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Padaczka wciaz jest jedna z najczesciej wystepujacych chordb neurologicznych. Wedlug
raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia na padaczke choruje okoto 1% 20-latkow i 3% 75-
latkéw a okolo 10% osob doznaje co najmniej jednego napadu drgawkowego w zyciu.
Zgodnie z danymi Epilepsy Foundation of America, na padaczke cierpi okolo 3 miliony
Amerykanéw, na $wiecie natomiast okoto 40 milionow ludzi. W Polsce choruje ponad 400
tysiecy os6b. Rokroczne na $wiecie rejestruje sie okolo 200 000 nowych zachorowar.
Obecnie w leczeniu padaczki stosuje si¢ okoto 30 lekéw, o zroznicowane] strukturze
chemicznej i réznorodnych mechanizmach dziatania. To do$é pokazna liczba, jak na jedna
jednostke chorobowa a jednak szacuje sig, ze leki przeciwpadaczkowe daja zadowalajace
efekty jedynie u 50% pacjentéw. Stad tez ciagla potrzeba poszukiwania nowych, skutecznych
lekéw. Badania nad poszukiwaniem nowych lekéw prowadzone sg na drodze modyfikacji
struktur juz istniejacych lekéw, syntezy nowych zwiazkow w oparciu o model farmakoforowy
oraz projektowanie oparte na strukturze celu biologicznego.
Pani profesor Jolanta Obniska jest znanym badaczem, zajmujacym si¢ synteza nowych
zwiazkéw o aktywnosci przeciwdrgawkowej w grupie pochodnych pirolidyno-2,5-dionu. Ma
na tym polu liczne sukcesy. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani Matgorzaty

Gory jest kontynuacjg badan prowadzonych przez zespo6l pod kierownictwem Pani Profesor.



Uklad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, z klasycznym podzialem na
rozdzialy: wstep, zalozenia i cel badan, opis badafi, podsumowanie i wnioski, czgs¢
do$wiadczalna, pismiennictwo. Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Gory liczy 112 stron
tekstu, w ktorych zawarte sa 33 ryciny i 16 tabel. Tabele i ryciny umieszczono w tekscie, co
znacznie utatwia korzystanie z nich w czasie czytania. Praca napisana jest bardzo dobrze pod
wzgledem stylistycznym i jezykowym. Pi$miennictwo zebrane w kolejnosci cytowania liczy
128 pozycji i jest wlasciwie dobrane i cytowane. Pracg poprzedza streszczenie w jezyku
polskim i angielski. Na koficu rozprawy Doktorantka umiescita wykaz publikacji, ktorych jest
wspotautorem.

Wstep pracy jest pos$wigcony lekom przeciwpadaczkowym. Pani Matgorzata Gora
przedstawia charakterystyk¢ zar6wno stosowanych lekow przeciwpadaczkowych, jak i
kandydatéw na leki, bedacych w II i III fazie badan klinicznych. Zwraca uwage opis
poszczegdlnych element6éw struktury czasteczek oraz proponowanych mechanizmow dziatania.
Rozdzial ten $wiadczy o znajomosci aktualnego pi$miennictwa, wiedzy z zakresu chemii lekow
i farmakologii oraz dobrym przygotowaniu Doktorantki do podjetych badaf.

Celem rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Gory bylo otrzymanie nowych,
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu, zbadanie ich aktywno$ci przeciwdrgawkowej oraz
przeciwbolowej oraz okreslenie prawdopodobnego mechanizmu dziatania in vitro.

Doktorantka na drodze kilkuetapowej syntezy otrzymata 51 nowych pochodnych kwasu
pirolidyno-2,5-diokso-octowego, w ktorych przy weglu C-3 pirolidynonu wprowadzono
podstawnik benzhydrylowy, but-2-ylowy, 2- i 3-chlorofenylowy, 3-metylotiof-2-enowy,
natomiast amidowy atom azotu polaczono z pochodnymi 4-arylopiperazyny. Ponadto mgr
Goéra  zsyntetyzowala  zwiazki, posiadajace podstawnik — metylotiofenowy  oraz
benzo[bJtiofenowy w potozeniu 3 ukladu pirolidynonu oraz morfoling potaczona linkerem 2-
i 3-weglowym z azotem imidowym oraz seri¢ pochodnych 3-(benzo[b]tiofen-2-ylo)-1-
arylopiperazynopropylo-pirolidyno-2,5-dionu.

Budowe chemiczna wszystkich nowo zsyntetyzowanych zwiazkéw Doktorantka
potwierdzita w oparciu o widma 'HNMR, C NMR oraz analize LC/MS.

W pierwszym etapie Doktorantka otrzymata odpowiednie kwasy bursztynowe: 2-
benzhydrylobursztynowy, 2-sec-butylobursztynowy, 2-(2-chlorofenylo)bursztynowy oraz 2-
(3-chlorofenylo)bursztynowy. Nastepnie, otrzymane kwasy w reakcji cyklokondensacji z
kwasem aminooctowym przeksztalcono w odpowiednie 3-podstawione kwasy pirolidyno-2,5-

diokso-octowe. Kolejnym etapem byla reakcja pomigdzy pochodnymi kwasu octowego a
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arylopiperazynami, prowadzona w érodowisku N,N-dimetyloformamidu, w obecnosci N,N-
karbonylodiimidazolu. W ten sposob Doktorantka otrzymata cztery serie pochodnych
acetamidowych (serie I — IV). Kolejna serig zwiazkéw pochodnych 1-podstawionych 3-(3-
metylotiofen-2-ylo)pirolidyno-2,5-dionu (seria V) Autorka otrzymata réwniez w reakcji
wieloetapowej, wychodzac z 3-metylo-tiofeno-2-karboaldehydu. Ponadto, Doktorantka
otrzymala zwiazki zawierajgce morfoling oraz fenylopiperazyng polaczone réznej dhugosci
tancuchem alkilowym z azotem imidowym pirolidyno-2,5-dionu (serie VI i VII) w reakcji
cyklokondensacji kwasu 2-(3-metylo-tiofen-2-ylo)bursztynowego oraz 2-(benzo[b]tiofen-2-
ylo)bursztynowego z 2-morfolino-etano-1-aming, morfolinopropano-1-aming oraz z
otrzymanymi wczesniej podstawionymi 3-(4-feny10piperazyn—1-ylo)pr0pano-l-aminami. Opis
tego etapu pracy jest wyczerpujacy, $wiadczy o duzej pracowitosci Doktorantki. Struktury
wszystkich finalnych zwiazkéw nie budza watpliwosci. Analiza widm jest opisana w sposob
bardzo rzetelny.

Wszystkie otrzymane zwigzki zostaly przekazane do badan farmakologicznych w
kierunku aktywnosci przeciwdrgawkowej. Badania wykonano w Katedrze Farmakodynamiki
UJ CM. W ramach screeningu wykonano badania in vivo na myszach, ktére obejmowaly trzy
podstawowe testy: test maksymalnego wstrzasu elektrycznego, test drgawek kardiazolowych
oraz test obracajacego sie preta. Uzyskane wyniki badan farmakologicznych wykazaty, ze 16
sposroéd otrzymanych zwigzkow charakteryzowato si¢ aktywnoscia przeciwdrgawkowa,
gtownie w tescie drgawek wywotanych pradem elektrycznym 6 Hz, cze$¢ takze w tescie
MES. W kolejnym etapie pracy dla tychze zwigzkéw wyznaczono dawke efektywna (EDso),
dawke toksyczng (TDso) oraz indeks ochronny (PI). W oparciu o wyniki badan stwierdzono,
ze najbardziej aktywne sposrod wszystkich badanych zwiazkéw okazaty si¢ pochodne
zawierajace w potozeniu 3 uktadu pirolidyno-2,5-dionu 3-metylotiofen lub benzotiofen,
tacznik 3-weglowy oraz morfoling.

Z uwagi na zastosowanie niektérych lekéw przeciwpadaczkowych w leczeniu bolu,
postanowiono wybrane zwiazki przekaza¢ do badan w kierunku aktywnosci przeciwbdlowe;.
W badaniach wykorzystano 3 zwierzece modele bélu: test goracej plytki, jako model bdlu
ostrego, test formalinowy, bgdacy modelem bélu tonicznego oraz test przeciagania, shuzacy
do wykrywania obwodowej aktywnosci przeciwbolowej. Sposréd siedmiu badanych
zwiazkéw dwa charakteryzowaly sig obiecujaca aktywnoscia przeciwbdlowa 3—benzhydrylo-
1-{2-[4-(3-trifluorometylofenylo)piperazyn-1-ylo]-2-oksoetylo} pirolidyno-2,5-dion oraz
chlorowodorek 1-{3-[4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo]propylo-3-(3 -metylotiofen-2-
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ylo)pirolidyno-2,5-dionu. Analizujac ten rozdzial pracy nasuwa si¢ pytanie dlaczego
Doktorantka nie przekazata do badan wszystkich zwiazkéw najbardziej aktywnych w
badaniach aktywnosci przeciwdrgawkowej?

Kolejny etap pracy obejmowat badania majace na celu stwierdzenie prawdopodobnego
mechanizmu dziatania przeciwdrgawkowego otrzymanych potaczen. W tym celu, dla
wybranych aktywnych zwiazkéw wykonane zostaly badania radioreceptorowe w kierunku
powinowactwa do napieciowo-zaleznych kanalow sodowych i wapniowych, receptorow
GABA, i TRPVI, a takze do transportera GABA (GAT). Uzyskane wyniki badan in vitro
wykazaly, ze cze$¢ badanych zwiazkow charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem do
kanatéw sodowych, jednak najbardziej aktywne pochodne w testach na zwierzetach nie
wykazaty powinowactwa ani do kanatéw sodowych i wapniowych ani do badanych
receptorow. Wobec tego prawdopodobny mechanizm dziatania przeciwdrgawkowego tego
typu potaczef pozostaje wciaz niewyjasniony.

Biotransformacja wigkszosci lekow zachodzi w watrobie. Jest $cisle zwigzana ze szlakami
utleniania docierajacych do ustroju zwiazkow, gtéwnie z wykorzystaniem ukladu cytochromu
P450. Czesto$é wystgpowania dziatan niepozadanych lekéw w odniesieniu do watroby
obserwuje siec w 1 przypadku na 100000 pacjentéw, jednak praktycznie 50% przypadkow
ostrej niewydolnosci watroby jest spowodowane stosowaniem lekow. Stad tak wazne sa
badania hepatotoksycznosci kandydatow na leki. 12 z otrzymanych zwiazkoéw przekazano do
badaf in vifro na liniach komérkowych HepG2. Uzyskane wyniki wskazuja, iz wszystkie
zwiazki nie indukujg hepatotoksycznosci w zakresie stezen 1-50 pM. W tym miejscu mozna
byto pokusi¢ si¢ 0 poréwnanie otrzymanych wynikow z wielkosciami dawek efektywnych w
badaniach aktywnosci przeciwdrgawkowej. Zdecydowanie utatwiloby to interpretacj¢
otrzymanych wynikow.

Kolejny rozdziat przedstawionej do oceny pracy doktorskiej dotyczy oceny wiasciwosci
fizykochemicznych w oparciu o reguty Lipifiskiego i Vebera przy pomocy algorytmow
obliczeniowych na stronie SwissAdme. Co prawda przewidywanie nie zawsze pokrywa si¢ z
danymi otrzymanymi eksperymentalnie, ale przy duzej liczbie zwigzkéw jest mozliwosé
wykluczenia pewnych struktur z dalszych badaf czy tez wyciagnigcia wnioskéw co do
kierunku dalszych modyfikacji. Doktorantka stwierdzita, iz na siedemnascie aktywnych

zwiazkow czternascie okazato sig zgodnych z kryteriami Lipinskiego.



Ostatni rozdzial rozprawy doktorskiej to opis zaleznodci pomiedzy strukturg
zsyntetyzowanych zwiazkéw a ich aktywnoscia biologiczna. Rozdziat ten $wiadczy o

dojrzatosci naukowej Doktorantki i umiejetnosei wyciagania adekwatnych wnioskow.

Reasumujac przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Géry pt.
,Synteza i badania chemiczno-farmakologiczne nowych pochodnych 1,3-dipodstawionego
pirolidyno-2,5-dionu o potencjalnej aktywnosci przeciwdrgawkowej” cechuje si¢ istotnymi
walorami, do ktérych zalicza si¢ adekwatng do postawionych zadan metodyke, aktualnos¢ 1
warto$¢ praktyczna uzyskanych wynikéw oraz wartosciowa dyskusje dowodzaca wiedzy
i opanowania tematu przez Autorke.

W pracy znalazly si¢ pewne drobne bledy redakcyjne na stronach: 13, 26, 30, 32, 33 (dwa),
76, 82, 83, 100, 106, 107.

Ponadto,

str. 35 nazwa kwasu pirolidyno-2,5-diono-octowego jest nieprawidlowa powinno by¢ kwas
2,5-diokso-pirolidyno-octowy, ten blad pojawia sig kilkakrotnie w tekscie rozprawy.

str. 39 Doktorantka nazwala kwasy bursztynowe, okreslajac polozenie podstawnikéw jako
pozycje 3 podczas gdy znajduja si¢ one w pozycji 2.

str. 40 w jezyku polskim w nazwach zwiazkéw dodaje si¢ samogloske ,,0” pomiedzy dwoma
cztonami nazwy jesli jedna konczy sig spolgloska a druga zaczyna, 3-metylotiofen-2-
karboaldehyd jest nazwa angielska, w jezyku polskim powinno by¢ 3-metylotiofeno-2-
karboaldehyd. Podobnie powinno byé benzo[b]tiofeno-2-karboaldehyd.

str. 51 sformutowanie....atom fluoru w polozeniu-4 1-fenylopiperazyny w moim odczuciu
jest nieprecyzyjne, lepiej uzy¢ okreslenia ze strony 54.....atom.... w potozeniu-3 pierscienia
aromatycznego 1-fenylopiperazyny. Podobnie na str. 49

str. 77, 79 w nazwie 1,3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu powinno byé¢ 1,3-
dipodstawiopnego

str. 83 nazwy niektorych zwiazkéw serii VI i VII w tytule podrozdziatu sg niepoprawne.

str. 93 nazwa amidy kwasu 3-(3-chlorofenylo)-pirolidyno-2,5-diono-octowego powinna
brzmieé¢ amidy kwasu 3-(3-chlorofenylo)- 2,5-diokso-pirolidyno-octowego

W pi$miennictwie powinno si¢, moim zdaniem, podawa¢ wszystkich wspotautorow.
Wymienione przez mnie uwagi w zaden sposob nie obnizaja wartosci przedstawionej do

oceny pracy doktorskiej mgr Malgorzaty Géry.



Rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko, uwazam za bardzo interesujaca, nowatorska, w
pelni spelniajaca wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Ze wzgledu na te walory, a
takze z uwagi na znaczacy dorobek publikacyjny Doktorantki, pragng rekomendowa¢
rozprawe doktorskg mgr Matgorzaty Gory do wyrdznienia.

7 wielka przyjemno$cia mam zaszczyt przedstawic wniosek Radzie Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o nadanie

mgr Matgorzacie Gorze stopnia doktora nauk farmaceutycznych.



