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pt. ,SSYNTEZA I BADANIA CHEMICZNO-FARMAKOLOGICZNE NOWYCH
POCHODNYCH 1,3-PODSTAWIONEGO PIROLIDYNO-2,5-DIONU
O POTENCJALNEJ AKTYWNOSCI PRZECIWDRGAWKOWEJ”

Padaczka (epilepsja) to rodzaj zaburzen neurologicznych bedacych wynikiem
chwilowej niesprawnosci mézgu, ktéra objawia sie nagtymi i napadowymi wyladowaniami
wewnatrz komérek nerwowych w osrodkowym uktadzie nerwowym. Napadom padaczkowym
towarzysza objawy kliniczne réznego rodzaju zaburzef, od ruchowych, zmystowych,
pamigciowych, poznawczych, wegetatywnych do kombinacji tych zaburzen. Analizujac dane
WHO padaczka stanowi jedng z najczesciej wystepujacych chordb neurologicznych,
a farmakoterapia jest podstawowa metoda jej leczenia. Leczenie farmakologiczne rozpoczyna
si¢ majgc na uwadze czestotliwo$é wystgpowania napadéw, ich rodzaj oraz liczbe parametrow
wspdistniejacych. Gtéwnym celem leczenia jest osiagniecie jak najlepszej kontroli napadéw
przy jak najmniejszych dziataniach niepozadanych. Majac na uwadze rdznorodnosé
i czgstotliwos¢ napadéw, a takze lekooporno$é na leczenie podstawowe, celowe jest
poszukiwanie nowych lekéw przeciwpadaczkowych o roznorodnej strukturze, réznym
mechanizmie dziatania, a takze o znikomych dziataniach niepozadanych.

W tym kontekscie podjeta w recenzowanej rozprawie doktorskiej tematyka, dotyczaca
opracowania metod syntezy zwigzkoéw bedacych pochodnymi 1,3 -dipodstawionego pirolidyno-
2,5-dionu o potencjalnej aktywnosci przeciwdrgawkowej, dobrze wpisuje si¢ w obecne trendy

poszukiwan lekéw na drodze syntezy organicznej. Bezposrednim celem pracy Pani mgr
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Malgorzaty Gory byto otrzymanie serii nowych pochodnych 1,3-dipodstawionego pirolidyno-
2,5-dionu. Modyfikacje strukturalne znanych struktur dotyczyly podstawnika w pozycji 3
ukfadu pirolidyno-2,5-dionu, facznika pomigdzy tym uktadem a réznie podstawiong
arylopiperazyng oraz zastapienia arylopiperazyny morfoling, a takze zbadania wptywu tych
zmian na aktywnos¢ przeciwdrgawkows. Za cel posredni Doktorantka postawila sobie
przeprowadzenie dla wybranych pochodnych badan aktywnodci przeciwbdlowej, badan
radioreceptorowych in vitro i hepatotoksycznosci, a takze oszacowanie wladciwosci
fizykochemicznych in silico.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani Matgorzaty Goéry jest kontynuacja
badar prowadzonych przez zespét pod kierownictwem Pani prof. dr hab. Jolanty Obniskie;j,
ktora jest wybitnym specjalista zajmujacym si¢ syntezag nowych zwiazkéw o aktywnodci
przeciwdrgawkowej w grupie pochodnych pirolidyno-2,5-dionu.

Praca posiada ogélnie przyjety uktad dla tego typu dysertacji, obejmuje 112 stron,
na ktdrych w tekscie ulokowane sa takze ryciny w liczbie 33 i tabele w liczbie 16. Merytorycznie
praca poparta jest 128 pozycjami pismiennictwa, z ktérych 92 pozycje pochodza z ostatnich 10
lat. PiSmiennictwo jest prawidtowo dobrane, co potwierdza dobre przygotowanie teoretyczne
Doktorantki do wykonywania cze$ci do$wiadczalnej. Dodatkowo Doktorantka na koficu
monografii przedstawita swoj dorobek publikacyjny od 2016 roku, stanowigcy 6 publikacji
petnotekstowych, ktérych jest wspétautorem.

Podjeta w przedstawionej rozprawie problematyka badawcza jest trafna i aktualna.
We wstgpie Doktorantka opisata zaréwno metody projektowania lekéw przeciwpadaczkowych,
Jak i podata opis stosowanych lekéw oraz zwigzkéw bedacych w fazach badan klinicznych
z uwzglgdnieniem krétkiego opisu ich mechanizmu dziatania. Doktorantka przedstawita shuszny
whniosek, ze opisywane przez Nig zwiazki sa roéznorodne pod wzgledem struktury chemicznej jak
i ze istnieje wiele celéw molekularnych zaangazowanych w powstawanie i rozprzestrzenianie si¢
napadéw padaczkowych. Poparte to zostato licznymi doniesieniami literaturowymi. W ocenie
Recenzenta brakuje w tej czeSci pracy nazw chemicznych opisywanych zwiazkéw,
co z pewnoscig wzbogaciloby ten fragment pracy.

W rozdziale zatozenia i cel badan Pani mgr Matgorzata Géra krétko opisata celowosé
podjgcia tematu badan, a takze przedstawita zasadno$é modyfikacji uktadu pirolidyno-2,5-
dionu w kontekscie poszukiwania zwigzkéw o aktywnosci przeciwdrgawkowej. Doktorantka
nawigzata tez do badan prowadzonych w Katedrze Chemii Farmaceutycznej WF UJ CM
na temat pochodnych 1,3-dipodstawionego pirolidyno-2,5-dionu o stwierdzonej aktywnosci

przeciwdrgawkowej. Kontynuujac badania prowadzone w jednostce Doktorantka okreslita cel



badan jako ,badanie wplywu modyfikacji strukturalnych nowych pochodnych
1,3-podstawionego  pirolidyno-2,5-dionu  na  ich  aktywno$¢  przeciwdrgawkows
i przeciwbdlows, oraz okreslenie prawdopodobnego mechanizmu dziatania w badaniach
in vitro oraz oszacowanie wlasciwosci fizykochemicznych i hepatotoksycznych
najaktywniejszych pochodnych”. W wyniku wieloetapowych syntez Doktorantka otrzymata
finalnie 51 zwigzkow bedacymi pochodnymi pirolidyno-2,5-dionu o zmodyfikowanej pozycji
3, z czego 16 charakteryzowalo sie aktywnoscig przeciwdrgawkows. Dla tych 16
wytypowanych zwigzkow wykonano badania ilosciowe na myszach. Doktorantka wszystkie
otrzymane zwigzki zakwalifikowata do siedmiu serii. Modyfikacje pozycji 3 uktadu pirolidyno-
2,5-dionu polegaty na wprowadzeniu réznego rodzaju podstawnikéw (benzhydrylowego, sec-
butylowego,  2-chlorofenylowego,  3-chlorofenylowego,  3-metylotiofen-2-ylowego,
benzo[b]tiofen-2-ylowego), zastosowaniu sktadowej =zasadowej (arylopiperazyny lub
morfoliny) oraz rodzaju i dtugosci facznika pomigdzy tg komponenta a imidowym atomem
azotu w pirolidyno-2,5-dionie. Analizujac szlak syntezy Doktorantka otrzymata finalne zwigzki
Ww oparciu o metody opisane w pi$miennictwie, wprowadzajac konieczne modyfikacje. Autorka
otrzymata najpierw odpowiednio podstawione w pozycji 3 réznie podstawione kwasy
bursztynowe, ktére w wyniku reakcji cyklokondensacji z kwasem aminooctowym
przeksztatcita w odpowiednie 3-podstawione kwasy pirolidyno-2,5-dionooctowe. Nastepnie
Doktorantka otrzymata cztery serie zwigzkéw (I-IV) przeprowadzajac reakcje pomiedzy
arylopiperazynami a 3-podstawionymi kwasami pirolidyno-2,5-dionooctowymi. Synteze
zwigzk6éw pozostatych trzech serii (V-VII) Doktorantka rozpoczela od otrzymania w wyniku
kilkuetapowej  syntezy = kwaséw  2-(3-metylotiofen-2-ylo) i  2-(benzo[b]tiofen-2-
ylo)bursztynowych. Nastgpnie kwas 2-(3-metylotiofen-2-ylo)bursztynowy w  reakcji
cyklokondensacji z kwasem aminooctowym przeksztatcita w kwas 2-(3-metylotiofen-2-
ylo)pirolidyno-2,5-dioonooctowy, a kolejno w reakcji z 1-fenylopiperazyna lub morfoling
uzyskata odpowiednie pochodne amidowe. Z kolei zwigzki zawierajace morfoling czy
1-fenylopiperazyne polaczona réznej dtugosci taficuchem alkilowym z azotem imidowym
pirolidyno-2,5-dionu Doktorantka otrzymata w reakcji cyklokondensacji kwasu 2-(3-
metylotiofen-2-ylo)bursztynowego lub  kwasu  2-(benzo[b]tiofen-2-ylo)bursztynowego
z odpowiednio 2-morfolinoetano-1-amina, 3-morfolinopropano-1-aming lub z otrzymanymi
wezesniej podstawionymi 3-(4-fenylopiperazyn-1-ylo)propano-1-aminami.

Struktury chemiczne i czysto$¢ wszystkich nowo otrzymanych zwigzkéw Doktorantka
potwierdzita analizujgc widma "H NMR, *C NMR oraz LC/MS. Analiza widm przedstawiona

W niniejszej pracy w pelni potwierdza strukture chemiczng opisywanych zwiazkow. Z kolei



uwage Recenzenta zwrocil sposob potwierdzenia czystosci zwigzkow przekazanych
do badan farmakologicznych. Wedlug Recenzenta w pracy powinny byé zamieszczone cale
widma MS badanych zwigzkow, co ulatwiloby oceng/analize czystosci zwiazkéw. Same
wartosci przy jakich wystgpuja jony pseudomolekularne, ktére odpowiadaja masom
czgsteczkowym badanych zwiazkdéw sg niewystarczajgce. Jedyng pewng metods stuzaca
do okreslenia czystosci zwigzkéw jest przeprowadzenie analizy elementarnej badanych
pochodnych, ktéra pozwoli na ustalanie sktadu pierwiastkowego badanych zwigzkow.

Kolejnym etapem badan mgr Malgorzaty Gory bylo wykonanie zaplanowanych badan
farmakologicznych. Wszystkie otrzymane nowe zwigzki zostaly przebadane w kierunku
aktywnosci przeciwdrgawkowej w Katedrze Farmakodynamiki WF UJ CM w oparciu o trzy
podstawowe testy: test maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES), test drgawek
psychomotorycznych ~ 6Hz, test drgawek wywolanych podskérnym  podaniem
pentylenetetrazolu (scPTZ), a takze oceniono neurotoksyczno$é zwiazkéw w tescie
obracajgcego si¢ preta. Analizujac wyniki badan skriningowych przeprowadzonych in vivo
na myszach Doktorantka wyselekcjonowata 16 z 51 zwigzkow, ktére wykazaly aktywnosé
przeciwdrgawkowa. Dla tych zwiazkéw wykonano badania ilo§ciowe na myszach wyznaczajac
dawke efektywng (EDso), dawke toksyczng (TDso) oraz indeks ochronny (PI). Z otrzymanych
wynikow i analizy struktura-aktywnos¢ Autorka wysuneta wnioski, ze najbardziej aktywne
okazaly si¢ pochodne zawicrajace odpowiednio fragment 3-metylotiofen-2-ylowy lub
benzo[b]tiofen-2-ylowy w potozeniu 3 uktadu pirolidyno-2,5-dionu, facznik propylowy oraz
morfoling (zwigzki 2f, 1g, 2g), a w grupie pochodnych amidowych zwigzek zawierajacy
fragment 4-fluorofenylowy (zwigzek 2c).

Wytypowane w testach przeciwdrgawkowych zwigzki zostaly poddane badaniom
w kierunku aktywnodci przeciwbdlowej, takze w Katedrze Farmakodynamiki WF UJ CM,
w trzech modelach bélu: tescie goracej ptytki, tescie formalinowym i tescie przeciggania.
Najaktywniejsze w tych testach okazaty si¢ zwiazki 3a oraz 7f. Na stronie 60 Doktorantka
napisata, ze ,,wszystkie zwiazki, ktore wykazywaly aktywnos$é przeciwdrgawkowa w testach
in vivo zostaly przekazane do badan na aktywno$¢ przeciwbdlows”. Recenzent analizujac
wyniki badan stwierdzil, ze w tescie goracej ptytki zbadano 7 zwiazkéw (3a, 7a, 3b, 1f, 2f, 4f,
7t), w tescie formalinowym 5 zwigzkow (3a, 7a, 3b, 2¢, 7d), w tescie przeciagania 4 zwiazki
(1f, 2f, 4f, 7f). W sumie badaniu poddano tylko 9 réznych zwigzkéw z 16 aktywnych
przeciwdrgawkowo. Pewien niedosyt budzi brak informacji o aktywnosci przeciwbdlowej

pozostalych 7 zwigzkéw, pomimo przekazania ich do badan biologicznych.



Nastgpnie Autorka podjeta probg wyjasnienia prawdopodobnego mechanizmu dziatania
przeciwdrgawkowego wytypowanych pochodnych. Doktorantka przeprowadzita badania
radioreceptorowe: powinowactwa zwigzkéw do kanatéw sodowych i wapniowych,
powinowactwa kilku pochodnych do receptoréw GABA4 i transportera GABA (GAT), a dla
zwigzkéw wykazujacych aktywno$é przeciwbdlowa powinowactwa do receptoréw TRPVI1.
Analizujac wyniki Doktorantka stwierdzila, ze mechanizm dziatania przeciwdrgawkowego
najaktywniejszych zwiazkéw 2f, 1g i 2¢g jest bardziej zlozony i nie zostat wyjasniony w wyniku
przeprowadzonych badan, a blokowanie kanatow sodowych czy wapniowych moze by¢ tylko
Jedna z komponent ich aktywno$ci in vivo. Autorka wykluczyta takze udzial receptoréw
GABAA4 i transportera GABA (GAT) w mechanizmie dziatania przeciwdrgawkowego a takze
stwierdzita wysokie powinowactwo zwiazkéw 4f i 7f do receptoréw TRPV1.

Kolejnym celem byta ocena wiasciwosci hepatotoksycznych wytypowanych
12 sposrod otrzymanych 51 zwigzkéw w badaniach in vitro na liniach komérkowych HepG2.
Doktorantka tymi badaniami potwierdzita brak dzialania cytotoksycznego na wymienione
komorki.

Na zakoficzenie Doktorantka dokonata oceny whasciwosci fizykochemicznych
zwiazkéw w celu opisu ich farmakokinetyki w oparciu o zasady Lipinskiego i Vebera
narzedziami SwissAdme. Analizujac wyniki 17 najaktywniejszych przeciwdrgawkowo
pochodnych Doktorantka wytypowata 5 zwigzkéw (2¢, 2f, 7f, lg, 2g), ktore mogg
charakteryzowac si¢ dobra biodostepnoscia.

Podsumowaniem badan jest gruntownie przeprowadzona analiza zaleznosci pomigdzy
strukturg otrzymanych zwigzkéw (6a, 7a, 3b, 4b, 3d, 7d, 4e, 7e, 1f, 2f, 4f, 71, 1 g, 2g) a wynikami
ich aktywnosci przeciwdrgawkowej in vivo (SAR). Doktorantka przedstawita szereg
zaleznosci, ktore z pewnoscig wykorzysta podczas projektowania kolejnych eksperymentow.

W ocenie Recenzenta uzyskane rezultaty badaf stanowig istotne opracowanie naukowe
w dziedzinie chemii medycznej i wnosza wkiad w rozwdj leczenia padaczki. Do obowigzkéw
recenzenta nalezy wskazanie zauwazonych bigdéw formalnych, typograficznych
i redakcyjnych popetnionych w trakcie przygotowywania manuskryptu rozprawy. Uwagi
dotycza nastg¢pujacych zagadnien:

- tytut pracy i w calej pracy, jest 1,3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu powinno byé 1,3-
dipodstawionego pirolidyno-2,5-dionu
- str. 13 i inne, drobne btedy edytorskie
- str. 16, we wzorze Zonisamidu nieprawidtowo zaznaczono wigzania podwéjne w pierscieniu

benzenowym



- str. 18, brak wzoru opisywanej likarbazepiny

- str. 19, nazwa ,receptor kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego”
powinna brzmie¢ receptor kwasu a-amino-3 -hydroksy-5-metyloizoksazolo-4-propionowego

- str. 21, w opisie levetyracetam Autorka opisuje aktywnos¢ enancjomeru S w stosunku
do racematu, a jest brak informacji o aktywnosci enancjomeru R

- str. 21, w opisie pregabaliny nie ma informacji o aktywnosci enancjomeru R

- str. 24, stwierdzenie, ze retygabina jest strukturalnym analogiem flupirtyny, a brak jest wzoru
flupirtyny aby to stwierdzié

- str. 29, wyrazenie, ze ganaksolon jest strukturalnym analogiem allopregnanolonu, a nie ma
wzoru allopregnanolonu aby to stwierdzi¢

- str. 35, w sformutowaniu ,,przy imidowym azotu” powinno by¢ ,,przy imidowym atomie
azotu”

- str. 35, wyrazenie, ze 3-metylotiofen obecny jest w czasteczce jest nieprecyzyjne, powinno
by¢ okreslone, ktérym atomem jest potaczony i powinien by¢ okreslony jako podstawnik

- str. 36, wyrazenie ,morfolina obecna jest w strukturze imepitoiny. ...zwigzki na$ladujg
strukturalnie modelowy lek imepitoing” a nie ma wzoru imepitoiny aby to stwierdzic¢

- str. 39 i inne, zamiast ,,otrzymane kwasy bursztynowe” powinno byé otrzymane odpowiednio
podstawione kwasy bursztynowe, a takze jest blad w okreéleniu lokantu ( jest 2 a ma by¢ 3).

- str. 40 i inne, jest wyrazenie karbaldehydu a powinno byé karboaldehydu,

- str. 69, stwierdzenie, ze ,hepatotoksycznoéé leku jest jednym z najczestszych dziatan
niepozadanych obserwowanych podczas badan klinicznych, a takze gtowng przyczyng ich
niepowodzen” jest zbyt duzym skrétem myslowym

- str. 69, jest Farmakobilogii a powinno byé Farmakobiologii

- str. 80 i inne, w opisach syntez powinny by¢ oprocz ilosci molowych takze ilo$ci w mg, g czy
ml.

- str. 84 i inne, w opisie danych spektralnych jest ,,monoisotopic mass” a powinna by¢ nazwa
w jezyku polskim

Pragng jednak podkresli¢, ze przedstawione uwagi majg gtéwnie charakter techniczny,
redakcyjny, natomiast w zadnym stopniu nie wplywaja na warto$é merytoryczng pracy.

Majagc na uwadze oryginalno$é oraz wysoka wartosé merytoryczng rozprawy
doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Géry pt. ,,Synteza i badania chemiczno-farmakologiczne
nowych pochodnych 1,3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu o potencjalnej aktywnosci
przeciwdrgawkowej” stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wymagania

formalne i merytoryczne stawiane dysertacjom doktorskim okreslone w obowigzujacej ustawie



o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Na tej
podstawie wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego
Collegium Medicum w Krakowie o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr
Matgorzaty Géry do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, a takze wnioskuje o jej

wyr6znienie.
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