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1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA DOROBKU NAUKOWEGO

W latach 1998-2003 studiowalem na Wydziale Farmaceutycznym Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Prace magisterska pod tytutem ,,Synteza
oraz badanie wilasciwosci lipofilowych polgczen z grupy 1,3-podstawionego pirolidyno-2,5-
dionu o potencjalnym dziataniu przeciwdrgawkowym”, wykonatem pod kierunkiem dr Jolanty
Obniskiej w Katedrze Chemii Farmaceutycznej CM-UJ, uzyskujagc, w 2003 roku, tytut
magistra farmacji. Studia ukonczytem w grupie 5% najlepszych absolwentow wydziatu. Od
pazdziernika tego samego roku zostatlem przyjety na studia doktoranckie, ktore realizowalem
pod opieka naukowg prof. dr hab. Macieja Pawlowskiego. W 2006 r. zostatem zatrudniony na
stanowisku asystenta w Katedrze Chemii Farmaceutycznej CM-UJ, a gtéwnym obszarem
moich zainteresowan bylo poszukiwanie nowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu
dzialajacych w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem
substancji o aktywnos$ci przeciwdrgawkowej. Prace te prowadzilem w zespole kierowanym
przez dr hab. Jolantg Obniska. Zagadnienie to stanowito zasadniczy kierunek badan ujetych
w mojej rozprawie doktorskiej, a takze znalazto odzwierciedlenie w serii publikacji bedacych
przedmiotem niniejszego postepowania habilitacyjnego.

Stopien naukowy doktora nauk farmaceutycznych w dyscyplinie chemia lekow, zostat
mi nadany uchwalg Rady Wydziatu Farmaceutycznego UJ-CM w Krakowie w roku 2008, na
podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,,Badania chemiczno-farmakologiczne N-fenylo-
aminowych pochodnych imidow kwasu bursztynowego o potencjalnej aktywnosci
przeciwdrgawkowej”, wykonanej pod kierunkiem dr hab. Jolanty Obniskiej. Rozprawa ta
zostata wyrozniona decyzja Rady Wydzialu UJ-CM, a takze Nagroda indywidualng
pierwszego stopnia przyznang przez Ministra Zdrowia 16 grudnia 2009 r. Na tym etapie
rozwoju naukowego modj dorobek naukowy obejmowal wspodtautorstwo w 13 pracach
oryginalnych o sumarycznym wspoétczynniku impact factor (IF) rownym 14,586.

Od 1 pazdziernika 2009 r. jestem zatrudniony na stanowisku adiunkta w Zaktadzie
Chemii Lekow Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ-CM w Krakowie. Oprocz zasadniczego
kierunku badawczego stanowigcego podstawe niniejszej habilitacji, tj. poszukiwania nowych
substancji przeciwpadaczkowych, w ostatnich latach moje zainteresowania naukowe ulegly
znacznemu poszerzeniu i skupity si¢ na zwigzkach o potencjalnej aktywnos$ci przeciw-
psychotycznej, przeciwdepresyjnej, anksjolitycznej oraz prokognitywnej.

Obecnie, na moj dorobek naukowy sktada si¢ 36 prac oryginalnych, opublikowanych

w czasopismach znajdujacych si¢ na Liscie Filadelfijskiej, 4 zgloszenia patentowe (2 polskie,
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2 miedzynarodowe) oraz 2 prace pogladowe. Sumaryczny impact factor (IF) wynosi 66,834
punktacja MNiSW 747, liczba cytowan wg Web of Science (na dzien 18.08.2015): 289 oraz
indeks Hirscha wynoszacy 11. Wyniki prowadzonych przeze mnie badan prezentowalem
w formie zaproszonego referenta na konferencjach zagranicznych i krajowych - 31°
Camerino-Cyprus-Noordwijkerhout Symposium, Camerino, Wilochy (19-23.05.2013 r.),
1l Konserwatorium Chemii Medycznej, Lublin (20-22.09.2010 r.), The Sixth
Multidisciplinary Conference on Drug Research, Przemysl, Krasiczyn (26—28.05.2008 r.).
Jestem wspotautorem 47 doniesien zjazdowych prezentowanych w formie plakatow
i komunikatow ustnych na zagranicznych i krajowych konferencjach i sympozjach
naukowych.

Aktualnie kieruj¢ 1 projektem badawczym finansowanym przez Narodowe Centrum
Nauki (NCN 2012/05/D/NZ7/02328) pt. ,,Poszukiwanie nowych substancji o zréznicowanych
wlasciwosciach protekcyjnych w zwierzecych modelach drgawek padaczkowych wsrod
amidowych pochodnych kwasu 1-(2,5-dioksopirolidyn-1-ylo)-octowego”, a takze uczestnicze
(lub uczestniczylem) jako wykonawca w realizacji innych projektéw finansowanych ze
srodkow NCN (2 projekty), NCBIR (2 projekty), PO 1G (1 projekt), MNiSW (1 projekt) oraz
KBN (1 projekt). Ponadto, w ramach dziatalnosci naukowej od 2006 roku bytem
kierownikiem 7 projektow badawczych zwigzanych z poszukiwaniem nowych lekow

przeciwpadaczkowych subsydiowanych ze srodkow UJ-CM.

2. PREZENTACJA OSIAGNIEC STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACJI
(ZGODNIE Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R.
O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH
I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI, Dz.U. NR 65, POZ. 595, Z POZN. ZM.)

Przedstawiony do oceny cykl publikacji sktada si¢ z sze$ciu oryginalnych prac
naukowych opublikowanych w czasopismach z listy JCR w latach 2011-2015 i opisuje
zwarte tematycznie badania z zakresu chemii medycznej zatytulowane: ,,Nowe pochodne
pirolidyno-2,5-dionu o strukturze hybrydowej w  poszukiwaniach lekéow  przeciw-
padaczkowych ”. Zgodnie z analizg bibliometryczng sumaryczny wspotczynnik impact factor
(IF) prezentowanego cyklu wynosi 17,073, a odpowiadajaca mu punktacja MNiSW 170.

We wszystkich pracach jestem autorem pierwszym i korespondujacym.
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2.1. WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACJI

H-1. Kaminski, K.; Rzepka, S.; Obniska, J. Synthesis and anticonvulsant activity of new
1-[2-0x0-2-(4-phenylpiperazin-1-yl)ethyl]pyrrolidine-2,5-diones. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2011, 21, 5800-5803. (IF2011=2,554, Punktacja MNiSW: 30,000)

H-2. Kaminski, K.; Obniska, J.; Wiklik, B.; Atamanyuk, D. Synthesis and anticonvulsant
properties of new acetamide derivatives of phthalimide, and its saturated cyclohexane and
norbornene analogs. Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 4634-4641. (1F,11=3,346, Punktacja
MNiSW: 35,000)

H-3. Kaminski, K.; Zagaja, M.; Luszczki, J.J.; Rapacz, A.; Andres-Mach, M.; Latacz, G.;
Kie¢-Kononowicz, K. Design, synthesis and anticonvulsant activity of new hybrid compounds
derived from 2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)propanamides and 2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-
yl)butanamides. J. Med. Chem. 2015, 58, 5274-5286. (IF2015=5,447, Punktacja MNiSW:
45,000)

H-4. Kaminski, K.; Rapacz, A.; Luszczki, J.J.; Latacz, G.; Obniska, J.; Kie¢-Kononowicz,
K.; Filipek, B. Design, synthesis and biological evaluation of new hybrid anticonvulsants
derived from N-benzyl-2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)propanamide and 2-(2,5-dioxopyrrolidin-
1-yhbutanamide derivatives. Bioorg. Med. Chem. 2015, 23, 2548-2561. (1F015=2,793,
Punktacja MNiSW: 30,000)

H-5. Kaminski, K.; Wiklik, B.; Obniska, J. Synthesis, anticonvulsant properties, and SAR
analysis of differently substituted pyrrolidine-2,5-diones and piperidine-2,6-diones. Arch.
Pharm. 2014, 347, 840-852. (1F4014=1,531, Punktacja MNiSW: 20,000)

H-6. Kaminski, K.; Wiklik, B.; Obniska, J. Synthesis and anticonvulsant activity of new

N-phenyl-2-(4-phenylpiperazin-1-yl)acetamide derivatives. Med. Chem. Res. 2015, 24, 3047—
3061. (IF2015=1,402, Punktacja MNiSW: 10,000)
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Badania bedgce przedmiotem postepowania habilitacyjnego zostaly wykonane

W nastgpujacych osrodkach:

1.

Syntezg¢ wszystkich substratow oraz potaczen finalnych opisanych w pracach H-1 — H-6
przeprowadzono w Zaktadzie Chemii Lekoéw Katedry Chemii Farmaceutycznej Wydziatu
Farmaceutycznego UJ-CM w Krakowie,

Badania farmakologiczne in vivo (myszy, szczury) w pracach H-1, H-2, H-5, H-6
w kierunku aktywno$ci przeciwdrgawkowej, tj. test maksymalnego elektrowstrzasu
(MES), test drgawek wywotanych podskérnym podaniem pentylenetetrazolu (ScPTZ),
test drgawek wywotanych pragdem o niskiej czgstotliwosci 6 Hz oraz test obracajgcego si¢
preta (rotarod) begdacego miarg neurotoksycznosci ostrej wykonano w ramach
amerykanskiego programu poszukiwania nowych lekéw przeciwpadaczkowych -
Anticonvulsant Drug Development Program w Narodowym Instytucie Zdrowia (NIH,
National Institutes of Health, Rockville Pike, Bethesda, MD, USA),

Badania farmakologiczne in vivo (myszy) w pracy H-3 w kierunku aktywnosci
przeciwdrgawkowej, tj. test MES, scPTZ, 6 Hz oraz test komina bgdacy miarg neuro-
toksycznosci ostrej wykonano w Samodzielnej Pracowni Analiz 1zobolograficznych
Instytutu Medycyny Wsi w Lublinie,

Badania farmakologiczne in vivo (myszy) w publikacji H-4 w kierunku aktywnos$ci
przeciwdrgawkowej, tj. test MES, scPTZ oraz test obracajacego si¢ preta (rotarod)
bedacego miarg neurotoksyczno$ci ostrej wykonano w Zaktadzie Farmakodynamiki
Katedry Farmakodynamiki Wydziatu Farmaceutycznego UJ-CM w Krakowie,

Badania in vitro stabilnosci metabolicznej z wykorzystaniem ludzkich mikrosomow
watrobowych (HLMs, Human Liver Microsomes), ocen¢ wptywu substancji na funkcje
izoformy CYP3A4 cytochromu P-450, dziatania anytproliferacyjnego i cytotoksycznego,
opisane w pracach H-3, H-4 przeprowadzono w Katedrze Technologii i Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych Wydziatu Farmaceutycznego UJ-CM w Krakowie,

Badania modelowania przemian metabolicznych in silico w pozycjach H-3, H-4
z wykorzystaniem programu MetaSite 4.1.1 (Molecular Discovery Ltd.) wykonano
w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydziatu
Farmaceutycznego UJ-CM w Krakowie,

Badania in vitro prezentowane w publikacjach H-3, H-6 w kierunku powinowactwa do
napi¢ciowo-zaleznych kanatow sodowych i/lub wapniowych (typ L, N) wykonano

komercyjnie w laboratoriach Cerep (Poitiers, Francja).
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2.2. PREZENTACJA WYNIKOW STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACJI

2.2.1. WPROWADZENIE

Padaczka jest jednym z najczestszych, przewlektych schorzen osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN), dotykajacym okoto 50 milionéw ludzi na $wiecie.’® Nalezy ona do
chorob neurologicznych zwigzanych z zaburzeniami pobudliwo$ci 1 przewodnictwa
neuronalnego. Przez wiele lat padaczke uznawano za chorobe ludzi mtodych, jednak ostatnie
dane pokazuja, iz wskaznik zachorowalnosci wsrod osob starszych ulega nieustannemu
wzrostowi.*® Glowna przyczyna padaczki w tej grupie wiekowej sa choroby naczyniowe
1 nowotwory mézgu, a takze schorzenia neurodegeneracyjne, wsrdd ktoérych najwazniejsze to

. . . 6,7
choroba Alzheimer’a i Parkinson’a.

Padaczka w podesztym wieku jest zatem przedmiotem
wzrastajacej uwagi, problemy zwigzane z jej objawami, konieczno$¢ farmakoterapii,
nabierajg coraz wigkszego znaczenia, szczegéOlnie w aspekcie obserwowanych zmian
demograficznych polegajacych na stopniowym starzeniu si¢ spoteczefnstw krajow wysoko

rozwinigtych.

Obecnie wyrdznia si¢ okoto 40 postaci klinicznych napadéw padaczkowych. Choroba
ta, manifestujgca si¢ na tak wiele sposobow, jest ciggle przedmiotem badan elektro-
fizjologicznych, genetycznych, jak i klinicznych. Ich wyniki pozwalaja na lepsze zrozumienie
procesOw powstawania zaburzen na poziomie komoérkowym, rzutuja na skuteczniejsza
diagnostyke typéw napadow, w perspektywie dajac mozliwosci bardziej racjonalnego
leczenia i poprawy rokowan u pacjentow. Zgodnie z wytycznymi International League
Against Epilepsy, wytadowania padaczkowe, wystepujace rownoczes$nie w szerokim zakresie,
w obu potkulach moézgowych, okresla si¢ mianem napadéw uogdlnionych. Jezeli
synchroniczne wytadowania grup neurondéw s3g ograniczone do jednego miejsca, woOwczas
mamy do czynienia z tzw. napadami czgéciowymi, nazywanymi niekiedy ogniskowymi. Gdy
w trakcie epizodu padaczkowego chory zachowuje $wiadomos¢, napady okresla si¢ jako
proste, natomiast przy zaburzonej $wiadomosci; jako zlozone. Pojedyncze ognisko
padaczkowe moze by¢ (w wielu przypadkach) przyczyna synchronicznej aktywacji calej kory

mozgowej; napady takie okresla si¢ terminem napadéw wtdrnie uogélnionych.8

Farmakoterapia jest podstawowa metoda postepowania leczniczego, a jej nadrzgdnym
celem jest uwolnienie chorego od wystgpowania napadoéw. Leki przeciwpadaczkowe (LPP)
dzialaja objawowo, znoszac lub ograniczajac liczbg epizoddw, nie posiadaja jednak zdolnosci

hamowania procesu epileptogenezy; co oznacza, ze nie eliminujg zmian organicznych
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w OUN, stanowiagcych podioze schorzenia.™*® Leki przeciwpadaczkowe mozemy podzieli¢ na
klasyczne tzw. pierwszej generacji, do ktorych naleza m.in.: karbamazepina, kwas
walproinowy, fenytoina, fenobarbital, benzodiazepiny, etosuksymid oraz nowe tworzace
drugg 1 trzecig generacje, m.in: gabapentyna, okskarbazepina, lamotrygina, tiagabina,
wigabatryna, topiramat, lewetyracetam, pregabalina, lakozamid. Terminem ,nowe leki
przeciwpadaczkowe” okresla si¢ preparaty wprowadzone do lecznictwa w latach 90-tych XX
i na poczatku XXI wieku. Leki te charakteryzuja si¢ z reguly lepsza tolerancjg oraz mniejsza
czestotliwoscig wystepowania dziatan niepozadanych, posiadajg korzystniejsze parametry
farmakokinetyczne, wyrazajace si¢, m.in. w szybkim, iloSciowo znacznym (czasami
catkowitym) wchtanianiem z przewodu pokarmowego, brakiem lub niewielkim stopniem
wigzania si¢ z biatkami krwi, wydluzonym okresem biologicznego pottrwania, liniowa
farmakokinetyka; warunkujaca nasilenie dziatania farmakologicznego proporcjonalne do
dawki. W przypadku wigkszo$ci substancji, brak aktywnych metabolitow pozwala na
uniknigcie dziatan toksycznych, szczegoélnie zwigzanych z funkcja watroby. Leki te nie
wpltywaja lub wptywaja w niewielkim stopniu na aktywnos$¢ enzymoéw watrobowych, przez
co w sposob zasadniczy zostaje ograniczona mozliwo$¢ wystapienia interakcji lekowych.'
Pod wzgledem mechanizméw dziatania biologicznego wsrdd lekow przeciwpadaczkowych

wyrdzniamy:

e modulatory kanaléw jonowych; blokery kanalow sodowych, wapniowych oraz
aktywatory kanatow potasowych,

e modulatory GABA; nasilajace osrodkowe efekty GABA-ergiczne,

e modulatory neurotransmisji pobudzajacej; blokery receptorow dla aminokwasoéw
pobudzajacych (NMDA i AMPA),

e zwigzki o dziataniu cholinomimetycznym (agonisci receptoréw muskarynowych),

e ligandy receptorow glikoproteinowych SV2A,

¢ inhibitory anhydrazy weglanowe;,

e antagonistow neuropeptydow Y i Y5 oraz modulatory neuropeptydu Y,

e niespecyficznych agonistow receptorow sprzgzonych z biatkiem G (GPCR),

e antagonistow receptorow kainowych.

Nalezy rownoczesnie podkresli¢, ze mechanizm dziatania niektorych substancji
o wysokiej aktywnosci w badaniach in vivo nie zostat dotychczas w pehi wyjas'niony.12
Aktualny stan wiedzy oraz perspektywy dotyczace farmakoterapii padaczki opisano w pracy

przegladowej, ktoérej jestem wsp(')iautorem.13
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2.2.2. CHARAKTERYSTYKA PROBLEMU

Pomimo niewatpliwego postepu nauk medycznych i farmaceutycznych oraz badan
prowadzonych na calym $wiecie padaczka stanowi w dalszym ciggu duzy problem
terapeutyczny, a niekontrolowane napady padaczkowe w istotnym stopniu obnizajg jako$¢
zycia pacjentow i mozliwosci ich codziennego funkcjonowania. Warto podkresli¢, ze mimo
wprowadzenia do lecznictwa w ostatnim dziesiecioleciu wielu nowych lekow stosowanych do
leczenia padaczki, zlozonych schematéow postepowania terapeutycznego  oraz
zaawansowanych badan klinicznych ,kandydatdow” na nowoczesne preparaty, nadal nie
znaleziono substancji, ktore bylyby wysoce skuteczne w monoterapii wielu typéw napadow
padaczkowych, nie wywotujac przy tym nasilonych, znaczacych objawow niepozadanych.

Obecnie, lecznictwo dysponuje duza liczbg lekow przeciwpadaczkowych, zarowno
konwencjonalnych (klasycznych), stosowanych od wielu lat, jak i lekéw nowej generacji,
ktérych wprowadzenie jest wyrazem statego, znaczacego postepu w zakresie mozliwosci
farmakoterapii tego schorzenia.'*® Otrzymano wiele nowych, strukturalnie oryginalnych
substancji leczniczych oraz wprowadzono do terapii nowoczesne postaci lekdéw, wsrod
ktérych szczegdlne znaczenie majg preparaty doustne o kontrolowanym uwalnianiu substancji
aktywnej. Analiza skuteczno$ci lekow przeciwpadaczkowych pokazuje, ze pelng remisje
choroby udaje si¢ osiggna¢ u okoto 50% pacjentéw po zastosowaniu pierwszego, wybranego
leku. Blisko 30% chorych wymaga leczenia skojarzonego; dwoma lub trzema preparatami.
Niemniej jednak, az u 25% pacjentéw tej grupy, nie uzyskuje si¢ zadowalajacej poprawy,
mimo stosowania réznych kombinacji lekow przeciwpadaczkowych,'” a taka postaé¢ choroby
okresla si¢ terminem padaczki lekoopornej. Uwzgledniajagc dane z o$Smiu najwigkszych
rynkéw $wiata, cierpi na nig od 1,2 miliona do 1,8 miliona ludzi.*? Powazna przyczyna
niepowodzenia farmakoterapii s3 objawy niepozadane, towarzyszace przewleklemu
przyjmowaniu lekow przeciwpadaczkowych.'®!® Dobra tolerancja preparatu stanowi wiec,
niezmiernic wazng sktadowg skutecznego postepowania farmakoterapeutycznego.
Dowiedziono bowiem, ze ws$réd chorych ze zdiagnozowang padaczka, niepowodzenie
leczenia jest czeSciej wynikiem wystepujacych objawdw niepozadanych, niz niskiej
skutecznosci lekow.?’ Od dobrego leku przeciwpadaczkowego oczekuje si¢ zatem, ze bedzie
podwyzszal préog drgawkowy, przy jednocze$nie minimalnym wplywie na prawidlowsa
pobudliwo$¢ neurondéw, dziatat efektywnie w réznych postaciach padaczki, w tym przede

wszystkim w padaczce lekoopornej, w dawkach skutecznych powodowal mozliwie jak
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najmniejszg sedacje, a przy dtugotrwatym stosowaniu, wywolywal jedynie niezbyt nasilone

dziatania niepozadane.

2.2.3. METODY POSZUKIWANIA NOWYCH LEKOW PRZECIWPADACZKOWYCH

Nie do konca poznana etiologia napadéw padaczkowych oraz ztozony, a w wielu
przypadkach nieznany mechanizm dziatania lekéw przeciwpadaczkowych, utrudnia
racjonalne metody otrzymywania nowych polaczen w oparciu o trojwymiarowg strukture celu
biologicznego (ang. structure-based drug design). Dlatego tez, w odrdznieniu od lekéw
o $cisle zdefiniowanym mechanizmie dziatania biologicznego i z dobrze poznanym celem
molekularnym, poszukiwanie kandydatow na nowe leki przeciwpadaczkowe jest bardziej
ztozone i wykorzystuje metode projektowania opartego na podobienstwie do istniejagcych
ligandow (ang. ligand-based drug design), metod¢ projektowania w oparciu o farmakofor
(ang. pharmacophore-based drug design) oraz stosujac do tego celu badania skryningowe

w zwierzgcych modelach drgawek padaczkowych in vivo (ang. screening approaches).

2.2.3.1. PROJEKTOWANIE OPARTE NA PODOBIENSTWIE DO ISTNIEJACYCH LIGANDOW

(Ligand-based drug design)

Metoda ta polega na projektowaniu zwigzkéw bedacych kandydatami na nowe leki
przeciwpadaczkowe w oparciu o strukture istniejagcych substancji leczniczych, chara-
kteryzujacych si¢ dowiedziong przydatnos$cia klinicznq.21 Istota tego postgpowania sg
modyfikacje chemiczne aktywnych polaczef, ktorych zasadniczym celem jest otrzymanie
zwigzkow charakteryzujacych si¢ wyzsza skutecznoscia w zwierzecych modelach drgawek
padaczkowych i/lub mniejszg iloscig efektow ubocznych w poréwnaniu do modelowych
lekow przeciwpadaczkowych. Warto podkresli¢, ze poprawa bezpieczenstwa moze znajdowaé
rébwniez wyraz w korzystniejszych parametrach farmakokinetycznych, co w szczegdlnoSci
dotyczy przemian metabolicznych, prowadzacych w wielu przypadkach do toksycznych
metabolitow lub interakcji migdzylekowych. Metoda ta zostala wykorzystana z sukcesem
w projektowaniu, a nastgpnie syntezie, szeregu najnowszych polaczen, tworzacych tzw.
trzecig generacje lekow przeciwpadaczkowych, badz substancji bedacych aktualnie w za-
awansowanych fazach badan klinicznych, do ktorych zaliczy¢ mozna m.in. eslikarbazeping,

brywaracetam, seletracetam, pregabaline, walrocemid, oraz zwiazek JZP-4.22?° Przyktadowy
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zakres modyfikacji chemicznych macierzystych lekow oraz struktury najnowszych substancji

przeciwpadaczkowych zilustrowano na Ryc. 1.

Macierzyste leki Nowe substancje lecznicze
H,C
Q >=0 HQ
\N o)
SWe ot ,L)
H 0 H o}
N o N
Okskarbazepina Eslikarbazepiny octan Eslikarbazepina

L9 L Q o
LF(H\NH2 H‘\NHZ /\g_)kNHZ

o N 0 N N
17 Modyfikacje 17
strukturalne .,
Lewetyracetam \| \[/F

Brywaracetam Seletracetam
H
%&O o
OH OH
NH, NH,
Gabapentyna Pregabalina
0 o] o
NH,
OH NH, H/\f
o}
Kwas walproinowy Walnoktamid Walrocemid

Ryc. 1. Modyfikacje strukturalne znanych lekow przeciwpadaczkowych, prowadzace od uzyskania

nowych substancji leczniczych.

2.2.3.2. PROJEKTOWANIE W OPARCIU O FARMAKOFOR (Pharmacophore-based drug design)

Analiza zaleznos$ci struktura-aktywno$¢ (SAR), prowadzona dla wigkszych serii
aktywnych przeciwdrgawkowo zwigzkéw, umozliwita stworzenie modeli farmakoforowych,
czyli zbioru elementoéw strukturalnych, pozostajacych w okreslonej relacji przestrzennej. Ich
obecnos¢ w strukturach projektowanych substancji, przy zachowaniu danej organizacji
W przestrzeni, warunkuje zadang aktywnos$¢ biologiczng. Dotychczasowe badania umozliwity
stworzenie szeregu uktadow farmakoforowych, dla substancji o aktywno$ci przeciw-
drgawkowej,® wérod ktorych do najwazniejszych nalezy zaliczy¢ relacje przestrzenne

27,28

i elektronowe opisane dla serii pochodnych semikarbazonow, kwasu 4-amino-
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butanowego,”® ftalimidu,®>? a takze ogolnie - substancji aktywnych w modelu MES.*
W badaniach tych zidentyfikowano réwniez fragmenty strukturalne, ktorych obecno$é
w budowie chemicznej zwigzku moze decydowa¢ o aktywnosci lub nasila¢ efekt

farmakologiczny.>**

2.2.3.3. BADANIA SKRYNINGOWE W ZWIERZECYCH MODELACH DRGAWEK PADACZKOWYCH

(Screening approaches)

Proby uzyskania mozliwie najlepszego modelu drgawek padaczkowych, zaowocowaty
opisaniem, wedtug réznych doniesien, 50 a nawet 100 réznych sposobow ich wywotywania.
W dotychczasowych badaniach, stworzono modele, zaré6wno napadow uogélnionych, jak
i czesciowych.

Roéznorodnosé dostepnych modeli drgawek padaczkowych, zmusita osrodki badawcze
zajmujace si¢ poszukiwaniem nowych lekow przeciwpadaczkowych, do zastosowania
algorytmu badan farmakologicznych, ktory maksymalnie zwigksza prawdopodobienstwo
sukcesu i zidentyfikowania substancji bedacych kandydatami na nowe, skuteczne
preparaty.*®**° Dlatego do niedawna, najczgsciej stosowanymi testami, okreslanymi mianem
,ztotego standardu” w poszukiwaniu nowych lekéw przeciwpadaczkowych, byl test
maksymalnego elektrowstrzasu (MES), ktory odpowiada ludzkim napadom toniczno-
klonicznym oraz test drgawek chemicznych wywolywanych podskéornym podaniem
pentylenetetrazolu (scPTZ), bgdacy modelem napadéw mioklonicznych i nieswiadomosci
(absence). W ostatnim okresie, coraz wigksze znaczenie przypisuje si¢ modelowi drgawek
wywotanych pradem o niskiej czestotliowsci - 6 Hz. Test 6 Hz, bedacy alternatywnym testem
wstrzagsu elektrycznego, odpowiada ludzkim, lekoopornym napadom czgsciowym.
Dodatkowo stwierdzono, ze zwiazki dziatajace ochronnie w drgawkach 6 Hz, moga zarazem
charakteryzowaé si¢ nowym, czesto nieznanym mechanizmem dziatania.*! Dlatego tez, test 6
Hz zostat niedawno wilaczony do wachlarza podstawowych badan in vivo, wykonywanych
rutynowo dla kandydatow na leki przeciwpadaczkowe. Nalezy podkresli¢, Zze mimo
znacznego postepu w dziedzinie neurologii i1 biologii molekularnej, jaki dokonat sie¢
w ostatnich kilkudziesieciu latach, wszystkie nowe leki przeciwpadaczkowe zostaty
wprowadzone do lecznictwa w oparciu o aktywno$¢ przeciwdrgawkowsa stwierdzong
w modelach zwierzecych. Jak wspomniano wczesniej, W przypadku tej grupy lekoéw, znacznie
mniejsze znaczenie posiada racjonalne projektowanie struktur w oparciu o cele molekularne,

zaangazowane w patomechanizm napadow padaczkowych. Badania przesiewowe in vivo,
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pozwalaja ponadto na ocen¢ wilasciwosci przeciwdrgawkowych zwigzkéw organicznych
nalezacych do nowych klas chemicznych, o strukturze odbiegajacej od znanych substancji
leczniczych. Przyktadem tego jest lakozamid, nalezacy do grupy tzw. funkcjonalizowanych
aminokwasow (ang. functionalized amino acids, FAAs), ktory zostal zatwierdzony do terapii

dodatkowej napadow czeSciowych, bez lub z wtérnym uo gélnieniem.42‘43

2.2.4. FRAGMENT PIROLIDYNO-2,5-DIONU W POSZUKIWANIU ZWIAZKOW

BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH

Wspolczesna chemia lekow dysponuje ogromna liczba uktadow heterocyklicznych,
zréznicowanych pod wzgledem rodzaju heteroatomu, wielkosci i ilo$ci pierscieni oraz stopnia
ich nasycenia. Pelnig one zwykle role fragmentu rdzeniowego, decydujac o okreslonej
aktywnosci biologicznej zwigzku chemicznego. Jednym z szeroko eksplorowanych ukladow
heterocyklicznych jest imid kwasu bursztynowego - pirolidyno-2,5-dion (sukcynimid),
a glowny powod zainteresowania tym ukladem wynika z jego matej masy czasteczkowej,
obecnosci fragmentéw bedacych donorami lub akceptorami wigzan wodorowych oraz
mozliwosci latwego podstawienia pierscienia w pozycjach 1, 3 oraz 4 (w przypadku
pochodnych dwupodstawionych). Imidowy atom azotu moze zosta¢ zmodyfikowany, m.in. na
drodze alkilowania lub w wyniku reakcji cyklokondensacji odpowiedniego bezwodnika lub
kwasu bursztynowego z pierwszorzedowymi aminami. Natomiast ugrupowanie metylenowe
w sasiedztwie grupy karbonylowej (pozycja 3), mozna podstawiaé stosujac odpowiednie
substraty (aldehydy, ketony) w kilkuetapowej syntezie pirolidyno-2,5-dionu, w ktorej
krytycznym etapem jest kondensacja Knoevenagl’a.***® Innym sposobem modyfikacii,
umozliwiajagcym wprowadzenie centrum zasadowego W pozycji 3, jest addycja
drugorzedowych amin do wigzania podwojnego maleinimidu.*’ Z terapeutycznego punktu
widzenia najwazniejszymi pochodnymi pirolidyno-2,5-dionu sg etosuksymid, fensuksymid

oraz mesuksymid, nalezace do lekow przeciwpadaczkowych (Ryc. 2.).

;%:o 0 0
N N
N N

0] O \ 0 \

Etosuksymid Fensuksymid Mesuksymid

Ryc. 2. Leki przeciwpadaczkowe z grupy pochodnych pirolidyno-2,5-dionu.
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Sposrod powyzszych substancji, znaczenie Kkliniczne posiada jedynie etosuksymid,
ktory jest skuteczny w roznych postaciach padaczki uogoélnionej z typowymi i nietypowymi
napadami nieswiadomosci, oraz w miodzienczych napadach mioklonicznych.”® Nalezy
podkresli¢, ze w badaniach in vivo na zwierzetach, etosuksymid byt nicaktywny w tescie
MES, natomiast okazat si¢ skuteczny w drgawkach SCPTZ, ktore odpowiadajg ludzkim
napadom typu absence.*’

Doniesienia literaturowe wskazuja na duze zainteresowanie modyfikacjami uktadu
pirolidyno-2,5-dionu, ktory stanowi integralng cze$¢ budowy zwigzkow moggcych dziataé

w obregbie OUN (przeciwdepresyjnie, przeciwpsychotycznie, przeciwlekowo),* >

54-57 58-60 antymutagennie,61 przeciwzapalnie,ez

przeciwbakteryjnie, przeciwnowotworowo,
ale takze substancji stosowanych jako promotory wchianiania sktadnikow aktywnych
preparatéw stosowanych na sk(')rq.63

Mimo niezwykle szerokiego spektrum aktywnosci farmakologicznej pochodnych
sukcynimidu, w ostatnim czasie najbardziej intensywne badania prowadzone sg w kierunku
ich dziatania przeciwdrgawkowego. Prace te realizowane w ciggu kilkudziesigciu lat
w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ-CM w Krakowie pozwolity otrzymaé biblioteke
kilku tysigcy pochodnych pirolidyno-2,5-dionu o zréznicowanych wlasciwosciach
protekcyjnych w zwierzecych modelach drgawek padaczkowych. Warto podkresli¢, ze
wybrane zwiazki, W odrdznieniu od strukturalnie bliskiego etosuksymidu, aktywnego w tescie
PTZ, dziataty skutecznie w tescie MES, a niektore dodatkowo w drgawkach 6 Hz (patrz punkt
3).

Korzystny profil aktywno$ci przeciwdrgawkowej w testach przedklinicznych,
otrzymanych wczesniej zwigzkow, w tym w ramach mojej rozprawy doktorskiej, stat si¢
punktem wyjscia do kontynuowania szerokich badan chemiczno-farmakologicznych, ktorych

wyniki stanowig podstawe niniejszego postepowania habilitacyjnego.

2.2.5. CEL BADAN

Celem farmakologicznym badan begdacych przedmiotem przedtozonego wniosku, jest
otrzymanie substancji charakteryzujgcych sie szerokim spektrum aktywnosci w zwierzecych
modelach drgawek padaczkowych tj. tescie maksymalnego elektrowstrzagsu (MES), tescie
drgawek wywotanych podskérnym podaniem pentylenetetrazolu (SCPTZ) lub/i tescie drgawek
indukowanych pradem o niskiej czestotliwosci - 6 Hz. Z punktu widzenia aktualnego stanu

wiedzy, zwigzki o takim profilu farmakologicznym sg pozadanymi kandydatami na nowe leki
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przeciwpadaczkowe o potencjalnej skuteczno$ci w réznych typach padaczki u cztowieka;
padaczce duzej toniczno-klonicznej, napadach nieSwiadomosci (absence), a takze (co
najwazniejsze) W padaczce lekoopornej. Warto podkres§lic, ze otrzymanie leku
przeciwpadaczkowego 0 wspomnianych wlasciwosciach farmakologicznych moze umozliwi¢
zrezygnowanie z politerapii, czestej W przypadku padaczki, co w konsekwencji istotnie
zmniejszy ryzyko potencjalnych interakcji lekowych. Ponadto, nalezy zaznaczy¢, ze
zroznicowane wskazania terapeutyczne wielu lekow przeciwpadaczkowych,® stwarzaja
dodatkowo mozliwo$¢ zidentyfikowania nowej klasy zwigzkow o potencjalnej przydatnosci
w terapii schorzen neurologicznych, m.in. bdolu neuropatycznego i migreny. Z punktu
widzenia chemii lekéw niezwykle istotnym celem prowadzonych badan, byta systematyczna
analiza zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa w roznych seriach otrzymanych
pochodnych, ktora umozliwita zidentyfikowanie uktadéw oraz fragmentow strukturalnych
warunkujacych aktywnos$¢ biologiczng.

W wyniku prowadzonych prac syntetycznych otrzymano bibliotek¢ 151
zroznicowanych strukturalnie zwigzkow. Prace badawcze podzielono na dwa zasadnicze
kierunki dotyczace:

1. Zdefiniowania czynnikow strukturalnych warunkujacych aktywnos$¢ w testach MES,

PTZ i/lub 6 Hz (H-1-H-4),

2. Zbadania roli uktadu pirolidyno-2,5-dionu dla aktywnos$ci przeciwdrgawkowej (H-5,

H-6), a takze wplywu sposobu przylaczenia pierscienia alicykilcznego do pier§cienia

imidowego, na efekt biologiczny (H-5).

Podstawowe narzedzia badawcze obejmowaty:

e badania chemiczne - synteza organiczna, tacznie z metodami analitycznymi
umozliwiajgcymi ocen¢ czystosci oraz potwierdzenie struktury otrzymanych
substancji,

e badania farmakologiczne in vivo, przesiewowe, a nastgpnie ilosciowe, dla
najaktywniejszych pochodnych (wyznaczenie dawek efektywnych - EDsy i1 toksy-
cznych - TDsg - dla 50% badanych zwierzat),

e Dbadania farmakologiczne in vitro radioreceptorowe, stabilnosci metabolicznej,
wplywu substancji na funkcj¢ izoformy CYP3A4 cytochromu P-450, dziatania
neuroprotekcyjnego, cytotoksycznego i antyproliferacyjnego,

e Dbadania in silico modelowania przemian metabolicznych.

Strona | 15



2.2.6. WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

H-1. Kaminski, K.; Rzepka, S.; Obniska, J. Synthesis and anticonvulsant activity of new
1-[2-0x0-2-(4-phenylpiperazin-1-yl)ethyl]pyrrolidine-2,5-diones. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2011, 21, 5800-5803. (IF2011=2,554, Punktacja MNiSW: 30,000)

Znane LPP Nowe hybrydy o dziataniu
przeciwdrgawkowym

I Nowe szerokoprofilowe antykonwulsanty

Etosuksymid

Lewetyracetam

Brywaracetam

Zwiazki aktywne w testach MES, scPTZ, 6 Hz

Ryc. 3. Modyfikacje strukturalne przeprowadzone w publikacji H-1.

Celem badan podjetych w publikacji H-1 bylo otrzymanie zwigzkéw aktywnych
w trzech najwazniejszych testach in vivo, identyfikujacych kandydatow na nowe leki przeciw-
padaczkowe tj. MES, PTZ oraz 6 Hz. Koncepcja zaktadata, ze obecno$¢ w jednej strukturze
fragmentow lekow aktywnych w drgawkach PTZ (etosuksymid), 6 Hz (lewetyracetam,
brywaracetam) oraz ugrupowania fenylopiperazynowego, istotnego dla aktywnosci w tescie

MES, wéréd opisanych wezesniej pochodnych pirolidyno-2,5-dionu,®

pozwoli otrzymac
zwigzki charakteryzujace si¢ dziataniem ochronnym we wszystkich wymienionych modelach.
Ogolng strukturg zaplanowanych potaczen przedstawiono na Ryc. 3.

Efektem prac syntetycznych byla seria 22 pochodnych 1-[2-0kso-2-(4-
fenylopiperazyn-1-ylo)etylo]pirolidyno-2,5-dionu, w ktérych funkcje amidowa tworzyly
ugrupowania fenylopiperazynowe z silnie elektroujemnymi atomami chloru, fluoru lub grupa
trifluorometylowa. Ich obecno$¢ okazala sie szczegdlnie korzystna dla aktywnosci

biologicznej w szeregu opisanych uprzednio N-zasad Mannich’a.®>™®’

Zwiazki syntetyzowano
w wyniku kilkuetapowego postepowania, ktorego ostatnim krokiem byta reakcja amidowania,

katalizowana karbonylodiimidazolem (CDI), uzywanym czesto jako tzw. coupling reagent
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w syntezie peptydoéw.®® Badania farmakologiczne in vivo zostaly wykonane w Narodowym
Instytucie Zdrowia (NIH, National Institutes of Health, Rockville Pike, Bethesda, MD, USA)
w ramach amerykanskiego programu poszukiwania nowych lekéw przeciwpadaczkowych
(Anticonvulsant Drug Development Program).

Wyniki, na myszach po podaniu dootrzewnowym (i.p.), pokazaty, ze 21 zwigzkoéw
byto aktywnych w tescie MES (w dawkach 100 lub 300 mg/kg), wsrod nich 8 pochodnych
hamowato drgawki PTZ (w dawce 300 mg/kg), a 9 substancji dziatato efektywnie w tescie 6
Hz (w dawce 100 mg/kg). Zwiazki te byly aktywne w gléwnej mierze w krotszych
przedziatach czasowych tj. 0,5 h (testy MES, PTZ) oraz do godziny od podania w przypadku
drgawek 6 Hz. W calej serii, 6 zwigzkéw charakteryzowata aktywno$¢ we wszystkich testach,
a najaktywniejsze okazaty si¢ 1-(2-okso-2-{4-[3-(trifluorometylo)fenylo]piperazyn-1-
ylo}etylo)pirolidyno-2,5-dion oraz 1-{2-[4-(4-chlorofenylo)piperazyn-1-ylo]-2-oksoetylo}-
3,3-dimetylo-pirolidyno-2,5-dion. W badaniach neurotoksycznosci ostrej 10 pochodnych nie
uposledzato koordynacji ruchowej myszy w tescie obracajgcego si¢ preta (rotarod) po
podaniu maksymalnej dawki 300 mg/kg. W testach na szczurach, 6 zwigzkow dziatato
protekcyjnie w drgawkach MES, u co najmniej 50% zwierzat po podaniu dozotagdkowym
dawki 30 mg/kg, nie powodujac jednoczesnie efektow neurotoksycznych. Analiza SAR
pokazata, ze korzystny dla aktywnosci jest brak podstawienia w pozycji 3 pirolidyno-2,5-
dionu lub wprowadzenie jednej, badz dwoch grup metylowych, natomiast ich zastgpienie
ugrupowaniami etylowymi prowadzilo do ostabienia dziatania biologicznego. Rozpatrujac
fragment aminowy, uprzywilejowane okazaty si¢ fenylopiperazyny z atomami chloru lub
fluoru w potozeniu para lub grupa trifluorometylowa w pozycji meta. Warto podkreslic, ze
koncepcja prezentowana w niniejszej publikacji okazata si¢ stuszna i dala podstawe do

projektowania zwigzkéw hybrydowych, ktore zostaty opisane w pracach H-3 i H-4.
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H-2. Kaminski, K.; Obniska, J.; Wiklik, B.; Atamanyuk, D. Synthesis and anticonvulsant
properties of new acetamide derivatives of phthalimide, and its saturated cyclohexane and
norbornene analogs. Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 4634-4641. (1F1=3,346, Punktacja
MNiSW: 35,000)

Nowe hybrydy o dziataniu
Q przeciwdrgawkowym Zwiazek aktywny w tescie MES

Q ZfNQJ\N/\ => ) N\/U\@l

&- e 108

ED., = 20.24 mg/kg (MES, szczury, p.o.)
R=H, Cl, F, CF, TD., > 500 mg/kg (test rotarod, szczury, p.o.)
PI (TD,/ED,,) > 24.70

Ryc. 4. Modyfikacje strukturalne przeprowadzone w publikacji H-2.

Glowng przestanka, brang pod uwage w projektowaniu zwigzkéw bedacych
przedmiotem publikacji H-2 (Ryc. 4.), byty badania prowadzone przez Vamecq’a i wsp.,*>
w ktorych udowodniona zostata farmakoforowa rola fragmentu ftalimidowego, szczeg6lnie
dla aktywnosci w drgawkach wywotanych pradem eklektycznym (MES). Dodatkowo,
obecnos¢ pierscienia aromatycznego w pozycji 3 uktadu pirolidyno-2,5-dionu, okazata si¢
istotna dla dziatania ochronnego w te$cie MES - w seriach opisanych wczesniej pochodnych

sukcynimidu.®®"

Majagc na uwadze powyzsze spostrzezenia, W nNiniejszej pracy
przeprowadzono synteze piperazynamidéw kwasu 2-(1,3-dioksoizoindolino-2-ylo)-octowego,
a takze analogéw, w ktérych pierScien benzenowy fragmentu ftalimidu zastgpiono
alicyklicznym cykloheksanem lub norbornenem (Ryc. 4.). Miato to na celu potwierdzenie
farmakoforowego charakteru ftalimidu w prezentowanej grupie potaczen. Zwiazki finalne
otrzymano wykorzystujac reakcje amidowania w obecnosci CDI, z zastosowaniem
wyjsciowych kwasow karboksylowych, tj. kwasu 2-(1,3-dioksoizoindolino-2-ylo)-octowego,
2-(1,3-diokso-3a,4,5,6,7,7a-heksahydroizoindolino-2-ylo)-octowego i (3,5-diokso-4-azatri-
cyklo[5.2.1.0%°]dek-8-en-4-ylo)-octowego oraz réznie podstawionych pochodnych fenylo-
piperazyny (H, Cl, F, CF3), benzylopiperazyny, hydroksyetylopiperazyny lub morfoliny.
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Przesiewowe badania farmakologiczne na myszach (i.p.) wykonano w Narodowym
Instytucie Zdrowia (NIH, National Institutes of Health, Rockville Pike, Bethesda, MD, USA).

Wsrdd testowanych zwiazkow, 13 bylo aktywnych w drgawkach MES, w tym 1
w dawce 30 mg/kg, 10 w dawce 100 mg/kg, a 3 po podaniu dawki 300 mg/kg (w réznych
przedziatach czasowych). Warto podkresli¢, ze tylko 3 substancje dziataly w modelu PTZ.
Analiza SAR dowiodta, ze do najaktywniejszych zwigzkow nalezaly pochodne ftalimidowe,
natomiast wprowadzenie w miejsce pier§cienia benzenowego, fragmentu cykloheksanu lub
norbornenu, spowodowalo istotne obnizenie aktywnosci biologicznej. Z punktu widzenia
fragmentu aminowego, najkorzystniejsze okazaly si¢ pochodne fenylopiperazyny z atomem
chloru lub fluoru w potozeniu para. Nalezy podkresli¢, ze zwiazki byly w wigkszos$ci
nietoksyczne w tescie obracajacego si¢ preta lub uposledzaly koordynacje ruchowa zwierzat
w najwyzszej stosowanej dawce tj. 300 mg/kg (z wyjatkiem silnie neurotoksycznej pochodnej
2,3-dichloro-fenylopiperazyny w serii analogéw cykloheksanowych - 30 mg/kg).

Wsérod  badanych zwigzkéw, najaktywniejszy okazat sie  2-{2-[4-(4-fluoro-
fenylo)piperazyn-1-ylo]-2-oksoetylo}izoindolino-1,3-dion, ktory charakteryzowat si¢ rowniez
silnym dziataniem ochronnym w tescie MES w badaniach na szczurach, wykazujac 100%
protekcji w czasie 2 h i 4 h po podaniu dozotadkowym (p.0.). Warto podkresli¢, ze we
wspomnianych przedziatach czasowych byt to efekt silniejszy w porownaniu do fenytoiny,
bedacej modelowym lekiem przeciwpadaczkowym aktywnym w tescie MES. Potwierdzity to
rowniez pozniejsze badania ilosciowe (niepublikowane), w ktorych otrzymana substancja
byta zardwno aktywniejsza, jak i posiadata korzystniejszy indeks ochronny (Pl) w stosunku
do fenytoiny (EDso = 23,20 mg/kg (MES); TDso > 500 (test rotarod); Pl (TDso/EDsp) > 21,60
vs EDsg = 20,24 mg/kg (MES); TDso > 500 (test rotarod); Pl (TDso/EDso) > 24,70).

Podsumowujac, wyniki badan opisanych w publikacji H-2, dowiodty farmakoforowej
roli fragmentu ftalimidowego, dla aktywnosci przeciwdrgawkowej w tescie MES w tej serii

potaczen.
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H-3. Kaminski, K.; Zagaja, M.; Luszczki, J.J.; Rapacz, A.; Andres-Mach, M.; Latacz, G.;
Kiec¢-Kononowicz, K. Design, synthesis and anticonvulsant activity of new hybrid compounds
derived from 2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)propanamides and 2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-
yl)butanamides. J. Med. Chem. 2015, 58, 5274-5286. (1F2015=5,447, MSHE: 45,000)

Nowe hybrydy o dziataniu
przeciwdrgawkowym

Znane LPP

Etosuksymid @
Vg
Lewetyracetam @

Lakozamid

Zwiazki aktywne w 2 (3) testach

ED,, = 88.4 mg/kg (MES, myszy, i.p.)

ED., = 59.9 mg/kg (PTZ, myszy, i.p.)

ED., = 21.0 mg/kg (6 Hz, myszy, i.p.)

TD,, > 1500 mg/kg (test komina, myszy, i.p.)
PI (TD,/ED,,) > 16.97 (MES)

PI (TD,/ED,,) > 25.04 (PTZ)

PI(TD,,/ED,,) > 71.43 (6 Hz)

ED,, = 58.1 mg/kg (MES, myszy, i.p.)

ED., = 57.6 mg/kg (6 Hz, myszy, i.p.)

TD,, = 202.7 mg/kg (test komina, myszy, i.p.)
PI (TD,,/ED,,) = 3.49 (MES)

PI (TD,,/ED,,) = 3.52 (6 Hz)

Ryc. 5. Modyfikacje strukturalne przeprowadzone w publikacji H-3.

Glowng przestanka do podjecia badan chemiczno-farmakologicznych opisanych
w niniejszej publikacji, byto szerokie spektrum aktywnosci biologicznej w testach MES, PTZ
oraz 6 Hz, obserwowane dla zwigzkow opisanych w pracy H-1. Hipoteza badawcza
zaktadata, ze obecnos¢ w strukturze planowanych polaczen, fragmentéw lekow aktywnych
w teScie maksymalnego wstrzgsu elektrycznego (MES) - lakozamidu, w drgawkach
pentylenetetrazolowych (scPTZ) - etosuksymidu oraz wywotanych pradem elektrycznym
o niskiej czestotliwosci (6 Hz) - lewetyracetamu i lakozamidu, pozwoli uzyskaé zwigzki
taczace wyzej wymienione whasciwosci farmakologiczne. Strukture wybranych, aktywnych
zwigzkow hybrydowych otrzymanych w publikacji H-3 zilustrowano na Ryc. 5. Nalezy
podkresli¢, iz tematyka zwigzana z poszukiwaniem lekow hybrydowych, jest niezwykle

aktualna i dotyczy zaréwno substancji dzialajacych w obrebie OUN,"

o aktywnosci przeciwmalarycznej,”® przeciwnowotworowej’* "

jak 1 zwigzkow
oraz przeciwzapalnej.’®
Gtowng zaleta lekow hybrydowych w poréwnaniu do preparatow konwencjonalnych jest
zmniejszone ryzyko rozwoju lekooporno$ci, co zwigzane jest z faczeniem czasteczek
posiadajacych rozne mechanizmy dziatania molekularnego.”” Nie bez znaczenia wydaje si¢

rowniez fakt zmniejszenia liczby przyjmowanych lekow, co wiagze si¢ z redukcja mozliwych
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dziatan niepozadanych 1 ma przelozenie na lepsze stosowanie si¢ pacjentow do
zaplanowanego schematu farmakoterapii (tzw. compliance).

W badaniach chemicznych, otrzymano biblioteke 27 amidowych pochodnych kwasu
2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)propanowego oraz 2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)butanowe-
go, w ktorych funkcje aminowa tworzyly roznie podstawione pochodne fenylopiperazyny (H,
Cl, F, CHs, CF3, OCHjs) lub morfolina. Badania farmakologiczne na myszach (i.p.) pokazaty,
ze 4 substancje charakteryzowatly si¢ szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, hamujac
drgawki we wszystkich testach tj. MES, PTZ i 6 Hz. Najsilniejsze wilasciwosci
przeciwdrgawkowe obserwowano dla 1-(1-okso-1-{4-[3-(trifluorometylo)fenylo]piperazyn-1-
ylo}propan-2-ylo)pirolidyno-2,5-dionu (EDsy MES = 88,4 mg/kg, EDsy PTZ = 59,9 mg/kg,
EDsyo 6 Hz = 21,0 mg/kg) 30 min. po podaniu. Co niezwykle istotne, zwigzek ten nie
uposledzat  koordynacji ruchowej zwierzat w tescie komina, bedacego miarg
neurotoksycznoséci ostrej, do dawki 1500 mg/kg (TDsy >1500 mg/kg), co skutkowato
niezwykle korzystnymi indeksami ochronnymi dla poszczegoélnych testow, P1 >16,97, MES;
>25,04, PTZ;, >71,43, 6 Hz - lepszymi niz w przypadku modelowych lekéw
przeciwpadaczkowych, badanych w tych samych warunkach - lakozamidu, lewetyracetamu,
etosuksymidu i kwasu walproinowego. W badaniach in vitro, zwigzek ten wigzal sie
z napigciowo-zaleznym kanatem sodowym silniej niz karbamazepina, a takze z kanalem
wapniowym typu L mocniej w poréwnaniu do topiramatu. Warto podkresli¢, ze antagonisci
kanatéw wapniowych typu L posiadaja udowodniong aktywno$¢ przeciwdrgawkowa, ale co
wazniejsze hamuja rowniez proces epileptogenezy.’

Dalsze badania przedkliniczne wykazaly, ze substancja ta podlegata jedynie
nieznacznemu metabolizmowi przez ludzkie enzymy mikrosomalne oraz okazata si¢ bardzo
stabym inhibitorem izoenzymu CYP3A4 cytochromu P-450. Powyzsze dane czynig zwigzek
ciekawym kandydatem na nowy lek przeciwpadaczkowy oraz strukturg wiodaca do dalszych
modyfikacji chemicznych. Szeroka aktywno$¢ przeciwdrgawkowa w badaniach in vivo
obserwowano rowniez dla analogéw 2-CF3;, 3-Cl oraz homologu butanowego. Co istotne,
zastagpienie fragmentu propanamidowego ugrupowaniem 3-metoksypropanamidowym,
charakterystycznym dla lakozamidu, spowodowato nasilenie aktywno$ci w drgawkach MES
oraz jej ostabienie w testach PTZ i 6 Hz. Analiza SAR wykazata, ze korzystniejsze
wlasciwoséci farmakologiczne posiadaja zwigzki nalezace do serii pochodnych propan-
amidowych oraz substancje posiadajace w budowie fenylopiperazyne z elektroujemnymi

podstawnikami w pozycji 3 (szczegolnie CF3 i Cl).

Strona | 21



Podsumowujac, otrzymane wyniki opisane w publikacji H-3, w peni potwierdzaja
stuszno$¢ postawionej hipotezy badawczej i czynig zasadnymi dalsze prace syntetyczne
w grupie hybrydowych substancji o dziataniu przeciwdrgawkowym, pochodnych pirolidyno-
2,5-dionu.

H-4. Kaminski, K.; Rapacz, A.; Luszczki, J.J.; Latacz, G.; Obniska, J.; Kie¢-Kononowicz,
K.; Filipek, B. Design, synthesis and biological evaluation of new hybrid anticonvulsants
derived from N-benzyl-2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)propanamide and 2-(2,5-dioxopyrrolidin-
1-yh)butanamide derivatives. Bioorg. Med. Chem. 2015, 23, 2548-2561. (1F015=2,793,
Punktacja MNiSW: 30,000)

Znane LPP Nowe hybrydy o dziataniu

przeciwdrgawkowym Zwiazek aktywny w 2 testach
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|
_ ED., = 54.90 mg/kg (MES, myszy, i.p.)
7 2,__%:H& H ED., = 50.29 mg/kg (scPTZ, myszy, i.p.)
Lewetyracetam e - H CI E (S'JF TD., = 300.89 mg/kg (test rotarod, myszy, i.p.)
I PI (TD,,/ED,,) = 5.48 (MES)
PI (TD,/ED,,) = 5.98 (scPTZ)

Ryc. 6. Modyfikacje strukturalne przeprowadzone w publikacji H-4.

Publikacja H-4 stanowi kontynuacj¢ badan opisanych w pracach H-1-H-3, ktérych
celem bylo otrzymanie zwiazkéw aktywnych w réznych modelach drgawek padaczkowych
u zwierzat, a tym samym substancji potencjalnie skutecznych w wielu typach napadow
padaczkowych u cztowieka. Gtowna modyfikacja strukturalna, w poréwnaniu do zwigzkow
opisanych w publikacji H-3, dotyczyta fragmentu aminowego tj. zamiany fenylopiperazyny
na benzyloaming, co pozwolito zblizy¢ strukture zwigzkéw do budowy lakozamidu.
Dodatkowo, przeprowadzono syntezg¢ zwiazkow z grupa metylowa w potozeniu 3 pirolidyno-
2,5-dionu.

W badaniach chemicznych, otrzymano 3 serie pochodnych tworzacych sumarycznie
biblioteke 33 oryginalnych substancji (Ryc. 6.). Jako substraty postuzyly otrzymane
wczesnie]  kwasy  2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)propanowy,  2-(3-metylo-2,5-diokso-
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pirolidyno-1-ylo)propanowy oraz 2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)butanowy. Reakcje amido-
wania prowadzono w suchym THF w obecnosci CDI, w temperaturze pokojowej, przez ok.
24 h.

Badania farmakologiczne in vivo pokazaty, ze 25 zwigzkéw bylo aktywnych w co
najmniej jednym tescie drgawek padaczkowych (MES lub PTZ), 9 substancji dziatato
efektywnie w obu testach, a spektrum ich aktywnos$ci biologicznej bylo uzaleznione od
budowy chemicznej. Tak wigc, pochodne 2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)- i 2-(3-metylo-2,5-
dioksopirolidyno-1-ylo)propanamidowe byly aktywne przede wszystkim w teScie MES,
podczas gdy wprowadzenie fragmentu butanamidowego, rozszerzyto dziatanie rowniez na
drgawki PTZ. Majac na uwadze budowe ugrupowania amidowego, najkorzystniejsze okazaty
si¢ pochodne niepodstawione oraz substancje z atomami chloru lub fluoru, szczegodlnie
w polozeniu orto lub meta pierScienia aromatycznego. Rowniez wprowadzenie grupy
trifluorometylowej w pozycji para, warunkowato efekt przeciwdrgawkowy, jednak jej
obecno$¢ powodowata nasilenie efektéw neurotoksycznych w tescie obracajacego si¢ preta
(rotarod). Warto podkresli¢, ze w badaniach przesiewowych, zadna z substancji nie
uposledzata koordynacji ruchowej myszy w dawce 100 mg/kg. Dalsza analiza SAR wykazata,
ze wprowadzenie grupy metylowej w pozycje 3 sukcynimidu, spowodowato ostabienie
aktywnosci przeciwdrgawkowej. Wsrod badanych zwigzkoéw, najaktywniejsze okazaty sig
N-benzylo-2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)propanamid (EDsy MES = 67,65 mg/kg; EDsy PTZ
= 42,83 mg/kg; TDs (test rotarod) = 347,63 mg/kg; Pl (MES) = 5,15; PI (PTZ) = 8,12), N-(2-
fluorobenzylo)-2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)propanamid (EDsqo MES = 54,90 mg/kg; EDsg
PTZ =50,29 mg/kg; TDs (test rotarod) = 300,89 mg/kg; Pl (MES) = 5,48; Pl (PTZ) = 5,98)
oraz N-(3-fluorobenzylo)-2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)butanamide (EDsy PTZ = 47,39
mg/kg; TDso (test rotarod) = 326,78 mg/kg; Pl (PTZ) = 6,98). Substancje te byly znacznie
bardziej aktywne od kwasu walproinowego i etosuksymidu, a takze posiadaty korzystniejszy
profil bezpieczenstwa niz pozostate, modelowe leki tj. karbamazepina i lakozamid.

Badania in vitro przeprowadzone dla N-(2-fluorobenzylo)-2-(2,5-dioksopirolidyno-1-
ylo)propanamidu, ktorego strukturg przedstawiono na Ryc. 6., pokazaty, ze zwigzek ten nie
jest metabolizowany przez ludzkie enzymy mikrosomalne, nie ma wptywu na funkcje
izoenzymu CYP3A4 cytochromu P-450 oraz jest pozbawiony dziatania antyproliferacyjnego
(komoérki HEK-293) i cytotoksycznego (komorki neuroblastoma IMR-32).

Warto dodaé, ze badania przeprowadzone w ostatnim czasie (niepublikowane), dla
niepodstawionej pochodnej, N-benzylo-2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)propanamidu, ujawnity

jej silne dziatanie ochronne w tescie 6 Hz, EDsy = 17,8 mg/kg (i.p. myszy, 15 min. po
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podaniu), co jest wynikiem poréwnywalnym do lewetyracetamu, bedacego modelowym
lekiem aktywnym w drgawkach sze$cio-hercowych.

Podsumowujgc, wyniki opisane w publikacji H-4 udowodnity, ze zamiana fragmentu
fenylopiperazyny na benzyloaminowy, pozwolita otrzyma¢ zwigzki o szerokich
wlasciwosciach ochronnych w zwierzecych modelach drgawek padaczkowych, a ponadto
odznaczajacych si¢ niska neurotoksyczno$cig ostrg w tescie rotarod. Daje to silng podstawe

do kontynuowania badan chemicznych, dotyczacych dalszych modyfikacji funkcji amidowey.

H-5. Kaminski, K.; Wiklik, B.; Obniska, J. Synthesis, anticonvulsant properties, and SAR
analysis of differently substituted pyrrolidine-2,5-diones and piperidine-2,6-diones. Arch.
Pharm. 2014, 347, 840-852. (IF14= 1,531, Punktacja MNiSW: 20,000)

Zwigzki hybrydowe jako substraty
dla modyfikacji w 2 kierunkach
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Ryc. 7. Modyfikacje strukturalne przeprowadzone w publikacji H-5.

Badania opisane w publikacji H-5 dotyczace serii azaspirosukcynimidow pozwolity na
ocene roli pierScienia pirolidyno-2,5-dionu jako fragmentu rdzeniowego, niezbednego dla
aktywnosci przeciwdrgawkowej. Dodatkowo, zbadano wplyw na aktywno$¢ biologiczng
sposobu przylaczenia pierscienia alicyklicznego do sukcynimidu tj. poprzez atom wegla spiro
lub przez dwa atomy wegla (pochodne heksahydro-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu). Realizujac
zatozenia przeprowadzono modyfikacje strukturalne w dwoch kierunkach, zilustrowanych na
Ryc. 7. Pierwszy to otrzymanie pochodnych bicykliczne heksahydro-1H-izoindolo-1,3(2H)-
dionu, z fragmentami: fenylowym, benzylowym, fenyloaminowym lub 2-pirydylowym,
ktorych stopien zréznicowania pozwolil na znaczne poszerzenie analizy SAR. Drugi kierunek

polegat na syntezie analogow, w ktorych uktad sukcynimidu zamieniono na 6-cztonowy uktad
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glutarimidowy. Warto podkresli¢, ze punktem wyjscia dla tego typu modyfikacji byty
pochodne 2-azaspiro[4.4]nonano- oraz [4.5]dekano-1,3-dionu o potwierdzonej, we wcze-
$niejszych badaniach, aktywnosci przeciwdrgawkowej.”® %

W pracach syntetycznych, w wyniku reakcji cyklokondensacji odpowiednich
bezwodnikow kwasowych z aminami pierwszorzedowymi, otrzymano seri¢ 22 zwigzkow,
wsrod ktorych 10 to pochodne heksahydro-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu, a 12 to pochodne
3-azaspiro[5.5]undekano-2,4-dionu (azaspiroglutarimidu).

Wyniki wstepnych badan farmakologicznych, na myszach, po podaniu dootrze-
wnowym, pokazaty, ze 15 nowych zwigzkéw byto aktywnych w co najmniej jednym tescie
drgawek padaczkowych, natomiast 9 dziatalo skutecznie w obu modelach - MES i PTZ
(w dawkach 100 lub 300 mg/kg). Analiza SAR pokazata, ze aktywnos$¢ biologiczna byta
SciSle powigzana ze strukturag fragmentu imidowego. Najkorzystniejsze dziatanie wykazaty
pochodne heksahydro-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu, skutecznie (z kilkoma wyjatkami), w obu
modelach drgawek. Jedynie 2 zwigzki byly pozbawione aktywno$ci przeciwdrgawkowe;.
W serii tej, najaktywniejsze okazaty si¢ 2-fenyloheksahydro-1H-izoindolo-1,3(2H)-dion oraz
jego analog 3-chlorofenylowy, ktore hamowaty drgawki MES i PTZ w dawce 100 mg/kg.
Byta to aktywnos$¢ wyzsza w porownaniu do referencyjnych lekéw przeciwpadaczkowych -
etosuksymidu i kwasu walproinowego. Warto dodac, ze pochodna 2-chlorofenylowa, oprocz
aktywnosci w testach MES 1 PTZ, dziatata rowniez ochronnie w modelu 6 Hz. Co ciekawe,
wyniki in vivo pokazaly, ze zamiana fragmentu azaspirosukcynimidu na heksahydro-1H-
izoindolo-1,3(2H)-dion, wsréd pochodnych 2-fenyloaminowych, spowodowata odwrdcenie
profilu aktywnosci - z gtownie anty-MES na przewazajaco anty-PTZ. Dodatkowo, pochodne
te byly znacznie mniej aktywne w stosunku do analogdéw fenylowych, benzylowych oraz
2-pirydylowych. W  dalszych badaniach stwierdzono, ze zamiana pierScienia
sukcynimidowego na glutarimidowy, prowadzi do znacznego ostabienia aktywnosci
przeciwdrgawkowej w odniesieniu do pochodnych azaspirosukcynimidu oraz heksahydro-1H-
izoindolo-1,3(2H)-dionu. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze 3-[(4-chlorofenylo)amino]-3-
azaspiro[5.5]undekano-2,4-dion, mimo braku aktywno$ci przeciwdrgawkowej, dziatat
neuroprotekcyjnie na komorki hipokampa w uszkodzeniach indukowanych podaniem kwasu
kainowego.

Podsumowujac, stwierdzono, ze 2z punktu widzenia profilu aktywnosSci
przeciwdrgawkowej, najkorzystniejszy okazal si¢ uktad heksahydro-1H-izoindolo-1,3(2H)-
dionu. Potwierdzono rowniez farmakoforowy charakter pirolidyno-2,5-dionu, jako fragmentu

rdzeniowego zwigzkéw o aktywnosci przeciwdrgawkowej. Ponadto, dziatanie neuro-
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protekcyjne obserwowane w serii azaspiroglutarimidow, daje nadzieje¢ na znalezienie, wérod
zblizonych strukturalnie zwiazkoéw, substancji skutecznych w leczeniu szeregu choréb

neurodegeneracyjnych.

H-6. Kaminski, K.; Wiklik, B.; Obniska, J. Synthesis and anticonvulsant activity of new
N-phenyl-2-(4-phenylpiperazin-1-yl)acetamide derivatives. Med. Chem. Res. 2015, 24, 3047—
3061. (IF2015=1,402, Punktacja MNiSW: 10,000)

Zwiazki hybrydowe jako substraty
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ED,, = 21.40 mg/kg (MES, szczury, p.o.) ED,, = 52.30 mg/kg (MES, szczury, p.o.)
TD,, > 500 mg/kg (test rotarod, szczury, p.o.) TD,, > 500 mg/kg (test rotarod, szczury, p.o.)
PI(TD,,/ED,,) > 23.37 PI (TD,/ED,,) > 9.56

Ryc. 8. Modyfikacje strukturalne przeprowadzone w publikacji H-6.

Biorgc pod uwage budowe chemiczng lekow przeciwpadaczkowych, nalezacych do
pierwszej, drugiej i trzeciej generacji, mozna stwierdzi¢, ze wigzanie amidowe wystepujace
w formie tancuchowej (egzocykliczne), badz stanowigce fragment pierscienia (imidy, laktamy
- endocykliczne), jest jednym z najwazniejszych fragmentéw farmakoforowych zwigzkéw
aktywnych  przeciwdrgawkowo.*®  Obecnosé tych fragmentéw jako wbudowanych
w pierscien heterocykliczny, stanowi integralng czeg$¢ struktury takich substancji leczniczych
jak etosuksymid, fenytoina, fenobarbital, lewetyracetam i jego nowszych analogow
brywaracetamu oraz seletracetamu. Natomiast do najwazniejszych lekow, w ktorych
ugrupowanie amidowe jest czeScig tancucha, zaliczy¢ nalezy lakozamid, rufinamid,

walpromid i jego pochodne walrocemid oraz walnoktamid.
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Dotychczasowe badania nad zaleznoScig pomigdzy strukturg i aktywnoscig
przeciwdrgawkowa (SAR), wsrdd pochodnych pirolidyno-2,5-dionu pokazaty, ze istotng rolg
odgrywa obecno$¢ przy imidowym atomie azotu fragmentu 4-podstawionej piperazyny,
potaczonej z nim przy pomocy réznej diugosci tancucha alkilenowego (tacznik), ze
szczegblng preferencjg dla pochodnych metylenowych (N-zasady Mannich’a). Ponadto,
szczegblnie aktywne okazaly si¢ polaczenia posiadajace silnie elektroujemne atomy bromu,
chloru lub ugrupowanie trifluorometylwe w podstawniku fenylowym w potozeniu 3
pirolidyno-2,5-dionu, ale takze w pierScieniu aromatycznym fragmentu fenylo-
piperazynowego.84 Majac na uwadze powyzsze fakty, istotnym wydawato si¢ zbadanie roli
pierscienia sukcynimidowego dla aktywnosci pochodnych imidowych. W tym celu
zaplanowano seri¢ zwigzkow, w ktérych uktad pirolidyno-2,5-dionu zastgpiono tancuchowym
wigzaniem amidowym znajdujagcym si¢ we fragmencie acetamidowym. Dodatkowo
zachowany zostat tgcznik metylenowy pomiedzy wigzaniem amidowym i pierScieniem
piperazyny (Ryc. 8.).

W badaniach chemicznych, w wyniku kilkuetapowego postepowania syntetycznego,
otrzymano seri¢ 22 zwigzkow finalnych, nalezacych do pochodnych N-(3-chlorofenylo)- oraz
N-(3-trifluorometlofenylo)-acetamidu. Badania farmakologiczne na myszach (i.p.), pokazaty
ze zwigzki cechowata aktywno$¢ wytacznie w teScie MES, a dzialanie to bylo uzaleznione
przede wszystkim od rodzaju podstawnika w potozeniu 3 we fragmencie anilidowym. Efekt
ochronny obserwowano niemal wytacznie dla pochodnych N-(3-trifluorometylofenylo)-
acetamidu. W serii analogow 3-chlorofenyloacetamidowych, aktywne byly jedynie zwiazki
z ugrupowaniem 4-metylopiperazynowym oraz morfoling. Wyniki te moga wskazywaé na
wazng role atomoéw fluoru dla aktywnos$ci przeciwdrgawkowej, ktorg stwierdzono réwniez
wezesniej, wérod  zroznicowanych  strukturalnie  pochodnych pirolidyno-2,5-dionu.®
Poréwnanie danych farmakologicznych dla analogéw acetamidowych i sykcynimidowych,
wskazuje jednoznacznie, ze zastgpienie pierscienia imidowego tancuchowym wigzaniem
amidowym, spowodowato ostabienie dziatania przeciwdrgawkowego. Co jednak wazne,
pochodne acetamidowe byly aktywne w tescie MES, a niektore zwiazki roéwniez
w modelu 6 Hz. Daje to nadziej¢ na znalezienie wsrod tego typu potaczen, zwiazkoéw
0 ciekawym profilu aktywnos$ci przeciwdrgawkowej. Wsroéd otrzymanych zwigzkow,
najaktywniejszy okazat si¢ N-[3-(trifluorometylo)fenylo]-2-[4-[3-(trifluorometylo)fenylo]
piperazyn-1-ylo]Jacetamid z EDsy = 52,30 mg/kg, TDsy > 500 mg/kg i Pl > 9,56 (po
dozotagdkowym podaniu szczurom). W badaniach in vitro, substancja ta wigzata si¢

umiarkowanie z napigciowo-zaleznym kanatlem sodowym, po zastosowaniu wysokiego
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stezenia (500 uM), co sugerowa¢ moze inny mechanizm molekularny, odpowiedzialny za

efekt przeciwdrgawkowy.

2.2.7.PODSUMOWANIE WYNIKOW BADAN STANOWIACYCH PODSTAWE

HABILITACJI

Prezentowany cykl publikacji (H-1-H-6), stanowi przyktad kompleksowego
postepowania w obszarze poszukiwania nowych lekéw przeciwpadaczkowych, na ktore
sktada sig:

e projektowanie nowych zwigzkéw w oparciu o struktury znanych substancji
leczniczych, a takze 0 wyniki badan whasnych,

e wydajna synteza organiczna, wspomagana badaniami fizykochemicznymi,
chromatograficznymi i spektralnymi - celem oceny czystosci otrzymanych zwigzkoéw

I potwierdzenia ich struktury chemicznej,

e badania in vivo w kierunku aktywnosci przeciwdrgawkowej (przesiewowe

I poszerzone), zgodne z wytycznymi mi¢dzynarodowych programéow poszukiwania

nowych lekow przeciwpadaczkowych,

e badania in vitro, ktorych celem jest wyjasnienie prawdopodobnego molekularnego
mechanizmu dzialania aktywnych potaczen, ocena stabilnosci metabolicznej

z wykorzystaniem ludzkich enzyméw mikrosomalnych, dziatania cytotoksycznego

i antyproliferacyjnego, a takze zbadanie wplywu substancji na funkcje izoformy

CYP3A4 cytochromu P-450, ktorej indukcja lub inhibicja przez ksenobiotyki jest

gléwna przyczyna metabolicznych interakcji lekowych,

e analiza struktura-aktywnos¢ przeciwdrgawkowa, ktora pozwala na zidentyfikowanie
fragmentow strukturalnych pozadanych z punktu widzenia dzialania biologicznego,

a jej wyniki umozliwig bardziej racjonalne projektowanie kandydatoéw na nowe leki

przeciwpadaczkowe.

Przeprowadzone badania chemiczno-farmakologiczne oraz analiza zaleznoSci
struktura-aktywnos¢ przeciwdrgawkowa, pozwolity na sformulowanie nastgpujacych
wnioskow:

e W seriach pochodnych (2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)acetamidow (H-1, H-2), zakres
aktywnosci uzalezniony jest w gtownej mierze od rodzaju podstawienia pierscienia

sukcynimidu w potozeniu 3. Wsrdd pochodnych ftalimidowych (H-2) dominowata
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aktywnos$¢ w tescie MES, podczas gdy pochodne niepodstawionego pirolidyno-2,5-
dionu, badz z jedna lub dwoma grupami metylowymi w pozycji 3, dziataty skutecznie
w drgawkach MES, PTZ i/lub 6 Hz. Majac na uwadze fragment aminowy
uprzywilejowane okazaty si¢ pochodne fenylopiperazyny z atomami chloru lub fluoru
w potozeniu para lub grupg trifluorometylowg w pozycji meta pierscienia fenylowego,
badania w seriach piperazynamidowych pochodnych kwaséw 2-(2,5-diokso-
pirolidyno-1-ylo)propanowego oraz 2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)butanowego (H-3),
wykazaly, ze obecno$¢ fragmentu propanamidowego lub butanamidowego,
powodowata nasilenie aktywnoséci w drgawkach 6 Hz, bedacych, co istotne, modelem
ludzkich, lekoopornych napadoéw czesciowych. Wynika¢ to moze ze zblizenia ich
struktury we fragmencie amidowym do lewetyracetamu, ktory charakteryzuje si¢ silng
aktywnosciag w drgawkach indukowanych pradem o niskiej czgstotliwosci. Warto
zaznaczyC, iz modyfikacja ta pozwolita (dodatkowo) na zachowanie wysokiej
aktywnos$ci w testach MES 1 PTZ, przy czym korzystniejszym profilem aktywnosci
odznaczaty si¢ pochodne propanamidowe. Zgodnie z przewidywaniami, analog
3-metoksypropanamidowy, ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do lakozamidu
(aktywnego w tescie MES), charakteryzowal si¢ silniejszym dziataniem w tescie
maksymalnego elektrowstrzasu. W seriach tych, szczegodlnie korzystne okazaly si¢
fenylopiperazyny z grupa trifluorometylowa lub atomem chloru w pozycji meta
pierscienia fenylowego. Wyniki badan opisanych w publikacji H-3 w pekni
potwierdzity stusznos¢ projektowania hybrydowych substancji przeciwdrgawkowych,
szeroka aktywno$¢ w przedklinicznych modelach napadow padaczkowych (MES,
PTZ), obserwowano réwniez wsrod pochodnych benzyloamidowych (H-4). Pochodne
2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)- i 2-(3-metylo-2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)propan-
amidowe, byly aktywne przede wszystkim w tescie MES, podczas gdy 2-(2,5-
dioksopirolidyno-1-ylo)butanamidy rowniez (lub jedynie) w drgawkach PTZ.
Rozpatrujgc fragment benzyloaminowy, optymalng aktywno$¢ wykazuja pochodne
niepodstawione oraz zwiazki z atomami chloru lub fluoru, szczegoélnie w potozeniu
orto lub meta pierscienia aromatycznego,

wyniki przedstawione w pracach H-5 i H-6, dowiodty farmakoforowej roli pierscienia
pirolidyno-2,5-dionu - jego zastgpienie piperydyno-2,6-dionem (glutarimidem) lub
tancuchowym wigzaniem amidowym, powodowalo istotne obnizenie aktywnoSci.

Ponadto, wsroéd pochodnych z dodatkowym pierscieniem alicyklicznym przy uktadzie
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sukcynimidowym (H-5), uprzywilejowane okazaly si¢ zwigzki bicykliczne, nalezgce
do serii heksahydro-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionow.

Reasumujac, przeprowadzone badania i wynikajagce z nich wnioski dotyczace
zaleznosci struktura-aktywnos$¢ pozwalaja na bardziej racjonalne poszukiwanie kandydatow
na nowe leki przeciwpadaczkowe, szczegdlnie wsrdd pochodnych pirolidyno-2,5-dionu.
Potwierdzenie zasadnos$ci proponowanej struktury zwiazkow wg koncepcji hybrydowej jako
preparatow o aktywnos$ci przeciwdrgawkowej, daje nadziej¢ na jej zastosowanie réwniez
w odniesieniu do innych chemotypéw. Majgc na uwadze powyzsze dane, aktualnie
prowadzone sg prace chemiczno-farmakologiczne wsrod N-fenylowych pochodnych amidow
kwasow 2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)propanowego i butanowego, analogéw 3-metoksy-
propanamidowych oraz zwigzkéw z wbudowang fenyloalaning, a wstepne wyniki farma-
kologiczne sg bardzo obiecujace.

Majac na uwadze zroznicowane wskazania terapeutyczne lekdéw przeciw-
padaczkowych,®* a takze mechanizm dziatania zwiazkéw opisanych w niniejszym
postepowaniu habilitacyjnym, bedacych ligandami napigciowo-zaleznych kanaléw sodowych
i wapniowych, istnieje duze prawdopodobienstwo zidentyfikowania nowej klasy substancji,

skutecznych w leczeniu innych schorzen neurologicznych - migreny 1 b6élu neuropatycznego.

3. POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE

3.1. DZIALALNOSC NAUKOWO-BADAWCZA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ-CM
rozpoczatem od syntezy oraz analizy danych spektralnych wybranych zwiazkow nalezacych
do pochodnych 3-arylopirolidyno-2,5-dionu, 2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-dionu,
posiadajacych przy imidowym atomie azotu fragment 4-metylo- lub 4-fenylopiperazynowy,
polaczony z nim lancuchem alkilenowym o0 réznej dlugosci  (1C-3C).”°
W dalszej kolejnosci ocenitem wiasciwosci lipofilowe N-benzylowych- oraz N-[(4-
arylopiperazyn-1-ylo)alkilowych]- pochodnych 2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-

dionu 2%

metodg chromatografii cienkowarstwowej w uktadzie faz odwréconych (RP-TLC).
Otrzymane wyniki umozliwily ocen¢ zaleznos$ci struktura-lipofilowos¢, a takze pokazaty
istotng statystycznie korelacje migdzy znormalizowanym chromatograficznym parametrem

lipofilowosci Rmo 1 aktywno$cia przeciwdrgawkowa w obu seriach zwiazkow. Ponadto,
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w badaniach tych poréwnano mozliwos¢ przewidywania lipofilowosci przy zastosowaniu
metody RP-TLC oraz metod obliczeniowych (modut Prolog P, program Pallas). W efekcie
stwierdzono, ze metoda eksperymentalna jest znacznie bardziej precyzyjna i w odroznieniu od
metody obliczeniowej, roznicuje lipofilowo$¢ dla poszczegdlnych izomeréw (orto, meta
i para).

Moje dalsze badania skupialy si¢ na poszukiwaniu nowych, aktywnych
przeciwdrgawkowo zwiazkéw w grupie roznie podstawionych N-benzylowych,®
N-fenylowych®  oraz  N-fenyloaminowych®”  pochodnych  2-azaspiro[4.4]nonano-
i [4.5]dekano-1,3-dionu. Badania prowadzone w latach 2003-2006 byty rezultatem realizacji
grantu KBN, ktorego kierownikiem byla wowczas dr Jolanta Obniska. W pierwszej
kolejnosci, przeprowadzilem syntez¢ wybranych pochodnych N-benzylowych oraz N-fenylo-
wych, posiadajacych przy pierscieniu aromatycznym silnie elektroujemne atomy fluoru lub
ugrupowania trifluorometylowe®®. Badania farmakologiczne in vivo, pod katem dzialania
przeciwdrgawkowego, pokazaty, iz szereg zwigzkow charakteryzowato si¢ silng aktywnoscia
protekcyjng w testach MES i/lub ScPTZ, a najaktywniejsze okazaly si¢ pochodne
2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu z atomem fluoru w potozeniu 2 lub 3 oraz grupa
trifluorometylowa w potozeniu 2 fragmentu aromatycznego. Dowiedziona zostata korzystna
rola atomow fluoru, dla aktywnosci biologicznej w tej serii potaczen.®® Systematyczna
dyskusja SAR, pokazata roéwniez, ze skondensowanie pierscienia Ppirolidyno-2,5-dionu
z uktadem norborenu, prowadzito do obnizenia aktywnosci przeciwdrgawkowej, €O
obserwowano wsrod tréjcyklicznych pochodnych N-benzylowych oraz N-fenylowych.®
W tym czasie uczestniczylem réwniez w syntezie wybranych polaczen w grupie N-(4-
arylopiperazyno-1-ylo)etylenowych- lub propylenowych- pochodnych 8-fenylo- oraz [7,8-
f]lbenzo-2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu,* wsrod ktorych otrzymano szereg substanciji
o silnych wlasciwosciach ochronnych w tescie MES. Wyniki te pokazaly, Zze obecnos¢
pierScienia aromatycznego w strukturze 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu (szczegélnie jako
fragment tetrahydronaftalenu) oraz arylopiperazyny jako funkcji aminowej powoduje
nasilenie aktywnos$ci w drgawkach indukowanych pradem elektrycznym (MES).®

Kontynuujac badania chemiczne w grupie azaspirosukcynimidéow, wprowadzitem
w miejsce wspomnianych powyzej fragmentow - benzylowego lub fenylowego w pozycji 1,
ugrupowanie 2-pirydylowe z roznie usytuowana grupa metylowa.” Warto podkresli¢, ze
pochodne te stanowily wczesniej temat mojej pracy magisterskiej, ktorg realizowalem
w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ-CM. Badania farmakologiczne pokazaty, ze w serii

tej, do najaktywniejszych substancji nalezaly pochodne 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu
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z fragmentem 2-pirydylowym, w ktorym grupa metylowa znajdowata si¢ w pozycji 3, 4 lub 6.
Testy in vitro, wybranych, aktywnych zwigzkow dowiodty, ze najbardziej prawdopodobny
mechanizm dzialania przeciwdrgawkowego, zwigzany jest z wplywem na napi¢ciowo-zalezne
kanaty wapniowe oraz funkcje receptora gabaergicznego - GABALY Opierajac si¢ na
wynikach RP-TLC przedyskutowano zaleznos¢ struktura-lipofilowo$¢ oraz udowodniono
wplyw wlasciwosci lipofilowych na aktywnosé biologiczna.*

Dalsza analiza SAR w serii pochodnych N-(piryd-2-ylo)pirolidyno-2,5-dionow
wykazata, ze zamiana fragmentu cykloalkilowego, potaczonego z pierscieniem imidowym
poprzez atom wegla spiro, na podstawnik cykloheksylowy o duzej swobodzie rotacyjnej lub
jego usunigcie, skutkowaly znacznym ostabieniem badz calkowitg utratg aktywnosci
przeciwdrgawkowej.”* Warto podkreslié, ze wprowadzenie dwoch podstawnikéw alkilowych
(metylowych lub etylowych) w pozycji 3 pirolidyno-2,5-dionu nasilito dziatanie
biologiczne.”* Obserwacja ta zostala wykorzystana w projektowaniu zwiazkéw bedacych
podstawa mojej rozprawy doktorskie;j.

Systematyczna analiza zaleznos$ci struktura-aktywnos¢ przeciwdrgawkowa, w r6znych
seriach azaspirosukcynimidow wykazata, ze wérdd otrzymanych zwigzkow najaktywniejszy
okazat si¢ N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dion, ktory byt skuteczny w tescie MES,
u szczuréw po podaniu dozotadkowym (EDso = 72,61 mg/kg, TDso > 250 mg/kg, Pl > 3,44)."
Otrzymane wyniki daty podstawe do poszukiwania nowych, aktywnych przeciwdrgawkowo
substancji wsrod N-fenyloaminowych pochodnych 2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-
dionu,®" a takze dalszych, wielokierunkowych modyfikacji chemicznych w tej grupie
potaczen, co stanowito tematyke mojej rozprawy doktorskie;j.

W oparciu 0 uzyskane wyniki badan farmakologicznych stwierdzono, ze obecnos¢
uktadu spiranowego jest niezbedna dla aktywno$ci. Pochodne 2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-
dionu posiadaty silniejsze dziatanie przeciwdrgawkowe niz analogi 2-azaspiro[4.5]dekano-
1,3-dionu.®' Zwiazki nalezace do serii 3-cykloheksylo- oraz 3-fenylo-pirolidyno-2,5-diondw
byly pozbawione dziatania przeciwdrgawkowego.

Prowadzac dalsza analize zalezno$ci struktura-aktywno$¢ zaobserwowano, ze
wprowadzenie w miejsce atomu wegla spiro, réznej dlugosci podstawnikéw alkilowych,
powoduje znaczace nasilenie i rozszerzenie aktywnosci przeciwdrgawkowej w poréwnaniu do
azaspirosukcynimidow. Zwigzki tego typu byly w wigkszosci aktywne w obu stosowanych
testach MES i scPTZ, podczas gdy w przypadku azaspirosukcynimidow przewazata
aktywno$é w tescie MES.% Podobna zaleznoé¢ obserwowano wsréd pochodnych heksahydro-

1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu. Nalezy podkreslic, ze w calej bibliotece zwigzkow,
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najaktywniejsze okazaty si¢ 3,3-dimetylowe pochodne pirolidyno-2,5-dionu, wsréd ktorych
N-fenyloamino-3,3-dimetylopirolidyno-2,5-dion z EDsy = 68,89 mg/kg w tescie MES
(szczury, p.o.) oraz TDsp > 500 mg/kg w tescie obracajacego si¢ preta (rotarod), dziatat silniej
i jednocze$nie powodowal stabszg neurotoksycznos$¢ ostrg (w tescie rotarod) w poréwnaniu
do struktury wiodace;j 2 Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa badanych potaczen byla rowniez
zalezna od rodzaju 1 potozenia podstawnikdbw w pierscieniu aromatycznym. Do
najaktywniejszych nalezaty pochodne niepodstawione lub/i z silnie elektroujemnymi atomami
chloru lub bromu.”? Warto podkreslié, ze wybrane polaczenia dziataly ochronnie w tescie
drgawek szescio-hercowych (6 Hz), ktoéry identyfikuje zwigzki skuteczne w terapii
lekoopornych napadéw limbicznych oraz w tescie drgawek pilokarpinowch (PISP;
Pilocarpine Induced Status Prevention), bedacych zwierzgcym modelem stanu
padaczkowego. Na podstawie wynikow badan radioreceptorowych stwierdzono, ze
najbardziej prawdopodobny mechanizm dziatania przeciwdrgawkowego polega na
modulowaniu funkcji napigciowo-zaleznych kanatéw sodowych.

Badania lipofilowosci, prowadzone metodami chromatografii cienkowarstwowej (RP-
TLC) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC) w ukladzie faz
odwréconych, umozliwity dyskusje¢ zaleznosci istniejagcych pomiedzy strukturg i lipo-
filowoscig, dodatkowo zaobserwowano rowniez korelacje pomiedzy wlhasciwosciami
lipofilowymi i1 aktywnoscig przeciwdrgawkowa badanych polaczer'l.gz’93

Efektem mojej aktywnosci naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora
nauk farmaceutycznych bylo wspotautorstwo w 13 publikacjach oryginalnych (sumaryczny
impact factor (IF) = 14,586, punktacja MNiSW: 163).

3.2. DZIALALNOSC NAUKOWO-BADAWCZA PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych moje zainteresowania naukowo-
badawcze ulegly znacznemu poszerzeniu, glownie za sprawag zaangazowania w projekty
subsydiowane ze $rodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju oraz Europejskiego
Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka.

Oprocz zasadniczego kierunku badawczego, stanowigcego podstawe habilitacji, tj.
poszukiwania nowych substancji przeciwpadaczkowych, moje zainteresowania naukowe
objety poszukiwania preparatow o potencjalnej aktywno$ci przeciwpsychotycznej,

przeciwdepresyjnej, anksjolitycznych oraz prokognitywne;j.
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W ramach kontynuacji badan opisanych w rozprawie doktorskiej, otrzymano seri¢
2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionow, 3-metylo- oraz 4-metylo-2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-
dionow, zawierajacych przy atomie azotu, zroéznicowane strukturalnie podstawniki -
benzylowe, fenylowe, fenyloaminowe lub 2-pirydylowe.** Jednakze wprowadzone
modyfikacje chemiczne skutkowaly ostabieniem aktywnosci biologicznej w stosunku do
otrzymanych wcze$niej analogow.™

Majac na uwadze korzystne wlasciwosci farmakologiczne opisanych wczes$niej N-(4-
arylopiperazyno-1-ylo)etylenowych- lub propylenowych- pochodnych 8-fenylo- oraz [7,8-
flbenzo-2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu,®® kolejne badania, w ktorych uczestniczytem jako
cztonek zespotu kierowanego przez dr hab. Jolant¢ Obniska, dotyczyly analogow 3-fenylo-
pirolidyno-2,5-dionu, w ktorych cze¢$¢ aminowag stanowity pochodne fenylopiperazyny,
polaczone z nim réznej dlugosci tacznikiem alkilenowym.®>® Analiza SAR pokazala, ze
najaktywniejsze sg N-zasady Mannich’a pochodne 3-(2-trifluorometylofenylo)-pirolidyno-
2,5-dionu, wérdod ktorych najsilniejsze wiasciwosci ochronne w tescie MES wykazat N-[(4-
fenylopiperazyn-1-ylo)-metylo]-3-(2-trifluorometylofenylo)-pirolidyno-2,5-dion z EDsy =
20,78 mg/kg, TDsy (test rotarod) > 250 mg/kg, Pl > 24,1, po podaniu dozotadkowym
szczurom.®® Zamiana grupy trifluorometylowej na metylowa, lub ich usuniccie, powodowato
ostabienie lub utrate aktywnos$ci biologicznej. Podobng zalezno$¢ obserwowano w wyniku
przesuniecia grupy metylowej z pozycji 2 na 3.

Moje dalsze prace dotyczace poszukiwania nowych substancji o aktywnoS$ci
przeciwdrgawkowej, prowadzone byly w dwoch glownych kierunkach chemicznych.
Pierwszy obejmowal N-zasady Mannich’a, w ktorych fragment rdzeniowy stanowit
pirolidyno-2,5-dion, a funkcj¢ aminowag rdézne pochodne piperazyny, natomiast drugi,
niezwykle wazny kierunek, dotyczyt syntezy nowych amidowych pochodnych kwasow 2-
(2,5-dioksopirolidyn-1-ylo)-etanowego, -propanowego oraz -butanowego o0 szerokiej
aktywnosci w zwierzecych modelach drgawek padaczkowych.

Badania w grupie N-zasad Mannich’a kontynuowalem jako wykonawca zadan
syntetycznych w ramach grantu MNiSW N405 298536 (2009-2012), ktorego kierownikiem
byta dr hab. Jolanta Obniska, a takze realizujac projekty subsydiowane ze $rodkow UJ-CM.
W ramach prowadzonych prac otrzymano biblioteke kilkuset nowych, zréznicowanych
strukturalnie zwigzkow, ktorych wspolnym elementem byta obecnos¢ pochodnych piperazyny
lub morfoliny jako funkcji aminowej oraz obszaru aromatycznego w pozycji 3 pirolidyno-2,5-
dionu. Prace te rozpocze¢to w seriach 3-fenylopirolidyno-2,5-dinu z atomem chloru w pozycji

2, 3 lub 4 oraz pochodnymi fenylopiperazyny w czesci aminowe;j % Analiza SAR pokazata, ze
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zwigzki tego typu hamowaty jedynie drgawki MES, a najkorzystniejsze wtasciwosci
farmakologiczne posiadaty pochodne meta-chloro, w ktérych fragment aminowy stanowity 3-
chlorofenylopiperazyna (EDso = 21,40 mg/kg, TDso (test rotarod) > 500 mg/kg, Pl > 23,37,
szczury p.o.) lub 3-trifluorometylofenylopiperazyna (EDso = 28,83 mg/kg, TDs (test rotarod)
= 152.80 mg/kg, Pl = 5,30, szczury p.0.). Nalezy podkresli¢, ze otrzymane warto$ci EDsg byty
poréwnywalne z fenytoing (EDsg = 23,20 mg/kg, TDs (test rotarod) > 500 mg/kg, P1 > 21,60,
szczury p.o.), bedaca modelowym lekiem przeciwpadaczkowym, aktywnym w tescie MES.®
Obiecujace rezultaty otrzymano réwniez wérod analogdéw opisanych wczesniej N-zasad
Mannich’a, w ktorych fragment fenylopiperazynowy zastgpiono morfoling lub benzylo-
piperazyna.”® Modyfikacja ta spowodowata nieznaczne obnizenie aktywnosci w drgawkach
MES, natomiast rozszerzyta dziatanie na drgawki pentylenetetrazolowe (PTZ). Dodatkowo 3-
(2-chlorofenylo)-1-(morfolinometylo)-pirolidyno-2,5-dion dziatat efektywnie w tescie 6 Hz
(EDsp = 31,06 mg/kg, myszy i.p.). W seriach tych wybrane potaczenia charakteryzowaty si¢
rowniez skuteczno$cia w drgawkach wywotanych pilokarping u myszy (test PISP,
Pilocarpine Induced Status Prevention model).”

Znaczng aktywno$¢ przeciwdrgawkows uzyskano w kolejnych seriach N-zasad
Mannich’a wprowadzajac w pozycji 3 pirolidyno-2,5-dionu ugrupowanie 2-bromofenylowe
lub 2-fluorofenylowe.”” Badania farmakologiczne pokazaly, ze szczegolnie —silnymi
wlasciwosciami przeciwdrgawkowymi charakteryzowaly si¢ pochodne 3-(2-bromofenylo)-
pirolidyno-2,5-dionu, a najaktywniejsza substancja z EDsy = 7,40 mg/kg (MES, szczury p.o.),
TDs (test rotarod, szczury p.o.) = 62,40 mg/kg, Pl = 8,43, zawierata w swojej strukturze jako
fragment aminowy 4-fluorofenylopiperazyne. Zwiazek ten byl znacznie bardziej efektywny
w tescie MES, poréwnujac do modelowego leku - fenytoiny. Analogicznie jak w przypadku
opisanych wczesniej pochodnych 3-chlorofenylopirolidyno-2,5-dionu, spektrum aktywnosci
zalezne bylo od budowy fragmentu aminowego.97

Dalsze prace badawcze w grupie N-zasad Mannich’a pochodnych pirolidyno-2,5-
dionu polegaty na wprowadzeniu w pozycji 3, dwoch podstawnikéw fenylowych i/lub
alifatycznych (grupa metylowa lub etylowa).®**® Aktywnosci przeciwdrgawkowa w powy-
zszych seriach, zalezala $cisle od podstawnikow w potozeniu 3 pierscienia sukcynimidu,
a takze rodzaju podstawienia we fragmencie piperazynowym. Generalnie, w otrzymanych
seriach, pochodne 3,3-difenylopirolidyno-2,5-dionu dziataty protekcyjnie w drgawkach MES,
natomiast zastgpienie dwoch podstawnikow aromatycznych, grupami alifatycznymi - etylowa
1 metylowa, powodowalo znaczne ostabienie lub utrate aktywnosci biologicznej.gg’99 Ciekawa

zaleznos$¢ zaobserwowano w przypadku pochodnych 3-fenylo-3-metylo-pirolidyno-2,5-dionu,
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ktore byty aktywne jedynie w tescie MES lub zar6wno MES jak i PTZ w zaleznosci od

budowy fragmentu aminowego.'®

Do najaktywniejszych zwigzkéw zaliczono pochodne 3-
fenylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu, odpowiednio z ugrupowaniem 4-fluorofenylo-
piperazynowym (EDso = 7,78 mg/kg (MES, szczury p.o.), TDs (test rotarod, szczury p.o.) =
65,59 mg/kg, Pl = 8,43) lub 3,4-dichlorofenylopiperazynowym (EDso = 15,11 mg/kg (MES,
szczury p.0.), TDs (test rotarod, szczury p.0.) = 167,59 mg/kg, Pl = 11,09).'%
Z przeprowadzonych badan in vitro (dla wybranych zwiazkow), wynika, ze najbardziej
prawdopodobny mechanizm dziatania zwigzany jest z wplywem na napigciowo-zalezne
kanaly sodowe. Niektore substancje charakteryzowaly si¢ rowniez dziataniem
antymutagennym.®*'® Poszerzone badania farmakologiczne, prowadzone dla kilkunastu,
zwigzkow nalezacych zaré6wno do 3-monopodstawionych, jak i 3,3-dipodstawinych
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu wykazalty, ze potaczenia te charakteryzujg si¢ silnymi

wlasciwosciami  antynocyceptywanymi w  bolu  indukowanym formaling.'®*

Wybrane
substancje okazaly si¢ réwniez ligandami receptorow serotoninowych 5-HTia lub/i 5-
HT,, 102108

Dalsze badania chemiczne wsréd N-zasad Mannich’a kontynuowano wprowadzajac
w pozycji 3 pirolidyno-2,5-dionu, dwupier$cieniowy uktad tetrahydronaftalenu, potaczony
Z nim poprzez atomem wegla spiro.®” Wéréd [7,8-f]benzo-2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionow,
najaktywniejsza okazala si¢ pochodna 3-trifluorometylofenylopiperazyny z EDsp = 9,0 mg/kg
(MES, szczury p.o.), TDso > 250 mg/kg (test rotarod, p.o. szczury) i Pl > 27,78, ktorej
mechanizm dziatania wynikat z oddzialywania na napigciowo-zalezne kanaly sodowe.®’
Otrzymane zasady Mannich’a byty aktywne przede wszystkim w tescie MES, a dziatanie to
bylo bardziej efektywne niz opisane wczes$niej dla homologdéw etylenowych i propyle-
nowych.% Nalezy pokresli¢, ze zamiana pierScienia sukcynimidu na hydantoing,
spowodowala istotne nasilenie aktywnosci w tescie MES, co przeanalizowano w seriach [7,8-
flbenzo-1,3-diazaspiro[4.5]dekano-2,4-dionéw oraz 5-cyklopropylo-5-fenylo-imidazolidno-
2,4-dior1(')w.104’105

Tematem przewodnim drugiego kierunku moich badan, stanowigcego jedno
z osiagniec habilitacji, byto uzyskanie substancji o szerokiej aktywnosci przeciwdrgawkowej
w zwierzgcych modelach drgawek, tj. tescie MES, PTZ i/lub 6-Hz.

Prace syntetyczne prowadzitem w seriach amidowych pochodnych kwasow 2-(2,5-
dioksopirolidyn-1-ylo)-etanowego, -propanowego lub -butanowego, w ktorych funkcje
aminowg stanowity pochodne fenylopiperazyny lub benzyloaminy. Struktury proponowanych

zwigzkow hybrydowych, zostaly zaprojektowane laczac w jednej czasteczce fragmenty
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chemiczne lekow aktywnych w roznych typach zwierzgcych napadow drgawkowych.
Potwierdzeniem stusznos$ci koncepcji hybrydowych lekéw przeciwpadaczkowych bylo
przyznanie grantu NCN 2012/05/D/NZ7/02328 pt. ,,Poszukiwanie nowych substancji
o zrozmnicowanych wiasciwosciach protekcyjnych w zwierzecych modelach drgawek
padaczkowych, wsréd —amidowych pochodnych kwasu 1-(2,5-dioksopirolidyn-1-ylo)-
octowego”, ktorego jestem kierownikiem. Realizowana tematyka jest na tyle aktualna
i interesujaca, Zze zostatem zaproszony przez organizatordw konferencji (31% Camerino-
Cyprus-Noordwijkerhout Symposium), odbywajacej si¢ w dniach 19-23.05.2013 r. na
Uniwersytecie w Camerino (Wtochy), do wygltoszenia wyktadu prezentujacego zatozenia ww.
koncepcji. Nalezy podkreslic, ze konferencja ta ma wieloletnig historie w corocznych
spotkaniach, zapoczatkowanych w Noordwijkerhout przez Medicinal Chemistry Division of
the Royal Netherlands Chemical Society w 1977 r., w ktorych uczestnicza pracownicy
naukowi uczelni oraz przedstawiciele wielu firm farmaceutycznych z catego $wiata.

Wyniki badan farmakologicznych potwierdzity, iz proponowany fragment rdzeniowy,
pozwala na uzyskanie polaczen o szerokiej aktywnosci w zwierzecych modelach drgawek
padaczkowych, a ponadto charakteryzujacych si¢ staba neurotoksycznos$cia ostra. Szczegoty
opisano w Rozdziale 2.2.

Wyrazem moich zainteresowan substancjami dziatajagcymi na  osrodkowe
przewodnictwo  dopaminergiczne 1 serotoninergiczne, byl udziat w  projekcie
wspotfinansowanym ze srodkow NCBIiR pt. ,,Opracowanie innowacyjnego leku stosowanego
W terapii schorzen osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) schizofrenii, depresji i leku,
badania przedkliniczne”. Projekt realizowano we wspotpracy z firmg farmaceutyczng
Adamed Sp. z o.0. (Pienkow) oraz Instytutem Psychiatrii i Neurologii w Warszawie.
W badaniach tych bytem wykonawca zadan syntetycznych, co warto podkreslic jedynym,
tworcag 46 ze 162 (28,40%) substancji zastrzezonych w zgloszeniach patentowych WO
2013/001498 oraz P.395468, tacznie z najaktywniejszg pochodng otrzymang W projekcie -
AD_NO1. Wiasciwosci farmakologiczne wspomnianej substancji sg aktualnie prezentowane
na licznych migedzynarodowych spotkaniach, poswigconych badaniom R&D kandydatow na
nowe leki.

Zdobyte doswiadczenie skutkowalo zaangazowaniem mojej osoby do realizacji zadan
syntetycznych w projekcie pt. ,,Antagonisci receptora 5-HTg: Nowoczesne leki
przeciwpsychotyczne o dodatkowym dzialaniu prokognitywnym”. Projekt byl realizowany w
kooperacji z Instytutem Farmakologii PAN w Krakowie, a jego rezultatem sa dwa zgloszenia

patentowe, migdzynarodowe PCT/PL2014/000072 oraz polskie - P.413429.
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Aktualnie, jako wykonawca zadan syntetycznych uczestnicze w projekcie pt. ,,Nowa

nieamyloidowa terapia zaburzen poznawczych”, ktory uzyskal dofinansowanie NCBiR

w ramach Programu Badan Stosowanych (PBS). Badania te sg realizowane przez konsorcjum

naukowo-biznesowe ztozone z Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium Medicum (lider

konsorcjum), Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie (IF PAN) oraz firmy farmaceutycznej
Celon Pharma S.A. (Lomianki / Kielpin).

Podsumowujac, efektem mojej aktywnosci naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia

doktora nauk farmaceutycznych, bylo wspotautorstwo w 23 publikacjach oryginalnych
(sumaryczny impact factor (IF) = 52,248, punktacja MNiSW: 576).
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