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1. Dane osobowe

Imie i nazwisko: Dorota tazewska (z d. Soja)

Miejsce zatrudnienia Uniwersytet Jagiellohski Collegium Medium
Wydziat Farmaceutyczny
Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw
Leczniczych
ul. Medyczna 9
30-688 Krakow

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytut rozprawy doktorskiej

Doktor nauk farmaceutycznych — Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum -
2005

Rozprawa doktorska: ,Poszukiwanie nieimidazolowych antagonistow receptoréw
Hs histaminowych”
Promotor: prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz

Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet

Jagiellonski Collegium Medicum

Mgr Chemii — Uniwersytet Jagiellonski — 1994

Praca magisterska: ,Synteza analogéw alkaloidow o uktadzie indeno[1,2-

blpirydyny”
Promotor: dr Anna Kolasa
Zaktad Chemii Organicznej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
0Od 01.10.2012- adiunkt

Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Uniwersytet

Jagiellonski Collegium Medicum



1.10.2007- 30.09.2012 Asystent na stanowisku naukowo-dydaktycznym (1/2 etatu)
1.10.2005 - 31.01.2007 (1/2 etatu)

08.05.2001 - 30.11.2001 (1/2 etatu)

01.11.2000 - 30.04.2001 (1/2 etatu)

Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet

Jagiellonski Collegium Medicum
1.10.1998 - 30.09.2000 Asystent (1/4 etatu)

Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet

Jagiellonski Collegium Medicum

1.10.1998 - 30.03.2003 Studia doktoranckie Uniwersytet JagielloAski Collegium

Medicum (przedtuzone o 6 miesieczny - urlop macierzynski)

1.10.1995-30.09.1998 Asystent

Katedra Chemii Rolnej, Akademia Rolnicza w Krakowie

1.10.1994-30.09.1995 Asystent-Stazysta
Zaktad Chemii Organicznej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski

4. Wykaz prac stanowigcych osiagniecie naukowe, o ktérym mowa w art.16 ust.

2 ustawy z 14 marca 2003 roku

4.1. Tytut osiggniecia naukowego: Nowe ligandy receptoréw H; histaminowych i 5-HTg

serotoninowych o potencjalnej aktywnosci w osrodkowym uktadzie nerwowym.

4.2. Publikacje wchodzgce w skfad osiggniecia naukowego:

Podstawe niniejszej rozprawy habilitacyjnej stanowi cykl szesciu publikacji
opublikowanych w czasopismach o miedzynarodowym zasiegu w latach 2016-2019 i
dotyczagcych ligandéw o potencjalnej aktywnosci w os$rodkowym uktadzie nerwowym
(OUN). We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem, w tym w dwdch
"wspotpierwszym” tzn. o rGwnym stopniu zaangazowania pierwszego i drugiego autora.

W pieciu pracach jestem réwniez (wspét)autorem korespondencyjnym. Zgodnie z analizg
bibliometryczng sumaryczny IF tych publikacji wynosi 19,865, a sumaryczna punktacja
MNiSW: 165.



H1. Kamil J. Kuder®, Dorota Lazewska*, Gniewomir Latacz, Johannes Stephan Schwed,
Tadeusz Karcz, Holger Stark, Janina Karolak-Wojciechowska, Katarzyna Kiec-
Kononowicz. Chlorophenoxy aminoalkyl derivatives as histamine Hz;R ligands and
antiseizure agents. Bioorg. Med. Chem. 2016;24:53-72.

Impact Factor: 2,930 Punktacja MNiSW: 25

H2. Dorota tazewska*, Maria Kaleta, Johannes Stephan Schwed, Tadeusz Karcz,
Szczepan Mogilski, Gniewomir Latacz, Agnieszka Olejarz, Agata Siwek, Monika Kubacka,
Annamaria Lubelska, Ewelina Honkisz, Jadwiga Handzlik, Barbara Filipek, Holger Stark,
Katarzyna Kiec¢-Kononowicz*. Biphenyloxy-alkyl-piperidine and azepane derivatives as
histamine Hs; receptor ligands. Bioorg. Med. Chem. 2017;25:5341-5354.

Impact Factor: 2,881 Punktacja MNiSW: 25

H3. Dorota Lazewska*, Maria Kaleta, Stefanie Hagenow, Szczepan Mogilski, Gniewomir
Latacz, Tadeusz Karcz, Annamaria Lubelska, Ewelina Honkisz, Jadwiga Handzlik, David
Reiner, Grzegorz Satata, Barbara Filipek, Holger Stark, Katarzyna Kie¢-Kononowicz*.
Novel naphthyloxy derivatives - Potent histamine H; receptor ligands. Synthesis and
pharmacological evaluation. Bioorg. Med. Chem. 2018;26:2573-2585.

Impact Factor: 2,881 Punktacja MNiSW: 25

H4. Dorota tazewska*, Agnieszka Olejarz-Maciej, Maria Kaleta, Marek Bajda, Agata
Siwek, Tadeusz Karcz, Agata Doroz-Ptonka, Urszula Cichon, Kamil J. Kuder, Katarzyna
Kie¢-Kononowicz. 4-tert-Pentylphenoxyalkyl derivatives - Histamine H; receptor ligands
and monoamine oxidase B inhibitors. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2018;28:3596-3600.

Impact Factor: 2,442 Punktacja MNiSW: 25

H5. Dorota Lazewska**, Rafat Kurczab®, Maltgorzata Wiecek, Katarzyna Kaminska,
Grzegorz Satata, Magdalena Jastrzebska-Wiesek, Anna Partyka, Andrzej J. Bojarski,
Anna Wesofowska, Katarzyna Kie¢-Kononowicz, Jadwiga Handzlik*. The computer-aided
discovery of novel family of the 5-HTg serotonin receptor ligands among derivatives of 4-
benzyl-1,3,5-triazine. Eur. J. Med. Chem. 2017;135:117-124.

Impact Factor: 4,816 Punktacja MNiSW: 40

*autor korespondencyjny; *autorzy byli w rownym stopniu zaangazowani w przygotowanie tej
publikacji



H6. Dorota tazewska*, Rafat Kurczab, Matgorzata Wiecek, Grzegorz Satata, Katarzyna
Kie¢-Kononowicz, Jadwiga Handzlik*. Synthesis and computer-aided analysis of the role
of linker for novel ligands of the 5-HTg serotonin receptor among substituted 1,3,5-

triazinylpiperazines. Bioorg. Chem. 2019;84:319-325.

Impact Factor: 3,929 Punktacja MNiSW: 25



5. Oméwienie prac stanowigcych podstawe habilitacji

5.1. Wprowadzenie
Osrodkowy ukfad nerwowy (OUN) sktada sie z moézgu oraz rdzenia kregowego i
koordynuje aktywno$¢ catego uktadu nerwowego, odpowiadajagc za jego funkcje zyciowe
oraz wyzsze — mySlenie, Swiadomosé czy uczucia. Wszelkie nieprawidtowosci
strukturalne, biochemiczne lub elektryczne w przekazywaniu bodzcow nerwowych w tym
uktadzie powodujg szereg objawdw neurologicznych (np. porazenie, ostabienie miesni,
stabg koordynacje, drgawki). Przyczyny tych nieprawidtowosci sg rézne, ale do gtéwnych
mozemy zaliczyc¢:

e Uwarunkowania genetyczne

e Urazy rdzenia kregowego i mozgu

¢ Infekcje wywotane przez wirusy, bakterie czy grzyby

e Degeneracje

e Padaczke

e Udary

e Nowotwory

Choroby OUN powodujg ogromny bél i cierpienie milionéw pacjentéw i ich rodzin.
Leczenie tych chordb nie jest proste i czesto sprowadza sie tylko do tagodzenia ich
objawdw, spowalniania ich przebiegu nie prowadzgc do petnego powrotu do zdrowia.

Do jednych z najwazniejszych choréb OUN nalezg choroby neurodegeneracyjne oraz

epilepsja (padaczka).

5.2. Choroby neurodegeneracyjne

Z roku na rok wzrasta liczba chorych cierpigcych na choroby
neurodegeneracyjne. Jedng z przyczyn tego wzrostu jest starzenie sie spoteczenstwa
gdyz schorzenia te sg silnie zwigzane z wiekiem. Problem jest tak istotny, ze naukowcy
obecni na konferencji naukowej G7 tuz przed 43 szczytem G7 w Taorminie (Wtochy) w
2017 roku przygotowali oswiadczenie o starzeniu sie spoteczenstwa i zwrdcili sie z
apelem do politykbw by wuznali tg sprawe za bardzo wazng [1]. Choroby
neurodegeneracyjne sg nieuleczalne, a stosowane obecnie leczenie pozwala jedynie
spowolni¢ ich przebieg. Stagd tez niezmiernie wazne jest nie tylko zrozumienie
mechanizmdw i przyczyn tych choréb, ale takze znalezienie skutecznego sposobu ich
leczenia. Istnieje wiele chordb neurodegeneracyjnych, ktére réznig sie objawami
(zaburzeniami poznawczymi, kontrolg motoryczng lub zaburzeniami nastroju), ale

najczestsze, takie jak choroba Alzheimera (AD) czy choroba Parkinsona (PD) cechuje



pewne podstawowe podobienstwo. Jest nim tworzenie sie nierozpuszczalnych ztogow
specyficznych biatek zwigzanych z chorobg - B-amyloidu i biatka tau w AD a a-synukleiny
w PD [2]. Obecnie w terapii AD stosuje sie: 3 inhibitory cholinoesteraz (donepezil,
galantamine i riwastygmine) oraz antagoniste receptora NMDA - memantyne. Natomiast
w terapii PD stosuje sie lewodope, agonistéw dopaminy (np. pramipeksol, rotygotyna) czy
inhibitory monoaminooksydazy B (np. selegiling, rasagiline czy safinamid). Czesto
chorobom neurodegeneracyjnym towarzyszy depresja, wiec konieczne jest rowniez

wprowadzenie leczenia przeciwdepresyjnego.

5.3. Epilepsja
Epilepsja, ktéra charakteryzuje sie powtarzajgcymi sie napadami padaczkowymi, dotyka
okoto 6 milionéw ludzi w Europie [3].
Przyczyny epilepsji sg ztozone i czesto nie do konca poznane (nawet u potowy pacjentéw)
i moga je powodowac czynniki:

e idiopatyczne (brak ustalonej przyczyny),

e objawowe (np. udar mézgu, urazy gtowy, guzy mozgu, infekcje),

e zaburzenia metaboliczne (np. zaburzenia w gospodarce elektrolitowej, mocznica,

hiperglikemia)
e genetyczne (np. zmutowanie sekwencje DNA w genach kodujgcych kanaty

jonowe lub receptory neuroprzekaznikéw)

Padaczka moze wystgpi¢c w kazdym wieku, ale najczesciej pojawia sie u dzieci w ciggu
pierwszego roku zycia, a u ludzi starszych po 65 roku zycia.

Obecnie dostepne na rynku leki przeciwpadaczkowe kontrolujg jedynie napady
padaczkowe, nie leczg jej ani nie potrafig zapobiegac jej rozwojowi u pacjentéw z grupy
wysokiego ryzyka, np. takich jak osoby z urazami mézgu. W ciggu ostatnich 25 lat
wprowadzono do lecznictwa ponad 15 nowych lekdéw przeciwpadaczkowych (np.
lamotrygine 1991, perampanel 2012 [4]), ale nadal u okoto 25% pacjentéw cierpigcych na
farmakooporng epilepsje drgawki nie sg w peini kontrolowane [5]. Ponadto wiele lekéw
przeciwpadaczkowych wywotuje silne dziatania niepozadane np. zawroty gtowy,
zaburzenia poruszania sie, zaburzenia zachowania, zaburzenia poznawcze czy trudno$ci
w koordynacji ruchowej. Dodatkowo wiele oséb dotknigtych tym schorzeniem cierpi
réwniez z powodu chordob wspdtistniejgcych, takich jak zaburzenia umystowe, zaburzenia
pamieci, zaburzenia psychiatryczne i behawioralne (np. depresja, agresja, zaburzenia
osobowosci) lub probleméw spotecznych (np. trudnosci w nawigzywaniu kontaktéw

spotecznych), ktére zwiekszajg koszty ich opieki zdrowotnej.



5.4. Cel i zakres prac

Wchodzace w skiad rozprawy habilitacyjnej prace opisujg badania z zakresu
chemii medycznej i dotyczag ligandow o potencjalnej aktywnosci w OUN. S3 to
ligandy dwodch receptorow, histaminowego Hsz; i serotoninowego 5-HTe, ktorych
hamowanie wptywa korzystnie na funkcje poznawcze i procesy pamieciowe.

Receptory Hs histaminowe (H3R) nalezg do rodziny receptoréw sprzezonych z
biatkiem G (GPCR). Sg to presynaptyczne autoreceptory hamujgce, ktére reguluja
synteze i uwalnianie histaminy w neuronach histaminergicznych OUN. Hs;R modulujg
réwniez uwalnianie takich neuroprzekaznikbw jak acetylocholina, serotonina,
noradrenalina, dopamina czy kwas glutaminowy [6]. Najwieksza gestos¢ tych receptorow
wystepuje w mobzgu, zwlaszcza w regionach zwigzanych z poznaniem, takich jak
prazkowie, kora mézgowa czy hipokamp. Liczne badania farmakologiczne pokazuja, ze
blokowanie tych receptorow zapewnia korzystne dziatanie w leczeniu roznych schorzen w
tym réwniez OUN, np. narkolepsji, choréb neurodegeneracyjnych (np. choroba
Alzheimera; AD, choroba Parkinsona; PD), zespotu nadpobudliwosci psychoruchowej
(ADHD), epilepsji, otytosci czy bélu neuropatycznego [7-9]. Ostatnie doniesienia
literaturowe pokazujg rowniez korzystne dziatanie ligandéw HzR w zwierzecych modelach
stwardnienia rozsianego [10], zespotu Tourette'a [11], depresji [12,13], choroby
Huntingtona [14] czy autyzmu [15,P39]. Od lat w poszukiwaniach aktywnych ligandéw
tych receptoréw zaangazowanych jest wiele o$rodkéw naukowych oraz firm
farmaceutycznych. Intensywne prace syntetyczne doprowadzity do otrzymania duzej
liczby zréznicowanych strukturalnie zwigzkéw. Czes¢ z nich dotarta do badan klinicznych,
ale jak na razie tylko jeden zostat wprowadzony na rynek jako Wakix — lek sierocy
stosowany w terapii narkolepsji [16,17].

Receptory serotoninowe 5-HTs (5-HT¢R) nalezg do rodziny GPCR i wystepuja
gtébwnie w OUN, w obszarach moézgu zaangazowanych w kontrole nastroju i funkcji
poznawczych. Intensywne badania przedkliniczne wykazaty, ze antagonisci 5-HT¢R moga
by¢ obiecujgcymi lekami w leczeniu otytoSci i poprawiajgcymi funkcje poznawcze w
schorzeniach  psychiatrycznych  (np.  schizofrenii, depresji) czy chorobach
neurodegeneracyjnych (np. AD) [18,19]. Niektére badania pokazuja, ze nie tylko
antagoniéci ale i agonisci 5-HTsR wykazujg aktywnos¢ farmakologiczng w
przedklinicznych modelach otyto$ci czy dysfunkcji poznawczych [20]. Od 1999 roku, kiedy
opisano pierwszych selektywnych antagonistéw 5-HTgR, otrzymano wiele zwigzkdw, ktore
wykazywaty skutecznos¢ farmakologiczng w badaniach przedklinicznych lub nawet
dotarty do badan klinicznych, np. dimebon (wycofany po Il fazie badanh klinicznych) czy
LUAES58054 (idalopirdine). Jednak, do tej pory zaden z ligandéw 5-HTsR nie zostat

zarejestrowany jako lek.



Aktywnos¢ ligandéw, zarowno H3R jak i 5-HTgR, w intensywnie prowadzonych badaniach
przedklinicznych a nawet klinicznych zacheca do dalszego poszukiwania nowych
ligandéw tych receptoréw o wysokim powinowactwie i korzystnych parametrach
fizykochemicznych stanowigc wyzwanie dla naukowcow.

Giéwnym zadaniem badawczym prac wchodzacych w sktad cyklu
habilitacyjnego bylo zaprojektowanie i synteza serii potagczen chemicznych o
spodziewanej aktywnosci farmakologicznej w OUN. Ponadto przeprowadzono takze
analize zaleznosci struktura-aktywnos¢ (SAR) dzieki skriningowi farmakologicznemu in
vitro. W niektérych przypadkach analiza SAR zostala wzbogacona modelowaniem
molekularnym oddziatywan biatko-ligand oraz badaniami nad ,lekopodobieAstwem” w
modelach in silico i in vitro. Badania in vivo szacujgce skutecznos¢ wybranych zwigzkow
w zwierzecych modelach chorobowych dla niektérych z nich zostaly juz ukohczone i
opisane, a dla innych prace sg w toku. Wszystkie zwigzki do badan in vivo wybrane
zostaly na podstawie wynikébw badan farmakologicznych in vitro, gtéwnie sity
powinowactwa do badanych receptorow oraz aktywnosci wobec innych celéw
biologicznych np. hamowania MAO B, hamowania cholinoesteraz.

Oryginalne prace wchodzace w sklad rozprawy habilitacyjnej zostaty

podzielone na Il GRUPY wedtug projektéw, w ramach ktérych byly wykonywane.
Zwigzki GRUPY [ i Il to ligandy receptorow H; histaminowych, a zwigzki GRUPY Il to
ligandy receptoréw serotoninowych 5-HTs.
GRUPA | — badania prowadzono w ramach projektu NCN, MAESTRO | "RECEPTORY
Hs/H, HISTAMINOWE JAKO ATRAKCYJNY CEL POSZUKIWAN SUBSTANCJI
BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH”. UMO-2011/02/A/NZ4/00031, kierownik: prof. dr hab.
Katarzyna Kie¢-Kononowicz, 18.05.2012- 17.12.2017

GRUPA 1l — badania prowadzono w ramach projektu NCN OPUS12 ,NOWA
PERSPEKTYWA W TERAPII CHOROBY ALZHEIMERA - WIELOFUNKCYJNE
LIGANDY RECEPTORA H; HISTAMINOWEGO?- UMO-2016/23/B/NZ7/02327, (projekt,
w ktorym petnie funkcje kierownika), 25.07.2017-24.07.2020.

GRUPA Il — badania prowadzono w ramach projektu NCN OPUS9 ,TRIAZYNOWE
LIGANDY RECEPTORA SEROTONINOWEGO 5-HT6 - NOWA PERSPEKTYWA W
TERAPII WSPOtCZESNYCH CHOROB CYWILIZACYJINYCH” - UMO-

2015/17/B/NZ7/02973, kierownik: dr hab. Jadwiga Handzlik, prof. UJ, 16.02.2016-
15.02.20109.
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Badania opisane w rozprawie habilitacyjnej majg charakter multidyscyplinarny i wymagaty
wspétpracy wielu osob. Prace syntetyczne, niektére badania farmakologiczne in vitro
(profil aktywnosci Hi;, hamowanie monoaminooksydazy B) czy badania dodatkowe (np.
badania ADMETox, lipofilowosci, modelowania i dokowania do receptora Hs
histaminowych) zostaty wykonane w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw
Leczniczych UJ CM. Pozostate prace zostaty wykonane we wspotpracy z nastepujgcymi

osrodkami w kraju i zagranica:

v panig prof. dr hab. Barbarg Filipek oraz panem dr Szczepanem Mogilskim i panig
dr Monikg Kubackg z Katedry Farmakodynamiki UJ CM - badania
farmakologiczne in vivo zsyntetyzowanych ligandow receptoréw H; histaminowych

v' panem prof. dr hab. Andrzejem Bojarskim oraz panem dr Rafatem Kurczabem i
panem dr Grzegorzem Satatg z Zaktadu Chemii Lekdw Instytutu Farmakologii
PAN — badania zwigzane z receptorem serotoninowym 5-HTg (badania in vitro
powinowactwa, testy funkcjonalne, modelowanie i dokowanie)

v' panig prof. dr hab. Anng Wesotowskg oraz panig dr hab. Magdaleng Jastrzebska-
Wiesek z Zakladu Farmacji Klinicznej UJ CM - badania aktywnosci
przeciwdepresyjnej ligandéw receptoréw serotoninowych 5-HTyg

v' panem dr hab. Markiem Bajdg z Zaktadu Fizykochemicznej Analizy Leku UJ CM-
modelowanie dotyczgce hamowania monoaminooksydazy A i B

v panig dr Agatg Siwek (Pracownia Badan Receptorowych Katedry Farmakobiologii
UJ CM) - badania farmakologiczne in vitro okreslajgce powinowactwo do
receptoréw histaminowych (Hz i H;)

v' panem prof. dr dr h.c. Holgerem Starkiem i jego zespotem (m.in. panig dr Stefanie
Hagenow, panem dr J.Stephanem Schwedem) z Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf gdzie byly prowadzone badania farmakologiczne dotyczace

powinowactwa do receptora Hs i H4 histaminowego

W przedstawionych w cyklu habilitacyjnym oryginalnych pracach uzyskane wyniki

omawiane sg zgodnie z ponizszym Schematem 1:

Projektowanie Badania
i synteza farmakologiczne |
in vitro Badania Badamg
dodatkowe farmakologiczne
\ ko;?cv:)vr?el b Analiza
-u Z u
w trakcie SAR

N\

Schemat 1. Kolejno$¢ opisywanych badan.
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5.5. Omoéwienie zwigzkow z GRUPY |

W GRUPIE | publikacje dotyczg syntezy i aktywnosci biologicznej pochodnych
chlorofenoksyalkiloamin [H1], pochodnych bifenyloksyalkiloamin [H2] i pochodnych
naftyloksyalkiloamin [H3]:

[H1]. Kamil J. Kuder®, Dorota Lazewska®*, Gniewomir Latacz, Johannes Stephan Schwed,
Tadeusz Karcz, Holger Stark, Janina Karolak-Wojciechowska, Katarzyna Kiec-
Kononowicz*. Chlorophenoxy aminoalkyl derivatives as histamine H;R ligands and
antiseizure agents. Bioorg. Med. Chem. 2016;24:53-72.

[H2]. Dorota tazewska*, Maria Kaleta, Johannes Stephan Schwed, Tadeusz Karcz,
Szczepan Mogilski, Gniewomir Latacz, Agnieszka Olejarz, Agata Siwek, Monika Kubacka,
Annamaria Lubelska, Ewelina Honkisz, Jadwiga Handzlik, Barbara Filipek, Holger Stark,
Katarzyna Kie¢-Kononowicz*. Biphenyloxy-alkyl-piperidine and azepane derivatives as
histamine Hs; receptor ligands. Bioorg. Med. Chem. 2017;25:5341-5354.

[H3]. Dorota tazewska*, Maria Kaleta, Stefanie Hagenow, Szczepan Mogilski,
Gniewomir Latacz, Tadeusz Karcz, Annamaria Lubelska, Ewelina Honkisz, Jadwiga
Handzlik, David Reiner, Grzegorz Satata, Barbara Filipek, Holger Stark, Katarzyna Kie¢-
Kononowicz*. Novel naphthyloxy derivatives - Potent histamine Hs; receptor ligands.
Synthesis and pharmacological evaluation. Bioorg. Med. Chem. 2018;26:2573-2585.

Wszystkie zwigzki zostaly zaprojektowane jako modyfikacje
Projektowanie

Lot wczesniej opisanych struktur otrzymanych w Katedrze Technologii i
I synteza

Biotechnologii  Srodkéw Leczniczych UJ CM i doniesien

literaturowych.

W publikacji [H1] przedstawiono synteze 20 nowych pochodnych chlorofenoksyalkiloamin

0 0golnym wzorze - SERIA |-H:

Zwigzki (9-28)*

R1 n R2 R1 n R2
4-Cl | 3-Cl 4-Cl | 3-Cl
3 9 3 11
- 4 17 13 ‘\\« 4 19 15
Q ‘ 5 25 21 /Q 5 27 23
10 3 12
N‘\/ 4 18 14 . 4 20 16
\O 5 26 22 C ."‘ 5 28 24

*numeracja zgodna z opisem w publikacji [H1]
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Jako strukture wiodgcg wybrano zwigzek E47 [P13, P32] (Rys. 1) i zaplanowano synteze
analogéw monoeterowych oraz zmiane potozenia atomu chloru z pozycji para do pozycji

meta (w podstawniku fenylowym).

/m _CI

.~"'/\ N AN O/K/'

E47 DL76

hH3R K, = 3.48 nM
EeAChE ICsy = 7910 nM hH3R K; = 22 nM
EqBUChE ICs; = 4970 nM hH,R K; = 65,955 nM

Rys. 1. Struktura i aktywno$¢ zwigzkow wyjsciowych do syntezy nowych ligandéw receptorow Hs

histaminowych.

W publikacji [H2] opisano 12 nowych zwigzkéw jako modyfikacje strukturalne zwigzku
DL76 (Rys 1.) [P9] — SERIA II-H:

.R
R(\@'\o 2

n

Zwigzki (8-19)*
R1 n R2

OOO
elh

3 8* 14
N\‘/
4 11 17
3 9 15
/Q 4 12 18
3 10 16

{ N | 4 13 19

*numeracja zgodna z opisem w publikacji [H2]
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W publikacji [H3] opisano 16 nowych zwigzkéw dalsze modyfikacje DL76 — SERIA llI-H:

R
R(\@'\o 2

n

Zwigzki (6,7, 9-22)*
R1 n R2

2y OO 3&
3 11 19
CN L[ 6 15
3 12 20
4 7 16
3 13 o1
O“'/ ] 9 17
3 14 22
/Q\\: 4 10 18

*numeracja zgodna z opisem w publikacji [H3]

Zaprojektowane ligandy zostaty otrzymane w wyniku 2-etapowych reakcji. W 1-etapie
przeprowadzono alkilowanie 3- lub 4-chlorofenolu, para- lub meta-difenolu 1- lub 2-
naftolu, odpowiednimi dibromkami alkilowymi w roztworze propanolanu sodu w propanolu,
a w 2-etapie N-alkilowanie powstatych bromkéw aminami cyklicznymi (piperydyna, 3- lub

4-metylopiperydyng, azepanem).

Badania powinowactwa do receptorow Hz; histaminowych

Badania zostaty przeprowadzone przez zespot pana prof. dr dr h.c.
farmakologiczne Holgera Starka z Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf
in vitro

(Niemcy) w ramach wspotpracy jaka od lat istnieje miedzy

panig prof. dr hab. K. Kiec¢-Kononowicz a p. prof. dr dr h.c. H.

Starkiem.
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W badaniach wigzania do receptoréw H; histaminowych wykorzystano testy
radioreceptorowe na liniach ludzkich komérek HEK239 z trwatg, statg nadekspresjg
receptorow H; histaminowych. Jako radioligand stosowano [*H] N-a-metylohistamine.

Testy przeprowadzono zgodnie z opisem podanym przez Kottke et al. [21].

SERIA I-H. Zwigzki te charakteryzowato umiarkowane powinowactwo do ludzkich
receptoréw H; histaminowych (K;: 128 nM — 805 nM). Do najbardziej aktywnych struktur
nalezy m.in. zwigzek 10 (K;: 133 nM).

Cl
P N /©/
N (0]
10- seria I-H

SERIA II-H. Zwigzki te charakteryzowata wyzsza aktywnos¢ wobec receptoréw H;
histaminowych (K;: 18 nM — 266 nM). Najbardziej aktywne struktury to zwigzki 13 (K;: 18
nM) 14 (K;: 25 nM) i 16 (Ki: 34 nM).

Q\/\/\/\o O

13- seria II-H
N (0]
14- seria lI-H

/\/\/\ ‘
N (0]
16-seria II-H

SERIA llI-H. Zwigzki te charakteryzowata wysoka aktywnos¢ wobec receptorow H;

histaminowych (Ki: 22 nM — 126 nM). Najbardziej aktywnym w catej serii okazat sie

zwigzek 11 (Ki: 22 nM).
N/\/\/\O ‘

11- seria llI-H
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Dla wybranych najbardziej aktywnych zwigzkow wykonane zostaty
Badania dodatkowe badania okreS$lajgce ich profil aktywnosci in vitro

dodatkowe (antagonizm), selektywno$é wobec wybranych receptoréw GPCR,

badania ADMETox czy modelowanie.

SERIA I-H. Badania w tescie akumulacji cyklicznego 3’,5’-adenozynomonofosforanu
(cCAMP) wykazaly antagonizm zwigzku 10 (ECsq = 72 nM). Dla zwigzku 10
przeprowadzono symulacje komputerowg in silico (oprogramowaniem MetaSite) oraz
badania stabilnoSci metabolicznej in vitro (w ludzkich mikrosomach watroby) i
wyznaczenie metabolitow metodg LC-MS/MS. Badania te pokazaty tworzenie 2
metabolitow tego zwigzku - produktéw mono- i dihydroksylacji. Dla zwigzkow z tej serii
przeprowadzono rowniez badania lipofilowosci metodg chromatografii planarnej na
odwroconych fazach. Obliczone wartosci parametru Ry, dla badanych zwigzkow bylty w
przedziale 0,914 do 1,505. Wyniki tych badan poréwnano z wynikami otrzymanymi na
podstawie obliczeh teoretycznych stosujgc programy QikProp (clogP: 4,513-5,722),
Chema3D (clogP: 5,187-6,804) i Marvin (0,81-2,14).

SERIA II-H. Zwigzki 14 i 16, najbardziej aktywne w badaniach in vitro wykazaty silny
antagonizm w tescie akumulacji CAMP (ICsp = 4 nM i ICso = 9 nM, odpowiednio). Ponadto,
zwigzki 14 i 16 charakteryzowato bardzo stabe powinowactwo do receptorow H,
histaminowych (K; > 19 uM) i niska toksyczno$c¢ (hamowanie kanatow potasowych hERG
ICso > 1,70 uM; hepatotoksyczno$¢ I1Cso > 12,50 uM, brak mutagennosci do 10 pM).
Dodatkowo stabilno$¢ metaboliczng tych zwigzkdéw oceniono in silico (programem
MetaSite) oraz w badaniach in vitro na mikrosomach ludzkiej watroby (HLM) i / lub
mikrosomach watroby szczura (RLM). Stwierdzono tatwg hydroksylacje pierscienia
bifenylowego. Dalsze badania stabilnosci metabolicznej zwigzku 16 pokazaly, ze
aktywnos$¢ tego zwigzku moze by¢é zwigzana z jego metabolitem M1 (produktem
hydroksylacji) ze wzgledu na stosunkowo duzg ilos¢ tego metabolitu obserwowang w
chromatogramie masowym (UPLC) po 30 minutach inkubacji, jak réwniez duzy klirens
(Clint = 52,90 cm®/min/kg) i krétki okres péttrwania (ty, = 23,6 min).

SERIA 1lI-H. Zwigzki 11 i 13, najbardziej aktywne w badaniach in vitro wykazaty
umiarkowany antagonizm w tescie akumulacji cCAMP (ICso = 312 nM i IC5 = 165 nM,
odpowiednio). Dodatkowo dla zwigzkéow 11 i 13 oszacowano ich powinowactwo do
wybranych receptoréw histaminowych (H; i H,), dopaminowych (D;, D,, D; i Ds) oraz
serotoninowych (5-HT.a, 5-HTs i 5-HT7). Receptory te wybrano ze wzgledu na:

v" najwieksze podobienstwo do receptoréw Hs; histaminowych — receptory H,

histaminowe
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v’ dziatanie przeciwdrgawkowe — receptory H; histaminowe

v tworzenie heteromerycznych komplekséw z receptorami D, i D,; receptory Ds oraz

D; wykazujg odpowiednio najwyzsze podobienstwo do D; i D, — receptory

dopaminowe

v" rozmieszczenie w OUN, szczegodlnie w obszarach zwigzanych z uczeniem sig i

pamiecig (5-HT,a; 5-HTs); opisane dziatanie przeciwbdlowe niektorych ligandow 5-

HTe i 5-HT; — receptory serotoninowe

Zwigzki 11 i 13 wykazaty aktywnos$¢ < 30% w stezeniu 1 yM wobec badanych receptoréow

histaminowych i dopaminowych oraz stabe powinowactwo do receptoréw serotoninowych

(Ki > 1,8 uM). Wybrane zwigzki 11-13 w testach toksycznosci (wptyw na zywotnosc

komoérek HEK293, neuroblastoma IMR32 i hepatoma HepG2) wykazaty stabg aktywnosc¢

w poréwnaniu do doksorubicyny. W stezeniu < 25 yM zwigzki te charakteryzowato

réwniez stabe hamowanie aktywnosci cytochromu CYP3A4 oraz brak mutagennosci w

tescie Amesa.

Badania farmakologiczne

Badania wybranych zwigzkéw  szacujgce ich

. potencjalne wykorzystanie w lecznictwie
in vivo
przeprowadzone zostaty lub sg w trakcie badan w
nastepujgcych zespotach:
e badania przeciwdrgawkowe — w ramach amerykanskiego Programu

Rozwoju Lekdéw Przeciwpadaczkowych, Antiepileptic Drug Development

Program (ADD) oraz w zespole pana dr Bassema Sadka z United Arab

Emirates University (Zjednoczone Emiraty Arabskie)

badania behawioralne — w zespole pani prof. dr hab. Barbary Filipek z

Katedry Farmakodynamiki UJ CM w Krakowie oraz w zespole pana dr

Bassema Sadka z United Arab Emirates University (Zjednoczone Emiraty

Arabskie)

badania przeciwbolowe - w zespole pani prof. dr hab. Barbary Filipek z

Katedry Farmakodynamiki UJ CM w Krakowie oraz w zespole pani prof. dr

hab. Joanny Mika z Zaktadu Farmakologii Bolu Instytutu Farmakologii PAN
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Badania przeciwdrgawkowe

SERIA |-H. Badania przeciwdrgawkowe zostaty wykonane w ramach amerykanskiego
Programu Rozwoju Lekoéw Przeciwpadaczkowych, Antiepileptic Drug Developmnet
Program (ADD).

W ramach tego programu ADD wszystkie zwigzki z tej serii (w dawkach 3, 30, 100 lub/ i
300 mg/kg) przebadano w testach przesiewowych (badania na myszach, podanie

dootrzewnowe i.p.) obejmujacych:

= test maksymalnego wstrzgsu (MES) gdzie drgawki wywotlywane sg pradem
elektrycznym (odpowiadajg drgawkom padaczki typu grand mal)

= test pentetrazolowy (ScMET) gdzie drgawki wywotywane sg pentetrazolem
(drgawki odpowiadajgce modelowi padaczki typu petit mal)

= badanie neurotoksycznosci w tescie obracajgcego sie preta (TOX)

Zwigzki aktywne w tych testach, ktére w badanych dawkach nie wykazywaty
neurotoksycznosci zostaty nastepnie przebadane w tescie MES na szczurach (po podaniu
doustnym, p.o.). Dodatkowo wybrane zwigzki zbadano w tescie 6Hz gdzie drgawki
wywotywane sg prgdem o natezeniu 32 mA i/lub 44 mA. Cztery najbardziej obiecujgce
zwigzki (18, 19, 20 i 26) zostaty wybrane do oznaczenia wartosci EDsq i TDso (myszy i/lub

szczury; i.p.). Wyniki przedstawiono w Tabeli 1. Obliczono tez indeks terapeutyczny PlI.

Table 1. Wartosci EDs i TDs dla najbardziej aktywnych zwigzkéw (myszy i/llub szczury; i.p.)

zwigzek gatunek MES SCMET TOX Pl
zwierzecia EDsq [mg/ka] EDsq TDso [Mmg/kg] TDso/EDsg
(95% przedziat [ma/kg] (95% przedziat
ufnosci) ufnosci)
18 mysz 16.80% > 50° 50.40° 3
(13.3-19.3) (45.4-57.4)
19 mysz 13.04° > 30° 40. 77° 3.1
(11.31-15.16) (39.4-41.8)
20 szczur 14.00% > 44% 44.10° 3.2
(8.4 —18.7) (38.3-48.5)
mysz 16.14% > A7% 48.28° 3
26 (14.89-17.3) (45.6-52.1)
szczur 13.18° >50° 50.35 3.8
(8.06-18.78) (45.7 -55.8)

2 wyniki obserwowane po czasie 0,25h od podania; ° wyniki obserwowane po czasie 0,5h od
podania; ¢ wyniki obserwowane po czasie 1h od podania testowanego zwigzku.
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Cl
T
N (0]
26- seria I-H

SERIA II-H — Z tej serii zaden ze zwigzkéw nie byt przebadany w programie ADD. Dwa
zwigzki z tej serii (14 i 15) w dawce 10 mg/kg (szczury; i.p.) byty przebadane w testach
przeciwdrgawkowych przez zespot pana dr Bassema Sadka w tescie MES, PTZ (drgawki
wywotane pentetrazolem; 60 mg/kg i.p.) oraz STR (drgawki wywotane strychning; 3,5
mg/kg i.p.). Wyniki tych badan zostaty opisane w publikacji niewchodzgcej w skfad cyklu
habilitacyjnego [P36]. Badane zwigzki nie wykazywaty aktywnosci w tescie MES,

natomiast w wykazaty umiarkowane dziatanie w te$cie PTZ - zwigzek 14, a w tescie STR -

14- seria II-H 15- seria II-H

SERIA llI-H — W tej grupie zwigzkow jedynie zwigzek 13 zostat zakwalifikowany do badan

zwigzek 15.

przesiewowych w programie ADD. Zwigzek ten hamowat drgawki indukowane przez MES
z EDso = 19,2 mg/kg (myszy, i.p.), EDsy = 17,8 mg/kg (szczury, i.p.) i EDso = 78,1 mg/kg
(szczury, p.o.). Ponadto, zwigzek 13 wykazywat ochrone przeciw drgawkom
indukowanym pragdem 6Hz o natezeniu 32 mA (myszy; i.p.) z EDsy = 33,1 mg/kg i pradem
6Hz o natezeniu 44 mA z EDs, = 57,2 mg/kg (myszy; i.p.). Natomiast cztery zwigzki (6, 7,
11 12) byty przebadane w testach przeciwdrgawkowych (MES, PTZ i STR) przez zespot
pana dr Bassema Sadka. Wyniki tych badan zostaty opisane w publikacjach
niewchodzgcych w sktad cyklu habilitacyjnego: zwigzki 6 i 7 w publikacji Sadek et al.
[P34], a zwigzki 11 i 12 w publikacji Alachkar et al. [P35]. Z badanych zwigzkéw
najbardziej znaczacy efekt ochronny wykazat zwigzek 6 w modelu MES (szczury) w
dawce 10 mg/kg i.p. Dalsze badania pokazaty podobng aktywnos$¢ tego zwigzku rowniez
w dawkach 5 mg/kg i 20 mg/kg. Efekt ten zostat zniesiony gdy zwigzek 6 (10 mg/kg i.p.)
byt podawany jednoczes$nie z pirylaming (10 mg/kg i.p. antagonistg receptoréw H;
histaminowych przenikajgcym do OUN) co sugeruje, ze dziatanie poprzez receptory H;
histaminowe moze mieC swoj udziat w obserwowanej aktywnosci zwigzku 6. Ponadto, w
testach PTZ i STR podanie 6 (10 mg/kg i.p.) zapewniato umiarkowane dziatanie

ochronne.

19



N O /\/\/\

6 - seria llI-H 13-seria llI-H

Badania behawioralne -Testy szacujace wpfyw na funkcje pamieciowe

SERIA I-H. W przedstawionej do rozprawy habilitacyjnej publikacji [H1] nie opisano badan
behawioralnych dla badanych zwigzkéw, ale jedno potgczenie (zwigzek 28) jest obecnie w
badaniach in vivo na myszach, u ktérych wywofano autyzm podaniem kwasu
walproinowego. Aktywnos$c¢ tego zwigzku jest oceniana w roznych testach behawioralnych

(np. podniesionego labiryntu) przez zespét pana dr Bassema Sadka.

Cl
T
N (0]
28- seria I-H

SERIA lI-H. Zwigzki 14 i 16 hamowaty polidypsje wywotang przez (R)-a-metylohistamine
(agoniste receptorow Hj histaminowych) u szczuréw (EDsy = 2,72 mg/kg — 14 i EDso =
1,75 mg/kg — 16) co potwierdzito zdolno$¢ tych zwigzkéw do przechodzenia przez bariere
krew-mdzg oraz funkcjonalny antagonizm. Dane literaturowe pokazuja, ze aktywnos¢ w
tym modelu pozwala przewidywac¢ skuteczno$¢ w badaniach funkcji poznawczych [22],
dlatego najbardziej obiecujgcy zwigzek 16 jest obecnie w dalszych badaniach
farmakologicznych in vivo, ktére pokazujg jego zdolno$¢ do odwracania efektu zaburzen

pamieci wywotanych podaniem skopolaminy w teScie biernego unikania (ang. ,passive

avoidance test”) i w labiryncie wodnym Morrisa [23].

/\/\/\ ‘
N (0]
16-seria II-H

SERIA IlI-H. Funkcjonalny antagonizm zwigzkéw 11 i 13 zostat potwierdzony w badaniach
in vivo. Zwigzki te hamowaty polidypsje u szczuréw z EDsy = 3.68 mg/kg dla 11 i EDsy =
2,37 mg/kg — 13. W tescie biernego unikania zostaty przebadane zwigzki 6, 11 i 13.
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Zaburzenia pamieci u myszy wywotane skopolaming (1 mg/kg) byty odwracane przez te
zwigzki w réznych dawkach: 6 — 15 mg/kg i 30 mg/kg; 11- 10 mg/kg i 15 mg/kg i 13 — 20
mg/kg i 30 mg/kg. Dodatkowo w badaniu wptywu na aktywno$¢ lokomotoryczng (dawka
15 mg/kg) wykazano, ze potgczenia zawierajgce pierscien azepanu (6 i 11) w dawce 15
mg/kg nie wywolujg dziatania sedatywnego, a zwigzek 13 (pochodna piperydyny) w tej

dawce powoduje sedacje.

Ql\/\/\/\ N/\/\/\O ‘
(@)

6 - seria lll-H 11- seria llI-H

/\/\/\ O
N (0]
13-seria llI-H

Badania przeciwboélowe

SERIA I-H. W przedstawionej do rozprawy habilitacyjnej publikacji [H1] nie ma opisanych
wynikow badan aktywnosci przeciwbodlowej ale jeden ze zwigzkow z tej serii (zwigzek 26)
jest obecnie badany przez zespét pani prof. dr hab. Joanny Mika z Zaktadu Farmakologii
Bolu IF PAN.

SERIA II-H — Zwigzki z tej serii nie byty badane w tym kierunku.

SERIA IlI-H - Zwigzki (6, 11 i 13) badane byly w tescie formalinowym. Bol zostat wywotany
podskoérnym podaniem 2,5% roztworu formaliny i objawiat sie lizaniem i gryzieniem
obolatej tapy. W tescie tym mozna wyodrebni¢ dwie fazy: faze ostrg (f.1) oraz faze
przewlektg (f.2). Badane zwigzki znacznie zmniejszaly odpowiedz na bdol w obu fazach
testu. Wartosci EDsy otrzymane dla tych zwigzkéw w fazie ostrej (f.1) wynosity
odpowiednio 28,26 mg/kg, 30,62 mg/kg i 31,15 mg/kg dla zwigzkdéw 6, 11 i 13. Wartosci
EDso otrzymane dla zwigzkéw 6 i 11 w fazie poznej (f.2) byty nizsze niz w f.1 i wynosity
odpowiednio 18,09 mg/kg (6) i 20,76 mg/kg (11), podczas gdy wartos¢ EDsq uzyskana dla
zwigzku 13 byta podobna do tej z wczesnej fazy i wynosita 30,01 mg/kg. W poréwnaniu ze
zwigzkami referencyjnymi (morfing, kwasem acetylosalicylowym), wartosci EDsg
otrzymane dla badanych zwigzkow we wczesnej fazie testu byty wyzsze niz uzyskane dla

morfiny (2,38 mg/kg), podczas gdy EDsg otrzymane w pdznej fazie miescito sie w zakresie
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aktywnosci kwasu acetylosalicylowego, ktéry byt aktywny tylko w drugiej fazie z wartoscig
EDsy = 25,24 mg/kg. Ponadto zwigzek 13 byt badany przez zespét pani prof. dr hab.
Joanny Mika w mysim modelu boélu neuropatycznego (model CCI), ktéry polega na
odwracalnym jednostronnym uszkodzeniu nerwu kulszowego. Wyniki tych badan zostaty
opisane w pracy nie wchodzgcej w sktad rozprawy habilitacyjnej [P40]. Analgezje
mierzono w tescie von Freya oraz tescie zimnej ptytki. W przeprowadzonych badaniach
wykazano, ze zwigzek 13 ma wiasciwosci analgetyczne i dziatanie wzmacniajgce efekt

przeciwbdélowy morfiny.

Y Analiza struktura-aktywnos$é w catej GRUPIE | (SERIA I- H, SERIA
Analiza II-H, SERIA —IlI-H) pokazata, ze:
SAR % najwiekszg aktywno$¢ farmakologiczng w badaniach in vitro
\\ wykazywaty pochodne 3-metylopiperydyny lub/i azepanu

“  najkorzystniejsza dfugosc tfancucha weglowego to 5 atoméw

wegla

X3

%

wiekszg site wigzania z receptorem mialy zwigzki z
podstawnikiem w pozycji ,para” w pierscieniu benzenu (4-chlor

czy 4-fenyl)

PODSUMOWANIE BADAN ZWIAZKOW GRUPY |

Do najwiekszych osiggniec opisanych w tej grupie publikacji nalezy:

— zaprojektowanie i otrzymanie nowych ligandéw receptoréw Hs histaminowych

— uzyskanie zwigzkow o wysokiej aktywnosci wobec receptorow H; histaminowych

— potwierdzenie aktywnos$ci wybranych ligandéw w badaniach in vivo.

— otrzymanie zwigzku 13 (seria IlI-H) o wysokiej aktywnosci w badaniach
przeciwdrgawkowych i przeciwbolowych. Zwigzek ten charakteryzuje selektywno$c
(Tabela 2) wobec innych receptoréw histaminowych (H, i H4; K; > 1800 nM), sfabe
powinowactwo do receptoréow serotoninowych (5-HT,a, 5-HTe, 5-HT7; Ki > 2000 nM) i

dopaminowych (% hamowania < 13%). Ponadto zwigzek ma niskg toksyczno$c

/\/\/\ O
N (0]
13-seria llI-H

(Tabela 3) i duzg stabilno$¢ metaboliczna.
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Tabela 1. Aktywnos¢ zwigzku 13 (SERIA I1lI-H) wobec wybranych receptoréw histaminowych,

dopaminowych i serotoninowych

Receptory histaminowe Receptory dopaminowe Receptory serotoninowe

Ki (nM) (% hamowania w stezeniu 1 M) Ki (nM)

hH3;R hH;R hH4R hD;R hDsR hD,R hD3;R 5-HT,s | 5-HTe | 5-HT,

53,9 1824 58 500 % -12% 2% 12% 3905 2539 2307

Tabela 2. Toksycznosé zwigzku 13 (SERIA 11I-H)

Toksycznosé I1Cs, (nM)

cytotoksycznos¢ | neurotoksycznosé hepatotoksycznosc¢ CYP3A4 hERG
HEK293 IMR-32 HepG2
> 50 000 > 50 000 > 50 000 >25 000 31% (stezenie
1 uM)

5.6. Oméwienie zwigzkow z GRUPY II.

W tej grupie opisane sg pierwsze zwigzki otrzymane w ramach poszukiwania
wielofunkcyjnych ligandéw receptoréw Hs; histaminowych (projekt NCN Opus 12)
(publikacja [H5]). Jednym z celéw tego projektu jest otrzymanie potgczen dziatajgcych
hamujgco zaréwno na receptory Hs histaminowe jaki i na monoaminooksydaze B (MAO
B).

MAO B bierze udziat w regulacji poziomu neuroprzekaznikéw (m.in. dopaminy,
serotoniny) oraz w procesach prowadzacych do uszkodzenia komérek nerwowych w tym
neurondéw cholinergicznych. W mézgu aktywnos¢ MAO B zwigksza sie z wiekiem i jest
podwyzszona w niektorych chorobach zwyrodnieniowych, takich jak choroba Parkinsona,
choroba Alzheimera czy choroba Huntingtona. Hamowanie MAO B wzmaga aktywnosc¢
endogennej i egzogennej dopaminy i moze zapobiega¢ neurodegeneracji.

Pomyst tagczenia aktywnosci receptoréw HsR z aktywnoscig wobec MAO B byt nowatorski
i zostat zakwalifikowany do dofinasowania z funduszu NCN w maju 2017 roku. Na etapie
skfadania wniosku (XII 2016) nie byto w literaturze opisanych takich zwigzkéw. W 2017
roku pojawity sie dwie pierwsze publikacje dotyczace ligandéw HsR tego typu [24,25], rok
poézniej w roku 2018 roku oprocz wymienionych publikacji i publikacji [H5] ukazata sie

jeszcze tylko jedna [26].
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[H5]. Dorota tazewska, Agnieszka Olejarz-Maciej, Maria Kaleta, Marek Bajda, Agata
Siwek, Tadeusz Karcz, Agata Doroz-Ptonka, Urszula Cichon, Kamil Kuder, Katarzyna
Kie¢-Kononowicz. 4-tert-Pentylphenoxyalkyl derivatives - Histamine Hs receptor ligands
and monoamine oxidase B inhibitors. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2018;28:3596-3600.

W tej grupie opisane sg zwigzki zsyntetyzowane jako pochodne
Prc?Jektowanle zwigzku DL77 silnego antagonisty receptoréw Hs histaminowych
| synteza (K, = 8.4 nM) [P9]. Wstepne badania DL77 pokazaty silne

hamowanie MAO B (ICso = 19 nM).

Zaprojektowano serie zwigzkow (SERIA IV-H) analogéw DL77 z roéznymi

heterocyklicznymi aminami jak przedstawiono na Schemacie 2:

DL77
N-E_ \
5 CN'\\/\O
512

6,8, 11 R
R: 2-CHj or 3-CHj4 N
or 4-CHj L
7
R2
79,10

R',R?: 2,6-diCH; or 3,3-diCH; or 3,5-diCH;

Schemat 2. Struktury zaprojektowanych analogéw DL77.

Otrzymano 8 nowych zwigzkéw w wyniku N-alkilowania odpowiednich amin 1-(3-

bromopropoksy)-4-tertpentylobenzenem.

. . Badania  powinowactwa do  receptorow  Hs
Badania farmakologiczne

in vitro histaminowych zostaty przeprowadzone przez panig

dr Agate Siwek z Pracowni Badan Receptorowych

Katedry Farmakobiologii UJ CM.
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Powinowactwo do receptoréw Hs histaminowych oceniono w tescie wigzania radioliganda
(PH] (N-a-metylohistaminy) w komoérkach ludzkich CHO K1 z trwatg nadekspresjg
receptoréw Hs histaminowych. Ogdlnie, wszystkie badane zwigzki (5-12) oprécz jednego
(9) wykazywaty powinowactwo do receptorow histaminowych w zakresie
submicromolowym (K; < 800 nM), Wiekszo$¢ z nich charakteryzowata umiarkowana

aktywnosc¢ (100 nM < K; < 300 nM). Najbardziej aktywng okazata sie pochodna pirolidyny

(5) z Ki = 63 nM.
/\/\O/©></

)
5- seria IV-H

Badanie hamowania  aktywnosci  MAO B

Badania farmakologiczne
in vitro
-hamowanie MAO B

przeprowadzono uzywajgc dostepnego handlowo
testu Amplex Red Monoamine Oxidase Assay. Test

ten jest prostg fluorometryczng metodg opierajgcq sie

na detekcji wydzielanego w procesie reakcij

enzymatycznej nadtlenku wodoru.

Bo badan dotgczono réwniez zwigzki — pochodne DL77 o zmiennej dtugosci fancucha
weglowego (4-8 atomoéw) (13-32) opisane juz wczesniej jako ligandy receptorow Hj
histaminowych [P20]. Wstepny skrining wykonano dla wszystkich zwigzkéw w stezeniu 1
pM. Dla zwigzkow ktore hamowaty enzym > 50% przeprowadzono dalsze badania w celu
oszacowania wartosci ICs. Dla wszystkich zwigzkow 5-12 (z wyjgtkiem 11 -4-methyl-1-(3-
(4-tert-pentylofenoksy)propylo)piperydyny) ICso jest ponizej 1000 nM. Zamiana aminy
silnie wptywa na wartos¢ ICso. Najbardziej aktywng okazata sie pochodna pirolidyny (5;
ICs0 = 4,5 nM). Ogdlnie wydtuzanie tancucha weglowego (13-32) prowadzito do spadku
aktywnosci (ICs, > 1000 nM) =z wyjagtkiem zwigzku - 24 (1-(6-(4-(tert-
pentylo)fenoksy)heksylo)azepanu; ICso = 390 nM).

Przeprowadzono badania hamowania aktywnoSci
Badanie dodatkowe MAO A (wybrane struktury), okre$lono rodzaj oraz typ

hamowania MAO B, wykonano modelowanie

molekularne w celu proby wyjasnienia uzyskanych
wynikow eksperymentalnych.
Modelowanie molekularne przeprowadzit pan dr hab. Marek Bajda z Zakfadu

Fizykochemicznej Analizy Leku UJ CM.
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Dla wybranych zwigzkoéw (DL77, 5-10, 12, 13) wykonano skrining (w stezeniu 10 yM)
hamowania MAO A. Badane zwigzki wykazaty niski procent hamowania MAO A (<15%).
Dla zwigzkéw DL77, 5-7 okreslono mechanizm hamowania MAO B. Badane zwigzki sg
odwracalnymi inhibitorami MAO B. Dodatkowo dla zwigzku 5 wykonano badania kinetyki
w celu okreslenia typu inhibicji. Zwigzek 5 jest niekompetycyjnym inhibitorem MAO B.
Dodatkowo, wszystkie zwigzki zadokowano do aktywnych miejsc MAO B i MAO A.
Zwigzki z krotszym tancuchem weglowym (5-12) lepiej sie dopasowywaty do miejsca
aktywnego enzymu (MAO B). Grupa 4-tert-pentylofenylowa znajdowata sie wtedy w
kieszeni lipofilowej, utworzonej przez Trpl9, Leul67, Phel68, Leul7l, Cysl72, 11e198,
1199, 1le316 i Tyr326. Ponadto zaobserwowano obecno$¢ wigzania wodorowego
pomiedzy atomami tlenu badanych zwigzkéw a grupg hydroksylowg Tyr326. W przypadku
zwigzkow z dluzszymi tahcuchami (= 4 atomy) nie obserwowano wystepowania

wspomnianego wigzania wodorowego z Tyr326.

Zwigzek 5 zostat wybrany i przekazany do badan
Badania farmakologiczne szacujgcych ~ jego  aktywnos¢ ~ w  testach
in vivo behawioralnych. Badania takie aktualnie sg

prowadzone przez zespoét pana dr Bassema Sadka z
United Arab Emirates University (Zjednoczone
Emiraty Arabskie).

N\

Analiza podstawione piperydyny, azepan) powodowafa spadek
SAR

s Zmiana aminy z piperydyny (w DL77) na inne aminy (pirolidyne,

powinowactwa do receptorow Hs histaminowych w kolejnosci:

N\ piperydyna > pirolidyna > 3-metylopiperydyna > 2,6-
dimetylopiperydyna > inne aminy

+ Powigkszanie pierScienia aminy powodowato  spadek
hamowania MAO B w kolejnoSci: pirolidyna > piperydyna=2-
metylopiperydyna=2,6-dimetylopiperydyna > azepan > inne
podstawione piperydyny

« Woydtuzanie fancucha weglowego miedzy aming a
podstawnikiem tert-pentylofenylowym z trzech do o$miu
atomow wegla powodowatfo spadek inhibicji MAO B (z

wyjgtkiem heksylowej pochodnej azepanu)
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PODSUMOWANIE BADAN ZWIAZKOW GRUPY I

Do najwazniejszych osiggniec nalezy:

— zaprojektowanie i otrzymanie dwufunkcyjnych ligandéw receptoréow Hs histaminowych

— ofrzymanie zwigzku 5 o wysokiej podwdjnej aktywno$ci — hamujgcego aktywno$c
MAO B i receptoréw Hs histaminowych

— okredlenie rodzaju oraz typu hamowania MAO B (odwracalna niekompetycyjna
inhibicja)

— oftrzymanie struktury wiodgcej do dalszych poszukiwan wielofunkcyjnych ligandow

receptoréw Hs; histaminowych

5.7. Oméwienie zwigzkéw z GRUPY I

Publikacje w tej grupy dotycza liganddéw receptorow 5-HT¢R. W trakcie przegladu
danych literaturowych dotyczacych pochodnych 1,3,5-triazyny zauwazona zostata
publikacja opisujgca podobne struktury jako ligandy receptoréw serotoninowych 5-HT,; Ta
publikacja stata sie inspiracjg do przebadania naszych wybranych ligandéw receptoréow H,
histaminowych w celu oszacowania ich potencjalnego powinowactwa do receptorow
serotoninowych, jednak nie do receptorow 5-HT; ale po konsultacjach z panig dr hab.
Jadwigg Handzlik, prof. UJ (Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ
CM) do receptorow 5-HTe. Wstepne badania zostaty przeprowadzone przez zespot pana
prof. dr hab. Andrzeja Bojarskiego (Instytut Farmakologii PAN, Zaktad Chemii Lekow) i
pokazaty, ze niektoére z wybranych ligandéw wykazujg umiarkowane powinowactwo do
tych receptorow serotoninowych przy jednoczesnym bardzo stabym powinowactwie do
receptoréw H, histaminowych (>> 1000 nM). Stanowito to podstawe do zainteresowania
sie tg grupg zwigzkéw jako potencjalnymi ligandami receptoréw 5-HTg serotoninowych i
doprowadzito do przygotowania projektu, ktory zostat zaakceptowany przez NCN do
finansowania, a w ktérym jestem wykonawcg (PROJEKT NCN OPUS9; UMO-
2015/17/B/NZ7/02973, kierownik, dr hab. Jadwiga Handzlik, prof. UJ).

Wstepne wyniki badan pozwolity na wybranie struktury wiodacej ktorej modyfikacje
doprowadzity do otrzymania nowych ligandéw receptoréw 5-HTg serotoninowych.
Zsyntetyzowane struktury stanowig oryginalng grupe ligandéw 5-HTsR do tej pory nie

opisywang w literaturze:

[H5]. Dorota tazewska®, Rafat Kurczab®, Malgorzata Wiecek, Katarzyna Kaminska,
Grzegorz Satata, Magdalena Jastrzebska-Wiesek, Anna Partyka, Andrzej J. Bojarski,
Anna Wesotowska, Katarzyna Kie¢-Kononowicz, Jadwiga Handzlik. The computer-aided

27



discovery of novel family of the 5-HTg serotonin receptor ligands among derivatives of 4-
benzyl-1,3,5-triazine. Eur. J. Med. Chem. 2017;135:117-124.

[H6]. Dorota Lazewska, Rafat Kurczab, Matgorzata Wiecek, Grzegorz Satata, Katarzyna
Kie¢-Kononowicz, Jadwiga Handzlik. Synthesis and computer-aided analysis of the role of
linker for novel ligands of the 5-HTg serotonin receptor among substituted 1,3,5-
triazinylpiperazines. Bioorg. Chem. 2019;84:319-325.

Zwigzki zostaly zaprojektowane jako modyfikacje zwigzku
Projektowanie

, TR20 - umiarkowanego liganda receptora 5-HTgR,
i synteza

selektywnego w stosunku do receptoréw histaminowych H,
(5HTe¢R: Ki = 96 nM; H4R K; = 7499 nM) znalezionego w
wyniku skriningu ligandéw receptoréow H, histaminowych
[H5].

H,

N N
|/
N

N
TR-20 Q\l\

Opisane w pracach [H5] i [H6] zwigzki to pochodne 2-amino-4-(4-metylopiperazynylo)-
1,3,5-triazyny. Otrzymano dwie SERIE zwigzkéw (SERIA I-S i SERIA 11-S). W pierwszej
oceniano wptyw podstawnika wprowadzonego do pierscienia aromatycznego oraz rodzaj
tego pierscienia, a w drugiej role linkera taczacego pierscien 1,3,5-triazyny z
aromatycznym podstawnikiem. Zwigzki zostaty otrzymane w wyniku kondensacji
dostepnych  handlowo lub  otrzymanych estréw odpowiednich kwaséw z
dichlorowodorkiem biguanidu 4-metylopiperazyny w $rodowisku metanolanu sodu. W
SERII |-S opisano 16 nowych zwigzkéw o ponizszych strukturach, a w SERIl 1I-S
otrzymano 10 nowych zwigzkéw. Pozostate zwigzki byly juz wczesniej opisane jako

ligandy receptorow H, histaminowych.
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SERIA |-S — zwigzki 3-19 (*numeracja zgodna z opisem w publikacji [H5])

i L L 2 L

NN NN
315 N 1619 L _N_

seria I-S seria I-S
R1 zZw. R1 Zw. R1 Zw. R2 zZw.
2-Cl 3 3-F 8 2-OCH; 13 4-pirydyl 16
3-Cl 4 4-F 3-OCHjs 14 2-tiofenyl 17
4-Cl 5 2-CH; 10 | 4-OCHjs 15 1-naftyl 18
3,4-diCl 6 3-CHjs 11 3-indolil 19

2-F 7 4-CHjs 12

SERIA II-S zwigzki 6 -26 (*numeracja zgodna z opisem w publikacji [H6])

NH,
oy
R\X)\N/)\N/\

6-26 N

seria lI-S

LT 0 OO

----- 6 7 8
-CH,- 10 11 12 5
-CH,CH,- 13
-CH=CH- 14 15 16 17 18
-O-CH,- 19 20 21 22
-O-CH(CHs)- 23 24
-O-C(CHs),- 25 26
i , Badania powinowactwa do receptorow 5-HTg
Badania farmakologiczne

in vitro

serotoninowych zostaty wykonane w zespole pana
prof. dr hab. Andrzeja Bojarskiego z Zaktadu Chemii
Lekéw IF PAN przez pana dr Grzegorza Satafe.
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Powinowactwo do receptorow 5-HTg serotoninowych oceniono w tescie wigzania
radioliganda ([*H]-LSD) w komérkach ludzkich HEK293 z trwatg nadekspresjg receptoréw
5-HT¢ serotoninowych.

SERIA 1-S. Wszystkie zwigzki z wyjgtkiem (16) wykazaty aktywnos¢ w zakresie
submikromolowym (K; < 1000 nM). Dla wiekszosci z nich wartosci K; byty ~100 nM, a dla
najbardziej aktywnych wynosity: 20 nM dla 18 i 22 nM dla 19.

SERIA 1I-S. Siedem spos$rod wszystkich dziesieciu nowych zwigzkéow wykazato dobre
powinowactwo do receptora 5-HTg serotoninowego (K; < 250 nM), a dwa zwigzki 24 i 26

charakteryzowata szczegolnie wysoka aktywnos¢ (Ki: 23 nM i 33 nM, odpowiednio).

W ramach badan dodatkowych wykonano modelowanie i
Badanie dodatkowe dokowanie do receptora serotoninowego 5-HTs oraz
obliczenia parametru CNS MPO (tzw. wieloparametrowej

optymalizacji, ang. Central Nervous System Multiparameter
Optimization) (SERIA I-S).
Prace te zostaty wykonane w zespole pana prof. dr hab. Andrzeja Bojarskiego z Zaktadu
Chemii Lekéw IF PAN przez pana dr Rafafa Kurczaba. Dodatkowo dla SERII 11-S
wykonano badania powinowactwa do wybranych receptorow oraz okre$lono profil
aktywnosci wybranych zwigzkéw. Badania te zostaty rowniez wykonane w zespole pana
prof. dr hab. Andrzeja Bojarskiego z Zaktadu Chemii Lekow IF PAN przez pana dr

Grzegorza Satafe.

SERIA |I-S. Modelowanie i dokowanie pokazato, ze istotng role w wigzaniu z receptorem
5-HTs odgrywa mostek metylenowy tgczacy pierscien 1,3,5- triazyny z podstawnikiem
fenylowym oraz hydrofobowe wtasciwosci fragmentu benzylowego. Obliczenia parametru
MPO (tzw wieloparametrowej optymalizacji przewidujgcej zdolnosé zwigzku do bycia
lekiem OUN; im wyzsza wartoS¢ tym wieksze prawdopodobienstwo; skala 0-6)

sugerowaty, ze zwigzki powinny by¢ aktywne w badaniach in vivo (MPO: 4,33-5,58).

SERIA II-S. Dokowanie do receptora 5HTs pokazato, ze elastycznos¢ linkera tgczacego
podstawnik z pierscieniem triazyny utatwia wpasowanie sie do kieszeni wigzgcej.
Najbardziej korzystny okazat sie tgcznik metoksylenowy 2z rozgatezieniem oraz

podstawnik naftylowy. Badania profilu aktywnosci w tescie cAMP pokazaty, ze wybrane
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zwigzki sg antagonistami receptoréw 5-HTg. Zwigzek 24 o najwiekszym powinowactwie do
receptoréw 5-HTs (Ki = 23 nM) wykazuje réwniez powinowactwo do receptoréw
dopaminowych D, (K; = 319 nM).

Badania przeciwdepresyjne zostaty wykonane w zespole
Badania

. o pani prof. dr hab. Anny Wesofowskiej przez panig dr hab.
farmakologiczne in vivo

Magdalene Jastrzebskg-Wiesek.

SERIA I-S. Najbardziej aktywne zwigzki (4, 11 i 19) o powinowactwie do receptorow 5-
HT6 wynoszacym odpowiednio (K;: 28 nM; 30 nM i 22 nM) w badaniach in vitro zbadano
w tescie wymuszonego ptywania (z ang. forced swim test) w dawce 0,3 mg/kg i
stwierdzono znaczny spadek czasu bezruchu szczuréw (od 29% do 37% w poréwnaniu z

kontrolg). Badanie to potwierdzito przeciwdepresyjne dziatanie badanych zwigzkéw.

SERIA 1I-S. Do przyszitych badan in vivo wybrano zwigzek 24 (5-HT¢R K; = 23 nM), ktory
w badaniach profilu aktywnosci in vitro okazat sie najsilniejszym antagonistg receptoréw
5-HTs (CAMP K, = 14 nM).

.\ % W Serii-I-S na site powinowactwa do receptora miaty

wptywa:
Analiza

SAR -wielkos¢ pierscienia (naftyl > indol > fenyl > tiofenyl),

-migjsce podstawienia w pierScieniu (pozycja 3 > 2 lub 4)
N— - oraz rodzaj podstawnika (chlor > metyl > fluor > metoksyl)

s W Serii —II-S na site powinowactwa miaty wptyw:

- rodzaj linkera (metylenowyz rozgafeziony metoksylenowy
> metoksylenowy > etylenowy >> winylowy ~brak linkera)

-wielko$¢ pierScienia (naftyl > fenyl)

PODSUMOWANIE
Do najwazniejszych osiggnie¢ nalezy:

— zaprojektowanie i otrzymanie nowej, oryginalnej grupy ligandow o wysokim
powinowactwie do receptorow 5-HTg serotoninowych, wsréd pochodnych 1,3,5-
triazyny

— okreslenie profilu aktywno$ci in vitro wybranych ligandéw

— analize | wyjasnienie oddziatywania zwigzkOw 2z receptorem na poziomie

molekularnym w oparciu o wirtualne dokowanie
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potwierdzenie w badaniach in vivo aktywno$ci przeciwdepresyjnej wybranych
ligandow
opracowanie zaleznoSci struktura-aktywno$c¢ umozliwiajgcej dalsze projektowanie
potencjalnych ligandow receptorow 5-HTg
ofrzymanie struktury wiodgcej do dalszych modyfikacji - zwigzku 24( publikacja
[H6])

NH,

x

SeRo)

24 seria lI-S
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6. Podsumowanie osiggnie¢ naukowych stanowigcych podstawe habilitacji

Przedstawione w pracach [H1] — [H6] badania poszerzaja ogélng wiedze na
temat receptorow H; histaminowych i 5-HTg serotoninowych. Zaprojektowane i
zsyntetyzowane zwigzki stanowig oryginalne potgczenia strukturalne, powiekszajgce
Swiatowe bazy tych ligandow oraz wiedze na temat ich farmakologicznego wykorzystania.
Nowatorska koncepcja bylo taczenie antagonizmu Hz;R z hamowaniem aktywnosci
MAO B i zaprojektowanie takich dwufunkcyjnych zwigzkéw, pochodnych 4-tert-
pentylofenolu. Ponadto pochodne 1,3,5-triazyny jako ligandy 5-HTgR stanowig zupetnie
nowa, oryginalng grupe potgczen chemicznych nieopisanych do tej pory w literaturze.

Przeprowadzone badania in vivo potwierdzajg aktywnos¢ tych ligandow HzR i 5-
HT¢R w zwierzecych modelach chorobowych i dajg szanse na postawienie kolejnego
kroku na drodze poszukiwan nowych i bardziej skutecznych terapii OUN.
Przedstawione w pracach zaleznosci struktura-aktywnos$¢ (SAR) pozwolity na wybranie
struktur wiodgcych i zaprojektowanie ich dalszych modyfikacji. Ponadto, uzyskane wyniki
mogag stanowi¢ cenne wskazéwki i inspiracje do dalszych prac nie tylko dla mnie ale i
dla innych badaczy z dziedziny chemii medycznej poszukujgcych aktywnych ligandéw
OUN. Zestawienie wynikéw badan dla zwigzkéw opisanych w rozprawie habilitacyjne;j

przedstawiono w Tabeli 3:

Tabela 3. Zestawienie wynikdw opisanych w publikacjach [H1] — [H6]

publikacja
[H1] [H2] [H3] [H4] [H5] [He]
liczba nowych 20 12 16 8 16 9
zwigzkow
powinowactwo do - -
HsR
Ki[nM] <133 18-226 22-126 <63
powinowactwo do
5HTR
Ki [nM] - -- -- -- 20-1828 | 23-5188
badania dodatkowe
profil aktywnosci + + + - - +
metabolizm + + - - - -
profil + + + - - -
bezpieczenstwa
modelowanie + - - + + +
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c.d. Tabeli 3

publikacja
[H1] [H2] [H3] [H4] [H5] [H6]
badania in vivo
przeciwdrgawkowe + + + - - -
poprawiajgce + + + + - -
funkcje (w trakcie) | (w trakcie) (w trakcie)

pamigciowe

przeciwbolowe + - + - - -

(w trakcie)
przeciwdepresyjne - - - - + +
(w trakcie)
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7. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych
7.1. Dziatalno$é naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

W roku 1994 ukonczytam studia magisterskie na Wydziale Chemii UJ w Krakowie.
Prace magisterskg wykonatam pod opiekg pani dr Anny Kolasy. Nastepnie na Wydziale
Chemii UJ w Katedrze Chemii Organicznej w zespole pani prof. dr hab. Krystyny
Bogdanowicz-Szwed odbytam roczny staz asystencki w ramach ktérego zajmowatam sie
syntezg pochodnych pirolu i tiofenu. Wyniki prowadzonych woéwczas prac zostaty
zamieszczone w publikacji opisanej w Liebigs Ann. [P1] w 1996 roku.

W latach 1995-1998 pracowatam jako asystentka w Katedrze Chemii Rolnej
Akademii Rolniczej w Krakowie w zespole pana prof. dr hab. Kazimierza Mazura. Moja
praca badawcza obejmowata oznaczanie zawartosci metali ciezkich (gtownie kadmu,
niklu, chromu) i fosforu w uprawianych roslinach uzytkowych oraz w glebie (metodami
atomowej spektrometrii absorpcyjnej i kolorymetrycznie). Wyniki prowadzonych prac
zostaly opisane w Zeszytach Problemowych Postepéw Nauk Rolniczych ([P2]-1996, [P3]-
1997), Pracach Naukowych Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu ([P4]-1998) oraz w
Zeszytach Naukowych Akademii Rolniczej w Krakowie ([P5]-1999).

Chemig medyczng interesowatam sie juz w tracie studiéw na Wydziale Chemii UJ.
Za zgodg Dziekanéw Wydziatu Chemii UJ oraz Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM
ukonczytam kurs ,Chemii lekéw” i zdatam egzamin z tego przedmiotu u pana prof. dr hab.

A. Zejca.

W pazdzierniku 1998 roku rozpoczetam Studia Doktoranckie na UJ Collegium
Medicum w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych pod opiekg pani
prof. dr hab. Katarzyny Kie¢-Kononowicz. Moja praca doktorska dotyczyta poszukiwania
nieimidazolowych ligandow receptoréw H; histaminowych. W ramach tej pracy wykonatam
synteze zwigzkéw (gtéwnie uretanowych pochodnych piperydynoalkoholi) oraz
przeprowadzitam badania aktywnos$ci farmakologicznej w stosunku do receptoréw Hj
histaminowych na izolowanych jelitach swinek morskich w zespole pana prof. dr dr h.c.
Waltera Schunacka z Freie Universitat Berlin. W trakcie wykonywania tej pracy Komitet
Badan Naukowych przyznat mi $rodki finansowe, ktére umozliwity jej realizacje (grant
miodego badacza 4 PO5F 00149 oraz grant promotorski 6 PO5F 01320). Ponadto w
ramach Polsko-Niemieckiej Umowy Miedzyrzagdowej bratam udziat w programie
dotyczgcym wymiany oséb w latach 1999-2001 [156/E-390/S/99 ,Poszukiwanie
antagonistow receptoréw Hs histaminowych”] i odbylam 4 staze naukowe na Freie

Universitat Berlin w zespole pana prof. dr dr h.c. Waltera Schunacka (marzec 2000,
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wrzesien 2000, grudzien 2000 i marzec 2001). Od 1.10.2000 do 31.07.2001 bytam
stypendystkg Funduszu Stypendialnego im. Stanistawa Estreichera przyznawanego
najlepszym doktorantom UJ. Wyniki moich badan byly przedstawiane na zjazdach
krajowych i zagranicznych oraz zostaty opublikowane w czasopismach przed doktoratem:
[P6], [P7] - Pharmazie oraz po doktoracie Pharmazie — [P8] i Bioorganic Medicinal
Chemistry — [P9]. Ponadto uczestniczytam w przygotowaniu manuskryptu [P10].

W listopadzie 2004 roku obronitam prace doktorskg wyrézniong przez Rade
Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.

7.1.1. Podsumowanie dorobku naukowego (zwigzanego z pracg na Uniwersytecie
Jagiellonskim Collegium Medicum) przed uzyskaniem stopnia naukowego

doktora:
Liczba publikaciji: 3
taczny Impact Factor: 1,939
Punktacja MNiSW: 23

Liczba doniesien zjazdowych: 8

7.2. Dziatalno$¢é naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
7.2.1. Dziatalnos¢ zwigzana z receptorami H; i H, histaminowymi

Od 1.10.2005 do 30.09.2012 (z 9 miesieczng przerwg) pracowatam jako asystent
(2 etatu), a od 1.10.2012 roku pracuje w wymiarze catego etatu jako adiunkt w Katedrze
Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM.
Moja praca naukowa nadal zwigzana jest z poszukiwaniem aktywnych ligandéw
receptorow H; histaminowych, a od 2009 roku réwniez receptoréw H, histaminowych.
Zsyntetyzowane zwigzki, w ramach wspotpracy poczatkowo z panem prof. dr dr h.c. W.
Schunackiem (Freie Universitat Berlin) a nastepnie z Jego uczniem, panem prof. dr dr h.c.
Holgerem Starkiem (Goethe—Universitat Frankfurt, obecnie Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf), zostaty przebadane na wymienionych Niemieckich Uniwersytetach w celu
oszacowania ich powinowactwa do ludzkich receptorow H; i H, histaminowych (badania in

vitro). Prace te byly realizowane w ramach nastepujgcych projektow:
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1. Grant MNiSW:
POSZUKIWANIA SELEKTYWNYCH LIGANDOW RECEPTOROW H/H,
HISTAMINOWYCH O POTENCJALNYM ZASTOSOWANIU TERAPEUTYCZNYM”
-1192/DAAD/2007/01- wykonawca, 09.2007-09.2009

2. Projekt Miedzynarodowy Niewspoffinansowany:
+sPOSZUKIWANIE =~ AKTYWNYCH  LIGANDOW  RECEPTOROW  H,
HISTAMINOWYCH?” (Akcja COST BMO0806) 594/N-COST/2009/0
(K/PMN/000033), wykonawca, 04.2010-04.2013

3. Projekt NCN Maestro |
" RECEPTORY Ha/H, HISTAMINOWE JAKO ATRAKCYJNY CEL POSZUKIWAN
SUBSTANCJI BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH”. UMO-2011/02/A/NZ4/00031,
wykonawca, 05.2012- 12.2017

W 2009 roku wigczytam sie w prace miedzynarodowego projektu COST Action BM0806
dotyczgcego badan nad receptorami H,; histaminowymi (Histamine H,; Receptor
Research), a w 2016 w dziatalno$¢ miedzynarodowego projektu MuTaLig COST Action
CA15135 co stworzytlo mi mozliwos¢ wspétpracy i wymiany doswiadczen z innymi

naukowcami.

Wyniki prac prowadzonych w ramach wyzej wymienionych projektow zostaty opisane w
11 pracach oryginalnych ([P11]-[P21]) oraz 5 publikacjach przeglagdowych ([P22]-[P26]):

W tym czasie nawigzane zostaty wspotprace z nastepujgcymi osrodkami naukowymi w

kraju i zagranicg, ktére zaowocowaty rowniez wspdlnymi publikacjami z:

e panig .prof. dr hab. Joanng Szymura- Oleksiak oraz panig dr Malgorzatg
Szafarz z Zaktadu Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej UJ CM — publikacje
([P27]-[P29]) dotyczgce badan na zwigzkiem DL76.

e panig prof. dr hab. Wiestawg Agnieszka Fogel oraz panig dr Anng Stasiak z
Uniwersytetu Medycznego w todzi — publikacja [P30] dotyczgca badan zwigzku
DL76.

e panig prof. dr hab. Barbara Filipek, panig dr hab. Malgorzata Zygmunt, panig
dr Monika Kubacka oraz panem dr Szczepanem Mogilskim z Katedry
Farmakodynamiki UJ CM - badania farmakologiczne in vivo zsyntetyzowanych
ligandow receptoréw Hiz i H, histaminowych- publikacje wchodzgce w sktad
rozprawy habilitacyjnej [H3], [H4] oraz publikacje [P18], [P19] i [P31].
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panig prof. dr hab. Barbarg Malawska oraz czionkami jej zespotu gtownie z
panem dr hab. Markiem Bajda i panig dr Paulg Zareba z Zaktadu
Fizykochemicznej Analizy Leku UJ CM- badania in vitro oraz modelowanie
dotyczgce hamowania acetylo- i butyrylocholinoesteraz — publikacje [P32] i [P33]

oraz publikacja wchodzgca w skfad rozprawy habilitacyjnej [H2].

panem dr Bassem Sadkiem z United Arab Emirates University (Zjednoczone
Emiraty Arabskie). Wspotpraca dotyczgcg badan in vivo ligandow receptorow Hs
histaminowych w testach przeciwdrgawkowych (publikacje [P34], [P35], [P36] i
[P37]), testach szacujgcych dziatanie prokognitywne (publikacje [P35], [P38] i
[P39]), dziatanie zmniejszajgce spozycie alkoholu (publikacja [P40]) oraz wplyw na
objawy autyzmu (publikacja [P41]).

panig prof. dr hab. Joanng Mika oraz panig dr Katarzyng Popiotek-Barczyk
(Zaktadu Farmakologii Bolu, Instytut Farmakologii PAN) — badania dotyczace
dziatania przeciwbodlowego ligandéw receptorow Hs; i H; histaminowych -
publikacja [P42]

panig dr Agata Siwek oraz z panig mgr Monikg Gluch-Lutwin (Pracownia Badan
Receptorowych Katedry Farmakobiologii, UJ CM) - badania farmakologiczne in
vitro okreslajace powinowactwo do receptorow histaminowych (Hs; i Hy),
oszacowanie profilu aktywnoéci wobec receptoréw H; i H, histaminowych -
publikacje wchodzace w sktad cyklu habilitacyjnego [H2] i [H4] oraz prace
oryginalne: [P31], [P36] i [P37].

panig prof. dr hab. Emanuelg Masini oraz panig dr Cecilig Lanzi z Department
of Neuroscience, Psychology, Drug Research and Child Health (NEUROFARBA),
University of Florence (ltaly)- badania farmakologiczne in vivo (badania przeciw
jaskrze) — publikacja w recenzji w International Journal of Molecular Sciences
[P43]
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7.2.2. Dziatalnos$¢ zwigzana z innymi receptorami

Oproécz badan dotyczacych receptoréw histaminowych (Hs i H;) bytam réwniez
zaangazowana (jako gtébwny wykonawca) w realizacje prac dotyczgcych receptora
sierocego GPR18 w ramach projektu NCN OPUS6 ,RECEPTOR SIEROCY GPRI18.
POSZUKIWANIE NIEZBEDNYCH NARZEDZI DO BADAN NAD GPR 18 JAKO
POTENCJALNYM CELEM TERAPEUTYCZNYM” — DEC-2013/11/B/NZ7/04865 -
(27.08.2014-26.08.2018). Prowadzone w ramach tego projektu syntezy chemiczne byty
tematem pracy magisterskiej (Praca Magisterska: Tomasz Rzadca ,Synteza nowych
ligandéw receptorow GPR18” — Wydziat Farmaceutyczny 2018- ktorej bytam promotorem)

wyniki tych prac zostaty opublikowane m.in. w publikacji [P44].

Ponadto bytam wykonawcg w projekcie NCN HARMONIA2, ,POSZUKIWANIE
NOWYCH LIGANDOW RECEPTOROW ADENOZYNOWYCH O WtASCIWOSCIACH
LEKOPODOBNYCH” — DEC  2012/04/M/INZ4/00219  (25.09.2012-24.09.2016).
Uczestniczytam tez w przygotowaniu manuskryptu [P45] opisujgcego witasciwosci

lipofilowe (2-tio)hydantoin.

Dodatkowo zaangazowana jestem w prace dotyczgce ligandow receptorow
serotoninowych 5-HTg jako wykonawca w projekcie NCN OPUS9 (UMO-
2015/17/B/NZ7/02973). Badania prowadzone w ramach tego projektu pozwolity na
otrzymanie nowych ligandéw receptoréw 5-HTs serotoninowych, ktére zostaty opisane w 2
pracach wchodzgcych w sktad rozprawy habilitacyjnej [H6] i [H7] oraz publikacji [P46] i

byty prezentowane na konferencjach naukowych krajowych i zagranicznych (7 doniesien).

7.2.3. Podsumowanie dziatalno$ci naukowo-badawczej

Moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza zwigzana byta i nadal jest gtéwnie z poszukiwaniem
aktywnych ligandéw OUN. Realizacja moich naukowych zainteresowan byla mozliwa
dzieki projektom i grantom (MNiSW, NCN), w ktérych bytam wspétwykonawcg (6
projektéw) i dzieki ktorym mozliwe byto przygotowanie rozprawy habilitacyjne;.

Wiekszos¢ moich dziatann naukowych dotyczyta i dotyczy liganddéw receptorow Hs
histaminowych, a ostatnio réwniez ligandéw receptoréow 5-HTg serotoninowych. Ponadto,
szczegOlnie interesujg mnie ligandy wielofunkcyjne o potencjalnym wykorzystaniu w
leczeniu choroby Alzheimera. Zainteresowanie to realizuje w ramach projektu NCN
OPUS12 (UMO-2016/23/B/INZ7/02327), ktérego jestem kierownikiem.

W ramach tego projektu do tej pory wykonano prace syntetyczne ktére zostaty opisane w

1 pracy magisterskiej, 2 oryginalnych publikacjach (z ktérych jedna weszta w skiad cyklu
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habilitacyjnego) [H2] i [P36] oraz przedstawiane na konferencjach krajowych (2

doniesienia zjazdowe) i zagranicznych (4 doniesienia zjazdowe)

7.2.4. Podsumowanie dorobku naukowego po uzyskaniu stopnia naukowego

doktora:

Dorobek naukowy (2005-2019) bez prac wchodzacych w cykl habilitacyjny:
Liczba oryginalnych publikacji: 30

Sumaryczny IF: 83,259

Sumaryczna punktacja MNiSW: 794

8. Przedstawienie sumarycznego dorobku dzialalnosci naukowo-badawczej
(2001-2019) (dotyczy wszystkich publikaciji)

Liczba oryginalnych publikacji z IF: 39

Prace pogladowe z IF: 4

Prace pogladowe bez IF: 1

Rozdziaty w monografiach: 2

Sumaryczny IF: 118,172

taczna punktacja MNiSW: 1114

Liczba cytowan: 368

Wspétczynnik Hirscha (dla catego dorobku): 11

Liczba publikacji petnotekstowych w suplementach czasopism: 2

Wspotautorstwo doniesien zjazdowych: 115
9. Dziatalnosé organizacyjna
Bratam udziat w organizacji miedzynarodowych konferencji naukowych:

v Management Committee Meeting and WGs Meeting COST Action BM0806,
28-29 March 2011, Krakéw — czionek Komitetu Organizacyjnego (gtowny

udziat w pracach organizacyjnych)

v V" Meeting of the Paul Ehrlich MedChem Euro-PhD Network, 3-5 July
2015, Krakow — czionek Komitetu Organizacyjnego (gtéwny udziat w

pracach organizacyjnych, kwestie finansowe, starania o granty)

Aktualnie biore udziat w organizacji:
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v 48" Annual Meeting of European Histamine Research Society, 15-18 maja
2019, Krakéw - czionek Komitetu Organizacyjnego — m.in. przygotowanie
wnioskéw o dofinansowanie, nadzoér na sprawami finansowymi)

v EFMC-ACSMED! 10-13 czerwca 2018, Krakéw - czlonek Lokalnego
Komitetu Organizacyjnego

Jestem czionkiem nastepujgcych Towarzystw Naukowych:

% Europejskiego Towarzystwa Badan nad Histaming (od 2001 roku)

+ Polskiego Towarzystwa Badari nad Histaming (od 2002 roku) — od
25.10.2018 - czionek Komisji Rewizyjnej Towarzystwa

% Polskiego Towarzystwa Chemii Medycznej (od 2008 roku) — od 2015
roku czynne uczestnictwo w sprawach zwigzanych ze strong finansowg

Towarzystwa

10. Dzialalno$¢ dydaktyczna

Oprécz dziatalnosci naukowej od poczatku swojej kariery naukowej zaangazowana bylam

w prowadzenie zajeé dydaktycznych ze studentami:

- w latach 1994-1995 - zajecia laboratoryjne z chemil organicznej dla studentéw biologii
(Wydziat Chemii UJ)

- w latach 1995-1998 - zajecia z chemii nieorganicznej dla studentow | roku Zootechniki
oraz w Rzeszowie dla studentéw zaocznych Rolnictwa (Akademia Rolnicza w
Krakowie)

- od 2005 roku - éwiczenia laboratoryjne i seminaria z ,Syntezy i technologii $rodkéw

leczniczych" (studenci IV Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM)

- zajecia z ,Badania metabolizmu in silico” dla studentdéw studiéw podyplomowych
kierunku Farmacja Przemysfowa (2008-2009) (Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM)

- od 2010 zajecia z metodologii badar naukowych (ochrona wlasnosci intelektualnych) dla

doktorantéw | roku Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.

W latach 2011-2018 bylam promotorem 8 oraz recenzentem 7 prac magisterskich. Od
30.09.2014 roku jestem promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim mgr
Katarzyny Kamirnskie).

Ponadto uczestniczytam tez w warsztatach dydaktycznych organizowanych przez
Centrum Doskonalenia Dydaktyki Akademickiej - Ars Docendi UJ (rok akademicki
2016/2017 | 2017/2018) oraz bratam udziat w V (2017) i VI (2018) Konferencji Dydaktyki
Akademickie] "ldeatorium”.

Dowta daaesbs
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