton/EtOH). Bromki (2,3-
dimetylofenoksy)etylowy i -propylowy byly otrzymane wedlug wczeéniej opisanych procedur
tj. poprzez O-alkilowanie 2,3-dimetylofenolu przy pomocy 2-chloroetanolu badz
3-chloropropan-1-olu (K,COs, TEBA, aceton), a nastgpnie bromowanie produktu (PBrs). Z
kolei bromki 2,6-dimetylo- oraz (2-chloro-6-metylofenoksy)butylowe uzyskano stosujac
jednoetapowg metode O-alkilowania odpowiedniego fenolu 1,4-dibromobutanem (wobec
NaOH). Bromek 2-[2-(2,3-dimetylofenoksy)etoksy]etylowy otrzymano uprzednio poprzez
O-alkilowanie 2,3-dimetylofenolu 2-(2-chloroetoksy)etanolem w acetonie wobec K,COj3

i TEBA i podstawienie grupy OH atomem bromu przy udziale PBrs.
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Ryc. 14 Struktury tytutowych zwigzkow i powinowactwo do wybranych receptoréw w pracy H8

Ra K, [nM]
o NN zwigzek n R, R, m o o 5HT
1 2  23<(CHj), H 2 159 289 123
|\_R 2 3 23-(CHs), H 2 33 810 5,4
2R x m HCI 3 4 26<(CHs), OCH; 1 235 3705 20
4 4 2-C-6-CH; H 2 596 506 4,0
HaCo
3o
o LN
SR SAb
CH
3 5 285 893 50
x HCI

CHs
Analogicznie jak zwiagzki odniesienia, ktore wykazywatly powinowactwo zaréwno
do receptorow adrenergicznych jak i serotoninergicznych, badane zwigzki 1-5 poddano
badaniom radioreceptorowym w kierunku powinowactwa do receptoréw as, o, B1 i 5-HTia.
Wszystkie badane zwigzki wykazuja nanomolarne wartos$ci staltych wigzania do receptoréw oy
oraz 5-HT1a oraz korzystnie znacznie stabsze wigzanie do receptorow ay, ponadto nie wigza

si¢ z receptorami B az do stezenia 50 uM (Ryec. 14).

Zwiazki 1-5 byly przedmiotem badan ex vivo i in vivo w Katedrze Farmakodynamiki
UJ CM pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Barbary Filipek (Pani dr Monika Kubacka).
Badania funkcjonalne (dotyczace antagonizmu) receptorow ay dla tych zwigzkow byty
realizowane z zastosowaniem aorty szczura, poprzez obserwacje zahamowania skurczow
indukowanych noradrenaling. Wszystkie badane zwiazki wykazywaty antagonizm wzgledem
tych receptorow, jednak obserwacje krzywych badan funkcjonalnych wskazywaty
na interakcje tych zwigzkéw takze zinnymi receptorami obecnymi w aorcie. Inng
mozliwos$cig brang pod uwage jest powolne oddysocjowywanie zwigzku od receptora lub tez

allosteryczna modyfikacja receptora.

Nastepnie wszystkie badane zwigzki oceniono pod katem obnizania cis$nienia
tetniczego krwi po podaniu dozylnym i.v. (szczury), rozpoczynajac od dawki 1 mg/kg,
a nastepnie obnizajac ja do zaniku aktywno$ci hipotensyjnej. Najsilniej dziatajacym
hipotensyjnie ~ zwigzkiem  okazal si¢  zwigzek  3:  chlorowodorek  1-[(2,6-
dimetylofenoksy)butylo]-4-(2-metoksyfenylo)piperazyny obnizajacy cisnienie skurczowe
w dawce 0,1 mg/kg 30 1 60 min. po podaniu zwigzku. Zwigzek ten takze przebadano
pod katem odpowiedzi na r6zne bodzce takie jak adrenalina, noradrenalina oraz metoksamina.

Profil uzyskanych wynikow odpowiedzi na te bodzce potwierdza obserwacje z badan
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radioreceptorowych, ze zwigzek 3 jest znacznie bardziej selektywny wzgledem receptorow

(051 niz 0.

Zwigzek 3 jest homologiem butylowym zwigzku odniesienia VIII (pochodna
trimetylenowa, str. 26) oraz tetrametylenowym analogiem zwigzku odniesienia X (pochodna
etoksyetylenowa, str. 26). Zwigzek 3 podobnie do zwiazku VIII wykazuje antagonizm
wzgledem receptoréw adrenergicznych oraz powinowactwo do receptorow 5-HTia. Z punktu
widzenia powinowactwa do receptoréw oy, oy i 5-HT1a mozna zauwazy¢, ze profil wigzania
do tych receptorow jest bardzo podobny, zwigzki 3 1 VIII nieznacznie roznig si¢
powinowactwem wzgledem oy, natomiast r6znig si¢ od zwigzku X (zw. 3 K;=370 nM, zw.
VIl Ki=341 nM, zw. X brak powinowactwa). Natomiast aktywnos$¢ hipotensyjna in vivo
obserwowana dla zwigzku 3 bez wyraznej aktywno$ci osrodkowej, w poréwnaniu
do aktywnos$ci przeciwdepresyjnej np. zwigzku X jest zaskakujaca i dowodzi istotnego
wplywu facznika pomiedzy ugrupowaniem ksylenoksy a N-(2-metoksyfenylo)piperazyna.
Tym bardziej, ze zwiazek X nie wykazuje dziatania hipotensyjnego (str. 26) (56-57).

Nieco stabiej dziatajacym od zwiazku 3, ale réwniez istotnie aktywnym okazal si¢
zwigzek 4: dichlorowodorek 1-[4-(2-chloro-6-metylofenoksy)butylo]-4-fenylopiperazyny,

ktory w dawce 0,5 mg/kg obnizat istotnie cisnienie krwi 60 min. od podania.

Podsumowujac analize struktura-aktywno$¢ hipotensyjna, nalezy zwrdci¢ uwage,
iz obydwa najbardziej aktywne zwiazki 3 i 4 obnizajace cisnienie krwi zawieraja podstawniki
W potozeniach 2,6 (podstawienie dimetylowe badz chlor i metyl) a tacznik pomiedzy
ugrupowaniem fenoksy oraz piperazyng stanowi ugrupowanie tetrametylenowe. Z kolei
ugrupowanie fenylopiperazynowe w przypadku zwiazku 3 zawiera podstawnik 2-OCHjs,
w przeciwienstwie do zwiazku 4. Wskazuje to, iz mimo powyzszej aktywnosci hipotensyjnej
obydwu zwigzkow obecnos$¢ grupy metoksylowej jest korzystniejsza w tym przypadku

z uwagi na nieco silniejsze dziatanie w poréwnaniu do zwiazku 4.

W zwigzku z zaobserwowanym silnym powinowactwem zwigzkoéw 1-5 do receptora
5-HT1a celowym byto sprawdzenie ich aktywnosci o$rodkowej (przeciwdepresyjnej) i do
tego celu zastosowano test wymuszonego ptywania (test Porsolta, myszy, i.p.). Sposrod
badanych zwigzkow, 4: dichlorowodorek 1-[4-(2-chloro-6-metylofenoksy)butylo]-4-
fenylopiperazyny i 5: chlorowodorek 1-{2-[2-(2,3-dimetylofenoksy)etoksy]etylo}-4-(2-
metoksyfenylo)piperazyny wykazaty istotng statystycznie aktywnos$¢ przeciwdepresyjna
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odpowiednio w dawkach 10 mg/kg lub 5 mg/kg (w poréwnaniu do imipraminy wykazujgcej
aktywnos$¢ w dawce 10 mg/kg). Z uwagi na konieczno$¢ zweryfikowania, czy aktywnos¢ ta
jest specyficzna i nie odnosi si¢ do dzialania psychostymulujacego, przeprowadzono
dodatkowe badanie wptywu zwigzkow 4 i 5 na ruchliwo$¢ spontaniczng myszy w dawkach
aktywnych przeciwdepresyjnie (i.p.) i to badanie potwierdzito specyficzno$¢ dziatania

przeciwdepresyjnego (brak dziatania amfetaminopodobnego).

Zwigzek 4 stanowi analog zwigzkow odniesienia I1X i X, zawierajacy ugrupowanie
fenylopiperazynowe (bez 2-OCHys) i tacznik tetrametylenowy i wykazuje podobng aktywnos¢
przeciwdepresyjng w stosunku do zwigzku IX (test wymuszonego plywania). Dowodzi to,
iz ugrupowanie 2-OCHgs nie jest konieczne dla uzyskania aktywnosci przeciwdepresyjnej
W tej grupie zwigzkow.

Z kolei zwigzek 5 stanowi izomer konstytucyjny zwigzku X, zawierajacy podstawniki
metylowe w potozeniach 2,3 a nie 2,6 (jak to jest w zw. X). Jego powinowactwo do receptora
5-HT;a jest 8-krotnie wigksze (Ki=5 nM) niz zwigzku dla zw. X (Ki=41 nM), aktywnos$¢
osrodkowa (przeciwdepresyjna) mierzona testem wymuszonego ptywania (zw. 5) lub testem
zawieszania za ogon (zw. X) jest porownywalna (dla zw. 5 w 5 mg/kg, dla zw. X w 2,5
mg/kg, w odmiennych testach). To porownanie dowodzi, iz wplyw potozenia podstawnikow
metylowych w ugrupowaniu fenoksy na aktywnos¢ przeciwdepresyjng w tej grupie zwigzkow

jest niewielki.

Na podstawie dokonanych obserwacji mozna wnioskowac, iz w badanej grupie mozna
wyselekcjonowaé zwigzki o specyficznym dziataniu osrodkowym (przeciwdepresyjnym),
czy takze hipotensyjnym, realizujac przyjeta metodyke badan. Jednoczes$nie, jak wskazuja
zaprezentowane wyniki, istniejg przestanki do prowadzenia dalszych badan na wigkszej
grupie zwigzkoéw, dokonujac sukcesywnego rozdzielenia pochodnych fenylopiperazyny

na osobno wskazania schorzen osrodkowych oraz kragzeniowych.
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8.2. Podsumowanie osiggni¢¢ stanowiacych podstawe habilitacji

Przedstawiony do oceny cykl prac otwieraja dwie prace przegladowe HI1-H2,
dostarczajace danych poréwnawczych z zakresu aktywnych przeciwdrgawkowo
lub przeciwbdlowo dawek, mechanizméw dziatania lekoéw (i zwigzkow w fazie badan)
na osrodkowy uktad nerwowy (w tym stalych wigzania do receptoréw/kanaléow jonowych),
wtym w zakresie szczeg6Olnie interesujagcej mnie aktywnosci przeciwdrgawkowej,
przeciwbolowej w bolu neuropatycznym H1-H2 a takze przeciwdepresyjnej H2. Ze wzgledu
na fakt, iz neurony wykazuja aktywno$¢ elektryczng i ta aktywnos¢ w schorzeniach
osrodkowego uktadu nerwowego jest zaburzona — dokonano przegladu literatury w zakresie
mozliwych mechanizméw dzialania na kanaty jonowe (w tym takze posrednio przez np.

receptory GABAa, ASIC, czy TRP) (H2).

Przestudiowanie obszernej literatury z tego obszaru wiedzy stanowito wazny punkt
wyijscia dla projektowania stosownych kierunkéw badan syntetycznych, fizykochemicznych,
a szczegolnie farmakologicznych, a takze w zakresie ich bezpieczenstwa czy tez stabilno$ci

metaboliczne;.

W strategii poszukiwania nowych zwigzkow o spodziewanym dziataniu osrodkowym
w pracach H3-H8 skupiono si¢ gtownie na optymalizacji wczesniej otrzymanych struktur
wiodacych I-V1 (str. 21-22) oraz VIII-XI (str. 25-26), dla ktorych wykonano szeroki zakres
badan farmakologicznych i bezpieczenstwa, a dla wybranych zwigzkéw badan formulacji
I biodostepnosci.

Projektowanie zwigzkéw biologicznie aktywnych poparto metodami obliczeniowymi
in silico dla znanych parametrow majacych wplyw na przenikanie zwigzkow przez blony
biologiczne (topologiczne pole polarnej powierzchni TPSA, lipofilowos$¢ logP, objetosc
zwigzku, masa czgsteczkowa) a takze powinowactwo do tkanki mozgowej (lipofilowos¢) —
zastosowano oprogramowanie Molinspiration oraz ChemBioDraw.

Rezultatem przeprowadzonych prac badawczych stanowiacych podstawe habilitacji dokonano
syntezy wielu nowych zwigzkéw (103) stanowigcych odpowiednie homologi lub analogi
zwigzkow wiodgcych. Zadania badawcze dotyczyly zaprojektowania kolejnych nowych
zwigzkow w grupie pochodnych aroksyalkilo a nastgpnie 2-[2-(aroksy)etoksy]etylo

pochodnych chiralnych i achiralnych aminoalkanoli. W oparciu o analiz¢ struktura-aktywnos$¢
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przeciwdrgawkowa i/lub przeciwbolowa struktur substancji, ktorych wtasciwosci sg opisane
kolejno w pracach H3-H7. Dla otrzymania wszystkich zwiazkow podjeto proby optymalizacji
warunkéw syntezy polproduktow i koncowych zwigzkow, a takze wykonano pelny panel
badan potwierdzajacych ich strukture (LC-MS, 'H NMR, *C NMR, i/lub IR), a ich czystos¢
w badaniach chromatograficznych. Dla wielu z nich przeprowadzono badania czysto$ci
optycznej a takze krystalograficzne potwierdzajace konfiguracje odpowiednich struktur
enancjomerycznych.

Dla kilku aktywnych zwigzkow, ktore w trakcie syntezy tworzyly odmiany poli- badz
pseudopolimorficzne wykonano badania stosujac technike rdéznicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC), co w niektorych przypadkach potwierdzilo polimorfizm, a trwatos¢

termiczng tych zwigzkow okreslono metodg termograwimetrii (TG) (H3).

Dla wybranych najbardziej aktywnych przeciwdrgawkowo i przeciwbdolowo zwigzkoéw
dokonano prob okreslenia ich mechanizmu dziatania poprzez badania radioreceptorowe
(82 receptory w tym o1-2, B1-2, M1.5, D144, 5-HT1a-7,0pioidowe 8, k, u a takze nicopioidowe o,
kanaly jonowe w tym Na*, K™ Ca*" a takze transportery w tym serotoniny, noradrenaliny
oraz dopaminy) (H3, H5). W przypadku zwiazkow z grupy pochodnych N-fenoksyalkilo-
i N-{2-[2-(fenoksy)etoksy]etylo}piperazyny obok ustalenia powinowactwa do receptorow
adrenergicznych oy, op, serotoninowego 5-HTia, zostaly wykonane funkcjonalne badania
farmakologiczne ex vivo oraz badania in vivo celem ustalenia ich aktywnosci
przeciwdepresyjnej i krazeniowej (H8).

Dla wybranych aktywnych przeciwdrgawkowo zwigzkow wykonane zostaty rowniez
badania farmakokinetyczne w zakresie ich biodostepnosci, w roznych drogach podania (i.p.,
p.0. wzgledem i.v.). Waznym elementem prac badawczych bylo okreslenie dla wigkszosci
zwigzkéw ich bezpieczenstwa (tj. mutagennosci badz antymutagenno$ci) w tescie Amesa
i/lub Vibrio harveyi, a takze ich ewentualnej neurotoksyczno$ci (W tym in vivo rotarod, test
kominowy, badanie wptywu na aktywno$¢ spontaniczng), cytotoksycznosci (astrocyty CRL-
2534, neuroblastoma SH-SY5Y) w tym hepatotoksycznosci (Hep G2) czgsto obserwowanej w
grupie niektorych lekow przeciwpadaczkowych.

Dla wybranych zwiazkéw najbardziej aktywnych zostaly wykonane dodatkowe badania
bezpieczenstwa jak ustalenie wpltywu na aktywno$¢ spontaniczng (test aktywnosci
spontanicznej, myszy) czy test kominowy odnoszacy si¢ do ich ewentualnej

neurotoksycznosci.
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Stosujac program MetaSite dokonano symulacji metabolizmu in silico aktywnych
struktur, a dla kilku wybranych aktywnych struktur przeprowadzono badania in vitro
stabilnosci metabolicznej na odpowiednio mysich lub szczurzych mikrosomach watrobowych
(prace H3 i H5).

Wyniki przeprowadzonych multidyscyplinarnych badan zwiazkéw z grupy aroksyalkilo-
oraz (2-aroksyetoksy)etylo pochodnych aminoalkanoli i piperazyny o potencjalnym dziataniu
osrodkowym pozwalajg na sformutowanie nastgpujacych wnioskow:

1. W grupie badanych N-[(2,6-dimetylofenoksy)alkilolaminoalkanoli (H3) istotnym
dla aktywnosci przeciwdrgawkowej 1 przeciwbolowej jest obecnosé
odpowiedniego aminoalkanolu, w tym enancjomerycznych struktur, a takze
tacznika alkilenowego. Rezultaty badan farmakologicznych wybranych zwigzkow
w formie zasad 1 soli (chlorowodorkdéw) potwierdzaja ich porownywalng
skutecznos¢ w protekcji drgawek w wigkszosci wykonywanych testow. Istotnym
elementem w przypadku niektorych zwigzkow badanych w formie soli jest
stwierdzona mozliwo$¢ powstawania odmian polimorficznych, co ma znaczenie
m.in. w badaniach biodostgpnosci.

2. Analiza struktura-aktywno$¢ w grupie zwigzkéw objetych pracami H4-H5
wykazata, ze wprowadzenie lacznika etoksyetylenowego w grupie fenoksyalkilo
oraz 2-(fenoksyetoksy)etylo pochodnych aminoalkanoli daje pozytywny efekt
wyrazajacy si¢ porownywalna do zwiazkoéw odniesienia skutecznoscia w réznych
modelach drgawek, a takze w teScie aktywnos$ci przeciwbolowej w bolu
neurogennym.

3. Wprowadzenie podstawnikow metylowych w potozenia 2,3-dimetylo, 2,4-
dimetylo badz 2,4,6-trimetylo do struktur fenoksyetylo- badz (3-
fenoksypropylo)aminoalkanoli nie jest korzystne dla ich aktywnosci
przeciwdrgawkowej w porownaniu do struktur odniesienia I-111 (str. 21) (H4-
H5).

4. Wprowadzenie do uktadu fenoksy podstawnikéw metylowych oraz chloru i grupy
metylowej w réznych potozeniach powoduje zréznicowang aktywno$¢ badanych
zwigzkow, zalezng m.in. od rodzaju aminoalkanolu i tgcznika alkilenowego
czy etoksyetylenowego. Waznym jest to, ze (2-chloro-6-metylofenoksy)butylowy
(zwigzek 15) homolog jednego z najbardziej aktywnych przeciwdrgawkowo

I przeciwbolowo zwigzkoéw odniesienia 1V (str. 21) ze wzgledu na stosunkowo
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niski indeks terapeutyczny nie zostal zakwalifikowany do poszerzonych badan
farmakologicznych. Swiadczy to o duzej trudnosci w projektowaniu aktywnych
przeciwdrgawkowo 1 przeciwbdlowo zwigzkow w tej grupie pochodnych.
Jednoczes$nie, sposrod 28 zbadanych i aktywnych zwigzkow nie stwierdzono ich
toksycznego dziatania w szerokim panelu badan bezpieczenstwa (testy
cytotoksycznosci, hepatotoksycznosci oraz neurotoksycznosci) (H6).

. Zastgpienie benzenu ugrupowaniem ksantonu z tacznikiem oksyetylenowym
lub oksytrimetylenowym w réznych potozeniach tego uktadu potgczonych z m.in.
aminoalkanolami obecnymi w strukturach odniesienia I-1V (str. 21) i V-VI (str.
25-26) nie przynioslo spodziewanych efektow pod wzgledem aktywnosci
przeciwdrgawkowej sposrod podstawien w uktadzie ksantonu w potozeniach C-2,
C-3 i C-4, przy czym najbardziej aktywne pochodne byly podstawione
w potozeniu C-2 (H7).

. Wstepne badania zwigzkow stanowigcych odpowiednie analogi badz homologi
zwigzkow odniesienia (H8) wskazujg na ich bardzo wysokie powinowactwo
do receptorow serotoninergicznych 5-HT;a oraz wysokie powinowactwo zaréwno
do receptorow adrenergicznych os i 0y (jednak z mniejsza selektywnoscia do oy
wzgledem oy niz zwigzki odniesienia), ponadto zwigzki te cechuje antagonizm
wzgledem receptorow 0. Fenylopiperazynowe badz
(2-metoksyfenylo)piperazynowe analogi lub homologi zwigzkéw odniesienia
VIII-X1 z facznikiem etylenowym, tri- badZ tetrametylenowym a takze
etoksyetylenowym cechuje aktywnos¢ przeciwdepresyjna i/lub hipotensyjna.
Zwigzek 3 w tej grupie jest tetrametylenowym homologiem zwigzku odniesienia
VIl (zawierajacego tacznik trimetylenowy). Badania wykazaty, ze zwigzek
3 wykazuje aktywno$¢ krazeniowa w przeciwienstwie do zwigzkow odniesienia
VIl i X, a takze w przeciwienstwie do zwigzkéw odniesienia nie wykazuje
aktywnos$ci os$rodkowej. Dowodzi to istotnosci rodzaju 1 dilugosci lacznika
pomigdzy ugrupowaniem ksylenoksy a (2-metoksyfenylo)piperazyng. Jednak,
co ciekawe, takich zaleznosci nie zaobserwowano w przypadku analogu 2-chloro-
6-metylowego zwigzku 3 - zwiazku 4 2z lacznikiem tetrametylenowym
stanowigcego homolog zwigzku odniesienia X i tetrametylenowy analog zwigzku
odniesienia XI.

. Wprowadzenie podstawnikow metylowych w potozenie 2,3 w poréwnaniu

do izomerycznego zwiazku odniesienia X nie zmienia profilu jego aktywnosci
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o$rodkowej i krazeniowej, tak jak to zaobserwowano w przypadku znacznego
ostabienia sily dziatania przeciwdrgawkowego izomerdéw konstytucyjnych
zawierajacych podstawniki 2,6-(CHs)2, 2,3-(CHs), lub 2,4-(CHs), w grupie

pochodnych aminoalkanoli.

Dotychczasowe wyniki badan farmakologicznych 1w zakresie analizy struktura-
aktywno$¢ znacznej biblioteki zwigzkéw przebadanych w wielu zwierzecych modelach
drgawek, testow aktywnos$ci przeciwbolowej czy tez aktywnos$ci przeciwdepresyjnej, w tym
badan ilo$ciowych i funkcjonalnych, a takze oceniajacych ich bezpieczenstwo, potwierdzajg
jak sie¢ wydaje zasadnos¢ dalszych badan, w tym badan toksycznosci przewleklej
dla wybranych zwigzkow, a takze syntezy nowych analogéw oraz homologéw najbardziej

aktywnych zwiazkow.
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9. Pozostale osiagniecia naukowo-badawcze

9.1. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza rozpoczetam w 2003 r. wraz z pracg magisterska
pt. ,Modyfikacje kwasu y-hydroksymaslowego i ich znaczenie w farmacji”, wykonang
pod kierunkiem Pana prof. dra hab. Jacka Bojarskiego w Katedrze Chemii Organicznej
na Wydziale Farmaceutycznym CMUJ. Byla to praca przegladowa dotyczaca kwasu
y-hydroksymastowego, jego funkcji jako substancji endogennej w osrodkowym uktadzie
nerwowym oraz jako leku m.in. na narkolepsje, a takze wtasciwosci pochodnych tego kwasu
majacych rézne zastosowania (badawcze, toksykologiczne, lecznicze) i roli tych substancji.
Wyniki tej pracy =zostaly opublikowane w postaci publikacji przegladowej (1)
w impaktowanym czasopi§mie, a sama praca zaj¢ta pierwsze miejsce w wydzialowym
konkursie prac magisterskich. W tym okresie miatam mozliwos¢ zapozna¢ si¢ z publikacjami
1 kierunkiem prac badawczych dra hab. Henryka Marony, skupiajacych si¢ m.in.
na poszukiwaniu zwigzkdw o dziataniu os$rodkowym (przeciwdrgawkowym, a takze
przeciwbolowym).

Pragnac kontynuowa¢ prac¢ naukowa, w tym samym roku podj¢tam studia doktoranckie
na Wydziale Farmaceutycznym, w Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych
przy Katedrze Chemii Farmaceutycznej CMUJ, pod kierunkiem Pana dra hab. Henryka
Marony, ktorego prace badawcze ukierunkowane byly m.in. na poszukiwania zwigzkow
0 dziataniu o$rodkowym.

Moje prace badawcze dotyczyty poszukiwania zwigzkow aktywnych osrodkowo
lub krgzeniowo w grupie pochodnych aroksyalkilo- badz aroksyacetyloamin, w ktorych
komponente aminowg stanowity m.in. aminoalkanol oraz pochodne piperazyny. W tym
okresie zapoznatam si¢ z procedurami stosowanymi w syntezie tego typu zwigzkow, jak
I interpretacji wynikéw badan farmakologicznych testowanych zwigzkow, czy tez analizg
danych spektralnych (w tym *H NMR i *C NMR) potwierdzajacych zatozong strukture
zwigzkow. Korzystne wyniki badan przeciwdrgawkowych zwigzkow otrzymanych wczesniej
przez Pana dra hab. Henryka Marone (zw. odniesienia I-111, str. 22) stanowily istotng
przestanke do podjecia poszukiwania nowych zwigzkow o dziataniu przeciwdrgawkowym
w grupie ich analogéw strukturalnych: 2-chloro-5-metylo, 4-chloro-3-metylo-, 4-chloro-2-
metylo-, 2-chloro-6-metylo- badz 2,5-dimetylo- pochodnych (fenoksyetylo)aminoalkanoli,
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atakze ich  niektorych  fenoksyacetylowych  analogobw, badz  odpowiednich
fenoksypropylowych homologéw (41-42, 71). Warto zaznaczyé, iz W grupie
fenoksyacetamidowych struktur przeprowadzona byla synteza obok amidoalkanolowych
réwniez odpowiednich N-fenoksyacetylopochodnych aminokwaséw (D,L, D lub L) m.in. jako
potencjalnych metabolitow (45).

Jedna z grup badanych zwiazkéw o potencjalnym dziataniu o$rodkowym byta synteza
I badania w grupie 4-(benzyloksy)benzoilo- i [4-(benzyloksy)benzylo]aminoalkanoli w tym
optycznie czynnych, w kierunku aktywno$ci przeciwdrgawkowej (72). Podjecie zadan
syntezy tych zwigzkow a takze produktow wyjsciowych wigzato si¢ z opracowaniem
warunkéw optymalizacji metod syntezy. Stad np. w przypadku syntezy zwiazkoéw
o0 charakterze amin stosowano tradycyjne metody N-alkilowania obok alternatywnych metod
jak redukcja struktur amidowych stosujac LiAlH4. Dla otrzymania N-acylowych pochodnych
stosowano metod¢ mieszanych bezwodnikéw badZz z uzyciem chlorkow kwasowych
w srodowisku dwufazowym (toluen/H,O). Badania aktywno$ci przeciwdrgawkowej
I przeciwbolowej prowadzone byly w ramach wspotpracy z amerykanskim Narodowym
Instytutem Zdrowia (NIH, Bethesda) a badania spektralne z Pracownig Spektroskopii NMR
Wydziatu Chemii UJ (dr Edward Szneler), oraz Pracownia Spektroskopii Magnetycznego
Rezonansu Jadrowego Katedry Chemii Organicznej UJ CM (dr hab. Marek Cegla, dr Marek
Zylewski).

Rezultaty badan m.in. syntetycznych, fizykochemicznych, farmakologicznych wielu
Z powyzszych zwigzkéw byly przedmiotem publikacji (72) a takze mojej pracy doktorskiej
pt. ,,Synteza i wlasciwosci w grupie niektéorych pochodnych aminoalkanoli” obronionej
w 2008 r. na tutejszym Wyadziale.

W ramach prowadzonych badan otrzymano wiele nowych zwiazkéw o silnie zaznaczonej
i porownywalnej do lekow przeciwpadaczkowych aktywnosci przeciwdrgawkowej w tym
0 mozliwym zastosowaniu w padaczce lekoopornej, a takze dziatajacych przeciwbolowo
(np. zw. 1V str. 22). Dla wszystkich otrzymanych i najbardziej aktywnych zwiazkow
dokonatam oznaczenia lipofilowosci metodami in silico (Pallas, CAChe, HyperChem) oraz
stosujagc metode chromatograficzng RP-TLC. Ponadto, w ramach prac dokonano oceny
wlasciwosci mutagennych kilku zwigzkow w alternatywnym do testu Amesa tescie Vibrio
harveyi stosowanym obok testu Amesa w projektach badawczych do chwili obecnej
W tutejszym Zakladzie.

Jednym z najwazniejszych osiaggni¢¢ moich prac badawczych byto wiaczenie duzej grupy

syntezowanych  przeze  mnie  zwigzkow o  dzialaniu  przeciwdrgawkowym
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oraz przeciwbolowym w bolu neurogennym, obok m.in. wcze$niej otrzymanych w tutejszym
Zaktadzie (w tym referencyjnego Ill str. 22) do przygotowanego przeze mnie zgloszenia
patentowego, ktorego obok Pana dra hab. Henryka Marony i Pani prof. dr hab. Katarzyny

Kie¢-Kononowicz jestem wspoétautorem (43).

Trzy publikacje, ktorych jestem wspodtautorem, dotyczyly badan prowadzonych
W Zaktadzie. Jedno z nich odnosi si¢ do wlasciwosci antymykobakteryjnych w grupie
pochodnych ksantonu (73), natomiast pozostale do wlasciwosci antyoksydacyjnych

pochodnych 1-(fenoksyetylo)-4-(2-metoksyfeylo)piperazyny (74) a takze Vita-Glukanu (75).

Efektem mojej aktywnosci naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora byto
wspotautorstwo w 1 przegladowej D1 z listy Journal Citation Reports (1F005=0,947),
5 publikacjach oryginalnych D2-D6 i oraz w 1 zgloszeniu patentowym. Sumaryczna

punktacja MNiSW wynosita 32.

9.2. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

W roku 2008 uchwatg Rady Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM uzyskatam stopien
doktora nauk farmaceutycznych (chemia lekéw) w oparciu o rozprawe doktorska
pt. ,,Synteza i wlasciwosci przeciwdrgawkowe w grupie niektorych pochodnych
aminoalkanoli”.

W latach 2008-2010 podjetam prace zawodowa w firmie biotechnologicznej
Selvita Sp. z 0.0. w Krakowie, na stanowisku specjalista ds. projektow badawczych. Moja
praca wigzala si¢ m.in. z komercjalizacja projektow rozwoju lekéw z polskich jednostek
badawczych oraz kontynuacjg badan dla tych projektow. Do tego celu uczestniczylam
W licznych szkoleniach np. z zakresu prowadzenia projektow dotyczacych poszukiwania
lekow dla schorzen w osrodkowym uktadzie nerwowym (Londyn), dotyczacych ochrony
patentowej (Urzad Patentowy RP), czy zarzadzania projektami bedawczymi (TrayssPrime,
Berlin). Jednoczes$nie, za zgoda Pana dra hab. Henryka Marony kontynuowalam prace
badawcze w grupie pochodnych aminoalkanoli, stad wspotautorstwo w publikacji dotyczacej
m.in. korelacji pomiedzy lipofilowoscia a aktywnoscia przeciwdrgawkowa, a takze korelacja
miedzy chromatograficznym wspotczynnikiem lipofilowo$ci oznaczanym technikg RP-TLC
alogP za pomocg programéw komputerowych (40). Rownolegle kontynuowatam synteze

I badania  fizykochemiczne w grupie pochodnych 1,4-dipodstawnej piperazyny
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0 potencjalnym dziataniu krazeniowym. Sposrdd kilkunastu prezentowanych w publikacji
zwigzkow, 6 zostalo otrzymanych przeze mnie, ktérych struktury (6-11) zostaty
przedstawione w autoreferacie (str. 24) (51-52). Niestety zwiagzki te z wylaczeniem zwigzku
10 wykazywatly duzo stabsze powinowactwo do receptorow adrenergicznych w poroéwnaniu
do zwigzkéw 1-5 (str. 24). Sposrod nich zwigzek 10 byt przedmiotem poszerzonych badan
funkcjonalnych dotyczacych agonizmu badZ antagonizmu wzgledem badanych receptoréw.
Dla tego zwigzku wykazano, ze stanowi antagoniste receptorow oy i f1 porownywalnie do
karwedilolu i ze dodatkowo wykazuje dziatanie rozszerzajace naczynia krwiono$ne, CO jest
zwigzane nie tylko z mechanizmem adrenolitycznym, ale réwniez zwigzek ten rozszerza
naczynia poprzez mechanizm zwigzany ze S$rodblonkowym przekaznictwem NO-CGMP.
Wiasciwosci takie moglyby by¢ wykorzystane do zapobiegania i leczenia schorzen w obrebie

uktadu krazenia takich jak nadcisnienie t¢tnicze oraz miazdzyca naczyn (76).

W roku 2009 przettumaczytam uprzednio przygotowane zgloszenie i1 zgodnie
z procedurg Patent Cooperation Treaty PCT zostato to zgloszenie ztozone do Europejskiego
Urzedu Patentowego (44). Jednoczes$nie podjetam zadania zwigzane z przygotowaniem
projektu badawczego we wspotpracy z pracownikami Zakladu w tym prof. drem hab.
Henrykiem Marong oraz pracownikami innych jednostek badawczych na tutejszym Wydziale
tj. Katedrg Chemii Nieorganicznej i Analitycznej ($.p. prof. dr hab. Jan Krzek, dr hab. Urszula
Hubicka), Katedra Chemii Organicznej (prof. dr hab. Marek Cegtla), Katedrg
Farmakodynamiki (prof. dr hab. Barbara Filipek), Zaktadem Farmakokinetyki i Farmacji
Fizycznej ($.p. prof. dr hab. Joanna Szymura-Oleksiak, dr hab. Elzbieta Wyska, prof. UJ),
Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych (dr hab. Elzbieta Pekala) a takze
z Katedrg Technologii Postaci Leku i Biofarmacji (prof. dr hab. Renata Jachowicz). Projekt
pt. ,,Opracowanie innowacyjnej grupy zwiazkow o aktywnosci stabilizujacej potencjal
blony komoérkowej” zgloszony do Ministerstwa Rozwoju Regionalnego RP uzyskat
akceptacj¢ i w latach 2010-2014 byt realizowany w nowopowstalym Zaktadzie Chemii
Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej UJCM pod kierownictwem prof. dra hab.
Henryka Marony. Jego budzet wynosit 5 005 406 PLN. W tym okresie zostalam zatrudniona
na stanowisku koordynatora merytorycznego projektu iwykonawcy cze$ci chemicznej.
Do moich zadan obok badawczych nalezat szereg czynnosci koordynujacych kierunki badan
a takze strone¢ administracyjng (przygotowanie np. raportow do NCBiR oraz prezentowanie
na zewnatrz wynikow badan iwspotpraca z rzecznikami patentowymi w zakresie

patentowania. Pragne podkresli¢, ze jednym z wymogoéw projektu byto wiaczenie studentéw
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wykonujacych prace magisterskie w badania z zakresu projektu, a takze prace doktorskie
zwigzane z tematyka badawcza. W sumie zrealizowano 20 prac magisterskich i 5 prac
doktorskich.

Obligatoryjnym w ramach projektu bylo rowniez zlozenie zgloszen patentowych,
z ktorych 1 dotyczy N-{2-[2-(fenoksy)etoksy]alkilo}aminoalkanoli (77), natomiast drugie
zgloszenie patentowe dotyczy alkanoloamidowych pochodnych kwasu cynamonowego i ich
wilasciwosci przeciwdrgawkowych (78), nastepnie zgloszenia te zostaly ztozone réwniez
wjezyku angielskim do Europejskiego Urzedu Patentowego (EPO) zgodnie
z migdzynarodowym traktatem Patent Cooperation Treaty PCT (79-80). Pierwsze z nich jest
ujete w cyklu publikacji habilitacyjnych (H4) (79). Ponadto, dokonano zgloszen
zagranicznych zgodnie z procedurg PCT do 9 krajow dla zgloszenia (43-44), sposrod ktorych
dotychczas przyznano nam 7 patentow: w Europie (patent zwalidowany w: Belgii, Szwajcarii,
Niemczech, Danii, Hiszpanii, Francji, Wielkiej Brytanii, Wegrzech, Wtoszech, Holandii,
Szwecji, Turcji), Rosji, Japonii, Kanadzie, Korei oraz 2 w USA (1 na struktury i zastosowanie
w leczeniu padaczki oraz 1 na zastosowanie do u$mierzania bolu szczegdlnie w bolu

neurogennym).

W ramach projektu zsyntezowano ponad 100 nowych zwigzkow w grupie chiralnych
i achiralnych pochodnych aminoalkanoli. Ponadto znacznie poszerzono zakres badan
farmakologicznych, w tym farmakokinetycznych, ale tez biochemicznych oraz dotyczacych
formulacji badanych zwigzkow (Illa i 1V str. 22) zawartych w zgloszeniach patentowych
polskich (43-44, 77-78) oraz europejskich (79-80). Warto nadmieni¢, ze w ramach projektu
nalezato zsyntezowaé chlorowodorki zwigzkéw najbardziej aktywnych przeciwdrgawkowo
Ilai 1V (str. 22) (np. do celu podania dozylnego) w ilosci 250-300 g, ktore obok szerokiego
panelu badan farmakologicznych i bezpieczenstwa byly przedmiotem formulacji (kapsutki
Z peletkami, minitabletki). Wiasciwosci farmakologiczne wielu aktywnych zwiazkow a takze

wyniki badan polimorfizmu objete sg pracag H3 w cyklu habilitacyjnym.
Nalezy podkresli¢, iz dla niektorych zwigzkow objetych zagranicznymi patentami trwaja

dalsze prace badawcze dotyczace m.in. ich bezpieczenstwa 1 sg przedmiotem 1 troskg naszych

staran wdrozeniowych.
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W ramach projektu ,,Poszukiwanie zwigzkow aktywnych w osrodkowym ukladzie
nerwowym” (NCN OPUS) badania prowadzono réwniez w grupie amidoalkanolowych
pochodnych kwasu cynamonowego a takze niektorych ich aminowych analogow. WyniKi
tych badan przedstawiajg publikacje w impaktowanych czasopismach naukowych (81-85)

a takze przygotowano 1 prace przegladowsa z tego zakresu (86).

Rezultatem badan realizowanych z moim udziatlem czy to z zakresu syntezy
oraz resyntezy i badan strukturalnych zwigzkéw, analizy danych farmakologicznych a takze
W przygotowaniu lub wspotuczestniczeniu w redakcji manuskryptu jest wiele publikacji
(39-40, 42, 46, 71) odnoszacych si¢ gtownie do N-aroksyalkilo badz N-aroksyacetylo
pochodnych alkanoloamin, w tym optycznie czynnych. Nie byloby ich gdyby nie wspodtpraca
z innymi jednostkami badawczymi, ktorych pracownicy naukowi majg czesto wiodaca role
w tych pracach. Do nich naleza wyniki badan farmakologicznych, aspekty stereoizomerii
zwigzkow chiralnych, korelacji lipofilowosé-aktywno§¢ przeciwdrgawkowa czy tez
zwigzkow z grupy niektorych pochodnych trans- i cis- racemicznych i enancjomerycznych
pochodnych 2-amino-1-cykloheksanolu (39-40, 46).

Wiele publikacji po$§wigconych jest badaniom bezpieczenstwa aktywnych zwigzkow.
Tego typu badania realizowatam w ramach pracy doktorskiej (test Vibrio harveyi) (45)
a nastgpnie koordynujac projekty badawcze wsrod wspotpracownikow inicjowatam okreslone
zadania badawcze, w tym dotyczace badan muta- lub antymutagennosci zwiazkow zardwno
z grupy pochodnych aminoalkanoli, piperazyny, jak i ksantonu. Rezultatem tych badan sa
publikacje (61, 87) i praca przegladowa (88) zamieszczone w specjalistycznych,
impaktowanych czasopismach, a takze praca doktorska Pani dr Beaty Powroznik (Zaktad
Biochemii Farmaceutycznej UJ CM, pod kierunkiem Pani dr Elzbiety P¢kali, prof. UJ) (89)
obejmujaca badania mutagennos$ci i genotoksycznosci. CzeSciowe rezultaty tych badan

zamieszczono w pracy H5.

Waznym punktem mojej pracy byl wspdtudziat w syntezie i resyntezie oraz badan
fizykochemicznych zwigzkow z grupy pochodnych piperazyny. Niektore z nich w tym
otrzymane przeze mnie zwiazki odniesienia X i Xl (str. 26) byly przedmiotem pracy
doktorskiej (53) oraz publikacji, w ktorych opisano ich wlasciwosci przeciwdepresyjne
na zwierz¢tach wraz z potwierdzeniem specyficznosci dziatania (54), przeciwlekowe
na zwierzetach (55). Ponadto wykazano iz nie wykazujg dziatania hipotensyjnego pomimo

wigzania do receptorow adrenergicznych oraz wykazano ich aktywno$¢ przeciwarytmiczng
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W arytmii wywolanej adrenaling (56, 57). Stwierdzono ich wigzanie do receptorow
serotoninergicznych 5-HT1 i w mniejszym stopniu do 5-HT,a. Wykluczono tez potencjalne
nickorzystne dziatanie cholinolityczne (58) oraz wykazano korzystny wplyw na procesy
kognitywne (59, 61) poréwnywalne do wortioksetyny. Moje prace w tej grupiec zwigzkow

obrazuje takze wigczona do habilitacyjnego cyklu praca H8.

Badania, ktore byly i s3 prowadzone w tutejszym Zakladzie w ramach projektu
badawczego pt. ,Poszukiwanie zwigzkéw aktywnych w osrodkowym ukladzie
nerwowym” finansowanego z NCN (OPUS) pozwolity na badania wielu zar6wno wczesniej
otrzymanych jak i nowych zwigzkow pod katem ich potencjalnego dziatania
serotoninergicznego i/lub adrenergicznego. Badane zwigzki cechowaly si¢ wysokim
powinowactwem zaré6wno do receptorow adrenergicznych, serotoninergicznych a takze
dopaminergicznych w stezeniach nanomolowych, wykazujac dziatanie os$rodkowe
(przeciwdepresyjne, przeciwlekowe lub przeciwdrgawkowe) lub na uktad krazenia. Jednym
z istotnych elementow prowadzonych przeze mnie prac w ramach wspomnianego projektu
jest stwierdzenie aktywno$ci osrodkowej (przeciwlgkowej) niektorych piperazynowych
pochodnych ugrupowania ksantonu, przy czym badania zwigzkoéw pod katem ich aktywnosci
przeciwdrgawkowej, przeciwbdlowej, przeciwlekowej, przeciwdepresyjnej (48, 50, 90-
93) prowadzone byty we wspotpracy z Katedrg Farmakodynamiki UJ CM.

Majac na wzgledzie udokumentowang rol¢ uktadu serotoninergicznego w epilepsji i bolu
neuropatycznym bylam inicjatorem i wspotautorem pracy przegladowej odnoszacej sie do tej
tematyki. Wydato si¢ to tym uzasadnione, ze wiele z badanych przez nas zwigzkow
0 aktywnosci przeciwdrgawkowej i/lub przeciwbolowej cechowato si¢ wptywem na uktad
serotoninergiczny. Rezultatem podjetej pracy jest publikacja w wysoko impaktowanym
czasopismie (94), w ktorej co istotne 2 pierwszych autoréw to studentki farmacji wykonujace

w tutejszym Zaktadzie prace magisterskie.

Wiele z dotychczas otrzymanych zwigzkéw 0 aktywnosci krazeniowej bylo rowniez
przedmiotem publikacji dotyczacej ich wplywu na parametry reologiczne krwinek
czerwonych (95) czy tez pod katem dziatania przeciwnowotworowego (96). Zainteresowanie
tym ostatnim kierunkiem badan sklonito mnie do podjgcia staran celem nawigzania
wspoltpracy pomigdzy amerykanskim National Cancer Institute NCI a Uniwersytetem

Jagiellonskim Collegium Medicum (koordynuj¢ te wspotprace) w ramach sieci rozwoju
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lekow przeciwnowotworowych Developmental Therapeutics Program. Aktualnie w ramach
tej umowy zostato przestanych do wstepnych badan kilkanascie nowych zwigzkéw m.in.

w grupie pochodnych ksantonu.

Z uwagi na ksztalcenie studentow na tutejszym Wydziale na kierunku kosmetologia
celowym wydawato si¢ by¢ napisanie prac odnoszacych si¢ do zagadnien dotyczacych
aspektow kosmetologicznych. Stad 3 publikacje (dotyczace kosmetologicznych zastosowan
kolagenu, zaburzen pigmentacji oraz srodkéw promieniochronnych) pogladowe po$wigecone
tej tematyce, w ktorych jestem wspotautorem (97-99), a jedna publikacja w impaktowanym
czasopis$mie odnosi si¢ do symulacji metabolizmu skoérnego retinoidéw z zastosowaniem
metod in silico (program MetaSite) (100).

Badania z zakresu modelowania in silico metabolizmu kilku najbardziej aktywnych
zwigzkow zostaly uzupetnione badaniami in vitro, przy czym czynnikami metabolizujagcymi
byty: cytochrom Pysp: CYP-2D6, ludzka watrobowa frakcja S9, mikrosomy mysie, szczurze
i ludzkie, grzyby Cunninghamella echinulata, C. elegans, C. blakesleeana. Wyniki tych
badan byty przedmiotem obronionej w zeszlym roku pracy doktorskiej Pani dr Pauliny
Kubowicz-Kwasny (Zaktad Biochemii Farmaceutycznej UJ CM, pod kierunkiem Pani dr hab.
Elzbiety Pekali, prof. UJ) (101).

Aktualnie realizuje 3 projekty badawcze. Obok kierowania projektem ,,Poszukiwanie
zwigzkow aktywnych w osrodkowym ukladzie nerwowym”, (NCN, OPUS), jestem
wspolwykonaweg grantu kierowanego przez Panig dr Monike Kubackg (Katedra
Farmakodynamiki UJ CM) pt. ,,Antagoni$ci receptora alfal-adrenergicznego oraz 5-HT;a
serotoninergicznego o niechinazolinowej budowie i plejotropowych efektach jako nowa
perspektywa leczenia nadci$nienia i zespolu metabolicznego" a takze jestem opiekunem
naukowym grantu Pani mgr Katarzyny Panczyk z naszego Zaktadu (,,Synteza, ewaluacja
aktywnosci przeciwdrgawkowej oraz analiza wplywu na ludzkie astrocyty w grupie
pochodnych piperazyny i/lub aminoalkanoli w kontekscie badania mechanizmow

dzialania aktywnych przeciwdrgawkowo zwiazkow” (NCN, Preludium).

Moj catosciowy dorobek naukowy obejmuje wspoétautorstwo 48 publikacji o tagcznym
wspotczynniku Impact Factor 92,983 i 1029 pkt MNiSW, w tym dla 41 publikacji
oryginalnych 1F=79,005 i 884 pkt MNiSW (w tym 6 prac w czasopismach krajowych
nieposiadajacych Impact Factor) i dla 7 publikacji przegladowych IF=13,978 i 145 pkt
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MNIiSW (w tym 2 prace w czasopismach krajowych nieposiadajgcych Impact Factor). Indeks

Hirscha tych prac wynosi 8, a liczba cytowan 202.

Przed doktoratem dorobek ten obejmowat 6 publikacji: 1 przegladowej D1 z listy
Journal Citation Reports (IF2005=0,947), 5 publikacjach oryginalnych D2-D6
W nieimpaktowanym czasopi$mie krajowym. Sumaryczna punktacja MNiSW wynosita 32.
Nalezy doda¢ do tego wspotautorstwo w 1 polskim zgleszeniu patentowym, wspotautorstwo
w 5 komunikatach zjazdowych obejmujagcych naukowe konferencje krajowe

i miedzynarodowe.

Mo6j dorobek naukowy po doktoracie obejmuje wspotautorstwo 42 publikacji
0tgcznym wspotczynniku Impact Factor 92,036 i 997 pkt MNISW, w tym
dla 36 publikacji oryginalnych [F=79,005 i 857 pkt MNiISW i dla 6 publikacji
przegladowych IF=13,031 i 137 pkt MNiSW) (w tym w 2 pracach przegladowych
W czasopismach krajowych nieposiadajacych Impact Factor).

Dorobek naukowy po doktoracie z wytaczeniem prac ujetych w cyklu habilitacyjnym
H1-H3 i H5-H8 obejmuje 1F=70,009, punktacja MNiSW 787 (w tym 37 prac oryginalnych
I 4 prace przegladowe).

Nalezy doda¢ do tego wspotautorstwo w 13 zgleszeniach patentowych (w tym 2 polskie
i 11 zagranicznych), 10 patentach (w tym 3 krajowe i 7 zagranicznych), wspotautorstwo
w39 komunikatach zjazdowych obejmujacych naukowe konferencje krajowe

I migdzynarodowe w tym 4 wystapienia ustne

9.3. Plany naukowe w najblizszej perspektywie

Rezultaty wczesniejszych, a takze aktualnie prowadzonych badan w ramach wczes$niej
wymienionych grantow badawczych, sg jak si¢ wydaje zachgcajace do dalszych prac
zwigzanych z poszukiwaniem nowych homologéw i/lub analogéw najbardziej aktywnych
zwigzkéw. Trwaja rOéwniez badania zwigzkéw o  zdefiniowanej aktywnos$ci
przeciwdrgawkowej, przeciwbolowej czy krazeniowej na inne aktywno$ci w obrebie
osrodkowego uktadu nerwowego (przeciwlgkowe, prokognitywne). Podstawg tych ostatnich
planow sa korzystne rezultaty badan zwigzkéw, ktore wykazywaty aktywnos¢
przeciwdrgawkowa czy tez krazeniowa, a w wyniku poszerzonych badan charakteryzuja sie

wysokim powinowactwem do receptoréw np. serotoninergicznych czy dopaminergicznych,
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co skutkowato wieloma publikacjami opisujacymi ich wiasciwosci przeciwdepresyjne, czy tez
przeciwlgkowe.

Obok badan syntetycznych wspomaganych modelowaniem in silico i fizykochemicznych
realizowane s3 badania we wspotpracy z kilkoma jednostkami wydzialowymi
I pozawydzialowymi. Sg to wstepne i poszerzone badania farmakologiczne w tym
funkcjonalne oraz biochemiczne (np. stabilno$ci metabolicznej) czy tez bezpieczenstwa (test
Amesa i test Vibrio harveyi) a takze dzialan neurotoksycznych na mysich i ludzkich
astrocytach. Obok w/w. badan planujemy dla najbardziej aktywnych zwigzkow
przeprowadzi¢ ich biotransformacj¢ w modelu mikrobiologicznym stosujac m.in. grzyby
Cunninghamella echinulata czy Candida albicans). Aktualnie przygotowywane s3
2 interdyscyplinarne publikacje chemiczno-farmakologiczne odnoszace si¢ do wlasciwosci
osrodkowych (przeciwdepresyjnych, przeciwlgkowych), w tym takze badan bezpieczenstwa
i stabilno$ci metaboliczne;.

Obok prac badawczych zaplanowanych w ramach projektu jednym z bardzo waznych
zagadnien jest pozyskanie $rodkow na badania toksyczno$ci przewlektej dla 2 zwigzkow
objetych ochrong patentowa w wielu krajach (m.in. USA, Rosja, Japonia), co w przypadku
korzystnych wynikow pozwolitoby na przejscie do fazy badan klinicznych.

Jednoczesnie pragne poinformowa¢, ze w chwili obecnej toczg si¢ rozmowy
m.in. zmoim udziatem 1 przedstawicieli Centrum Transferu Technologii CITTRU
Uniwersytetu Jagiellonskiego z odpowiednimi firmami odnosnie do ewentualnej

komercjalizacji patentu.
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