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1. Dane osobowe

Agnieszka Zagorska
Zaktad Chemii Lekow, Katedra Chemii Farmaceutycznej UICM w Krakowie, ul. Medyczna 9,

30-688 Krakow, e-mail: agnieszka.zagorska@uj.edu.pl, azagorsk@cm-uj.krakow.pl

Dyplomy i stopnie naukowe

1999 tytut zawodowy magistra farmacji

2008 stopien doktora nauk farmaceutycznych

Przebieg zatrudnienia

0d 01.10.1999 - asystent w Zaktadzie Chemii Lekow Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM
31.07.2002-28.01.2003 - urlop macierzynski

od 1.10.2008 - adiunkt w Zaktadzie Chemii Lekow Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM
9.12.2011-25.05.2012 - urlop macierzynski

Ogolna charakterystyka dorobku naukowego

Po zdaniu matury w V Liceum Ogolnoksztatcagcym im. Augusta Witkowskiego w Krakowie w klasie o
profilu matematyczno-fizycznym, rozpoczetam studia na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM.
Realizowany w czasie studiow farmaceutycznych kurs Chemii Lekow, sSpowodowatl moje
zainteresowanie zalezno$cia pomiedzy struktura zwigzkéw, a ich aktywnoscig biologiczng.
Po zaliczonym w terminie ‘zerowym’ egzaminie z przedmiotu, postanowilam zrealizowaé prace
magisterskg dotyczaca mozliwosci syntezy zwigzkow o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Prace
magisterskg zrealizowatam w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ CM pod opieka naukows
Prof. Alfreda Zejca i Dr Jolanty Obniskiej. Na bazie wynikow z pracy pt. ,,Synteza nowych pochodnych
pirolidyno-2,5-dionu o spodziewanym dziataniu przeciwdrgawkowym” powstaly publikacje dotyczace
aktywnosci przeciwdrgawkowej pochodnych pirolidyno-2,5-dionu. Po zatrudnieniu w 1999 roku na
etacie asystenta w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ CM, moje prace badawcze zwigzane byly
z tematyka poszukiwania substancji biologicznie aktywnych w grupie pochodnych teofiliny i dotyczyty
syntezy chemicznej potaczen o potencjalnej aktywnosci m.in. krazeniowej i osrodkowej. Prace te
prowadzitam w zespole kierowanym przez Prof. Macieja Pawlowskiego. Zagadnienia dotyczace
syntezy potaczen o aktywno$ci osrodkowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem syntezy ligandow
receptoro6w monoaminoergicznych o aktywnosci psychotropowej, stanowity zasadniczy kierunek badan
ujetych w mojej rozprawie doktorskiej, a takze znalazty odzwierciedlenie w serii publikacji bedacych

przedmiotem niniejszego postgpowania habilitacyjnego.
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Stopien naukowy doktora nauk farmaceutycznych w dyscyplinie chemia lekoéw, zostal mi nadany
uchwalg Rady Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie w roku 2008, na podstawie
wyrdznionej rozprawy doktorskiej pt. ,,Tricykliczne pochodne teofiliny z ugrupowaniami
aryloalkilopiperazynowymi jako ligandy receptorow osrodkowego uktadu nerwowego”, wykonanej pod
kierunkiem Prof. Macieja Pawtowskiego. Na tym etapie rozwoju naukowego, moj dorobek naukowy
obejmowat wspotautorstwo w 6 pracach oryginalnych o sumarycznym wspotczynniku impact factor
(IF) rownym 5,7.

Od 1 pazdziernika 2008 r. jestem zatrudniona na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Chemii Lekow
Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM w Krakowie. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych, moja aktywno$¢ naukowa zwigzana byla glownie z projektowaniem, synteza
i badaniem wtasciwosci fizykochemicznych, nowych, tricyklicznych pochodnych puryny, z réznymi
ugrupowaniami, 0 przewidywanej aktywnosci psychotropowej. Rownolegle, rozpoczgtam synteze
zwigzkoéw z innych grup chemicznych (pochodne pirolidonu, piperydonu, kwasu piperydyno-
karboksylowego, pochodne butyrofenonu) o potencjalnej aktywnosci psychotropowe;.

Wyniki prowadzonych przeze mnie badan prezentowatam w formie 4 komunikatow ustnych na
konferencjach krajowych i zagranicznych: XX Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego Katowice (25-28.09.2007 r.), The Sixth Multidisciplinary Conference on Drug
Research — Przemysl (26-28.05.2008 r.), IV SEQT-GSK Summmer School, Tres Cantos (Madrid) (25-
27.06.2014), 1-st Central European Biomedical Congress, Budapeszt (16-20.06.2014). Jestem
wspotautorem 35 doniesien zjazdowych prezentowanych w formie posteréw na krajowych
i zagranicznych konferencjach naukowych.

Uczestnicze (lub uczestniczytam) jako wykonawca w realizacji projektow finansowanych ze §rodkow
KBN (1projekt), NCBiR (1 projekt), oraz NCN (6 projektow). Ponadto, w ramach dziatalnosci
naukowej, od 1999 roku bytam wykonawcag (4) i kierownikiem (4) projektow badawczych zwigzanych
z syntezg i analizg wlasciwosci fizykochemicznych, nowych zwigzkéw o aktywnosci biologicznej,
subsydiowanych ze srodkow UJCM (Zatacznik 4A, rozdziat 1 ,,Udziat w projektach badawczych”).
Aktualnie, mdj catosciowy dorobek naukowy obejmuje 20 publikacji oryginalnych, w tym 16
opublikowanych w czasopismach z Listy Filadelfijskiej, 1 miedzynarodowe zgloszenie patentowe,
8 prac pogladowych, 4 prace popularno-naukowe.

Sumaryczny impact factor (IF) wynosi 29,373 punktacja MNiSW 384, liczba cytowan wg Web of
Science (na dzien 22.10.2016): 167 i indeks Hirscha 8.
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2. Osiagniecie naukowe zgloszone do postepowania habilitacyjnego

Osiagnigcie naukowe wynikajace 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.) zgloszone do postgpowania habilitacyjnego stanowi cykl 7 oryginalnych prac
naukowych opublikowanych w czasopismach z listy JCR w latach 2009-2016 i opisuje zwarte
tematycznie badania z zakresu chemii medycznej zatytutowane: ,, Tricykliczne pochodne 7-H-puryny
Jjako ligandy receptorowe i inhibitory enzymatyczne o dziataniu psychotropowym”.

Zgodnie z analiza bibliometryczng sumaryczny wspotczynnik impact factor (IF) prezentowanego cyklu
wynosi 15,361, a odpowiadajaca mu punktacja MNiSW 145. We wszystkich pracach jestem pierwszym

autorem, w szes$ciu takze autorem korespondencyjnym.

2.1. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

H1. Zagérska, A.; Jurczyk, S.; Pawlowski, M.; Dybala, M.; Nowak, G.; Tatarczynska, E.; Nikiforuk,
A.; Chojnacka-Wojcik, E. Synthesis and preliminary pharmacological evaluation of imidazo[2,1-
flpurine-2,4-dione derivatives. Eur. J. Med. Chem. 2009, 44, 4288-4296.

IF2000 = 3,269, Punktacja MNiSW: 20, (udzial wiasny 75% w tym: koncepcja pracy, synteza zwiazkow,

analiza widm, zebranie i opracowanie danych, napisanie tekstu)

H2. Zagorska, A.; Czopek, A.; Pawtowski, M.; Dybata, M.; Siwek, A.; Nowak, G. Serotonin transporter
actictivity of imidazolidine-2,4-dione and imidazo[2,1-f]purine-2,4-dione derivatives in aspect of their
acid-base properties. Med. Chem. Res. 2012, 21, 3455-3459.

IF2012 = 1,612, Punktacja MNiSW: 15, (udzial wlasny 75% w tym: koncepcja pracy, opracowanie

metody analitycznej, zebranie i opracowanie danych, wykonanie obliczen, napisanie tekstu)

H3. Zagorska, A.; Pawlowski, M.; Siwek, A.; Kazek, G.; Partyka, A.; Wrobel, D.; Jastrzebska-Wigsek,
M.; Wesotowska, A. Synthesis and pharmacological evaluation of novel tricyclic[2,1-f]theophylline
derivatives. Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 2013, 346, 832-839.

(IF2013 = 1,396, Punktacja MNiSW: 20, (udziat wiasny 60% w tym: koncepcja pracy, synteza zwigzkow,

zebranie i opracowanie danych, napisanie tekstu)

H4. Zagoérska, A.; Kotaczkowski, M.; Bucki, A.; Siwek, A.; Kazek, G.; Satala, G.; Bojarski, A.J.;
Partyka, A.; Wesotowska, A. Pawlowski, M. Structure-activity relationships and molecular studies of
novel arylpiperazinylalkyl purine-2,4-diones and purine-2,4,8-triones with antidepressant and
anxiolytic-like activity. Eur. J. Med. Chem. 2015, 97, 142-154.

(IF2015 = 3,902, Punktacja MNiSW: 40, (udziat wtasny 65% w tym: koncepcja pracy, synteza zwigzkow,

zebranie i opracowanie danych, napisanie tekstu)


http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=26&V_00=Eur+J+Med+Chem+

Zalacznik 2A dr n. farm. Agnieszka Zagorska

H5. Zagorska, A.; Czopek, A.; Petka, K.; Bajda, M.; Stanisz-Wallis K.; Pawlowski, M. Reversed-phase
high performance liquid chromatography study of lipophilicity of imidazo[2,1-f]theophylline
derivatives. Acta Pol. Pharm. 2015, 72, 663-669.

(IF2015 = 0,877, Punktacja MNiSW: 15, (udziat wiasny 65% w tym: koncepcja pracy, wykonanie analizy

chromatograficznej, zebranie i opracowanie danych, wykonanie obliczen, i napisanie tekstu)

H6. Zagorska, A.; Gryzto, B.; Satata, G.; Bojarski, A.J.; Gluch-Lutwin, M.; Mordyl, B.; Kazek, G.;
Pawlowski, M. Receptor affinity and phosphodiesterases 4B and 10A activity of octahydro- and 6,7-
dimethoxy-3,4-dihydro-isoquinolin-2(1H)-yl-alkyl derivatives of imidazo- and pyrimidino[2,1-
flpurines. Acta Pol. Pharm. 2016, 73, 369-377.

(IF2016 = 0,877, Punktacja MNiSW: 15, (udzial wlasny 75% w tym: koncepcja pracy, synteza zwiazkow,

zebranie i opracowanie danych, napisanie tekstu)

H7. Zagérska, A.; Bucki, A.; Kotaczkowski, M.; Siwek, A.; Gtuch-Lutwin, M.; Starowicz, G.; Kazek,
G.; Partyka, A.; Wesotowska, A. Stoczynska, K.; Pekala, E.; Pawlowski, M. Synthesis and biological
evaluation of 2-fluoro and 3-trifluoromethyl-phenyl-piperazinylalkyl derivatives of 1H-imidazo[2,1-
flpurine-2,4(3H,8H)-dione as potential antidepressant agents. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2016, 29,
1-15. (IF2016 = 3,428, Punktacja MNiSW: 20, (udzial wtasny 75% w tym: koncepcja pracy, synteza
zwigzkow, wyznaczenie parametrow fizykochemicznych, zebranie i opracowanie danych, napisanie
tekstu)

ELacznie: IF = 15,361; MNiSW = 145, §redni udzial wlasny 70%

Badania bedace przedmiotem postepowania habilitacyjnego zostaly wykonane w nastepujacych
zespolach:

1. Synteze wszystkich substratow oraz zwigzkéw finalnych opisanych w pracach H1-7
przeprowadzono w Zaktadzie Chemii Lekéw Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM w Krakowie.
2. Badania wiasciwo$ci kwasowo-zasadowych (praca H2) oraz lipofilowych (prace H5, H7)
przeprowadzono w Zaktadzie Chemii Lekéw Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM w Krakowie.
3. Badania in vitro w zakresie powinowactwa receptorowego i aktywnosci SERT, zostaly
wykonane w Katedrach Farmakobiologii i Farmakodynamiki UJ CM (prace H1-4, H6, H7) oraz w
Zaktadzie Chemii Lekow Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk (IF PAN) w Krakowie
(prace H4, H6).

4. Badania profilu funkcjonalnego in vitro zostaly wykonane w Katedrach Farmakobiologii UJ
CM i Farmakodynamiki UJ CM (prace H3, H7) oraz w firmie Cerep w Celle I’Evescault we Francji
(praca H4).


http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=26&V_00=Acta+Pol+Pharm+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=26&V_00=Acta+Pol+Pharm+

Zalacznik 2A dr n. farm. Agnieszka Zagorska

5. Badania profilu funkcjonalnego in vivo zostaty wykonane w Zaktadzie Badan Nowych Lekow
IF PAN w Krakowie (praca H1) oraz w Zaktadzie Farmacji Klinicznej UJ CM (praca H3).

6. Badania farmakologiczne in vivo zostaly wykonane w Zaktadzie Badan Nowych Lekéw IF PAN
w Krakowie (praca H1) oraz w Zaktadzie Farmacji Klinicznej UJ CM (prace H3, H4, H7).

7. Badania stabilnosci metabolicznej in vitro (praca H7) zostaly wykonane w Zaktadzie Biochemii
Farmaceutycznej UJ CM.

8. Obliczenia statystyczne dotyczace analizy gléwnych sktadowych (PCA) zostaly wykonane
w Katedrze Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej UJ CM (praca H5).

9. Badania metodami modelowania molekularnego (prace H4 i H7) byty prowadzone w Zaktadzie
Chemii Lekéw Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM przy uzyciu oprogramowania Small-Molecule

Drug Discovery Suite (Schrodinger, Inc).

2.2. Prezentacja wynikow stanowigcych podstawe habilitacji

2.2.1. Wprowadzenie

Zdrowie psychiczne, wg definicji Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health Organization, WHO),
stanowi integralng cz¢$¢ zdrowia cztowieka. Znajduje to odzwierciedlenie w definicji : ,,zdrowie to nie
tylko catkowity brak choroby, czy kalectwa, ale takze stan pelnego, fizycznego, umystowego
i spotecznego dobrostanu (dobrego samopoczucia)”. W maju 2012 roku, 65 Swiatowe Zgromadzenie
WHO, przyjelo uchwale zobowiazujaca kraje czlonkowskie do przyjecia kompleksowe;,
skoordynowanej strategii, dotyczacej promocji profilaktyki i leczenia zaburzen psychicznych, na
szczeblach krajowych [1]. Na zdrowie psychiczne, podobnie jak inne aspekty zdrowia, moze mieé
wplyw szereg czynnikow spoteczno-gospodarczych, do ktorych mozna zaliczy¢é szybki rozwoj
cywilizacyjny, postgpujace zagrozenie ubostwem, bezrobocie, marginalizacja, narazenie na konflikty,
kleski zywiolowe oraz globalny kryzys finansowy. Co wigcej, w wyniku wydluzania si¢ $redniej
dtugosci zycia, pojawiajg si¢ choroby zwigzane z wiekiem (przewlekte), ktorym towarzysza stany
leckowe lub depresyjne. Badania dotyczace os6b z zaburzeniami psychicznymi, wskazujg na
wystepowanie w tej grupie, nieproporcjonalnie wyzszych wskaznikdw niepelnosprawnosci oraz
$miertelnosci. Na przyktad, u 0sob z cigzkg depresja lub schizofrenia, szansa przedwczesnej $mierci jest
0 40 do 60% wigksza niz w populacji ogélnej, z powodu fizycznych probleméw zdrowotnych, ktore sa
czesto pozostawiane bez nadzoru. Kolejng przyczyna przedwczesnych zgondéw sa samobojstwa,
szczegdlnie w grupie mtodych ludzi. Olbrzymie koszty spoleczne i ekonomiczne zwigzane
z przebiegiem zaburzen psychicznych, sa powodem, dla ktoérego wciaz poszukuje si¢ nowych metod

farmakoterapii [2].

Psychiatria klasyfikuje ponad 100 grup réznych zaburzen, ktore wystepuja w populacji z réznym
nasileniem [3,4]. Najwigkszy odsetek chorych oraz problemy natury terapeutycznej, dotycza zaburzen

afektywnych oraz schizofrenii. Zaburzenia afektywne sg to choroby psychiczne przebiegajace ze
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zmianami emocjonalnymi, nastroju i napedu, mogace przybiera¢ formy depresji lub przeciwstawianej
jej manii z epizodami Igkowymi. Schizofrenia jest przewlekla choroba z wielowarstwowymi
zaburzeniami struktury osobowosci, ze zmianami myslenia, odczuwania i postrzegania rzeczywistosci.
Leczenie farmakologiczne jest konieczne w przypadku, zaréwno schizofrenii jak i chorob afektywnych,
ze wzgledu na wysokie ryzyko popetnienia samobdjstwa przez chorego oraz niemozno$¢ normalnego
funkcjonowania w spoteczenstwie. Leki psychotropowe - stabilizujace nastrdj i przeciwdepresyjne,
dokonaty w praktyce i teorii psychiatrii prawdziwej rewolucji. Po pierwsze, rozwdj tej grupy lekow
dokonal si¢ w powigzaniu z badaniem ukladéw receptorowo-efektorowych oraz drég biosyntezy
i rozkladu neuroprzekaznikéw. Po drugie, mechanistyczna interpretacja skutecznosci lekow
psychotropowych, ukierunkowata badania na przyczyny powstawania chordb psychicznych. Wnioski
z dotychczasowych badan wskazaty, ze przyczyny i patofizjologia, zarowno chorob afektywnych jak
i schizofrenii, sg ztozone i nie do konca poznane. Ocena skutecznosci lekow psychotropowych
w warunkach Klinicznych i powigzanie obserwowanych efektow z badaniami na poziomie
komérkowym i molekularnym, doprowadzily do sformulowania teorii dotyczacych przyczyn
powstawania chorob afektywnych i schizofrenii [5-10].

Badania wskazuja, ze zaburzenia w komunikacji miedzyneuronalnej w charakterystycznych obszarach
mozgu, sg jedng z gtdéwnych przyczyn powstawania w/w choréb. W komunikacje miedzyneuronalng sa
zaangazowane neuroprzekazniki dziatajace na powierzchni komorki, poprzez interakcje
z odpowiednimi receptorami. W przypadku depresji i schizofrenii, za kluczowe uznaje si¢ serotoning
(5-HT), dopaming (D) i noradrenaling (NA), dziatajace poprzez wptyw na odpowiednie receptory,
zlokalizowane gldwnie w obrebie struktur limbicznych moézgu. Receptory te wykazuja duze spektrum
zroznicowania, co skutkuje uruchomieniem réznych, wewnatrzkomérkowych kaskad przekazywania
sygnalu, w zalezno$ci od klasy receptora. Zaburzenia depresyjne moga by¢ powodowane przez
zmniejszong dostepno$¢ monoamin, zwlaszcza noradrenaliny (NA) i serotoniny (5-HT) - (teoria
monoaminergiczna [6]) lub tez uposledzeniem mechanizméw odpornosci komorkowej, zwigzanej
z neurotroficznym czynnikiem pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor,
BDNF). Przypuszcza si¢, ze BDNF bierze bezposredni udzial w naprawie uszkodzonych neuronow, lub
w sposob posredni, poprzez zwigkszenie poziomu serotoniny [12]. Zaburzenia transdukcji sygnatu,
pomiedzy czynnikami transkrypcyjnymi, jest brane pod uwage jako jeden z mozliwych mechanizmow,
lezacych u podstawy zmniejszonej plastycznosci i skrocenia czasu przezycia neurondw w przebiegu
depresji [12,13].

U prawie potowy chorych na depresj¢, wystepujg zaburzenia dzialania osi podwzgorze-przysadka-
nadnercza [6]. W warunkach fizjologicznych, organizm reaguje na stres uwolnieniem z podwzgorza
czynnika uwalniajgcego kortykotroping (corticotropin-releasing factor, CRF), ktory z kolei powoduje
uwolnienie hormonu adrenokortykotropowego (ACTH) z przysadki [5]. Kortykotropina dziata na
nadnercza i powoduje uwolnienie glikokortykosterydow (gtownie kortyzolu), ktore sa hormonami

efektorowymi w reakcji na stres. Dziatanie osi podwzgorze — przysadka — nadnercza jest regulowane
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przez hipokamp oraz ciato migdatowate, ktore odpowiednio hamujg lub aktywuja o§. W warunkach
dhugotrwatego, silnego stresu, podwyzszony poziom kortyzolu moze niekorzystnie wptywac na te
obszary mozgu [6].

Schizofrenia, podobnie jak depresja i zaburzenia afektywne, jest schorzeniem, ktérego przyczyn do tej
pory nie da si¢ jednoznacznie wyjasni¢. Obecnie, uznane teorie opierajg si¢ na kompilacji wynikoéw
badan genetycznych, biochemicznych, neurofizjologicznych, neurologicznych, a nawet
wirusologicznych [7-11]. Za glowna przyczyng schizofrenii uwaza si¢ zaburzenia funkcjonowania
neuroprzekaznikow, gtéwnie dopaminy. Liczne badania dowodza, ze stan hiper-dopaminergiczny
wigze si¢ z nasileniem objawow wytworczych, a hipo-dopaminergiczny z wystegpowaniem objawow
ubytkowych. Uposledzenie funkcji poznawczych, towarzyszace schizofrenii, nie jest spowalniane przez
leki przeciwpsychotyczne, ktore dziataja przez antagonizm wobec receptora D;, co wywoluje
w nastepstwie odhamowanie aktywnosci cyklazy adenylanowej [9,14]. Odnotowano réwniez, ostabiong
czynnos¢ przedczolowych szlakow dopaminergicznych oraz nasilong czynno$¢ mezolimbicznych drog
dopaminergicznych [13]. W stanach przewlektych choroby zaobserwowano tez zaburzenia ste¢zenia
serotoniny, ktorego spadek wigze si¢ ze stanami paranoidalnymi oraz innymi, ostrymi stanami [15].
Nalezy rowniez wspomnie¢ o teoriach dotyczacych regulacyjnego wplywu uktadu glutamatergicznego,
cholinergicznego, gabaergicznego, katecholaminergicznego oraz prostaglandyn; na rownowage
neuroprzekaznikow w OUN [15-17]. Interesujaca jest takze teoria chemicznej reakcji
a nie blokady receptorowej w mechanizmie dzialania lekow przeciwpsychotycznych [18,19].
W ostatnich latach, wykazano takze udzial kwasu moczowego i zwigzanego z nim uktadu
purynergicznego, w patogenezie i leczeniu chordb afektywnych. Koncepcja purynergiczna choréb
afektywnych, zaktada m.in. istotng role patogenetyczng kwasu moczowego, receptorow
adenozynowych P1 oraz receptorow nukleotydowych P2X oraz P2Y [20].

Podsumowujac, obecnie nie ma farmakoterapii, ktora w sposdéb wystarczajacy ograniczataby
wystepowanie objawow depresji, zaburzen lekowych i schizofrenii. Do$wiadczenia z badan
klinicznych, w zakresie skutecznosci i tolerancji potencjalnych lekéw psychotropowych, nie dajg
jednoznacznej odpowiedzi, jak wiele receptoréw i/lub ukladéw enzymatycznych, powinno by¢
zaangazowanych w celu przeprowadzenia optymalnej, wielokierunkowej terapii [16,21,22]. Celowana
modulacja kilku uktadow efektorowych powinna uwzglgdnia¢ wyeliminowanie niekorzystnych efektow
i wlaczenie dodatkowej, korzystnej aktywnosci receptorowej i/lub enzymatycznej. Wyniki badan
przedklinicznych potwierdzaja, ze tego typu strategia moze przynies¢ terapeutyczne korzysci w leczeniu

schorzen OUN o ztozonej etiologii [23].
2.2.2. Strategie poszukiwania nowych lekow psychotropowych

Zadaniem badan w zakresie chemii lekow jest, w pierwszym etapie, zaprojektowanie struktury rokujace;j
odpowiedni kierunek dziatania farmakologicznego. W ostatnich latach, w celu wyeliminowania

przypadkowosci odkry¢, wprowadzono réznorodne metody badawcze, dla zracjonalizowania procesu
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opracowania nowego leku (ang. rational drug design). Stosujgc komputerowe metody wspomagania
projektowania lekow, w oparciu o podobienistwo do istniejacych ligandoéw (ligand-based drug design)
lub strukture farmakofora (pharmacophore-based drug design), zaktadano, Zze otrzymane zwigzki bedg
charakteryzowaé si¢ odpowiednig selektywnoscig, w mys$l zasady ,jeden zwigzek - jeden cel
biologiczny” (ang. single-target agent) [21,22]. Tego typu strategia okazata si¢ skuteczna, ale tylko
w przypadku chorob o prostej etiologii, gdzie cel biologiczny byt wyraznie okreslony (receptor, enzym)
i dodatkowo, znana byta struktura krystaliczna farmakofora [23]. Niestety, czgsto na dalszych etapach
badan okazywato si¢, ze racjonalnie zaprojektowany lek lub kandydat na lek, oprocz oddzialywania
z gtdéwnym celem biologicznym, oddziatuje takze z innymi strukturami (ang. off-targets). Wykazano,
ze czgsto jest to przyczyng dziatan niepozadanych lub wregez obserwowanej toksycznosci. Co wigcej,
zwigzki o zdefiniowanym, selektywnym wptywie na jeden z celéw biologicznych, mogg uruchomic
jednoczesnie kilka uktadow receptorowych lub enzymatycznych [24]. W stanach chorobowych,
dodatkowo dochodzi do zaburzenia réwnowagi oraz sekwencji, w jakiej te procesy nastepuja.
W przypadku schorzen psychiatrycznych, ktorych etiologia jest ztozona, regulowana jednocze$nie przez
kilka uktadéw receptorowych lub enzymatycznych, tworzacych niejednokrotnie rozlegla siatke
potaczen, strategia selektywnosci nie sprawdzita si¢ [25]. W konsekwencji, z punktu widzenia
skutecznos$ci terapii, usiluje si¢ oddziatywa¢ na kilka celéw biologicznych, poprzez stosowanie
polipragmazji lub tez przyjmowanie jednej postaci leku, ktora stanowi preparat zlozony z kilku

aktywnych substancji [24].

Chemia lekoéw zaproponowata rozwigzanie, stawiajac sobie za cel mozliwo$¢ zaprojektowania
zwigzku, ktory w swojej strukturze zawiera elementy umozliwiajgce oddziatywanie z kilkoma celami

biologicznymi, istotnymi z terapeutycznego punktu widzenia.

Taki przypadek okre§la si¢ mianem ,zaprojektowanej nieselektywnosci” lub ,selektywnej
nieselektywnos$ci” (ang. designed nonselectivity lub selective nonselectivity). Roth i wspotpracownicy
[23] w pracy dotyczacej perspektyw w zakresie nowych metod poszukiwania lekow skutecznych
w leczeniu zaburzen nastroju i schizofrenii, poréwnali takie substancje do tzw. ,,magicznej strzelby”
(ang. magic shotgun) w analogii do terminu opisujacego leki selektywne jako tzw. ,,magiczne pociski”
(ang. magic bullets). Przyktadem tego typu lekow sg atypowe neuroleptyki (klozapina, olanzapina,
kwetiapina, zyprasidon, lurazydon) oraz multimodalne leki przeciwdepresyjne (wortioksetyna,

imipramina, agomelatyna) (Rys.1).
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klozapina lurazydon wortioksetyna

Rys. 1. Wzory strukturalne klozapiny, lurazydonu i wortioksetyny.

Dla koncepcji projektowania lekow dziatajacych na wybrane cele biologiczne, w celu uzyskania
synergii w oddziatywaniu, jednocze$nie na rézne uklady biologiczne, utworzono kilka nazw.
W literaturze przedmiotu stosuje si¢ najczgsciej takie okreslenia jak designed multiple ligands (DML),
multi-target-directed ligands, multiple-binding ligands, multifunctional drugs [24-27]. W jezyku
polskim funkcjonujg tlhumaczenia dostowne np. zaprojektowany ligand wielokrotny lub ligand
wielofunkceyjny, leki wielocelowe lub wielofunkcyjne.

Morphy i Rankovic, w pracy dotyczacej pozyskiwania ligandow wielofunkeyjnych, opisujg dwie
zasadnicze strategie; oparte na wiedzy i wykorzystujace badania przesiewowe [24]. Strategia oparta na
wiedzy (knowledge-based approach Ilub framework combination), wykorzystuje fragmenty
farmakoforéw znanych ligandow, ktore zostajg ze sobg w réznym stopniu zintegrowane.

Farmakofory, w czgsteczce liganda wielofunkcyjnego, moga zosta¢ potgczone (zintegrowane) ze sobg
w sposob umozliwiajacy ich poézniejszy rozdzial, moga naktadaé¢ si¢ wzajemnie - czeSciowo lub

catkowicie, wskutek ich strukturalnego podobienstwa (RYs. 2).

|
P2

P2 P2

Farmakofory potgczone Farmakofory nakiadajgce sie Farmakofory zintegrowane

Rys.2. Strategia faczenia farmakoforéw P1 i P2. Opracowano na podstawie [26]
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W przypadku ligandéw o wyraznie oddzielonych grupach farmakoforowych, stosowane taczniki mogg
by¢, w warunkach metabolizmu ustrojowego, trwate lub podlega¢ procesom metabolicznym.
Do trwalych tgcznikéw zalicza si¢ tancuchy alkilenowe lub fragmenty arylowe. Ligandy, cze$ciowo
naktadajace sig¢, mozna traktowaé jako hybrydy dwoch uktadow farmakoforowych, natomiast
w przypadku ligandow wysoko zintegrowanych, elementy farmakoforéw naktadajg si¢ na siebie
catkowicie. Nalezy jednak wyraznie podkresli¢, ze wszystkie opisane strategie, mozna stosowac
w przypadku, gdy znana jest struktura celu biologicznego, a co za tym idzie precyzyjnie okreslone sg
elementy farmakofora [26].

Odkryta przeszto 50 lat temu klozapina (Rys. 1), nadal uwazana jest za ,,ztoty standard” w leczeniu
opornej na inne leki schizofrenii, z powodu wigkszej skutecznosci klinicznej i braku ubocznych efektow
ze strony uktadu pozapiramidowego. Klozapina wykazuje szeroki profil receptorowy aktywnos$ci
farmakologicznej i wysokie powinowactwo (Ki < 10 nM) do szeregu receptorow serotoninowych
(5-HT1a, 5-HTac, 5-HTg, 5-HT7), dopaminowych (D1-Da,), muskarynowych (Mi-Ms), adrenergicznych
(0, a2) 1 histaminowych (H:) [28]. Melzer i wspotpracownicy, jako ceche atypowosci neuroleptyka,
przyjeli wyzsza wartos¢ powinowactwa do receptorow 5-HT.a w poréwnaniu do D2, co ich zdaniem
thumaczy zwiekszong skutecznos¢ i zmniejszone nasilenie wystgpowania objawoéw pozapiramidowych
[29]. Dodatkowo, istotny wydaje si¢ profil receptorowej aktywno$ci funkcjonalnej, ktory w tym
wypadku dotyczy antagonistycznego wplywu na receptory, zaro6wno serotoninowe jak
i dopaminowych. Dalsze badania nad grupa atypowych neuroleptykow, wskazaty kolejne receptory,
ktore wykazuja duze znaczenie w ich klinicznym dziataniu. I tak, skutecznos¢ klozapiny w terapii lgku,
depresji, zburzen poznawczych i objawow negatywnych w schizofrenii, powigzano z czg¢sciowym
agonizmem wobec receptoroOw 5-HT1a. Agonisci receptora 5-HT 14 moga dodatkowo nasila¢ aktywnosé
antypsychotyczng antagonistoéw dopaminergicznych i jednocze$nie zapobiega¢ wystepowaniu objawow
pozapiramidowych, bedacych wynikiem blokady receptorow D, w prazkowiu [29]. Klozapina,
powoduje roéwniez zwiekszenie uwalniania dopaminy i noradrenaliny w korze przedczotowej,
wzgledem podkorowych obszaréw, co moze odpowiada¢ za skuteczno$¢ w leczeniu negatywnych
symptoméw 1 poznawczych zaburzen w schizofrenii. Dotychczasowe wyniki badan sugeruja, ze
unikalna skuteczno$¢ farmakologiczna klozapiny, jest wynikiem jej aktywnosci wieloreceptorowej
(ang. multi-receptor targeting) [30].

Wortioksetyna (Rys. 1) jest nowym lekiem przeciwdepresyjnym, o ztozonym (multimodalnym),
monoaminergicznym mechanizmie dziatania. Koncepcja tego typu zwiazkow powstata w wyniku
obserwacji, ze zwigzki hamujace wychwyt zwrotny monoamin zwigkszajg stezenie serotoniny i/lub
noradrenaliny w synapsach osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), co prowadzi do stymulacji
szerokiej gamy receptorow dla serotoniny i noradrenaliny [31,32]. Wyniki badan na modelach
zwierzecych depresji wskazujg, ze aktywacja receptorow np. 5-HT2a, 5-HT3 czy 5-HT7, moze by¢
niekorzystna, co prowadzi do wniosku, ze w ramach terapii depresji, korzystnie jest je blokowac [33,34]

natomiast stymulowa¢ postsynaptyczne receptory 5-HTia [32,35]. Badania in vitro i in vivo
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potwierdzity, ze wortioksetyna jest silnym i wzglgdnie selektywnym inhibitorem wychwytu zwrotnego
serotoniny. Lek, w stezeniach zblizonych do tych potrzebnych do blokowania wychwytu zwrotnego
serotoniny, jest antagonista receptorow 5-HT3 (3,7 nM) i 5-HT7 (19 nM) oraz agonistg 5-HT1a (15 nM).
Powinowactwo do receptoréw 5-HT1g I 5-HT1p jest stabsze, ale nie wyklucza si¢, ze rowniez przyczynia
si¢ do efektow klinicznych. W badaniach klinicznych, wortioksetyna wykazywata dziatanie
przeciwdepresyjne porownywalne do efektow duloksetyny i wenlafaksyny, natomiast w poréwnaniu do

innych lekow jest lepiej tolerowana [36].

Lurazydon (dawniej znany jako SM-13496) jest pochodng azapironu (Rys. 1), wykazujacg whasciwosci
przeciwpsychotyczne i przeciwdepresyjne, potwierdzone w modelach przedklinicznych oraz
w randomizowanych badaniach klinicznych [37,38]. Obecnie jest zarejestrowanym, nowym lekiem
przeciwpsychotycznym drugiej generacji, przeznaczonym do leczenia schizofrenii (w USA i Europie)
oraz do leczenia depresji, w przebiegu choroby afektywnej dwubiegunowej (w USA). Lurazydon wigze
si¢ silnie z receptorami dopaminowymi Dy, serotoninowymi 5-HTza, 5-HT7, 5-HTia, a takze
Z receptorami adrenergicznymi ozc. Powinowactwo do kilku innych receptorow dopaminowych,
serotoninowych i noradrenergicznych, okreslono jako stabe, natomiast powinowactwo do receptorow
histaminowych Hs i cholinergicznych receptoréw muskarynowych, byto pomijalne [38]. Badania in
vitro wykazaty unikalny profil aktywnosci farmakologicznej tego leku, ktory obejmuje blokowanie
receptorow dopaminowych D,, serotoninowych 5-HT.a i 5-HT7, oraz wiasciwosci czg$ciowego

agonisty wobec receptorow serotoninowych 5-HT1a [39-41].
2.3. Cel badan

Wspolczesne strategie w poszukiwaniu nowych lekow 0 dzialaniu przeciwdepresyjnym,
przeciwlgkowym i antypsychotycznym, opieraja si¢ na poszukiwaniu zwigzkow o zaplanowanej
nieselektywnosci, w oparciu o dodanie do dziatania monoaminergicznego, innych -efektow

farmakologicznych [42].

Celem badan bedacych przedmiotem osiggniecia habilitacyjnego, byta, w pierwszym etapie, synteza
biblioteki wielofunkcyjnych ligandéw, gléwnie receptoréw monoaminergicznych, w oparciu
o struktury znanych farmakoforéw. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, zwiazki o takim profilu
dzialania farmakologicznego, powinny wykazywa¢ aktywno$¢ psychotropowa w zwierzecych
modelach depresji, leku i schizofrenii. Struktury nowych, wielofunkcyjnych ligandow, zaprojektowano
w oparciu o dwa farmakofory; 1-arylopiperazyne oraz puryno-2,4-dion. Projektowanie struktur nowych
zwiazkoéw, ich synteza oraz badania fizykochemiczne bedace, przedmiotem habilitacji, stanowia

kontynuacj¢ 1 poszerzenie zainteresowan rozpoczetych w ramach pracy doktorskie;j.
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Pochodne  1l-arylopiperazyny sa grupg ligandow, kilku roznych  systemow
neuroprzekaznikowych w obrebie OUN, m. in. serotoniowego, dopaminowego i adrenergicznego.
Modyfikacja, polegajaca na wprowadzeniu w potozenie N-4 dtugich, gietkich tancuchéw weglowych
(2-5 weglowych) oraz koncowego fragmentu o budowie amidowej lub imidowej, prowadzi do
dhugotancuchowych pochodnych arylopiperazyn (ang. Long-Chain Arylpiperazines, LCAPS).
Intensywne badania nad wptywem modyfikacji strukturalnych w obregbie LCAPs, polegajacych na
wprowadzeniu r6znego rodzaju podstawnikow do pierécienia fenylowego arylopiperazyny, na
powinowactwo i selektywnos¢ do poszczegdlnych typow i podtypoéw receptorow serotoninowych,
pozwolity na doktadne okreslenie tego sposobu podstawienia, natomiast rola terminalnego fragmentu,
nie jest do konca poznana. Przyjmuje si¢, ze terminalny fragment cyklicznego amidu/imidu ma wplyw
stabilizacyjny na tworzacy si¢ kompleks ligand-receptor, oraz agonizm/antagonizm receptorowy
[43-52].

Heterocykliczny uktad puryno-2,4-dionu, wystepuje w teofilinie oraz lekach be¢dacych jej
modyfikacjami strukturalnymi (diprofilina, nikotynian ksantynolu, bamifilina). Wielokierunkowy
mechanizm dziatania farmakologicznego teofiliny i jej pochodnych, stanowit punkt wyjscia dla
prowadzenia modyfikacji strukturalnych, w celu uzyskania zwiazkéw o ukierunkowanym wplywie
biologicznym. Kombinacja roznych podstawnikow, w siedmiu réznych pozycjach pierscienia puryny,
prowadzi do zwiazkow dziatajgcych bardziej selektywnie na rézne szlaki biochemiczne [53]. Jedna
z metod modyfikacji uktadu puryny, jest anelowanie (z ang. annelation - opasanie pierscieniem) czyli
cyklokondensacja lub heterocyklizacja na juz istniejagcym uktadzie karbo- lub hetero-cyklicznym.
W uktadzie puryny, dodatkowy, trzeci pierscien, mozna dobudowa¢ w pieciu lokalizacjach. Do tej pory
otrzymane, tricykliczne pochodne puryny charakteryzuja sie ukierunkowanym dziataniem
farmakologicznym. Wsrod nich wyrdzni¢é mozna grupe antagonistow receptoréw adenozynowych [54-
58] oraz inhibitoréw fosfodiesterazy (PDE) [59,60]. Prowadzone w Katedrze Chemii Farmaceutycznej
UJ CM badania wykazaty, ze dobudowanie w potozenie 7, 8 teofiliny uktadow szescio- lub siedmio-
cztonowych, zmienia w sposob zasadniczy, profil dziatania osrodkowego tych zwigzkéw w poréwnaniu
z aktywnoS$cig macierzystej metyloksantyny [61-65]. Badania w tej grupie potaczen wykazaly, ze rodzaj
podstawnika oraz odleglo$¢ pomig¢dzy resztg arylopiperazynows i/lub alkiloaminowsg, wprowadzonymi
do uktadu tricyklicznego, ma decydujgce znaczenie dla mozliwosci wigzania zwiazkow z receptorem
5-HT1a 1 adenozynowym A; [63,65]. Pochodne w-alkilo-1-arylopiperazynowe, laktamowe
i nielaktamowe, zawierajace pirymidynopuryn¢ lub 1,3-diazepinopuryng, z reszta benzylowa lub
arylopiperazynoalkilowa; w testach farmakologicznych in vitro i in vivo, wykazywaty postsynaptyczny
antagonizm wobec receptora 5-HTia, podczas gdy ich pirymido—piperazynowe analogi
zakwalifikowano jako czeSciowych agonistow tego receptora [61,62]. Badania farmakologiczne na
zwierzetach, wykazaly znaczaca aktywnos$¢ sedatywna, analgetyczng i hipotermizujaca tricyklicznych
pochodnych teofiliny [61-65].
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Dlatego tez, podejmujgc projektowanie nowych struktur, bylam zainteresowana okresleniem wplywu
budowy tricyklicznego ukladu puryny (piccio- lub szescio-cztonowy) na mozliwos¢ uzyskania
zwigzkow o multireceptorowej aktywnosci, w grupie pochodnych LCAPS. Postanowitam zbada¢ wplyw
podstawienia w tricyklicznej purynie, na obserwowany profil aktywnos$ci receptorowej. Uzupetnienie
stanowi analiza wplywu typu polaczenia ukladu purynowego z ugrupowaniem LCAPs (amidowe,
imidowe). W dalszym etapie badan, bedacych przedmiotem habilitacji, postanowitam doswiadczalnie
zbada¢ wlasciwosci fizykochemiczne nowych zwigzkoéw, w celu okre$lenia ich lekopodobienstwa
w zakresie kryteriow Lipinskiego. Badania miaty na celu okreslenie deskryptorow strukturalnych,
decydujacych o obserwowanym profilu aktywnosci receptorowej w grupie badanych pochodnych (Rys.
3).

Tricykliczne
pochodne puryny
*5-HT /247677 1 Day3 Zwierzgce modele
«agonizm/antagonizm receptorowy biblioteka Depresiji
*Modelowanie czgsteczkowe | wielofunkeyjnych ‘ Leku
*Analiza SAR ‘ ligandéw Schizofrenii

Diugotaricuchowe
Arylopiperazyny
(LCAPs)

Rys.3. Strategia i narzedzia badawcze, badan bedacych podstawg habilitacji

Do realizacji pracy zastosowano nastepujace narzedzia badawcze:

o Badania chemiczne — synteza organiczna potaczona z metodami analitycznymi dla
potwierdzenia struktury otrzymanych zwigzkéw oraz okre$lenia ich czystosci.

Do uktadow imidazo[2,1-f]puryno-2,6-dionu lub pirymido[2,1-flpuryno-2,4,8-trionu, zaplanowano
wprowadzenie w potozenie N8, dlugotancuchowych arylopiperazyn lub bicyklicznych pochodnych
amin, ktore warunkujg powinowactwo do receptoréw 5-HT1a i/lub 5-HT7. Pochodne imidazo- lub
pirymido-[2,1-f]puryno-2,6-dionu  otrzymano w wyniku kilkuetapowych syntez, zgodnie
z opracowang metodyka. Pierwszy etap polegal na syntezie substratow do reakcji cyklokondensacji:
7-ketonylowych pochodnych 8-bromoteofiliny oraz arylopiperazynoalkiloamin; substratow do reakcji
cyklokondensacji, prowadzacej do pochodnych [2,1-f]puryno-2,4,8(1H,3H,9H)-trionu. Odpowiednie
pochodne arylopiperazynoalkiloaminowe otrzymano wg zmodyfikowanej metody Gabriela, poprzez
hydrazynolize odpowiednich pochodnych alkiloftalimidowych. Drugi etap, to uzyskanie
zaplanowanych zwigzkow, pochodnych arylo- lub bicyklo-piperazynowych, imidazo[2,1-f]teofiliny
oraz [2,1-f]puryno-2,4,8(1H,3H,9H)-trionu, na drodze reakcji alkilowania lub cyklokondensacji.
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o Badania farmakologiczne in vitro — radioreceptorowe, najpierw przesiewowe potem ilosciowe,
w celu wyznaczenia stalych wigzania do receptoréw, aktywnos$ci enzymatycznej pod katem zdolnosci
zwigzkéw do inhibicji fosfodiesteraz, oraz oceny profilu funkcjonalnej aktywno$ci dla
najaktywniejszych zwiazkow.

o Badania farmakologiczne in vivo — okreslanie profilu funkcjonalnej aktywnosci oraz aktywnos$ci
w zwierzecych modelach depres;ji, leku i schizofrenii.

o Badania wilasciwosci fizykochemicznych — doswiadczalne wyznaczanie parametrow

okreslajacych  wihasciwosci  kwasowo-zasadowe (pKa) oraz lipofilowe zsyntetyzowanych

zwiazkow(logP).

o Badania in silico — modelowanie oddzialywan z receptorami dla wyselekcjonowanych
zwigzkow.

o Badania stabilno$ci metabolicznej przy zastosowaniu modelu ludzkich mikrosoméw.
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2.4. Wyniki badan zwiazanych z osiggnieciem naukowym w postepowaniu habilitacyjnym

H1. Zagoérska, A.; Jurczyk, S.; Pawlowski, M.; Dybala, M.; Nowak, G.; Tatarczynska, E.; Nikiforuk,
A.; Chojnacka-Wojcik, E. Synthesis and preliminary pharmacological evaluation of imidazo[2,1-
flpurine-2,4-dione derivatives. Eur. J. Med. Chem. 2009, 44, 4288-4296. (IF2000 = 3,269, Punktacja
MNiSW: 20)

Celem niniejszej pracy byla synteza i ocena aktywnosci biologicznej, zaprojektowanych pochodnych
LCAPs, w ktorych cze$¢ terminalng stanowil uktad imidazo[2,1-flpurino-2,4-dionu. Uktad ten byt
modyfikowany poprzez a) nasycenie wigzania w potozeniu 6,7; b) wprowadzenie dodatkowego
podstawnika w potozenie 7 (metyl, fenyl). W celu okreslenia dalszych zalezno$ci pomigdzy strukturg a
obserwowana aktywnoscig receptorowa, farmakofor LCAPs zostal przylgczony do tricyklicznego
uktadu, poprzez wigzanie amidowe o strukturze endo- lub egzo-cyklicznej (seria pochodnych N-8-
arylopiperazynylo-propylo-1,3-dimetylo-(1H,8H)-imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu i  amidowych
pochodnych kwasu 1,3-dimetylo-6,7-dihydroimidazo[2,1-f]puryno-2,4-(1H,3H)-diono-7-
karboksylowego (Rys. 4)

o o

R= -H, -CH,, -C H

R,= -H, -20CH,, -3CI

OJ\J}/ NH NH\/N\/'

Rys.4. Seria pochodnych N-8-arylopiperazynylo-propylo-1,3-dimetylo-(1H,8H)-imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu
i amidowych pochodnych kwasu 1,3-dimetylo-6,7-dihydroimidazo[2,1-f]puryno-2,4-(1H,3H)-diono-7-
karboksylowego

Badania powinowactwa receptorowego wykazaty, ze pochodne N-8-arylopiperazynylo-propylo-1,3-
dimetylo-(1H,8H)-imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu sa ligandami receptorow 5-HT1a
(Ki w zakresie 5,6-96,5 nM), wykazuja brak powinowactwa do receptorow 5-HTa oraz charakteryzuja
si¢ niskg lub bardzo niska aktywnoscia (Ki od 143 do 839,0 nM) lub jej brakiem, do receptorow Do.
Pochodne kwasu 1,3-dimetylo-6,7-dihydroimidazo[2,1-f]puryno-2,4-(1H,3H)-diono-7-
karboksylowego wykazywaty brak powinowactwa do receptoréw wszystkich badanych podtypow.
Wyselekcjonowane, do dalszych badan na zwierzetach, zwigzki zostaly zakwalifikowane jako
czeSciowi lub pelni agonisci receptora 5-HTia. W przeprowadzonych testach, jeden ze zwigzkow
8-[3-(N4-fenylo)-piperazyn-N1-ylo-propylo]-1,3-dimetylo-(1H,8H)-imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dion byt
aktywny w teScie czterech ptytek (wlasciwosci anksjolityczne), chociaz jego aktywno$¢ byta stabsza

jesli chodzi o site dziatania i dawki aktywne, w poréwnaniu z lekiem referencyjnym, ktéorym byt
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diazepam. Dalsze eksperymenty wykazaty aktywno$¢ przeciwdepresyjng omawianego zwigzku, oraz
8-[3-(N4-2-metoksyfenylo)piperazyn-N1-ylo-propylo]-1,3-dimetylo-(1H,8H)-imidazo[2,1-f]puryno-
2,4-dionu, w teScie wymuszonego ptywania. Oba zwigzki, podobnie jak typowy lek przeciwdepresyjny
(imipramina), powodowaly skrocenie czasu bezruchu myszy o wartosci poréwnywalne do
wywolywanych podaniem imipraminy.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze dla dalszych poszukiwan zwiazkéw o aktywnosci
psychotropowej, korzystne wydajg si¢ potaczenia oparte o modyfikacje uktadu imidazo[2,1-f]puryno-

2,4-dionu na koncu terminalnym dtugotancuchowej arylopiperazyny.

H2. Zagoérska, A.; Czopek, A.; Pawtowski, M.; Dybata, M.; Siwek, A.; Nowak, G. Serotonin transporter
activity of imidazolidine-2,4-dione and imidazo[2,1-f]purine-2,4-dione derivatives in aspect of their
acid-base properties. Med. Chem. Res. 2012, 21, 3455-3459. (IF2012 = 1,612, Punktacja MNiSW: 15)

Wiasciwosci kwasowo-zasadowe substancji leczniczych, wplywaja na procesy farmakokinetyczne
i determinuja, miedzy innymi, transport czasteczek leku. Transporter serotoniny (5-HTT, SERT) konczy
dziatanie synaptyczne serotoniny (5-HT) poprzez jej wychwyt zwrotny do zakonczen
presynaptycznych, dzigki symportowi z jonami Na* i ClI. W warunkach fizjologicznych, wychwyt
serotoniny w mniejszym stopniu zalezy od gradientu stezen, natomiast uzalezniony jest od formy
jonowej substratu [66]. Badania dowiodly, ze dysocjacja protonu z 5-HT jest niezbgdna dla transportu
przez 5-HTT, migdzy innymi w zwigzku z rola wymieniacza 5-HT*/H* w transporcie blonowym. Na tej
podstawie obecnie przyjmuje si¢, ze forma kationowa serotoniny jest preferowana przez 5-HTT [67].

Celem badan bylo doswiadczalne wyznaczenie pKa, przy zastosowaniu metody miareczkowania
potencjometrycznego, dla 22 pochodnych LCAPS, w ktérych terminalny fragment stanowig pochodne

imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu, w poréwnaniu z analogami 0 Strukturze imidazolidyno-2,4-dionu

(Rys. 5).
?
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Rys.5. Pochodne imidazo[2,1-f]purino-2,4-dionu oraz imidazolidyno-2,4-dionu
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Badane zwigzki wykazywaly wysokie lub bardzo wysokie powinowactwo do receptorow 5-HT1a Oraz
zmienne powinowactwo do receptoré6w 5-HT2a i D,. Badania podjetam w celu ustalenia, jak budowa
terminalnego fragmentu LCAPs wptywa na powinowactwo do SERT oraz wlasciwosci kwasowo-
zasadowe. Przestanka do podjecia tego typu badan, byt fakt, iz dostepne programy, ktore in silico
dokonuja predykcji parametrow fizykochemicznych, nie ro6znicujgc wartosci pKa; dla bliskich analogow

strukturalnych.

Badania farmakologiczne zwigzkéw uzupelniono o okreSlenie powinowactwa do transportera
serotoniny. Wartosci powinowactwa do SERT byly wyzsze dla pochodnych imidazo[2,1-f]puryno-2,4-
dionu z podstawnikiem 2,3-dichloro- lub 3-chloro-fenylopiperazynowym (pKi w przedziale 7,25-7,53).
Pozostate zwigzki wykazywaty umiarkowane, niskie lub brak powinowactwa do SERT. Opracowatam
doswiadczalne warunki dla wyznaczenia pKa., przy zastosowaniu metody miareczkowania
potencjometrycznego. Wyznaczone wartosci pKa byly w zakresie od 7,55 do 11,08 i nalezy podkreslic,
ze cksperyment pozwolil na zrdéznicowanie wihasciwosci kwasowo-zasadowych bliskich analogow
strukturalnych, czego nie udato si¢ programom komputerowym. W przeprowadzonej analizie ilosciowe;j
(QSAR), stwierdzono korelacje liniowag miedzy powinowactwem dla SERT (pK;) i eksperymentalnymi
warto$ciami pKa, W grupie pochodnych imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu, przy czym wspotczynnik
determinacji byt umiarkowany (R? = 0,48). Podsumowujgc, badania pozwolity na identyfikacje dwoch,
dualnych ligandow (SERT i 5-HT1a) w grupie pochodnych imidazo[2,1-f]purino-2,4-dionu. Dodatkowo
wykazano, ze to wlasciwosci kwasowo-zasadowe imidazo[2,1-f]lpuryno-2,4-dionu mogg, w znaczacy

sposéb, determinowaé obserwowane efekty w zakresie powinowactwa do SERT.

H3. Zagorska, A.; Pawlowski, M.; Siwek, A.; Kazek, G.; Partyka, A.; Wrobel, D.; Jastrzebska-Wigsek,
M.; Wesotowska, A. Synthesis and pharmacological evaluation of novel tricyclic[2,1-f]theophylline
derivatives. Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 2013, 346, 832-839. (IF2013 = 1,396, Punktacja MNiSW: 20)

Kontynuujac badania w grupie tricyklicznych pochodnych teofiliny, zaprojektowatam
i zsyntetyzowatam, dwie serie pochodnych opartych na strukturze imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu
i pirymido[2,1-f]-puryno-2,4,8-trionu (Rys. 6).

*)t s r”QN

oN/)\/j/\

Rys.6. Pochodne imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu i pirymido[2,1-f]-puryno-2,4,8-trionu
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W tym przypadku bylam zainteresowana, jak budowa terminalnego fragmentu LCAPs, opartego na
strukturze tricyklicznej pochodnej puryny, moze wptynagé na obserwowany profil aktywnosci
receptorowej w zakresie powinowactwa i funkcji. Uktad pirymido[2,1-f]-puryno-2,4,8-trionu wybratam
ze wzgledu na wyniki wczesniejszych badan, ktore wykazaty, ze funkcjonalna aktywnos¢é pochodnych
tego uktadu w jest podobna do aktywnosci ipsapironu - agonizm presynaptycznych i czgsciowy agonizm
postsynaptycznych, receptoréw 5-HTia. Ze wzgledu na spodziewana, wieloreceptorowa aktywno$¢
nowych zwigzkoéw, zostaly one poddane wstgpnym, przesiewowym badaniom powinowactwa, do
szerokiej grupy receptorow serotoninergicznych (5-HT1a, 5-HT2, 5-HTs, 5-HT7), dopaminergicznych
(D2, D3), i az-adrenergicznych. W kolejnym etapie, wyselekcjonowatam zwigzki do okreslenia statej
wigzania oraz w dalszym etapie do badania aktywno$ci funkcjonalnej wobec receptoréw 5-HT1a, 5-HT>

i D2, w warunkach testow in vivo.

Wyniki badania powinowactwa wykazaly, ze wszystkie pochodne LCAPs, ktérych terminalny fragment
oparty jest na strukturze 1,3-dimetylo-(1H,8H)-imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu, sg silnymi ligandami
receptorow 5-HT1a (Ki w zakresie 0,5-52,2nM) i wykazujg brak powinowactwa do receptorow 5-HT2a.
Zwiazki zawierajace podstawnik w potozeniu 7 uktadu 1,3-dimetylo-(1H,8H)-imidazo[2,1-f]puryno-
2,4-dionu, charakteryzowaly si¢ wieloreceptorowa aktywnoscia, gdyz oprocz powinowactwa do
receptorow 5-HTi1a, wykazywaly aktywno$¢ wobec receptorow 5-HT7 i niskie powinowactwo do
receptoréw D,. W przypadku pochodnych pirymido[2,1-f]puryno-2,4,8-(1H,3H,9H)-trionu, tylko jeden
ze zwiazkow wykazywal powinowactwo do wszystkich receptoréw, przy czym nie zaobserwowano
wysokiej selektywnosci wobec okreslonego podtypu. Wybrane do badan zwigzki o strukturze 8-[4-(N4-
3’-chlorofenylo)-piperazyn-N1-ylo-butylo]-1,3-dimetylo-(1H,8H)-imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu

i 7-metylo-8-[4-(N4-2’-metoksyfenylo)-piperazyn-N1-ylo-butylo]-1,3-dimetylo-(1H,8H)-imidazo[2,1-
flpuryno-2,4-dionu charakteryzuja si¢, podobnie jak atypowe leki przeciwpsychotyczne
- presynaptycznym agonizmem wobec receptorow 5-HTia oOraz antagonizmem wobec
postsynaptycznych receptoréw 5-HTi1a. W przypadku aktywnosci 5-HT.a i D, receptorowej, zwigzki
wywieraty dziatanie antagonistyczne. Profil aktywnosci receptorowej jak i funkcjonalnej omawianych
zwigzkéw mozna poréwna¢ do zyprazydonu. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze dla
dalszych poszukiwan zwigzkdéw o aktywnos$ci psychotropowej, korzystne wydaja si¢ polaczenia oparte

o modyfikacje w potozeniu 7 uktadu imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu.
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H4. Zagérska, A.; Kotaczkowski, M.; Bucki, A.; Siwek, A.; Kazek, G.; Satala, G.; Bojarski, A.J.;
Partyka, A.; Wesotowska, A. Pawlowski, M. Structure-activity relationships and molecular studies of
novel arylpiperazinylalkyl purine-2,4-diones and purine-2,4,8-triones with antidepressant and
anxiolytic-like activity. Eur. J. Med. Chem. 2015, 97, 142-154. (I1F2015 = 3,902, Punktacja MNiSW: 40)

Majac na uwadze wyniki poprzednich badan, w kolejnej pracy zaprojektowatam struktury
i opracowatam metode syntezy dwodch serii pochodnych LCAPs opartych na strukturze imidazo[2,1-
flpuryno-2,4-dionu i pirymido[2,1-f]-puryno-2,4,8-trionu. Celem podjetych badan byto okreslenie roli
dodatkowego ugrupowania w pozycji 7 imidazo[2,1-f]puryny, na obserwowane powinowactwo do
receptorow 1 profil aktywnosci farmakologicznej pochodnych tych ukladéw. Uktad pirymido[2,1-
flpuryno-2,4,8-trionu jako endocykliczny amid (laktam), moze by¢ traktowany jako analog z uktadem
laktamowym, obecnym w grupie ligandow 0 wysokim powinowactwie do receptoréw 5-HT,
pochodnych zwigzku DR4004 [49] (Rys.7).

o or - ’

O A oy
Yo Ty 0
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DR 4004 OPC-4392

K= 5-HT, 89 nM K; = 5-HT, 22 nM K, =5-HT,, 24 nM
D,L3,5nM 5-HT, 11nM
D,L 987 nM

Rys.7. Struktury wybranych ligandow 0 multireceptorowym profilu aktywnosci

Wyniki przeprowadzonych badan powinowactwa receptorowego pozwolity na zidentyfikowanie, wsrod
pochodnych LCAPs opartych na strukturze imidazo[2,1-flpuryno-2,4-dionu i pirymido[2,1-f]-puryno-
2,4,8-trionu, ligandow o wysoki powinowactwie do receptoréw 5-HT1a i 5-HT7, zwigzkéw o mieszane;j
aktywnos$ci wobec tych receptoréw oraz wykazujacych aktywno$¢ wobec receptoréw D.. Zwiagzki
zawierajace strukture puryno-2,4-dionu wykazywaly wyzsze warto$ci powinowactwa do wszystkich
omawianych podtypow receptoréw, w poréwnaniu do pochodnych puryno-2,4,8-trionu. Pelne spektrum
aktywnosci receptorowej zaobserwowano dla zwiazkow z podstawnikiem w pozycji 7 ukladu
imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu. W celu wyjasnienia znaczenia tego typu modyfikacji strukturalnej,
przeprowadzono dokowanie wyselekcjonowanych zwigzkéw do modeli receptora 5-HTia, i 5-HT>.
Wyniki modelowania molekularnego udowodnity, ze podstawnik w potozeniu 7 uktadu imidazo[2,1-
flpuryno-2,4-dionu ma decydujagcy wplyw na wartosci powinowactwa i przede wszystkim

selektywno$¢, wobec podtypu 5-HT1a i 5-HT7 (Rys.8).

21


http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=26&V_00=Eur+J+Med+Chem+

Zalacznik 2A dr n. farm. Agnieszka Zagorska

ot

)\ | />/N\9’N\)
Ki [nM
R i [nM]
5-HT1a 5-HT7 D2
-CeHs 4 6 30 4
-CsHs 5 9 43 24
)\ | />/ \()/N\)
Ki [nM
R . i [nM]
5-HT1a 5-HTs 5-HT~ D2
-CHs 4 <1 510 381 27
Cl
Cl
(e} R ﬁ
= N
)\ | />/N\9ﬁN\)
o ITI N
Ki [nM]
R n
5-HT1a 5-HTs 5-HT7 D2
-CHs 5 22 405 111 59

Rys.8. Ligandy z grupy pochodnych imidazo[2,1-f]lpuryno-2,4-dionu [H4]

Przeprowadzone, wstepne badania farmakologiczne in vivo wybranych pochodnych imidazo[2,1-
flpuryno-2,4-dionu, okreslity ich aktywno$¢ przeciwlgkowa i przeciwdepresyjng. Zwigzki te,
w dawkach aktywnych przeciwdepresyjnie i przeciwlgkowo, podobnie jak leki referencyjne
(imipramina i diazepam), nie wptywaly na aktywno$¢ spontaniczng U myszy, w czasie obserwacji
przeprowadzonej w przebiegu testu wymuszonego ptywania (FST) .

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych badan, a szczegolnie modelowania molekularnego,
udowodnity, ze dla poszukiwania zwigzkoéw o aktywnosci psychotropowej, wérod pochodnych LCAPs
z terminalnym fragmentem opartym na strukturze puryny, obecnos$¢ podstawnika w potozeniu 7 uktadu

imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu jest wyraznie preferowana.
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H5. Zagorska, A.; Czopek, A.; Petka, K.; Bajda, M.; Stanisz-Wallis K.; Pawtowski, M. Reversed-phase
high performance liquid chromatography study of lipophilicity of imidazo[2,1-f]theophylline
derivatives. Acta Pol. Pharm. 2015, 72, 663-669. (IF2015 = 0,877, Punktacja MNiSW: 15)

Kontynuujac badania w grupie tricyklicznych pochodnych teofiliny, w kolejnym etapie badan
postanowitam wyznaczy¢ do§wiadczalnie wspotczynnik podziatu logP, ktory jest miarg wiasciwosci
lipofilowych, dla pochodnych imidazo[2,1-f]teofiliny z podstawnikiem LCAPSs, poréwnanego do
izosterycznych pochodnych z uktadem tetrahydroizochinolinowym w miejsce arylopiperazyny. Rdznice
w obserwowanym profilu aktywnosci farmakologicznej badanych zwigzkéw, w poréwnaniu do
teofiliny, mozna ttumaczy¢ wlasciwosciami fizykochemicznymi w zakresie parametrow okreslajacych
wiasciwosci hydro-lipofilowe. Wyznaczenie, metoda doswiadczalna, wspotczynnika bgdacego miarg
lipofilowosci, pozwolito na zastosowanie metody analizy korelacyjnej (PCA) zaleznosci nie tylko
korelacji liniowej, pomigdzy parametrami do$wiadczalnymi i obliczonymi, ale takze dla parametrow
fizykochemicznych determinujacych dyfuzje¢ bierna, przenikanie przez bariere krew mozg, absorpcje
bierng, wigzanie z biatkami osocza. Badania tego typu pozwalaja na przeprowadzenie ilo$ciowej
zalezno$ci pomiedzy strukturg zwigzkow a ich aktywno$cig farmakologiczng (QSAR).
Doswiadczalnie, opracowalam warunki wyznaczenia parametru logko, przy zastosowaniu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z uktadem odwréconych faz (RPig-HPLC). Analizujac
wplyw budowy chemicznej badanych zwiazkow na ich wiasciwosci lipofilowe, rozpatrywano wplyw
trzech elementéw - dhugosci tancucha alkilenowego taczacego atom azotu w potozeniu N8 uktadu
tricyklicznego z atomem azotu 4-arylopiperazyny; rodzaju podstawnika we fragmencie
4-arylopiperazyny lub izosterycznego uktadu THIQ; obecnosci i rodzaju podstawnika w potozeniu
7 imidazo[2,1-f]teofiliny. Badania wykazaty, ze dtugos$¢ tacznika pomiedzy LCAPs/THIQ a uktadem
imidazo[2,1-f]teofiliny nie ma znaczacego wplywu na lipofilowos¢, podobnie jak rodzaj podstawnika w
pierscieniu fenylowym uktadu arylopiperazyny. Decydujacy wplyw na wyznaczone parametry
lipofilowosci  wydaje si¢  mie¢ obecno$¢ i rodzaj podstawnika w  potozeniu
7 imidazo[2,1-f]teofiliny. Wyznaczone doswiadczalnie warto$ci logko dla dlugotancuchowych THIQ
pochodnych imidazo[2,1-f]teofiliny, byly nizsze w porownaniu z analogami zawierajacymi LCAPS, co
moze thumaczy¢, obserwowany brak aktywnosci wobec receptora 5-HT1a pochodnych imidazo[2,1-
flteofiliny z podstawnikiem THIQ.

Podsumowujac, analiza PCA wykazata, ze w przypadku okreslania wtasciwosci lipofilowych
dla pochodnych imidazo[2,1-f]teofiliny, Zzadna metoda obliczeniowa nie daje wysokiej korelacji
z danymi do$§wiadczalnymi. Wydaje si¢, ze w przypadku grupy omawianych polaczen, niezbedne jest
zastosowanie metod doswiadczalnych. Analiza Kkorelacyjna parametrow ADME wykazata, ze
wilasciwosci lipofilowe wyrazone przez logko, sa wysoce skorelowane ze stopniem przenikania

zwiazkow przez barier¢ krew mozg (log BBB).
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H6. Zagorska, A.; Gryzto, B.; Satata, G.; Bojarski, A.J.; Gluch-Lutwin, M.; Mordyl, B.; Kazek, G.;
Pawlowski, M. Receptor affinity and phosphodiesterases 4B and 10A activity of octahydro- and 6,7-
dimethoxy-3,4-dihydro-isoquinolin-2(1H)-yl-alkyl derivatives of imidazo- and pyrimidino[2,1-
flpurines. Acta Pol. Pharm. 2016, 73, 369-377. (IF2016 = 0,877, Punktacja MNiSW: 15)

Publikacja H6 stanowi kontynuacj¢ badan chemiczno-farmakologicznych ~w  grupie
triheterocyklicznych uktadow imidazo[2,1-f]puryno-2,6-dionu i pirymido[2,1-f]puryno-2,4,8-trionu.
Gloéwng przestanka do podjecia dalszych badan byt fakt, ze LCAPs pochodne imidazo[2,1-f]puryno-
2,4-dionu, byly ligandami o znaczacycm powinowactwie do receptord6w monoaminoergicznych,
sprzgzonych z bialkiem G (GPCRs). Receptory tej licznej rodziny, wchodza w interakcje
z heterodimerycznymi biatkami regulatorowymi wigzacymi GTP (biatko G). Aktywacja jednej
z podjednostek tego biatka (Ga), prowadzi do aktywacji enzymow syntetyzujacych wtorne przekazniki
(second messengers). Do grupy podstawowych, wtorych przekaznikow, zaliczamy cykliczny
adenozyno-3',5'-monofosforan (cAMP) i guanozyno-3',5'-monofosforan (cGMP). Lokalizacja, czas
dzialania i stezenia cyklicznych nukleotydow w okreslonych obszarach subkomoérkowych, decyduja
o dalszym przenoszeniu sygnalu chemicznego, reguluja jego site i specyficznos¢. Najwicksza role, na
poziomie przekaznictwa 5-HT/D/NA, w zaburzeniach psychicznych, wydaja si¢ odgrywaé szlaki
zwigzane z pobudzeniem komorki docelowej, odpowiedzialne gtdownie za zwigkszenie poziomu cAMP
[14].

Zwigkszenie poziomu cAMP moze dokonywaé si¢ takze poprzez inhibicje izoenzymow
odpowiedzialnych za jego rozktad - fosfodiesteraz (PDE). Z badan przeprowadzonych nad
fosfodiesterazami PDE4 i PDE10 wynika, Zze ze wzgledu na ich wystepowanie w rejonach moézgu
kojarzonych z miejscem dziatania lekéw psychotropowych, ich inhibitory moga mie¢ potencjalne
znaczenie terapeutyczne [68,69]. Teofilina i teobromina to naturalne i nieselektywne inhibitory
fosfodiesteraz, natomiast selektywne inhibitory PDE4 i PDE10A naleza takze do pochodnych ksantyny,
lub sa oparte na strukturze zwiazku RS 25344 lub pochodnych papaweryny (Ryc. 9).

Biorac pod uwage powyzsze, zaprojektowalam i zsyntetyzowatam pochodne triheterocyklicznych
uktadow imidazo[2,1-f]puryno-2,6-dionu i pirymido[2,1-f]puryno-2,4,8-trionu, do ktorych, poprzez
tacznik alkilenowy, wprowadzono (w miejsce ugrupowania arylopiperazynowego) podstawniki
0 budowie bicyklicznej, zawierajace izosteryczny do arylopiperazynowego uktad izochinoliny.
Wybrano pochodne oktahydroizochinoliny i 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny, ze wzgledu na
wystepowanie tego typu ugrupowan w strukturach inhibitorow PDE4 i PDE10A i w zwigzkach
o aktywnosci receptorowej, takich jak papaweryna, SB- 277011, PZ-376 (Rys.9).
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Rys.9. Struktury inhibitorow PDE4, PDE10 oraz ligandow o aktywnosci receptorowe;j

Zsyntetyzowane zwiazki badano w kierunku ich powinowactwa wzgledem receptorow 5-HT1a, 5-HTs,
5-HT7 i D; oraz hamowania wybranych podtypow fosfodiesteraz PDE4B i PDE10A. Analiza zaleznosci
pomigdzy strukturg a aktywno$cig farmakologiczng, w omawianej grupie zwiazkow, wykazata, ze
wprowadzenie w miejsce ugrupowania arylopiperazynowego, podstawnikéw o budowie bicyklicznej,
spowodowato znaczny spadek powinowactwa receptorowego. Aktywnos¢ zwigzkoéw byta zmienna,
w zaleznosci od podtypu receptora. W przypadku podtypu 5-HTia wartosci Ki byly w przedziale od
9 do 1399 nM, obserwowano brak aktywnosci wobec receptorow 5-HTe i 5-HT7 oraz z wyjatkiem
dwoch zwiazkoéw niskie powinowactwo do receptorow D,. Wszystkie otrzymane zwiazki byty badane
w kierunku zdolnosci do inhibicji PDE4B i PDE10A; w tych samych zakresach stezen, w jakich
wykazywaly aktywnosc¢ receptorowa. W badanych seriach tylko dwa zwigzki wykazywaty zdolno$¢ do
inhibicji PDE. Dla 8-(4-(6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinolino-2(1H)-butylo)1,3-dimetylo-1H-
imidazo[2,1-flpuryno-2,4-(3H,8H)-dionu, w poczatkowym stezeniu (10“*M) obserwowano 15%
hamowanie PDE4B i 34% hamowanie PDE10A. W analogicznych warunkach 9-(5-(6,7-dimetoksy-3,4-
dihydroizochinolino-2(1H)-ylo)-pentylo)-1,3-dimetylo-pirymido[2,1-f]puryno-2,4,8(1H,3H,9H)-trion
hamowat izoenzymy PDE odpowiednio w 14% i 52%. Warto zauwazy¢, ze zwiazki te byty silniejszymi
inhibitorami enzymatycznymi niz teofilina, ktora byla nieaktywna w warunkach testu. Wyniki badan,
sugeruja wplyw wprowadzenia 6,7-dimetoksy-3,4-dihydro-izochinolino-alkilowego na aktywno$¢
enzymatyczng, szczegdlnie wobec PDE10A.

Podsumowujgc, badania w tej grupie pozwolity na identyfikacje dwoch ligandow receptora
5-HT1a 0 wysokiej aktywnos$ci i dwoch inhibitorow PDE10A o niskiej aktywnosci. Wstepne badania
wykazaty, ze zwigzek o strukturze 8-(4-(6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinolino-2-butylo)-1,3-
dimetylo-imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu (Rys.10) moze by¢ traktowany jako struktura wiodgca dla
dalszych modyfikacji chemicznych, w celu uzyskania ligandow wielofunkcyjnych o podwojnym

mechanizmie dziatania - receptorowym i enzymatycznym.
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Rys.10. 8-(4-(6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinolino-2-butylo)-1,3-dimetylo-imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dion

H7. Zagoérska, A.; Bucki, A.; Kotaczkowski, M.; Siwek, A.; Gluch-Lutwin, M.; Starowicz, G.; Kazek,
G.; Partyka, A.; Wesotowska, A. Stoczynska, K.; Pekala, E.; Pawlowski, M. Synthesis and biological
evaluation of 2-fluoro and 3-trifluoromethyl-phenyl-piperazinylalkyl derivatives of 1H-imidazo[2,1-
flpurine-2,4(3H,8H)-dione as potential antidepressant agents. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2016, Jun
29, 1-15. (IF2016 = 3,428, Punktacja MNiSW: 20)

W omawianej pracy, zaprojektowalam i zsyntetyzowatam dwie serie 2-fluoro- i 3-trifluorometylo-
fenylopiperazyno-alkilowych pochodnych imidazo[2,1-f]puryno-2,4-(3H,8H)-dionu. Postanowitam
sprawdzi¢, jak unikalne wtasciwosci fluoru, takie jak wysoka elektroujemnos¢, maty rozmiar atomu
i bardzo niska polarnos¢, moga wptyna¢ na obserwowany profil aktywnosci farmakologicznej
tricyklicznych pochodnych teofiliny.

Woprowadzenie atomu fluoru moze znacznie zwigkszy¢ stabilno$§¢ metaboliczng zwigzkow, ich
przenikanie przez btony komoérkowe. Zmodyfikowane w ten sposob wilasciwosci fizykochemiczne
moga zaowocowaé zwickszong selektywno$ciag wzgledem wybranego celu biologicznego. W chemii
lekéw, atom fluoru stanowi izosteryczny zamiennik grupy hydroksylowej, poniewaz dlugo$¢ wigzania
C-F jest zblizona do dlugosci wigzania C-O, przez co organizmy nie sg wstanie odrézni¢ podstawionego
fluorem zwigzku od jego prekursora [70]. Fluorowane pochodne tworzg pierwsza (spiperon,
haloperidol, droperydol) i drugg (rysperydon, sertindol, paliperydon, iloperidon) generacje lekow
przeciwpsychotycznych, takze lekow przeciwdepresyjnych z grupy selektywnych inhibitorow
wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI) — fluoksetyna, fluwoksamina, paroksetyna, citalopram.
Przeprowadzone badania, nad grupg nowych zwigzkow, dotyczyty okreslenia wptywu atomu fluoru na
obserwowane powinowactwo i selektywnos¢ wobec receptorow 5-HTia i 5-HT7, zdolnosci do
hamowania PDE4B i PDE10A, i co zatym idzie wywotania efektow psychotropowych, obserwowanych
w testach farmakologicznych in vivo. W celu okreslenia wiasciwosci fizykochemicznych omawianych
zwigzkOw, zastosowatam micelarny rozdziat elektrokinetyczny (MEKC), do wyznaczenia
lipofilowosci. Do oceny stabilnosci metabolicznej, wykorzystano mikrosomy ludzkiej watroby. Analize

zalezno$ci pomiedzy strukturg a aktywnoscia, w grupie omawianych zwigzkow, uzupetiono o badania

26



Zalacznik 2A dr n. farm. Agnieszka Zagorska

metodami modelowania czasteczkowego. Wyselekcjonowane na podstawie wynikéw badan in vitro
zwiazki zostaty poddane wstgpnym badaniom farmakologicznym in vivo.

Wszystkie badane zwigzki charakteryzowalo wysokie powinowactwo do receptoréw 5-HTia i dla
niektorych, sila wigzania byta poréwnywalna do serotoniny (Ki= 0,133 nM). Nalezy podkresli¢, ze
pochodne 3-CFs-fenylo-piperazynyloalkilowe byly bardziej aktywne niz ich analogi podstawione
fluorem w potozeniu 2. W przypadku receptorow 5-HT; zaobserwowano pelne spektrum
aktywnosci - od braku powinowactwa, poprzez umiarkowane (Ki od 20 do 152 nM), do wysokiego
(Ki < 20nM). Analiza zaleznosci struktura-aktywno$¢ wykazata, ze w przypadku tego receptora,
pochodne z podstawnikiem 3-CFs; generalnie majg wyzsze powinowactwo, a zwigzek o wyzszej
aktywnosci (Ki= 1 nM), nalezy do tej grupy. Wprowadzenie silnie elektroujemnego atomu fluoru, do
arylopiperazynowych pochodnych imidazo[2,1-f]puryn-2,4-dionu, nie spowodowato zmiany ich
aktywnoS$ci enzymatycznej; zwiazki, podobnie jak teofilina, stabo hamowaty PDE4B i PDE10A.
Paluchowska i wspotpracownicy [46] badali aktywno$¢ funkcjonalng do receptorow 5-HTia, Serii
1-podstawionch 4-(4-arylopiperazyn-1-ylo) pochodnych cykloheksanu z roéznymi terminalnymi
fragmentami opartymi na strukturze amidu lub cyklicznego imidu i ich ,,gietkich”, tetrametylenowych
analogow. Badania wykazaty, ze ,,sztywne” ligandy z podstawnikiem 2-OCHs; w reszcie arylowej
i cyklicznym imidem, zachowuja si¢ jak antagonisci receptora 5-HTia [46]. Niepodstawione
w pierscieniu fenylowym pochodne, podobnie jak ich 3-Cl lub 3-CFs; podstawione analogi, byty
czesciowymi lub pelnymi agonistami omawianego receptora [46]. W przypadku analizy profilu
funkcjonalnego wobec receptorow 5-HTia; dla 2-fluoro- i 3-trifluorometylo- fenylopiperazyno-
butylowych pochodnych imidazo[2,1-f]puryno-2,4-(3H,8H)-dionu, zaobserwowano odwrdcenie profilu
receptorowego - ligandy z grupy 3-CFs; podstawionych wykazywaly wiasciwosci antagonistyczne
w stosunku do receptora 5-HT1a [H7]. Co cickawe, w grupie analogéw 2-F podstawionych, tylko jeden
zwigzek wykazywat zdolno$¢ do blokowania receptora 5-HT1a, CO moze sugerowaé, ze w przypadku
arylopiperazynowych pochodnych imidazo[2,1-f]puryn-2,4-dionu, to nie tylko cechy zwigzane
Z podstawieniem ugrupowania arylopiperazynowego decydujg o wlasciwosciach antagonistycznych, ale
takze podstawienie w pozycji 7 uktadu imidazo[2,1-f]puryn-2,4-dionu [H7].

Zastosowanie metody MECK pozwolilo na przedstawienie charakterystyki fizykochemicznej
bioaktywnych czasteczek i porownanie ich do zalecen "reguly pigciu ", ktora definiuje, migdzy innymi,
zakres logP dla dobrego wchtaniania jelitowego i przenikania do mézgu [71]. Uzyskane wartosci logP,
dla czesci zwigzkow, byly w zakresach "reguty pigciu" [H7]. W nastgpnym etapie, zbadano stabilnosé¢
metaboliczng wybranych zwigzkow, w celu zaklasyfikowania ich do dalszych badan. Nalezy podkreslic,
iz w tej grupie pochodnych, tego typu badanie raportowano w literaturze po raz pierwszy. Wyniki badan
pozwolity na wskazanie jednego ze zwiazkow, jako najbardziej stabilnego metabolicznie. Wstepne
badaniach in vivo, dla wybranego zwiazku 8-(5-(4-(2-fluorofenylo)piperazyn-1-ylo)pentylo)-1,3,7-
trimetylo-1H-imidazo[2,1-f]puryno-2,4(3H,8H)-dionu, wykazaly jego aktywno$¢ przeciwdepresyjng

w tescie FST u myszy [H7]. Ponadto, zaobserwowano, ze nasilenie jego aktywnosci przeciwlgkowej,

27



Zalacznik 2A dr n. farm. Agnieszka Zagorska

w dawce 2,5 mg/kg, jest wieksze niz w przypadku zwiazku odniesienia (diazepam). Badania zostaty
uzupetione o modelowanie molekularne, w celu wskazania istotnych oddziatywan pomiedzy struktura

aktywnego liganda a miejscami wigzgcymi w obrebie receptorow 5-HT1a i 5-HT7 [H7].

Podsumowujac, rezultaty badan opisanych w publikacji H7, wykazaty, ze fluorowane pochodne
arylopiperazynoalkilowe imidazo[2,1-f]puryn-2,4-dionu, jako ligandy wielofunkcyjne, moga mieé
istotne znaczenie dla dalszych modyfikacji strukturalnych zwigzkéw o potencjalnym dziataniu
przeciwdepresyjnym i/lub przeciwlgkowym.

2.5. Podsumowanie wynikow badan stanowiacych osiagniecie naukowe w postepowaniu
habilitacyjnym

W wyniku przeprowadzonych badan stanowigcych podstawe habilitacji, otrzymano biblioteke 90
zroznicowanych — strukturalnie ligandow receptorow 5-HT- i Do-receptorowych i blokerow
enzymatycznych, ktoére badano w kierunku zdefiniowania elementow w strukturze tricyklicznego
uktadu puryny, decydujacych o wlasciwosciach fizykochemicznych czasteczek oraz zwigzanej z nimi
aktywnos$ci farmakologicznej. Prezentowany cykl publikacji (H1-H7) stanowi przyktad planowego,
kompleksowego postepowania W zakresie poszukiwania nowych pochodnych 7-H-puryny
0 potencjalnej aktywnosci psychotropowe;.

Przeprowadzone zadania badawcze dotyczyty, w pierwszym etapie, zaprojektowania struktury nowych
zwiagzkéw w oparciu o farmakofory znanych ligandéw i wyniki badan wtasnych. Zaprojektowane
zwigzki otrzymano w wyniku opracowanej w tym celu i zoptymalizowanej, klasycznej, wieloetapowej
syntezy w roztworze, obejmujacej elementy techniki syntezy kombinatorycznej i syntezy rownoleglej,
w uzasadnionych przypadkach wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym. W dalszym etapie,
przeprowadzono badania chromatograficzne i spektralne dla oceny czysto$ci otrzymanych zwigzkéw
i potwierdzenia ich struktury chemicznej. Nastepnie, wykonano badania wiasciwosci
fizykochemicznych nowych zwigzkow, ze szczegblnym uwzglednieniem parametréw istotnych dla
proceséw farmakokinetycznych. Badania in vitro w kierunku aktywnoS$ci receptorowej i enzymatycznej,
takze profilu funkcjonalnej aktywnosci receptorowej, pozwolity na rozstrzygnigcie o potencjalnej
przydatnosci nowych zwigzkéw jako lekow OUN. Badania uzupemliono o analiz¢ stabilnosci
metabolicznej z wykorzystaniem enzyméw ludzkich. Kolejny etap, dotyczyt przedklinicznych badan
in vivo, w zakresie oceny przeciwdepresyjnego, przeciwpsychotycznego i/lub przeciwlekowego
dziatania wyselekcjonowanych zwigzkéw. Badania retrospektywne metodami modelowania
czasteczkowego dotyczace analizy sposobu wigzania aktywnych ligandéw do receptora, pozwolito na
uzupetienie danych dotyczacych okreslenia zalezno$ci pomigdzy struktura zwigzkow iich aktywnos$cia
oraz na zidentyfikowanie fragmentéw strukturalnych niezbednych dla wystgpienia oczekiwanej

aktywnosci farmakologiczne;.
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Przeprowadzone, multidyscyplinarne badania, pozwolity na weryfikacj¢ hipotezy badawczej,
dotyczacej celowosci tworzenia wielofunkcyjnych ligandéw o dziataniu psychotropowym, w oparciu
o struktury 1-arylopiperazyny i tricyklicznych pochodnych puryny.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna sformutowaé nastepujace wnioski:

1. Potaczenie dwoch uktadow farmakoforowych — 1-arylopiperazyny i tricyklicznych pochodnych
puryny, poprzez lacznik alkilenowy, prowadzi do uzyskania, zaréwno wysoce aktywnych
i selektywnych ligandéw receptoréw monoaminergicznych (5-HT i D), jak i do zwigzkow
o wieloreceptorowym profilu aktywnosci.

2. Uzyskane ligandy receptorowe wykazywaly zro6znicowany profil funkcjonalny
(ago/antagonistyczny) w stosunku do receptoréw 5-HT1a, 5-HT7 i Da.

3. W grupie badanych zwigzkow, dla uzyskania ligandow wielofunkcyjnych, w strukturze
zwigzkéw wystepuje wyrazna preferencja obecno$ci uktadu imidazo[2,1-flpuryno-2,4-dionu versus
uktad pirymido[2,1-f]puryno-2,4,8-trionu.

4, Analiza struktura-aktywno$¢ receptorowa wykazata, ze w przypadku pochodnych LCAPs
z terminalnym fragmentem opartym na strukturze imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu istotna jest obecno$é
w strukturze anelowanego do uktadu 7-H-puryny pierscienia, wigzania nienasyconego w potozeniu
6,7 lub tricyklicznego uktadu oraz podstawnika w potozeniu 7.

5. Wykazano, ze dla pochodnych LCAPs z terminalnym fragmentem, opartym na strukturze
puryny, wlasciwosci kwasowo-zasadowe tego fragmentu, moga w znaczacy sposob determinowac
obserwowane efekty w zakresie powinowactwa do SERT. Podstawnik w potozeniu 7 uktadu
imidazo[2,1-f]teofiliny ma decydujacy wptyw na parametry lipofilowosci.

6. Wstepne badania wykazaty, ze zwigzek o strukturze 8-(4-(6,7-dimetoksy-3,4-
dihydroizochinolino-2-butylo)-1,3-dimetylo-imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu, moze by¢ zwigzkiem
wiodacym (lead structure) dla dalszych modyfikacji strukturalnych, w celu uzyskania ligandow
wielofunkcyjnych o podwdjnym mechanizmie dziatania - receptorowym i enzymatycznym.

7. Wszystkie wyselekcjonowane do przedklinicznych badan behawioralnych, ligandy receptorowe
z komponentg blokera izoenzyméw PDE, wykazywaty wlasciwosci przeciwlekowe, przeciwdepresyjne
i/lub przeciwpsychotyczne.

Uzyskane informacje moja istotne znaczenie dla poszerzenia wiedzy w zakresie racjonalnego
poszukiwania kandydatow na leki psychotropowe w oparciu o ligandy receptorowe majace aktywnosé
blokera enzymatycznego. Potwierdzenie zasadnosci hipotezy w dalszych badaniach na przykladzie
innych chemotypow, moze w przysztoéci pozwoli¢ na zastosowanie takiej kombinacji, w celu uzyskania

nowych lekow, skutecznych w terapii schorzen psychiatrycznych.
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3. Pozostale osiagni¢cia naukowe
3.1. Aktywnos$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Realizowany w czasie studiow farmaceutycznych, kurs chemii lekéw na Wydziale
Farmaceutycznym UJCM, spowodowal moje zainteresowanie zalezno$cig pomiedzy strukturg
zwiazkow a ich aktywnoscig biologiczng. Zainteresowania rozwijatam w ramach pracy magisterskiej,
zrealizowanej w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ CM pod opickg naukowsg Prof. Alfreda Zejca
i Dr Jolanty Obniskiej. Praca dotyczyla syntezy zwiazkdéw o potencjalnym dziataniu
przeciwdrgawkowym w grupie pochodnych imidow kwasu bursztynowego, zawierajacych
ugrupowanie metylenopiperazynowe przy atomie azotu imidowego (zasady Schiffa) oraz pierscien
cyklopentanu w potozeniu 3 uktadu pirolidyno-2,5-dionu potaczony poprzez wegiel spiro (seria I), lub
podstawnik 2-chlorofenylowy (seria Il). Przeprowadzitam syntezg, analize danych spektralnych
zwigzkow, z ktorych seria II, w badaniach w ramach programu poszukiwania nowych lekow
przeciwpadaczkowych Amerykanskiego Narodowego Instytutu Zdrowia (Bethesda), wykazata
dziatanie ochronne wobec drgawek wywotanych pragdem elektrycznym. Na bazie wynikéw uzyskanych
W pracy magisterskiej powstaty publikacje (D1 — D5), dotyczace aktywnos$ci przeciwdrgawkowej
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu. Po zatrudnieniu na etacie asystenta w Katedrze Chemii
Farmaceutycznej UJ CM moje prace badawcze zwigzane byly z tematyka poszukiwania substancji
biologicznie aktywnych w grupie pochodnych teofiliny i dotyczyly syntezy chemicznej potaczen
o potencjalnej aktywnosci, m.in. kragzeniowej i o§rodkowe;j.
Synteza potaczen o spodziewanym dziataniu na uktad krazenia, dotyczyta niektorych analogéw znanych
inhibitorow konwertazy angiotensynowej (IKA) w grupie pochodnych prolino[2,1-f]teofiliny. Istota
problemu bylo opracowanie optymalnych warunkow reakcji acylacji atomu azotu proliny
skondensowanego z uktadem teofiliny, przy zastosowaniu chlorkow kwasow chlorooctowego,
i chlorobutanowego. W wyniku przeprowadzonych badan, wykazalam poprzez analize widm
korelacyjnych, iz mimo zastosowania réznych wariantow prowadzenia reakcji preferowana jest reakcja
alkilacji, niz acylacji [zatgcznik 3A, rozdziat 2.4, S3]. Drugim nurtem moich badan byto poszukiwanie
zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci farmakologicznej w grupie hydroksy-, alkanolo- i dialkilo-
amidowych  pochodnych kwasu pirymido-8-ono[2,1-f]teofilino-9-alkilo-karboksylowego oraz
morfolino i dialkilo-amidowych pochodnych imidazo[2,1-f]teofliny. Badane zwiazki wywieraty
zroznicowany wplyw na cisnienie krwi i EKG [D6]. W zwigzku z rozwojem obszaru badan, jakim byto
poszukiwanie ligandow receptorow serotoninowych, zostatam wiaczona w przygotowanie grantu KBN
2P05F04226, realizowanego w latach 2004-2006 o temacie ,,Pochodne aryloalkilopiperazyn z mono-
I tri-heterocyklicznym ukladem azolowym, o potencjalnym dziataniu przeciwlgkowym i/lub
przeciwdepresyjnym oraz neuroleptycznym”. M¢j wklad pracy polegal na syntezie chemicznej,
ztozonych pochodnych arylopiperazynowych o dziataniu o$rodkowym, w szczegolnosci ligandow
receptorow serotoninowych typu 5-HT1a i/lub 5-HT2a. Tematyka ta byta przedmiotem badan w ramach

pracy doktorskiej, ktora obronitam z wyrdznieniem, pod kierunkiem prof. Macieja Pawlowskiego. Tytut
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pracy ,,Tricykliczne pochodne teofiliny z ugrupowaniami aryloalkilopiperazynowymi jako ligandy
receptorow osrodkowego uktadu nerwowego”. Praca stanowi poczatek moich badan nad tricyklicznymi
pochodnymi teofiliny o aktywnos$ci osrodkowe;j. Jej rezultaty pozwolity na wyciagnigcie wnioskow
ogblnych, dotyczacych zaleznosci  struktura-aktywno$¢ receptorowa 1 profil  dziatania
farmakologicznego w poréwnaniu z klasycznymi metyloksantynami. W tamtym okresie, nawigzatam
wspoOltprace naukowg z Zaktadem Badan Nowych Lekow IF PAN, kierowanym przez prof. dr hab. Ewg
Chojnacka-Wojcik oraz z Pracownig Spektroskopii NMR Katedry Chemii Organicznej UJ CM.

Efektem mojej aktywnos$ci naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
farmaceutycznych, byto wspoétautorstwo w 6 publikacjach oryginalnych (sumaryczny IF = 5,7;
punktacja MNiSW: 41).

3.2. Aktywnos$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, moja aktywnos$¢ naukowa zwigzana byta gtéwnie
z projektowaniem, synteza i badaniem wlasciwosci fizykochemicznych, nowych, tricyklicznych
pochodnych puryny, z ugrupowaniami 0 zréznicowanej strukturze i przewidywanej aktywnos$ci
psychotropowej (zatacznik 4A). Rownolegle, rozpoczetam syntezg¢ zwigzkéw z rdznych grup
chemicznych (pochodne pirolidonu, piperydonu, kwasu piperydynowego, pochodnych butyrofenonu)
0 potencjalnej aktywnosci w ww. Kierunku. Moja dziatalno$¢ naukowa ulegta znacznemu poszerzeniu,
glownie za sprawg zaangazowania w projekty subsydiowane ze $rodkow Ministerstwa Nauki
1 Szkolnictwa Wyzszego oraz Narodowego Centrum Badan i Rozwoju.

W latach 2008-2011, w ramach projektu ,,Opracowanie innowacyjnego leku stosowanego w terapii
schorzen os$rodkowego uktadu nerwowego (OUN) — schizofrenii, depresji, lgku”, dofinansowanego
przez NCBIiR w ramach programu Inicjatywa Technologiczna I, projekt nr KB/88/12655/1T1-C/U/08,
bytam wykonawca zadan syntetycznych. Projekt realizowano we wspolpracy z firmg farmaceutyczng
Adamed Sp. z o.0. (Pienkow), Instytutem Psychiatrii i Neurologii w Warszawie i Politechnika
Krakowska. Wsérod zsyntetyzowanych z moim udzialem zwigzkéw, znalazto si¢ 5 substancji
zastrzezonych w zgltoszeniu patentowych WO 2013/001498, ktorego jestem wspoitworea.

W latach 2009-2012 bylam wykonawca cze$ci zadan syntetycznych w ramach grantu MNiSW pt.
,,Poszukiwanie nowych zwigzkdéw biologicznie aktywnych o potencjalnym dziataniu psychotropowym
w grupie ligandéw receptorow monoaminergicznych” Nr NN405 378437 (kierownik Prof. Maciej
Pawlowski). W wyniku realizacji programu, syntetyzowatam biblioteke 20 pochodnych LCAPs
potaczonych z uktadem pirymido[2,1-f]puryno-2,4,8-(1H,3H,9H)-trionu. Z serii tej, jeden ze zwigzkow
wykazywal powinowactwo do receptordw monoaminoergicznych, przy czym nie zaobserwowano
wysokiej selektywnos$ci wobec okreslonego podtypow receptora 5-HT i D.

W latach 2011-2013 bylam zaangazowana jako wykonawca zadan syntetycznych w ramach grantu
MNISW pt. ,Poszukiwanie zwiazkow biologicznie aktywnych wsrod ligandow receptorow

serotoninowych, szczegoélnie 5-HT7 i dopaminowych, o potencjalnym dziataniu psychotropowym"
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UMO-2011/01/B/NZ4/00695 (kierownik Prof. Anna Wesotowska). W wyniku realizacji programu,
zostata przebadana in vivo, biblioteka zwiazkow, dla ktorych czgs¢ wynikow badan farmakologicznych
znajduje si¢ w publikacji H4, D2 i D4.
Zasadniczy nurt moich badan stanowigcych podstawe habilitacji, zostat zrealizowany dzigki uzyskaniu,
realizacji w latach 2013-2016 grantu MNiSW, NCN nr UMO-2012/07/B/NZ7/01173). pt. ”Synteza i
wilasciwosci farmakologiczne mono-, di- i tri-heterocyklicznych pochodnych azolowych, jako
kombinowanych ligandow receptorowych i inhibitoréw fosfodiesteraz, 0 potencjalnym dziataniu
psychotropowym” (H4,H6,H7) (kierownik Prof. Maciej Pawtowski). W grancie tym petnitam funkcje
wykonawcy zadania dotyczacego syntezy i resyntezy zwigzkéw. Do moich zadan nalezato opracowanie
metod badawczych dla czterech serii zwigzkow 2z rdéznych grup chemicznych. Nastepnie,
koordynowatam prace badawcze obejmujace syntezg, w tym raportowanie roczne i przygotowanie
zwigzkéw do badan in vitro. Przeprowadzatam szczegotows interpretacje wynikow badan oraz
kwalifikacje wybranych zwigzkow chemicznych do kolejnych etapéw, w tym do resyntezy i badan in
vivo. Szeroki zakres obowigzkow spowodowat znaczne poszerzenie mojej wiedzy i kompetencji.
Zdobyte doswiadczenie w zakresie syntezy zwigzkéw z roznych grup chemicznych, pozwolily mi na
udziat w charakterze wykonawcy syntezy (w latach 2012-2015), w grancie NCN
nr UMO-2011/03/B/NZ7/00635, pt. ,,Czg¢sciowi agonisci receptoréw alfa-2-adrenergicznych jako nowa
perspektywa skutecznego i bezpiecznego zmniejszania masy ciata” (kierownik Dr Magdalena
Kotanska). Zaplanowane do syntezy zwiagzki; pochodne guanidyny i gaunabenzu, obecnie stanowig
przedmiot zgtoszenia innowacji w ramach Centrum Transferu Technologii UJ (CITTRU).
Podsumowujac, efektem mojej aktywno$ci naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora
nauk farmaceutycznych, bylo wspotautorstwo w 14 pracach oryginalnych opublikowanych w

czasopismach z Listy Filadelfijskiej (sumaryczny IF = 23,673, punktacja MNiSW: 286).
3.3. Najblizsze plany naukowe

Wyniki wczesniejszych badan, pozwolity na rozszerzenie koncepcji ligandow kombinowanych, jako
zwigzkOéw o potencjalnej aktywnosci na rézne cele biologiczne. Inhibitory PDE sg nowym celem
terapeutycznym dla roznych schorzen o podtozu immunologicznym, takich jak przewlekty stan zapalny,
choroby neurodegeneracyjne, stwardnienie rozsiane, urazy rdzenia kregowego i choroba Parkinsona.
Celem moich nowych badan jest opracowanie metod syntezy pochodnych triazyno[3,4-f]puryno-6,8-
dionu z podstawnikami (arylowymi, arylopiperazynowymi), ktérych struktura stanowi¢ bedzie
cykliczne analogi znanych inhibitoréw PDE4 i/lub PDE7. Badania te stanowig integralng cze$¢ projektu
NCN, zakwalifikowanego do finansowania i realizacji od lipca 2015 pt. ,,Nowe dualne inhibitory PDE4
i PDE7 w grupie pochodnych puryny i deazapuryny - perspektywa dla terapii choréb o podiozu
autoimmunologicznym” UMO-2014/15/B/NZ7/00885 (kierownik Prof. Maciej Pawlowski).

Doswiadczenie zdobyte w czasie realizacji zroznicowanych pod wzgledem tematycznym programow

naukowych zaowocowato sformutowaniem wtasnej koncepcji nowych zwiazkow wielofunkcyjnych,
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ktére poprzez jednoczesne hamowanie fosfodiesterazy 10A (PDE10A) oraz interakcje z wybranymi
receptorami serotoninergicznymi (5-HT1a/5-HT?) i dopaminergicznymi D, - moga korzystnie wptywac
na poprawe funkcji poznawczych w przebiegu terapii depresji, stanow lekowych oraz schizofrenii.
Zaplanowane w ramach projektu badania zalezno$ci pomigdzy struktura zwigzkoéw i aktywnosciag
farmakologiczng, maja na celu weryfikacj¢, na poziomie molekularnym, hipotezy zaktadajacej, ze
wprowadzenie podstawnika arylo-piperazynowego do czasteczki selektywnego inhibitora PDE10A,
zwigzku PQ-10, spowoduje rozszerzenie oddzialywania tego typu potaczen na grupg wybranych,
monoaminoergicznych receptorow (5-HT1a/5-HT7 i D). Okreslenie zaleznosci pomigdzy strukturg
badanych zwigzkow a zaobserwowanym profilem aktywnosci farmakologicznej (powinowactwo
receptorowe, aktywno$¢ wobec enzymow), pozwoli na poszerzenie stanu wiedzy na temat roli
receptorowych i receptorowo niezaleznych mechanizméw przekazywania sygnatu, w regulacji funkcji
poznawczych w przebiegu depresji, stanow lekowych oraz schizofrenii. Uposledzenie funkcji
poznawczych, towarzyszace schizofrenii, nie jest spowalniane przez leki przeciwpsychotyczne, ktore
dziataja w oparciu o antagonizm wobec receptora D,, co wywoluje w nastepstwie odhamowanie
aktywnosci cyklazy adenylanowej. Ze wzgledu na fakt, iz w mozgu lokalizacja receptorow D jest
komplementarna z obecnoscia PDE10A, wydaje si¢, ze hamowanie PDE10A moze spowodowac¢ efekty
podobne funkcjonalne do blokady receptorow D». Stwierdzono obecno$¢ PDE10A w Kkorze
przedczotowej, gdzie uposledzenie transmisji cAMP jest odpowiedzialne za ostabienie procesow
poznawczych. Jeden z selektywnych inhibitorow PDEIOA - zwigzek PQ-10, badano w tescie
rozpoznawania nowych obiektow, z indukowanym przez podanie skopolaminy i zwigzku MK-801
deficytem pamigci. W dawce 0,3 mgkg zwigzek PQ-10 wywotywal odwrocenie objawow
indukowanych zaréwno przez skopolaming jak i MK-801. Potwierdza to poglad, Ze inhibitory PDE10A
moga by¢ odpowiednimi kandydatami na leki, zdolne do poprawy funkcji poznawczych. Z powyzszych
wzgledow zajetam si¢ synteza zréznicowanych strukturalnie analogéw zwiazku PQ-10, jako
wielofunkcyjnych ligandow, dajacych mozliwosci poprawy funkcji poznawczych w zwierzgcych
modelach depres;ji, leku i schizofrenii.

Obecnie, jestem rowniez wykonawca w projekcie pt. ,,Synteza i badania farmakologiczne nowych
pochodnych benzizoksazolopropylopirolidyny jako wielofunkcyjnych ligandow o potencjalnych
wiasciwosciach prokognitywnych i przeciwpsychotycznych”, nr 2014/15/D/NZ7/01789 (kierownik Dr

Monika Marcinkowska), gdzie zajmuje si¢ resynteza aktywnych farmakologicznie zwigzkow.

- %ZMWL
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