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1. Imie i nazwisko

Anna Rapacz
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016r.poz.882 ze zm.w Dz.U.z 2016 r. poz. 1311)

4.1. Tytul osiggniecia naukowego

»Aktywnos¢ przeciwdrgawkowa oraz analgetyczna nowych pochodnych

pirolidyno-2,5-dionu”

4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

H1. Rybka S., Obniska J.*, Rapacz A., Filipek B., Kaminski K., 2014. Synthesis, physicochemical
and anticonvulsant properties of new N-Mannich bases derived from pyrrolidine-2,5-dione
and its 3-methyl analog. Archiv der Pharmazie 347, 768-776.

Willey; IFy014 = 1,531; MINiSW,014 = 20 pkt; *autor korespondujacy

H2. Rapacz A.*, Rybka S., Obniska J., Satat K., Powroznik B., Pekala E., Filipek B., 2016. Evaluation
of anticonvulsant and antinociceptive properties of new N-Mannich bases derived from
pyrrolidine-2,5-dione and 3-methylpyrrolidine-2,5-dione. Naunyn-Schmiedeberg's Archives
of Pharmacology 389, 339-348.

Springer; IF,016 = 2,558; MINiSW,,6 = 25 pkt; *autor korespondujgcy

H3. Obniska J.*, Rapacz A., Rybka S., Powroznik B., Pekala E., Filipek B., Zmudzki P., Kaminski K., 2015.
Design, synthesis and biological activity of new amides derived from 3-methyl-3-phenyl-2,5-
dioxo-pyrrolidin-1-yl-acetic acid. European Journal of Medicinal Chemistry 102, 14-25.

Elsevier; IF5:5 = 3,902; MNiSW,;5 = 40 pkt; *autor korespondujgcy

H4. Obniska J.*, Rapacz A., Rybka S., Géra M., Kaminski K., Satat K., Zmudzki P., 2016. Synthesis,
and anticonvulsant activity of new amides derived from 3-methyl- or 3-ethyl-3-methyl-2,5-
dioxo-pyrrolidin-1-yl-acetic acids. Bioorganic & Medicinal Chemistry 24, 1598-1607.

Elsevier; IF;016 = 2,930; MINiSW 06 = 25 pkt; *autor korespondujacy
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H5. Rapacz A.*, Obniska J., Wiklik-Poudel B., Rybka S., Satat K., Filipek B., 2016. Anticonvulsant
and antinociceptive activity of new amides derived from 3-phenyl-2,5-dioxopyrrolidine-1-yl-
acetic acid in mice. European Journal of Pharmacology 781, 239-249.

Elsevier; IF,0:6 = 2,896; MNiSW,0,6 = 30 pkt; *autor korespondujgcy

H6. Kaminski K.*, Rapacz A., tuszczki J., Latacz G., Obniska J., Kie¢-Kononowicz K., Filipek B., 2015.
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-yl)butanamide
derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry 23, 2548-2561.

Elsevier; IF5:5 = 2,923; MNiSW,;5 = 30 pkt; *autor korespondujgcy

H7. Rapacz A.*, Kaminski K., Obniska J., Koczurkiewicz P., Pekala E., Filipek B., 2017. Analgesic,
antiallodynic, and anticonvulsant activity of novel hybrid molecules derived from N-benzyl-2-
(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)propanamide and 2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)butanamide in animal
models of pain and epilepsy. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology 390, 567-579.

Springer; IFy0:6 = 2,558% MNiSW,0:6 = 25 pkt; *autor korespondujacy

H8. Kaminski K.*, Rapacz A., Filipek B., Obniska J., 2016. Design, synthesis and anticonvulsant activity
of new hybrid compounds derived from N-phenyl-2-(2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl) propanamides
and butanamides. Bioorganic & Medicinal Chemistry 24, 2938-2946.

Elsevier; IF;016 = 2,930; MNiSW,0;6 = 25 pkt; *autor korespondujacy

H9. Rapacz A.*, Gtuch-Lutwin M., Mordy! B., Filipek B., Abram M., Kaminski K., 2018. Evaluation
of anticonvulsant and analgesic activity of new hybrid compounds derived from N-phenyl-2-(2,5-
dioxopyrrolidin-1-yl)-propanamides and —butanamides. Epilepsy Research 143, 11-19.

Elsevier; IF,0;6 = 2,367% MNiSW,g6 = 25 pkt; *autor korespondujacy

H10. Obniska J., Rapacz A., Rybka S., Gdéra M., Zmudzki P., Kamifski K*., 2017. Synthesis
and Anticonvulsant Properties of New 3,3-Diphenyl-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl-acetamides
and 3,3-Diphenyl-propionamides. Archiv der Pharmazie 2017, 350, e1600368.

Willey; IF5016 = 1,994%; MNiSW,0:6 = 20 pkt; *autor korespondujacy

! Podano punktacje z roku 2016 z uwagi na brak danych z roku 2017
2 Podano punktacje z roku 2016 z uwagi na brak danych z roku 2018
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H11. Rapacz A.*, Obniska J., Koczurkiewicz P., Wojcik-Pszczota K., Siwek A., Grybos A., Rybka S., Karcz
A., Pekala E., Filipek B., 2018. Antiallodynic and antihyperalgesic activity of new 3,3-diphenyl-
propionamides with anticonvulsant activity in models of pain in mice. European Journal
of Pharmacology 821, 39-48.

Elsevier; IF;0:6 = 2,896%; MNiSW,016= 30 pkt; *autor korespondujacy

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania impact factor publikacji stanowigcych podstawe habilitacji

wynosi IF = 29,485, co odpowiada punktacji MNiSW = 295.

W 5 pracach jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondujgcym, a madj sredni procentowy

udziat w prezentowanych publikacjach wynosi 59%.

¥ Podano punktacje z roku 2016 z uwagi na brak danych z roku 2018
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4.3. Prezentacja wynikow stanowigcych podstawe habilitacji

4.3.1. Wprowadzenie

4.3.1.1. Padaczka

Padaczka (epilepsja) jest najczestszg powaing przewlekta chorobg neurologiczng, ktdéra
dotyka okoto 65 milionéw ludzi na swiecie i dotyczy oséb w kazdym wieku [Moshé i wsp. 2015; Schmidt
i Schachter 2014]. Wystgpienie napadu padaczkowego zwigzane jest znaglym, przejsciowym
zaburzeniem czynnosci mozgu wskutek nadmiernych wytadowan elektrycznych w komdrkach
nerwowych. Natomiast, termin padaczka obejmuje wiele zespotéw i jednostek chorobowych
0 bardzo ztozonym patomechanizmie [Brodie i wsp. 2018]. W etiologii padaczki uwzglednia sie m.in.
czynniki genetyczne, wady strukturalne i metaboliczne osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) oraz
réoznorodne mechanizmy molekularne, obejmujace zaburzenia réwnowagi pomiedzy procesami
pobudzajgcymi i hamujgcymi w OUN (nadmierna aktywnos$¢ receptorow glutaminianergicznych,
niedostateczne hamowanie przez receptory GABA,, dysfunkcja zaleznych od napiecia kanatéw
jonowych), a takze zmiany w funkcjonowaniu komérek glejowych. Proces epileptogenezy obejmuje
szereg zmian zachodzgcych w neuronach oraz sieciach neuronalnych, ktére prowadza do zmian
w funkcji neurondw, wystgpienia klinicznych napadéw padaczkowych i rozwoju padaczki [tukawski
i wsp. 2018]. Ponadto w ostatnich latach podjeto szereg badan w celu wyjasnienia roli komadrek gleju,
a takze dysfunkcji znajdujacych sie tam kanatéw jonowych oraz receptoréw, w procesie
epileptogenezy [Coulter i Steinhduser 2015; Heuser i wsp. 2014].

Aktualna klasyfikacja rodzajéw napadow padaczkowych przedstawiona w 2017 r. przez
Miedzynarodowag Lige Przeciwpadaczkowgq (/nternational League Against Epilepsy - ILAE) wymienia
napady o poczatku ogniskowym, uogdélnionym, nieznanym oraz napady niesklasyfikowane [Brodie
i wsp. 2018]. Napady o poczatku ogniskowym obejmujg napady zzachowang badZ zaburzong
Swiadomoscig o poczatku ruchowym (automatyzmy, atoniczny, kloniczny, napad zgieciowy,
hiperkinetyczny, miokloniczny, toniczny) lub bez manifestacji ruchowej (autonomiczne, zatrzymanie
behawioralne, poznawczy, emocjonalny, czuciowy), a takze napad ogniskowy zewolucjg do
dwustronnego napadu toniczno-klonicznego (wczesniej okreslany jako napad wtérnie uogdlniony).
Napady o uogdlnionym poczatku obejmujg napady ruchowe (toniczno-kloniczny, toniczny, kloniczny,
miokloniczny, miokloniczno-toniczno-kloniczny, miokloniczno-atoniczny, atoniczny, napad zgieciowy)
oraz napady bez manifestacji ruchowej (typowy, nietypowy, miokloniczny, mioklonie powiek).
Natomiast wsrdd napaddw o nieznanym poczatku wyrdznia sie napady ruchowe (toniczno-kloniczny,

napad zgieciowy) oraz napady bez manifestacji ruchowej (zatrzymanie behawioralne).
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Leki przeciwpadaczkowe stanowig podstawe leczenia padaczki, ktérej celem jest
zapewnienie jak najlepszej poprawy jakosci Zycia pacjenta, poprzez zmniejszenie czestosci
napadow oraz ograniczenie dziatan niepozadanych. Decyzje o wyborze leku podejmuje sie po
rozpoznaniu klinicznej postaci napadéw padaczkowych, uwzgledniajgc stan kliniczny pacjenta (wiek,
pteé, okres cigzy, wspdtistniejgce choroby, itp.), a jako leki pierwszego wyboru mogg byc
zastosowane leki zaréwno starszej, jak i nowej generacji. Wyniki przeprowadzonych badan nie
wykazaty wyzszej skutecznosci lekdw drugiej generacji, jednak leki te w wielu przypadkach cechowaty
sie lepszg tolerancjg [Marson i wsp. 2007a, 2007b]. Jako leki pierwszego wyboru w leczeniu napadéw
ogniskowych zalecane sg przede wszystkim karbamazepina, lamotrygina i lewetyracetam, natomiast
w leczeniu uogdlnionych napaddéw toniczno-klonicznych (z/bez innych uogdlnionych typéw napadow)
zalecany jest kwas walproinowy, dla ktérego alternatywa, jest lamotrygina lub lewetyracetam,
szczegblnie u pacjentek w wieku rozrodczym [Dunin-Wasowicz i wsp. 2015; Nevitt i wsp. 2017; Patel
i Pennell 2016]. Ze wzgledu na ryzyko wystgpienia dziatan niepozgdanych terapie powinno
rozpoczynac sie od jednego leku podawanego w matych, stopniowo zwiekszanych dawkach. Celem
farmakoterapii jest osiggniecie kontroli czestosci napaddw przy stosowaniu jak najmniejszej dawki
leku. W przypadku nieskutecznosci badz ztej tolerancji leku zaleca sie monoterapie alternatywng
lekami | rzutu, a dalej w przypadku dobrej tolerancji lecz braku skutecznosci kolejng monoterapie
alternatywng lekami | rzutu. Dopiero w dalszym etapie leczenia zaleca sie terapie dodang lekami | i Il
rzutu, a nastepnie terapie lekami lll rzutu [Jedrzejczak 2012; Nevitt i wsp. 2017; Perucca i wsp. 2018; Rejdak
i wsp. 2016]. Kluczowym zagadnieniem jest optymalizacja farmakoterapii padaczki w okresie ciazy,
majaca na celu jak najlepszg kontrole napaddw oraz zmniejszenie ryzyka wystgpienia wad ptodu oraz
zaburzen pdzniejszego rozwoju dziecka [Jedrzejczak i wsp. 2017]. Szczegdlne postepowanie musi by¢
wdrozone w przypadku wystgpienia stanu padaczkowego, bedacego neurologicznym stanem nagtym
stanowigcym zagrozenie dla zycia oraz dobrostanu pacjenta [Brophy i wsp. 2012]. Ponadto szczegdlne
postepowanie musi by¢ wprowadzone w leczeniu lekoopornych zespotéw padaczkowych m.in.
zespotu Dravet, zespotu Lennoxa-Gastauta oraz zespotu Westa [Dunin-Wasowicz i wsp. 2015; Wilmshurst
i wsp. 2017; Wirrell 2016].

Mimo znaczacego postepu, jaki dokonat sie w ostatnich latach i dostepnosci kilkunastu lekéw
przeciwpadaczkowych (w tym lekéw trzeciej generacji) nadal ok. 30% pacjentéw nie uzyskuje
zadowalajgcej poprawy [Golyala i Kwan 2017]. Padaczka lekooporna wg definicji ILAE oznacza
niepowodzenie w kontroli napadéw przy zastosowaniu dwodch tolerowanych, odpowiednio
dobranych schematéw leczenia (jako monoterapii lub politerapii) [Kwan i wsp. 2010]. Ponadto, mimo
skutecznosci leku, w niektérych przypadkach zta tolerancja moze spowodowaé koniecznosc jego

odstawienia, badz wptywa istotnie na obnizenie jakosci zycia chorych [Léscher i Schmidt 2011]. Stad tak
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wazne s3g dalsze badania nad poszukiwaniem nowych skutecznych i bezpiecznych lekéw
przeciwdrgawkowych [French i wsp. 2013; Galanopoulou i wsp. 2012].

Najwazniejsze poznane mechanizmy molekularnego dziatania lekéw przeciwdrgawkowych
obejmujg wplyw na neuronalne potencjatozalezne kanaty jonowe, wptyw na transmisje GABA-
ergiczng oraz dziatanie poprzez receptory dla aminokwaséw pobudzajacych. Zaburzenia
w obrebie btony komdrkowej neuronu, zwigzane z dysfunkcjg kanatéw sodowych (gtéwnie Na,1.1-1.3
oraz Na,1.6) prowadzg do nadmiernych wytadowan neuronalnych, a w konsekwencji do padaczki
[Mantegazza i wsp. 2010]. W badaniach na myszach transgenicznych wykazano, ze mutacja prowadzaca
do dysfunkcji kanatéw sodowych Na,1.2 prowadzita do wystgpienia przewlektych drgawek u zwierzat
[Kearney i wsp. 2001]. Wptyw na potencjatozalezne neuronalne kanaty sodowe to podstawowy
mechanizm dziatania wielu lekdw przeciwpadaczkowych m. in. fenytoiny, karbamazepiny,
okskarbazepiny, eslikarbazepiny, lamotryginy i rufinamidu [Brodie 2017; Rogawski i Léscher 2004]. Leki
te poprzez blokowanie kanatéw hamujg powtarzajgce sie wytadowania neuronalne i ograniczajg ich
szerzenie. Ponadto wptyw na kanaty sodowe wykazuje lakozamid, jednak w przeciwienstwie do
wymienionych lekdw nasila on powolng inaktywacje kanatdw sodowych, co prowadzi do stabilizacji
bton komdrkowych nadmiernie pobudliwych neurondéw [Rogawski i wsp. 2015]. Wptyw na kanaty
sodowe wykazujg rowniez kwas walproinowy, topiramat, felbamat oraz zonisamid [Mantegazza i wsp.
2010].

Istotne znaczenie w mechanizmie dziatania lekéw przeciwpadaczkowych odgrywajg réwniez
kanaty wapniowe, wsrdd ktérych wyrdzniamy kanaty aktywowane wysokim potencjatem (typu L,
Ca,1.1-1.4; typu P/Q, Ca,2.1; typu N, Ca,2.2; typu R, Ca,2.3) oraz kanaty aktywowane niskim
potencjatem (typu T, Ca,3.1-3.3). Kanaty Ca,3.1-3.3 wystepujace przede wszystkim w neuronach
wzgbérza odgrywajg istotng role patofizjologii napaddw nieswiadomosci. Do lekdéw
przeciwdrgawkowych blokujgcych ten typ kanatéw wapniowych zaliczamy kwas walproinowy,
etosuksymid i zonisamid. Kanaty Ca,2.1 zlokalizowane sg w neuronach mdzgu (przede wszystkim
komérkach Purkiniego kory mdézdzku) na zakonczeniach presynaptycznych oraz dendrytach i biorg
udziat w uwalnianiu neuroprzekaznikédw. Kanaty Ca,2.2 znajdujg sie w neuronach osrodkowego
i obwodowego uktadu nerwowego na zakoriczeniach presynaptycznych, dendrytach oraz ciatach
komérkowych i biorg udziat w uwalnianiu neuroprzekaznikow oraz generowaniu potencjatu
czynnos$ciowego. Kanaty Ca,2.3 wystepujg w neuronach zaréwno pre- jak i postsynaptycznie,
wykazano ich istotny udziat w uwalnianiu kwasu glutaminowego [Ermolyuk i wsp. 2013]. Z kolei,
sposréd  kanatdéw wapniowych typu L (wystepujgcych gtéwnie w sercu oraz naczyniach
krwionosnych), w OUN zlokalizowane sg przede wszystkim kanaty Ca,1.2 i 1.3 (w stosunku 90/10%)
zlokalizowane postsynaptycznie na dendrytach oraz ciatach komdrkowych, biorgce udziat

w przekazywaniu sygnatéw w synapsach oraz procesach zwigzanych z pamiecig i neuroprotekcja.
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Stwierdzono, iz dysfunkcja kanatéw wapniowych Ca,1.2 i Ca,1.3 wigze sie nie tylko z ciezkimi
zaburzeniami rytmu serca, ale takze z objawami neurologicznymi, w tym z wystgpieniem drgawek.
Co wiecej, kanaty Ca,1.2 zdajg sie petni¢ krytyczng role w generowaniu drgawek gorgczkowych.
Nimodypina, nalezgca do grupy blokerédw kanatéw wapniowych wykazata aktywnos¢ w znoszeniu
nadmiernych wytadowan neuronalnych i drgawek gorgczkowych w modelach in vitro i in vivo
[Zamponi i wsp. 2015]. Ponadto inne leki z grupy dihydropirydynowych blokeréw kanatéw wapniowych
wykazaty aktywnos¢ przeciwdrgawkowag w réznych zwierzecych modelach drgawek [Marinho i wsp.
1997; Meyer i wsp. 1987, 1986; Wurpel i lyer 1994]. Co wiecej, leki te wptywaty hamujgco na proces
epileptogenezy [Kutak i wsp. 2004]. Jednak badania in vivo nad rolg kanatéw Ca,1.2 i 1.3 w rdznych
rejonach mdzgu sg utrudnione z uwagi na preferencyjne wigzanie lekéw z kanatami zlokalizowanymi
W sercu i naczyniach i stad istotne objawy sercowo-naczyniowe [Helton i wsp. 2005]. Wptyw blokujacy
wobec wysokonapieciowych kanatéw wapniowych wykazujg gabapentyna, pregabalina,
lewetyracetam, a takze karbamazepina, topiramat, felbamat, lamotrygina [Dibué-Adjei i wsp. 2017;
Lukyanetz i wsp. 2002; Rogawski i Loscher 2004]. Gabapentyna i pregabalina wigzg sie z podjednostkami
a,6 kanatéw wapniowych i przez to hamujg naptyw jondw wapnia do wnetrza komérki nerwowej
oraz uwalnianie neuroprzekaznikéw w obrebie wtdkien nerwowych [Dolphin 2016]. Podjednostki o,6-
1-0a,6-4 sg waznymi podjednostkami pomocniczymi kanatéw wapniowych bramkowanych napieciem
Cayl oraz Cay2 i odpowiadajg za prawidlowg funkcje tych kanatéw. Gabapentynoidy wigzg sie
z podjednostkami 0,6-1 i a;6-2, przy czym za efekt przeciwdrgawkowy odpowiada wigzanie
z podjednostka a,6-1 [Field i wsp. 2006; Lotarski i wsp. 2014]. Podjednostka ta znajduje sie w wielu
rodzajach komérek nerwowych w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym, gtéwnie w czesci
presynaptycznej neuronu, ale takze na dendrytach i ciatach komdrkowych [Bauer i wsp. 2009]. Badania
molekularne wykazaty wyzszg specyficznos$é wigzania z podjednostka a,6-1 kanatu wapniowego dla
pregabaliny [Li i wsp. 2011]. Réwnoczesnie liczne badania potwierdzajg, iz silny efekt analgetyczny
pregabaliny i gabapentyny zwigzany jest réwniez z wptywem na podjednostke a,6-1
wysokonapieciowych  kanatéw  wapniowych. Zwiekszong ekspresje podjednostek  a,6-1
zaobserwowano przy uszkodzeniach neuronéw zwojéw korzeni grzbietowych, a takie w wielu
modelach bélu neuropatycznego [Bauer i wsp. 2009]. Wykazano, ze myszy transgeniczne
z nadekspresjg podjednostek a,6-1 cechujg objawy allodynii i hiperalgezji [Li i wsp. 2006]. Z kolei,
w innym doswiadczeniu wykazano, ze u myszy transgenicznych ze zmieniong podjednostky a,6-1
pregabalina byta nieskuteczna w znoszeniu objawdéw bélu neuropatycznego [Field i wsp. 2006].
Ponadto stwierdzono, ze nadekspresja podjednostek a,6-1 prowadzi do nadmiernej aktywacji
kanatéw Ca,2.2 (typ N), petnigcych istotng role w przekazywaniu bodzcéw nocyceptywnych [Dolphin

2016].
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Kolejny punkt uchwytu lekow przeciwdrgawkowych stanowig kanaty potasowe, petnigce
istotng funkcje w utrzymaniu potencjatu spoczynkowego neuronu i fazy repolaryzacji potencjatu
czynnosciowego. Otwarcie kanatéw potasowych prowadzi do wyptywu jondw potasowych na
zewnatrz btony komodrkowej i hiperpolaryzacji. Mechanizm dziatania retygabiny, stosowanej
w leczeniu wspomagajacym napaddw ogniskowych, jest zwigzany z wptywem na bramkowane
napieciem kanaty potasowe (K,7.2-7.5) [Gunthorpe i wsp. 2012].

Ponadto, wykazano wptyw lamotryginy na kanaty HCN aktywowane hiperpolaryzacjg (ang.
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel), przewodzace prad |, z czym wigze sie
jej skutecznos¢ w leczeniu napaddéw nieSwiadomosci. Podobnie wptyw na kanaty HCN zostat
zaobserwowany dla gabapentyny [Coulter 2003].

Kwas y-aminomastowy (GABA) to najwazniejszy neuroprzekaznik hamujagcy w modzgu,
a wptyw na transmisje GABA-ergiczng stanowi istotny mechanizm dziatania wielu lekéw
przeciwpadaczkowych [Rowley i wsp. 2012]. Leki takie jak fenobarbital, benzodiazepiny, styrypentol,
topiramat dziatajg poprzez wptyw agonistyczny na receptory jonotropowe GABA,. Z kolei antagonisci
kompetycyjni (bikukulina) i niekompetycyjni (pentylenetetrazol, pikrotoksyna) tego receptora
wykorzystywani sg w zwierzecych modelach drgawek indukowanych chemicznie. Na transmisje
GABA-ergiczng wptywajg takze leki hamujgce rozktad GABA, badz zwiekszajace jego synteze.
Wigabatryna jest nieodwracalnym inhibitorem aminotransferazy kwasu y-aminomastowego (GABA-
T), natomiast kwas walproinowy cechuje ztozony mechanizm dziatania, w tym wptyw na zwiekszenie
syntezy i hamowanie rozktadu GABA. Z kolei tiagabina dziata poprzez wybidrcze hamowanie
transportera kwasu y-aminomastowego typu 1 (GAT-1), blokujagc wychwyt GABA przez komorki
nerwowe i glejowe, a tym samym zwiekszajac jego stezenie w szczelinie synaptycznej [Borden i wsp.
1994].

Stwierdzono réwniez, ze zaburzenia dotyczace dziatania uktadu glutaminianergicznego
prowadzg do rozwoju wielu schorzen, obejmujgcych zaréwno choroby neurologiczne, w tym
padaczke, jak i choroby psychiczne [Rowley i wsp. 2012]. Poprzez wptyw hamujacy na jonotropowe
receptory glutaminianergiczne, do ktérych zalicza sie receptory NMDA, AMPA i kainowe, biorgce
udziat w szybkiej neurotransmisji sygnatu czynnosciowego w mozgu, leki przeciwdrgawkowe hamujg
nadmierng aktywnos$¢ aminokwaséw pobudzajgcych, w tym glutaminianu. Jednym z mechanizméw
dziatania felbamatu jest antagonizm wobec receptora NMDA [Kuo i wsp. 2004]. Natomiast dziatanie
antagonistyczne wobec receptora AMPA wykazuje perampanel, ktéry jest selektywnym,
niekompetycyjnym antagonistg tego receptora [Zaccara i Schmidt 2016]. Ponadto hamowanie
receptorow AMPA i kainowych jest jednym z mechanizmdéw dziatania topiramatu [Gryder i Rogawski

2003]. Wptyw na receptory AMPA wykazano rowniez dla lewetyracetamu [Klitgaard i wsp. 2016].
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Inny mechanizm dziatania przeciwdrgawkowego zwigzany jest z wptywem na biatko
pecherzykdw synaptycznych 2A (SV2A), ktére bierze udziat w procesie fuzji pecherzykéw
i egzocytozie neurotransmiteréw. Sposréd poznanych biatek SV2A-C, biatko SV2A jest punktem
uchwytu dla takich lekéw jak: lewetyracetam i brywaracetam [Loscher i wsp. 2016]. Leki te wigzac sie
z SV2A zmniejszajg uwalnianie neuroprzekaznikéw pobudzajgcych. Brywaracetam wykazuje 20-
krotnie silniejsze powinowactwo do biatka SV2A w pordwnaniu do lewetyracetamu [Klitgaard i wsp.
2016]. Badania na myszach transgenicznych wykazaty, iz dysfunkcja biatka SV2A prowadzita do
wystgpienia drgawek i Smierci zwierzat [Crévecceur i wsp. 2013].

Majac na uwadze szerokie spektrum aktywnosci przeciwdrgawkowej lewetyracetamu
i brywaracetamu w oparciu o nowy mechanizm dziatania, warto podkresli¢ istotne znaczenie
poszukiwania nowych punktéw uchwytu dla lekéw przeciwdrgawkowych. Leki takie mogtyby
wykazaé skutecznos¢ w farmakoterapii padaczki lekoopornej. Stad badane sg rézne potencjalne
molekularne cele dziatania m.in. wptyw na szlak mTOR (ang. mammalian target of rapamycin),
czynnik transkrypcyjny Nrf2 (ang. nuclear related factor 2), kotransportery NKCC1 (ang. Na-K-2C/
cotransproter) i KCC2 (ang. K-Cl cotransproter) (odpowiedzialne za utrzymanie btonowego gradientu
jondéw), receptory purynergiczne P2X, adenozynowe, glutaminianergiczne receptory metabotropowe
(mGlu2, mGIlu3, mGlu5), a takie wplyw na czynniki neurotroficzne np. neurotroficzny czynnik
pochodzenia modzgowego BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor) oraz zapalne np.
transformujacy czynnik wzrostu beta TGF-B (ang. transforming growth factor B) [Kambli i wsp. 2017;
Ngomba i van Luijtelaar 2018; Patel i wsp. 2017; Sadowski i wsp. 2015; Zaccara i Schmidt 2016]. Szczegdlng
uwage zwraca sie na mechanizmy epileptogenezy, w tym mechanizmy molekularne, epigenetyczne,
procesy immunologiczne oraz zapalne, jak réwniez biomarkery epileptogenezy [Jozwiak i wsp. 2017;
Kaminski i wsp. 2014; Kobow i wsp. 2012].

Warto zaznaczy¢, iz mechanizm dziatania wielu lekéw przeciwdrgawkowych jest ztozony
i nadal nie zostat w petni poznany.

Aktualny stan wiedzy, obejmujgcy postepy oraz ograniczenia w farmakoterapii padaczki na

podstawie najnowszego pismiennictwa przedstawitam w publikacji C12.

4.3.1.2. Leki przeciwdrgawkowe w leczeniu bélu neuropatycznego

Leki przeciwdrgawkowe, obok leczenia padaczki, majg zastosowanie w farmakoterapii innych
schorzen: choroby afektywnej dwubiegunowej, leku, bélu migrenowego gtowy oraz fibromialgii.
Ponadto leki te wykazujg wysoka skutecznos¢ kliniczng w leczeniu bélu neuropatycznego [Rogawski
i Léscher 2004]. Bdl ten spowodowany jest uszkodzeniem lub chorobg somatosensorycznej czesci

uktadu nerwowego [Finnerup i wsp. 2016]. Najczestsze zespoty obwodowego bdlu neuropatycznego to:
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neuropatia cukrzycowa, neuralgia popdtpascowa, neuralgia tréjdzielna, bdl fantomowy, przetrwaty
bdl pooperacyjny, bdl neuropatyczny w przebiegu choroby nowotworowej oraz bdl neuropatyczny
w przebiegu zakazenia HIV. Natomiast osrodkowy bdl neuropatyczny obejmuje m.in. bdl poudarowy,
bdl rdzeniowy pourazowy oraz bél zwigzany z chorobg Parkinsona [Szczudlik i wsp. 2014]. Badania
epidemiologiczne wskazujg, ze bdl neuropatyczny dotyczy 7-10% populacji i wraz z czesto
towarzyszgcymi mu zaburzeniami lekowymi, depresyjnymi oraz bezsennoscig dramatycznie pogarsza
jakosc¢ zycia pacjentéw [Dworkin i wsp. 2010; van Hecke 2014]. Patomechanizm bdlu neuropatycznego
jest ztozony i obejmuje zmiany w zakresie pierwszego neuronu (obwodowa sensytyzacja) oraz
zmiany w zakresie osrodkowego uktadu nerwowego (oSrodkowa sensytyzacja). Uszkodzenie nerwu
obwodowego prowadzi do szeregu zmian w ekspresji bramkowanych napieciem kanatéw jonowych
(sodowych, w tym Na,1.7, Na,1.8 i Na,1.9; wapniowych; potasowych), kanatéw HCN, wrazliwych na
niskie pH kanatéw ASIC (ang. Acid-Sensing lon Channels) [Dray 2008; Li i Xu 2015; Tibbs i wsp. 2016],
kanatéw zwigzanych z receptorami przejSciowego potencjatu TRP (ang. transient receptor potential),
gtownie TRPV1, TRPA1 i TRPMS8 [Basso i Altier 2017; Gauchan i wsp. 2009; Malek i wsp. 2015], a takze
zmian w funkcjonowaniu receptoréw jonotropowych, metabotropowych i wewnatrzkomérkowych
[Alles i Smith 2018; Bernier i wsp. 2018; Okine i wsp. 2018]. Efektem uszkodzenia jest réwniez wzrost
stezenia neuropeptyddw: substancji P i peptydu CGRP (peptyd pochodny genu kalcytoniny, ang.
calcitonin gene-related peptide) oraz czynnikdw neurotroficznych, jak NGF (czynnik wzrostu nerwow,
ang. nerve growth factor) i BDNF (mdzgowy czynnik neurotroficzny, ang. brain-derived neurotrophic
factor) [Khan i Smith 2015; Schou i wsp. 2017]. Ponadto dochodzi do zainicjowania rozwoju stanu
zapalnego, gdyz w miejscu uszkodzenia nerwu z tkanek i naczyin uwalniane sg mediatory prozapalne:
bradykinina, serotonina, jony wodorowe, eikozanoidy, cytokiny (zwtaszcza TNF-a, 1l-1, 1I-6) i wolne
rodniki [Calvo i wsp. 2012]. Uszkodzenie nerwu prowadzi takze do powstania patologicznych potgczen
miedzy réznymi rodzajami witdkien nerwowych tzw. efaps. Konsekwencjg tych zmian jest
powstawanie bdlu samoistnego i napadowego charakteryzujgcego sie zmieniong reaktywnoscig nie
tylko uszkodzonych neurondéw, ale i obszaréw nieuszkodzonych [Malec-Milewska i wsp. 2017].
Nastepstwem dtugotrwatej aktywacji obwodowych nocyceptoréw i utrwalenia proceséw zapalenia
jest rozwdj sensytyzacji osrodkowej obejmujgcej procesy pre- i poststynaptyczne (m. in. zwiekszong
produkcje podjednostek a,6-1 kanatéw wapniowych, nadmierng aktywnos¢ receptora NMDA).
Zasadnicze znaczenie w jej powstawaniu ma tzw. neuroplastycznosé struktur uktadu nerwowego na
poziomach czynnosciowym i strukturalnym prowadzaca do powstania nadwrazliwos$ci neuronéw na
bodzZce bdlowe. Dodatkowo dochodzi do utraty funkcji hamujacych w drogach serotoninergicznych
i noradrenergicznych, co prowadzi do zahamowania zstepujacych mechanizmoéw kontroli bélu [Alles
i Smith 2018]. Ponadto coraz wiecej badan dowodzi niezmiernie istotng role komaérek gleju, w tym

mikrogleju i astrocytow w powstawaniu przewlektych zespotéw bélowych [Mika i wsp. 2013; Suter
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2016; Tsuda 2018]. Charakterystycznymi objawami bdélu neuropatycznego sa allodynia (bdl wywotany
bodzcem, ktéry u osdb zdrowych nie powoduje bdélu) oraz hiperalgezja (nadwrazliwo$¢ na bdl)
[Jensen i Finnerup 2014]. Mimo obecnej wiedzy, mechanizmy lezgce u podstaw wystepowania bélu
neuropatycznego nadal nie zostaty w petni poznane.

Wiekszos¢ lekéw przeciwdrgawkowych poprzez kanaly jonowe oraz receptory wptywa na
nieprawidtowg aktywnosé¢ neurondw w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym. Stad,
stwierdza sie ich skuteczno$¢ réwniez w wielu zespotach bdélowych. Sposréd lekéw
przeciwdrgawkowych pregabalina i gabapentyna zaliczane sg do lekéw pierwszego wyboru
w farmakoterapii obwodowego bdlu neuropatycznego [Colloca i wsp. 2017; Finnerup i wsp. 2015].
W terapii osrodkowego bdlu neuropatycznego pregabalina stanowi lek pierwszego wyboru [Szczudlik
i wsp. 2014]. Ponadto w leczeniu neuralgii nerwu tréjdzielnego jako leki pierwszego wyboru
stosowane s3 karbamazepina i okskarbazepina [Cruccu i wsp. 2016]. Natomiast inne leki
przeciwpadaczkowe, m.in. kwas walproinowy, lamotrygina, topiramat, lewetyracetam, lakozamid
i zonisamid nalezg do tzw. trzeciej linii lekdw stosowanych w bdlu neuropatycznym [Colloca i wsp.
2017]. Pregabalina jest stosowana takze w leczeniu fibromialgii, bedacej zespotem przewlektego bélu
miesniowo-szkieletowego [Smith i Moore 2012].

Liczne badania eksperymentalne wykazaty badz potwierdzajg wysokg aktywnosé
analgetyczng lekéw przeciwdrgawkowych w szerokim panelu zwierzecych modeli bélu
neuropatycznego [Ardid i wsp. 2003; Beyreuther i wsp. 2006; Flatters i Bennett 2004; Hamidi i wsp. 2012;
Kiguchi i wsp. 2004; Laughlin i wsp. 2002; Ohsawa i wsp. 2014; Satat i wsp. 2015, 2014; Zychowska i wsp. 2013].
Niedawno opublikowano wyniki szeroko zakrojonych badan =z uzyciem 11 lekdow
przeciwdrgawkowych o rdéinych mechanizmach dziatania oceniajgce aktywnosé przeciwbdlowg
w czterech modelach bélu (ostrego, zapalnego, tonicznego, neuropatycznego), ktore
przeprowadzone zostaty przez badaczy z amerykanskiego programu poszukiwania nowych lekéw
przeciwpadaczkowych (Epilepsy Therapy Screening Program, ETSP) [Smith i wsp. 2017]. Badania
wykazaty istotng aktywnosé analgetyczng lekéw przeciwdrgawkowych, przy czym dziatanie
przeciwbdlowe we wszystkich modelach zaobserwowano dla tiagabiny, a w trzech testach dla
gabapentyny. W modelu bdlu neuropatycznego istotne dziatanie hamujgce allodynie zarejestrowano
dla tiagabiny, gabapentyny, karbamazepiny, kwasu walproinowego, topiramatu, lamotryginy oraz
felbamatu.

Jednakze ostatnie lata przyniosty réwniez negatywne badZ sprzeczne wyniki skutecznosci
klinicznej dostepnych lekéw przeciwdrgawkowych [Attal i Bouhassira 2015; Finnerup i wsp. 2015].
Wysoka aktywnosc¢ przeciwbdlowa stwierdzona dla lakozamidu w badaniach eksperymentalnych
w modelu neuropatii cukrzycowej, nie znalazta odzwierciedlenia w badaniach klinicznych [Beyreuther

i wsp. 2006; Hearn i wsp. 2012]. Podobnie w opublikowanym w 2018 r. badaniu klinicznym,
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etosuksymid, mimo obiecujgcych wynikéw badan przedklinicznych, nie zmniejszat nasilenia bdlu
neuropatycznego u leczonych pacjentdow [Kerckhove i wsp. 2018]. Zatem poszukiwanie skutecznych
lekow w farmakoterapii bdélu neuropatycznego nadal stanowi istotny cel badaid naukowych

[Bouhassira i Attal 2018].

4.3.1.3. Zwierzece modele padaczki i bolu

Do lekow przeciwdrgawkowych zalicza sie substancje o rdinej budowie chemicznej
i roznych mechanizmach dziatania, co znacznie utrudnia racjonalne projektowanie nowych zwigzkéw
0 dziataniu przeciwdrgawkowym. Z tego wzgledu poszukiwania nowych zwigzkdw o dziataniu
przeciwdrgawkowym sg bardziej ztozone i wykorzystujg m.in. metode projektowania opartego na
podobienstwie do istniejgcych ligandéw, metode projektowania w oparciu o farmakofor, ale takze
synteze zwigzkdow o zupetnie nowej budowie chemicznej [Bialer i White 2010; Perucca i wsp. 2007].
Niezmiernie istotny jest fakt, iz dysponujemy licznymi predykcyjnymi zwierzecymi modelami
napadow padaczkowych, co umozliwia przeprowadzenie badan skriningowych (ang. pharmacological
screening) oceniajgcych potencjalng aktywnosé przeciwdrgawkowa nowych substancji. Modele te
mozna podzieli¢ na modele ostre oraz przewlekte, indukowane elektrycznie lub chemicznie (np.
pentylenetetrazolem, pikrotoksyng, pilokarping, kwasem kainowym, strychning), modele napaddéw
uogélnionych lub ogniskowych. Ponadto wyrdzniane sg tez modele genetyczne, modele stanu
padaczkowego, modele drgawek lekoopornych oraz modele padaczki na tle uszkodzenia médzgu
[Kupferberg 2001; Loscher i Schmidt 2011; Wilcox i wsp. 2013].

W ramach amerykanskiego programu poszukiwania nowych lekéw przeciwpadaczkowych
(Antiepileptic Drug Development Program, ADD; obecna nazwa Epilepsy Therapy Screening Program,
ETSP), realizowanego w Narodowym Instytucie Chordb Neurologicznych i Udaru (National Institute of
Neurological Disorders and Stroke, NINDS), Narodowego Instytutu Zdrowia (National Institutes of
Health, NIH; Bethesda, USA) przebadano liczne zwigzki o potencjalnej aktywnosci
przeciwdrgawkowej oraz leki przeciwpadaczkowe. Podstawowe badania przesiewowe nowych
zwigzkéw chemicznych o potencjalnej aktywnosci przeciwdrgawkowej prowadzone w ramach
programu ADD opieraty sie o zastosowanie testu maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES),
gdzie u zwierzecia drgawki wywotane sg bodZzcem elektrycznym — model ten odpowiada uogdlnionym
napadom toniczno-klonicznym oraz testu drgawek chemicznych wywotanych podskérnym
podaniem pentylenetetrazolu (scPTZ), bedagcym modelem napaddw nieswiadomosci oraz napadow
mioklonicznych. Nalezy doda¢, iz obecnie w ramach badan skriningowych test MES nadal stanowi
podstawowg metode poszukiwania aktywnych przeciwdrgawkowo substancji, natomiast test scPTZ

stosowany jest zwykle w kolejnym etapie badan wstepnych [Léscher 2011]. Z kolei, w ostatnich latach
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coraz wieksze znaczenie przypisuje sie testowi drgawek psychomotorycznych wywotanych pragdem
0 niskiej czestotliwosci — 6 pulsdw na sekunde (test 6 Hz), ktéry stanowi model napaddéw
ogniskowych. Test ten jest wykonywany przy zastosowaniu pradu o natezeniu 22 mA, 32 mA i 44 mA,
co odpowiada odpowiednio 1x, 1,5x oraz 2x wartosci CCy; (natezenie pradu wywotujgce drgawki
u 97% badanych zwierzat). Znaczenie testu 6 Hz (32 mA) wzrosto gdy okazato sie, iz lewetyracetam
skuteczny w leczeniu napaddéw ogniskowych u ludzi jest aktywny w tym modelu drgawek, natomiast
nie jest skuteczny w testach MES i scPTZ [Barton i wsp. 2001]. Obecnie test 6 Hz przy zastosowaniu
bodica o nateieniu 44 mA, zostat wdrozony do badan skriningowych i identyfikacji nowych
substancji o aktywnosci przeciwdrgawkowej w ramach amerykanskiego programu poszukiwania
nowych lekéw przeciwpadaczkowych jako uzyteczny test stanowigcy potencjalny model padaczki
lekoopornej [Metcalf i wsp. 2017]. Warto zaznaczy¢, iz w przypadku lewetyracetamu, jego aktywnos¢
przeciwdrgawkowa w tescie 6 Hz, wysoka przy zastosowaniu bodzZca o natezeniu 32 mA, znacznie sie
obniza przy zastosowaniu bodZca o natezeniu 44 mA. Natomiast niedawno zarejestrowany
brywaracetam wykazuje wysokie dziatanie przeciwdrgawkowe takze przy zastosowaniu natezenia
bodzca 44 mA [Léscher i wsp. 2016].

Zwierzece modele rozniecania drgawek — modele kindlingu, polegajace na przewlektej
ekspozycji na podprogowy bodziec elektryczny lub chemiczny o charakterze prodrgawkowym
obrazujg proces epileptogenezy. Drgawki wywotane przez rozniecanie elektryczne struktur uktadu
limbicznego, zwykle ciata migdatowatego u gryzoni stanowig model napadéw ogniskowych, w tym
model padaczki skroniowej (temporal lobe epilepsy, TLE) oraz napaddéw wtérnie uogdlnionych [Sankar
i wsp. 2010; Wilcox i wsp. 2013]. Réwniez, test 6 Hz przy zastosowaniu powtarzajgcych sie przez
okreslony czas impulsdw moze stanowi¢ cenny model do badan epileptogenezy [Giordano i wsp. 2016].
Ponadto modele stanu padaczkowego (np. test pilokarpinowy) mogg by¢ zastosowane do badania
mechanizméw epileptogenezy, a takie do poszukiwania substancji skutecznie hamujgcych badz
zapobiegajgcych rozwojowi stanu padaczkowego [Leite i wsp. 2002].

Z kolei, modele genetyczne wykorzystujg zwierzeta wykazujgce spontaniczne napady
drgawkowe, badZ o genetycznie uwarunkowanej nadwrazliwosci na bodziec np. diwiekowy,
elektryczny, wysokg temperature, substancje o dziataniu prodrgawkowym. Obejmujg m.in.
genetyczne modele napaddéw nieswiadomosci, czy model stwardnienia guzowatego, stanowigc tym
samym modele lepiej odzwierciedlajace przebieg choroby u ludzi [Simonato i wsp. 2014]. Ze wzgledu
na fakt, iz mimo wprowadzania nowych lekéw nadal ok. 30% chorych cierpi na padaczke lekooporng,
opracowano takze szereg modeli drgawek lekoopornych m.in. test 6 Hz (44 mA), drgawki
indukowane lamotryging u szczuréw (LTG-resistant kindled rat), czy model stanu padaczkowego

indukowanego kwasem kainowym lub pilokarping [Postma i wsp. 2000; Wilcox i wsp. 2013].
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Podobnie w badaniach aktywnosci przeciwbdlowej zastosowanie znalazty liczne zwierzece
modele bdlu, w tym modele bélu ostrego (np. test gorgcej ptytki, test zanurzenia ogona, test
wycofania fapy), bdélu tonicznego (np. test formalinowy), bdlu zapalnego ostrego (np. test
przeciggania) i przewlektego (np. modele indukowanego zapalenia stawdéw) oraz bélu
neuropatycznego pochodzenia obwodowego badz osrodkowego. Test goracej ptytki u myszy nalezy
do jednego z najczesciej wykonywanych testéw wykorzystywanych w badaniu nocycepcji ostre;j.
OdpowiedZ na bodziec termiczny w postaci podskoku i/lub lizania tapy zachodzi za posrednictwem
osrodkowego uktadu nerwowego. Zatem, substancje aktywne w tym tescie dziatajg gtdwnie
w rdzeniu kregowym i/lub wyzszych poziomach osSrodkowego uktadu nerwowego. Stad wysoka
aktywnos¢ w tym tescie wykazujg leki opioidowe, natomiast leki dziatajgce obwodowo zwykle nie s3
skuteczne. ROwniez leki przeciwdrgawkowe w wiekszosci nie wykazujg istotnej aktywnosci w tym
tescie przy zastosowaniu nizszych, nie wywotujgcych sedacji dawek [Laughlin i wsp. 2002; Smith i wsp.
2017]. Test formalinowy stanowi model bélu tonicznego, w ktérym wyrdznia sie dwie fazy: faze bélu
ostrego trwajgcego przez okoto 5 min od podpowieziowego wstrzykniecia do tylnej tapy gryzonia
roztworu formaliny (odpowiedz: lizanie, gryzienie, potrzasanie tapg), a nastepnie po kilkuminutowym
braku reakcji rozwija sie druga faza testu — faza bdlu tonicznego trwajaca kilkanascie minut. Faza bélu
ostrego zwigzana jest z aktywacjg przewodzenia bodzcéw bdlowych, gtdwnie przez witdkna typu C,
z kolei druga faza testu zwigzana jest z reakcjg zapalng na obwodzie oraz osrodkowg sensytyzacjg
[Salinas-Abarca i wsp. 2017]. Test formalinowy stanowi wazny test w poszukiwaniu substancji
dziatajacych przeciwbdlowo i przeciwzapalnie, w tym co istotne zwigzkédw aktywnych w leczeniu bélu
przewlektego [Tjglsen i wsp. 1992]. Leki przeciwdrgawkowe wykazujg aktywnos¢ przeciwbdlowa
przede wszystkim w drugiej fazie testu formalinowego [Laughlin i wsp. 2002; Smith i wsp. 2017]. Ponadto
dysponujemy szeregiem modeli bélu neuropatycznego u gryzoni, zaliczamy tu m.in. model luznego
podwigzania nerwu kulszowego wg Bennett’a i Xie (chronic constriction injury, CCl), model
czesciowego podwigzania nerwu kulszowego (partial sciatic nerve ligation, PSNL) oraz model
podwigzania nerwow rdzeniowych (spinal nerve ligation, SNL) [Bennett i Xie 1988; Jaggi i wsp. 2011].
Ponadto szeroko stosowanymi modelami jest obwodowa neuropatia wywotana podaniem
cytostatyku (chemotherapy-induced neuropathic pain, CINP) np. oksaliplatyny, paklitakselu,
winkrystyny, cisplatyny oraz neuropatia cukrzycowa (diabetic peripheral neuropathy, DPN), zwykle
wywotana podaniem antybiotyku o dziataniu cytostatycznym - streptozotocyny. U ok. 95%
pacjentéw leczonych oksaliplatyng notuje sie wystgpienie obwodowej neuropatii czuciowej,
charakteryzujacej sie zaburzeniami czucia i/lub parestezjg konczyn, czesto wywotanymi przez zimno
[Manji 2013]. W modelu obwodowej neuropatii wywotanej podaniem oksaliplatyny (oxaliplatin-
induced neuropathy) juz jednorazowe podanie oksaliplatyny prowadzi u gryzoni do wystgpienia

objawdéw neuropatii: allodynii i hiperalgezji, mechanicznej oraz termicznej, w tym nadwrazliwosci na
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zimno. Neuropatia ta charakteryzuje sie wystepowaniem dwoch faz: wczesnej, ktéra rozwija sie
wkrétce po podaniu cytostatyku oraz pdznej, nastepujacej po kilku dniach. Mechanizm neuropatii nie
jest do konica poznany, dochodzi do uszkodzenia nerwow, ze zmianami funkcjonalnymi, procesami
zapalnymi oraz nadmierng aktywacjg komodrek gleju [Jaggi i Singh 2012]. Podobnie neuropatia
cukrzycowa  zwigzana jest z uszkodzeniem  wtbkien nerwowych, zmielinizowanych
i niezmielinizowanych, zaréwno ruchowych, czuciowych, jak i autonomicznych, procesami
immunologicznymi, a takze ztozonymi zmianami w funkcjonowaniu komérek glejowych [Mika i wsp.
2013; Obrosova 2009; Tsuda 2016]. Czesto$¢ jej wystepowania zwieksza sie wraz ze wzrostem
zachorowania na cukrzyce i z czasem jej trwania. U chorych z zaawansowang cukrzycg typu 2 objawy
neuropatii moga dotykaé nawet 50% osdb [Tesfaye i wsp. 2013]. W modelu neuropatii cukrzycowej po
2-4 tygodniach od podania streptozotocyny, u gryzoni z istotnie podniesionym poziomem glukozy we
krwi (> 300 mg/dl) dochodzi do pojawienia sie objawdw neuropatii: allodynii, hiperalgezji,
a w przypadku zaawansowanej neuropatii takze hipoalgezji mechanicznej oraz termicznej [Obrosova
2009]. Wyniki badan prowadzonych w wielu osrodkach badawczych wykazujg skutecznos¢ lekdw
przeciwdrgawkowych w znoszeniu objawdéw neuropatii w réznych modelach bdlu neuropatycznego

[Flatters i Bennett 2004; Hamidi i wsp. 2012; Smith i wsp. 2017].

Nalezy podkreslic, ze choroby przewlekte, w tym padaczka oraz bél neuropatyczny,
szczegoblnie w sytuacji kiedy nie znajdujemy skutecznej farmakoterapii, dramatycznie obnizajg jakos¢
zycia chorych niosgc za sobg gtebokie kliniczne, psychospoteczne, demograficzne i ekonomiczne
konsekwencje. Ogromnym wyzwaniem w leczeniu padaczki jest znalezienie lekéw hamujgcych
epileptogeneze i modyfikujgcych przebieg choroby, a takze lekéw skutecznych w leczeniu napadéw
lekoopornych. Z kolei fakt, iz wiele lekéw przeciwdrgawkowych wykazuje skutecznos$¢ kliniczng
rowniez w leczeniu bdlu, w tym bodlu neuropatycznego, znacznie poszerza ich spektrum
zastosowania. Zwierzece modele eksperymentalne umozliwiajg odkrycie lekow przeciwdrgawkowych
oraz przeciwbdlowych, pozwalajg lepiej scharakteryzowac¢ znane leki oraz pomagajg w zrozumieniu

patofizjologii padaczki i bélu.
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4.3.2. Cel pracy

Badania w grupie pochodnych pirolidyno-2,5-dionu prowadzone sg przez zespét
pracownikéw Zaktadu Chemii Lekdw, Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM od wielu lat, a ich
konsekwencjg jest otrzymanie szeregu aktywnych przeciwdrgawkowo struktur, dla ktérych synteza
i dziatanie farmakologiczne zostaty przedstawione w licznych publikacjach naukowych [Obniska i wsp.
2013, 2012, 2010, 2009, 2005, 2002]. Poczatkowo wykonanie niektdrych badan farmakologicznych
aktywnosci przeciwdrgawkowej dla wybranych zwigzkéw byto mozliwe w ramach wspétpracy
z amerykanskim Narodowym Instytutem Zdrowia (NIH, Bethesda, USA) w programie poszukiwania

nowych lekéw przeciwpadaczkowych.

Natomiast od 2013 roku nawigzatam wspdtprace z Prof. Jolantg Obniskg z Zaktadu Chemii
Lekéw, Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM w kierunku przeprowadzania badan
farmakologicznych aktywnosci przeciwdrgawkowej, a nastepnie rozszerzytam tematyke badan
naukowych o ocene potencjalnej aktywnosci analgetycznej aktywnych przeciwdrgawkowo substancji,
w wybranych modelach bdlu, z uwzglednieniem modeli bdlu neuropatycznego. Tak szerokie badania
chemiczno-farmakologiczne oraz poszerzone badania farmakologiczne byty mozliwe dzieki wspdlnie
podjetym staraniom i uzyskaniu grantu OPUS 6 pt.: ,Synteza, badanie witasciwosci
fizykochemicznych i farmakologicznych nowych amidowych pochodnych 3,3-dipodstawionych
kwaséw pirolidyno-2,5-diono-alkilowych o potencjalnym wptywie na osrodkowy ukfad nerwowy”
z Narodowego Centrum Nauki (NCN) na prowadzenie badan podstawowych oraz umozliwito
wzbogacenie warsztatu badawczego m.in. o aparat stuzagcy do wykonania testu drgawek
psychomotorycznych (test 6 Hz), ktéry obecnie uwazany jest za obligatoryjny test wykorzystywany
przy poszukiwaniu nowych substancji o aktywnosci przeciwdrgawkowej. Stworzony warsztat
badawczy umozliwit réwniez wspétprace z innymi naukowcami z Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM

zajmujacymi sie powyzszg tematyka badawcza.

Gtownym celem podjetych badan farmakologicznych byta ocena aktywnosci
przeciwdrgawkowej nowych zwigzkéw 2z grupy pochodnych pirolidyno-2,5-dionu oraz dla

wybranych, aktywnych przeciwdrgawkowo struktur dziatania analgetycznego.

Przeprowadzone badania farmakologiczne, ktorych wynikiem jest osiggniecie naukowe

(publikacje H1-H11), bedace przedmiotem przedtozonego wniosku obejmowaty:

e Wstepny skrining farmakologiczny obejmujgcy oznaczenie aktywnosci przeciwdrgawkowej po
dootrzewnowym podaniu zwigzkéw w modelach drgawek wywotanych czynnikiem

elektrycznym i chemicznym, mianowicie w tescie maksymalnego wstrzgsu elektrycznego
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(MES) (model napadéw uogdlnionych toniczno-klonicznych) oraz tescie drgawek
wywotanych podskdrnym podaniem pentylenetetrazolu (scPTZ) (model napadéw
nieSwiadomosci oraz napadéw mioklonicznych). Ponadto wszystkie substancje oceniano
pod katem dziatania neurotoksycznego, badajgc wptyw na koordynacje ruchowg w tescie

obracajgcego sie preta (rotarod) (publikacje H1, H3-H6, H8, H10).

Dalsze badania aktywnosci przeciwdrgawkowej obejmowaty oznaczenie aktywnosci
przeciwdrgawkowej w tescie drgawek psychomotorycznych (test 6 Hz) przy intensywnosci
bodzca 32 mA (model napadéw ogniskowych) (publikacje H3-H5, H7, H9, H10) i 44 mA
(model napadow lekoopornych) (publikacja H9), ocene wptywu na prég pobudliwosci
drgawkowej w tescie drgawek elektrycznych (test MEST) oraz ocene aktywnosci

przeciwdrgawkowej w tescie pilokarpinowym (model stanu padaczkowego) (publikacja H2).

Dla aktywnych zwigzkéw wyznaczono dawki efektywne — EDsq (ang. effective dose), dawki
toksyczne — TDso (ang. toxic dose) oraz indeksy terapeutyczne (ang. protective index)

(publikacje H1, H3-H10).

Dla aktywnych przeciwdrgawkowo zwigzkéw przeprowadzono ocene aktywnosci
przeciwbolowej w tescie goracej ptytki (model bélu ostrego) (publikacje H2, H7, H9, H11),
tescie formalinowym (model bdlu tonicznego) (publikacje H2-H5, H7, H9, H11) oraz
w modelach bdlu neuropatycznego: neuropatii obwodowej indukowanej podaniem

cytostatyku (publikacje H5, H7, H9, H11) oraz neuropatii cukrzycowej (publikacja H11).

Dodatkowo dla wybranych zwigzkéw oznaczono wptyw na ruchliwos¢ spontaniczng, procesy
pamieciowe w tescie biernego unikania oraz koordynacje ruchowa w tescie komina

(publikacje H2, H3, H7, H9, H11).

Badania farmakologiczne in vitro obejmowaty potencjalne punkty uchwytu, ktére mogtyby
stanowi¢ mechanizm dziatania przeciwdrgawkowego i/lub przeciwbdlowego takie jak: kanaty
sodowe i wapniowe (publikacje H2-H5, H7, H8, H10, H11), receptory GABA, (publikacja H7),
receptory NMDA (publikacje H7, H9, H11l) oraz wybrane receptory adrenergiczne,

serotoninergiczne, cholinergiczne (publikacje H7, H11).

Ponadto dla wybranych substancji w badaniach in vitro dokonano oceny potencjatu
mutagennego oraz antymutagennego z wykorzystaniem szczepu bakteryjnego Vibrio harveyi

i/lub testu Amesa, a takze dziatania hepatotoksycznego (komdrki Hep G2), cytotoksycznego
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(komorki neuroblastoma IMR-32) oraz antyproliferacyjnego (komorki HEK-293) (publikacje
H2, H3, H6, H7, H9, H11).

e Dla wybranych dwdch substancji dokonano oceny ich stabilnosci metabolicznej

z zastosowaniem modelu mikrosomoéw ludzkich badz mysich (publikacje H6, H11).

Przeprowadzone badania farmakologiczne w ramach niniejszego cyklu publikacji przyczynity
sie réowniez do poszerzenia wiedzy o aktywnosci lekéw przeciwdrgawkowych w testach
eksperymentalnych z wykorzystaniem myszy szczepu CD-1. Dla pordéwnania aktywnosci
farmakologicznej badanych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu, jako zwigzki odniesienia stosowano
nastepujgce leki przeciwdrgawkowe: kwas walproinowy — jako zwigzek odniesienia o szerokim
spektrum dziatania w badaniach eksperymentalnych (MES/scPTZ/6 Hz) oraz lek aktywny w tescie 6 Hz
(44 mA); lakozamid, fenytoine i karbamazepine — jako zwigzki odniesienia w tescie MES oraz
lakozamid — jako zwigzek odniesienia w tescie MEST, oceniajgcym prog pobudliwosci drgawkowej
oraz tescie pilokarpinowym; etosuksymid — jako zwigzek odniesienia w tescie scPTZ oraz
lewetyracetam — jako zwigzek odniesienia w tescie 6 Hz (32 mA). Z uwagi na fakt, iz leki
przeciwdrgawkowe wykazujg rowniez dziatanie przeciwbdélowe w zwierzecych modelach bdlu, do
poréwnania aktywnosci badanych zwigzkéw wykorzystano: kwas walproinowy i pregabaline — jako
zwigzki odniesienia w tescie gorgcej ptytki, tescie formalinowym oraz w modelu bdlu
neuropatycznego indukowanego podaniem oksaliplatyny oraz lakozamid — jako zwigzek odniesienia
w tedcie goracej ptytki, tescie formalinowym, w modelu bdlu neuropatycznego indukowanego

podaniem oksaliplatyny oraz w modelu neuropatii cukrzycowej.
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4.3.3. Wyniki badan i wnioski

Publikacja H1. Rybka S., Obniska J., Rapacz A., Filipek B., Kaminski K., 2014. Synthesis,
physicochemical and anticonvulsant properties of new N-Mannich bases derived from pyrrolidine-

2,5-dione and its 3-methyl analog. Archiv der Pharmazie 347, 768-776.

W pracy tej we wstepnych badaniach skriningowych oceniono aktywnos¢ przeciwdrgawkowag 22
nowych zasad Mannicha pochodnych pirolidyno-2,5-dionu oraz 3-metylopirolidyno-2,5-dionu w tescie
maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES) oraz tescie drgawek wywotanych podskérnym podaniem
pentylenetetrazolu (scPTZ). Badania wykonano w dwdch punktach czasowych, mianowicie po 0,5 oraz 4 h od
dootrzewnowego podania zwigzkédw. Sposréd badanych zwigzkdw szes¢ z nich byto aktywnych w tescie MES,
natomiast pie¢ zwigzkéw w tescie scPTZ. Poszerzone badania aktywnosci przeciwdrgawkowej oraz
bezpieczenistwa pozwolity na ustalenie dawki efektywnej (EDsg) w wyzej wymienionych testach oraz dawki
neurotoksycznej (TDsy) W tescie rotarod. Najwyzszg aktywnos¢ przeciwdrgawkowg w tescie MES wykazaty
zwigzki 12 oraz 24 (struktury przedstawiono na Rys. 1 i w Tab. 1, praca H1) dla ktérych wartosci EDsq wyniosty
odpowiednio 16,13 i 16,37 mg/kg. Ponadto istotng aktywnos$¢ wykazaty zwigzki 13, 15 oraz 23 dla ktérych
wartosci EDsq wyniosty od 37,79 do 46,07 mg/kg. W tescie scPTZ najwyzszg aktywnos$¢ wykazaty zwigzki 12 oraz
23 dla ktérych wartosci EDsy wyniosty odpowiednio 133,99 mg/kg i 128,82 mg/kg. Najlepszy profil
bezpieczenstwa stwierdzono dla zwigzkéw 12 oraz 23, ktére badane w dawkach az do 500 mg/kg nie
powodowaty zaburzen koordynacji ruchowej w tescie obracajacego sie preta (rotarod). Indeksy terapeutyczne
dla zwigzkow 12 i 23 w tescie MES wyniosty odpowiednio > 31 oraz > 13 i byty znacznie wyzsze niz zwigzkow
odniesienia fenytoiny (IT = 7,74) i kwasu walproinowego (IT = 1,5). Indeksy terapeutyczne dla zwigzkéw 12 i 23
w tescie scPTZ wyniosty > 3,73 oraz > 3,88 i byly réwniez wyisze od indekséw zwigzkéow odniesienia:
etosuksymidu (IT = 2,5) i kwasu walproinowego (IT = 1,8). Przeprowadzone badania chemiczno-
farmakologiczne pozwolity na ustalenie zaleznosci struktura-aktywnos$¢, co jest niezmiernie waine przy
planowaniu dalszych prac syntetycznych. W badanej serii zwigzkéw bardziej aktywne okazaty sie pochodne
3-metylopirolidyno-2,5-dionu.

Whioski: W serii zasad Mannicha pochodnych pirolidyno-2,5-dionu oraz 3-metylopirolidyno-2,5-
dionu wysoka aktywnos¢ przeciwdrgawkowa w tescie MES (model napadéw uogdlnionych
toniczno-klonicznych) wykazato pie¢ zwigzkéw: 12, 13, 15, 23 i 24, a w teScie scPTZ (model

napadow nieswiadomosci oraz napadéw mioklonicznych) dwie pochodne: 12 i 23. Co istotne,

zwiazki te charakteryzowaly sie korzystnym profilem bezpieczenstwa.
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Publikacja H2. Rapacz A., Rybka S., Obniska J., Satat K., Powroznik B., Pekala E., Filipek B., 2016.
Evaluation of anticonvulsant and antinociceptive properties of new N-Mannich bases derived from
pyrrolidine-2,5-dione and 3-methylpyrrolidine-2,5-dione. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of

Pharmacology 389, 339-348.

W pracy tej zaprezentowano wyniki poszerzonych badan farmakologicznych pieciu
wyselekcjonowanych zwigzkow: 12, 13, 15, 23 oraz 24 (struktury przedstawiono na Rys. 1, praca H2). Wszystkie
badane zwigzki w dawce 30 mg/kg, a zwiazki 12, 23, 24 oraz lakozamid réwniez w dawce 10 mg/kg istotnie
statystycznie podnosity prog pobudliwosci drgawkowej w tescie MEST, co potwierdza ich istotng aktywnosé
w modelu drgawek elektrycznych. Dodatkowo, zwigzki 12 oraz 23, ktore we wczesniejszych badaniach byty
aktywne w tescie scPTZ, podane w dawce 100 mg/kg wykazaty istotne dziatanie w tescie drgawek chemicznych
wywotanych podaniem pilokarpiny (model stanu padaczkowego). Dla lakozamidu efekt istotny statystycznie
wykazano przy zastosowaniu dawki 40 mg/kg. Biorac pod uwage fakt, iz leki przeciwdrgawkowe stosowane s3
takze w leczeniu bdlu, waznym celem dalszych badan byta ocena dziatania analgetycznego wybranych
aktywnych przeciwdrgawkowo struktur. W tescie goracej ptytki (model bdlu ostrego) oraz w pierwszej fazie
testu formalinowego (model bélu tonicznego, faza bdlu ostrego) aktywne byty wszystkie zwigzki podane
w dawce 30 mg/kg, z wyjatkiem zw. 23, a takze lakozamid. W drugiej fazie testu formalinowego (faza bdlu
zapalnego) wszystkie zwigzki, podobnie jak lakozamid istotnie statystycznie zmniejszaty czas lizania tapy,
wykazujac tym samym efekt analgetyczny. Badane zwiazki, z wyjatkiem zw. 12, istotnie statystycznie
zmniejszaty ruchliwos$¢ spontaniczng myszy, co $wiadczy o ich dziataniu sedatywnym. W badaniach in vitro
wykonanych we wspétpracy z Zaktadem Biochemii Farmaceutycznej UJ CM zwigzki 12, 13, 23 oraz 24 oceniono
pod katem potencjalnego dziatania mutagennego oraz antymutagennego w teicie Vibrio harveyi. Zaden
z testowanych zwigzkéw nie wykazat aktywnosci mutagennej, a zwigzek 13 wykazat aktywnos¢ antymutagenna.
W dalszych badaniach in vitro wykonanych komercyjnie w laboratoriach Cerep (Francja) zwigzki 12 i 23
w stezeniu 100 pM w istotnym stopniu wigzaty sie z kanatem sodowym (Na,1.2) (zw. 12 = 85,8%; zw. 23 =
89,9%) oraz kanatem wapniowym (typ L) (zw. 12 = 59,4%; zw. 23 = 65,9%), co moze sugerowac ich potencjalny
molekularny mechanizm dziatania.

Whioski: Poszerzone badania aktywnosci przeciwdrgawkowej dla zwigzkéw 12, 13, 15, 23 i 24,
wykazaty ich aktywnos¢ w tescie MEST, a dla zwigzkéw 12 i 23 réwniez w tescie pilokarpinowym
(model stanu padaczkowego). Ponadto badane zwigzki, z wyj. zw. 23, wykazaty dziatanie
analgetyczne w tescie goracej plytki (model bélu ostrego) oraz w pierwszej fazie testu
formalinowego (model bdlu tonicznego, faza boélu ostrego). Z kolei w drugiej fazie testu
formalinowego (faza boélu zapalnego) istotng aktywnoscia cechowaly sie wszystkie badane
substancje. Przeprowadzone badania potwierdzily zatozenie, ze zwigzki z grupy pirolidyno-2,5-
dionu aktywne przeciwdrgawkowo moga wykazywac jednoczesnie silne dziatanie analgetyczne,

a ich mechanizm dziatania moze by¢ wynikiem wigzania z kanatem sodowym (Na,1.2) oraz kanatem

wapniowym typu L.
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Publikacja H3. Obniska J., Rapacz A., Rybka S., Powroznik B., Pekala E., Filipek B., Zmudzki P.,
Kaminski K., 2015. Design, synthesis and biological activity of new amides derived from 3-methyl-3-

phenyl-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl-acetic acid. European Journal of Medicinal Chemistry 102, 14-25.

W pracy przebadano 18 nowych amidowych pochodnych 3-metylo-3-fenylopirolidyno-2,5-dionu.
Wstepne badania aktywnosci przeciwdrgawkowej w testach MES oraz scPTZ w dwdch punktach czasowych — po
0,5 i 2 h od dootrzewnowego podania zwigzkéw wykonano dla 6 substancji w ramach amerykanskiego
programu rozwoju lekéw przeciwpadaczkowych (Antiepileptic Drug Development Program, ADD)
realizowanego w Narodowym Instytucie Zdrowia (NIH, Bethesda, USA). Badania kolejnych 12 zwigzkéw oraz
poszerzone badania majgce ustali¢ dawki EDsq i TDsq wykonano w Zaktadzie Farmakodynamiki UJ CM. Sposréd
wszystkich zwigzkéw, osiem substancji oznaczonych numerami 6-10, 17, 19 i 22 (struktury przedstawiono
w Tab. 1, praca H3) wyselekcjonowano do dalszych badan. Uzyskane wartosci EDsy w tescie MES dla zwigzkéw
7, 8,10 i 17 wyniosty od 97,51 do 215,31 mg/kg. Natomiast w tescie scPTZ wartosci EDs, dla zwigzkow 6, 7, 9,
19 oraz 22 wyniosty od 40,87 do 120,06 mg/kg. Jako zwigzki odniesienia zastosowano fenytoine, etosuksymid
oraz kwas walproinowy. Indeksy terapeutyczne badanych substancji w tescie MES byty wyzsze w poréwnaniu
kwasem walproinowym, jednak nizsze niz indeks uzyskany dla fenytoiny. Natomiast poréwnujgc indeksy
terapeutyczne badanych zwigzkéw w tescie scPTZ warto podkreslic  wysokg skutecznosé
i niskg neurotoksycznos$¢ (TDso > 500 mg/kg) zwigzku 6, dla ktdrego indeks terapeutyczny wynidst > 12,23 i byt
duzo wyzszy niz zwigzkdw odniesienia — etosuksymidu i kwasu walproinowego. Ponadto wysokie wartosci
indeksow terapeutycznych uzyskano w tescie scPTZ dla zwigzkéw 22 (IT > 8,33) oraz 9 (IT > 4,16). Kolejnym
etapem niniejszej pracy byty badania skriningowe aktywnosci przeciwdrgawkowej wybranych zwigzkéw: 8, 14,
17 oraz 23 w tescie drgawek psychomotorycznych indukowanych prgdem o czestotliwosci 6 Hz (test 6 Hz, 32
mA) (model napadéw ogniskowych). Zwigzki 17 oraz 23 wykazaty aktywno$¢ w dawce 100 mg/kg, natomiast
zwigzki 8 i 14 byly aktywne w dawce 300 mg/kg. Dane z pi$miennictwa wskazujg, iz substancje aktywne
przeciwdrgawkowo w tescie MES wykazujg rowniez aktywnos¢ analgetyczng. Stad zwigzki aktywne w tescie
MES, mianowicie 7, 8 i 17 oceniono pod katem dziatania przeciwbdélowego w tescie formalinowym. Substancje
te podane dootrzewnowo w dawkach efektywnych z testu MES wykazaty istotng aktywnosé analgetyczng
zarowno w pierwszej, jak i w drugiej fazie testu. Co wiecej, w tescie komina nie stwierdzono dziatania
neurotoksycznego dla tych zwigzkdéw. Dalsze badania in vitro wykonane we wspotpracy z Zaktadem Biochemii
Farmaceutycznej UJ CM wykazaty dla zwigzkdéw 13, 17 i 22 brak dziatania mutagennego, a dla zwigzkéw 13 i 17
aktywnos¢ antymutagenng w testach Amesa i Vibrio harveyi. W badaniach in vitro zwigzek 7 w stezeniu 100 uM
w istotnym stopniu wigzat sie z kanatem sodowym (Na,1.2) (56,1%) oraz kanatem wapniowym (typ L) (83,3%),
co moze wskazywacd jego potencjalny mechanizm dziatania (Cerep, Francja).

Whioski: W serii amidowych pochodnych 3-metylo-3-fenylopirolidyno-2,5-dionu aktywnos¢
przeciwdrgawkowg w tescie MES, a nastepnie istotne dziatanie analgetyczne w tescie
formalinowym wykazano dla substancji 7, 8 i 17. Z kolei w tescie scPTZ wysoka skutecznoscig

przeciwdrgawkowg cechowat sie zwigzek 6, dla ktérego ponadto indeks terapeutyczny wyniost

> 12,23 i byt duzo wyiszy niz zwigzkéw odniesienia — etosuksymidu i kwasu walproinowego.
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Publikacja H4. Obniska J., Rapacz A., Rybka S., Géra M., Kaminski K., Satat K., Zmudzki P., 2016.
Synthesis, and anticonvulsant activity of new amides derived from 3-methyl- or 3-ethyl-3-methyl-2,5-

dioxo-pyrrolidin-1-yl-acetic acids. Bioorganic & Medicinal Chemistry 24, 1598-1607.

W czesci farmakologicznej pracy przedstawiono wyniki badan aktywnosci przeciwdrgawkowe;j
i przeciwbdlowej nowych amidowych pochodnych 3-metylo- lub 3-etylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu.
Wstepne badania aktywnosci przeciwdrgawkowej w testach MES oraz scPTZ, po 0,5 i 4 h od dootrzewnowego
podania dla 6 zwigzkdow wykonano w ramach amerykanskiego programu ADD (NIH, Bethesda, USA). Badania
skriningowe aktywnosci przeciwdrgawkowej kolejnych 16 zwigzkdw oraz poszerzone badania farmakologiczne
wykonano w Zaktadzie Farmakodynamiki UJ CM. Sposréd badanych struktur osiem pochodnych (7, 9-12, 18, 19
i 24; struktury przedstawiono w Tab. 1, praca H4) zostato wyselekcjonowanych do dalszych badan. Uzyskane
wartos$ci EDsy w tescie MES dla tych zwigzkéw miescity sie w zakresie 32,08-122,04 mg/kg przy czym najwyzszg
aktywnos¢ przeciwdrgawkowa wykazat zwigzek 10. Natomiast w tescie scPTZ najbardziej aktywne byty cztery
zwigzki (9, 11, 12, 18), wsrdd ktdrych najnizszg wartos¢ EDsy wykazat zw. 9 (40,34 mg/kg). Z kolei, najwyzszy
indeks terapeutyczny w tescie MES uzyskat zw. 10 (IT > 15,59), a w tescie scPTZ zw. 9 (IT > 8,0) i byty to wartosci
wyzsze w poréwnaniu do zwigzkéw odniesienia (fenytoiny, etosuksymidu i kwasu walproinowego). Sposrod
szesciu wybranych substancji (7, 8, 18, 19, 21 i 23) w tescie 6 Hz (32 mA) najwyzszg aktywnos¢ wykazat zwigzek
19 dla ktérego wartos$¢ EDs, wyniosta 73,26 mg/kg, natomiast najwyzszg wartos$¢ indeksu terapeutycznego
uzyskat zwigzek 8 (IT > 3,29) i byta to wartos¢ zblizona do uzyskanej dla kwasu walproinowego, a nizsza
w poréownaniu do lewetyracetamu. Kolejnym etapem pracy byta ocena aktywnosci przeciwbdlowe] szesciu
wybranych zwigzkéw (7, 9, 10, 12, 18 i 24) w tescie formalinowym. Zwigzki te podane dootrzewnowo
w dawkach efektywnych z testu MES wykazaty istotng aktywnos¢ przeciwbdlowg zaréwno w pierwszej, jak
i w drugiej fazie testu formalinowego. Dodatkowo oceniono ich aktywnos$¢ miejscowo znieczulajacg po
podskérnym podaniu zwigzkéw w zmodyfikowanym tescie zanurzania ogona u myszy, a uzyskane wyniki
wykazaty istotnie statystycznie dziatanie dla zwigzkéw 10 i 18 w stezeniu 2%. Dalsze badania wykonane w firmie
Cerep (Francja) wykazaty dla zwigzku 24 (100 puM) istotne wigzanie sie z kanatami sodowymi (Na,1.2) (63,5%)
oraz kanatami wapniowymi (typu L) (82,4%), a dla zwigzku 12 z kanatami wapniowymi (typu L) (71,0%).
Pozostate badane zwigzki: 7, 9, 10 i 18 nie wykazaty istotnego wigzania z powyzszymi kanatami jonowymi
(wartosci 20,9-36,6% dla kanatéw sodowych oraz 4,2-30,8% dla kanatéw wapniowych). W badanej serii
zwigzkdéw bardziej aktywne okazaty sie pochodne 3-metylopirolidyno-2,5-dionu w poréwnaniu z ich 3-etylo-3-
metylo analogami.
Whioski: W grupie amidowych pochodnych 3-metylo- lub 3-etylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu
wysokg aktywnosc przeciwdrgawkowa w tescie MES wykazano dla siedmiu substancji, a w tescie
scPTZ dla czterech zwigzkéw. Najwyzszy indeks terapeutyczny w tescie MES uzyskat zwigzek 10 (IT
> 15,59), a w tescie scPTZ zw. 9 (IT > 8,0) i byly to wartosci wyisze w poréwnaniu do zwigzkéw

odniesienia (fenytoiny, etosuksymidu i kwasu walproinowego). Dodatkowo dla szesciu zwigzkéw

aktywnych w tescie MES zaobserwowano istotny efekt analgetyczny w tescie formalinowym.
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Obiecujace wyniki uzyskano takze w tescie 6 Hz (model napadéw ogniskowych) gdzie dla czterech
zwigzkéw ustalono wartosci EDsy. Prawdopodobny mechanizm dziatania jest zwigzany z kanatami

sodowymi (Na,1.2) i/lub kanatami wapniowymi typu L.

Publikacja H5. Rapacz A., Obniska J., Wiklik-Poudel B., Rybka S., Satat K., Filipek B., 2016.
Anticonvulsant and antinociceptive activity of new amides derived from 3-phenyl-2,5-

dioxopyrrolidine-1-yl-acetic acid in mice. European Journal of Pharmacology 781, 239-249.

Przedmiotem kolejnej pracy byty badania aktywnosci przeciwdrgawkowej pieciu amidowych
pochodnych 3-fenylopirolidyno-2,5-dionu, oznaczonych numerami 3, 4, 5, 6 i 7 (struktury przedstawiono na
Rys. 1, praca H5). Wstepne badania skriningowe wykonane po 0,5 i 2 h od dootrzewnowego podania zwigzkéw
(dawka 100 mg/kg) w testach MES, scPTZ oraz 6 Hz wykazaty ich aktywno$é¢ przeciwdrgawkowg
w poszczegdlnych testach oraz brak dziatania neurotoksycznego. Jako zwigzki odniesienia zastosowano
lakozamid, etosuksymid, lewetyracetam oraz kwas walproinowy. Poszerzone badania aktywnosci
przeciwdrgawkowej pozwolity ustali¢ wartosci EDs, w tescie MES dla zwigzkéw 3, 4, 5 i 7, ktore miescity sie
w zakresie 106,27-126,64 mg/kg. W tescie scPTZ aktywne okazaty sie zwigzki 3, 4, 6 i 7, a uzyskane dla nich
wartosci EDsy wyniosty od 86,6 do 89,15 mg/kg. Natomiast w tescie 6 Hz aktywne byty pochodne 3,4 i 7 (EDs =
43,58-108,20 mg/kg). Warto zaznaczy¢, ze trzy zwigzki 3, 4 oraz 7 wykazaty aktywnos¢ przeciwdrgawkowg
w trzech testach, co $wiadczy o ich szerokim zakresie dziatania. Ponadto substancje te wykazaty wyisze
wartosci indekséw terapeutycznych w poréwnaniu do kwasu walproinowego. Drugim celem prowadzonych
badan byta ocena aktywnosci przeciwbdlowej w tescie formalinowym oraz w modelu bélu neuropatycznego,
indukowanego podaniem oksaliplatyny. Zwigzki 3, 4 i 6 badane w dawkach 7,5-30 mg/kg istotnie skracaty czas
lizania tapy w drugiej fazie testu, co $wiadczy o dziataniu przeciwbdélowym. Ponadto zwigzek 6 w dawce 30
mg/kg wykazat réwniez aktywnos$é w pierwszej fazie testu (faza bdlu neurogennego). Substancje aktywne
w tescie formalinowym zostaty nastepnie zbadane w modelu bélu neuropatycznego. Zwigzki te wykazaty
istotng statystycznie aktywnos$¢ hamujgcy allodynie mechaniczng zaréwno w ostrej, jak i péznej fazie testu.
Warto podkresli¢, iz zwigzki te cechowalty sie niskim dziataniem neurotoksycznym, szczegdlnie zwigzek 6, dla
ktérego nie obserwowano zaburzern koordynacji ruchowej nawet przy zastosowaniu dawki 500 mg/kg.
W badaniach in vitro zwigzek 4 w stezeniu 100 uM wigzat sie z potencjatozaleznymi kanatami sodowymi silniej
w poréwnaniu do karbamazepiny, a takze z zaleznymi od potencjatu kanatami wapniowymi typu L silniej niz
topiramat. Natomiast nie wykazano wigzania z kanatami wapniowymi typu N. Badania wykonane w ramach
niniejszej pracy pozwolity na wyselekcjonowanie zwigzkéw wykazujgcych szeroki profil aktywnosci
przeciwdrgawkowej, a ponadto cechujgcych sie istotnym dziataniem analgetycznym.

Whioski: W kolejnej grupie zwigzkdw amidowych pochodnych 3-fenylopirolidyno-2,5-dionu
wartosci EDs;, w tescie MES oraz tescie scPTZ ustalono dla czterech zwigzkéw, natomiast w tescie 6

Hz dla trzech substancji. Co istotne, trzy zwigzki, mianowicie 3, 4 oraz 7 wykazaty aktywnos¢

przeciwdrgawkowga we wszystkich testach, co swiadczy o ich szerokim profilu dziatania. Zwigzki te
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dodatkowo wykazaly wyisze wartosci indeksdw terapeutycznych w poréwnaniu do kwasu
walproinowego, ktéry stanowi zwigzek odniesienia aktywny w testach MES/scPTZ/6 Hz. Ponadto
zwigzki 3, 4 oraz 6 okazaty sie aktywne w tescie formalinowym, a takie istotnie hamowaly
allodynie mechaniczng wywotang podaniem oksaliplatyny (model bdlu neuropatycznego
indukowanego cytostatykiem). Mechanizm dziatania zwigzku 4 moie by¢ wynikiem wigzania

z kanatem sodowym (Na,1.2) i/lub kanatem wapniowym typu L.

Publikacja H6. Kaminski K., Rapacz A., tuszczki J., Latacz G., Obniska J., Kie¢-Kononowicz K., Filipek B.,
2015. 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-yl)butanamide
derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry 23, 2548-2561.

Badania farmakologiczne przedstawione w publikacji H6 objety 33 nowe pochodne pirolidyno-2,5-
dionu i 3-metylo-pirolidyno-2,5-dionu z fragmentem propanamidowym lub butanamidowym w potozeniu
1 pierscienia imidowego (struktury przedstawiono w Tab. 1, praca H6). Substancje te stanowig zwigzki
hybrydowe zawierajgce w swojej strukturze fragmenty chemiczne obecne w lekach przeciwdrgawkowych
takich jak: etosuksymid, lakozamid oraz lewetyracetam, ktore sg aktywne w rdznych zwierzecych modelach
drgawek. Celem takiego potaczenia byto uzyskanie zwigzkéw cechujgcych sie szerokim profilem aktywnosci
przeciwdrgawkowej. Badania skriningowe w testach MES i scPTZ oraz wptyw na koordynacje ruchowa w tescie
rotarod wykonano po 0,5 i 2 h od dootrzewnowego podania zwigzkéw w dawce 100 mg/kg. Jako zwigzki
odniesienia zastosowano karbamazepine, lakozamid, etosuksymid oraz kwas walproinowy. Badane substancje
wykazaty wysokg aktywnos$é przeciwdrgawkowa oraz cechowaty sie brakiem dziatania neurotoksycznego.
Sposrdéd nich 24 pochodnych byto aktywnych w co najmniej jednym tescie drgawek (MES lub scPTZ), a 10 byto
aktywnych w obu testach. Aktywnos¢ przeciwdrgawkowa w tej grupie zwigzkow byta zalezna od budowy
chemicznej, mianowicie pochodne z fragmentem propanamidowym byty aktywne przede wszystkim w tescie
MES, podczas gdy pochodne z fragmentem butanamidowym w potozeniu 1 pierscienia imidowego, wykazywaty
aktywnos¢ rowniez (lub jedynie) w drgawkach wywotanych podaniem pentylenetetrazolu. Poszerzone badania
farmakologiczne pozwolity na ustalenie dawek EDsq dla az 22 zwigzkdéw. Wartosci EDsg 18 aktywnych zwigzkdéw
w tescie MES wyniosty od 54,9 do 129,64 mg/kg, a 14 aktywnych struktur w tescie scPTZ od 42,83 do 90,26
mg/kg. Najbardziej aktywne w obu testach okazaty sie zwigzki 4 oraz 8. Substancje te wykazaty szerokie
spektrum dziatania przeciwdrgawkowego, a takie posiadaty bardziej korzystny profil bezpieczenstwa
w poréwnaniu do lekéw referencyjnych. Ponadto istotng aktywnos$¢ oraz wysoki indeks terapeutyczny wykazat
w tedcie MES zwigzek 15, a w tescie scPTZ zwigzek 20. Dalsze badania in vitro wykonane we wspdtpracy
z Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM, wykazaty dla zwigzku 8 brak dziatania
antyproliferacyjnego i cytotoksycznego. Ponadto zwigzek ten w badaniach z wykorzystaniem ludzkich
mikrosomow watrobowych cechowat sie duzg stabilnoscia metaboliczng oraz nie wptywat na funkcje

izoenzymu CYP3A4 cytochromu P-450.
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Whioski: Szczegdlnie aktywne przeciwdrgawkowo substancje znalazly sie w grupie hybrydowych
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu i 3-metylo-pirolidyno-2,5-dionu z fragmentem propanamidowym
lub butanamidowym w potozeniu 1 pierscienia imidowego, gdzie wartosci EDs, udato sie ustali¢ az
dla 22 zwigzkéw. Najbardziej aktywne substancje dziatajgce w obu testach (MES i scPTZ) 4 i 8,
cechowaty sie ponadto bardziej korzystnym indeksem terapeutycznym w poréwnaniu do lekéw
referencyjnych. Przeprowadzone badania farmakologiczne potwierdzity stusznos¢ koncepcji

hybrydowych zwigzkow, jako struktur o szerokim profilu aktywnosci przeciwdrgawkowe;j.

Publikacja H7. Rapacz A., Kaminski K., Obniska J., Koczurkiewicz P., Pekala E., Filipek B., 2017.
Analgesic, antiallodynic, and anticonvulsant activity of novel hybrid molecules derived from N-benzyl-
2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)propanamide and 2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)butanamide in animal
models of pain and epilepsy. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology 390, 567-579.

Publikacja H7 stanowi kontynuacje badan wysoce aktywnych hybrydowych zwigzkéw pochodnych
pirolidyno-2,5-dionu z fragmentem propanamidowym Ilub butanamidowym w potozeniu 1 pierscienia
imidowego. Szes$¢ zwigzkdw aktywnych w tescie MES oraz wykazujgcych wysoki profil bezpieczeristwa (zwigzki
4,5, 8,9, 15 i 16; struktury przedstawiono na Rys. 1, praca H7) zostato ocenionych pod katem aktywnosci
przeciwbdlowej oraz przeciwdrgawkowej w tescie drgawek psychomotorycznych. Jako zwigzki odniesienia
zastosowano kwas walproinowy i lakozamid. Wszystkie zwigzki podane w dawkach EDsq z testu MES nie
wykazaty istotnego dziatania przeciwbdlowego w tescie goragcej ptytki. Natomiast w tescie formalinowym
wysokg aktywnoscig cechowaty sie zwigzki 4, 8 i 9, jak rowniez kwas walproinowy i lakozamid. Substancje te
badano nastepnie w tescie von Frey’a oceniajgc ich wptyw na allodynie mechaniczng w modelu bdlu
neuropatycznego wywotanego wczesniejszym podaniem oksaliplatyny. Zaobserwowano dla wszystkich
zwigzkdw istotne statystycznie hamowanie allodynii mechanicznej, co $wiadczy o ich aktywnosci w tym modelu
neuropatii. Z uwagi na fakt, ze leki przeciwpadaczkowe mogg wywotaé zaburzenia pamieci oraz uposledzac
zdolnos¢ uczenia sie, zbadano takze wptyw badanych substancji na pamie¢ w tescie biernego unikania. Wyniki
wskazujg, ze zwigzki 8, 9 oraz lakozamid nie zaburzaty proceséw pamieciowych, natomiast pewien negatywny
wptyw zaobserwowano dla zwigzku 4 i kwasu walproinowego. Dalsze eksperymenty wykazaty, iz wszystkie
zwigzki byty aktywne w tescie drgawek psychomotorycznych, ktéry stanowi model napadéw ogniskowych,
a wartosci EDsg miescity sie w zakresie 24,66-47,21 mg/kg. Wartosci uzyskane dla zwigzkéw odniesienia kwasu
walproinowego i lakozamidu wyniosty odpowiednio 130,64 mg/kg oraz 5,25 mg/kg. Badane zwigzki (z wyj. zw.
16 i kwasu walproinowego), podobnie jak lakozamid nie wyptywaty na aktywnos$é lokomotoryczng myszy.
Nie stwierdzono zatem dla nich dziatania sedatywnego, czesto towarzyszgcego zwigzkom aktywnym
przeciwdrgawkowo oraz lekom przeciwpadaczkowym. Poszerzajgc badania bezpieczenstwa oraz z uwagi na fakt
pojawienia sie doniesien literaturowych wskazujagcych mozliwo$¢ dziatania hepatotoksycznego lekdw
przeciwpadaczkowych, wybrane zwigzki 4 i 9 zbadano takze w tym kierunku. W badaniach in vitro wykonanych

we wspotpracy z Zaktadem Biochemii Farmaceutycznej UJ CM nie wykazano hepatotoksycznego dziatania
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zwigzkéw. Wyniki badan poréwnano do kontroli pozytywnej, ktérg w eksperymencie stanowita doksorubicyna
— cytostatyk o silnej aktywnosci cytotoksycznej. Ponadto dla zwigzku 4 wykonano szeroki panel badan
receptorowych (Cerep, Francja). Wyniki badan in vitro wykazaty, iz substancja ta wigzata sie istotnie
z napieciowozaleznymi kanatami sodowymi oraz umiarkowanie z wysokonapieciowymi kanatami wapniowymi
(typ L, miejsce werapamilowe) jedynie po zastosowaniu wysokiego stezenia (500 uM), co sugerowac moze inny
mechanizm molekularny, odpowiedzialny za efekt przeciwdrgawkowy. Ponadto, nie wykazano istotnego
wigzania z kanatami wapniowymi typu N, receptorem GABA,, NMDA oraz receptorem nikotynowym a4f2.

Whioski: Poszerzone badania aktywnosci farmakologicznej szesciu wybranych na podstawie
wczesniejszej pracy substancji (zw. 4, 5, 8, 9, 15 i 16) wykazaty ich wysoka aktywnos¢ w tescie 6 Hz
(EDso = 24,66-47,21 mg/kg). Ponadto silnym dziataniem przeciwbélowym wykazanym w tescie
formalinowym oraz neuropatii indukowanej oksaliplatyng cechowatly sie zw. 4, 8 i 9. Warto
podkresli¢, iz rezultatem przeprowadzonych badan farmakologicznych (prace H6 i H7) jest
uzyskanie zwigzkéw 4 i 9 o szerokim spektrum aktywnosci przeciwdrgawkowej w testach
MES/scPTZ/6 Hz, a takie wspoéttowarzyszacej aktywnosci przeciwbélowej w modelach bélu

tonicznego i neuropatycznego.

Publikacja H8. Kaminski K., Rapacz A., Filipek B., Obniska J., 2016. Design, synthesis and
anticonvulsant activity of new hybrid compounds derived from N-phenyl-2-(2,5-dioxo-pyrrolidin-1-

yl)-propanamides and -butanamides. Bioorganic & Medicinal Chemistry 24, 2938-2946.

W kolejnym etapie badan nad nowymi hybrydowymi pochodnymi pirolidyno-2,5-dionu, zawierajgcymi
w swojej strukturze fragmenty chemiczne obecne w lekach przeciwdrgawkowych takich jak etosuksymid,
lakozamid oraz lewetyracetam postanowiono oceni¢ aktywnos¢ pochodnych N-fenylopirolidyno-2,5-dionu
z fragmentem propanamidowym lub butanamidowym w potozeniu 1 pierscienia imidowego. Wstepny skrining
aktywnosci przeciwdrgawkowej dla 21 nowych zwigzkéw w testach MES i scPTZ oraz wptyw na koordynacje
ruchowg w tescie rotarod wykonano po 0,5 i 2 h od ich dootrzewnowego podania w dawce 100 mg/kg.
Aktywnos¢ przeciwdrgawkowg w tescie MES wykazato sze$¢ zwigzkdéw, a w tescie scPTZ pie¢ pochodnych.
Majac na uwadze poszukiwanie aktywnych przeciwdrgawkowo zwigzkéw w réinych modelach drgawek,
niniejsze struktury zbadano takie w tescie 6 Hz, a otrzymane rezultaty byly bardzo obiecujgce. Wyniki
poszerzonych badan pozwolity obliczy¢ wartosci EDsy dla pieciu zwigzkdw w tescie MES i miescity sie one
w zakresie 80,6-120,7 mg/kg, czterech zwigzkéw w tescie scPTZ w zakresie 58,4-87,7 mg/kg oraz szesciu
zwigzkéw w tescie 6 Hz (EDs, od 41,4 do 88,2 mg/kg). Cztery spos$rdd badanych struktur (zwigzki 4, 5, 11 i 19;
struktury przedstawiono na Rys. 1 i w Tab. 1, praca H8) wykazaty szeroki zakres aktywnosci przeciwdrgawkowej
oraz korzystny profil bezpieczeristwa. W badaniach in vitro zwigzek 4 w stezeniu 200 UM wigzat sie istotnie
z napieciowozaleznymi kanatami sodowymi oraz umiarkowanie z kanatami wapniowymi (typ L, miejsce
diltiazemowe). Dla zwigzku odniesienia — karbamazepiny — efekt ten byt nizszy. Ponadto dla zwigzku nie

wykazano istotnego wigzania z innymi wysokonapieciowymi kanatami wapniowymi (Cerep, Francja).
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Whnioski: W kolejnej badanej serii hybrydowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu istotng
aktywnos¢ przeciwdrgawkowa wykazano dla szeregu nowych substancji. Wartosci EDs, ustalono
dla pieciu zwigzkéw w tescie MES (EDs, = 80,6-120,7 mg/kg), czterech zwigzkéw w tescie scPTZ
(EDso = 58,4-87,7 mg/kg) oraz szesciu zwigzkéw w tescie 6 Hz (ED;, = 41,4-88,2 mg/kg). Cztery
zwigzki cechowaly sie szerokim zakresem aktywnosci przeciwdrgawkowej, a takie korzystnym
profilem bezpieczenstwa. Mechanizm dziatania zwigzku 4 moze by¢ wynikiem wigzania z kanatami

sodowymi (Na,1.2) i/lub wapniowymi typu L.

Publikacja H9. Rapacz A., Gtuch-Lutwin M., Mordyl B., Filipek B., Abram M., Kaminski K., 2018.
Evaluation of anticonvulsant and analgesic activity of new hybrid compounds derived from N-phenyl-

2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)-propanamides and -butanamides. Epilepsy Research 143, 11-19.

W pracy tej przedstawiono poszerzone badania farmakologiczne szesciu wyselekcjonowanych
zwigzkéw: DK-1 (4), DK-2 (5), DK-10 (11), DK-11 (12), DK-14 (14) i DK-20 (19) (struktury przedstawiono na Rys.
1, praca H9). Zuwagi na stwierdzong wczesniej istotng aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa zwigzkéw w tescie
drgawek psychomotorycznych (test 6 Hz) przy stymulacji bodZzcem elektrycznym o natezeniu 32 mA (1,5xCCy5)
(EDsy w zakresie od 41,4 do 88,2 mg/kg, praca H8), postanowiono oceni¢ dziatanie przeciwdrgawkowe po
zastosowaniu bodZca o natezeniu 44 mA (2xCCqyy), czyli w modelu padaczki lekoopornej. Uzyskane wyniki
okazaty sie bardzo interesujace, dla trzech zwigzkéw: DK-1 (4), DK-10 (11) i DK-14 (14) ustalono wartosci EDs,
ktére miescity sie w zakresie 147,4-246,6 mg/kg. Zwigzki DK-10 (11) (EDs, = 153,3 mg/kg) i DK-14 (14) (EDs, =
147,4 mg/kg) wykazaty nieco wyzszg aktywnos$¢ w poréwnaniu do kwasu walproinowego (EDs, = 183,1 mg/kg)
oraz porownywalne indeksy terapeutyczne, ktére wyniosty odpowiednio 2,6; 2,3 i 2,35. Warto podkresli¢,
ze dane literaturowe wskazujg na nizszg aktywnosc¢ lewetyracetamu w tym tescie. Dodatkowo w badaniach
aktywnosci analgetycznej wykazano istotne statystycznie dziatanie przeciwbdlowe dla zwigzkéw DK-1 (4), DK-2
(5), DK-11 (12), DK-20 (19) oraz pregabaliny podanych w dawce 30 mg/kg w drugiej fazie testu formalinowego.
Zwigzek DK-11 (12), podobnie jak pregabalina wykazat takie istotng aktywnos¢ przeciwbdlowg po
zastosowaniu nizszych dawek 1 i 10 mg/kg. Natomiast kwas walproinowy wykazat aktywnosé¢ przy
zastosowaniu wyzszych dawek tj. 150 i 200 mg/kg. W modelu neuropatii indukowanej oksaliplatyng po podaniu
zwigzkéw w dawce 30 mg/kg, a zwigzkdw DK-2 (5) i DK-11 (12) réwniez w dawce 10 mg/kg zaobserwowano
istotne statystycznie hamowanie allodynii. Pregabalina (1, 10, 30 mg/kg) oraz kwas walproinowy (50, 100, 150
mg/kg) wykazaty istotng aktywnos$é¢ we wszystkich zastosowanych dawkach. Wszystkie badane zwigzki
w aktywnych dawkach (z wyj. zw. DK-11 (12) w dawce 30 mg/kg oraz kwasu walproinowego w dawce 252,74
mg/kg), nie wptywaty istotnie na aktywnos¢ lokomotoryczng myszy. Dodatkowo zaden z badanych zwigzkéw
nie zaburzat koordynacji ruchowej myszy w tescie komina, a w badaniach in vitro na linii komérkowej Hep G2
wykonanych we wspdtpracy z Katedrg Farmakobiologii Ul CM nie wykazano dziatania hepatotoksycznego
zwigzkéw. Przeprowadzone badania in vitro nie wykazaty istotnego wigzania zwigzku DK-11 (12) (100 uM)

z kanatem sodowym (Na,1.2), wysokonapieciowymi kanatami wapniowymi (typy L i N) oraz receptorem NMDA
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(Cerep, Francja), co sugerowa¢ moze inny molekularny mechanizm dziatania. Planowane sg dalsze badania
molekularne w kierunku wigzania z innymi kanatami jonowymi (m.in. kanatami wapniowymi typu T) oraz
receptorami (m.in. GABA,).

Whioski: Dalsze eksperymenty farmakologiczne w grupie zwigzkéw hybrydowych wykazaty
aktywnos¢ trzech zwigzkéw: DK-1 (4), DK-10 (11) i DK-14 (14) w tescie 6 Hz (44 mA), ktory stanowi
model padaczki lekoopornej. Zwigzki DK-10 (11) i DK-14 (14) wykazaty wyzszg aktywnosc i zblizony
profil bezpieczernistwa w poréwnaniu do kwasu walproinowego. Natomiast w testach bdélowych
(test formalinowy oraz neuropatia indukowana oksaliplatyng) szczegdlnie obiecujgce wyniki

uzyskano dla zwigzku DK-11 (12).

Publikacja H10. Obniska J., Rapacz A., Rybka S., Géra M., Zmudzki P., Kaminski K., 2017. Synthesis
and Anticonvulsant Properties of New 3,3-Diphenyl-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl-acetamides and 3,3-

Diphenyl-propionamides. Archiv der Pharmazie 350, e1600368.

W czesci farmakologicznej pracy przedstawiono wyniki badan aktywnosci przeciwdrgawkowej nowych
amidowych pochodnych 3,3-difenylopirolidyno-2,5-dionu oraz kwasu 3,3-difenylopropanowego (pochodne bez
uktadu imidowego) (struktury przedstawiono w Tab. 1i 2, praca H10). Badania aktywnosci przeciwdrgawkowej
w testach MES i scPTZ oraz wptyw na koordynacje ruchowag w tescie rotarod wykonano po 0,5 i 2 h od
dootrzewnowego podania zwigzkéw w dawce 100 mg/kg. W tescie MES dziatanie przeciwdrgawkowe wykazato
7, natomiast w tescie scPTZ 12 sposrod badanych zwigzkéw. Poszerzone badania farmakologiczne wykazaty,
iz najwyzsza aktywnoscig przeciwdrgawkowa w tescie MES cechowaty sie zwigzki 3p, 3q i 3r dla ktérych
warto$ci EDsy; wyniosty odpowiednio 50,91 mg/kg, 31,64 mg/kg oraz 38,15 mg/kg. Z kolei w tescie scPTZ
wyznaczone dawki EDs, dla aktywnych substancji miescity sie w zakresie 42,83-87,53 mg/kg. Warto podkreslic,
ze dwa zwiazki 3p i 3q byty aktywne w obu testach. Wybranych osiem substancji zbadano ponadto w tescie
6 Hz, a uzyskane wartos$ci EDsqwyniosty od 38,15 do 88,24 mg/kg. W badaniach in vitro zwigzek 3p w stezeniach
1, 10 i 100 pM wykazat istotne wigzanie (> 50%) z kanatami sodowymi (Na,1.2), a w stezeniu 100 uM takze
z kanatami wapniowymi (typ L) (Cerep, Francja), co moze wskazywac jego potencjalny mechanizm dziatania.
Whioski: W grupie amidowych pochodnych 3,3-difenylopirolidyno-2,5-dionu oraz kwasu 3,3-
difenylopropanowego wyznaczono wartosci ED;y w tescie MES dla 4 zwigzkéw (EDs, od 31,6 do
85,5 mg/kg), w tescie scPTZ dla 12 zwigzkéw (42,8-87,5 mg/kg) oraz w tescie 6 Hz dla 4 zwigzkéw
(38,1-88,2 mg/kg). Przeprowadzone badania pozwolity wyselekcjonowaé zwigzek 3¢, wykazujacy

aktywnos¢ w trzech testach MES, scPTZ i 6 Hz. Prawdopodobny mechanizm dziatania zwigzku 3p

jest zwigzany z kanatami sodowymi (Na,1.2) i/lub wapniowymi typu L.
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Publikacja H11. Rapacz A., Obniska J., Koczurkiewicz P., Wéjcik-Pszczota K., Siwek A., Grybos A.,
Rybka S., Karcz A., Pekala E., Filipek B., 2018. Antiallodynic and antihyperalgesic activity of new 3,3-
diphenyl-propionamides with anticonvulsant activity in models of pain in mice. European Journal of

Pharmacology 821, 39-48.

Kontynuujac poprzednie badania w publikacji H11 dla wybranych zwigzkéw JOA 122 (3p), JOA 123 (3q)
i JOA 125 (3r) dokonano oceny ich aktywnosci przeciwbolowej. Obok testu goracej ptytki (model bdlu ostrego)
i testu formalinowego (model bdlu tonicznego) zastosowano takie dwa modele bélu neuropatycznego,
mianowicie neuropatie wywotang cytostatykiem oraz neuropatie cukrzycowa. Jako zwigzki odniesienia uzyto
pregabaline oraz lakozamid. Badane zwigzki, podobnie jak pregabalina, nie wykazaty aktywnosci
przeciwbdlowej w tescie goracej ptytki oraz pierwszej fazie testu formalinowego (faza bélu ostrego), natomiast
zwigzki JOA 122 (3p) i JOA 123 (3q) w dawce 30 mg/kg wykazaty istotng aktywnos¢ w drugiej fazie testu
formalinowego (faza bélu zapalnego). Zwigzek JOA 122 (3p), podobnie jak pregabalina, byt aktywny réwniez
w nizszych dawkach, tj. 1 i 10 mg/kg. Aktywno$¢é analgetyczng oceniano dodatkowo w modelu neuropatii po
podaniu oksaliplatyny. Badania wykonano po 3 h od podania cytostatyku, oceniajac wptyw zwigzkéw oraz
lakozamidu na allodynie ostrg oraz po 7 dniach oceniajgc wptyw na pdzng faze allodynii. 3 h po podaniu
oksaliplatyny zwigzek JOA 122 (3p) podany dootrzewnowo w dawkach 1, 10 i 30 mg/kg istotnie statystycznie
hamowat allodynie mechaniczng, natomiast zwigzek JOA 123 (3q) oraz lakozamid wykazaty istotng aktywnos¢
analgetyczng w dawkach 10 i 30 mg/kg. Najwyzszy efekt przeciwbdlowy zanotowano dla lakozamidu w dawce
30 mg/kg. 7 dni po podaniu oksaliplatyny badane zwigzki JOA 122 (3p) i JOA 123 (3q) oraz lakozamid
zastosowane w dawkach 10 i 30 mg/kg istotnie hamowaty allodynie mechaniczng. Podobnie jak we
wczesniejszej fazie najsilniej dziatat lakozamid w dawce 30 mg/kg. W modelu neuropatii cukrzycowej
indukowanej streptozotocyng badane zwigzki JOA 122 (3p) i JOA 123 (3q) oraz lakozamid w dawce 30 mg/kg
istotnie zmniejszaty allodynie mechaniczng w tescie von Frey’a. Ponadto w teScie gorgcej ptytki dla zwigzkéw
i lakozamidu w tej samej dawce wykazano istotne statystycznie wydtuzenie latencji reakcji bélowej. Co istotne,
zwigzek JOA 122 (3p) oraz pregabalina w aktywnych dawkach nie wptywaty istotnie na aktywnosc¢
lokomotoryczng myszy, natomiast zwigzek JOA 123 (3q) w dawkach 10 i 30 mg/kg oraz lakozamid w dawce 30
mg/kg wykazaty efekt sedatywny. W badaniach in vitro wykonanych we wspotpracy z Zaktadem Biochemii
Farmaceutycznej UJ CM na linii komoérkowej Hep G2 dla zwigzku JOA 122 (3p) nie obserwowano dziatania
hepatotoksycznego. Dalsze badania przeprowadzone na mysich mikrosomach watrobowych wykazaty,
ze zwigzek JOA 122 (3p) nie byt stabilny metabolicznie (klirens wynidst 495 pl/mg/min). Poszerzone badania
in vitro dla tej substancji w stezeniu 100 uM wykazaty umiarkowane wigzanie z receptorem NMDA (30,4%) oraz
niewielkie z receptorem 5-HT;. Dodatkowo zwigzek wigzat sie z receptorem 5-HT;,, a wartos$¢ K; wyniosta 223
nM. Dalsze badania wykonane w Katedrze Farmakobiologii UJ CM nie wykazaty wigzania zwigzku JOA 122 (3p)
z receptorem GABA, (dane nieopublikowane). Ponadto, w badaniach in vitro mechanizmu dziatania dla zwigzku
JOA 123 (3q) w stezeniu 100 uM wykazano istotne wigzanie z kanatami sodowymi (Na,1.2) (Cerep, Francja).

Whioski: Poszerzone badania aktywnosci farmakologicznej dla wyselekcjonowanych trzech

substancji wykazaty istotne dziatanie przeciwbdélowe zwigzkéw JOA 122 (3p) i JOA 123 (3q) w drugiej
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fazie testu formalinowego, a takze w modelach bdélu neuropatycznego: neuropatii indukowane;j
oksaliplatyng oraz neuropatii cukrzycowej. Mechanizm dziatania zwigzku JOA 123 (3q) moze by¢

wynikiem wigzania z kanatem sodowym (Na,1.2).

4.3.4. Podsumowanie

Przeprowadzone badania farmakologiczne w grupie pochodnych pirolidyno-2,5-dionu
pozwolity uzyskaé szereg zwigzkéw wykazujacych istotne dziatanie przeciwdrgawkowe, w tym
substancji o szerokim profilu tej aktywnosci w réznych zwierzecych modelach drgawek. Dla wielu
badanych zwigzkéw wartosci indeksu terapeutycznego byly wyisze w poréwnaniu do lekéw
referencyjnych, co sugeruje wysokie bezpieczenstwo stosowania tych zwigzkéw. Ponadto wsréd
aktywnych przeciwdrgawkowo struktur znalazty sie substancje o silnej aktywnosci przeciwbélowej
stwierdzonej w réinych modelach bélu, w tym bélu ostrego, tonicznego oraz neuropatycznego:
neuropatii indukowanej oksaliplatyng oraz neuropatii cukrzycowej. Wykonane badania
potwierdzajg zatoienie, iz dziataniu przeciwdrgawkowemu moze wspéttowarzyszy¢ istotna
aktywno$¢ analgetyczna. Ponadto, potwierdzono stuszno$é koncepcji, iz struktury hybrydowe,
mogqy stanowi¢ zwigzki o szerokim spektrum aktywnosci przeciwdrgawkowej, a jednocze$nie
wysokim profilu bezpieczeistwa. Wykonane badania in vitro dla wybranych zwigzkéw wykazaty brak
dziatania mutagennego, cytotoksycznego, w tym hepatotoksycznego oraz antyproliferacyjnego.
Badania molekularne przyblizyty wiedze na temat potencjalnego mechanizmu dziatania zwigzkow.

Ponadto przeprowadzone eksperymenty znacznie przyczynily sie do poszerzenia wiedzy
dotyczacej zaleznosci struktura-aktywnos¢ pomiedzy testowanymi seriami zwigzkdw,
co umotzliwito dalszg modyfikacje aktywnych struktur i synteze ich analogéw o potencjalnym
silniejszym dziataniu przeciwdrgawkowym i analgetycznym. Dla wyselekcjonowanych najbardziej
aktywnych substancji planowane sg dalsze badania farmakologiczne oraz badania molekularne
majgce na celu poszerzenie wiedzy na temat ich mechanizmu dziatania. W ramach obecnie
realizowanych dwoéch grantéow (NCN) badane sg zwigzki, ktére stanowig modyfikacje chemiczng
aktywnych zwigzkéw, a takze nowe hybrydowe pochodne pirolidyno-2,5-dionu lub imidazolidyno-

2,4-dionu.
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5. Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Aktywnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

Moje zainteresowania naukowo-badawcze zwigzane z farmakologia rozpoczety sie podczas
studidw na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM. W trakcie IV i V roku studidw w ramach Kofa
Farmakologicznego dziatajgcego przy Zaktadzie Farmakodynamiki UJ CM miatam mozliwosé
zapoznania sie z metodyka badan naukowych. Wyniki badan prowadzonych w ramach kota
naukowego prezentowatam na studenckich konferencjach naukowych w Bydgoszczy i Krakowie
w latach 2002 i 2003. Praca pt. ,,Préby zastosowania w terapii agonistow i antagonistow receptora Bs-
adrenergicznego” uzyskata | nagrode w Il Ogdlnopolskim Przegladzie Prac Naukowych Studentéw
Medycyny i Lekarzy Stazystow w Bydgoszczy w 2002 r., natomiast praca pt. ,Poszukiwanie
biologicznie czynnych struktur w grupie nowych chiralnych aminobutanolowych pochodnych
ksantonu” zostata wyrézniona w 2003 r. Ponadto w 2004 r. uczestniczytam w studenckiej konferencji

w Mersin (Turcja), prezentujgc wyniki badan prowadzonych w ramach kota naukowego.

Ze wzgledu na dodatkowe zainteresowania naukowe prace magisterska pt. ,Udziat grzybow
Candida w zakazeniach u chorych hospitalizowanych na oddziatach intensywnej terapii”
wykonatam w Zakfadzie Mikrobiologii UJ CM pod opiekg dr Danuty Trojanowskiej. Studia ukoriczytam
z wyréznieniem bedac w grupie 5% najlepszych absolwentéw Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.
Pragnac poszerzy¢ swojg wiedze, w 2003 r. podjetam roczne studia podyplomowe z Biologii
Molekularnej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego. W tym czasie odbywatam

rowniez roczny staz zawodowy w aptece otwartej.

W pazdzierniku 2004 r. rozpoczetam prace w Zaktadzie Farmakodynamiki UJ CM, gdzie pod
opiekg naukowa prof. dr hab. Ryszarda Czarneckiego, a od 2005 r. prof. dr hab. Barbary Filipek,
a takze dzieki wspdtpracy z prof. dr hab. Henrykiem Marong oraz dr Natalig Szkaradek z Zaktadu
Chemii Bioorganicznej, Katedry Chemii Organicznej U] CM kontynuowatam prace badawcze
w kierunku poszukiwania struktur aktywnych biologicznie w grupie pochodnych ksantonu.
Szczegblnym kierunkiem moich zainteresowan byta ocena aktywnosci przeciwarytmicznej
i hipotensyjnej nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw. Wstepne badania farmakologiczne obejmowaty
oznaczenie profilaktycznej aktywnosci przeciwarytmicznej w modelu arytmii adrenalinowe;j,
oznaczenie wptywu na cisnienie tetnicze krwi oraz na prawidtowy elektrokardiogram po dozylnym
podaniu badanych zwigzkéw szczurom. Poszerzone badania oceniajgce wptyw wybranych zwigzkéw

na poszczegodlne podtypy receptora a,, receptor B, oraz kanaty wapniowe wykonatam na narzadach
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izolowanych (aorta, S$ledziona, tchawica, nasieniowody) zwierzat laboratoryjnych. Ponadto
poszerzone badania objety m.in. oznaczenie wptywu na prace izolowanego serca szczura, ocene
aktywnosci przeciwarytmicznej w modelu izolowanego serca, ocene aktywnosci przeciwarytmicznej
i hipotensyjnej po podaniu dozotgdkowym, oznaczenie toksycznosci ostrej. Powyisze badania
pozwolity na wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych zwigzkéw, czyli pochodnych ksantonu
Z ugrupowaniem aminopropanolowym w pozycji 4 oraz z ugrupowaniem 2-metoksyfenylo-

piperazynowym.

Niniejsze badania prowadzitam w ramach 2 projektéw wtasnych i 1 projektu celowego, ktérych

bytam kierownikiem, finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, pt.:

e _Ocena wplywu nowych pochodnych ksantonowych na wybrane parametry ukfadu
sercowo-naczyniowego i osrodkowego uktadu nerwowego” (2005-2007)

e _Mechanizm dziatania nowych pochodnych ksantonu o aktywnosci przeciwarytmicznej
i hipotensyjnej” (2008-2010)

e Wiasciwosci przeciwarytmiczne i hipotensyjne nowych pochodnych ksantonu o aktywnosci

adrenolitycznej" (2011-2012)

W 2012 r. obronitam z wyrdznieniem prace doktorska pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary
Filipek pt. ,Wtasciwosci przeciwarytmiczne i hipotensyjne nowych pochodnych ksantonu
o aktywnosci adrenolitycznej”. Wstepne wyniki badan chemiczno-farmakologicznych zostaty
opublikowane w 2009 r. (prace Al i A3). Wyniki poszerzonych badan farmakologicznych zostaty
pdzniej opublikowane w 4 pracach (prace B4, B5, B7 i B8) o tgcznym IF = 9,556, MNiSW = 110.

Ponadto w tym czasie pod opieka prof. dr hab. Barbary Filipek poszerzatam swojg wiedze
przygotowujgc publikacje przegladowe (prace C1-C4). W ramach wspodtpracy z pracownikami Zaktadu
Farmakodynamiki UJ CM oraz Zaktadu Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej UJ CM

powstaty prace A2 i A4,

Od poczatku pracy naukowej aktywnie uczestniczytam w konferencjach naukowych
prezentujac wyniki swoich badan. Ponadto nadzorowatam trzy realizowane w tym czasie w Zaktadzie

Farmakodynamiki UJ CM prace magisterskie.

W latach 2010-2014, jako wykonawca, bratam udziat w projekcie unijnym pt. ,,Opracowanie
innowacyjnej grupy zwigzkéw o aktywnosci stabilizujgcej potencjat btony komorkowej” (kierownik:
prof. dr hab. Henryk Marona, koordynator merytoryczny projektu: dr hab. Anna Waszkielewicz
z Zaktadu Chemii Bioorganicznej, Katedry Chemii Organicznej UJ CM) finansowanym z Europejskiego

Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka,
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ktorego celem byto m.in. oznaczenie aktywnosci przeciwbdlowe] oraz miejscowo znieczulajgcej
nowej grupy zwigzkéw o przewidywanych wtasciwosciach przeciwdrgawkowych i przeciwbolowych.
W niniejszym projekcie bratam udziat w szerokim panelu badanin farmakologicznych oceniajac
aktywnos¢ badanych zwigzkéw w testach bdlu ostrego, zapalnego, tonicznego oraz neuropatycznego
u myszy, a takie dziatanie miejscowo znieczulajgce (myszy, Swinki morski). Dodatkowo dla
2 zwigzkdéw oceniono toksycznos$é ostrg zaréwno po podaniu dozylnym, jak i dozotgdkowym (myszy,
szczury). Struktury i zastosowanie najbardziej aktywnych zwigzkéw staty sie nastepnie przedmiotem

zgtoszen patentowych.

Podsumowanie dorobku naukowego przed otrzymaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych:
Liczba publikacji: 8

taczny Impact Factor: 3,18

taczna liczba punktéw MNiSW: 52

Liczba doniesien zjazdowych: 16

5.2. Aktywnos$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych poczatkowo kontynuowatam badania
farmakologiczne w grupie pochodnych ksantonu. Wyniki badan bedacych przedmiotem pracy
doktorskiej zostaty opublikowane w European Journal of Pharmacology (prace B4 i B5) oraz
w Pharmacological Reports (prace B7 i B8). Moje dalsze badania w tej grupie zwigzkdw dotyczyty
oznaczenia aktywnosci krazeniowej kolejnych 9 nowych pochodnych (praca B3) oraz badan
enancjomerow najbardziej aktywnych zwigzkéw (praca B9). Badania farmakologiczne wykonatam
w ramach projektu celowego pt. ,Aktywnos¢ przeciwarytmiczna i hipotensyjna w grupie
aminopropanolowych pochodnych ksantonu" (2013) finansowanego przez Ministerstwo Nauki

i Szkolnictwa Wyzszego.

Kolejnym kierunkiem moich zainteresowan badawczych byta ocena aktywnosci o$rodkowej
pochodnych ksantonu. W 2012 r. uczestniczytam w badaniu aktywnosci przeciwdepresyjnej pieciu
nowych piperazynowych pochodnych ksantonu. Ponadto bratam udziat w badaniach aktywnosci
przeciwdepresyjnej i przeciwlekowej, a takze ocenie bezpieczenstwa (badania neurotoksycznosci)

aroksyalkilowych pochodnych (2-metoksyfenylo)piperazyny. Powyzsze badania zaowocowaty
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powstaniem kilku prac oryginalnych (prace B10-B13, B19, B20), a takze pracy przegladowej
dotyczacej niniejszej tematyki (praca C11). Jestem réwniez wspdtautorem kilku prac poglagdowych,
w ktorych omdwione zostaty aktualne tematy z dziedziny farmakologii i farmakoterapii (prace C5-
C10). W tym czasie ze wspdtpracownikami Zaktadu Farmakodynamiki UJ CM przygotowatam réwniez

prace B1iB2.

W roku 2012 bratam udziat w przygotowaniu opisu projektu pt. ,Badanie aktywnosci
farmakologicznej nowych, nieselektywnych inhibitorow transportu zwrotnego kwasu gamma-
aminomastowego (GABA) w wybranych modelach behawioralnych z wykorzystaniem sztucznej
inteligencji jako metody analizy i klasyfikacji zachowan oraz predykcji efektywnych i toksycznych
przedziatow dawkowania” na konkurs OPUS 3 (NCN), ktdrego nastepnie w latach 2013-2015 bytam
wykonawcg (kierownik: dr hab. Kinga Satat, prof. UJ; Zaktad Farmakodynamiki UJ CM). W niniejszym
projekcie bratam udziat w wykonaniu badaiA farmakologicznych aktywnosci nowych zwigzkéw
chemicznych wptywajgcych na transportery dla GABA (badania aktywnosci przeciwdrgawkowej,
przeciwbolowej, przeciwdepresyjnej i przeciwlekowej). W ramach projektu powstata praca B6,
w ktorej przedstawiono wyniki poszerzonych badarn farmakologicznych pod katem aktywnosci
przeciwdrgawkowej, przeciwbdlowe] oraz przeciwdepresyjnej dla dwdch nowych 2-podstawionych
pochodnych kwasu 4-aminobutanowego, wyselekcjonowanych na podstawnie wczesniejszych badan
in vitro oceniajacych wptyw na btonowe transportery dla GABA (GAT1-4). Projekt ten realizowany byt
we wspotpracy z $p. dr hab. Katarzyng Kulig, prof. UJ z Zaktadu Fizykochemicznej Analizy Leku Katedry
Chemii Farmaceutycznej U] CM oraz zespotem badawczym kierowanym przez prof. Klausa T.
Wannera z Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Ludwika Maksymiliana w Monachium.
Kontynuacjg badan jest mdj udziat od 2016 roku w projekcie OPUS 8 (NCN) pt. ,Pochodne
aminokwasow - inhibitory wychwytu zwrotnego GABA o aktywnosci przeciwbolowej” (kierownik:
$p. dr hab. Katarzyna Kulig, prof. UJ; obecnie dr Paula Zareba). Co wiecej, efektem ww. wspétpracy
jest projekt ,Development of ligands of biogenic amine transporters for the treatment of CNS
disorder” zawarty pomiedzy Uniwersytetem Jagiellonskim, Uniwersytetem Ludwika Maksymiliana
w Monachium oraz firmg farmaceutyczng Lead Discovery Center GmbH (Dortmund). Stad wyniki
badan, w tym badan farmakologicznych, w ktérych bratam udziat, objete sg obecnie klauzulg

poufnosci w zwigzku z planowanym zgtoszeniem patentowym.

Od 2013 roku moje zainteresowania naukowo-badawcze skupity sie przede wszystkim na
badaniu aktywnos$ci przeciwdrgawkowej i przeciwbdlowej nowych zwigzkédw pochodnych pirolidyno-
2,5-dionu. Byto to mozliwe dzieki nawigzaniu wspotpracy z prof. dr hab. Jolantg Obniskg z Zaktadu
Chemii Lekéw, Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM. W roku 2013 uczestniczytam

w  przygotowaniu  projektu pt. ,Synteza, badanie witasciwosci fizykochemicznych
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i farmakologicznych nowych amidowych pochodnych 3,3-dipodstawionych kwaséw pirolidyno-2,5-
diono-alkilowych o potencjalnym wptywie na osrodkowy uktad nerwowy” na konkurs OPUS 6
(NCN), ktorego nastepnie w latach 2014-2017 bytam wykonawcga (kierownik: prof. dr hab. Jolanta
Obniska). Pragne nadmieni¢, iz jednym z celédw naukowych niniejszego grantu byt mdj rozwdj
naukowy, co byto zaznaczone we wniosku grantowym, a takze pozytywnie ocenione przez
recenzentéw w uzasadnieniu oceny grantu. Efektem wspdtpracy jest szereg publikacji, w tym prace
stanowigce dorobek do habilitacji (prace H3-H5, H10, H11), jak réwniez praca B14. Obecnie jestem
wspotwykonawcg grantu OPUS 8 (NCN) pt. ,Nowe hybrydowe zwigzki z uktadem pirolidyno-2,5-
dionu lub imidazolidyno-2,4-dionu i ich wptyw na aktywnos¢ w osrodkowym uktadzie nerwowym”
(kierownik: prof. dr hab. Jolanta Obniska), bedgcego dalszg kontynuacjg wspdtpracy naukowe;j.
W ramach grantu planujemy rozszerzyé badania farmakologiczne, obok pochodnych pirolidyno-2,5-
dionu, o nowe zwigzki z ugrupowaniem imidazolidyno-2,4-dionu. Zaplanowane w tym projekcie
potgczenia to zwigzki hybrydowe, zawierajgce fragmenty strukturalne charakterystyczne dla lekéw
przeciwpadaczkowych pierwszej i drugiej generacji: etosuksymidu, fenytoiny oraz zonisamidu

i tiagabiny.

Aby poszerzyé swoéj warsztat badawczy w grudniu 2013 roku odbytam szkolenie naukowe
w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat, Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie, kierowanym przez prof. dr hab. Piotra WIlazia dotyczace metodyki testu
drgawek psychomotorycznych indukowanych pragdem o czestotliwosci 6 Hz. Dzieki Srodkom z grantu
mozliwe byto zakupienie odpowiedniej aparatury oraz wdrozenie testu na Wydziale
Farmaceutycznym UJ CM. Test drgawek psychomotorycznych stanowi model napaddéw ogniskowych,
jest takze modelem padaczki lekoopornej. Co wiecej, nawigzana wspotpraca naukowa zaowocowata

powstaniem wspdlnej pracy (praca B24).

W latach 2014-2017 wykonatam takie badania farmakologiczne w ramach grantu
PRELUDIUM 6 (NCN) pt. ,Synteza, badania fizyko-chemiczne i farmakologiczne
nowych pochodnych 3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu o potencjalnej aktywnosci
przeciwdrgawkowej” (kierownik: mgr Sabina Rybka, opiekun naukowy: prof. dr hab. Jolanta
Obniska). Wyniki przeprowadzonych badan chemiczno-farmakologicznych oraz poszerzonych badan
farmakologicznych zostaty opublikowane w pracach B16, B18, B22 i B25, jak réwniez w publikacjach

wchodzacych w cykl prac habilitacyjnych H1 i H2.

Ponadto w 2014 r. rozpoczetam wspodtprace dr hab. Krzysztofem Kamifskim z Zaktadu Chemii
Lekéw, Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM. Bratam udziat w badaniach farmakologicznych

w ramach realizowanego grantu SONATA 3 (NCN) pt. ,Poszukiwanie nowych substancji
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o zréznicowanych wtasciwosciach protekcyjnych w zwierzecych modelach drgawek padaczkowych
wsrod amidowych pochodnych kwasu 1-(2,5-dioksopirolidyn-1-ylo)-octowego” wykonujgc badania
aktywnosci przeciwdrgawkowej w tescie drgawek chemicznych indukowanych podskérnym
podaniem pentylenetetrazolu (test scPTZ) oraz aktywnosci przeciwbdlowej w tescie formalinowym
nowych hybrydowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu. W roku 2015 uczestniczytam
w przygotowaniu projektu pt. , Poszukiwanie nowych substancji o dziataniu przeciwdrgawkowym
i przeciwbélowym wsréd zwigzkéw hybrydowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu” na konkurs
SONATA BIS 5 (NCN), ktérego od 2016 roku jestem wykonawcy (kierownik: dr hab. Krzysztof
Kaminski). Rezultaty badan powstate w ramach powyzszych projektéw zostaty opublikowane

w pracach B15 i B17 oraz w publikacjach wchodzacych w sktad habilitacji (H6-H9).

Badania farmakologiczne prowadzone w grupie pochodnych pirolidyno-2,5-dionu
poszerzatam takze w ramach badann wtasnych. Od 2014 roku kierowatam/kieruje 1 projektem
celowym i 2 projektami statutowymi dotyczgcymi tej tematyki badawczej, pt.:

e ,Badania aktywnosci przeciwdrgawkowej w grupie nowych pochodnych pirolidyno-2,5-

dionu” (2014),

e ,Badania farmakologiczne w kierunku aktywnosci przeciwdrgawkowej nowych N-zasad

Mannicha pochodnych 3-podstawionego suksynimidu” (2015-2016),

o, Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa i przeciwbdlowa nowych amidowych pochodnych pirolidyno-
2,5-dionu” (2017-nadal).

Wyniki badan chemiczno-farmakologicznych oraz poszerzone badania farmakologiczne
dotyczace aktywnosci przeciwdrgawkowej oraz przeciwbdlowej w grupie nowych pochodnych
pirolidyno-2,5-dionu zaprezentowane w pracach H1-H11 staly sie podstawg postepowania
awansowego o nadanie stopnia doktora habilitowanego nauk farmaceutycznych. Ponadto
przygotowana przeze mnie praca przeglgdowa omawia na podstawie najnowszego piSmiennictwa

postepy, a takze ograniczenia w farmakoterapii padaczki (praca C12).

Nadal kontynuowatam wspodtprace naukowa z Zaktadem Chemii Bioorganicznej, Katedry
Chemii Organicznej UJ CM kierowanym przez prof. dr hab. Henryka Marone, a od pazdziernika 2017
roku przez dr hab. Anne Waszkielewicz. W latach 2014-2017 bytam wykonawcg badan
farmakologicznych w projekcie OPUS 6 (NCN) pt. ,, Poszukiwanie zwigzkéw o dziataniu osrodkowym”
(kierownik: dr hab. Anna Waszkielewicz). W rezultacie przeprowadzonych badan w ramach grantu
powstata publikacja B23, w ktérej jestem pierwszym autorem. W pracy tej opisano synteze oraz
wiasciwosci farmakologiczne nowych zwigzkéow z grupy pochodnych N-fenoksyalkilo- lub N-(fenoksy)-
etoksyetyloaminoalkanoli. Dla szeregu pochodnych z tej grupy zwigzkéow wykazano aktywnosc

przeciwdrgawkowg w tescie MES oraz analgetyczng w tescie formalinowym. Ponadto
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w 2017 r. praca pt. ,Synthesis and in vivo evaluation of the activity of some xanthone derivatives
on the central nervous system”, ktora powstata w ramach wyzej wspomnianego projektu, zdobyta
nagrode za najlepszg prezentacje na 19th International Conference on Medicinal Chemistry and
Drug Design w Londynie. Réwniez w ramach niniejszego grantu powstata praca B21, w ktérej
oceniono aktywnos¢ przeciwdrgawkowq alkanoloamidowych pochodnych kwasu cynamonowego.
Obecnie wykonuje badania aktywnosci przeciwdrgawkowej w ramach grantu PRELUDIUM 9 (NCN) pt.
,Synteza, ewaluacja aktywnosci przeciwdrgawkowej oraz analiza wptywu na ludzkie astrocyty
w grupie pochodnych piperazyny i/lub aminoalkanoli w kontekscie badania mechanizméw
dziatania aktywnych przeciwdrgawkowo zwigzkéw”, ktérego kierownikiem jest mgr Katarzyna
Panczyk, a opiekunem naukowym dr hab. Anna Waszkielewicz. Wyniki badan realizowanych

w ramach niniejszego grantu opublikowano w pracy B26.

Po uzyskaniu stopnia doktora sprawowatam opieke nad 7 magistrantami, nadzorowatam
takze badania prowadzone w ramach kolejnych dwdch prac magisterskich (studenci kierunku
farmacja), bytam réwniez recenzentem 7 prac magisterskich. Od 2013 roku uczestnicze w pracach
Kota Farmakologicznego Studentéw Farmacji dziatajgcego przy Zaktadzie Farmakodynamiki UJ CM

zapoznajgc studentow z metodyka badan naukowych.

Aktualnie realizuje 5 projektéow badawczych. Obok kierowania projektem statutowym pt.
,Aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa i przeciwbdlowa nowych amidowych pochodnych pirolidyno-2,5-
dionu”, jestem wspdtwykonawcg dwéch grantéw OPUS (NCN) pt. ,Nowe hybrydowe zwigzki
z ukfadem pirolidyno-2,5-dionu lub imidazolidyno-2,4-dionu i ich wptyw na aktywnos¢
w os$rodkowym uktadzie nerwowym” oraz ,Pochodne aminokwaséw - inhibitory wychwytu
zwrotnego GABA o aktywnosci przeciwbolowej”, 1 grantu SONATA BIS (NCN) pt. ,Poszukiwanie
nowych substancji o dziataniu przeciwdrgawkowym i przeciwbolowym wsréd zwigzkow
hybrydowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu”. Biore takze udziat w wykonaniu badan
farmakologicznych w ramach grantu PRELUDIUM (NCN) pt. ,Synteza, ewaluacja aktywnosci
przeciwdrgawkowej oraz analiza wptywu na ludzkie astrocyty w grupie pochodnych piperazyny
i/lub aminoalkanoli w kontekscie badania mechanizméw dziatania aktywnych przeciwdrgawkowo

zwigzkow”.

Wyniki prowadzonych obecnie badan chemiczno-farmakologicznych w grupie pochodnych
pirolidyno-2,5-dionu  zostaty zaprezentowane na konferencji na temat nowych lekdéw
przeciwpadaczkowych i urzadzen (14th EILAT Conference on New Antiepileptic Drugs and Devices),

ktéra miata miejsce w Madrycie w dniach 13-16 maja 2018 r.
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Moje osiggniecia naukowe zostaty trzykrotnie wyrdznione nagrodg dziekana Wydziatu

Farmaceutycznego UJ CM w latach 2015-2017.

Podsumowanie dorobku naukowego po otrzymaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych

(wytaczajac publikacje stanowigce osiggniecie naukowe):
Liczba publikacji: 34

taczny Impact Factor: 71,82

taczna liczba punktéw MNiSW: 754

Liczba doniesien zjazdowych: 40
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6. Podsumowanie catego dorobku naukowego

taczna liczba publikacji: 53, w tym:
e 37 petnotekstowych publikacji oryginalnych w anglojezycznych, recenzowanych
czasopismach, posiadajgcych Impact Factor
e 4 petnotekstowe publikacje oryginalne w anglojezycznych, recenzowanych
czasopismach, nieposiadajgcych Impact Factor
e 2 anglojezyczne publikacje pogladowe
e 10 polskojezycznych publikacji poglagdowych

taczny Impact Factor: 104,485

taczna liczba punktéw MNiSW: 1101

Indeks Hirscha wg Web of Science: 10

taczna liczba cytowan wg Web of Science: 301 (stan na dzien 12.06.2018 r.)
Liczba doniesien zjazdowych: 56, w tym:

e miedzynarodowych: 32
e krajowych: 24
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