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1. Imig i nazwisko

Agnieszka Gunia-Krzyzak

2.  Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2013 doktor nauk farmaceutycznych (zakres: chemia lekow), Wydzial Farmaceutyczny
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum w Krakowie. Tytul rozprawy
doktorskiej: ,,Struktura a aktywno$¢ przeciwdrgawkowa w grupie pochodnych
aminoalkanoli”. Promotor: prof. dr hab. Henryk Marona

2008 magister farmacji (kierunek apteczny) Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytet
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»Otrzymywanie metabolitéw denbufiliny metoda mikrobiologiczng”. Promotor:

prof. dr hab. Elzbieta Pekala

3. Zatrudnienie w jednostkach naukowych

2015 - do chwili obecnej adiunkt w Pracowni Chemii Kosmetycznej Zaktadu Chemii
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2010 - 2015 asystent w Pracowni Chemii Kosmetycznej Zaktadu Chemii Bioorganicznej
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program stazowo-Szkoleniowy finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego w Center for Executive Education, Uniwersytet Kalifornijski, Berkeley,
USA

2011 Uniwersytet Ludwika 1 Maksimiliana, Monachium, Niemcy, miesigczny
miedzynarodowy staz dla kadry dydaktycznej organizowany w ramach projektu

“Pro bono Collegii Medici Universitatis Jagiellonicae”

2007 Uniwersytet Maltanski, Msida, Malta, pigciomiesi¢czny staz w ramach stypendium
Socrates/Erasmus
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5.1.

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

Tytul osiggniecia naukowego

Opracowanie innowacyjnych zwiazkow w grupie N-(E)-cynamoilo i N-(E)-cynamylo

pochodnych aminoalkanoli wykazujacych aktywnos$¢ farmakologiczng w ukladzie

nerwowym

5.2.

H1

H2

H3

H4

Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

Gunia-Krzyzak A(*), Waszkielewicz AM, Stoczynska K, Borczuch-Kostanska M,
Cegla M, Satala G, Bojarski AJ, Marona H. Synthesis and anticonvulsant activity of
N-(trans)- 3-phenylprop-2-en-1-yl (cinnamyl) derivatives of aminoalkanols. Letters
in Drug Design & Discovery, 2014, 11(8):1040-1052.

IF2014: 0,770; MNiISW: 15

Gunia-Krzyzak A(*), Pytka K, Stoczynska K, Waszkiclewicz AM, Satata G, Bojarski
AlJ, Sapa J, Filipek B, Cegla M, P¢kala E, Marona H. Preliminary evaluation of central
nervous system activity of (E)-N-2-methyl-3-phenylprop-2-enyl  ((E)-o-
methylcinnamyl)  derivatives of selected aminoalkanols. Acta Poloniae
Pharmaceutica, 2016, 73(2):345-357.

IF2016: 0,745; MNiISW: 15

Gunia-Krzyzak A(*), Panczyk K, Waszkielewicz AM, Marona H. Cinnamamide
derivatives for central and peripheral nervous system disorders — a review of
structure-activity relationships. ChemMedChem, 2015, 10(8):1302-1325.

IF2015: 2,980; MNiISW: 30

Gunia-Krzyzak A(*), Zelaszczyk D, Rapacz A, Zestawska E, Waszkielewicz AM,
Panczyk K, Stoczynska K, P¢kala E, Nitek W, Filipek B, Marona H. Structure-
anticonvulsant activity studies in the group of (E)-N-cinnamoyl aminoalkanols
derivatives monosubstituted in phenyl ring with 4-CI, 4-CHs or 2-CHs. Bioorganic
& Medicinal Chemistry, 2017, 25(2):471-482.

IF2017: 2,881; MNiSW: 25



H5 Gunia-Krzyzak A(*), Bareyre FM, Marona H, Waszkielewicz AM. Four N-(E)-
cinnamoyl (cinnamamide) derivatives of aminoalkanols with promising
anticonvulsant and analgesic activity. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters,
2019, DOI: 10.1016/j.bmcl.2019.04.006
IF2017: 2,442; MNiSW: 25

H6 Gunia-Krzyzak A(*), Zestawska E, Bareyre FM, Nitek W, Waszkielewicz AM, Marona
H. Physicochemical and biological evaluation of a cinnamamide derivative R,S-(2E)-
1-(3-hydroxypiperidin-1-yl)-3-phenylprop-2-en-1-one (KM-608) for nervous system
disorders. Chemical Biology & Drug Design, 2017, 90(2):244-252.

IF2017: 2,328; MNISW: 25

H7 Zestawska E(*), Nitek W, Marona H, Gunia-Krzyzak A. Cinnamamide
pharmacophore for anticonvulsant activity: evidence from crystallographic studies.
Acta Crystallographica Section C, 2018, C74(Pt7):782-788.

IF2017: 8,678; MNiISW: 15

(*) autor korespondencyjny

Sumaryczny wspélczynnik oddziatywania impact factor (IF) publikacji stanowigcych
podstawe habilitacji wynosi 20,824, wg. Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(MNiSW): 150 punktow.

W publikacjach H1-H6 jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem, w publikacji H7
jestem ostatnim autorem. Moj $redni procentowy udziat w prezentowanych publikacjach
wynosi 71,43%.

Wszystkie badania syntetyczne i fizykochemiczne opisane w pracach H1, H2, H4-H7 zostaty
wykonane w macierzystej jednostce tj. Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii
Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum

UJ CM) w Krakowie. Badania finansowano z nast¢pujacych zrodet:

o Projekt pt.: ,Badania aktywnosci biologicznej w modelach in vitro i in silico syntetycznych
zwiazkéw organicznych z grupy pochodnych chiralnych i achiralnych aminoalkanoli”
nr: K/DSC/004292, czas trwania: 2017, finansowany przez UJ CM ze $rodkoéw MNiSW w ramach
dotacji celowej na rozw6j mtodych naukowcoéw. Kierownik: dr Agnieszka Gunia-Krzyzak.

o Projekt pt.:. ,Synteza i badania fizykochemiczne w grupie pochodnych aminoalkanoli

i aminokwasow o spodziewanej aktywnosci biologicznej” nr: K/DSC/001954, czas trwania: 2014-
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2016, finansowany przez UJ CM ze srodkow MNiSW w ramach dotacji celowej na rozwoj mtodych
naukowcow. Kierownik: dr Agnieszka Gunia-Krzyzak.

o Projekt pt.. ,Poszukiwanie zwiazkéw aktywnych w osrodkowym ukladzie nerwowym”,
nr: 2013/11/B/NZ7/04834, czas trwania: 2014-2017, finansowany przez Narodowe Centrum Nauki
w ramach konkursu ,,Opus”. Kierownik: dr hab. Anna Waszkielewicz.

o Projekt pt.: ,,Opracowanie innowacyjnej grupy zwiazkow o aktywnosci stabilizujacej potencjal
blony komérkowej”, nr: POIG.01.01.02-12-012/09-00, czas trwania: 2010-2014, finansowany
ze $rodkoéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka. Kierownik: prof. dr hab. Henryk Marona.

o Projekt pt.: ,Badania syntetyczne, fizykochemiczne, farmakologiczne oraz wstepna ocena
bezpieczenstwa w grupie pochodnych aminoalkanoli”, nr: K/ZDS/003328, czas trwania: 2015-
2017, finansowany przez UJ CM ze $rodkow MNiSW w ramach dotacji statutowej. Kierownik:
prof. dr hab. Henryk Marona.

o Projekt pt.: ,,Badania syntetyczne, fizykochemiczne oraz mikrobiologiczno-farmakologiczne
w grupie pochodnych arenéw ”, nr: K/ZDS/005487, czas trwania: 2012-2014, finansowany przez UJ
CM ze $rodkéw MNiSW w ramach dotacji statutowej. Kierownik: prof. dr hab. Henryk Marona.

Pozostate badania bedace przedmiotem postgpowania habilitacyjnego zostaly wykonane

we wspotpracy z osrodkami naukowo-badawczymi w kraju i za granica:

e Badania farmakologiczne in vivo (myszy, szczury) dla wybranych zwigzkéw w pracach
H1, H2, H4-H7 w kierunku aktywnosci przeciwdrgawkowej, przeciwbolowej
oraz neurotoksycznos$ci ostrej wykonano w ramach programu poszukiwania nowych lekow
przeciwpadaczkowych - Anticonvulsant Screening Program (ASP) w amerykanskim
Narodowym Instytucie Zdrowia (NIH, National Institutes of Health, Rockville,
Bethesda, MD, USA). Koordynatorem wspoltpracy ze strony Wydziatu Farmaceutycznego
UJ CM jest Pani prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz, a ze strony NIH - prof. James

Stables i prof. Tracy Chen.

e Badania farmakologiczne in vivo (myszy) zwigzku VIlla w pracy H2 obejmujace testy
behawioralne (finansowane z projektu K/DSC/001955), a takze badania farmakologiczne
in vivo (myszy) zwigzkoéw 7, 8 i 18 w pracy H4 w kierunku aktywnosci
przeciwdrgawkowej (finansowane z projektu ,,Opus” nr 2013/11/B/NZ7/04834) wykonano
w  Zakladzie  Farmakodynamiki Katedry Farmakodynamiki = Wydzialu
Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie. Kierownik Katedry: prof. dr hab. Barbara
Filipek.



e Badania aktywnos$ci w modelu traumatycznego uszkodzenia moézgu przedstawione
w publikacjach H5 i H6 wykonata habilitantka podczas stazu w Zakladzie Neurobiologii
Doswiadczalnej Uniwersytetu Ludwika i Maksimiliana w Monachium. Badania te byty

finansowane przez:

o Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG, SFB 870), Munich Center for Neurosciences (MCN),
the Wings for Life Foundation, Munich Center for Systems Neurology (DFG, SyNergy; EXC 1010)

o Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej w ramach Programu Skills-Staze.

e Badania in vitro dla wybranych zwigzkéw obejmujace oceng stabilnosci metabolicznej
z wykorzystaniem watrobowych mikrosoméw mysich lub szczurzych oraz oceng
bezpieczenstwa w modelu komorkowym i tecie Amesa, opisane w pracach H2 i/lub H4
przeprowadzono w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej Wydzialu
Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie (kierownik Zaktadu: prof. dr hab. Elzbieta
Pekala).

e Badania krystalograficzne opisane w pracach H4, H6 i H7 wykonano w Instytucie
Biologii Uniwersytetu Pedagogicznego w Krakowie i w Zakladzie Krystalochemii
i Krystalofizyki Wydzialu Chemii UJ w Krakowie.

e Badania in vitro prezentowane publikacjach H1 i H2 w Kkierunku powinowactwa
do receptorow serotoninowych wykonano w Zakladzie Chemii Lekéw Instytutu
Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie (kierownik Zaktadu: prof. dr hab.
Andrzej Bojarski), a wyniki prezentowane w publikacjach H4 i H6 w kierunku
powinowactwa do celow molekularnych otrzymano komercyjnie w laboratoriach Cerep

(Francja).
5.3. Prezentacja wynikow stanowiacych podstawe habilitacji

5.3.1. Wprowadzenie

Choroby neurologiczne obejmujace rézne dysfunkcje mozgu, rdzenia kregowego
i nerwow obwodowych stanowig istotne zagadnienie w zakresie zdrowia publicznego
na catym $wiecie. Znanych jest kilkaset jednostek chorobowych uktadu nerwowego o réznej
etiologii, patofizjologii i objawach klinicznych. Zalicza si¢ do nich m.in. demencje, chorobe
Alzheimera, padaczke, bdl neuropatyczny, chorobe Parkinsona, stwardnienie rozsiane,
choroby infekcyjne, udary, czy tez zaburzenia psychiczne. Pacjenci z chorobami

neurologicznymi cz¢sto wymagaja znacznego Wwsparcia spolecznego i1 ekonomicznego
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ze wzgledu na ograniczenia fizyczne, poznawcze 1 psychospoleczne. Wspolng cechg
wszystkich schorzen neurologicznych jest brak wystarczajacej wiedzy na temat
patomechanizmoéw, rokowan czy tez skutecznej terapii. Szczegélny niepokdj budzi
wzrastajgca zachorowalno$¢ zwigzana m.in. z czynnikami $rodowiskowymi i wspotczesnym
stylem zycia. Liczne grupy badawcze na calym $wiecie pracuja nad zrozumieniem
patomechanizmow lezacych u podstaw chorob neurologicznych, a takze nad poszukiwaniem

nowych skutecznych opcji terapeutycznych [1,2].

Z uwagi na to, ze omawiane N-(E)-cynamoilo i N-(E)-cynamylo pochodne
aminoalkanoli byty testowane w kierunku wykazywania aktywnosci w uktadzie nerwowym
w tym ich dzialania przeciwdrgawkowego, dzialania hamujacego wtérne zmiany
w przebiegu urazowego uszkodzenia mozgu i/lub aktywno$ci przeciwbolowej w bolu
neuropatycznym  ponizej przedstawiono krotka charakterystyke tych  schorzen

neurologicznych.

5.3.1.1. Charakterystyka padaczki

Padaczke charakteryzuja powtarzajace si¢ napady padaczkowe, wynikajace
z nieprawidlowego funkcjonowania osrodkowego ukladu nerwowego. Na poziomie
komoérkowym obserwowana jest nadmierna pobudliwo$¢ neurondw i zaburzenie réwnowagi
pomiedzy przekaznictwem pobudzajacego 1 hamujagcym [3]. Padaczka jest jedna
z najczgstszych chordb neurologicznych, ktorej chorobowos$¢ w zaleznosci od wybranych
do obliczen populacji wynosi 0,2-4,1%, co przeklada si¢ to na wysoka liczbe chorych
wynoszacg na swiecie okoto 50 milionow [4,5]. W Polsce liczba chorych szacowana jest
na 400 000 [6]. Chorzy na padaczk¢ poza bezposrednimi skutkami choroby w postaci
napadow padaczkowych doswiadczaja znacznego obnizenia jakos$ci zycia. Jest to zwigzane
z wystepowaniem trudnosci w wykonywaniu codziennych czynnosci, a takze brakiem
niezaleznosci i samodzielnosci, czy tez utrudnionymi kontaktami spotecznymi I poczuciem
wykluczenia [7,8]. Z faktem tym wigza si¢ rowniez doniesienia, Zze najczgstsza chorobag
neurologiczng towarzyszaca padaczce jest depresja. Jednoczesne wystepowanie tych dwoch
schorzen ma zwigzek ze wspomnianymi wyzej czynnikami psychospotecznymi, ale odkryto
takze wspolne mechanizmy neurobiologiczne [9]. Grupami pacjentéw z padaczka, u ktorych
wystepuja specyficzne problemy zwigzane m.in. z odmienng farmakokinetyka
ksenobiotykow, utrudniong wspotpraca z lekarzem, czy szczegdlna podatnoscia na dzialania

niepozadane stosowanych lekéw sg dzieci, osoby starsze i kobiety w cigzy [10-12]. Innym
10



istotnym aspektem farmakoterapii padaczki jest wysoka lekoopornos¢ wystepujacych
drgawek. Szacuje si¢, ze padaczka jest nieskutecznie leczona u okoto 30% pacjentow,
pomimo dostgpno$ci na rynku kilkudziesigciu lekow. Jeden z rodzajow napadow,
tzw. drgawki ogniskowe charakteryzujg si¢ jeszcze wyzszg opornoscig na leczenie wynoszaca
40% [13]. Stosowanie dost¢gpnych lekoéw przeciwpadaczkowych wigze si¢ powaznymi
1 czestymi dziataniami niepozadanymi obejmujacymi m.in. sedacje, uposledzenie widzenia,
hepatotoksyczno$¢, uszkodzenie szpiku, czy tez zaburzenia funkcjonowania ukladu
pokarmowego [14]. Powyzsze fakty stanowia przestanki do poszukiwania nowych zwigzkow
o aktywnosci przeciwdrgawkowej 1 przeciwpadaczkowej, szczegélnie takich, ktore

eliminowatby dolegliwosci obecnie klasyfikowane jako lekooporne.

Najpowszechniejsza formg leczenia padaczki stosowang u co najmniej 95% pacjentow
jest farmakoterapia. Gtownym celem podejmowanej farmakoterapii jest catkowite
wyeliminowanie napadéw padaczkowych, co w konsekwencji ma prowadzi¢ do odczuwanej
przez pacjenta poprawy jakosci zycia oraz zapobiegania ponapadowym skutkom w postaci
organicznego uszkodzenia mozgu [8,15]. Stosowane obecnie leki przeciwpadaczkowe
charakteryzuja si¢ zréznicowang budowg chemiczng i mechanizmem dzialania. Miejsce
w terapii padaczki znalazly m.in. kwasy (kwas walproinowy, tiagabina, gabapentyna),
pochodne dibenzoazepiny (karbamazepina, oksykarbazepina, octan eslikarbazepiny),
pochodne hydantoiny (fenytoina), pochodne pyrolidyno-2,5-dionu (etosuksymid), pochodne
triazyny (lamotrygina), pochodne amidowe (lakozamid), pochodne aminowe (pregabalina),
a takze inne zwigzki chemiczne [16]. Réwniez komorkowy mechanizm dziatania lekow
przeciwpadaczkowych jest bardzo zrdéznicowany i obejmuje m.in. modulowanie aktywnosci
napigciowo-zaleznych kanatow jonowych (sodowych, potasowych, wapniowych), hamowanie
receptorow aminokwasow pobudzajacych (NMDA, AMPA), czy tez wplyw na przekaznictwo
GABAergiczne w zakresie pobudzania receptoréw GABAa, hamowania transaminazy GABA
lub blokowania transportera GABA. Jednoczesnie uwaza si¢, ze ze wzgledu
na heterogeniczng manifestacje kliniczng napadéw padaczkowych korzystne jest

wykazywanie wielu mechanizméw dziatania przez lek przeciwpadaczkowy [17].
5.3.1.2. Charakterystyka urazowego uszkodzenia mozgu

Urazowe uszkodzenie moézgu (ang. traumatic brain injury) stanowi znaczacy problem
medyczny, dla ktoérego zapadalnos¢ w zaleznos$ci od rejonu §wiata szacuje si¢ na 150-235

pacjentow hospitalizowanych na 100 000 ludno$ci. Obejmuje ono szeroki zakres skutkow,
11



obrazen lub urazéw mozgu spowodowanych zadziataniem sily zewnetrznej. Zalicza si¢ go
do gtownych przyczyn $miertelnosci wsrod mlodych dorostych, ktérzy czesciej uczestnicza
np. w wypadkach komunikacyjnych. Druga szczegélnie narazong grupa sa osoby starsze,
ktore ulegaja wypadkom na skutek zaburzonej sprawnos$ci psychofizycznej. Do objawow
natychmiastowych urazowego uszkodzenia moézgu zalicza si¢ uszkodzenie mechaniczne,
dezorientacje, splatanie, bol glowy, nudnosci i wymioty, senno$¢, utrate¢ pamigCi, utrate
przytomnosci i inne ubytkowe objawy neurologiczne. Ponadto uwaza si¢, ze u wszystkich
poszkodowanych, u ktorych doszto do umiarkowanego lub cigzkiego urazu utrzymujg si¢
dhugotrwate nastepstwa neurobehawioralne takie jak zaburzenia funkcji poznawczych, zmiany
w zakresie osobowosci, czy tez zaburzenia psychiczne. Mozliwe jest takze wystapienie
drgawek [18,19].

Charakterystyczny obraz patofizjologii urazowego uszkodzenia mézgu obejmuje dwie
fazy: pierwotng i wtorng. W pierwotnej, obserwowanej podczas samego urazu, nastepuje
mechaniczne uszkodzenie tkanki mozgowej 1 naczyn krwiono$nych. Uszkodzenie wtdrne jest
konsekwencja pierwotnego i wystgpuje opodznione w czasie. Jego patomechanizm jest ztozony
i jeszcze nie do konca wyjasniony. Obejmuje ono szereg zmian na poziomie molekularnym,
komorkowym i biochemicznym skutkujacych epizodami niedotleniowo-niedokrwiennymi,
obrzgkiem moézgu, zaburzeniami metabolicznymi, zmianami w przepuszczalnosci naczyn,
uszkodzeniem aksondéw, rozwojem stanu zapalnego, rozwojem infekcji, czy tez skurczem
naczyn. Celem terapii urazowego uszkodzenia mézgu jest hamowanie zmian pierwotnych
I zapobieganie zmianom wtornym. Zastosowana farmakoterapia powinna wykazywac przede
wszystkim dzialanie neuroprotekcyjne, aby w jak najwigkszym stopniu zapobiega¢ wtérnym
procesom uszkodzenia komorek nerwowych i1 ich otoczenia i w ten sposob ograniczad
pézniejsze powiktania w postaci zaburzen neurobehawioralnych. Jako miejsca uchwytu
dla terapii wtornego uszkodzenia moézgu wymienia si¢ apoptozg, aminokwasowe
neuroprzekazniki pobudzajace, stan zapalny, produkcje¢ wolnych rodnikow, czy tez
zaburzenia poziomu jonéw Ca®'. Ogodlnie zaleca sie, aby farmakoterapia obejmowata

skojarzone stosowanie lekow o zroznicowanym mechanizmie dziatania [20-22].

Wsrod rozwazanych opcji terapeutycznych urazowego uszkodzenia mozgu wazne
miejsce zajmujg leki przeciwpadaczkowe, ktore wykazaty rozne korzystne efekty zarowno
w eksperymentalnych modelach zwierzecych jak i badaniach klinicznych. Najwigcej

doniesien dotyczy kwasu walproinowego, ktory zyskal miano nowej opcji terapeutycznej
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w leczeniu ostrych uszkodzen centralnego ukladu nerwowego, takich jak urazowe
uszkodzenie mozgu, udar moézgu, czy tez uszkodzenie rdzenia krggowego [23]. W modelach
urazowego uszkodzenia mézgu u myszy i szczuréw udowodniono dla niego korzystne efekty
w zakresie zmniejszenia objetosci rany mozgu, uszczelnienia bariery krew-moézg,
ograniczenia uszkodzenia neuronéw w obszarze hipokampa i/lub polepszenia koordynacji
ruchowej i pamigci przestrzennej [24,25]. Ponadto w badaniach na $winiach wykazano
zmniejszenie obszaru uszkodzenia moézgu i zahamowanie obrzeku moézgu po leczeniu
kwasem walproinowym w skojarzeniu z mrozonym osoczem krwi [26]. Zaproponowany
komoérkowy mechanizm dziatania kwasu walproinowego w leczeniu ostrych uszkodzen
centralnego systemu nerwowego obejmuje aktywno$¢ antyapoptotyczng, hamowanie
deacetylaz histonowych i efekt przeciwzapalny [23]. Topiramat podawany szczurom
po wywotaniu u nich urazowego uszkodzenia mozgu nie wplywat na zmiany histologiczne
1 obrzegk moézgu, jednak znaczaco poprawial sprawno$§¢ motoryczng i zdolno$¢ uczenia
u leczonych zwierzat w pordwnaniu z grupa kontrolng nie otrzymujaca leku [27]. Fenytoina
podawana profilaktycznie dorostym pacjentom z cigzkim urazowym uszkodzeniem moézgu
chronita przed wystgpieniem drgawek wczesnych (do 7 dni od urazu), nie miata natomiast

wplywu na wystgpienie drgawek poznych [28].

Znanych jest ponad 130 =zwigzkow, dla ktérych wykazano korzystne efekty
w zwierzgcych modelach urazowego uszkodzenia moézgu [22]. Przyktadowo, badania
przeprowadzone na myszach wykazaly korzystne dziatanie litu w dawkach 2,0 1 3,0 mEq/kg
w zakresie zmniejszenia objgtosci rany, zmniejszenia liczby martwych neuronow w obrgbie
zakretu zebatego 1 uszczelnienia bariery krew-moézg. Podanie litu miato takze korzystne
efekty na odlegle w czasie czynno$ci neurobehawioralne badanych zwierzat w zakresie
aktywnos$ci przeciwlgkowej (badanej w teScie otwartego pola) i koordynacji ruchowej
(badanej w testach rotarod i beam-walk) [29,30]. Efekty neuroprotekcyjne w zwierzecych
modelach urazowego uszkodzenia mézgu udowodniono rowniez m.in. dla kortykosterolidow,
progesteronu, cyklosporyny A, statyn, erytropoetyny, 2-metoksyestradiolu, maslanu sodu
[21,22,31,32].

5.3.1.3. Charakterystyka bolu neuropatycznego

Bol neuropatyczny to wedlug definicji zaakceptowanej przez Migdzynarodowe
Towarzystwo Badania i Leczenia Bolu ,,bol spowodowany uszkodzeniem lub chorobg

somatosensorycznej czesci uktadu nerwowego”. W przeciwienstwie do bolu receptorowego,
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bedacego naturalng reakcja obronng organizmu na bodzce zewngtrze, przyczyne bolu
neuropatycznego stanowi dysfunkcja badz uszkodzenie obwodowych lub osrodkowych

wlokien nerwowych. W opinii ekspertow jest on trudny do zdiagnozowania i leczenia [33].

Obecnie $wiatowe zalecenia terapii syndroméw bolu neuropatycznego uwzgledniaja

nastepujace leki pierwszego rzutu:

e leki przeciwdepresyjne w tym trojcykliczne leki przeciwdepresyjne (amitryptylina,
imipramina) i selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny i noradrenaliny
(wenlafaksyna, duloksetyna);

e leki przeciwpadaczkowe (gabapentyna, pregabalina);

e leki miejscowo znieczulajace (lidokaina stosowana w plastrach) [33].

Jako leki drugiego rzutu stosowane sg opioidy i tramadol. Gdy chory nie odczuwa
poprawy po zastosowaniu wymienionych klas lekow wprowadza si¢ leki trzeciego rzutu takie
jak inne leki przeciwdepresyjne (buproprion, citalopram, paroksetyne), inne leki
przeciwpadaczkowe (karbamazepina, lamotrygina, okskarbazepina, topiramat, kwas
walproinowy), kapsaicyne, dekstrometorfan, memantyng, meksyletyne [34,35]. Szacuje sig,
ze obecnie stosowane leki sg skuteczne jedynie u 50% pacjentéw i powodujg zmniejszenie
odczuwania bolu jedynie o 30-50%. Duzym wyzwaniem farmakoterapii bodlu

neuropatycznego jest brak dedykowanego leku w tym schorzeniu [35].

Wiadomo, Zze wsrdod mechanizméw dziatania predysponujacych do aktywnosci w bdlu
neuropatycznym s3: modulowanie napi¢ciowo-zaleznych kanaléw jonowych (sodowych,
potasowych, wapniowych), wptyw na uklad GABAergiczny, modulowanie receptorow
opioidowych, kanabinoidowych 1 kwasu glutaminowego, wplyw na aktywno$¢ monoamin
takich jak noradrenalina, acetylocholina, serotonina, podrodzina receptora waniloidowego

przejsciowego potencjatu (TRPV1) [36].

5.3.1.4. Poszukiwanie nowych lekéw w padaczce, urazowym uszkodzeniu mézgu i bélu

neuropatycznym

W farmakoterapii trzech opisanych wyzej schorzen neurologicznych, padaczki,
urazowego uszkodzenia mozgu i boélu neuropatycznego, korzystne jest wykazywanie
dziatania na kilka celow molekularnych przez stosowane leki. W przypadku, gdy brakuje
wiedzy na temat konkretnego celu molekularnego lub gdy nie jest on znany,

w poszukiwaniu nowych kandydatow na leki szerokie zastosowanie znajduja badania
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przesiewowe na zwierzetach. Poza mozliwoscig identyfikacji okreSlonej aktywnosci
farmakologicznej, testy i modele in vivo umozliwiaja wyselekcjonowanie zwigzkow
posiadajacych odpowiednie cechy farmakodynamiczne konieczne do wystapienia tej
aktywnos$ci, w tym zdolno$ci dotarcia do celu molekularnego, co w przypadku zwigzkoéw
dziatajacych w obrebie uktadu nerwowego wigze si¢ z koniecznoscig pokonywania bariery

krew-moézg [17,37].

Z perspektywy chemii farmaceutycznej brak konkretnego $ci$le zdefiniowanego celu
molekularnego stanowi przestankg do podjecia poszukiwan nowych aktywnych zwigzkow
w oparciu o tzw. farmakofor. Mianem farmakoforu okresla si¢ model prezentujgcy
przestrzenne relacje miedzy okre§lonymi elementami struktury, ktéore sa wspolne
dla aktywnych zwigzkéw, przy czym nie stanowi on ani czasteczki, ani polgczenia grup
funkcyjnych. Elementami budujgcymi farmakofor moga by¢ wybrane fragmenty o pewnych
wiasciwosciach np. donory lub akceptory wigzan wodorowych, ugrupowania hydrofobowe,
aromatyczne, badz kwasowe lub zasadowe. Gdy brakuje informacji o celu molekularnym
lub gdy nie jest on znany, mozliwe jest zaprojektowanie farmakoforu na podstawie struktur
zwigzkow aktywnych (ang. ligand based pharmacophore) dzigki analizie i wytypowaniu cech

strukturalnych warunkujacych okreslong aktywno$¢ [38,39].

5.3.2. Zalozenia i cel pracy

Kwas cynamonowy (Ryc. 1a) nalezy do nienasyconych aromatycznych kwasow
organicznych. Wystepuje naturalnie w roslinach, gdzie stuzy m.in. jako substrat do syntezy

aldehydu cynamonowego (Ryc. 1b).

(0]
AN | OH ©/\/\H
a) b)

Rycina 1. Struktury chemiczne kwasu E-cynamonowego (a), aldehydu E-cynamonowego (b).

Zwigzki te charakteryzuja si¢ prosta budowa dajaca mozliwo$¢ wprowadzenia szeregu

modyfikacji strukturalnych w celu otrzymania nowych pochodnych cechujacych sie
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odpowiednimi wilasciwosciami fizykochemicznymi oraz biologicznymi. Mozliwe miejsca

modyfikacji obejmuja:

1) pierscien fenylowy - daje mozliwo$¢ wprowadzenia réznorodnych podstawnikow
np. grup alkilowych, alkoksylowych, arylowych, hydroksylowych, fluorowcow;

i) tacznik etenylenowy - warunkuje wystgpowanie izomerii geometrycznej (konfiguracja
E lub Z), daje mozliwos¢ wprowadzenia réznorodnych podstawnikow;

iii) grupy funkcyjne: karboksylowa/aldehydowa - umozliwiaja otrzymanie nowych zwigzkoéw

z innych grup chemicznych np. estrow, amidow, amin, eterow.

Wiasciwosci biologiczne niezmodyfikowanego kwasu i1 aldehydu cynamonowego byty
przedmiotem licznych publikacji naukowych. Szeroka gama opisanych efektow obejmuje
dziatanie  przeciwdrobnoustrojowe [40,41], przeciwnowotworowe [42], czy tez
antyoksydacyjne [41]. Warto wspomnie¢, ze w przypadku niezmodyfikowanych substancji
i ich prostych pochodnych takich jak kwas kawowy (kwas 4-hydroksycynamonowy) czy
ferulowy (kwas 4-hydroksy-3-metoksycynamonowy), doniesienia literaturowe dotycza
wielokrotnie badan prowadzonych na ekstraktach roslinnych, w ktorych metodami
fizykochemicznymi potwierdzano obecno$¢ zwigzkow aktywnych. Odpowiednie modyfikacje
chemiczne umozliwity otrzymanie syntetycznych pochodnych cechujacych — si¢
korzystniejszymi  wlasciwosciami  biologiczno-farmakologicznymi. Dostepna literatura
dostarcza informacji o ich dziataniu przeciwnowotworowym i cytotoksycznym [42-45],
przeciwdrobnoustrojowym w tym przeciwbakteryjnym [41,46], przeciwgrzybiczym
[41,47,48], przeciwgruzliczym [49], przeciwmalarycznym [50,51], antyoksydacyjnym
[41,52], hepatoprotekcyjnym [42], przeciwcukrzycowym [42], obnizajacym poziom
cholesterolu [53], hamujacym proces melanogenezy [54], hamujagcym metaloproteinazy [55],
czy tez fotoprotekcyjnym [56]. Ponadto szereg publikacji dotyczy aktywnos$ci pochodnych
kwasu cynamonowego w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym. W licznych
badaniach wykazano m.in. ich korzystng aktywno$¢ przeciwdrgawkowa, przeciwbolowa,

neuroprotekcyjng i przeciwdepresyjna.

Zastosowanie pochodnych kwasu cynamonowego w leczeniu padaczki, cho¢
nieSwiadome, bylo znane od wielu wiekow w tradycyjnej medycynie azjatyckiej
i afrykanskiej. Wykorzystywano w tym celu ro$liny z rodziny Pieprzowatych (Piperaceae).

Rozwd¢j nauki pozwolil na wyizolowanie zwigzkéw odpowiedzialnych za aktywno$¢
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przeciwpadaczkowa tj. piperyny (piperine) i antyepilepsyryny (antiepilepsirine) (Ryc. 2).

Antyepilepsyryna zostata zarejestrowana jako lek przeciwpadaczkowy w Chinach [57].

o X ﬁN 0 X ﬁN
ReCHOACGINCORRS

Rycina 2. Struktury chemiczne piperyny (a) i antyepilepsyryny (b).

Natomiast cynromid (cinromide, Ryc. 3), syntetyczna pochodna amidu kwasu
cynamonowego podstawiona w pierscieniu fenylowym atomem bromu w pozycji meta
i posiadajaca podstawnik N-etylowy byla testowana w badaniach klinicznych w zespole

Lennox-Gastant, jednej z postaci padaczki, ktora wystepuje u dzieci [58,59].

Br
oy

Rycina 3. Struktura chemiczna cynromidu.

Przestankag do prowadzenia badan w zakresie aktywnos$ci w uktadzie nerwowym
pochodnych kwasu cynamonowego, poza doniesieniami literaturowymi, byly takze wihasne
doswiadczenia w tym zakresie. Otrzymane w ramach mojej pracy doktorskiej zwigzki
stanowigce pochodne N-(E)-cynamoilo i N-(E)-cynamylo wybranych aminoalkanoli, pomimo
stosunkowo prostej struktury, wykazywaly korzystng aktywno$¢ przeciwdrgawkows
w r6znych zwierzgcych modelach drgawek, poréwnywalng do niektorych obecnie
stosowanych lekéw przeciwpadaczkowych. Ponadto niektére z nich, poza dziataniem
przeciwdrgawkowym, charakteryzowaly si¢ aktywnosciag przeciwbolowa w  bodlu

neuropatycznym.

Ponizej przedstawione zwiagzki A, B i C (Ryc. 4) stanowig struktury odniesienia
w dalszych pracach. Parametry farmakologiczne zwigzkéw A, B i C $wiadczace o ich

aktywnosci przeciwdrgawkowej doréwnujg wybranym lekom przeciwpadaczkowym (Ryc. 4).
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CH,
X NH , .
/\( Aktywnos¢ MES, myszy, i.p.:
OH 100% protekcji w dawkach 30 i 100 mg/kg

Struktura  odniesienia  A:  R,S-1-{[(2E)-3-fenyloprop-2-en-1-ylo]Jamino}propan-2-ol)
(pochodna N-cynamylowa R,S-1-aminopropan-2-olu)

EDso (MES, myszy, i.p.) = 47,12 mg/kg, P1=2,9

0
| CH, EDso (SCPTZ, myszy, i.p.) = 77,10 mg/kg, P1=1,8
X NH/Y EDso (MES, szczury, p.o.) = 22,80 mg/kg, P1>21,9
OH EDso (scPTZ, szczury, p.o.) = 46,20 mg/kg, P1>10,8

EDso (kindling, hipokamp, szczury, i.p.) = 50,28 mg/kg

Struktura odniesienia B: R,S-(2E)-N-(2-hydroksypopylo)-3-fenyloprop-2-enamid (pochodna
N-cynamoilowa R,S-1-aminopropan-2-olu

0
| EDso (MES, myszy, i.p.) = 54,98 mg/kg, P1=2,5
X N EDso (scPTZ, myszy, i.p.) = 82,28 mg/kg, P1=1,7
EDso (MES, szczury, p.o.) = 43,45 mg/kg, PI>11,5
EDso (scPTZ, szczury, p.o.) = 118,00 mg/kg, P1>4,2
OH EDso (6-Hz, 32 mA, myszy, i.p.) = 60,62 mg/kg, PI=2,3

Struktura odniesienia C: R,S-(2E)-1-(3-hydroksypiperydyn-1-ylo)-3-fenyloprop-2-en-1-on
(o alternatywnym symbolu KM-608)

EDso (MES, myszy, i.p.) = 263 mg/kg, PI=1,5

EDso (SCPTZ, myszy, i.p.) = 220 mg/kg, P1=1,8

EDso (MES, szczury, p.o.) = 485 mg/kg, P1=1,6

HyC CHy EDso (SCPTZ, szczury, p.o.) = 646 mg/kg, P1=1,2

EDso (6-Hz, 32 mA, myszy, i.p.) = 126 mg/kg, P1=3,2
EDso (kindling, hipokamp, szczury, i.p.) = 1287,5 mg/kg

COOH

Kwas walproinowy

EDso (MES, myszy, i.p.) = 7,8 mg/kg, P1=5,8
\ EDso (SCPTZ, myszy, i.p.) > 50 mg/kg, PI< 0,9
N EDso (MES, szczury, p.o.) = 5,35 mg/kg, P1=68,0
EDso (SCPTZ, szczury, p.0.) > 250 mg/kg, PI<1,5
%k EDso (6-Hz, 32 mA, myszy, i.p.) = 60,62 mg/kg, PI=2,3
O NH, EDso (kindling, hipokamp, szczury, i.p.) = 119,4 mg/kg

Karbamazepina

Rycina 4. Struktury zwigzkéw odniesienia A, B, C oraz lekow przeciwpadaczkowych: kwasu walproinowego
i karbamazepiny wraz z wybranymi parametrami farmakologicznymi. Dane farmakologiczne lekéw pochodza
z referencji [60-62].

Zwigzek A stanowi pochodng N-cynamylowa R,S-1-aminopropan-2-olu, ktory wykazat
korzystne dzialanie po podaniu dootrzewnownym w tescie maksymalnego wstrzasu

elektrycznego (MES) u myszy. Pochodne N-cynamoilowe R,S-1-aminopropan-2-olu (B)
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i R,S-3-hydroksypiperydyny (C) wykazatly szerokg aktywno$¢ przeciwdrgawkowa w testach
MES, drgawek indukowanych podskérng iniekcja pentylenetetrazolu (scPTZ), 6-Hz
i/lub modelu drgawek rozniecanych i byly przedmiotem badan poszerzonych majacych na

celu zdefiniowanie parametréw ilosciowych (EDso, PI).

Dalsze prace w tej grupie pochodnych N-(E)-cynamoilo i N-(E)-cynamylo wybranych
aminoalkanoli, prezentowane jako gtoéwne osiggni¢cie naukowe, dotyczyly syntezy nowych
pochodnych stanowigcych modyfikacje aktywnych struktur (A i B) i ocene¢ ich aktywnosci
przeciwdrgawkowej, a takze poszerzonych badan farmakologicznych zwigzku C,
ktory nalezal do najaktywniejszych przeciwdrgawkowo substancji. Poszerzone badania
przewidziano takze dla najaktywniejszych zwigzkow wyselekcjonowanych z nowo

otrzymanych serii.

Modyfikacje strukturalne zwigzkéw A i B polegaly na wprowadzeniu wybranych
podstawnikow do pierscienia fenylowego i/lub 1acznika etenylenowego. Dodatkowo,
W oparciu o wilasne doswiadczenia, z ktorych wynika, ze istotny wpltyw na aktywnosc¢
przeciwdrgawkowa ma komponenta aminoalkanolowa, w nowych zwigzkach modyfikowano

takze N-podstawnik w grupie amidowe;j.

Projektowanie przewidzianych do syntezy struktur opierato si¢ o zalozenia na temat
obecnosci okreslonych elementow farmakoforowych w czasteczce 1 ich wpltywu
na wykazywanie korzystnej aktywnosci przeciwdrgawkowej. Zwiagzki mialy zawiera¢ takie
elementy jak:

e jedna lub wigcej domen hydrofobowych (np. pierscien fenylowy);

e domena wigzgca wodory (ang. hydrogen bonding domain, posiada wtasciwosci akceptora
1 donora wigzan wodorowych, utworzona jest przez donor elektronow wystepujacy
w odpowiednio blisko do grupy NH, np. grupa amidowa z wolnym wodorem przy azocie);

e dodatkowe elementy strukturalne o wlasciwosciach akceptorowo-donorowych wigzan

wodorowych.

Obecnos¢ takich fragmentéw determinuje mozliwo$¢ wystapienia interakcji z celem
molekularnym np. dzigki wigzaniom wodorowym i/lub hydrofobowym. Powyzsze zatozenie
opiera si¢ o dostepne w literaturze dane dotyczace budowy lekow przeciwpadaczkowych
1 zwigzkow, dla ktérych udowodniono w badaniach przedklinicznych obiecujaca aktywnos¢
przeciwdrgawkowa. Analiza ich struktur chemicznych przeprowadzona przez Khana i wsp.
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[63] pozwolita na zaproponowanie modelu farmakoforowego zwigzkoéw wykazujacych
aktywno$¢ w tescie MES, ktory zaklada obecnos¢ akceptora wigzan wodorowych/donora
elektronow (D) w odleglosciach 3,02-5,68 A od pierécienia aromatycznego i 2,89-6,00 A
od domeny wigzagcej wodory (HBD) i bardziej zréznicowanym dystansie pomiedzy

pierscieniem fenylowym a HBD wynoszacym 4,90-8,02 A (Ryc. 5).

HBD
4,90-8,02A 4
________ \ HBD - domena wigzgca wodory
— \\ 2,89-6,00 A D - donor elektronow
__________ \
3,02- 5,68 A “‘. D

Rycina 5. Zaproponowany model farmakoforu dla zwigzkéw wykazujacych aktywnos$¢ w tescie MES [63].

Poszerzone badania farmakologiczne zwigzku C i nowych pochodnych miaty obejmowaé
dodatkowe testy aktywnosci przeciwdrgawkowej w modelach drgawek rozniecanych
(kindling) i/lub badanie aktywno$ci przeciwbolowej. Dodatkowo z uwagi na podobng
patogeneze padaczki, wtornych zmian w przebiegu urazowego uszkodzenia mozgu oraz bolu
neuropatycznego, u podstaw ktérej lezy nadreaktywno$¢ w obrebie wiokien nerwowych,
a takze na tozsame molekularne mechanizmy aktywnosci substancji stosowanych w terapii
tych schorzen (m.in. wplyw na napigciowo-zalezne kanaly jonowe, wplyw na uktad
GABAergiczny i glutaminergiczny) racjonalne jest wspdlne testowanie nowych kandydatow

na leki w fazie przedklinicznej.

W oparciu o przedstawione powyzej zalozenia celem przeprowadzonych

przeze mnie prac byty:

¢ modyfikacje strukturalne zwigzkow odniesienia A i B prowadzace do otrzymania nowych
pochodnych charakteryzujacych si¢ korzystniejsza aktywnos$cia farmakologiczng
i/lub odpowiednimi wlasciwosciami fizykochemicznymi mogacymi pozytywnie wptywaé

na ich biodostgpnosé;

e poszerzenie biblioteki zwigzkow w celu przeprowadzenia analizy struktura-aktywnosé
na podstawie otrzymanych wynikow badan przesiewowych w kierunku aktywnos$ci

przeciwdrgawkowej in vivo;
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e przeprowadzenie resyntezy pochodnych wykazujacych obiecujagca  aktywnos$c
przeciwdrgawkowg w testach przesiewowych, aby zapewni¢ wystarczajgcg ilos¢ zwigzkow
do badan poszerzonych w testach ilosciowych, obejmujacych wyznaczenie parametrow
farmakologicznych EDso i TDsg, w modelach drgawek opornych i/lub modelach

epileptogenezy, a takze bolu neuropatycznym;

e zbadanie aktywno$ci wybranych najbardziej obiecujacych zwigzkéw w hamowaniu zmian

wtornych w przebiegu urazowego uszkodzenia mozgu;
e proby wyjasnienia molekularnego mechanizmu dziatania aktywnych pochodnych;

e zaproponowanie modelu farmakoforowego na podstawie badan krystalograficznych

dla pochodnych kwasu cynamonowego wykazujacych aktywnos$¢ przeciwdrgawkows.

5.3.3. Wyniki badan i dyskusja

H1 Gunia-Krzyzak A, Waszkielewicz AM, Stoczynska K, Borczuch-Kostanska M, Cegla
M, Satata G, Bojarski AJ, Marona H. Synthesis and anticonvulsant activity of N-
(trans)- 3-phenylprop-2-en-1-yl (cinnamyl) derivatives of aminoalkanols. Letters in
Drug Design & Discovery, 2014, 11(8):1040-1052.

X R
~ N
_CH,)

o v
\ - R - aminoalkanol

Rycina. 6. Ogolny wzor pochodnych opisanych w publikacji H1.

W publikacji H1 opisano syntezg, wilasciwosci fizykochemiczne i aktywno$é
przeciwdrgawkowa zwigzkow 1-16 w tym zwigzku odniesienia A. Zwiazki 1-16 stanowia
zwartg grupe N-cynamylowych pochodnych aminoalkanoli, w tym substancji
niezmodyfikowanych w pierscieniu fenylowym (zwiazki 1-11) oraz nowych oryginalnych
pochodnych, ktore zawieraly w pierscieniu fenylowym podstawnik orto-metoksylowy
(zwigzki 12-16). Przestankg dla tej modyfikacji bylo wprowadzenie do czasteczki
dodatkowego akceptora wigzan wodorowych (grupa O-CHas), ktéry w pordéwnaniu
ze zwigzkami niepodstawionymi daje mozliwo$¢ tworzenia nowego miejsca oddziatywania
z celem molekularnym. Komponente¢ aminoalkanolowa w nowych zwigzkach stanowity
R,S-2-aminopropan-1-ol, R,S-1-aminopropan-1-ol, R,S-2-aminobutan-1-ol, 2-amino-2-
metylopropan-1-ol, D,L-trans-2-aminocykloheksanol (Ryc. 6).
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Tytulowe pochodne otrzymano w dwuetapowym procesie obejmujgcym synteze zasady
Schiffa z aldehydu trans-cynamonowego lub  trans-o-metoksycynamonowego
i odpowiedniego aminoalkanolu oraz jej redukcje z wykorzystaniem borowodorku sodu.
Czysto$¢ zostata potwierdzona za pomoca chromatografii cienkowarstwowej w trzech
roznych uktadach rozwijajacych, a tozsamo$é mi.in. w widmach *H NMR, ktore pozwolity
takze na potwierdzenie konfiguracji E wigzania podwojnego tacznika cynamylowego. Stata
sprz¢zenia (J) sygnatow wodorow zwigzanych z weglami podwodjnego wigzania wynosita
15,8-16,2 Hz. Dla wybranych zwigzkéw wykonano pilotazowe badania wyznaczenia stale]
dysocjacji (wyrazonej wspotczynnikiem pKa) z zastosowaniem metody potencjometrycznej.
Mialo to na celu dokonanie pelniejszej analizy wiasciwosci fizykochemicznych,

ktére znaczaco wptywaja na farmakokinetyke zwiazkéw, w tym na ich biodostepnosc.

Zwiazki zostaly przebadane w kierunku wykazywania aktywnos$ci przeciwdrgawkowej
w ramach programu poszukiwania nowych lekow przeciwpadaczkowych (ASP)
w amerykanskim Narodowym Instytucie Zdrowia (NIH). Wigkszo$¢ pochodnych byta
testowana wedlug standardowego protokolu obejmujacego testy maksymalnego wstrzasu
elektrycznego (MES), podskornego pentylenetetrazolu (SCPTZ, nazwy synonimowe
chemokonwulsanta to: pentetrazol, metrazol, kardiazol) i neurotoksycznosci (rotarod)
wykonywane na myszach po dootrzewnowym podaniu badanego zwigzku. Testy MES
i SCPTZ okresla si¢ mianem ,zlotego standardu” w poszukiwaniu nowych lekow
przeciwpadaczkowych. Test maksymalnego wstrzasu elektrycznego pozwala zidentyfikowac
substancje aktywne u ludzi w uogolnionych napadach toniczno-klonicznych, natomiast
aktywno$¢ w tescie SCPTZ moze prognozowac skuteczno$¢ danej substancji w napadach

nieswiadomosci u ludzi [15,64].

Badane zwiazki wykazaty zréZznicowang aktywno$¢ w tescie MES, wigkszos$¢ z nich byta
aktywna w dawce 100 mg/kg (myszy, i.p.), a zwiazki 4 (pochodna R,S-1-aminopropan-2-olu),
12 (pochodna R,S-2-aminopropan-1-olu) i 16 (pochodna trans-D,L-2-aminocykloheksanolu)
wykazaty dodatkowo protekcje przed wystgpieniem drgawek w dawce 30 mg/kg (myszy,
I.p.). Zwiazki nie byty natomiast aktywne w tescie SCPTZ, co mogloby sugerowaé okreslony
mechanizm dziatania na poziomie komorkowym. Jak podaja zrdédia literaturowe,
Za najskuteczniejsze w tescie MES uwaza si¢ substancje hamujace napigciowo-zalezne kanaty
sodowe, cho¢ aktywne zwiagzki wykazuja tez inne mechanizmy dziatania jak aktywacja

kanatow potasowych, dzialanie poprzez podjednostke 023 kanatow wapniowych, antagonizm
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receptorow NMDA lub AMPA. Skutecznos$¢ w tescie SCPTZ wykazuja zwiazki blokujace
kanaly wapniowe oraz wplywajace na uktad GABAergiczny [15,64]. Badane zwigzki
wykazywaly zréznicowang neurotoksyczno$¢ oceniang metoda obracajacego si¢ preta
u myszy po podaniu dootrzewnowym. Dziatanie neurotoksyczne byto obserwowane
szczegbdlnie w dawce 300 mg/kg czyli wyzszej niz dawka aktywna. Wigckszo$¢ zwigzkow
w dawce 100 mg/kg byla nietoksyczna lub wykazywala jedynie efekty neurotoksyczne
u kilku sposrdéd testowanych zwierzat. Ponadto 10 zwiazkow zostato przebadanych w tescie
MES i ocenie neurotoksycznosci wykonanych na szczurach po podaniu doustnym. Nie
wykazano w nich ani aktywnosci przeciwdrgawkowej ani neurotoksyczno$ci. Jednak bioragc
pod uwage korzystne wyniki testu MES wykonanego u myszy po podaniu dootrzewnowym,
brak aktywno$ci po podaniu doustnym u szczurow mogl wynika¢ z matej biodostepnosci

spowodowanej na przyktad nieefektywnym wchlanianiem z przewodu pokarmowego.

Zwiagzek 13 (pochodna R,S-1-aminopropan-2-olu zawierajgca podstawnik oOrto-
metoksylowy w pierScieniu fenylowym) zostat zakwalifikowany do zmodyfikowanego
protokotu badawczego programu poszukiwania lekow przeciwpadaczkowych w NIH
i w pierwszej kolejnosci byt badany w teScie drgawek indukowanych pradem o niskiej
czestotliwosci 6-Hz (w wariancie 32 mA) na myszach po podaniu dootrzewnowym. Test 6-Hz
jest uwazany za model drgawek lekoopornych, a wykazana w nim skuteczno$¢ uwazana jest
za prognoz¢ aktywnosci w drgawkach psychomotorycznych i ogniskowych u ludzi. Zwigzek

13 w dawce 100 mg/kg chronit 50% (2 z 4) zwierzat przed wystgpieniem drgawek.

W celu znalezienia mozliwego komorkowego mechanizmu dziatania, dla wigkszoS$ci
zwigzkOw oceniono powinowactwo do receptorow serotoninergicznych 5-HTia, 5-HTe
I 5-HT7. Otrzymane wyniki wskazuja na stabe wigzanie z tymi receptorami, a zatem nie jest

to gtdéwny mechanizm dziatania badanych zwigzkow.

Pochodne N-(E)-cynamyloaminoalkanoli, w tym posiadajace grupe O-metoksylowa
W pierscieniu fenylowym, nie zostaty zakwalifikowane do bardziej zaawansowanych
poszerzonych badan farmakologicznych. Otrzymane wyniki aktywnos$ci przeciwdrgawkowej
w teScie MES (myszy, i.p.) $wiadczg jednak, ze zwigzki te stanowig interesujgca grupe,
w ktorej mozna przeprowadzi¢ dalsze modyfikacje strukturalne w celu optymalizacji

aktywnosci farmakologicznej i biodostepnosci.
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H2 Gunia-Krzyzak A, Pytka K, Stoczynska K, Waszkielewicz AM, Satata G, Bojarski AJ,
Sapa J, Filipek B, Cegla M, Pe¢kala E, Marona H. Preliminary evaluation of central
nervous system activity of (E)-N-2-methyl-3-phenylprop-2-enyl  ((E)-o-
methylcinnamyl)  derivatives of selected aminoalkanols. Acta Poloniae
Pharmaceutica, 2016, 73(2):345-357.

~~ R-aminoalkanol
Rycina 7. Ogoélny wzor pochodnych opisanych w publikacji H2.

Kolejng seri¢ otrzymanych zwigzkéw stanowito 10 N-a-metylocynamylowych
pochodnych aminoalkanoli (Ryc. 7), ktorych synteza i wlasciwosci farmakologiczne sa
przedmiotem publikacji H2. Komponent¢ aminoalkanolowa w tytutowych zwigzkach
stanowig R,S-2-aminopropan-1-ol (1), R,S-1-aminopropan-1-ol (II), 3-aminopropan-1-ol (111),
R,S-2-aminobutan-1-ol (IV), 2-amino-2-metylopropan-1-ol (V), 4-aminobutan-1-ol (VI),
5-aminopentan-1-ol (VIn), R,S-2-amino-1-fenyloetanol (VI), D,L-trans-2-
aminocykloheksanol (IX) i trans-4-aminocykloheksanol (X). Badane zwigzki zawieraja
w swojej strukturze co najmniej cztery elementy farmakoforowe,
w tym dwie domeny hydrofobowe i dwa fragmenty o wlasciwosciach akceptorowo-
donorowych wigzan wodorowych. Jedng z domen hydrofobowych stanowi grupa metylowa
wprowadzona do tancucha cynamylowego jako modyfikacja strukturalna zwiazku odniesienia

A (przedstawionego na Ryc. 4, str. 18).

Zwiazki 1-X otrzymano w dwuetapowej reakcji obejmujgcej synteze zasady Schiffa
z aldehydu E-a-metylocynamonowego i odpowiedniego aminoalkanolu oraz jej redukcje
z wykorzystaniem borowodorku sodu. Zasady krystalizowano z n-heksanu. W przypadku
trudnosci z otrzymaniem zasady w postaci statej z powodu zbyt niskiej temperatura topnienia,
otrzymywano odpowiednie chlorowodorki. Czysto$¢ zostala potwierdzona za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej w trzech roéznych ukladach rozwijajacych, a tozsamosé

mi.in. w widmach *H NMR.

Badania aktywnosci przeciwdrgawkowej zostalty wykonane w NIH (USA). Zwiazki 1-V

I VII-X zostaly przebadane wedlug standardowego protokolu obejmujacego testy MES,
SCPTZ i rotarod u myszy po podaniu dootrzewnowym zwiazku w dawkach 30, 100
1 300 mg/kg. Zwigzek VI zostat przebadany wedtug zmodyfikowanego protokotu w testach
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6-Hz 1 rotarod (myszy, i.p.). W teScie MES przeprowadzonym po 0,5 godziny
od dootrzewnowego podania zwigzkow, 8 z 9 testowanych substancji wykazato aktywno$¢
w dawce 100 mg/kg, a zwiazek | z komponenta R,S-2-aminopropan-1-olu byt aktywny takze
w dawce 30 mg/kg. Test MES wykonany po 4 godzinach od podania zwigzkéw nie wykazat
ich aktywnos$ci przeciwdrgawkowej, co swiadczy o ich krétkim czasie dziatania. W tescie
6-Hz (32 mA) zwigzek | wykazal obiecujaca aktywnos¢ w dawce 100 mg/kg po 15 minutach
i 0,5 godziny od podania. Badane zwiazki cechowaly si¢ zréznicowang neurotoksycznoscia,
obserwowang gtownie w dawce 300 mg/kg. Podobnie jak w przypadku pochodnych trans-
cynamylowych i trans-o-metoksycynamylowych opisanych w publikacji H1, takze
przedstawione tutaj pochodne E-a-metylocynamonowe nie wykazaly aktywnosci
przeciwdrgawkowej w tescie SCPTZ. Nie byly takze aktywne w tescie MES ani

neurotoksyczne po podaniu doustnym u szczurow.

W celu poszukiwania molekularnego mechanizmu dzialania oceniono powinowactwo
badanych substancji do receptoréw serotoninergicznych 5-HT1a, 5-HTes i 5-HT7. Otrzymane
wyniki wskazuja na stabe wigzanie z tymi receptorami, jednak dla zwigzku VIII otrzymano
warto$¢ Ki dla receptorow 5-HTia ~11-44 razy mniejsza w pordwnaniu z pozostatymi
pochodnymi. Zwiagzek VIII rézni si¢ swoja budowa od pozostatych w serii, gdyz
w podstawniku przy azocie grupy aminowej posiada dodatkowa komponent¢ hydrofobowsg

tworzong przez pierscien fenylowy (Ryc. 8).

(B0« _ty o —1BA]

HBD

Rycina 8. Struktura zwiazku VIII oraz jego elementy farmakoforowe: szare kota - domeny hydrofobowe,

HBA - akceptory wigzan wodorowych, HBD - donory wigzan wodorowych

Biorac pod uwage otrzymane wyniki powinowactwa 1 wyr6zniajaca si¢ struktur¢ zwiagzku
V111, zaplanowano dla niego dodatkowe badania w kierunku aktywnosci przeciwdepresyjnej
1 przeciwlegkowej. W celu optymalizacji podania zwigzku VIII zwierzetom, zostat on

przeksztalcony w chlorowodorek uzyskujac pochodna VIlla, ktéra poddano testom
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wymuszonego ptywania, czterech ptytek i spontanicznej aktywnos$ci motorycznej na myszach
po podaniu dootrzewnowym (badania zostaly wykonane w Zakladzie Farmakodynamiki
Katedry Farmakodynamiki UJ CM). Otrzymane wyniki wskazuja na obiecujgca aktywnosc¢
przeciwdepresyjng i przeciwleckowg pochodnej VIlla w dawkach 20 i 30 mg/kg (test
wymuszonego ptywania) oraz 2,5-30 mg/kg (test czterech ptytek). Byly to dawki nie

powodujace efektow neurotoksycznych.

Obiecujace wyniki aktywnosci przeciwdepresyjnej i przeciwlgkowej zwiazku V1lla byly
przestanka do przeprowadzenia jego szerszej charakterystyki biologicznej. Wykonano
dla niego badania przewidywania metabolizmu in vitro z wykorzystaniem mysich
mikrosoméw  watrobowych  (badania  przeprowadzono w  Zaktadzie Biochemii
Farmaceutycznej UJ CM). Wykazaly one po 15 minutach inkubacji powstanie dwoch
metabolitow w wyniku alifatycznej (w grupie -CHsz) i aromatycznej (w pier§cieniu
fenylowym) hydroksylacji, a takze utleniania powstatej alifatycznej grupy hydroksylowej
do aldehydowej. Z kolei po 30 minutach inkubacji w wyniku utleniania grupy aldehydowej
powstawata pochodna kwasu karboksylowego oraz zachodzita kolejna hydroksylacja
w pierscieniu fenylowym. Dodatkowo Kkorzystajac z programu komputerowego MetaSite
(wersja 5.0.3, Molecular Discovery Ltd.) pozwalajacego na przewidywanie metabolizmu
ksenobiotykow, zaproponowano izoenzymy cytochromu P450 mogace bra¢ udziat

w opisanych przemianach metabolicznych (Ryc. 9).
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Rycina 9. Przemiany metaboliczne zwigzku VIlla badane in vitro z wykorzystaniem mysich mikrosomow

watrobowych.
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Podsumowujac, opisane N-(E)-a-metylocynamylo pochodne aminoalkanoli wykazaty
aktywno$¢ w tescie MES u myszy po podaniu dootrzewnowym w dawkach 30-100 mg/kg,
nie byly aktywne w tescie SCPTZ i cechowatly si¢ zroznicowang neurotoksycznoscia (gltownie
w dawce 300 mg/kg). Zwigzek VIlla posiada wlasciwosci przeciwdepresyjne
i przeciwlekowe (po podaniu dootrzewnowym). Z uwagi na prawdopodobienstwo stabego
wchtaniania z przewodu pokarmowego opisanych zwigzkéw konieczne byly ich dalsze

modyfikacje strukturalne w celu poprawy parametrow farmakokinetycznych.

H3 Gunia-Krzyzak A, Panczyk K, Waszkielewicz AM, Marona H. Cinnamamide
derivatives for central and peripheral nervous system disorders — a review of
structure-activity relationships. ChemMedChem, 2015, 10(8):1302-1325.

Badania w grupach N-cynamylowych pochodnych aminoalkanoli podstawionych grupa
metoksylowa w pozycji orto pierscienia fenylowego (publikacja H1) oraz grupa metylowa
w pozycji alfa tancucha (publikacja H2) nie przyniosty spodziewanych korzystnych
rezultatbw w zakresie aktywno$ci przeciwdrgawkowej, dlatego dalsze prace postanowiono
prowadzi¢ w grupie ich amidowych analogow projektujac nowe zwigzki w oparciu o strukture
odniesienia B (Ryc. 4, str. 18). W pracy przegladowej H3, wykorzystujac 0 dane literaturowe,
zebrano informacje na temat wykazywania mozliwego dziatania farmakologicznego
w osrodkowym 1 obwodowym uktadzie nerwowym oraz celéw molekularnych licznych
pochodnych amidu kwasu cynamonowego. Omowiono takze zaleznosci struktura-aktywnosé
dla poszczegdlnych efektow farmakologicznych, zwracajac uwage na mozliwe miejsca
modyfikacji strukturalnych w uktadzie amidu kwasu cynamonowego tj. I) pier§cienia

fenylowego, ii) linkera etenylenowego, iii) azotu grupy amidowej.

Badania aktywno$ci przeciwdrgawkowej w grupie pochodnych amidu kwasu
cynamonowego jest uzasadnione mozliwo$cig identyfikacji w strukturze tych zwigzkow
elementow farmakoforowych przypuszczalnie decydujacych o korzystnym profilu
aktywnosci. Do tych elementow nalezg pierScien aromatyczny i grupa amidowa, ktore
wystepuja w wielu obecnie stosowanych lekach przeciwpadaczkowych. Z uwagi na fakt,
ze w strukturach amidowych pochodnych kwasu cynamonowego elementy te sa potaczone
przy pomocy mostka etenylenowego, zapewnione jest ich odpowiednie state ulozenie
przestrzenne. Ponadto, mozliwo$¢ wprowadzenia odpowiedniego podstawnika do grupy

amidowej skutkuje uzyskaniem kolejnego elementu strukturalnego dajacego mozliwo$é
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wigzania z celem molekularnym. Analiza zalezno$ci pomiedzy strukturg i aktywnoscig
przeciwdrgawkowa pozwala wysung¢ wnioski o korzystnym wptywie matych,
hydrofobowych, elektronoakceptorowych podstawnikow w pozycji meta lub para pier§cienia
fenylowego. Preferowanymi podstawnikami sg chlor, brom, fluor, czy tez grupa
trifluorometylowa. Wprowadzenie takiego podstawnika moze mie¢ wpltyw na zwigkszenie
aktywnos$ci zarowno w testach drgawek wywotywanych przy uzyciu pradu elektrycznego, jak
rowniez drgawek indukowanych chemicznie. Modyfikacje strukturalng polegajaca
na wprowadzeniu atomu chloru w pozycji para pierscienia fenylowego zastosowano
w zwigzkach bedacych przedmiotem publikacji H4. Kolejne wnioski dotycza konfiguracji
E podwdjnego wigzania, ktora warunkuje efekt ,wyciszajacy” uklad nerwowy,
w przeciwienstwie do zwigzkéw posiadajacych konfiguracje Z, ktore wykazywaly efekt
stymulujacy w obrgbie OUN. Minimalng odlegto$§¢ pomiedzy pierScieniem i grupa amidowa
stanowia dwa atomy wegla, przy czym wydluzanie lancucha do czterech wegli nie
powodowato utraty aktywnosci przeciwdrgawkowej (jak w opisanej wyzej pipernie, RycC. 2).
W przypadku podstawnikéw w grupie amidowej, preferowane sg raczej mate ugrupowania,
przy czym wybrane zwigzki N-monopodstawione, N,N-dipodstawione, a takze posiadajace
azot wilaczony w pierscien wykazywaly zadowalajaca aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa.
Przyktadem zwigzku N,N-dipodstawionego jest N,N-dietylo-3-fenylopropop-2-enamid
(Ryc. 10), ktory wykazat aktywnos¢ w tescie MES (EDso=25,3 mg/kg, szczury, p.o.) i sScPTZ

w dawce 225 mg/kg (szczury, p.o.).
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Rycina 10. Struktura (E)-N,N-dietylo-3-fenylopropop-2-enamidu.

Innymi opisanymi aktywnosciami w uktadzie nerwowym pochodnych amidu kwasu
cynamonowego s3 dzialanie przeciwdepresyjne, przeciwbolowe, przeciwzapalne,
rozluzniajace migsnie szkieletowe, sedatywne, nasenne, a takze wplyw na schorzenia
neurodegeneracyjne 1 dziatanie neuroprotekcyjne. Mozliwymi celami molekularnymi
w obrebie ukladu nerwowego, z ktorymi mogg oddzialywaé pochodne amidu kwasu
cynamonowego sg receptory kwasu y-aminomastowego (GABAA) zlokalizowane w kanatach
jonow chlorkowych, receptory kwasu N-metylo-(D)-asparaginowego (NMDA), receptory
przejsciowego potencjatu (ang. transient receptor potential, TRP) nalezace do rodziny
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nieselektywnych kanatéw kationowych, napieciowo-zalezne kanaly potasowe, receptory
dopaminergiczne, monoaminooksydazy, deacetylazy histonowe (HDACS), receptory

prostanoidowe, receptory opioidowe oraz receptory histaminowe Hs.

Interesujagcym przyktadem zwigzku o aktywno$ci przeciwbolowej jest (E)-3-(3,4-
dihydroksyfenylo)-N-[2-(3-fluorofenylo)etylo]prop-2-enamid (Ryc. 11). Posiada on bardzo
lipofilowy podstawnik przy azocie grupy amidowej oraz dwie hydrofilowe grupy
hydroksylowe podstawione w pierscieniu fenylowym amidu kwasu cynamonowego. Zwigzek
ten wykazat aktywnos¢ w modelu stanu zapalnego indukowanego karagenianem w dawkach
10 i 20 mg/kg (szczury, p.o.), a zidentyfikowanym mechanizmem jego dziatania byta
inhibicja cyklooksygenazy 2 (COX-2) i TNF-o.

(l) /\/@\
HO X NH F

HO
Rycina 11. Struktura (E)-3-(3,4-dihydroksyfenylo)-N-[2-(3-fluorofenylo)etylo]prop-2-enamidu.

Z kolei (E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(3-metoksyfenylo)prop-2-enamid (Ryc. 12) byt
pierwszym  zidentyfikowanym inhibitorem podrodziny receptora  waniloidowego
przejsciowego potencjatu (TRPV1). Receptor ten zostal niedawno zakwalifikowany jako cel
molekularny w wielu schorzeniach osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego, w tym

W bolu neuropatycznym, padaczce, drgawkach gorgczkowych, udarze czy tez chorobie

Ol /©\

CH
/©/\/LNH o 3
cl

Rycina 12. Struktura (E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(3-metoksyfenylo)prop-2-enamidu.

Parkinsona.

Dokonany przeglad literatury wskazuje, ze pochodne amidu kwasu cynamonowego
stanowig interesujace 1 obiecujace zwiazki, ktére z uwagi na mozliwo$¢ okreslonych
modyfikacji strukturalnych moga wykazywa¢ wielokierunkowe dziatanie w obrgbie
o$rodkowego i obwodowego uktadu nerwowego. Zebrana literatura stanowita odpowiednig

przestanke do podjecia prac w zakresie okreslonych syntez (publikacja H4) oraz wykonania
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poszerzonych badan farmakologicznych wybranych zwigzkow, w tym oceny aktywnos$ci

przeciwbolowej i neuroprotekcyjnej (publikacje H5 i H6).

H4 Gunia-Krzyzak A, Zelaszczyk D, Rapacz A, Zestawska E, Waszkielewicz AM, Panczyk
K, Stoczynska K, P¢kala E, Nitek W, Filipek B, Marona H. Structure-anticonvulsant
activity studies in the group of (E)-N-cinnamoyl aminoalkanols derivatives
monosubstituted in phenyl ring with 4-Cl, 4-CHs or 2-CHs. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2017, 25(2):471-482.

X R
S

cl )
NS ! R-aminoalkanol

Rycina 13. Ogolny wzor pochodnych opisanych w publikacji H4.

Przytoczony w publikacji H3 przeglad literatury dotyczacy szerokiej aktywnosci
farmakologicznej w uktadzie nerwowym pochodnych amidu kwasu cynamonowego byt
przestanka do podj¢cia modyfikacji strukturalnych zwigzku odniesienia B (Ryc. 4, str. 18).
Do pierscienia fenylowego wprowadzono atom chloru w pozycje para, a komponentg
aminoalkanolowg w nowych para-chloro podstawionych pochodnych stanowity:
R,S-2-aminopropan-1-ol, R,S-2-aminobutan-1-ol, R-2-aminobutan-1-ol, S-2-aminobutan-1-ol,
R,S-1-aminopropan-2-ol, R,S-1-aminobutan-2-ol, 2-amino-2-metylopopran-1-ol,
5-aminopentan-1-ol, trans-4-aminocykloheksanol. Otrzymane przeze mnie zwigzki,
po potwierdzeniu ich czystosci i1 struktury, zostaty przebadane w kierunku wykazywania
aktywno$ci przeciwdrgawkowej. Ponadto dla wyselekcjonowanych najaktywniejszych
zwigzkow zostaly wykonane badania majace na celu ustalenie ich komérkowego mechanizmu
dziatania. Wyniki przeprowadzonych badan para-chloro N-cynamoilo aminoalkanoli sa
przedmiotem publikacji H4 (zwiazki 1, 2, 6-8, 11, 12, 14, 15, 17-19) (Ryc. 13). Dodatkowo,
ujeto w tej pracy pochodne posiadajace grupe metylowg w pierscieniu fenylowym w pozycji
para (zwiazki 9, 12, 15, 21) lub orto (3-5, 10, 13, 16, 20, 22), ktore byty przedmiotem pracy
doktorskiej. Pozwolito to na poszerzenie grupy analizowanych zwiazkow i przeprowadzenie

petniejszej analizy pomiedzy strukturg a aktywnos$cig przeciwdrgawkowa.
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Tytulowe para-chloro podstawione alkanoloamidowe pochodne kwasu cynamonowego
otrzymatam w reakcji N-acylacji wybranego aminoalkanolu z zastosowaniem chlorku kwasu
trans-4-chlorocynamonowego (syntezowanego uprzednio z kwasu trans-4-
chlorocynamonowego i chlorku tionylu). Reakcje N-acylacji prowadzitam w $Srodowisku
dwufazowym toluen/5,5% weglan potasu. Alternatywng 1 prostsza metoda syntezy byla
jednoetapowa  reakcja  kwasu  trans-4-chlorocynamonowego z  aminoalkanolem
w dimetyloforamidzie w obecno$ci N,N’-karbonylodiimidazolu, jednak proces ten przebiegat
z do$¢ niskg wydajnoscig (0k. 20%). Metoda syntezy z wykorzystaniem chlorku kwasowego
okazata si¢ duzo efektywnicjsza. Jej wydajnos¢ wynosita o0k.65-75%, dlatego tez
do otrzymywania zwiagzkoéw do badan zdecydowano si¢ na wykorzystanie gldwnie tej metody.
Warto wspomnieé, ze najaktywniejsze zwigzki otrzymano w ilosciach kilkugramowych
(np. do badan w NIH przekazano 6,9 g zwiazku 6; 7,6 g zwiagzku 11 i 2,75 g zwigzku 19).
Odpowiednia czysto$¢ otrzymanych zwigzkow wynoszaca 97-100% zostata udowodniona
przy pomocy RP-HPLC wyposazonym w detektor Corona CAD. Strukture chemiczng
zwigzkéw, w tym konfiguracje E podwdjnego wigzania w tancuchu cynamoilowym,
potwierdzono w widmach 'H NMR, ¥C NMR oraz ESI-MS. W celu pelniejszej
charakterystyki fizykochemicznej badanych enancjomerycznych pochodnych 2-aminobutan-
1-olu, zwigzku 7 o konfiguracji R i zwigzku 8 o konfiguracji S, wykonano dla nich pomiar
skrecalnosci wlasciwej, ktora wynosita [a]p?°=30,508° cm® dm? g! dla zw. 7
i [a]0%°=—30,737° cm® dm™ g* dla zw. 8.

Otrzymane zwigzki zostaly przebadane w ramach programu ASP w NIH
oraz W Zakltadzie Farmakodynamiki Katedry Farmakodynamiki UJ CM na zwierzetach
(myszach i/lub szczurach) w kierunku dzialania przeciwdrgawkowego. Wyniki badan
przesiewowych (testy MES, scPTZ i rotarod u myszy po podaniu dootrzewnowym) byty
bardzo obiecujgce i wykazaly korzystng aktywno$¢ przeciwdrgawkowa wielu pochodnych
w dawkach 100 1 300 mg/kg w tescie MES, przy umiarkowanej neurotoksycznosci,
obserwowanej gtownie w dawce 300 mg/kg. N-cynamoilowe pochodne aminoalkanoli,
w przeciwienstwie do opisanych w publikacjach H1 i H2 pochodnych N-cynamylowych,
wykazaty takze aktywno$¢ przeciwdrgawkowa w tescie SCPTZ (w dawkach 100 i 300 mg/kg),
co zdecydowanie poszerza profil farmakologiczny tych zwigzkéw i decyduje 0 mozliwoSci
wykazywania innego mechanizmu dziatania. Jak wspomniano wcze$niej, aktywno$¢ w tescie

MES koreluje z mozliwoscia hamowania napigciowo-zaleznych kanatéw sodowych
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1 wapniowych, aktywacji kanaléw potasowych, czy tez inhibicja receptorow NMDA
lub AMPA. Z kolei skuteczno$¢ w tescie SCPTZ wykazuja zwiagzki blokujace kanaty
wapniowe oraz wptywajace na uktad GABAergiczny [15,64]. Wigkszoé¢ badanych zwigzkow
cechowala si¢ krotkim czasem dziatania 1 wykazywata aktywno$¢ przeciwdrgawkowa
po 0,5 godzinie od podania, natomiast w testach przeprowadzonych po 4 godzinach nie
chronita zwierzat przed wystapieniem drgawek. Wyjatkiem byly pochodne zawierajace
w grupie amidowej komponent¢ trans-4-aminocykloheksanolu (zwiazki 19 i 20),
ktore w tescie MES (myszy, i.p.) wykazywaly aktywno$¢ przeciwdrgawkowsa wylgcznie
po 4 godzinach od podania, przy braku neurotoksycznosci. Obserwowany czas aktywnosci
moze sugerowac korzystny profil metabolizmu badanych pochodnych. Bardzo korzystne
wyniki otrzymano rowniez w tescie 6-Hz (32 mA, myszy, i.p.). Wybrane do badan pochodne
6, 11 i 17 chronity testowane zwierzgta przed wystgpieniem drgawek po 0,25; 0,5 i 1 godzinie
od podania, a pochodna trans-4-aminocykloheksanolu (zwigzek 19) rowniez w tym teScie
cechowata si¢ opdznionym czasem dziatania 1 wykazata najlepsza aktywno$¢
po 2 i 4 godzinach od podania. Najaktywniejsze zwigzki 6 i 11 byly takze badane w tescie
6-Hz przy 44 mA, uwazanym za model drgawek lekoopornych [61,65], w ktorym aktywnos¢
wykazuja jedynie nieliczne obecnie stosowane leki przeciwpadaczkowe. Rowniez w tym
wariancie zwigzki 6 1 11 chronily wszystkie badane zwierzeta przed wystapieniem drgawek

po 0,251 0,5 godzinie od podania.

(E) OH (E) (R.S).CH, (E) H
/@/\)‘\H (R.S) /@/\)‘\”/\/ X H 0]
OH
cl cl H

zwigzek 6 zwigzek 11 zwigzek 19

Cl

Rycina 14. Struktury najaktywniejszych przeciwdrgawkowo zwigzkow opisanych w publikacji H4.

Wyniki przeprowadzonych w kolejnym etapie badan ilo§ciowych na myszach w testach
MES, scPTZ, 6-Hz i rotarod dla zwigzkéw 6, 11 i 19 (Ryc. 14) zostaly przedstawione
w Tabeli 1. Na uwagg zastuguje fakt, ze zwigzek 11 byl rowniez testowany po podaniu
doustnym i wykazal zadowalajacg aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa. Otrzymane wartosci
parametrow farmakologicznych EDso i TDsg zestawiono z parametrami kwasu walproinowego
1 karbamazepiny, ktore naleza do waznych lekow pierwszego rzutu w terapii padaczki. Leki te

wykazuja odmienny profil aktywnosci klinicznej i komorkowy mechanizm dziatania.
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Tabela 1. Wyniki badan ilosciowych zwigzkow 6, 11 i 19 przeprowadzonych na myszach

oraz warto$ci parametréw farmakologicznych wybranych lekow przeciwpadaczkowych.

Zwigzek Droga Test TPE [h] EDso [mg/kg] Pl
podania lub TDso [mg/kg]

6 i.p. MES 0,25 53,8 3,65
SCPTZ 0,25 90,3 2,18
6-Hz (32 mA) 0,25 57,6 3,41
6-Hz (44 mA) 0,5 92,9 2,12
rotarod 0,25 196,5

11 i.p. MES 0,5 55,6 3,24
SCPTZ 0,5 102,2 1,76
6-Hz (32 mA) 0,5 42,3 4,26
6-Hz (44 mA) 0,25 51,3 3,51
rotarod 0,25 180,0

p.o. MES 1,0 92,5 >5,41

SCPTZ 1,0 131,8 >3,79
6-Hz (44 mA) 1,0 120,0 >4,17
rotarod - >500

19 i.p. MES 2,0 186,0 3,22
ScPTZ 2,0 316,7 1,90
rotarod 6,0 >600

Kwas i.p. MES 263 1,51

walproinowy SscPTZ 220 1,81
6-Hz (32 mA) 126 3,16
6-Hz (44 mA) 310 1,28
rotarod 398

Karbamazepina i.p. MES 7,8 5,81
scPTZ >50 <0,91
6-Hz (32 mA) 47,9 0,95
rotarod 45,4

TPE - time to peak effect; Pl (indeks protekcji) obliczany jako TDso/EDso; dane
farmakologiczne lekéw pochodza z referencji [60-61].

Kwas walproinowy jest stosowany w napadach uogélnionych: mioklonicznych, toniczno-
klonicznych, atonicznych i nieSwiadomosci oraz napadach cze$ciowych: prostych, ztozonych,
i wtornie uogolnionych, a takze w zespole Lennoxa-Gastauta [66]. Za glowny mechanizm
jego aktywnos$ci uwaza si¢ blokowanie napigciowo-zaleznych kanatow wapniowych,
ale rowniez wpltyw na przekaznictwo GABAergiczne poprzez blokowanie transaminazy
GABA i transportera GABA [9,17,67]. Karbamazepina jest rekomendowana w napadach
czg$ciowych: prostych, ztozonych i wtdrnie uogdlnionych, a takze w napadach uogdlnionych
u dorostych i dzieci, natomiast w napadach nieswiadomosci jest zazwyczaj nieskuteczna [68].

Jej glownym mechanizmem dzialania jest inhibicja napigciowo-zaleznych kanatow
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sodowych, ale uwaza si¢, ze moze ona réwniez blokowa¢ napigciowo-zalezne kanaty
wapniowe typu T [17,69]. Aktywno$¢ farmakologiczna testowanych zwigzkow 6, 11 i 19
koresponduje z dziataniem kwasu walproinowego (aktywno$¢ w testach MES, scPTZ i 6-Hz),
a rozni si¢ od karbamazepiny, ktora wykazuje znikomg aktywno$¢ w testach scCPTZ i 6-Hz,

a jej dziatanie przeciwdrgawkowe zaznaczone jest gtownie w tescie MES.

Zwigzki 6 i 11 testowano réwniez na szczurach po podaniu doustnym i dootrzewnowym
w testach MES, scPTZ i neurotoksyczno$ci. Otrzymane wyniki byly bardzo obiecujace,

przedstawiono je w ponizszej Tabeli 2.

Tabela 2. Wyniki badan ilosciowych zwiazkéw 6 1 11 przeprowadzonych na szczurach

oraz warto$ci parametréw farmakologicznych wybranych lekow przeciwpadaczkowych.

Zwiazek Droga Test TPE[h]  EDso [mg/kg] Pl
podania lub TDso [mg/kg]
6 i.p. MES 0,5 21,2 3,74
scPTZ 05 64,4 1,23
TOX 1,0 79,5
p.o. MES 0,5 46,77 5,92
TOX 4,0 276,7
11 .p. MES 0,5 41,9 1,66
scPTZ 05 56,0 1,25
TOX 0,5 69,8
p.o. MES 0,5 77,3 6,47
TOX - >500
Kwas p.o. MES 485 1,62
walproinowy scPTZ 646 1,21
TOX 784
Karbamazepina p.o. MES 5,35 68,04
ScPTZ >250 <1,46
TOX 364

TPE - time to peak effect; Pl (indeks protekcji) obliczany jako TDso/EDso; dane
farmakologiczne lekéw pochodza z referencji [60-61].

W porownaniu z karbamazeping, EDso w teScie MES zwigzkéw 6 1 11 jest mniej
korzystne, ale odmienny jest tez profil aktywnos$ci, gdyz badane zwiazki byly rowniez
aktywne w teScie SCPTZ. W poroéwnaniu z kwasem walproinowym, ktory jest aktywny
zarowno w teScie MES jak i1 scPTZ, otrzymane wartosci EDso i indeksu protekcji
(obliczanego jako TDso/EDsg) dla zwiazkow 6 1 11 sg duzo korzystniejsze. Badania
przeprowadzone po podaniu doustnym zwigzkéw wskazuja, ze ulegaja one wchlanianiu

z przewodu pokarmowego, co $wiadczy o poprawie biodostepnosci N-cynamoilowych
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pochodnych aminoalkanoli w poréwnaniu z opisanymi w publikacjach H1 i H2 analogami

N-cynamylowymi, ktére nie byty aktywne przeciwdrgawkowo w tej drodze podania.

Whnioski z przeprowadzonej analizy zalezno$ci pomiedzy strukturg i aktywnos$cig

przeciwdrgawkow3 sa nastepujace:

e potwierdzono doniesienia literaturowe o korzystnym wplywie hydrofobowego
podstawnika elektrono-akceptorowego (zastosowano atom chloru) w potozeniu para
pierscienia fenylowego. Wszystkie pochodne z atomem chloru byly bardziej aktywne

od ich niepodstawionych i para-metylowych analogow;

e optymalna odleglo$¢ pomiedzy azotem amidowym i grupa hydroksylowa N-podstawnika

tancuchowego (nie cyklicznego) wynosi 2 atomy wegla;

e dla pochodnych z podstawnikiem N-4-hydroksycykloheksylowym (odleglos¢ NH-OH
wynoszaca 4 atomy wegla) aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa wystepowata po dluzszym
czasie (np. dla zwigzku 19 czas od podania dootrzewnowego do wystgpienia aktywnos$ci

wynosi 2 godziny), co moze by¢ spowodowane powstawaniem aktywnego metabolitu.

Dla pochodnych 6 i 11 przeprowadzono badania krystalograficzne, majace na celu
zarowno potwierdzenie struktury, w tym konfiguracji, jak i pomiary odlegtosci pomiedzy
elementami farmakoforowymi. Opisane zwigzki posiadaly co najmniej trzy istotne
dla aktywno$ci przeciwdrgawkowej elementy farmakoforowe: domen¢ hydrofobowa
(pierscien fenylowy), domen¢ wigzaca wodory (grupa amidowa z wolnym wodorem
przy azocie, ang. hydrogen bonding domain) i jeden dodatkowy element strukturalny
0 Wihasciwosciach akceptorowo-donorowych wigzan wodorowych (grupa hydroksylowa
w podstawniku przy azocie grupy amidowej). Pomiary odlegtosci pomiedzy tymi elementami

postuzyty do opracowania proponowanego modelu farmakoforowego.

Wykonane badania przewidywania metabolizmu zwigzkow 6 i 11 z wykorzystaniem
szczurzych mikrosoméw watrobowych wykazaly, Ze sa one stabilne i ulegaja przemianom

jedynie w zakresie 3-4% ilosciowych po 30 minutowej inkubacji.

Obiecujace wyniki badan in vivo byty przestanka do przeprowadzenia poszukiwania

mechanizmu dzialania zwigzkow 6 i1 11 poprzez badanie potencjalnego powinowactwa
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do 80 celéw molekularnych obejmujacych receptory, kanaly jonowe oraz transportery
w stezeniu 100 uM (badania wykonane komercyjnie w firmie Cerep (Francja)). Otrzymane
wyniki wskazuja, ze zwigzek 6 moze znaczaco konkurowa¢ z odpowiednim radioligandem
przy wigzaniu do receptora benzodiazepinowego (53% wigzania), receptorow
serotoninergicznych 5-HT2s (58,2% wigzania) oraz receptora prostaglandynowego EP2
(57,6% wiazania). Z kolei zwigzek 11, sposrdd przebadanych 80 celow molekularnych,
wykazal jedynie wigzanie do receptora serotoninergicznego 5-HTia (76,6% wigzania).
Otrzymane wyniki wykazaty, ze zwigzki mogg dziala¢ poprzez wplyw na uktad
seroteninergiczny, jednak profil aktywnos$ci farmakologicznej w badaniach in vivo sugeruje,
ze nie jest to jedyny komodrkowy mechanizm dziatania. Wskazane bylyby dalsze badania
obejmujace inne cele molekularne np. podrodzing receptora waniloidowego przejSciowego

potencjatu (TRPV1) czy tez deacetylazy histonowe.

Podsumowujac, przeprowadzone badania umozliwity identyfikacj¢ co najmniej trzech
bardzo aktywnych, stabilnych metabolicznie zwigzkdow, tj.
e R,S-(2E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(1-hydroksyybut-2-ylo)prop-2-enamidu (6),
e R,S-(2E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(2-hydroksypropylo)prop-2-enamidu (11),
e (2E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(4-hydroksycykloheksylo)prop-2-enamidu (19) (Ryc. 14),
ktore wykazaly obiecujacg aktywnos$¢ przeciwdrgawkowg w testach na gryzoniach
w drgawkach indukowanych elektrycznie (MES, 6-Hz) oraz chemicznie (scPTZ), zaréwno

po podaniu dootrzewnowym jak i doustnym.

H5 Gunia-Krzyzak A(*), Bareyre FM, Marona H, Waszkielewicz AM. Four N-(E)-
cinnamoyl (cinnamamide) derivatives of aminoalkanols with promising
anticonvulsant and analgesic activity. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters,
2019, DOI: 10.1016/j.bmcl.2019.04.006
Prezentowana publikacja H5 stanowi kontynuacje badan nad poprzednio

zidentyfikowanymi i prezentowanymi powyzej w publikacji H4 N-(E)-cynamoilo

pochodnymi aminoalkanoli podstawionymi w pierscieniu fenylowym grupa metylowa

w pozycji orto (zwigzek 1) lub atomem chloru w pozycji para (zwiazki 2-4) (Ryc. 15).
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Rycina 15. Struktury zwigzkéw bedacych przedmiotem publikacji H5 z odpowiadajacymi im numerami
przypisanymi w publikacji H4.

Publikacja H5 zawiera wyniki poszerzonych zaawansowanych testow aktywnosci
farmakologicznej w zakresie dzialania przeciwdrgawkowego, hamujacego zmiany wtorne

w przebiegu urazowego uszkodzenia mézgu i/lub przeciwbdlowego testowanych zwigzkow.

Badania w zakresie dzialania przeciwdrgawkowego 1 przeciwbdlowego zostaly
wykonane w NIH. Zwiagzki 1-3 badano w tescie drgawek indukowanych dozylng infuzja
pentylenetertazolu  (ivMET) przeprowadzonym na myszach. Zwigzki podawano
dootrzewnowo w dawkach odpowiadajacym EDso w tescie MES oraz TDsp w tescie rotarod
(myszy, i.p.). W badaniu potwierdzono aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa dla wszystkich
badanych zwigzkéw, gdyz powodowaly one podwyzszenie progu drgawkowego wraz
ze zwigkszajacy si¢ dawka chemokonvulsanta. W modelu drgawek rozniecanych elektrycznie
za pomoca elektrod dorogowkowych u myszy (corneal kindled mice) wyznaczono
dla badanych zwigzkow parametr EDso, ktory wynosit 36,8 mg/kg dla zw. 1, 25,7 mg/kg
dla zw. 2 i 51,1 mg/kg dla zw. 3. W przeprowadzonym in vitro badaniu pobudliwosci
elektrycznej fragmentéw hipokampa pobranych od szczurow, ktorym uprzednio podawano

kwas kainowy wykazano dla zwigzku 2 znaczaca redukcje¢ ilosci wytadowan.

Szczegdlnie korzystna aktywno$¢ farmakologiczna zostata wykazana dla zwigzku 4
w teScie formalinowym na myszach. Zaktada on podanie formaliny do tylnej konczyny
zwierzecia, co powoduje charakterystyczne odruchowe zachowanie jakim jest lizanie miejsca
podania substancji. £aczny czas lizania jest uwazany za odpowiednik nat¢zenia odczuwanego
przez zwierzg bolu. Charakterystyczne jest wystepowanie dwoch faz odpowiedzi. W fazie

pierwszej (ostrej), trwajacej okoto 10 minut, powstawanie bolu jest zwigzane z bezposrednim
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pobudzeniem obwodowych wtdkien czuciowych i bolowych. W fazie drugiej (zapalnej) bol
jest skutkiem uwalania mediatoro6w stanu zapalnego z uszkodzonych tkanek i zakonczen
nerwowych. Zmniejszenie czasu lizania konczyny jest uwazane za wykazywanie aktywnosci
przeciwbolowej, hatomiast aktywno$¢ w drugiej fazie testu odpowiada korzystnemu dziataniu
w bolu neuropatycznym. Grupg¢ kontrolng stanowig zwierzeta, ktorym podaje si¢ sam
rozpuszczalnik (np. metylocelulozg). Zwigzek 4 badany w dawce 186 mg/kg odpowiadajacej
EDso w tescie MES (myszy, i.p.). skracat czas lizania tapy o okoto 88% w pierwszej fazie
i 0 100% w drugiej fazie testu (Tabela 3, Ryc. 16). Wykazano zatem jego szczegélnie

korzystne dziatanie przeciwbolowe.

Tabela 3. Wyniki testu formalinowego wykonanego dla zwigzku 4 w dawce 186 mg/kg
(myszy, i.p.)

Pole pod krzywa (AUC)
Faza testu Kontrola* Zwiazek 4 % KontroliSEM ~ Wartos¢ p
Ostra 208,94 45,74 21,89+4,07 <0,01
Zapalna 898,84 0,00 0,00 <0,01

*myszy kontrolne otrzymatly metyloceluloze zamiast badanego zwigzku

-+ Kontrola
= 60
E Zwigzek 4
E 40
i
©
't 20-
©
N I
8% % > % @
&

Czas po iniekcji formaliny [min]

Rycina 16. Wyniki testu formalinowego wykonanego dla zwigzku 4 w dawce 186 mg/kg (myszy, i.p.).

Ponadto w publikacji H5 opisano wyniki wykonanych przeze mnie badan zwigzkow 1 i 2
w modelu urazowego uszkodzenia mézgu u myszy. Przestanka do wykonania tych prac byly
przedstawione wczesniej doniesienia literaturowe o mozliwosci hamowania zmian wtornych
w przebiegu urazowego uszkodzenia mozgu przez substancje wykazujace aktywnos$c
przeciwdrgawkowa [22]. Badania w tym zakresie wykonatam podczas stazu w Instytucie
Neuroimmunologii Klinicznej Uniwersytetu Ludwika i Maksymiliana w Monachium w 2015

roku.

U u$pionych myszy wykonywano kraniotomi¢ i uwidaczniano mozg, po czym stosowano

uszkodzenie mozgu z zastosowaniem aparatu pozwalajacego na wykonanie takiego samego
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urazu u wszystkich badanych zwierzat (TBI-0310 Impactor, Precision System
and Instrumentation LLC). Po zabezpieczeniu rany, myszy powracaly to normalnej
aktywnosci, a badane zwigzki byty podawane dootrzewnowo 0,5 godz. po eksperymencie,
a nastepnie 2 razy dziennie przez 3 dni (grupa badana n=8). Zastosowano dawki 43 mg/kg
(dla zw. 1) lub 54 mg/kg (dla zw. 2) w 0,5% metylocelulozie, tj. EDso w tescie MES
u myszy, i.p. Grupy kontrolne stanowily zwierzgta, ktérym podawano 0,5% metylocelulozg
(n=8) 1 takie, ktérym nie podawano zadnych dodatkowych substancji (n=8). Czwartego dnia
po eksperymencie myszy byly usypiane i wykonywana byta perfuzja z zastosowaniem buforu
fosforanowego 1 4% paraformaldehydu. Mozgi precyzyjnie izolowano, inkubowano
w 30% sacharozie i przechowywano w -20°C. Nastegpnie wykonywano preparaty z cigtych
poprzecznie mdzgdw, grubo$¢ otrzymywanych fragmentéw wynosita 50 pM. Fragmenty
znaczono immunohistochemicznie, aby mozliwe byto uwidocznienie rany w mikroskopie
fluorescencyjnym. Na otrzymanych zdjeciach (jak na Ryc. 17) obliczano obszar uszkodzenia
moézgu wykorzystujac program ImageJ. Analizowano wszystkie fragmenty z widoczng rang
oddalone o 300 uM i obliczano objetos¢ uszkodzenia stosujac wzor {0,5A1 + 0,5(Al + A2)
+o. +0,5(An-1 + An) + 0,5An} X, gdzie A to powierzchnia rany dla kazdego fragmentu,
a X to odlegtos¢ pomigedzy dwoma analizowanymi fragmentami. Badane zwigzki nie
powodowaty zmniejszenia objetosci rany, ktéra wynosita 11,09+0,88 mm? dla zwiazku 1
i 11,44+0,79 mm?3 dla zwigzku 2, w poréwnaniu z grupami kontrolnymi (11,9+0,7 mm?3
dla grupy nie otrzymujacej Zadnego leczenia i 11,7£1,0 mm? dla grupy otrzymujacej

metyloceluloze).

Rycina 17. Przekréj poprzeczny mozgu myszy poddanej eksperymentowi urazowego uszkodzenia mozgu,

wybarwionego immunohistochemicznie, z uwidoczniong uszkodzong tkanka moézgowa w prawej potkuli.

Podsumowujac, badane zwigzki wykazaty korzystng aktywno$¢ przeciwdrgawkowa
u myszy w teScie drgawek indukowanych dozylng infuzjg pentylenetertazolu i modelu
drgawek rozniecanych elektrycznie za pomocg elektrod dorogéwkowych. Zwigzek 4
charakteryzowal si¢ niezwykle korzystng aktywnos$cig przeciwbolowa wykazang w teScie

formalinowym u myszy.
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H6 Gunia-Krzyzak A, Zestawska E, Bareyre FM, Nitek W, Waszkielewicz AM, Marona H.
Physicochemical and biological evaluation of a cinnamamide derivative R,S-(2E)-1-
(3-hydroxypiperidin-1-yl)-3-phenylprop-2-en-1-one (KM-608) for nervous system
disorders. Chemical Biology & Drug Design, 2017, 90(2):244-252.

Tytutowy zwigzek publikacji H6, R,S-(2E)-1-(3-hydroksypiperydyn-1-yl)-3-fenyloprop-
2-en-1-on (KM-608) stanowi pochodng N-cynamoilowa, w ktdrej azot grupy amidowej jest
wbudowany w pierécien 3-hydroksypiperydyny. Zwigzek ten zostal zaproponowany jako
struktura odniesienia C (Ryc. 4, str. 18). Jego szeroka aktywno$¢ farmakologiczna in vivo
na gryzoniach w zakresie testow maksymalnego elektrowstrzasu, drgawek indukowanych
podskorng iniekcja pentylenetetrazolu, testu 6-Hz, badan neurotoksyczno$ci oraz testu
formalinowego zostala przedstawiona w mojej rozprawie doktorskiej, a otrzymane wyniki
byly na tyle obiecujace, ze juz w okresie po doktoracie zostat on zakwalifikowany do badan

poszerzonych, co wymagato jego resyntezy. L.acznie do NIH wystano 8,15 g substancji.

W publikacji H6 zamieszczono wyniki analizy krystalograficznej potwierdzajace
struktur¢ chemiczng zwigzku. KM-608 jest Ill-rzedowym amidem kwasowym, a wigc nie
posiada w swojej strukturze wolnego wodoru w grupie amidowej, a tym samym nie wystepuje
tu wazny element farmakoforowy - domena wigzaca wodory (ang. hydrogen bonding
domain). Pomimo tej roznicy w strukturze w poréwnaniu z najbardziej aktywnymi
pochodnymi N-cynamoiloaminoalkanoli opisanymi w publikacjach H4 i H5, zwigzek

KM-608 wykazal bardzo korzystng aktywno$¢ przeciwdrgawkow3 i przeciwbolowa.

Publikacja H6 zawiera wyniki badan farmakologicznych zwigzku KM-608, w tym badan
przesiewowych 1 iloSciowych w kierunku aktywnos$ci przeciwdrgawkowej w testach MES
(myszy, szczury), scPTZ (myszy, szczury), 6-Hz (myszy) oraz aktywnosci przeciwbolowej
w tescie formalinowym (myszy). Poszerzone badania przeprowadzone w NIH objely trzy
modele drgawek rozniecanych: myszy stymulowane dorogéwkowo bodzcami elektrycznymi,
szczury stymulowane bodZcami elektrycznymi w obszarze hipokampu oraz szczury oporne

na lamotryging stymulowane bodZzcami elektrycznymi w obszarze ciata migdatowatego.

Jak wspomniano wcze$niej, test MES pozwala zidentyfikowa¢ substancje aktywne
u ludzi w uogolnionych napadach toniczno-klonicznych, natomiast aktywnos¢ w tescie SCPTZ
moze prognozowaé skuteczno$¢ danej substancji w napadach nieswiadomosci u ludzi [15,64].
Test 6-Hz, w szczegdlnoSci z zastosowaniem pradu o natezeniu 44 mA, jest uwazany
za model drgawek lekoopornych [61]. Natomiast modele drgawek rozniecanych nasladuja
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proces epileptogenezy, gdyz stosowane przez okreslony czas odpowiednie bodzce
podprogowe wywoluja szereg zmian w zachowaniu zwierzat oraz czynnos$ci elektrycznej
moézgu, powodujac w efekcie samoistne wystepowanie drgawek. Uwaza si¢, ze mozna
przy ich pomocy przewidzie¢ skuteczno$¢ zwigzku W zapobieganiu wystgpieniu padaczki,
a w szczego6lnosci hamowania rozszerzania ogniska drgawkowego i wtdrnego uogolnienia
drgawek ogniskowych. Ponadto test wykorzystujacy szczury oporne na lamotryging
stymulowane bodzcami elektrycznymi w obszarze ciala migdatowatego jest jednoczesnie

modelem drgawek opornych [64].

We wszystkich modelach w badaniach przesiewowych KM-608 wykazal obiecujaca
aktywno$¢ i wyznaczono dla niego parametry EDso, ktore byly poréwnywalne lub lepsze
od EDso wybranych obecnie stosowanych lekoéw przeciwpadaczkowych takich jak kwas
walproinowy, karbamazepina, lamotrygina, czy lewetiracetam. W Tabeli 4 zestawiono
warto$ci EDsg, TDso 1 indeksow protekcji w wykonanych testach dla zwigzku KM-608
i wybranych lekow przeciwpadaczkowych. Profil aktywno$ci badanej substancji byt zblizony
do kwasu walproinowego, a otrzymane parametry farmakologiczne byly korzystniejsze
dla zwigzku KM-608. Karbamazepina i lamotrygina sa nieaktywne w teScie SCPTZ,
a lewetiracetam w badaniach przedklinicznych zostat zidentyfikowany jako kandydat na lek
dopiero w tescie 6-Hz, gdyz w standardowych testach MES i sScCPTZ jest nieaktywny. Warto
zwréci¢ szczegdlng uwage na korzystng aktywno$¢ przeciwdrgawkowa zwigzku KM-608
w modelach drgawek opornych: 6-Hz przy 44 mA (myszy, i.p., EDso=67,2 mg/kg)
oraz w tescie drgawek rozniecanych elektrycznie w obszarze ciata migdatowatego

na szczurach opornych na lamotrygine (podanie dootrzewnowe zwigzku, EDs0=36,0 mg/kg).

Ponadto w publikacji H6 opisano wyniki badan zwigzku KM-608 w modelu urazowego
uszkodzenia moézgu u myszy, wykonane przeze mnie podczas stazu w Instytucie
Neuroimmunologii Uniwersytetu Ludwika i Maksymiliana w Monachium w 2015 roku.
Metodyke doswiadczen opisano powyzej (publikacja H5). Zwigzek KM-608 powodowat
nieznaczne zmniejszenie objetosci rany (do 10,6+0,9 mm3®) w poréwnaniu z grupami
kontrolnymi (11,9+0,7 mm? dla grupy nie otrzymujacej zadnego leczenia i 11,7+1,0 mm?®
dla grupy otrzymujacej metylocelulozg), jednak wykazana roznica nie byta istotna

statystycznie.
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Tabela 4. Parametry farmakologiczne zwiazku KM-608 oraz wybranych lekow przeciwpadaczkowych.

Paramentry farmakologiczne: EDsy lub TDso [mg/kg]

Test KM-608 Pl Kwas walproinowy Karbamazepina Lamotrigina Lewetiracetam
MES (myszy, i.p.) 55,0 (48,3-60,8)? 2,5 263 (237-282)[60] 7,8 (6,3-8,5)[60] 7,5 (6,1-9,1)[60] >500([60]
43,9 (38,6-49,6)¢ 3,0
SCPTZ (myszy, i.p.) 82,3 (62,7-102,3)? 1,7 220 (177-268)[60] >50[60] >40[60] >500[60]
92,3 (81,0-100,1)¢ 1,4
TOX (myszy, i.p.) 138,9 (108,5-156,3)? 398 (356-445)[60] 45,4 (32,9- 30,0 (24,8-36,2)[60] >500[60]
133,0 (123,0-146,3)¢ 54,5)[60]
MES (myszy, p.0.) 48,9 (37,2-51,1)* >10,2
SCPTZ (myszy, p.o.) 70,0 (47,4-89,9)* >7,1
TOX (myszy, p.o.) >500?
MES (szczury, p.o.) 43,5 (31,7-57,9)° >11,5 485 (324-677)[60] 5,4 (3,3-7,6)[60] 1,3 (0,9-1,6)[60] >500[60]
SCPTZ (szczury, p.o.) 118,0 (78,6-162,7)" >4,2 646 (466-869)[60] >250[60] >412[60]
TOX (szczury, p.o.) >500° 784 (503-1176)[60] 364 (223-500)[60] 411 (305-512)[60] >500[60]
MES (szczury, i.p.) 29,9 (17,3-47,4)? 4,5
SCPTZ (szczury, i.p.) 22,2 (12,3-33,6)? 6,1
TOX (szczury, i.p.) 134,4 (119,0-153,1)?
6-Hz, 32 mA (myszy, i.p.) 60,6 (52,2-71,1)? 2,3 126,0 (94,5-152,0) 47,9 (27,4- 100,4 (79,7-121,4)[70] 19,4 (9,9-
48,9 (32,5-68,9)¢ 2,7 [61] 94,2)[61] 36,0)[61]
6-Hz, 44 mA (myszy, i.p.) 67,2 (55,9-79,7)* 2,1 310 (258-335)[61] nieaktywny nieaktywny 1089 (787-
2650)[61]
Drgawki rozniecane 28,4 (14,4-42,7)? 4,9 728,0 (509,6- 143,5 (109,6- 37,1 (22,6-54,7)[70] 57,0 (21,2-
dorogéwkowo (myszy, i.p.) 1016,8)[70] 173,5)[70] 114,0)[70]
Drgawki rozniecane na 29,6 (21,2-43,4)? 45 1287,5 (882,0- 119,4 (69,4- 61,3 (33,6-110,1)[70] Maks.protekcja
hipokampie (szczury, i.p.) 1660,6)[70] 195,5)[70] 50% w dawce
352,5 mg/kg[71]
Oporne na lamotrygine 36,0 (24,0-44,4)? 3,7 aktywny w dawce nieaktywny do 40 - Nieaktywny[72]
drgawki rozniecane na 300 mg/kg[72] mg/kg (dawki

ciele migdatowatym
(szczury, i.p.)

neurotoksycznej)[7
2]

PI (indeks protekcji) obliczany jako TDso/EDso, 2Czas = 0,25 h, °Czas=0,5 h, °Czas=1,0 h, “Wyniki dla myszy zenskich
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Ostatnim etapem prac opisanych w publikacji H6 byta proba ustalenia komorkowego
mechanizmu dziatania zwigzku KM-608. Dla substancji o aktywnosci przeciwdrgawkowe;j
cel molekularny czesto jest identyfikowany dopiero po wykazaniu korzystnej aktywnosci
w testach in vivo, a dla wigkszosci lekow przeciwpadaczkowych zostat on poznany juz po ich
wprowadzeniu do terapii. DIla niektorych, w tym dla kwasu walproinowego, pomimo
intensywnych badan, nie zostal on dotychczas do konca wyjasniony. Wiadomo, ze aktywno$¢
w tescie MES koresponduje przede wszystkim z blokowaniem napigciowo-zaleznych
kanatow sodowych, cho¢ takze z aktywacja kanatow potasowych, blokowaniem kanatow
wapniowych, czy tez receptorow NMDA lub AMPA, natomiast w teScie SCPTZ
z blokowaniem napigciowo- zaleznych kanaldéw wapniowych lub aktywacja uktadu
GABAergicznego [17,73]. Zwigzek KM-608 byt aktywny zarowno w tescie MES
jak i scPTZ oraz w modelu drgawek opornych na lamotryging u szczuréw,
co sugeruje, ze jego mechanizm dzialania jest odmienny od mechanizmu tego leku
tj. blokowania napigciowo-zaleznych katanéw sodowych. Dodatkowo dla zwigzku KM-608
zostaly wykonane badania powinowactwa do 80 potencjalnych celoéw molekularnych
obejmujacych receptory, kanaly jonowe oraz transportery (badania wykonane komercyjnie
w firmie Cerep (Francja)). KM-608 w stezeniu 100 uM efektywnie konkurowat
z radioligandami receptora sigma (47,4% wiazania) i transportera dopaminy (77,5%
wigzania). Mechanizm  dziatania zwigzku KM-608 w  zakresie  aktywnosci
przeciwdrgawkowej nie zostat do konca wyjasniony, wskazane bylyby dalsze badania
obejmujace inne cele molekularne np. receptory TRPV1 czy tez badania elektrofizjologiczne

(np. patch clamp) receptora GABA.

H7 Zestawska E, Nitek W, Marona H, Gunia-Krzyzak A. Cinnamamide pharmacophore
for anticonvulsant activity: evidence from crystallographic studies. Acta
Crystallographica Section C, 2018, C74(Pt7):782-788.

Publikacja H7 stanowi podsumowanie prac w zakresie opracowania modelu farmakoforu
pochodnych kwasu cynamonowego wykazujacych aktywnos¢ przeciwdrgawkowa. Sa w niej
zebrane i przedstawione wyniki rentgenowskiej analizy strukturalnej wybranych pochodnych
amidu kwasu cynamonowego wykazujacych zréznicowang aktywno$¢ przeciwdrgawkowa,
ktorych synteza, wlasciwos$ci fizykochemiczne oraz wyniki badan farmakologicznych zostaty

uprzednio opublikowane (prace H4, H5, H6 i P4).
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Koncepcja pracy opiera si¢ na zatozeniu, ze aktywno$¢ przeciwdrgawkowa badanych
pochodnych wynika z obecno$ci odpowiednich elementdéw strukturalnych, stanowigcych
istotne elementy farmakoforowe. Sg to wspomniane wczesénie;j:

e domena hydrofobowa (pierscien fenylowy);

e domena wigzaca wodory (grupa amidowa z wolnym wodorem przy azocie);

e dodatkowy element strukturalny o wiasciwosciach akceptorowo-donorowych wigzan

wodorowych (grupa hydroksylowa w podstawniku przy azocie grupy amidowej).

Analiza pomiedzy struktura i aktywnoscig przeciwdrgawkowa w grupie amidowych
pochodnych kwasu cynamonowego byla przedmiotem wczesniej przytoczonych publikacji
H4, H5, H6 i P4. W pracy H7 do rozwazan wykorzystano tylko pochodne nie podstawione
w pier§cieniu fenylowym, aby uzupehi¢ wiedz¢ na temat wptywu podstawnika N-alkilowego
na aktywno$¢é. Wykazano m.in., ze korzystna dla aktywnosci jest obecnos¢ w podstawniku
N-alkilowym grupy hydroksylowej posiadajacej wlasciwosci akceptorowo-donorowe wigzan
wodorowych, w poréwnaniu z grupg ketonowa, be¢daca jedynie akceptorem wigzan
wodorowych (P4). Ponadto zaproponowano, ze optymalna odleglo$¢ pomig¢dzy azotem
amidowym 1 grupa hydroksylowa N-podstawnika tancuchowego (nie cyklicznego) wynosi
2 atomy wegla (P4, H4). Wyniki badan farmakologicznych zwigzku KM-608 (publikacja H6)
pozwalaja stwierdzi¢, ze obecno$¢ wodoru w grupie amidowej nie jest warunkiem
niezbednym do wystepowania aktywnosci przeciwdrgawkowej w analizowanej grupie
pochodnych amidu kwasu cynamonowego, a wigc nie jest konieczna obecno$¢ wspomniane;j

wczesniej domeny wigzacej wodory.

Wykorzystanie rentgenowskiej analizy strukturalnej pozwolito m.in. na wykazanie,
ze dwa wazne elementy strukturalne: pierScien aromatyczny jako uktad hydrofobowy i grupa
amidowa jako uktad donorowo-akceptorowy/akceptorowy wigzan wodorowych wykazuja
niewielkie zmiany we wzajemnym polozeniu. Natomiast lokalizacja atomu tlenu
w podstawniku N-alkilowym rdzni si¢ znaczaco swoim potozeniem wsrdd analizowanych
pochodnych. Ponadto analiza krystalograficzna umozliwita przeanalizowanie oddziatywan
miedzyczasteczkowych z zaangazowaniem grupy amidowej 1 hydroksylowej w celu
identyfikacji nowego potencjalnego czynnika determinujacego aktywnos¢
przeciwdrgawkowa. W analizowanej grupie zwigzkoéw, pochodne tworzace tancuchy
przez wigzanie O-H---O z wykorzystaniem atomu tlenu grupy amidowej 1 grupy
hydroksylowej wykazaly wyzsza aktywno$¢ przeciwdrgawkowa. Zwiazki nieaktywne
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w dawce 100 mg/kg (MES, myszy, i.p.) nie tworzg tancuchow z wykorzystaniem grupy

hydroksylowej lecz za pomoca wigzania N-H---O lub formujg pierscienie.

Analiza struktur krystalicznych zwigzkow postuzyla jako narz¢dzie do wyznaczenia
precyzyjnych odleglo$ci pomigdzy elementami strukturalnymi, istotnymi dla aktywnosci
przeciwdrgawkowej, co umozliwito zaproponowanie modelu farmakoforowego pochodnych
kwasu cynamonowego (Ryc. 18). Do pomiaru odlegtosci postuzyly wczesniej zdefiniowane
centroid pier§cienia aromatycznego i centroid wigzania amidowego, a takze atom tlenu jako

donor elektrondw.
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Rycina 18. Zaproponowany model farmakoforu dla amidowych pochodnych kwasu cynamonowego

wykazujacych aktywnos¢ przeciwdrgawkows.

W zaproponowanym modelu farmakoforowym charakterystyczne jest to, ze odlegtosci
pomiedzy grupa amidowa a pierScieniem fenylowym 1 atomem tlenu w podstawniku
N-alkilowym majg zblizong warto$¢ we wszystkich omawianych zwigzkach, natomiast trzecia
mierzona odlegtos¢ - pomiedzy pierscieniem fenylowym i atomem tlenu - jest duzo bardziej
zréznicowana. Co wiecej, nie wpisuje si¢ ona réwniez w zaproponowany przez Khana i wsp.
model farmakoforu dla zwigzkow wykazujacych aktywno$¢ w tescie MES [63], co moze
wynika¢ z szerszej aktywnosci przeciwdrgawkowej amidowych pochodnych kwasu

cynamonowego obejmujacej poza testem MES takze testy SCPTZ i 6-Hz.

5.3.4. Podsumowanie

a) W wyniku modyfikacji strukturalnych zwiazkoéw odniesienia A i B otrzymano 25
finalnych nowych pochodnych charakteryzujacych si¢ bardzo korzystng aktywno$cia
przeciwdrgawkowg i/lub przeciwbolowg. Wybrane zwigzki byly aktywne in vivo
w modelach drgawek lekoopornych wywolywanych u gryzoni, zardéwno po podaniu

dootrzewnowym jak i doustnym.
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b) Pochodne N-cynamoilowe wykazaly korzystniejsze wlasciwosci w  poroéwnaniu
z N-cynamylowymi analogami w zakresie aktywnosci w tescie SCPTZ oraz skutecznoS$ci

po podaniu doustnym.

c) Analiza zalezno$ci pomiedzy strukturg i aktywnoscig przeciwdrgawkowa w grupie
badanych zwigzkéw wykazata:

o korzystny wptyw atomu chloru w potozeniu para pierscienia fenylowego;

o optymalna odleglos¢ pomiedzy azotem amidowym 1 grupa hydroksylowa
N-podstawnika tancuchowego (nie cyklicznego) wynosi 2 atomy wegla;

o wydluzony czas dziatania przeciwdrgawkowego dla pochodnych z podstawnikiem
N-4-hydroksycykloheksylowym w porownaniu ze zwigzkami posiadajacymi
N-podstawniki acykliczne;

o obecnos$¢ domeny wigzacej wodory w czgsteczce zwigzku nie jest warunkiem

koniecznym do wykazywania aktywnosci przeciwdrgawkowe;j.

d) Wérod zwigzkéw posiadajacych chlor w pozycji para pierScienia fenylowego, dwie
pochodne:
e R,S-(2E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(1-hydroksybutan-2-ylo)prop-2-enamid (zw. 2, Ryc. 15)
e R,S-(2E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(2-hydroksypropylo)prop-2-enamid (zw. 3, Ryc. 15),
wykazaly szczegolnie korzystng aktywno$¢ przeciwdrgawkowsa potwierdzong w testach
MES, scPTZ, ivPTZ, 6-Hz i/lub drgawki rozniecane elektrycznie na myszach.
Natomiast (2E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(4-hydroksycykloheksylo)prop-2-enamid  (zw. 4,
Ryc. 15) wykazat szczegdlnie korzystna aktywnos¢ przeciwbolowa w obu fazach testu

formalinowego przeprowadzonego na myszach.

e) Pochodna niepodstawiona w pierscieniu fenylowym zawierajaca jako podstawnik w grupie
amidowej 3-hydroksypiperydyng (R,S-(2E)-1-(3-hydroksypiperydyn-1-yl)-3-fenyloprop-2-
en-1-on (KM-608, Ryc. 4) wykazata aktywno$¢ przeciwdrgawkowa w testach MES,
SCPTZ, 6-Hz i trzech modelach drgawek rozniecanych: myszy stymulowane dorogéwkowo
bodzcami elektrycznymi, szczury stymulowane bodzcami elektrycznymi w obszarze
hipokampu oraz szczury oporne na lamotryging stymulowane bodzcami elektrycznymi

w obszarze ciala migdatowatego.
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f) Wykazana aktywnos$¢ farmakologiczna dla najaktywniejszych zwigzkéw charakteryzuje

si¢ wyjatkowo szerokim profilem aktywnos$ci, ktory posiada jedynie kilka obecnie

stosowanych lekow przeciwpadaczkowych.

g) Zbadano aktywnos$¢ trzech pochodnych wykazujacych aktywnosé przeciwdrgawkowsa

S-(2E)-N-(1-hydroxypropan-2-yl)-3-(2-methylphenyl)prop-2-enamide (zw. 1, Ryc. 15)
(R,S-(2E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(1-hydroksybutan-2-ylo)prop-2-enamid (zw. 2, Ryc. 15)
(R,S-(2E)-1-(3-hydroksypiperydyn-1-yl)-3-fenyloprop-2-en-1-on (KM-608, Ryc. 4)

w modelu zmian wtornych w przebiegu urazowego uszkodzenia mozgu u myszy. Nie

wykazano dla nich korzystnej aktywnosci, cho¢ zwigzek KM-608 zmniejszatl obj¢tosé rany

pourazowej w poréwnaniu z grupami kontrolnymi.

h) Molekularny mechanizm dziatania wybranych aktywnych pochodnych obejmuje

powinowactwo do receptora sigma i transportera dopaminy dla R,S-(2E)-1-(3-
hydroksypiperydyn-1-yl)-3-fenyloprop-2-en-1-onu ~ (KM-608, Ryc. 4), receptor
benzodiazepinowy, receptor serotoninergiczny 5-HT2g i receptor prostaglandynowy EP2
dla R,S-(2E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(1-hydroksybutan-2-ylo)prop-2-enamidu (zw. 2, Ryc.
15) oraz receptor serotoninergiczny 5-HTia dla R,S-(2E)-3-(4-chlorofenylo)-N-(2-
hydroksypropylo)prop-2-enamidu (zw. 3, Ryc. 15).

Na podstawie badan krystalograficznych zaproponowano model farmakoforowy
amidowych  pochodnych  kwasu  cynamonowego  wykazujagcych  aktywnos$é
przeciwdrgawkowa, ktory  obejmuje: domeng¢ hydrofobowa (pierscien fenylowy)
w odlegtosci 5,649-5,729 A od domeny wiazacej wodory (HBD) i 6,673-9,865 A
od donora wigzan wodorowych (D) zlokalizowanego w N-podstawniku grupy amidowej,

oraz dystans pomiedzy HBD i D wynoszacy 3,135-3,501 A.

Zarowno doniesienia literaturowe jak 1 wlasne prace wskazuja, ze pochodne kwasu

cynamonowego wykazuja wielokierunkowe korzystne dzialanie w obrebie uktadu

nerwowego, warto wigc prowadzi¢ badania w tej grupie zwigzkoéw, gdyz moga przyczynic si¢

one do wyselekcjonowania potencjalnych lekow. Innym mozliwym zastosowaniem

najaktywniejszych zwiazkow jest wykorzystanie ich jako substancji wzorcowych w testach

do oceny aktywnosci innych zwigzkoéw.
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6. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych
6.1. Aktywno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Studia magisterskie na kierunku Farmacja na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM
w Krakowie ukonczytam w 2008 roku uzyskujac najlepsza $rednig ocen posrod absolwentow
wynoszaca 4,88. Przygotowywanie pracy magisterskiej pod kierunkiem pani prof. dr hab.
Elzbiety Pgkali pt. ,,Otrzymywanie metabolitow denbufiliny metoda mikrobiologiczng”
byto dla mnie pierwsza okazja do samodzielnej pracy naukowej. Niezwykle inspirujacy
wpltyw pani Promotor i pierwsze sukcesy (praca magisterska zdobyta drugie miejsce
w Wydziatlowym Konkursie Prac Magisterskich) spowodowaty, ze podjetam decyzje

0 kontynuowaniu edukacji na studiach doktoranckich.

Z chwila podjecia studiow doktoranckich tj. w 2008 roku, zostalam wlaczona do prac
badawczych prowadzonych w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej
UJ CM pod kierunkiem pana profesora Henryka Marony. W krggu moich naukowych
zainteresowan znalazty si¢ zagadnienia dotyczace poszukiwania farmakologicznie aktywnych
zwigzkow. Najwicksza 1 najwazniejsza cze$cig wykonywanej przeze mnie pracy
laboratoryjnej byly wowczas syntezy chemiczne i badania fizykochemiczne zwigzkéw
organicznych, w szczegolnosci pochodnych chiralnych 1 achiralnych aminoalkanoli
z komponentg cynamoilowa, cynamylowa, ksantonu, czy tez fenoksyalkilowa. Glowny
przedmiot syntez stanowily zwigzki cechujace si¢ odpowiednimi wlasciwosciami
fizykochemicznymi (m.in. masa czasteczkowa, wspdtczynnik podziatu), ktére umozliwityby
pokonywanie bariery krew-mozg w celu wykazania okres$lonego dziatania w ukladzie
nerwowym, tj. przeciwpadaczkowego i/lub przeciwbolowego. Po potwierdzeniu czystosci
1 tozsamos$ci otrzymywanych zwigzkéw przekazywatam je do badan farmakologicznych.
Wspotpracowalam w  tym  zakresie ~z  Narodowym  Instytutem  Zdrowia
w Stanach Zjednoczonych (w ramach umowy pomigdzy Instytutem 1 Uniwersytetem
Jagiellonskim Collegium Medicum). Realizowatam w tym czasie w roli kierownika projekt
finansowany przez Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum ze $rodkow MNiSW
w ramach dotacji celowej na rozwoj mtodych naukowcow:

e _Poszukiwanie aktywnych przeciwdrgawkowo polaczen w grupie pochodnych

aminoalkanoli” (2011-2013).
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Wiele otrzymanych przeze mnie zwigzkdéw wykazato bardzo korzystne wilasciwosci
przeciwdrgawkowe, a ich parametry farmakologiczne byty poréwnywalne lub przewyzszajace
obecnie stosowane leki przeciwpadaczkowe. Rezultaty realizacji projektu zostaly czeSciowo
opublikowane w pracy D4, w ktorej zostaly opisane pochodne N-(E)-cynamoilo
i N-(E)-2-fenylocynamoilo aminoalkanoli o zrdznicowanej aktywnosci. Zwigzkiem
o interesujacym profilu aktywnoSci okazata si¢ pochodna 4-aminocykloheksanolu,
ktéra w dawce 100 mg/kg wykazywala aktywnos¢ przeciwdrgawkowa w tescie MES u myszy
zarowno po 0,5 jak 1 4 godzinach od podania dootrzewnego, a neurotoksyczno$¢ tylko
po 0,5 godzinie od podania, co moze sugerowacé korzystny profil metabolizmu. Wyniki prac

przeprowadzonych w ramach w/w projektu zawartam rowniez w mojej rozprawie doktorskie;j.

Ponadto od 2009 roku bratam udziatl w roli wykonawcy w projektach badan statutowych
realizowanych w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej UJ CM pod kierownictwem prof. dr. hab.
Henryka Marony:

e ,Synteza i badania fizyko-chemiczne oraz farmakologiczno-biologiczne w grupie
pochodnych amin, aminoalkanoli i alkanoloamidow” (2009-2011);

e Badania syntetyczne, fizykochemiczne oraz mikrobiologiczno-farmakologiczne w grupie
pochodnych arenow” (2012-2014).

Moja rola w w/w projektach polegala na wykonywaniu syntez 1 badan
fizykochemicznych zwigzkow organicznych z grup pochodnych ksantonu, piperazyny
oraz aminoalkanoli o potencjalnej aktywnosci farmakologicznej. Prace badawczo-naukowe
zaowocowaly wowczas wspotautorstwem pieciu publikacji oryginalnych, dotyczacych
aktywnos$ci otrzymanych zwiazkow, w tym aktywnosci przeciwdrgawkowej (prace D1, D5,
D6), aktywnosci a-adrenergicznej i hipotensyjnej (praca D2) oraz aktywnosci

przeciwnowotworowej (praca M1).

Od 2010 roku bylam roéwniez zaangazowana w wykonywanie zadan badawczych
w projekcie finansowanym ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego
w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (kierownik: prof. dr hab.
Henryk Marona):
e _Opracowanie innowacyjnej grupy zwigzkdéw o aktywnosci stabilizujacej potencjal btony

komorkowe;j” (2010-2014).
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Do moich obowigzkow, podobnie jak w innych projektach, nalezaly synteza 1 badania
fizykochemiczne zwiazkéw organicznych z grupy pochodnych chiralnych i achiralnych
aminoalkanoli. Cz¢$¢ wynikdw otrzymanych w ramach tego projektu, dotyczacych syntezy
amidowych pochodnych kwasu cynamonowego o aktywnos$ci przeciwpadaczkowej
1 przeciwbolowej, zawartam w mojej rozprawie doktorskiej. Efektem realizacji projektu byla
takze publikacja przegladowa D3 dotyczaca aspektéw klinicznych 1 przedklinicznych
wykorzystania zwigzkdw o aktywnosci przeciwpadaczkowej takze w terapii bolu

neuropatycznego.

Wazng kwestia mojej aktywnosci przed uzyskaniem stopnia doktora byly aspekty
komercjalizacji wynikow badan naukowych. Jestem wspottworczynia polskiego patentu
(zgtoszenie 2012 r, patent 2015 r) i ecuropejskiego zgloszenia patentowego (2013),
ktére objety tematyka wybrane pochodne kwasu cynamonowego wykazujace szczegdlnie
obiecujagce  wlasciwosci  przeciwdrgawkowe i/lub przeciwbolowe. W 2013  roku
uczestniczytam ponadto w dwumiesigcznym stazu w ramach programu ,,TOP 500
Innovators Science-Management-Commercialization”, zorganizowanym i finansowanym
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, odbytym w Center for Executive
Education na Uniwersytecie Kalifornijskim (Berkeley, USA). Ogdlnym celem programu byto
podniesienie kwalifikacji pracownikéw sektora B&R, a tematyka odbytych zaj¢¢ dotyczyta
miedzy innymi wspolpracy nauki z gospodarka, zarzadzaniem badaniami naukowymi

i komercjalizacji wynikow badan.

Dodatkowo w kregu moich zainteresowan naukowych od poczatku zatrudnienia
w Zakladzie Chemii Bioorganicznej UJ CM znalazly si¢ zagadnienia zwigzane
z kosmetologia, a w szczeg6lnosci z chemig surowcoéw kosmetycznych. Poszerzajac swoja
wiedz¢ w tym zakresie przygotowatam publikacje przegladowe w polskojezycznych
czasopismach z listy B MNiSW (M2 i M5) i rozdziat w monografii (M4). Dotyczyly one
wykorzystania czterech generacji retinoidow w medycynie i kosmetologii (M2), udziale
kwasu liponowego w  komoérkowych  mechanizmach antyoksydacyjnych  (M4)
oraz mozliwo$ci zastosowania pochodnych aldehydu, alkoholu i kwasu cynamonowego

w kosmetykach (M5).

Innym kierunkiem podejmowanych przeze mnie prac badawczych byly doswiadczenia
biotechnologiczne w zakresie metod stuzgcych otrzymywaniu czystych enancjomerow

z racematow. Tematyka ta jest dla mnie istotna, gdyz syntezowatam m.in. chiralne pochodne,
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a badania farmakologiczne powinny zosta¢ przeprowadzone zaréwno dla racematow
jak i poszczegolnych enancjomerow. W  przeprowadzonych  do$wiadczeniach
wykorzystywalam trzy gatunki grzyba strzgpkowego z rodzaju Cunninghamella. Wyniki prac
w tym zakresie prac zostaty opisane w mojej pracy doktorskiej i byly one bardzo obiecujgce.
Wstepne proby potwierdzily potencjal wybranych drobnoustrojéw do stereoselektywnej
oksydacji alkoholi drugorzgdowych do odpowiednich ketonow.

Wynikiem przeprowadzonych prac dotyczacych nowych zwigzkoéw posiadajacych
komponente aminoalkanolowa o aktywnos$ci przeciwdrgawkowej byla moja wyrdzniona
rozprawa doktorska zatytutowana ,,Struktura a aktywnosé¢ przeciwdrgawkowa w grupie
pochodnych aminoalkanoli” wykonana pod Kierunkiem prof. dr. hab. Henryka Marony. Tytut
doktora nauk farmaceutycznych w dziedzinie chemii lekéw uzyskatam w 2013 roku.
Na podstawie pracy doktorskiej zostalam nagrodzona trzecig nagroda w ogolnopolskim
konkursie Lider Nauk Farmaceutycznych, w ktorym doceniono przede wszystkim jej

potencjat aplikacyjny.

Podsumowanie dorobku naukowego przed otrzymaniem stopnia doktora:
Liczba publikacji: 9

Sumaryczny impact factor: 12,350

Laczna liczba punktow MNiSW: 144

1 polskie zgloszenie patentowe

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

Badania przeprowadzone w ramach doktoratu, ktorych wyniki zostaly zamieszczone
w mojej rozprawie doktorskiej opublikowalam jako autor pierwszy 1 korespondujacy
w pracach P4 (Eur J Med Chem, IF2016: 4,519) i P6 (Chirality, IF2016: 1,956). Publikacje
ukazaly si¢ dopiero w 2016 roku, gdyz tytulowe zwiazki wykazaly na tyle interesujaca
aktywno$¢ farmakologiczng, ze byly badane takze po obronie doktoratu w celu uzyskania
petniejszych wynikdw potencjalu przeciwdrgawkowego i/lub przeciwbolowego. Dodatkowo,
juz po obronie doktoratu rozpoczgtam wspotprace dotyczaca badan krystalograficznych
otrzymanych przeze mnie amidowych pochodnych kwasu cynamonowego, ktorych wyniki
zostaty czgéciowo zawarte w w/w pracach. W publikacji P4, na podstawie wynikow badan

aktywnosci przeciwdrgawkowej w testach MES, scPTZ i/lub 6-Hz wykonanych
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dla 16 amidowych pochodnych kwasu cynamonowego, opisano nast¢pujace zaleznosSci

pomigdzy strukturg i aktywnoscia:

1) modyfikacje fragmentu aminoalkanolowego (np. acetylacja, utlenienie grupy
hydroksylowej) prowadzity do obnizenia aktywnosci,

il) fancuchowy podstawnik N-alkilowy byt korzystniejszy w poréwnaniu z N-podstawnikiem
cyklicznym,

iii)optymalna warto§¢ wyznaczonego eksperymentalnie parametru lipofilowosci Rmo wynosita
od 1,390 do 2,219.

Zawarto tutaj takze wstgpne wyniki oceny bezpieczenstwa najbardziej aktywnych
zwigzkow R,S-(2E)-N-(1-hydroksypropan-2-ylo)-3-fenyloprop-2-enamid (1), R,S-(2E)-N-(2-
hydroksypropylo)-3-fenyloprop-2-enamid (3), R,S-(2E)-N-(2-hydroksybutylo)-3-fenyloprop-
2-enamid (8) i R,S-(2E)-N-(1-hydroksy-3-metylobutan-2-ylo)-3-fenyloprop-2-enamid (11).
Test Amesa, wykazal, ze zwigzki nie sg mutagenne, a testy wykonane in vitro na komoérkach
ludzkiej hepatomy (HepG2) udowodnity brak efektu cytotoksycznego do stgzenia 100 uM.
Publikacja P6 dotyczyla porownania aktywno$ci przeciwdrgawkowej wybranych par
enancjomeroéw, N-(E)-cynamoilo pochodnych R- i S-2-aminopropan-1-olu oraz R- i S-2-
aminobutan-1-olu. Struktury zwiazkéw, w tym konfiguracja chiralnego atomu wegla, zostata
potwierdzona z zastosowaniem rentgenowskiej analizy strukturalnej. Zwiazki, poza testami
przesiewowymi (MES, scPTZ), byly badane na szczurach w modelu drgawek indukowanych
pilokarping (ang. pilocarpine induced status prevention, PISP), ktory zaliczany jest do modeli
stanu padaczkowego, a takze do zwierzgcych modeli epileptogenezy. Tytutowe zwigzki
wykazaty w nim zadowalajaca aktywnos¢, chronigc do 100% badanych zwierzat przed

wystgpieniem stanu padaczkowego 1 znacznie ograniczajac Smiertelnosc.

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam prace badawcze w zakresie syntezy
1 badan fizykochemicznych zwigzkdéw o potencjalnej aktywnosci farmakologicznej. Bazujac
na doswiadczeniach zdobytych podczas realizacji doktoratu wprowadzitam szereg
modyfikacji strukturalnych, w wyniku ktérych otrzymatam zwiazki charakteryzujace sie¢
korzystniejszag aktywnoscig przeciwdrgawkowa 1 przeciwbolowa. Realizacja tych zadan
stanowi osiggniecie naukowe opisane w punkcie 5 niniejszego Autoreferatu. Wyniki prac
zaprezentowatam takze podczas Forum Wspolpracy dla Rozwoju Innowacji w Life Science
(Krakow, 8 X 2013) podczas wystapienia pt.: ,,Nowe amidowe pochodne aminoalkanoli

oraz ich zastosowanie do wytwarzania lekow”.
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W okresie od listopada 2014 do kwietnia 2015 roku, z wtasnej inicjatywy odbytam 6-Cio
miesigczny staz (finansowany z programu Skills-Staze Fundacji na Recz Nauki Polskiej)
w Instytucie Neuroimmunologii Klinicznej na Uniwersytecie Ludwika i Maksymiliana
w Monachium (opiekun stazu dr hab. Florence Bareyre), podczas ktorego badatam
potencjalng aktywno$¢ neuroprotekcyjng i neuroregeneracyjng w zwierzecym modelu
urazowego uszkodzenia moézgu otrzymanych przeze mnie zwigzkow. Wyniki
przeprowadzonych badan zostaty czesciowo opublikowane w wyzej opisanych pracach H5

i H6, wlgczonej do gldwnego osiggniecia naukowego.

Wspolpraca w zakresie badan krystalograficznych z dr Ewg Zeslawska z Uniwersytetu
Pedagogicznego w Krakowie, pozwolita na opracowanie modelu farmakoforowego
amidowych pochodnych kwasu cynamonowego wykazujacych aktywno$¢
przeciwdrgawkowsa, opisanego w publikacji H7, wilaczonej do gléwnego osiagnigcia
naukowego przedstawionego w punkcie 5 niniejszego Autoreferatu. Ponadto w publikacji P10
przedstawiono potencjal rentgenowskiej analizy strukturalnej wybranych amidowych
pochodnych kwasu cynamonowego w poszukiwaniu nowych zwigzkow o aktywnosci

przeciwdrgawkoweyj.

Wykonywane przeze mnie prace syntetyczne i analizy fizykochemiczne dotyczyly
réwniez zwigzkéw organicznych z innych grup, gdyz bytam zaangazowana jako wykonawca
zadan badawczych w realizacje projektéw badan statutowych, kierowanych przez prof. dr.
hab. Henryka Marong:

e Badania syntetyczne, fizykochemiczne oraz mikrobiologiczno-farmakologiczne w grupie
pochodnych arenow” (2012-2014).

e _Badania syntetyczne, fizykochemiczne, farmakologiczne oraz wstgpna ocena
bezpieczenstwa w grupie pochodnych aminoalkanoli” (2015-2017).

e Poszukiwanie nowych zwigzkow w grupie pochodnych ksantonu o potencjalnej

aktywnosci biologicznej” (2018-2019).

Rezultatem prac prowadzonych w ramach tych projektow byly badania i wyniki opisane
w kilku kolejnych publikacjach z moim udziatem. Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa wybranych
N-(2,5-dimetylofenoksy) i N-[(2,3,5-trimetylofenoksy)alkilo]aminoalkanoli (w tym zwigzkow
otrzymanych przeze mnie) byla przedmiotem publikacji P2. Zwiazki wykazaly zadowalajaca

aktywnos$¢ w tescie MES, przy czym analiza zalezno$ci pomiedzy struktura i aktywnos$cig
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pozwolita na stwierdzenie, ze w przypadku komponenty aminoalkanolowej korzystne sg
m.in. 2-aminopropan-1-ol, 1-aminopropan-2-ol i 2-aminobutan-1-ol. Dodatkowo pochodne
2,3,5-trimetylowe byly aktywniejsze od analogow 2,5-dimetylowych. Nie wykazano korelacji
pomiedzy dhugoscig tacznika pomiedzy grupa fenoksylowa i komponenta aminoalkanolowsg
(etylowy vs. propylowy) a aktywnoscig przeciwdrgawkows. Uczestniczylam takze
w zadaniach badawczych dotyczacych pochodnych ksantonu, dla ktorych, w zaleznosci
od rodzaju podstawnikow, zostata wykazana wielokierunkowa aktywno$¢ farmakologiczna
obejmujgca aktywnos$¢ przeciwnowotworowg (publikacje P8 i P11), czy tez dziatanie
przeciwzapalne (publikacja P14). Ponadto w powstatej w ramach jednego z ww. projektow
publikacji przegladowej P3 opisano role uktadu serotoninergicznego w padaczce i bdlu

neuropatycznym na przyktadzie ligandow poszczegdlnych typdw receptorow S-HT.

Po obronie pracy doktorskiej kontynuowatam réwniez zadania w ramach projektu
,Opracowanie innowacyjnej grupy zwiazkow o aktywnoSci stabilizujacej potencjal
blony komérkowej”. Obejmowaly one wowczas, poza opisanymi wczesniej pochodnymi
kwasu cynamonowego, takze badania w grupach N-(fenoksy)alkilo-
I N-2-[2-(fenoksy)etoksy]etylo- aminoalkanoli. Ich rezultatem bylo wspotautorstwo polskiego
patentu, europejskiego  zgloszenia patentowego oraz publikacji  P6. Jednym
z najaktywniejszych  zwigzkow z  opisanych  serii byt  R-(-)-2N-{2-[2-(2,6-
dimetylofenoksy)etoksy]etylo}aminopropan-1-ol, ktory wykazal Kkorzystng aktywnos¢
przeciwdrgawkowa (EDs0=12,92 mg/kg MES, myszy, i.p.) oraz przeciwbolowg (faza ostra
testu formalinowego, myszy, i.p.). W badaniach powinowactwa do celow molekularnych
stwierdzono jako jego mechanizm dziatania inhibicj¢ receptorow sigma, napigciowo-
zaleznych kanatéw sodowych oraz receptorow serotoninergicznych 5-HTia i 5-HTzs.
W ramach projektu powstata z moim udziatem takze publikacja przegladowa P1 obejmujaca

tematyka kanaty jonowe jako cele terapeutyczne w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Aktualnym tematem badawczym podjetym po uzyskaniu stopnia doktora byta ocena
hamowania procesu melanogenezy przez pochodne kwasu cynamonowego i ksantonu.
Zaburzenia hiperpigmentacyjne widoczne jako ciemne miejsca, plamy lub zmiany na skorze
sa wynikiem nieprawidlowej ilosci 1/lub depozycji barwnika (melaniny) w skorze,
a poszukiwanie nowych skutecznych i1 bezpiecznych zwigzkéw do miejscowego leczenia
hiperpigmentacji stanowi aktualne i istotne zagadnienie z uwagi na niewystarczajaca

skuteczno$¢ obecnie stosowanych zwigzkow. Biorac pod uwage doniesienia literaturowe
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wskazujace na mozliwe wlasciwosci depigmentacyjne wybranych pochodnych kwasu
cynamonowego oraz wlasne doswiadczenie w syntezie tego typu zwiazkéw, zdecydowatam
si¢ podja¢ prace w tym zakresie. Dotychczas badalam zsyntezowane zwigzki w modelu
in vitro wykorzystujac komercyjnie dostepng tyrozynaze z pieczarki dwuzarodnikowej
oraz in silico, w ktorych stosujgc model tyrozynazy poszukiwalam potencjalnego miejsca
dokowania inhibitora. Wstepne korzystne wyniki byly przedmiotem pigciu prac magisterskich
(ktorych bylam promotorem) oraz trzech doniesien konferencyjnych. Zagadnienia dotyczace
strategii poszukiwania inhibitorow melanogenzy uwzgledniajace réznorodne metody in vitro
oraz in vivo, opisalam takze w publikacji przegladowej P9. Natomiast praca M8 dotyczy

metod leczenia zaburzen hipopigmentacyjnych.

W nastgpnym etapie badan wykorzystam linie komorkowe czerniaka, dzigki ktérym
mozliwe bedzie potwierdzenie aktywnosci uprzednio zidentyfikowanych inhibitoréw
tyrozynazy, a takze identyfikacja potencjalnych inhibitorow melanogenezy o innym
mechanizmie dziatania. Badania w tym zakresie bede¢ kontynuowata w roli kierownika
ramach projektu finansowanego z Narodowego Centrum Nauki w konkursie Miniatura I:

e ,Charakterystyka profilu aktywnosci nowych inhibitorow melanogenezy w grupach
pochodnych kwasu cynamonowego i ksantonu” (2019-2020).

Zagadnienia kosmetologiczne byly ponadto przedmiotem pracy P4, w ktorej opisano
badania metabolizmu skornego przeprowadzone in silico z wykorzystaniem programu
MetaSite. Zwigzkami badanymi byly wybrane retinoidy stosowane w terapii schorzen skory.
Monografia opublikowana w oficynie krajowej M10 dotyczyta zastosowania metod
biotechnologicznych do otrzymywania surowcow kosmetycznych. Natomiast w kolejnych
dwoéch publikacjach przegladowych zamieszczonych w czasopismach z listy B MNiSW
opisano  przyczyny  tysienia i  wybrane  metody jego leczenia  (M6)
oraz wykorzystanie metod in vitro w badaniach kosmetykow promieniochronnych (M?9).
Praca M9 wiagze si¢ bezposrednio z projektem finansowanym przez Narodowe Centrum
Nauki w ramach konkursu Opus, kierowanym przez prof. dr hab. Elzbiete Pekalg:

e _Nowoczesna fotoprotekcja - opracowanie skutecznych i bezpiecznych filtrow UV

w grupach pochodnych arylidenohydantoiny i kwasu cynamonowego” (2017-2020).

W projekcie petig¢ funkcje wykonawcy zadan badawczych w zakresie syntezy i badan

fizykochemicznych wybranych pochodnych (E)-cynamylowych oraz badan in vitro zwigzkow
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o potencjalnej aktywno$ci promieniochronnej. Aktywnos¢ promieniochronna zwigzkow jest
badana wedtug normy 1SO 24443:2012, z zastosowaniem referencyjnego aparatu SPF-290AS
Analyser (Solar Light, USA), ktéry pozwala na wyznaczenie parametréw ochrony
przeciwstonecznej takich jak SPFinvitro | UVA PF w formulacjach kosmetycznych. Rezultatem
pracy w projekcie byta rowniez publikacje przegladowa P13. Praca ta, w ktorej jestem
autorem pierwszym i korespondencyjnym, dotyczy zastosowania pochodnych kwasu
cynamonowego w kosmetykach. Omoéwiono w niej zarowno obecne funkcje tych pochodnych
w kosmetykach tj. m.in. zastosowanie jako surowce zapachowe, filtry UV, antyoksydanty,
Czy tez surowce przeciwdrobnoustrojowe, a takze perspektywy zastosowania jako inhibitory

melanogenezy czy tez surowce przeciwstarzeniowe.

Jestem takze wykonawca zadan badawczych w innym projekcie finansowanym
przez Narodowe Centrum Nauki w konkursie Sonata, kierowanym przez dr Pauling
Koczurkiewicz:

e _Nowe amidowe pochodne kwasu cynamonowego jako inhibitory reduktaz
karbonylowych, modulujace aktywnos¢ doksorubicyny - nowa perspektywa w terapii

nowotworow” (2017-2020).

Moja rola w tym projekcie polega na syntezie i ocenie wlasciwosci fizykochemicznych
pochodnych kwasu cynamonowego, ktore sa badane w kierunku aktywnos$ci cytotoksycznej
na szerokim panelu komorek nowotworowych, takze jako substancje o dzialaniu
synergicznym do doksorubicyny. W wyniku wspolpracy podczas realizacji projektu powstata
z moim udziatem publikacja przegladowa P15, ktéra dotyczy metod syntezy i aktywnoSci
przeciwnowotworowej analogéw piperlonguminy, pochodnej kwasu cynamonowego

uwazanej za wzorcowg substancje o dziataniu przeciwnowotworowym.

Ponadto dtugoletnia wspotpraca z pracownikami Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej
UJ CM, dr hab. Elzbieta Karczewska, dr Danutg Trojanowska i dr Karoling Klesiewicz
dotyczy badan otrzymanych przeze mnie pochodnych amin i amidow w Kierunku
wykazywania dziatania przeciwdrobnoustrojowego: przeciwbakteryjnego
I przeciwgrzybicznego. Wyniki badania aktywnosci hamujacej wzrost Helicobacter pylori

wykazywanej przez wybrane pochodne amidowe zostaty opisane w pracy P12.
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Obecnie jestem kierownikiem projektu celowego realizowanego w ramach dotacji
na rozw6j mtodych naukowcow pt. ,,Badania aktywnosci biologicznej w modelach in vitro
I in silico syntetycznych zwiazkéw organicznych z grupy pochodnych chiralnych
i achiralnych aminoalkanoli” (2017, 2019), w ramach ktoérego wykonuj¢ syntezy, badania
fizykochemiczne, a takze badania aktywnosci biologicznej w zakresie dziatania hamujacego
melanogeneze, antyoksydacyjnego i/lub fotoprotekcyjnego wybranych pochodnych

aminoalkanoli.

Jestem promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim mgr Justyny Popidt, ktorej
praca dotyczy poszukiwania nowych substancji o aktywnosci promieniochronnej. W latach
2014-2019 opickowatam si¢ 9 magistrantami, 4 na kierunku Farmacja i 5 na kierunku
Kosmetologia. W latach 2012-2015 opiekowatam si¢ Studenckim Kotem Naukowym
przy Pracowni Chemii Kosmetycznej UJ CM, w ramach ktorego studenci byli
przygotowywani do wykonywania zadan badawczych oraz wystgpien publicznych.
Przygotowana przez cztonkinie kota praca ,,Searching for new compounds with tyrosinase
inhibitory activity’ prezentowana podczas International Medical Students Conference
(Krakow, 10-12 IV 2014) zdobyta wyrdznienie.

Moje osiggniecia naukowe zostaty trzykrotnie wyr6znione nagroda Dziekana Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM w latach 2013, 2015 oraz 2017. W grudniu 2017 otrzymatam
na drodze konkursu 36-cio miesieczne stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

dla wybitnego mtodego naukowca.

Podsumowanie dorobku naukowego po otrzymaniu stopnia doktora (wylaczajac

publikacje stanowiace osiagniecie naukowe):

Liczba publikacji: 18
Sumaryczny impact factor : 45,589
Laczna liczba punktow MNiSW: 409

2 polskie patenty, 2 europejskie zgloszenia patentowe
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6.3. Podsumowanie calego dorobku naukowego

Laczna liczba publikacji: 34, w tym
e publikacje znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports: 28

e pozostate publikacje: 6

Sumaryczny impact factor (wedtug wartosci IF z danego roku publikacji): 78,763
Laczna liczba punktow MNiSW: 702

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science Core Collection®: 218

Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science Core Collection®
(bez autocytowan): 170

Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science Core Collection® i wedtug bazy Scopus: 9
Indeks Hirscha bez autocytowan wedtug bazy Scopus: 7
2 polskie patenty, 2 europejskie zgloszenia patentowe

Liczba realizowanych projektow badawczych: 13, w tym:
e jako kierownik projektu: 4

e jako wykonawca: 9

Laczna liczba streszczen ze zjazdow: 42, w tym:
e mi¢dzynarodowych: 23
e krajowych: 19
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