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1. Imie i nazwisko

Anna Wieckowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Stopien doktora nauk farmaceutycznych - 2008

Rozprawa doktorska: Nowe inhibitory cholinoesteraz z ugrupowaniami karbamoiloksyfenylowymi
i N-benzylopiperydynowymi.

Promotor: prof. dr hab. Barbara Malawska

Zaktad Fizykochemicznej Analizy Leku, Katedra Chemii Farmaceutycznej, Uniwersytet Jagiellonski
— Collegium Medicum.

Magister farmacji - 2003

Praca magisterska: Synteza karbaminianowych pochodnych N-benzyloamiddéw kwasu a-(N-fenylo-
piperazyno)-y-hydroksymastowego o spodziewanym dziataniu hamujgcym acetylocholinoesteraze.

Promotor: prof. dr hab. Barbara Malawska

Katedra i Zaktad Chemii Farmaceutycznej, Uniwersytet Jagielloriski — Collegium Medicum.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2009- Adiunkt

Zaktad Fizykochemicznej Analizy Leku, Katedra Chemii Farmaceutycznej,
Uniwersytet Jagiellonski — Collegium Medicum

2011-2012 Pobyt naukowo-badawczy na stanowisku postdoctoral fellow
Division of Endocrinology, Faculty of Medicine, university of Sherbrooke, Kanada
2009-2011 Pobyt naukowo-badawczy na stanowisku postdoctoral fellow

Department of Medicinal Chemistry, Organic Pharmaceutical Chemistry, Uppsala
University, Szwecja

2007-2009 Asystent na stanowisku naukowo-dydaktycznym

Zaktad Fizykochemicznej Analizy Leku, Katedra Chemii Farmaceutycznej,
Uniwersytet Jagiellonski — Collegium Medicum



4. Osiggniecie naukowe stanowigce podstawe habilitacji

(wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U.
22016 r. poz. 1311.)

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

NOWE LIGANDY WIELOFUNKCYJNE O POTENCJALNYM ZASTOSOWANIU W TERAPII CHOROBY
ALZHEIMERA

4.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego

H1 - Guzior, N.; Wieckowska, A.; Panek, D.; Malawska, B. Recent development of multifunctional
agents as potential drug candidates for the treatment of Alzheimer's disease. Curr. Med. Chem.
2015, 22, 373-404.

IF 3.455; KBN/MNiSW 40

H2 - Wieckowska, A.; Wieckowski, K.; Bajda, M.; Brus, B.; Satfat, K.; Czerwinska, P.; Gobec, S.;
Filipek, B.; Malawska, B. Synthesis of new N-benzylpiperidine derivatives as cholinesterase
inhibitors with B-amyloid anti-aggregation properties and beneficial effects on memory in vivo.
Bioorg. Med. Chem. 2015, 23, 2445-2457.

IF 2.923; KBN/MNiSW 30

H3 — Panek, D.}; Wieckowska, A.}; Wichur, T.; Bajda, M.; Godyn, J.; Joriczyk, J.; Mika, K.;
Janockova, J.; Soukup, O.; Knez, D.; Korabecny, J.; Gobec, S.; Malawska, B. Design, synthesis and
biological evaluation of new phthalimide and saccharin derivatives with alicyclic amines targeting
cholinesterases, beta-secretase and amyloid beta aggregation. Eur. J. Med. Chem. 2017, 125, 676—
695.

IF 4.519; KBN/MNiSW 40

H4 — Panek, D.}; Wieckowska, A.%; Pasieka, A.; Godyn, J.; JoAczyk, J.; Bajda, M.; Knez, D.; Gobec,
S.; Malawska, B. Design, Synthesis, and Biological Evaluation of 2-(Benzylamino-2-
Hydroxyalkyl)lsoindoline-1,3-Diones Derivatives as Potential Disease-Modifying Multifunctional
Anti-Alzheimer Agents. Molecules. 2018, 23, E347.

IF 2.861; KBN/MNiSW 30

1 Autorzy byli w rGwnym stopniu zaangazowani w powstanie tych publikacji. Publikacje te wchodzity w
zakres pracy doktorskiej dr Dawida Panka, ktorej bytam promotorem pomocniczym.
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4.3. Omowienie celu naukowego ww. pracy i osiggnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie — choroba Alzheimera i cele biologiczne istotne z punktu widzenia jej
terapii

Choroba Alzheimera (Alzheimer's disease, AD) jest najczestszg formg demencji. Szacuje sie, ze na
Swiecie liczba osdb cierpigcych z powodu demencji wynosi okoto 47 milionéw, a w 2050 roku
chorych moze by¢ az 131 miliondw. Rosnaca liczba chorych i brak skutecznej terapii powoduja, ze
AD nalezy do powazinych problemdéw spotecznych, medycznych i ekonomicznych. Wedtug
Swiatowej Organizacji Zdrowia badania nad nowymi rozwigzaniami terapeutycznymi dotyczacymi
demencji powinny naleze¢ do priorytetowych.?

Choroba Alzheimera jest chorobg neurodegeneracyjng o ztozonym, nie do korca poznanym
patomechanizmie. Do jej charakterystycznych cech nalezag m.in. zaburzenia pamieci,
problemy z wystawianiem sie czy orientacja w czasie i przestrzeni. U wiekszosci pacjentéw
wystepujg réwniez behawioralne i psychologiczne objawy demencji (behavioural and
psychological symptoms of dementia, BPSD), takie jak psychozy, zaburzenia depresyjne,
pobudzenie czy stany lekowe.?™

Powigzanie obserwowanych w przebiegu AD zaburzen pamieci ze zmianami
neurodegeneracyjnymi obejmujgcymi gtéwnie neurony cholinergiczne znajdujace sie w czesciach
mozgu odpowiedzialnych za procesy poznawcze i zachowanie (hipokamp, kora nowa i ciato
migdatowate) doprowadzito do powstania teorii cholinergicznej AD.> W konsekwencji
poszukiwania lekéw zostaty skierowane na zwigzki nasilajgce transmisje cholinergiczng i
doprowadzity do wprowadzenia na rynek inhibitorow enzyméw hydrolizujgcych acetylocholine
(ACh): acetylocholinoesterazy (AChE) lub/i butyrylocholinoesterazy (BuChE). Takryna (1993),
donepezil (1996), riwastygmina (2000) i galantamina (2001) podnoszg poziom acetylocholiny w
synapsach cholinergicznych i nasilajg transmisje cholinergiczng, co przektada sie na krotkotrwatg
poprawe funkcji poznawczych u pacjentéw w umiarkowanym stadium choroby Alzheimera.®’” W
2002 roku do terapii choroby Alzheimera wprowadzono memantyne, zwigzek bedacy
niekompetycyjnym antagonistg receptoréw NMDA, ktéry zapobiega skutkom nadmiernego
pobudzenia glutaminianem.® Memantyna  jest  stosowana w  terapii  t3czonej
z inhibitorami cholinoesteraz i podobnie jak one same ma krétkotrwate i jedynie objawowe
dziatanie.

Rownolegle z poszukiwaniem lekdw nasilajgcych przekaznictwo cholinergiczne, prowadzono
dalsze badania nad patomechanizmem choroby. Lata 80. przyniosty szereg istotnych informacji
dotyczacych dwdch gtéwnych zmian morfologicznych wystepujgcych w mdézgach chorych na AD:
ztogow biatka B-amyloidu (BA, tzw. blaszek amyloidowych) oraz splgtkdw neurofibrylarnych
tworzonych przez fosforylowane biatko tau. Doprowadzity one w 1991 roku do powstania
amyloidowej teorii choroby Alzheimera,® ktéra jako pierwotng przyczyne choroby wskazywata
zaburzenia w metabolizmie biatka prekursorowego B-amyloidu i w nastepstwie odktadanie sie
blaszek amyloidowych w mézgu. Dzisiaj nadal nie ma pewnosci co do pierwotnej przyczyny
choroby Alzheimera, ale z pewnoscig zaréwno blaszki amyloidowe, jak i splatki neurofibrylarne
odgrywajg kluczowg role w patomechanizmie choroby.® Stad rozmaite strategie majace na celu



zahamowanie agregacji tych biatek wysuwajg sie na czoto w poszukiwaniach skutecznej terapii AD.
W I, /11 i 11l fazie badan klinicznych znajduje sie obecnie 78 zwigzkédw badanych pod katem
terapii choroby Alzheimera (dane na dzied 23.05.2018 wedtug bazy Alzforum).!* Sposréd nich
wymieni¢ mozna 29 zwigzkdw o mechanizmie zwigzanym z B amyloidem, 6 zwigzkdw celujgcych w
biatko tau i 12 zwigzkédw wptywajacych na neuroprzekaznictwo inne niz cholinergiczne, w tym
SUVN-502 — antagoniste receptoréw 5-HTs.

Zainteresowanie receptorami serotoninowymi 5-HTg i ich zwigzkiem z chorobg Alzheimera wynika
ze specyficznej lokalizacji tych receptoréw, ograniczonej prawie wytacznie do OUN, zwtaszcza
regiondw mozgu odpowiedzialnych za procesy pamieciowe i nastrdj.}>** Zwigzki blokujgce
receptory 5-HTs, poprzez nasilanie transmisji cholinergicznej i glutaminianergicznej wykazujg
dziatanie prokognitywne w badaniach na modelach zwierzecych oceniajgcych rézne aspekty

1516 |Liczne badania

procesOw pamieciowych, pamie¢ operacyjng, przestrzenng, spoteczna.
wskazujg réwniez na powigzanie receptorow 5-HTg z behawioralnymi i psychologicznymi
symptomami AD.*® Udowodniono dziatanie przeciwdepresyjne antagonistéw receptoréw 5-HTs
wynikajgce z nasilania uwalniania noradrenaliny i dopaminy oraz dziatanie anksjolityczne bedgce

rezultatem wptywu tych antagonistéw na transmisje GABA-ergiczng.?>?°

W niniejszej pracy przedstawitam jedynie mechanizmy i cele biologiczne istotne z punktu widzenia
prowadzonych przeze mnie badan, ktére jednoczesnie sg obecnie uwazane za jedne z
najistotniejszych dla rozwoju choroby Alzheimera i jej terapii.

Biorgc pod uwage ztozony, wieloczynnikowy charakter choroby Alzheimera, skuteczna
farmakoterapia tego schorzenia moze wymaga¢ jednoczesnego dziatania na kilka celow
biologicznych. Dziatanie takie mozna osiggna¢ poprzez podanie pacjentowi kilku lekéw
rownoczesnie w postaci osobnych preparatéw (inhibitor cholinoesteraz plus antagonista NMDA)
lub jednego preparatu ztozonego (Namzaric — donepezil plus memantyna). Oba wymienione
podejscia, zwigzane ze stosowaniem kilku réinych zwigzkéw aktywnych jednoczesnie, niosa
ryzyko potencjalnie niebezpiecznych interakcji lekowych, wynikajgcych ze specyficznych
parametréw farmakokinetycznych i farmakodynamicznych poszczegdinych substancji. W 2004
roku Morphy i Rankovic opisali innowacyjne podejscie do projektowania nowych lekéw - ligandy
wielofunkcyjne (multi-target-directed ligands, MTDLs). Ligandy wielofunkcyjne to zwigzki celowo
zaprojektowane tak, aby oddziatywa¢ z kilkoma wybranymi celami biologicznymi.?**? Zwigzki tego
typu zyskaty ogromng popularnos¢ w poszukiwaniu terapii schorzen o ztozonym patomechanizmie
takich jak AD.?



4.3.2. Cel i metody realizacji badan

Z uwagi na stale rosngcy liczbe osdb cierpigcych na demencje, badanie jej przyczyn oraz
mozliwosci skutecznej terapii nalezg do priorytetowych zadan dzisiejszej nauki. Celem
prowadzonych przeze mnie badan i osiggnieciem naukowym stanowigcym podstawe mojego
wniosku habilitacyjnego byto otrzymanie ligandéw wielofunkcyjnych skierowanych na cele
biologiczne o kluczowym dla terapii choroby Alzheimera znaczeniu. Dodatkowo zwigzki te
z uwagi na swoje unikalne wtasciwosci farmakologiczne beda stanowily znaczacy wkitad
w rozwoj dziedziny zwigzanej z szeroko rozumianym poszukiwaniem nowych zwigzkéw o
dziataniu prokognitywnym. Badania prowadzone w ramach realizacji celu miaty charakter
interdyscyplinarny i obejmowaty projektowanie nowych zwigzkdw, synteze chemiczng oraz
badania biologiczne in vitro i in vivo (Rysunek 1). Tak szeroki zakres badan wymagat wspotpracy ze
specjalistami z r6znych dziedzin nauki.

Synteza wszystkich zwigzkdw opisanych w pracach (H2-H7), podobnie jak badania in vitro
obejmujace badanie hamowania cholinoesteraz i kinetyki enzymatycznej (H2-H7), badania
przenikania przez bariere krew-mozg (H2, H3, H6 i H7) oraz badania aktywnosci hamujacej B-
sekretaze (H3—-H5) zostaty przeprowadzone w Zaktadzie Fizykochemicznej Analizy Leku Katedry
Chemii Farmaceutycznej UJ CM.

W ramach realizacji pracy nawigzatam wspdtprace z polskimi i zagranicznymi zespotami
badawczymi, w ktérych zostaty wykonane:

1. badania hamowania agregacji B-amyloidu in vitro opisane w publikacjach H2-H7 — zespdt
prof. Stanislava Gobeca, Chair of Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy, University
of Ljubljana (Stowenia);

2. badania farmakologiczne in vivo u szczuréw opisane w publikacji H6 obejmujace test
otwartego pola — zespét prof. dr. hab. Pawta Mierzejewskiego z Zaktadu Farmakologii
i Fizjologii Uktadu Nerwowego Instytutu Psychiatrii i Neurologii;

3. badania farmakologiczne in vivo u myszy opisane w publikacji H2 obejmujace test otwartego
pola, test wirujgcego preta i test biernego unikania — dr hab. Kinga Satat, prof. UJ z Zaktadu
Farmakodynamiki Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM;

4. badania powinowactwa zwigzkéw do receptorow 5-HTe¢ oraz badania aktywnosci
funkcjonalnej opisane w pracach H6 i H7 — dr Agata Siwek i mgr Monika Gtuch-Lutwin z
Zaktadu Wstepnych Badan Farmakologicznych UJ CM;

5. modelowanie molekularne w publikacjach H6 i H7 — zesp6t dr. hab. Marcina
Kotaczkowskiego, prof. UJ z Zaktadu Chemii Lekdw Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM;

6. badanie hamowania agregacji biatka tau opisane w publikacji H5 — dr Raimon Sabate,
Institute of Nanoscience and Nanotechnology (IN2UB), University of Barcelona (Hiszpania);

7. badania stabilnosci metabolicznej in vitro z wykorzystaniem ludzkich mikrosomédw
watrobowych oraz badania wptywu na funkcje izoenzymu CYP3A4 opisane w publikacji H7 —
dr Gniewomir Latacz z Zaktadu Biotechnologii i Technologii Srodkéw Leczniczych Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM;

8. badanie zdolnosci do przenikania bariery krew-mdzg opisane w publikacjach H3 i H5 oraz

badanie hamowania ludzkiej butyrylocholinoesterazy opisane w publikacji H7 — zespdt
dr. Jana Korabecnego, Biomedical Research Centre, University Hospital Hradec Kralove
(Czechy).



Opisane badania finansowane byty przez Narodowe Centrum Nauki z programu Sonata
(2016/23/D/NZ7/01328) oraz z programoéw Opus (2016/21/B/NZ7/01744 i 2012/07/B/NZ7/04
253), przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z programu luventus Plus (IP2012063272),
przez Uniwersytet Jagielloriski Collegium Medicum w ramach dotacji statutowej (K/ZDS/007865,
K/zDS/007216 i K/ZDS/004657).
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Rysunek 1. Metody wykorzystane w realizacji prac wchodzacych w zakres postepowania habilitacyjnego



4.3.3. Omdwienie badan stanowigcych osiggniecie naukowe w postepowaniu habilitacyjnym

H1 - Guzior, N.; Wieckowska, A.; Panek, D.; Malawska, B. Recent
) development of multifunctional agents as potential drug candidates for the
. L'gandy. treatment of Alzheimer's disease. Curr. Med. Chem. 2015, 22, 373-404, IF
wielofunkcyjne
w chorobie 3.455; KBN/MNiSW 40.

Alzheimera

Systematyczny przeglad biezgcej literatury dotyczacej moich zainteresowan naukowych i prac
badawczych zaowocowat powstaniem pracy przeglagdowej zatytutowanej ,,Recent development of
multifunctional agents as potential drug candidates for the treatment of Alzheimer's disease” (do
dnia 23.07.2018 praca cytowana byta 99 razy). W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na
temat przyczyn i mechanizmédw prowadzgcych do choroby Alzheimera, a przede wszystkim
zestawienie prac z lat 2012—-2015 dotyczacych poszukiwan nowych ligandéw wielofunkcyjnych
o potencjalnym zastosowaniu w terapii choroby Alzheimera. Ligandy te zostaty podzielone z uwagi
na cele biologiczne z jakimi oddziatujg, co pozwolito na okreslenie znaczenia poszczegdlnych celow
w prowadzonych badaniach. Na uwage zastuguje fakt, ze cholinoesterazy nadal stanowig kluczowy
cel biologiczny w poszukiwaniu terapii choroby Alzheimera, a inhibitory tych enzymoéw stanowig
gtéwng grupe lekédw stosowanych w terapii AD. Wynika to z ich funkcji regulujgcej poziom
acetylocholiny w OUN, ale réwniez dodatkowych funkcji, a zwfaszcza mozliwego wptywu na
agregacje B-amyloidu. Przypuszcza sie, ze agregacja B-amyloidu jest jedng pierwotnych przyczyn
choroby, wiec jej hamowanie powinno modyfikowa¢ przebieg choroby. Stad tez drugim,
najczesciej wybieranym punktem uchwytu dla nowo opracowywanych terapii jest hamowanie
agregacji B-amyloidu poprzez niespecyficzne oddziatywania z tym biatkiem badz przez hamowanie
B-sekretazy. Wiele prac opisuje rowniez ligandy wielofunkcyjne o aktywnosci cholinergicznej,
ktorej towarzyszy dziatanie neuroprotekcyjne poprzez blokowanie receptorow NMDA, dziatanie
antyoksydacyjne, chelatowanie jondw Fe?*, Cu®** czy Zn* czy te: dziatanie przeciwzapalne. Ze
wzgledu na potencjalne korzysci jakie moze nies¢ oddziatywanie z receptorami kannabinoidowymi
CB; czy histaminowymi Hs, réwniez one znalazty sie wéréd dodatkowych celéw biologicznych.

Zainteresowanie naukowe poszczegdlnymi celami biologicznymi w poszukiwaniu nowych terapii
choroby Alzheimera odzwierciedla ich potencjalne znaczenie dla tej terapii. Cholinoesterazy
stanowig zwalidowany cel biologiczny i mimo, ze leki hamujgce te enzymy majg ograniczong
skutecznosé nadal sg podstawg farmakoterapii. Terapig o najwyzszej skutecznosci bytaby terapia
przyczynowa stgd niestabngcym zainteresowaniem cieszg sie wszelkie cele biologiczne zwigzane z
agregacjg B-amyloidu i biatka tau. Ogromne zaangazowanie przemystu farmaceutycznego w
rozwdj kolejnych czgsteczek hamujgcych agregacje tych biatek nie przetozyto sie jednak do tej
pory na wprowadzenie na rynek leku. Mimo to, nadal najwiecej zwigzkdw w zaawansowanych
badaniach klinicznych to czgsteczki wptywajgce na procesy agregacji. Sporg grupe zwigzkéw w
badaniach klinicznych stanowig czasteczki wptywajgce na inne neuroprzekazniki, zwtaszcza
przekaznictwo glutaminergiczne.

Jednym z kluczowych etapéw poszukiwania nowych lekéw jest odpowiedni wybdr celu/celéow
biologicznych. Analiza dotychczasowych doniesienn pozwolita mi na wybdr celéw biologicznych,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25386820
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Panek%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25386820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wieckowska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25386820
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ktore sg istotne z punku widzenia terapii choroby Alzheimera i ktérych potgczenie w forme
ligandow wielofunkcyjnych mogtoby przyniesc korzysci terapeutyczne.

H2 - Wieckowska, A.; Wieckowski, K.; Bajda, M.; Brus, B.; Satat, K.

Inhibitory © Czerwinska, P.; Gobec, S.; Filipek, B.; Malawska, B. Synthesis of new N-
°"f’“"°95te_'ia‘ benzylpiperidine derivatives as cholinesterase inhibitors with B-amyloid anti-

I agregac,

ﬁ_a?“ylgoid{l aggregation properties and beneficial effects on memory in vivo. Bioorg.

Med. Chem. 2015, 23, 2445-2457, IF 2.923; KBN/MNiSW 30.

Projektowanie. Struktura wiodacg w projektowaniu nowych ligandéw wielofunkcyjnych
opisanych w publikacji H2 byt donepezil, selektywny inhibitor AChE (BUuChE ICso/AChE ICso = 183),
lek zarejestrowany w terapii choroby Alzheimera. Celem projektu byto poszerzenie aktywnosci
donepezilu o cele biologiczne wazne z punktu widzenia terapii choroby Alzheimera — BuChE i -
amyloid. AChE i BuUChE postrzegane sg obecnie jako réwnorzednie istotne cele biologiczne w
terapii AD. Poczatkowe przekonanie o nadrzednej roli AChE w regulowaniu poziomu
acetylocholiny w OUN zmienito sie wraz z wynikami badan, w ktérych udowodniono zdolnos¢
BuChE do rekompensowania braku AChE u myszy ze znokautowanym genem AChE.?
Zaobserwowano réwniez zdolnosé do przywracania odpowiedniego poziomu acetylocholiny oraz
poprawe funkcji poznawczych u myszy po zastosowaniu selektywnych inhibitoréw BuChE.>%’
Dodatkowo pojawity sie doniesienia o znaczgcym spadku poziomu AChE (do 85%) w korze
moézgowej 0s6b cierpigcych na AD przy réwnoczesnym wzroscie poziomu BuChE.?® Wszystkie te
fakty wskazujg na istotng role BUChE w regulacji transmisji cholinergicznej w przebiegu choroby
Alzheimera i klasyfikujg BUChE jako jeden z wazniejszych celéw biologicznych w poszukiwaniu
nowych terapii.

Donepezil

5 ; o
S ) N 4 \/\ | [ Y( Q 0
RJ%'/U K/IH/\(\/&\} giN»/J\' l i\l:l:j Cl H/\(%\,N

- 0

linker

R -H, 3-Cl, 2-F, ~ Zwigzek 23
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Aktywny in vivo

Rysunek 2. Ligandy wielofunkcyjne hamujgce cholinoesterazy i agregacje B-amyloidu — projektowanie i
struktura wybranego zwigzku 23
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Wykazano réwniez, ze funkcja AChE nie ogranicza sie jedynie to regulacji poziomu acetylocholiny.
Wsrdd dodatkowych funkcji AChE wykazano zdolno$¢ do indukowania agregacji B-amyloidu
poprzez oddziatywania peryferyjnego miejsca wigzania w enzymie (PAS) z biatkiem.?® Blokowanie
AChE zaréwno poprzez oddziatywania z miejscem katalitycznym jak i PAS moze wiec w
konsekwencji nasila¢ transmisje cholinergiczng oraz hamowac agregacje B-amyloidu.

Jak wykazaty badania krystalograficzne, elementem kluczowym dla wigzania czasteczki donepezilu
w centrum aktywnym AChE jest N-benzyloaminowy fragment wbudowany w ukfad
N-benzylopiperydyny. W projektowaniu nowych zwigzkéw ten fragment zostat zachowany
i dodatkowo zmodyfikowany w pierscieniu aromatycznym przez nastepujgce podstawniki: 3-Cl,
2-F, 4-OMe, 4-OH. Podstawniki te zostaty wybrane na podstawie danych literaturowych oraz
wynikdbw modelowania molekularnego ktére wykazaty, ze mogg one korzystnie wptywac na
powinowactwo wzgledem cholinoesteraz.3® Wystepujacy w donepezilu fragment 5,6-dimetoksy-
2,3-dihydro-1H-inden-1-onu zastgpiono ugrupowaniami izoindolino-1,3-dionu (ftalimidu) i indolu,
ktore poprzez tworzenie korzystnych oddziatywan z peryferyjnym miejscem wigzania (PAS) moga
nasila¢ aktywno$¢ hamujgca cholinoesterazy. Fragment N-benzylopiperydynowy potgczono z
ugrupowaniem ftalimidowym i indolowym za pomoca facznikéw alkilowych zawierajgcych od 3 do
8 atomow wegla. Przewidywano, ze oddalenie od siebie tych fragmentow i zwiekszenie gietkosci
czgsteczki zwiekszy szanse na optymalne oddziatywania z BuChk i PAS AChE.

Synteza zaprojektowanych zwigzkéw przebiegata wieloetapowo. W pierwszej kolejnosci
wymagata opracowania metody i przygotowania odpowiednio podstawionych pochodnych
1-benzylopiperydyno-4-aminy. Te bloki budulcowe byty nastepnie alkilowane za pomoca
otrzymanych bromoalkilowych pochodnych ftalimidu i indolu prowadzac do otrzymania zwigzkéw
koncowych.

Badania in vitro AChE/BuChE. Otrzymane zwigzki poddano badaniom in vitro majgcym na celu
okreslenie aktywnosci wzgledem zaktadanych celéw biologicznych. W pierwszej kolejnosci zwigzki
zostaly poddane testowi Ellmana, ktdry pozwala na zbadanie zdolnosci hamowania
cholinoesteraz. W tescie wykorzystano standardowo uzywane w badaniach przesiewowych
enzymy, AChE z wegorza elektrycznego (eeAChE) oraz BuChE z osocza konskiego (egBuChE).
Wyniki badan wskazujg, ze wprowadzone modyfikacje korzystnie wptynety na oddziatywania z
BuChE dzieki czemu otrzymano zwigzki hamujgce zaréowno AChE i BuChE oraz grupe zwigzkéw
selektywnie hamujgcych BuChE o submikromolowych wartosciach 1Cso (0.34-0.93 uM). Analiza
zaleznosci struktura-aktywnos$¢ (SAR) wzgledem BuChE wykazata wyisze aktywnosci dla
pochodnych indolowych oraz pozytywny wptyw zastosowanych podstawnikéw 2-F, 3-Cl i 4-OH na
aktywnosé zwigzkéw w porédwnaniu z niepodstawionymi pochodnymi. Zauwazono réwniez, ze
aktywnosci sg wyzsze dla zwigzkdéw z dtuzszymi, szescio- i oSmioweglowymi tgcznikami. Badania
kinetyki zwigzkéw pozwolity na okreslenie niekompetytywnego typu inhibicji.

Agregacja B-amyloidu. Na podstawie wynikdéw testu Ellmana wyselekcjonowano jedenascie
zwigzkow, dla ktérych przeprowadzono badania zdolnosci hamowania agregacji BA z
zastosowaniem tioflawiny T. Badania te mozliwe byty dzieki nawigzaniu wspdtpracy z prof.
Stanislavem Gobecem z Uniwersytetu w Lublanie. Pie¢ sposréd przebadanych pochodnych
hamowato agregacje powyzej 50% (54-76%) w stezeniu przesiewowym 10 puM. Wieksza
aktywnosé wykazaty zwigzki z dtuiszym tgcznikiem (szczegdlnie C8), odnotowano rdéwniez
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pozytywny wptyw podstawnika chlorowego w pozycji 3. Dla zwigzku 23® przeprowadzono
dodatkowe testy wykazujgc dawkozalezny charakter inhibicji.

PAMPA-BBB. Dla wybranych zwigzkéw przeprowadzono réwniez test zdolnosci do przenikania
przez bariere krew-mdzg metodg PAMPA-BBB (parallel artificial membrane permeability assay for
the BBB). Na podstawie otrzymanych wynikédw wszystkie zwigzki zostaty zakwalifikowane do tatwo
przenikajacych bariere krew-mazg.

Badania in vivo. W celu zweryfikowania potencjatu otrzymanych zwigzkdéw w zakresie poprawy
funkcji poznawczych zaplanowano przeprowadzenie badan behawioralnych w kierunku
aktywnosci prokognitywnej na myszach. Niewiele prac opisywato selektywne inhibitory BuChE, a
prace opisujgce ich aktywnosc in vivo byty rzadkoscia. Dlatego sposréd otrzymanych zwigzkéw do
badan in vivo wyselekcjonowano zwigzek 23 bedacy selektywnym inhibitorem BuChE (ICso = 0.72
UM, ponizej 50% hamowania AChE w 10 uM), inhibitorem agregacji BA (%inh. = 72%) zdolnym do
przenikania BBB w tescie PAMPA. W celu oceny zdolnosci zwigzku 23 do odwracania zaburzen
pamieci poddano go testowi biernego unikania (ang. passive avoidance test). Test biernego
unikania jest oparty na nabywaniu, przechowywaniu i utrzymaniu awersyjnego warunkowania
Pawtowowskiego, angazujgcego procesy pamieci krotko i diugotrwatej. Deficyt poznawcze u
myszy wywotywane byty za pomocg antagonisty receptoréw muskarynowych — skopolaminy.
Zwigzek 23 skutecznie odwracat zaburzenia pamieci wywotane przez skopolamine juz w dawce 5
mg/kg, jednoczesnie nie zaburzajgc aktywnosci lokomotorycznej ani koordynacji ruchowej
badanych zwierzat w tescie otwartego pola i tescie wirujgcego preta.

Najwazniejsze osiggniecia zaprezentowane w pracy:

v Opracowanie S$ciezki syntetycznej pozwalajagcej na dywersyfikacje fragmentu N-
benzylopiperazyny — farmakoforowego ugrupowania wystepujacego w inhibitorach
cholinoesteraz.

v Zaprojektowanie i otrzymanie niekompetycyjnych selektywnych inhibitoréow BuChE
hamujacych agregacje B-amyloidu.

v Potwierdzenie in vivo skutecznosci selektywnych inhibitoréow BuChE w zwierzecych
modelach deficytéw poznawczych.

3 Numeracja zwigzkéw w autoreferacie jest zaczerpnieta z odpowiednich publikacji.
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H4 - Panek, D.; Wieckowska, A.; Pasieka, A.; Godyn, J.; Jonczyk, J.; Bajda,
M.; Knez, D.; Gobec, S.; Malawska, B. Design, Synthesis, and Biological Evaluation of 2-
(Benzylamino-2-Hydroxyalkyl)lsoindoline-1,3-Diones Derivatives as Potential Disease-Modifying
Multifunctional Anti-Alzheimer Agents. Molecules. 2018, 23, E347, IF 2.861; KBN/MNiSW 30.
H5 — Panek, D.; Wieckowska, A.; Jonczyk, J.; Godyn, J.; Bajda, M.; Wichur, T.; Pasieka, A.; Knez,
D.;Pislar, A.; Korabecny, J.; Soukup, O.; Sepsova, V.; Sabate, R.; Kos, J.; Gobec, S.; Malawska, B.
Design, synthesis and biological evaluation of 1-benzylamino-2-hydroxyalkyl derivatives as new
potential disease-modifying multifunctional anti-Alzheimer’s agents. ACS Chem. Neurosci. 2018, 9,
1074-1094, IF 3.883; KBN/MNiSW 40.

Projektowanie - seria | (publikacja H3). Opisany wczesniej zwigzek 23 stat sie zwigzkiem
wyjsciowym do projektowania nowych pochodnych o aktywnosci biologicznej poszerzonej
o hamowanie B-sekretazy (BACE-1). BACE-1 to enzym, ktdry inicjuje sekwencje reakcji
prowadzacych do powstania amyloidu B. W zwigzku ze swoj3 rolg jest to wazny cel biologiczny w
badaniach nad terapig AD. Jak przedstawiono na rysunku 3, fragment piperydyn-4-aminy zwigzku
23 zostat zastgpiony ugrupowaniem heksahydropirymidyny, piperazyny, pirolidyno-3-aminy oraz
piperydyno-3-aminy. Wymienione aminy alicykliczne z dwoma zasadowymi atomami azotu mogg
tworzy¢ oddziatywania z kluczowymi dla aktywnosci enzymatycznej aminokwasami B-sekretazy -
Asp32 oraz Asp228.332 Dodatkowo fragment benzylowy zostat zmodyfikowany atomami fluoru w
pozycji 2 oraz 3 i 5 w pierscieniu fenylowym. Zachowane zostato ugrupowanie ftalimidu, ktére w
czesci pochodnych zostato zastgpione ugrupowaniem sacharynowym. Ugrupowanie sacharynowe
tworzyto oddziatywania z PAS w AChE i skutecznie zwiekszato aktywnos¢ wczeséniej otrzymanych w
naszym zespole pochodnych.*
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Rysunek 3. Ligandy wielofunkcyjne hamujgce AChE, BACE-1 i agregacje B-amyloidu — projektowanie
i struktura wybranych zwigzkéw 26 i 52

Projektowanie — seria Il (publikacja H4). Zwiazki serii Il zostaty zaprojektowane jako analogi
wczesniej opublikowanych w zespole inhibitorow cholinoesteraz o aktywnosci hamujacej
agregacje B-amyloidu i dziataniu neuroprotekcyjnym (zwigzek 13b, rysunek 4).3* Przedstawione
modyfikacje strukturalne miaty na celu rozszerzenie aktywnosci biologicznej na B-sekretaze.
Zwigzki te stanowig réwnoczesnie kontynuacje serii I, w ktorej dokonano zmiany fragmentu
odpowiedzialnego za oddziatywania z centrum aktywnym BACE-1. Alicykliczne aminy serii | zostaty
zastgpione ugrupowaniem hydroksyetyloaminowym (HEA) bedgcym farmakoforem wystepujgcym
w strukturach znanych inhibitoréw BACE-1 oraz innych proteaz aspartylowych.*® Zachowano
fragment ftalimidowy oraz N-benzyloaminowy jako fragmenty, ktére powinny oddziatywad
odpowiednio peryferyjnym oraz katalitycznym miejscem wigzania. Fragment N-benzyloaminowy
zostat zmodyfikowany ugrupowaniami wybranymi na podstawie badan dokowania z AChE
i BACE-1.
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Rysunek 4. Ligandy wielofunkcyjne hamujace AChE i agregacje B-amyloidu — projektowanie i struktura
wybranego zwigzku 12

Projektowanie - seria Ill (publikacja H5). W serii lll potgczylismy wystepujace w serii Il
ugrupowanie 2-(benzyloamino)etan-1-olu z grupa amin wytonionych w ramach wirtualnego
skriningu wzgledem BACE-1, AChE i BuChE. Skriningowi poddano pierwszo- i drugorzedowe aminy
(dostepne w Sigma Aldrich) z podstawnikami, ktére tworzytyby korzystne oddziatywania
z odpowiednimi kieszeniami wigzgcymi BACE-1 oraz z peryferyjnym miejscem wigzania AChE
i BuChE. Sposréd amin dajgcych  najlepsze wyniki  w  dokowaniu  wybrano
4-(difenylometylo)piperazyne i 4-(bis(4-fluorofenylo)metylo)piperazyne, ich wydtuzone analogi:
2,2-difenyloetyloamine i 3,3-difenylopropan-1-amine, oraz 4-fenylopiperazyne,
4-benzylopiperazyne i 4-(pentan-2-yl)piperazyne jako zredukowane przestrzennie analogi.
Dodatkowo pierscienn fenylowy ugrupowania 2-(benzyloamino)etan-1-olu zostat zmodyfikowany
podstawnikami 3-tert-butylowym i 4-metoksylowym.
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Rysunek 5. Ligandy wielofunkcyjne hamujgce cholinoesterazy, BACE-1 i agregacje B-amyloidu oraz biatka
tau — projektowanie i struktura wybranego zwigzku 10

Synteza i badania in vitro. Z uwagi na duzg rdéznorodnos¢ strukturalng zaprojektowanych
zwigzkdéw, ich otrzymanie wymagato zaprojektowania wielu Sciezek syntetycznych, z ktérych
kazda obejmowata od trzech do o$miu etapow. Otrzymane w wyniku syntezy zwigzki zostaty
poddane testom pozwalajgcym na okreslenie ich aktywnosci wzgledem cholinoesteraz (test
Ellmana), wzgledem BACE-1 (test spektrofluorymetryczny oparty na zjawisku FRET) oraz
wzgledem agregacji B-amyloidu i biatka tau (test tioflawiny T).

AChE/BuChE. Sposréd wszystkich otrzymanych zwigzkéw te z serii | i Il (publikacje H3 i H4)
charakteryzuje selektywna aktywno$¢ hamujgca AChE, zwigzki serii Il (publikacja H5) to
selektywne inhibitory BuChE. Analiza zaleznosci struktura-aktywnos¢ serii | wskazata

jednoznacznie na przewage ugrupowania piperazyny i sacharyny dla aktywnosci hamujgcej AChE.
Mniejsze znaczenie miata diugo$¢ tancucha weglowego tgczacego te dwa fragmenty czy
wprowadzone podstawniki. Dtugos¢ tacznika byta kluczowa dla aktywnosci zwigzkdéw serii I, w
ktérej najwiekszg aktywnosé wykazywaty zwigzki z dtuzszym, trzy- i czteroweglowym tgcznikiem
miedzy ugrupowaniem ftalimidowym a grupg hydroksylowa. Wyznaczone dla najbardziej
aktywnych pochodnych wartosci ICso mieszczg sie w granicach od 0,8 do 19 uM. Zwiazki serii Ill to
selektywne inhibitory BUChE o wartosciach 1Csp od 1,5 do 16,6 uM. Do najbardziej aktywnych
naleza pochodne z ugrupowaniami 2,2-difenyloetyloaminowymi i 3,3-difenylopropan-1-
aminowymi.

BACE-1. Aktywnosc¢ zwigzkéw serii | i 1l, opisanych w publikacjach H3 i H4 wzgledem BACE-1 byta
niska i dla najbardziej aktywnego wyniosta 50% hamowania enzymu w stezeniu 50 uM.
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Wprowadzone elementy strukturalne — aminy alicykliczne (seria 1) i ugrupowanie
hydroksyetyloaminowe (seria Il) zgodnie z wynikami badan modelowania molekularnego powinny
wigza¢ sie w miejscu katalitycznym enzymu jednak pozostate elementy strukturalne nie
zapewniajg zwigzkom optymalnego wigzania. Zamiana ugrupowania ftalimidowego
i sacharynowego na aminy wytonione w wirtualnym skriningu miata pozytywny efekt na
aktywnosé wzgledem BACE-1. W$réd zwigzkdw serii lll opisanych w publikacji H5 wytoniono grupe
zwigzkéw o aktywnosci przekraczajgcej 50% hamowania w stezeniu przesiewowym, dla ktérych
oznaczono wartosci 1Cso, mieszczace sie w granicach od 32 do 102 uM. Najwiekszg aktywnos¢
wykazaty pochodne z duzymi 2,2-difenyloetyloaminowymi i 3,3-difenylopropan-1-aminowymi
podstawnikami, ktére poprzez oddziatywania z kieszeniami wigzacymi BACE-1 zapewnity
odpowiednie utozenie zwigzkéw w enzymie i ich aktywnos¢.

Agregacja 8-amyloidu i biatka tau. Sposréd wszystkich zwigzkéw zbadanych w tescie agregacji
B-amyloidu najaktywniejsze okazaty sie zwigzki serii lll opisane w publikacji H5. Aktywnos¢ wyzszg
niz referencyjny resweratrol (>79%) wykazato pie¢ pochodnych, w ktéorych wspélnymi elementami
strukturalnymi byty z jednej strony podstawnik difenylometylowy, a z drugiej podstawnik tert-
butylowy w pierscieniu fenylowym. Sposrdd tych zwigzkéw cztery wybrane zostaty do badania
hamowania agregacji biatka tau, w ktérym wykazaty od 44 do 68% inhibicji
w standardowo stosowanym stezeniu przesiewowym 10 pM.

PAMPA-BBB. Zdolnos¢ wybranych zwigzkéw, przedstawicieli kazdej z serii, do przekraczania
bariery krew-mdzg zostata okreslona na podstawie badania w tescie parallel artificial membrane
permeability (PAMPA-BBB). Wyniki testu pozwolity zakwalifikowa¢ wiekszo$¢ zwigzkédw do grupy
tatwo przenikajacych do OUN, jedynie dwa zwigzki do grupy o niejasnych mozliwosciach
przenikania BBB. Sg to wstepne badania, lecz standardowo wykonywane przed podaniem zwigzku
zwierzetom w badaniach in vivo, a uzyskane przez nas wyniki stanowig pozytywng prognoze dla
dalszych badan i rozwoju badanych zwigzkdw.

Najwazniejsze osiggniecia zaprezentowane w pracach:

v Opracowanie szeregu Sciezek syntetycznych pozwalajgcych na otrzymanie zréznicowanych
strukturalnie ligandéw wielofunkcyjnych;

v Otrzymanie ligandéw wielofunkcyjnych o unikalnym profilu farmakologicznym, hamujacych
B-sekretaze, butyrylocholinoesteraze oraz agregacje neurotoksycznych biatek B-amyloidu
i biatka tau;

v Analiza zaleznosci struktura-aktywnos¢ w duzej grupie zwigzkéw (70 pochodnych)
pozwalajgca na dalsze racjonalne projektowanie nowych ligandéw wielofunkcyjnych.
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H6 — Wieckowska, A., Kotaczkowski, M.; Bucki, A.; Godyn, J.; Marcinkowska,
M.; Wieckowski, K.; Zareba, P.; Siwek, A.; Kazek, G.; Gtuch-Lutwin, M.;
Mierzejewski, P.; Bienkowski, P.; Sienkiewicz-Jarosz, H.; Knez, D.; Wichur, T.;
Gobec, S.; Malawska, B. Novel multi-target-directed ligands for Alzheimer's
disease: combining cholinesterase inhibitors and 5-HT6 receptor antagonists.
Design, synthesis and biological evaluation. Eur. J. Med. Chem. 2016, 124, 63—
81, IF 4.519; KBN/MNiSW 40.

H7 — Wieckowska, A.; Wichur, T.; Godyn, J.; Bucki, A.; Marcinkowska, M.; Siwek, A.; Wieckowski,
K.; Zareba, P.; Knez, D.; Gtuch-Lutwin, M.; Kazek, G.; Latacz, G.; Mika, K.; Kotaczkowski, M.;
Korabecny, J.; Soukup, O.; Benkova, M.; Kie¢-Kononowicz, K.J.; Gobec, S.; Malawska, B. Novel
multi-target-directed ligands aiming at symptoms and causes of Alzheimer's disease. ACS Chem.
Neurosci. 2018, 9, 1195-1214, IF 3.883; KBN/MNiSW 40.

Projektowanie. Koncepcja tej czesci pracy zostata opracowana w oparciu o wyniki badan Il fazy
badan klinicznych, w ktérych otrzymano obiecujgce wyniki z zastosowaniem skojarzonej terapii za
pomocg  antagonisty receptora  5-HTs (idalopirdyna, intepirdyna) i inhibitora
acetylocholinoesterazy (donepezil). Terapia ta wykazata lepsze efekty w zakresie poprawy funkcji
poznawczych u pacjentéw z umiarkowang postacig choroby Alzheimera, niz terapia za pomoca
samego donepezilu.3® W trzeciej fazie badan zaden ze zwigzkdw nie osiggnat punktéw koricowych
zatozonych przez sponsoréw co, jak sie przypuszcza, mogto wynika¢ z nieodpowiedniego
dawkowania.’” Badania nad antagonistami receptoréw 5-HTs w aspekcie terapii choroby

Alzheimera nadal trwajg, obecnie w 2 fazie badan klinicznych znajduje sie trzeci zwigzek, SUVN-
502.3
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Rysunek 6. Ligandy wielofunkcyjne blokujgce receptory 5-HTs, hamujace cholinoesterazy i agregacje B-
amyloidu — projektowanie i struktura wybranego zwigzku 12
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Wobec powyiszego i w Swietle potencjalnych korzysci jakie mogg towarzyszy¢ stosowaniu
ligandéw wielofunkcyjnych zaprojektowano nowe czgsteczki tgczace aktywnos¢ hamujaca
cholinoesterazy oraz antagonistyczng wzgledem receptoréw 5-HTs. Nowe ligandy wielofunkcyjne
zostaty zaprojektowane w oparciu o strategie , designing in”. Strategia ta ma na celu potgczenie
aktywnosci na dwa (lub wiecej) cele biologiczne w jednej czasteczce poprzez wbudowanie w nig
elementdéw strukturalnych dwdch (lub wiecej) selektywnych ligandéw dziatajgcych na te cele.

Jako fragmenty odpowiedzialne za oddziatywania z centrum aktywnym cholinoesteraz wybrano
ugrupowanie N-benzylopiperydyny, wystepujgce w czgsteczce donepezilu, ktére wykorzystywane
byto juz we wczesniej opisanych projektach, oraz analogi strukturalne tego ugrupowania (N-
benzylopirolidyna, N-benzyloamina). Jako dodatkowy fragment farmakoforowy zastosowano
czagsteczke takryny, pierwszego leku zarejestrowanego w terapii AD. Fragmenty te nie tylko
wystepuja w czasteczkach lekéw, ale réwniez wykorzystywane sg w projektowaniu nowych
ligandéw wielofunkcyjnych.3#39%! Jako ugrupowania o wysokim powinowactwie do receptoréw 5-
HTs wybrano opisane w literaturze®? arylopiperazyny: 1-(fenylosulfonylo)-4-(piperazyn-1-ylo)-1H-
indol, 1-benzylo-4-(piperazyn-1-ylo)-1H-indol oraz 1-(3-(benzyloksy)-2-metylofenylo)piperazyne.
Obydwa fragmenty farmakoforowe potgczono prostymi tgcznikami alifatycznymi o roznej dtugosci
tancucha, co ilustruje rysunek 6.

Proces projektowania zwigzkdw wspomagany byt metodami modelowania czgsteczkowego.
Poszczegblne zwigzki zostaly zadokowane do odpowiednio przygotowanych modeli celéw
biologicznych. Sposréd badanych struktur wytoniono te, ktére wykazaty prawidiowe
oddziatywania zaréwno z receptorem 5-HTs, jak i miejscem katalitycznym i peryferyjnym
cholinoesteraz, co pozwolito na sporzgdzenie rankingu zwigzkow.

Synteza i badania in vitro. Otrzymanie zwigzkdw wymagato zaprojektowania kilku $ciezek
syntetycznych, réznych dla pochodnych donepezilu i takryny, zmodyfikowanych odpowiednio dla
poszczegblnych dtugosci linkerow tgczgcych elementy farmakoforowe. Wszystkie otrzymane
pochodne (47 zwigzkéw) zostaty poddane testowi Ellmana oraz badaniom powinowactwa do
receptorow 5-HTe.

Receptory 5-HTs. Znakomita wiekszo$¢ zwigzkdw wykazata bardzo wysokie i wysokie
powinowactwo do receptoréw 5-HTs mieszczace sie w granicach od 2 do 96 nM. Jedynie 15
zwigzkéw wykazato powinowactwo przekraczajgce 100 nM. Najwyisze i najbardziej
zrownowazone powinowactwo wykazywaty zwigzki pochodne 1-(fenylosulfonylo)-4-(piperazyn-1-
ylo)-1H-indolu opisane w publikacji H6 (Ki = 2—39 nM).

AChE/BuChE. Znacznie wieksze rozbieznosci odnotowano w przypadku aktywnosci wzgledem
cholinoesteraz. Tutaj najwyzszymi aktywnosciami hamujgcymi charakteryzowaty sie pochodne
takrynowe, dla ktérych wartosci ICso wzgledem eeAChE wynosity od 7,1-57 nM, z wyjatkiem
dwéch zwigzkéw dla ktérych te wartosci przekroczyty 100 nM. Ze wzgledu na tak wysoka
aktywnosé zwigzki te zostaty rowniez poddane badaniu wzgledem ludzkiego enzymu AChE, gdzie
wykazaty aktywnos$¢ w granicach od 1,3 do 62 nM. Warto podkresli¢, ze aktywnosci wybranych
pochodnych byty wyzsze niz referencyjnej takryny (ICso eeAChE = 24 nM, hAChE = 131 nM).
Podobnie wysokg aktywnos$¢ pochodne takryny wykazywaty wzgledem BuChE (ICso = 5—-85 nM).
Zwigzki zawierajgce ugrupowania N-benzylopiperydynowe i jego analogi byty nieaktywne
wzgledem AChE. Wyjatek stanowity pochodne N-benzyloaminy z ugrupowaniem 1-benzylo-4-
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(piperazyn-1-ylo)-1H-indolu opisane w publikacji H7 (ICso = 3-8 uM) oraz pochodne N-
benzyloaminy z 5-weglowymi tacznikami z ugrupowaniem 1-(fenylosulfonylo-4-(piperazyn-1-ylo)-
1H-indolu (ICso = 4 uM) i 1-(3-(benzyloksy)-2-metylofenylo)piperazyny (ICso = 2 uM) opisane w
publikacjach H6 i H7. Wszystkie pochodne N-benzylopiperydynowe wykazywaty aktywnosc¢
wzgledem BuChE w granicach od 0,2 do 10 uM. Badania kinetyki przeprowadzone dla wybranych
zwigzkow wykazaty, ze sg one niekompetytywnymi inhibitorami zaréwno AChE jak i BuChE.

Agregacja B6-amyloidu. Zwigzki opisane w publikacji H7 przebadano réwniez pod katem ich
zdolnosci hamowania agregacji B-amyloidu. Wykazaty one 48-95% hamowania agregacji w
stezeniu 10 puM; az dziesie¢ pochodnych wykazato aktywnos$¢ powyzej 79%, co jest wynikiem
lepszym niz wynik zwigzku referencyjnego, resweratrolu. Dodatkowo dla dwdch pochodnych
wyznaczono wartosci ICsg, ktore wyniosty 1 uM.

PAMPA-BBB. Dla wybranych zwigzkéw przeprowadzono wstepne badania biodostepnosci (H6, H7)
in vitro. Zdolnos$¢ zwigzkdw do przekraczania bariery krew-mdzg zostata zbadana w tescie PAMPA-
BBB, w ktérym wykazaty wartosci log P. klasyfikujgce je do zwigzkdw o dobrej przenikalnosci.
Wyjatek stanowit jeden zwigzek, o najwyzszej masie czgsteczkowej i lipofilowosci, ktéry
zakwalifikowany zostat jako pochodna o niepewnej przenikalnosci.

Stabilnos¢ metaboliczna. Dla zwigzku 12, bedgcego pochodng takryny (publikacja H7) zbadano
stabilno$¢ metaboliczng na ludzkich mikrosomach, a powstajgce metabolity oznaczono metoda
HPLC z uzyciem wzorca wewnetrznego i zidentyfikowano metodg spektrometrii masowej. Wsrod
metabolitéw nie zidentyfikowano zadnego ze zwigzkéw odpowiedzialnych za hapatotoksycznosé
takryny, co moze swiadczy¢ o tym, ze dzieki zastosowanym modyfikacjom strukturalnym zwigzek
zostat pozbawiony potencjalnej toksycznosci.

Wptyw na aktywnosc¢ CYP3A4. Dodatkowo zbadano wptyw zwigzku 12 na aktywnos¢ izoformy 3A4
cytochromu P450 metody bioluminescencyjng, tym samym szacujgc mozliwosé wystgpienia
potencjalnych interakcji miedzylekowych. Warto$¢ hamowania aktywnos$ci enzymu, wyrazona
jako ICso i wynoszaca 17 uM byta 170 razy wyzsza niz flukonazolu, bedacego standardowym
zwigzkiem referencyjnym uzywanym w tym tescie, co $wiadczy o niskiej aktywnosci w tym
zakresie.

Badania in vivo. W celu potwierdzenia wykazanego in vitro mechanizmu cholinergicznego
otrzymanych zwigzkdw, wybrany zwigzek 12 (rysunek 6, publikacja H6) przekazano do badan in
vivo na szczurach. W pierwszym etapie badan zwigzek zostat poddany testowi otwartego pola.
W tescie tym potwierdzona zostata jego zdolnos¢ do przenikania bariery krew-mdzg, brak
znaczacego wptywu na aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzgt w dawkach 1 i 3 mg/kg oraz
wyznaczony optymalny czas podania zwigzku w dalszych eksperymentach. Aktywnos$¢
cholinergiczna zwigzku zostata potwierdzona w badaniu zdolnosci do znoszenia hiperlokomocji
u zwierzat wywotanej skopolaming. Zwigzek 12 dawkozaleznie znosit hiperlokomocje (1, 3 i 10
mg/kg).

Badania opisane w publikacjach H6 i H7 mozliwe byty dzieki otrzymaniu przeze mnie
dofinansowania z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w programie luventus Plus (2013—
2016) oraz z Narodowego Centrum Nauki w programie Sonata (2017-2020).
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Najwazniejsze osiggniecia zaprezentowane w pracach:

v

Otrzymanie nowych, oryginalnych zwigzkdw o unikatowym mechanizmie dziatania —
hamujacych cholinoesterazy i agregacje biatka B-amyloidu, dziatajgcych antagonistycznie na
receptory 5-HTs, ktdre wyznacza nowy kierunek poszukiwania wielofunkcyjnych ligandéw
o potencjalnym zastosowaniu w terapii choroby Alzheimera.

Potwierdzenie mechanizmu dziatania otrzymanych ligandéw w modelach zwierzecych.
Opracowanie szeregu S$ciezek syntezy, niezbednych do otrzymania zaplanowanych
zwigzkdéw, ale rowniez mogacych znalez¢ zastosowanie w dalszych pracach i otrzymaniu
kolejnych zwigzkdw.

Analiza wynikéow zaleznosci struktura-aktywnos$¢ w grupie otrzymanych zwigzkéw
o istotnym znaczeniu dla dalszych poszukiwan zwigzkéw wielofunkcyjnych o potencjalnym
zastosowaniu w chorobie Alzheimera, ktdéra pozwoli na skuteczniejsze planowanie
kolejnych pochodnych.
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4.3.4. Podsumowanie osiggnie¢ naukowych stanowiacych podstawe habilitacji

Opisane prace badawcze dotyczg istotnego zagadnienia jakim jest terapia choroby Alzheimera.
Z powodu ograniczonej liczby dostepnych lekéw, a takze ich niezadowalajacej skutecznosci,

choroba Alzheimera wcigz jest nieuleczalna. Co wiecej, czesto$¢ wystepowania tego schorzenia

wzrasta, a zatem konieczne sg intensywne badania, majgce na celu poszukiwanie nowych lekow

na AD. W pracach przedstawiono szerokie, interdyscyplinarne badania, ktére doprowadzity do

identyfikacji ligandow wielofunkcyjnych oddziatujgcych z szeregiem celdw biologicznych o

waznym znaczeniu dla patofizjologii i przebiegu choroby. Badania obejmowaty projektowanie,

synteze chemiczng oraz badania biologiczne in vitro i in vivo majace na celu scharakteryzowanie

zwigzkéw pod wzgledem farmakologicznym.

Do najwazniejszych osiggnie¢ zaprezentowanych w pracach naleza:

v

v

Opracowanie koncepcji badan prowadzgcych do identyfikacji nowych, oryginalnych
ligandow wielofunkcyjnych;

Opracowanie szeregu Sciezek syntetycznych, prowadzacych do otrzymania zréznicowanych
strukturalnie zwigzkéw;

Zaprojektowanie i otrzymanie niekompetycyjnych selektywnych inhibitoréow BuChE
hamujacych agregacje B-amyloidu;

Zaprojektowanie i otrzymanie ligandow wielofunkcyjnych o unikalnym profilu
farmakologicznym, hamujgcych [B-sekretaze, butyrylocholinoesteraze oraz agregacje
neurotoksycznych biatek B-amyloidu i biatka tau;

Zaprojektowanie i otrzymanie pierwszych ligandéw wielofunkcyjnych hamujacych
cholinoesterazy i dziatajgcych antagonistycznie na receptory 5-HTs dziatajgcych
jednoczesnie antyagregacyjnie wzgledem biatka B-amyloidu;

Opracowanie zaleznosci struktura-aktywnosé dla poszczegdlnych grup opisanych ligandow
wielofunkcyjnych, ktéra pozwoli na dalsze, skuteczne projektowanie nowych zwigzkéw;
Potwierdzenie in vivo zdolnosci wyselekcjonowanych ligandéw wielofunkcyjnych do
odwracania deficytéw poznawczych u zwierzat laboratoryjnych.
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5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Dziatalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Wkrétce po obronie pracy doktorskiej rozpoczetam dwuletni pobyt naukowo-badawczy
w Department of Medicinal Chemistry, Organic Pharmaceutical Chemistry na Uniwersytecie
w Uppsali w Szwecji. Gtdwnym kierunkiem moich badan prowadzonych w grupie profesora
Andersa Karlena i profesora Matsa Larheda byta synteza nowych pochodnych fosmidomycyny
jako inhibitoréw reduktoizomerazy fosforanu 1-deoksy-D-ksylulozy (DXR). DXR to jeden
z kluczowych enzyméw w syntezie izoprenoiddow niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania
komérek, wystepujagcy w komdrkach roélin, pierwotniakéw i wielu bakterii.** DXR katalizuje
zalezne od NADPH oraz dwuwartosciowych jondw Mg?*, Co?* lub Mn?* przegrupowanie i redukcje
5-fosforanu 1-deoksy-D-ksylulozy do 4-fosforanu 2-C-metylo-D-erytrytolu. DXR jest enzymem
kluczowym dla rozwoju Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis oraz Plasmodium falciparum
i w zwigzku z tym istotnym celem biologicznym dla poszukiwania lekéw na choroby wywotywane
przez te drobnoustroje. Fosmidomycyna to naturalny antybiotyk, ktdry in vitro skutecznie hamuje
DXR Escherichia coli oraz Plasmodium falciparum i jednoczesnie hamuje ich rozwdj in vivo.
Wykazano réwniez, ze fosmidomycyna in vitro hamuje DXR M. tuberculosis (MtDXR), jednak nie
dziata na komdrki bakteryjne in vivo.** Ten rdznica w dziataniu in vitro i in vivo
najprawdopodobniej wynika z witasciwosci fizykochemicznych fosmidomycyny. Jej niska
lipofilowos¢ (clogP = -1.80) nie pozwala na przenikanie przez bardzo lipofilowa Sciane komdrkowg
M. tuberculosis. Moim zadaniem bylo przeprowadzenie wielokierunkowych modyfikacji
strukturalnych czgsteczki fosmidomycyny prowadzacych do poprawy jej parametréw
fizykochemicznych. Zaplanowane kierunki modyfikacji zostaty przedstawione na rysunku 7.

Bioizostery kwasu fosfonowego

Estry kwasu fosfonowego

a-Arylowe analogi fosmidomycyny

\ B|0|zostery kwasu hyd roksamowego;

Fosmldomycyna

{ Modyfikacje fragmentu acylowego J

Rysunek 7. Kierunki modyfikacji fosmidomycyny

W 2006 roku Haemers at al.** otrzymat a-arylowe pochodne fosmidomycyny, ktére wykazywaty
wiekszg aktywnos¢ hamujacg wzrost P. falciparum i zwiekszong lipofilowos$¢ w pordwnaniu
z wyjsciowag fosmidomycyng. Pierwszym etapem mojego projektu byta resynteza najbardziej
aktywnych pochodnych otrzymanych przez Haemersa i zbadanie ich aktywnosci na MtDXR.
Otrzymano a-3,4-dichlorofenylowe analogi fosmidomycyny, jak réwniez pochodne zawierajgce
zestryfikowany fragment kwasu fosfonowego (mono- i diestry etylowe) oraz analogi acetylowe
w miejscu fragmentu formylowego. Najwiekszg aktywnos¢ hamujacg DXR wykazat bezposredni
analog fosmidomycyny, ale aktywny byt réwniez analog z ugrupowaniem acetylowym oraz ester
monoetylowy. Réwnolegle z badaniami biologicznymi prowadzone byty badania krystalograficzne,
dzieki ktérym mozliwe byto uzyskanie struktury krystalicznej a-3,4-dichlorofenylofosmidomycyny
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z MtDXR. Struktura ta pozwolita na odkrycie uwodnionej kieszeni wigzgcej w poblizu centrum
katalitycznego enzymu. Stato sie to inspiracjg do syntezy pochodnych, ktére wypierajac czgsteczke
wody wypetnityby te kieszen i uczestniczyty w tworzeniu wigzan wodorowych. Przy wsparciu
modelowania molekularnego przeprowadzonego na podstawie otrzymanej struktury krystalicznej
zaprojektowano grupe pochodnych a-2-podstawionych arylowych (rysunek 8A). Strategia ta nie
doprowadzita do otrzymania zwigzkéw o aktywnosci wiekszej niz aktywnos$¢ fosmidomycyny,
jednak otrzymana w ramach projektu struktura krystaliczna dostarczyta nowych informacji na
temat tego jak inhibitory wigzg sie z centrum aktywnym enzymu. Te informacje s3 wyjatkowo
cenne dla dalszych poszukiwan lekdéw przeciwgruzliczych w grupie inhibitorow reduktoizomerazy
fosforanu 1-deoksy-D-ksylulozy i zostaty zaprezentowane w publikacji D13:

D13 — Andaloussi, M.; Henriksson, L.M.; Wieckowska, A.; Lindh, M.; Bjorkelid, C.; Larsson, A.M.;
Surisetti, S.; lyer, H.; Srinivasa, B.R.; Bergfors, T.; Unge, T.; Mowbray, S.L.; Larhed, M.; Jones, T.A,;
Karlén, A. Design, Synthesis, and X-ray Crystallographic Studies of a-Aryl Substituted
Fosmidomycin Analogues as Inhibitors of Mycobacterium tuberculosis 1-Deoxy-d-xylulose 5-
Phosphate Reductoisomerase. J. Med. Chem. 2011, 54, 4964-4976.
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Rysunek 8. Przeprowadzone modyfikacje strukturalne fosmidomycyny
Obecnos¢ reszty kwasu fosfonowego i hydroksamowego w czgsteczce fosmidomycyny

determinuje jej polarny charakter. Jednoczesnie znana jest funkcja tych fragmentéw w wigzaniu
fosmidomycyny z DXR i wynikajgca z niej koniecznos$é zachowania funkcjonalnosci o charakterze
kwasnym oraz fragmentu o wtasciwosciach chelatujgcych jony metali. Mozliwos¢ zastgpienia
jednej badZz obydwu tych grup zbadano przez zastgpienie ich szeregiem ugrupowan
bioizosterycznych (rysunek 8B). Badania aktywnosci otrzymanych pochodnych pokazaty, ze jest
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mozliwo$é zastgpienia zaréwno ugrupowania fosfonowego — najlepsze wyniki uzyskano dla
pochodnej kwasu izoksazolowego — jak i ugrupowania hydroksamowego — najlepsze wyniki miaty
pochodne z ugrupowaniem katecholowym. Jest to wazna obserwacja z punktu widzenia
mozliwosci poprawy witasciwosci fizykochemicznych fosmidomycyny i jej aktywnosci in vivo.
Wyniki te zostaty opisane w publikacji D12:

D12 - Andaloussi, M.; Lindh, M.; Bjorkelid, C.; Surisetti, S.; Wieckowska, A.; lyer, H.; Karlén, A,;
Larhed, M. Substitution of the phosphonic acid and hydroxamic acid functionalities of the DXR
inhibitor FR900098: An attempt to improve the activity against Mycobacterium tuberculosis.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21, 5403-5407.

IF 2.554; KBN/MNiSW 30

Kolejny kierunek przeprowadzonych modyfikacji strukturalnych czasteczki fosmidomycyny
prezentuje rysunek 8C. W pierwszym etapie otrzymano grupe pochodnych fosmidomycyny,
w ktérych atom wodoru ugrupowania formylowego zastgpiono rozmaitymi ugrupowaniami
alkilowymi, arylowymi, amidowymi i heteroaromatycznymi. W ramach strategii STOP — same-
target-other-pathogen — zwigzki przebadano zaréwno wzgledem DXR z M. tuberculosis oraz P.
falciparum. Najwiekszg aktywnos¢ wzgledem obydwu enzyméw wykazata pochodna z
podstawnikiem fenylowym — zwigzek 8d. Kolejnym etapem byto potaczenie a-3,4-
dichlorofenylofosmidomycyny ze zwigzkiem 8d. Otrzymany w ten sposdb zwigzek 14a wykazywat
submikromolowg aktywnos¢ wzgledem MtDXR (ICso = 0,32 uM) oraz wyjgtkowo wysoka
aktywnos$¢ hamujgcg wzrost P. falaciparum in vitro (ICso = 0,04 uM). Otrzymana struktura
krystaliczna zwigzku 14a z MtDXR wskazata, ze zwigzek jednoczesnie oddziatuje z kieszenia
wigzacg substrat oraz miejscem wigzgcym kofaktor. Jest to pierwszy inhibitor DXR tego typu.
Struktura krystaliczna zwigzku 14a z MtDXR wskazata réwniez, iz odpowiednie modyfikacje
pierscienia fenylowego w czesci hydroksamowej mogtyby nasili¢ oddziatywania z kieszenia
wigzacg kofaktor. Na tej podstawie zaprojektowano nowe pochodne z pierscieniem fenylowym
podstawionym gtdéwnie w pozycji orto, ale rowniez meta i para (rysunek 8C). Zwigzki te co prawda
nie wykazaty lepszej aktywnosci od zwigzku wyjsciowego, ale dzieki nim mozliwe byto
przeanalizowanie nowego trybu wigzania pochodnych fosmidomycyny, co stanowi doskonate
zrédto informacji dla dalszych poszukiwan inhibitorow DXR. Wyniki tych badan zostaty opisane w
publikacji D8:

D8 - Jansson, A.M.; Wieckowska, A.; Bjorkelid, C.; Yahiaoui, S.; Sooriyaarachchi, S.; Lindh, M.;
Bergfors, T.; Dharavath, S.; Desroses, M.; Surisetti, S.; Andaloussi, M.; Nikhil, R.; Sreevalli, S;
Srinivasa, B.R.; Larhed, M.; Jones, T.A.; Karlen, A.; Mowbray, S.L. DXR Inhibition by Potent Mono-
and Disubstituted Fosmidomycin Analogues. J. Med. Chem. 2013, 56, 6190-6199.

IF 5.480; KBN/MNiSW 45

Drugim kierunkiem moich badan realizowanych podczas stazu podoktorskiego na Uniwersytecie
w Uppsali byty reakcje katalizowane palladem. W ramach projektu ,Environmentally benign and
microwave-accelerated metal-catalyzed organic reactions”, zajmowatam sie opracowaniem
metody syntezy amidéw Weinreba i MAP na drodze katalizowanej palladem reakcji
aminokarboksylacji Hecka. Amidy Weinreba (amidy N-metoksy-N-metylowe) oraz amidy MAP
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(amidy N-metyloaminopirydylowe) sg cennymi odczynnikami acylujgcymi, wykorzystywanymi
w syntezie aldehyddéw i ketonéw (rysunek 9).4647
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Rysunek 9. Struktura amidéw Weinreba i MAP i ich zastosowanie w syntezie jako czynnikow acylujgcych

Tradycyjnie amidy Weinreba otrzymywano z kwaséw karboksylowych oraz ich pochodnych —
chlorkéw kwasowych, estréw, laktonéw, amidéw czy bezwodnikéw kwasowych. Nowsze metody
wykorzystuja reakcje katalizowane metalami przejsciowymi, w tym reakcje sprzegania (cross-
coupling) chlorku N-metoksy-N-metylokarbamoilu z kwasami boronowymi lub stannanami
winylowymi. Alternatywnie stosuje sie reakcje aminokarbonylacji Hecka, w ktérej substratami sg
tatwo dostepne halogenki badz triflaty arylowe. Sporym ograniczeniem tej metody jest
koniecznos¢ stosowania toksycznego tlenku wegla (CO). Alternatywa dla gazowego CO sg state
zrédfa tego gazu takie jak Mo(CO)s, W(CO)s, Co2(CO)s czy DMF, z ktérych tlenek wegla uwalniany
jest in situ. Opracowana przeze mnie metoda pomija konieczno$¢ stosowania gazowego CO
zastepujgc go statymi zrédtami tego gazu — Mo(CO)s oraz W(CO)s (rysunek 10). Modyfikacja ta
stanowi znaczne utatwienie i rozszerza mozliwos¢ stosowania tej metody syntezy na kazde
laboratorium chemiczne prowadzace synteze na matg skale.

Pd(OAc),, Xantphos, o
| W(CO)s, DMAP, K4PO, 1 o

e
Ar—Br + HpoN™ | Ar” TNTTYS
# " CH  Dioksan, 120 °C MW, 20 min |

Rysunek 10. Synteza amidéw Weinreba w reakcji aminokarbonylacji Hecka

Dodatkowg zaleta tej metody jest krotki czas reakcji wynoszacy 20 minut, w przypadku
prowadzenia reakcji w reaktorze mikrofalowym.. W przypadku uzycia jodkéw arylowych jako
substratéw tej reakcji mozliwe byto skrécenie czasu reakcji do 10 minut przy temperaturze 110 °C.
Opracowana metoda pozwala na synteze amidéw Weinreba z wysoky wydajnoscig, w krotkim
czasie z fatwo dostepnych komercyjnie bromkéw i jodkéw arylowych i heteroarylowych
o zréznicowanych wifasciwosciach elektronowych i sterycznych. Metoda nie wymaga specjalnego
sprzetu i co wazne pracy z toksycznym tlenkiem wegla.

Réwnolegle opracowatam pierwszg metode syntezy amidéw MAP w reakcji aminokarbonylacji
z zastosowaniem bromkow i jodkéw arylowych i heteroarylowych (rysunek 11). Podobnie jak
opisana synteza amidéw Weinreba, réwniez ta metoda pozwala na otrzymanie amidéw MAP
z wysokimi wydajnosciami z szerokiej gamy zrdéznicowanych substratow bez koniecznosci uzycia
gazowego tlenku wegla. Opracowane metody zostaty opisane w publikacji D14:

D14 — Wieckowska, A.; Fransson, R.; Odell, L.R.; Larhed, M. Microwave-assisted synthesis of
Weinreb and MAP aryl amides via Pd-catalyzed Heck aminocarbonylation using Mo(CO)6 or
W(CO)6. J. Org. Chem. 2011, 3, 978-981.
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Rysunek 11. Synteza amidéw MAP metoda aminokarbonylacji Hecka

W ramach wspétpracy miedzy Uniwersytetem w Uppsali a Uniwersytetem w Sherbrooke
(Kanada), odbytam dziewieciomiesieczny (04.2011-01.2012) staz podoktorski w Faculty of
Medicine, Department of Endocrinology w zespole pani profesor Nicole Gallo-Payet. Wspdtpraca
miedzy jednostkami dotyczyta projektu poszukiwania selektywnych, niepeptydowych liganddéw
receptora adenozynowego AT,. Badania prowadzone przeze mnie podczas stazu miaty na celu
okreslenie powinowactwa i selektywnosci otrzymanych wczesniej zwigzkdw do receptorow AT; i
AT, a takie zbadanie ich aktywnosci funkcjonalnej wzgledem receptoréw AT,. Badania
powinowactwa prowadzone byty metody radioreceptorowg z wykorzystaniem angiotensyny Il
znakowanej [*?°l]. Okredlenie aktywnosci funkcjonalnej przeprowadzono, badajgc przyrost
neurytéw w komaérkach NG108-15. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w publikacji D7:

D7 - Behrends, M.; Wallinder, C.; Wieckowska, A.; Guimond, M.O.; Hallberg, A.; Gallo-Payet, N.;
Larhed, M. N-Aryl Isoleucine Derivatives as Angiotensin |l AT2 Receptor Ligands. ChemistryOpen.
2014, 3, 65-75.
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W latach 2010-2016 jako wykonawca bratam réwniez udziat w realizacji projektéw naukowych
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki oraz Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
Badania te prowadzone byty w Zaktadzie Fizykochemicznej Analizy Leku Katedry Chemii
Farmaceutycznej UJ CM i dotyczyly poszukiwania ligandéw wielofunkcyjnych o potencjalnej
mozliwosci zastosowania w terapii choroby Alzheimera. Badania obejmowaty projektowanie,
synteze, badania biologiczne oraz badania wtasciwosci fizykochemicznych nowych zwigzkéw.
Wyniki tych badan zostaty opisane w publikacjach D2, D5, D6, D9, D11:

D2 - Godyn, J.; Hebda, M.; Wieckowska, A.; Wieckowski, K.; Malawska, B.; Bajda, M. Lipophilic
properties of anti-Alzheimer's agents determined by micellar electrokinetic chromatography and
reversed-phase thin-layer chromatography. Electrophoresis. 2017, 38, 1268-1275.
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D5 — Hebda, M.; Bajda, M.; Wieckowska, A.; Szataj, N.; Pasieka, A.; Panek, D.; Godyn, J.; Wichur,
T.; Knez, D.; Gobec, S.; Malawska, B. Synthesis, Molecular Modelling and Biological Evaluation of
Novel Heterodimeric, Multiple Ligands Targeting Cholinesterases and Amyloid Beta. Molecules.
2016, 21, 1-24.
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D6 — Bajda, M.; Panek, D.; Hebda, M.; Wieckowska, A.; Guzior, N.; Malawska, B. Search for

potential cholinesterase inhibitors from the zinc database by virtual screening method. Acta Pol.
Pharm.-Drug Res. 2015, 72, 737-745.
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D9 - Bajda, M.; Wieckowska, A.; Hebda, M.; Guzior, N.; Sotriffer, C.A.; Malawska, B. Structure-
based search for new inhibitors of cholinesterases. Int. J. Mol. Sci. 2013, 14, 5608-5632.
IF 2.339; KBN/MNiSW 30

D11 - Bajda, M.; Kuder, K.J.; tazewska, D.; Kie¢-Kononowicz, K.; Wieckowska, A.; Ignasik, M.;
Guzior, N.; Jonczyk, J.; Malawska, B. Dual-acting diether derivatives of piperidine and
homopiperidine with histamine H(3) receptor antagonistic and anticholinesterase activity. Arch
Pharm (Weinheim). 2012, 345, 591-7.
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Ponadto podjetam wspdtprace z pania dr Dorotg tazewskg z Katedry Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM w projekcie
poszukiwania ligandéw receptorow histaminowych Hs i inhibitoréw cholinoesteraz — publikacja
D4:

D4 — tazewska, D.; Jonczyk, J; Bajda, M.; Szataj, N.; Wieckowska, A.; Panek, D.; Moore, C.; Kuder,
K.; Malawska, B.; Kie¢-Kononowicz, K. Cholinesterase inhibitory activity of chlorophenoxy
derivatives-Histamine H3 receptor ligands. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2016, 26, 4140-4145.
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Moje doswiadczenie w oznaczaniu lipofilowosci wykorzystatam we wspdtpracy z panig dr hab.
Ewg Szymanska z Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydziatu
Farmaceutycznego UJ-CM. Metodg PR-HPLC wyznaczytam wspodtczynniki lipofilowosci dla serii
ligandow receptorow AMPA — publikacja D1:

D1 - Szymanska, E.; Chatupnik, P.; Johansen, T.N.; Nielsen, B.; Cunado Moral, A.M.; Pickering, D.S.;
Wieckowska, A.; Kie¢-Kononowicz, K. Aryl- and heteroaryl-substituted phenylalanines as AMPA
receptor ligands. Chem. Biol. Drug Des. 2017, 90, 1271-1281.
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5.2. Dziatalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Nigdy nie zadawatam sobie pytania o to, co chciatabym studiowa¢, zawsze wiedziatam. Dlaczego,
w jaki sposéb i gdzie dziatajg leki? Jak wygladaja? Zeby dowiedzie¢ sie tego wszystkiego
wiedziatam, ze musze i chce studiowac¢ farmacje. Chemia lekéow stata sie moim ulubionym
przedmiotem, a moje rosngce zainteresowanie pragnefam rozwija¢ poza standardowymi
zajeciami. Dlatego z dwoma kolegami z roku wystgpitam z inicjatywg i prosbg do Profesor Barbary
Malawskiej o mozliwos¢ utworzenia kofa naukowego , Nowoczesnej Chemii Lekéw” w Katedrze
Chemii Farmaceutycznej UJ CM. Dzieki entuzjazmowi i wsparciu Pani Profesor koto rozpoczeto
swojg dziatalnos¢ w 2001 roku, dzieki czemu juz od czwartego roku studiéw zaangazowatam sie w
prace naukowe koordynowane przez Panig Profesor. W poczgtkowym okresie moje badania
poswiecone byty poszukiwaniu zwigzkéw o dziataniu przeciwpadaczkowym w grupie pochodnych
kwasu y-aminomastowego. W ramach tego tematu zajmowatam sie syntezg zaprojektowanych
pochodnych, badaniami ich powinowactwa do transporterow GABA (GABA transporter, GAT) oraz
badaniem ich wtasciwosci fizykochemicznych, w szczegdlnosci lipofilowosci. Badania lipofilowosci
prowadzitam w oparciu o opracowang w zespole metodologie, metodg chromatografii
cienkowarstwowej z odwréconym uktadem faz (RP-TLC) oraz metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczcowej z odwréconym uktadem faz (RP-HPLC). Badania te byty przedmiotem
nastepujgcych publikacji:

D20 — Malawska, B.; Kulig, K.; Bucki, A.; Zbek, P.; Wieckowska, A. The study of the lipophilicity of
o-(4-phenylpiperazin-1-yl)-y-phthalimidobutyramides using chromatographic and computational
methods. Biomed. Chromatogr. 2008, 22, 688—694.
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D22 — Wieckowski, K.; Czaja, A.; Wozniak, A.; Musiat, A.; Malawska, B. A study of the lipophilicity
of amide derivatives of a-(1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-2-yl)-y-hydroxybutyric acid by use of RP-
TLC and calculation. JPC, J. Planar Chromatogr. Mod. TLC. 2007, 20, 101-106.

IF 0.683; KBN/MNiSW 10

Badania powinowactwa otrzymanych pochodnych wzgledem GAT prowadzitam w trakcie stazu
naukowego w zespole profesora Klausa T. Wannera w Ludwig-Maximilians University, Department
of Pharmacy, Center of Drug Research, Monachium, Niemcy (program DAAD, ,Projektowanie,
synteza i wilasciwosci fizykochemiczne pochodnych kwasu 4-aminomastowego oraz jego
cyklicznego analogu pirolidyn-2-onu jako inhibitoréw wychwytu zwrotnego kwasu 4-
aminomastowego (GABA)”). Badania te pozwolity na wytonienie pierwszych aktywnych struktur
i rozwoju tego kierunku badan, a w rezultacie podpisania umowy , Development of ligands of
biogenic amine transporters for the treatment of CNS disorders” miedzy Uniwersytetem
Jagiellonskim a Ludwig-Maximilians-Universitdit w Monachium. Badania te byty przedmiotem
publikacji D10 i D15:

D10 - Satat, K.; Wieckowska, A.; Wieckowski, K.; Hofner, G.C.; Kaminski, J.; Wanner, K.T.;
Malawska, B.; Filipek, B.; Kulig, K. Synthesis and pharmacological properties of new GABA uptake
inhibitors. Pharmacol Rep. 2012, 64, 817-33.

IF 1.965; KBN/MNiSW 25

29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23087134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kulig%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23087134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Filipek%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23087134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Malawska%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23087134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wanner%20KT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23087134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kami%C5%84ski%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23087134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=H%C3%B6fner%20GC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23087134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wi%C4%99ckowski%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23087134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wi%C4%99ckowska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23087134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sa%C5%82at%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23087134
http://www.akademiai.com/content/120518/?p=743f9c4291dc456aaa502aedc8fe89af&pi=0

D15 - Kulig, K.; Wieckowski, K.; Wieckowska, A.; Gajda, J.; Pochwat, B.; Hofner, G.C.; Wanner,
K.T.; Malawska B. Synthesis and biological evaluation of new derivatives of 2-substituted 4-
hydroxybutanamides as GABA uptake inhibitors. Eur. J. Med. Chem. 2011, 1, 183-190.
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Réwnolegle podjetam temat, bedacy nowym kierunkiem badan w zespole — poszukiwanie nowych
inhibitoréw cholinoesteraz o potencjalnym zastosowaniu w terapii choroby Alzheimera, ktéry stat
sie tematem mojej pracy magisterskiej a pdzniej doktorskiej. W ramach realizacji tego tematu
zajmowatam sie syntezg nowych pochodnych, badaniami biologicznymi otrzymanych zwigzkéw
oraz badaniem ich wtasciwosci fizykochemicznych. Otrzymane przeze mnie pochodne zostaty
zaprojektowane jako inhibitory zaréwno acetylo- jak i butyrylocholinoesterazy, majgce zdolnos¢
do oddziatywania zaréwno z katalitycznym, jak i peryferyjnym miejscem wigzania enzymodw.
Zwigzki te nalezg do pochodnych riwastygminy i donepezilu i zawierajg w swojej strukturze
fragmenty farmakoforowe charakterystyczne dla tych lekéw — karbamoiloksyfenylowe
i N-benzylopiperydynowe. Na badania te przyznany zostat przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyiszego Grant Promotorski pt. ,Nowe inhibitory cholinesteraz z ugrupowaniami
karbaminianowymi lub N-alkilopiperydynowymi”. Prace syntetyczne prowadzitam rdéwniez
podczas stazu naukowo-badawczego odbywanego w ramach programu Erasmus w grupie pani
profesor Ulrike Holzgrabe w Institut fir Pharmazie und Lebensmittelchemie, Fakultat fir Chemie
und Pharmazie, Julius-Maximilians Universitat, Wirzburg, Niemcy. Jednym z efektdw mojego
pobytu w gupie prof. Holzgrabe byto zaimplementowanie w Zaktadzie Fizykochemicznej Analizy
Leku UJ CM testu Ellmana. Jest to standardowa metoda spektrofotometryczna stosowana do
oznaczania aktywnosci hamujacej zwigzkdw wzgledem cholinoesteraz. Dzieki implementacji
metody mogtam samodzielnie przebadac zsyntezowane pochodne. Otrzymane wyniki postuzyty
mi do przeanalizowania zaleznosci struktura-aktywnos¢ w otrzymanej grupie zwigzkéw oraz
wyznaczenie dalszych kierunkéw badan. Dodatkowo, metodami in silico oraz doswiadczalnymi
metodami RP-TLC i RP-HPLC wyznaczytam parametry lipofilowosci i dokonatam ilosciowej analizy
zaleznosci miedzy aktywnoscig a lipofilowoscig zwigzkéw. Wyniki tych prac staty sie przedmiotem
mojej rozprawy doktorskiej oraz publikacji D16—D19:

D16 — Wieckowska, A.; Bajda, M.; Guzior, N.; Malawska B. Novel alkyl- and arylcarbamate
derivatives with N-benzylpiperidine and N-benzylpiperazine moieties as cholinesterases inhibitors.
Eur. J. Med. Chem. 2010, 12, 5602-5611.
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D17 - Wieckowska, A.; Bajda, M.; Wieckowski, K.; Malawska, B. Study of physicochemical
properties of cholinesterases inhibitors — alkyl- and arylcarbamate derivatives with N-
benzylpiperidine and N-benzylpiperazine moieties using chromatographic and computational
methods. JPC, J. Planar Chromatogr. Mod. TLC 2010, 23, 359—-364.
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D18 - Bajda, M.; Wieckowska, A.; Malawska, B. Electrophoretically mediated microanalysis
technique as a tool for the rapid screening of novel acetylcholinesterase inhibitors. Acta Pol.
Pharm. Drug Res. 2009, 66, 357-362.
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D19 - Franczak, J.; Kolesinska, B.; Czarnecka, A.; Malawska, B; Wieckowska, A.; Bajda, M.;
Kaminski, Z.J. Application of a library of artificial receptors formed by self-organization of N-
lipidated peptides immobilized on cellulose for preliminary studies of binding of N-
phenylpiperazines. QSAR Comb. Sci. 2009, 28, 728-736.
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