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4. Omoéwienie osiggnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z péin. zm.).

4.1 Tytut osiggniecia naukowego/artystycznego

»Nowe kierunki poszukiwania efektywnej terapii schorzeri OUN opartej na modulacji funkcji receptorow

GABA-A"
4.2 Wykaz cyklu powigzanych tematycznie artykutéw naukowych wchodzacych w skiad cyklu

* - autorstwo korespondencyjne habilitanta, IF - impact factor przypadajacy na rok opublikowania pracy,

MNiSW - punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

Publikacja H1:

Marcinkowska M®, Kotaczkowski M, Kamirski K, Bucki A, Pawfowski M, Siwek A, Karcz T, Mordy! B, Starowicz
G, Kubowicz P, Pekala E, Wesotowska A, Samochowiec J, Mierzejewski P, Bienkowski P. , Design, Synthesis,
and Biological Evaluation of Fluorinated Imidazo[1,2-a]Pyridine Derivatives with Potential Antipsychotic

Activity”. Eur J Med Chem. 2016, 124, 456-467. IF= 4.519, MNiSW: 140 pkt.

Publikacja H2:

Marcinkowska M®, Kotaczkowski M, Kaminski K, Bucki A, Pawtowski M, Siwek A, Karcz T, Starowicz G,
Stoczynska K, Pekala E, Wesotowska A, Samochowiec J, Mierzejewski P, Bienkowski P. ,3-Aminomethy!
Derivatives of 2-Phenylimidazo[1,2- a ]-Pyridine as Positive Allosteric Modulators of GABA A Receptor with
Potential Antipsychotic Activity”. ACS Chem. Neurosci. 2017, 8 (6), 1291-1298. IF= 4.211, MNiSW: 100 pkt.

Publikacja H3:

Fajkis N, Marcinkowska M*, Gryzto B, Krupa A, Kolaczkowski M. ,Study on a Three-Step Rapid Assembly of
Zolpidem and Its Fluorinated Analogues Employing Microwave-Assisted Chemistry”. Molecules 2020, 25,
3161. IF= 4.412, MNiSW: 140 pkt.

Publikacja H4:

Marcinkowska M®, Fajkis-Zajaczkowska N, Szafrafiska K, JoAczyk J, Siwek A, Mordyl B, Karcz T, Latacz G,
Kolaczkowski M. ,,2-(4-Fluorophenyl)-1H-benzo[d]imidazole as a Promising Template for the Development
of Metabolically Robust, al1f2y2GABA-A Receptor-Positive Allosteric Modulators”. ACS Chem. Neurosci.
2023, 14, 6, 1166-1180. IF= 5.780, MNiSW: 100 pkt.

Publikacja H5:

Marcinkowska M*, Mordyl B, Fajkis-Zajaczkowska N, Siwek A, Karcz T, Gawalska A, Bucki A, Zmudzki P, Partyka
A, Jastrzebska-Wiesek M, Pomierny B, Walczak M, Smolik M, Pytka K, Mika K, Kotariska M, Kolaczkowski M.
,Hybrid molecules combining GABA-A and serotonin 5-HTe receptors activity designed to tackle
neuroinflammation associated with depression.” Eur J Med Chem. 2023, 247, 115071. IF= 7.088, MNiSW:
140 pkt.
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Publikacja H6:

Marcinkowska M,* Mordyl B, Siwek A, Gtuch-Lutwin M, Karcz T, Gawalska A, Sapa M, Bucki A, Szafranska K,
Pomierny B, Pytka K, Kotariska M, Mika K, Kolaczkowski M. , Dual molecules targeting 5-HTs and GABA-A
receptors as a new approach to combat depression associated with neuroinflammation”. ACS Chem.

Neurosci. 2023, doi: 10.1021/acschemneuro.3c00033 in press. IF= 5.780, MNiSW: 100 pkt.

Przedmiotem istotnego osiggniecia naukowego, bedgcego podstawg ubiegania sie o stopien doktora
habilitowanego jest powigzany tematycznie cykl 6 publikacji (H1-H6), opublikowanych w anglojezycznych
czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym. Zgodnie z analizg bibliometryczng, tgczny
wspotczynnik impact factor cyklu publikacji wynosi 31,79, a odpowiadajgca mu punktacja Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego to 560 punktéw. W 5 pracach jestem pierwszym autorem oraz autorem

korespondencyjnym, w 1 pracy jestem autorem korespondencyjnym.

Wyniki badan przedstawione w ramach prac H1-H6 podsumowujg interdyscyplinarne prace obejmujgce
synteze bibliotek nowych liganddw receptora GABA-A oraz hybrydowych liganddw receptora GABA-A i 5-HTs,
badania powinowactwa do gtéwnych celdw biologicznych, oraz badania in vitro i in vivo weryfikujace
potencjat terapeutyczny nowych struktur. We wszystkich pracach petnie role wiodgcy, a wktad
poszczegdlnych wspodtautorédw prac H1-H6 zostat podany w zataczniku nr 6.

W pracach H1, H2 i H4 opisujgcych synteze ligandow receptora GABA-A i badania farmakologiczne czasteczek
wiodacych, méj wktad polegat na opracowaniu koncepcji nowych struktur chemicznych, zaprojektowaniu
Sciezki syntetycznej, przeprowadzeniu syntezy czasteczek, koordynowaniu przebiegiem badan in vitro i
in vivo, uzyskanie funduszy na badania (z srodkéw NCN oraz FNP), przygotowaniem manuskryptéw wraz z
analizg wynikow, a w dalszym etapie przygotowaniem odpowiedzi do uwag recenzentéw.

W pracy H3 opracowatam koncepcje syntezy w reaktorach mikrofalowych, w oparciu o wyniki uzyskane w
pracach H1 i H2. Zaprojektowatam przebieg doswiadczen, koordynowatam przebiegiem prac badawczych z
pozostatymi wspdtpracownikami oraz analizowatam wyniki. Ponadto, uzyskatam srodki na badania (grant
NCN), przygotowatam manuskrypt oraz odpowiedzi na recenzje.

W pracach H5 i H6 opracowatam koncepcje liganddw hybrydowych taczacych aktywnosé receptora GABA-A
i 5-HTs, opracowatam i przeprowadzitam synteze nowych zwigzkdw, zaprojektowatam panel badan in vitro i
in vivo, stuzacych do weryfikowania potencjatu terapeutycznego nowych zwigzkéw, uzyskatam srodki na
badania (grant NCN) oraz przygotowatam manuskrypty i odpowiedzi na recenzje.

Merytoryczny zakres prac H1-H6 zostat szczegétowo omdwiony w kolejnych podrozdziatach (4.3.1-4.3.6),
natomiast wptyw wynikdw na rozwadj dyscypliny nauki farmaceutyczne zostat przedstawiony w podrozdziale

4.3.7.
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4.3. Szczegétowe omdbwienie celu naukowego i wynikéw opisanych w cyklu publikacji wchodzacych
w sktad osiggniecia naukowego

4.3.1. Wprowadzenie: Receptory GABA-A jako cel terapeutyczny w schorzeniach osrodkowego uktadu
nerwowego

Neurotransmisyjny uktad GABA-ergiczny moduluje szeroki zakres funkcji mdzgu takich jak: kontrola
pobudliwosci neuronalnej, sterowanie procesami snu i czuwania, rozpoznawanie bodzcéw awersyjnych oraz
regulacja emocji i zachowania.>? Badania kliniczne ostatnich lat rzucity nowe $wiatto na funkcje i sprzezenia
w obrebie uktadu GABA-ergicznego, wskazujac na jego zaangazowanie rowniez w procesy patofizjologiczne.
Z licznych badan post mortem wynika, ze w zaburzeniach takich jak: schizofrenia, depresja, lek, padaczka czy
udar niedokrwienny obserwuje sie zaburzone funkcjonowanie uktadu GABA-ergicznego.>*> Dysfunkcje te
przejawiajg sie poprzez obnizong ekspresje markeréw uktadu GABA-ergicznego, w tym enzymoéw
uczestniczacych w biosyntezie GABA, a takze zmianami w ekspres;ji i funkcji receptoréw GABA-A. To nasuwa
przypuszczenie, iz terapia oparta na interakcji z okreslonymi komponentami uktadu GABA-ergicznego,

odzwierciedlajgcymi patofizjologie tych zaburzen, mogtaby przynies¢ wysokg skutecznosé terapeutyczna.

Obecnie, receptor GABA-A uwaza sie za bardzo obiecujacy cel biologiczny, poniewaz moze by¢ zaangazowany
w etiologie réznych chordb psychicznych takich jak zaburzenia lekowe, schizofrenia czy depresja. W
przypadku schizofrenii, wyniki badan post mortem pokazaty wyrazny zwigzek pomiedzy zmianami w ekspresji
transkryptéw podjednostek receptoréw GABA-A, a schizofrenig.>® Zmiany w ekspresji i funkcji receptoréw
GABA-A zanotowano gtdwnie w rejonach kory, jader podstawy i prazkowia, ktére sg zaangazowane miedzy
innymi w regulacje proceséw behawioralnych.”® Przyktadowo, zaobserwowano zmniejszong ekspresje mRNA
podjednostki al receptora GABA-A w korze przedczotowej pacjentdw ze schizofrenig.’ W innych pracach
wykazano, zmiany w gestosci i funkcji receptoréw GABA-A zawierajgcych podjednostki B.1° Co ciekawe,
dysfunkcje neurotransmisji GABA-ergicznej dotyczg réwniez pozostatych markeréw uktadu GABA-
ergicznego. Przyktadowo zaobserwowano obnizone stezenie i ekspresje enzymdw uczestniczacych w
biosyntezie GABA tj. dekarbkosylazy glutaminianu 1 (GAD1, GAD67) i GAD2 (GAD65).! Kolejne badania
wykazaty obnizong ekspresje mRNA transportera (GAT1) dla GABA w korze czotowej chorych na
schizofrenie.’? Dane te wskazuja na istotng role uktadu GABA-ergicznego i receptoréow GABA-A

zaangazowanych w patofizjologie schizofrenii i zaburzen psychotycznych.

Szereg badan z zakresu transkyptomiki klinicznej i neuroobrazowania, potwierdza réwniez Sciste zaleznosci
pomiedzy pojawianiem sie stanéw depresyjnych a zmianami w regulacji uktadu GABA-ergicznego. Badania
spektroskopii rezonansu magnetycznego u osob z depresjg wykazaty istotny spadek poziomu GABA w
poréwnaniu z grupg zdrowych pacjentdéw.'® Postuluje sie, ze obnizony poziom GABA indukuje z kolei
zmiany w ekspresji i funkcji receptorow GABA-A, w strukturach limbicznych. Badania transkryptéow

podjednostek receptora GABA-A, wykazaty obnizenie pozioméw mRNA dla podjednostek a1, a3, a4, B1, B2,
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v1 u samobdjcdw cierpigcych na depresje.*!> Zmiany te prowadza do zaburzonej komunikacji pomiedzy
neuronami i na poziomie funkcjonowania réznych struktur mdzgu, co w konsekwencji jest przyczyna
powstawania deficytéw behawioralnych. Wyrazna dysfunkcja neurotransmisji GABA-ergicznej u osdb z
depresjg doprowadzita do sformutowania przez klinicystdow ,GABA-ergicznej hipotezy depresji’1®, ktora
zainicjowata poszukiwanie nowych metod terapii opartych o modulacje transmisji GABA-ergicznej.!” Efektem
tych prac byto zatwierdzenie przez amerykanska agencje ds. lekéw i zywnosci (ang. Food and Drug
Administration, FDA), dwdch pozytywnych allosterycznych modulatoréw receptora GABA-A, breksanolonu i
zuranolonu, do leczenia zaburzen depresyjnych.!” Powyzsze dane potwierdzajg stuszno$é poszukiwania
efektywnych metod farmakoterapii zaburzen psychicznych opierajgcych sie na modulacji aktywnosci

receptoréw GABA-A.

4.3.2. Cel badan

Celem prowadzonych badan byto uzyskanie biblioteki zréznicowanych strukturalnie ligandow GABA-A, ktére
poprzez interakcje ze okreslonymi miejscami wigzgcymi w receptorze GABA-A, dostarczyty nowych
czasteczek do weryfikacji ich potencjatu terapeutycznego w schizofrenii i depresji, a w dalszej perspektywie
mogg poprawic istniejgce terapie tych schorzen. Weryfikacja postawionych hipotez zostata przeprowadzona
poprzez synteze oryginalnych modulatorow receptora GABA-A, cechujgcych sie wifasciwosciami
lekopodobnymi, a nastepnie ocene ich wtasciwosci terapeutycznych w zwierzecych modelach schorzen
psychicznych. Badania przeprowadzone w ramach prezentowanego cyklu prac H1-H6 miaty charakter
interdyscyplinarny i obejmowaty projektowanie nowych struktur, synteze chemiczng w tym synteze
wspomagang reaktorami mikrofalowymi oraz badania farmakologiczne in vitro i in vivo, potwierdzajgce
efekty farmakologiczne otrzymanych struktur.

Prace syntetyczne przeprowadzono w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJCM, podczas gdy badania
farmakologiczne in vitro oraz in vivo zostaty wykonane we wspdtpracy z nastepujacymi grupami i osrodkami

badawczymi:

1) dr Agatg Siwek z Pracowni Badan Receptorowych Katedry Farmakobiologii UJCM, ktéra przeprowadzita
badania radioreceptorowe oraz elektrofizjologiczne w pracach H1, H2, H4 i H5.

2) dr Pauling Kubowicz, dr Karoling Stoczyriska oraz prof. dr. hab. Elzbietg Pekalg z Zaktadu Biochemii
Farmaceutycznej, ktére przeprowadzity badania stabilnosci metabolicznej w pracach H1 i H2.

3) dr Barbarg Mordyl z Zaktadu Radioliganddéw Katedry Farmakobiologii UJCM, ktéra wykonata badania
oceniajgce aktywnosc¢ przeciwzapalng ligandéw otrzymanych w pracach HS5 i H6.

4) dr hab. Karoling Pytka, dr hab. Magdaleng Kotanskg z Zaktadu i Katedry Farmakodynamiki UJCM, ktore
przeprowadzity badania aktywnosci przeciwdepresyjnej i przeciwzapalnej in vivo ligandéw dualnych GABA-

A/5-HTs przedstawionych w pracach H5 oraz H6.
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5) prof. dr hab. Anne Wesotowska, dr hab. Anng Partyka oraz dr hab. Magdaleng Jastrzebska-Wiesek oraz z
Zaktadu Farmacji Klinicznej UJCM ktére przeprowadzity ocene aktywnosci behawioralnej wybranych
ligandéw GABA-A opisjgcych odpowiednio w pracy H1, H2, H5, oraz H6.

6) dr hab. Anng Krupa z Katedry Technologii Postaci Leku i Biofarmacji UICM ktéra wykonata zdjecia z uzyciem
mikroskopu polaryzacyjnego soli winianu zolpidemu opisanych w pracy H3.

7) dr Adamem Buckim, dr Alicja Gawalskg oraz dr Jakubem Jonczykiem z Katedry Chemii Farmaceutycznej
ktérzy wykonali analize sposobu wigzania sie czgsteczek hybrydowych i dyskusje wynikdéw, opisanych w
pracach H5, H6 do receptoréw 5-HTs oraz GABA-A.

8) prof. dr. hab. Pawtem Mierzejewskim z Instytutu Psychiatrii i Neurologii (IPiN) w Warszawie, prof. dr. hab.
Przemystawem Biedkowskim z Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Prof. dr. Jerzym
Samochowcem z Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, ktdrzy uczestniczyli w badaniach in
vivo otrzymanych ligandéw i w dyskusji wynikéw, w ramach pracy H1 oraz H2.

9) z prof. dr. hab. Marcinem Kotaczkowskim (Katedra Chemii Farmaceutycznej UJCM, dziat badawczo-
rozwojowy firmy Adamed) z ktérym prowadzitam dyskusje na temat zaleznosci pomiedzy strukturg a

aktywnoscig biologiczng uzyskanych czgsteczek (w pracach H1-H6).

Badania stanowigce podstawe ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego powstaty w wyniku realizacji
projektow, w ktorych petnitam funkcje kierownika projektu: projekt Inter (31/UD/SKILLS/2015) Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej, projekt Sonata Bis (2018/30/E/NZ7/00247) Narodowego Centrum Nauki oraz w ramach
dotacji statutowej UICM (K/ZDS/005536, K/ZDS/007216 i N42/DBS/000307).

4.3.3. Nowy kierunek poszukiwania efektywnej farmakoterapii schizofrenii oparty na modulacji
funkcji receptora GABA-A (praca H1i H2).

Publikacja H1:

Marcinkowska M®, Kotaczkowski M, Kamirski K, Bucki A, Pawfowski M, Siwek A, Karcz T, Mordy! B, Starowicz
G, Kubowicz P, Pekala E, Wesotowska A, Samochowiec J, Mierzejewski P, Bienkowski P. , Design, Synthesis,
and Biological Evaluation of Fluorinated Imidazo[1,2-a]Pyridine Derivatives with Potential Antipsychotic

Activity.” Eur J Med Chem. 2016, 124, 456-467. IF= 4.519, MNiSW: 140 pkt.

Publikacja H2:

Marcinkowska M®, Kotaczkowski M, Kaminski K, Bucki A, Pawtowski M, Siwek A, Karcz T, Starowicz G,
Stoczynska K, Pekala E, Wesotowska A, Samochowiec J, Mierzejewski P, Bienkowski P. ,3-Aminomethy!
Derivatives of 2-Phenylimidazo[1,2- a ]-Pyridine as Positive Allosteric Modulators of GABA A Receptor with
Potential Antipsychotic Activity. ACS Chem. Neurosci. 2017, 8 (6), 1291-1298. IF= 4.211, MNiSW: 100 pkt.
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Pomimo wielu lat intensywnych badan, farmakoterapia schizofrenii stanowi nadal wyzwanie dla
wspotczesnej psychiatrii. Zle rokujaca, lekooporna schizofrenia (do 30% przypadkéw) jest dramatem
jednostki, ale tez ogromnym obcigzeniem dla rodziny, Srodowiska i systemu opieki zdrowotnej.’® Dostepne
leki przeciwpsychotyczne dziatajg gtéwnie poprzez interakcje z receptorami monoaminergicznymi, ktérych
gtowng funkcja jest modulowanie neurotransmisji dopaminergicznej, sertotoninergicznej i
noradrenargicznej. Przy dtugotrwatym stosowaniu, leki te wywotujg wiele dziatan niepozadanych takich jak
zaburzenia pozapiramidowe, dysfunkcje metaboliczne i zaburzenia hormonalne, ktére sg gtéwnym powodem
rezygnacji z farmakoterapii przez pacjentéw.’® Pomimo wielu niekorzystnych efektéw, leki
przeciwpsychotyczne sg nadal szeroko stosowane u pacjentéw z schizofrenig, gtéwnie z uwagi na brak
korzystniejszej alternatywy. Istnieje zatem oczywista, podkreslana przez dziesigtki autordw, potrzeba
poszukiwania nowych lekdw przeciwpsychotycznych o odmiennym mechanizmie dziatania od dotychczas

stosowanych.?°

Leki o dziataniu GABA-ergicznym sg istotnym uzupetnieniem terapii pacjentdéw z zaburzeniami
psychotycznymi, w tym ze schizofrenig.?! Praktyka oddziatéw psychiatrycznych w Polsce i na $wiecie
pokazuje, ze kilkadziesigt procent pacjentéw z ostrym epizodem schizofrenii otrzymuje klasyczne
benzdodiazepiny (np. diazepam, lorazepam), lub bardziej selektywne pozytywne modulatory receptora
GABA-A (np. zolpidem). W jednej z metaanaliz badan klinicznych dotyczgcych zastosowania benzodiazepin w
schizofrenii, autorzy wykazali, ze spos$réd leczonych okoto 1/3-1/2 pacjentéw uzyskato istotng statystycznie
poprawe kliniczng.?* Benzodiazepiny okazaty sie bardzo skuteczne jako terapia wspomagajaca leczenie
neuroleptykami, a obserwowany efekt terapeutyczny pojawiat sie stosunkowo szybko od rozpoczecia
terapii.?? Efekty terapeutyczne benzodiazepin powigzano z ich wptywem na transmisje GABA-ergiczna, ktora

ulega wyraznej dysfunkcji u chorych na schizofrenie.

Ciekawy przypadek kliniczny opisat Wong i wsp. (2010), u 39 letniego pacjenta ze schizofrenig leczonego
risperidonem.? Z powodu zaburzen snu dofgczono zolpidem, lek modulujacy selektywnie aktywnosé
subpopulacji receptoréw a; GABA-A. W tym czasie obserwowano istotng poprawe kliniczng. Wycofanie
zolpidemu spowodowato silny nawrdt psychozy i ponowng hospitalizacje pacjenta. Kiedy z powrotem
wtaczono zolpidem objawy psychotyczne ustgpity w przeciggu 72 godzin. Autorzy doniesienia zasugerowali,

ze zolpidem moze wykazywac specyficzne dziatanie przeciwpsychotyczne.?

Badania w modelach zwierzecych przeprowadzone wspdlnie z badaczami z Instytutu Psychiatrii i Neurologii
w Warszawie (IPiN) potwierdzity, ze zolpidem wykazuje wyrazny profil przeciwpsychotyczny w zwierzecych
modelach psychozy (praca D11).?* Zolpidem w niskich, subklinicznych dawkach (0,3-3 mg/kg) hamowat
hiperlokomocje wywotang podaniem amfetaminy, a takze hiperlokomocje indukowang podaniem
antagonisty receptoréw NMDA, dizocylpiny, nie wywotujgc sedacji w dawkach aktywnych.?* Powyzsze efekty

zaobserwowano wyfacznie po podaniu zolpidemu, selektywnego modulatora podjednostki a; receptora
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GABA-A. Nieselektywne benzodiazepiny tj. diazepam oraz midazolam, nie wykazaty efektu
przeciwpsychotycznego. To sugeruje, iz modulacja aktywnosé subpopulacji receptoréw a;-GABA-A stwarza
szanse na bardziej selektywne oddziatywanie, na wybrane projekcje GABA zwigzane z etiopatogenezg
choroby. Dane przedstawione powyzej, byty pierwszymi tego rodzaju doniesieniami na swiecie i rzucity nowe
Swiatto na mozliwosci poszukiwania nowych metod farmakoterapii, 0 mechanizmie odmiennym od obecnie

stosowanych lekéw przeciwpsychotycznych.

Warto dodaé, iz zolpidem zostat wprowadzony na rynek jako krotko i szybko dziatajacy, niebenzodiazepinowy
lek nasenny, utatwiajgcy inicjacje snu. Zolpidem jest intensywnie metabolizowany w watrobie, co skutkuje
szybka eliminacjg i okresem poftrwania wynoszagcym ok. 2-3h.2>2® W kontekécie potencjalnej terapii
przeciwpsychotycznej mozna stwierdzié, iz krétki okres péttrwania zolpidemu, korzystny dla wprowadzania
w sen, jest nieodpowiedni z punktu widzenia przewlektego leczenia schizofrenii. Dlatego tez, nadrzednym
celem badan opisanych w pracy H1, byto opracowanie bliskich analogéw strukturalnych zolpidemu, ktére w
przeciwienstwie do czasteczki macierzystej, cechowatby sie optymalng stabilnoscig metaboliczng, a przez to
dtuzszym czasem dziatania. Kluczowym aspektem przeprowadzonych modyfikacji strukturalnych, byto
zachowanie cech farmakoforowych odpowiedzialnych za korzystne dziatanie biologiczne zolpidemu, przy
réwnoczesnej poprawie wtasciwosci farmakokinetycznych. Dlatego tez zachowujac uktad 2-fenylo-imidazo-
[1,2a]-pirydyny, zastgpiono wrazliwe na metabolizm watrobowy, ugrupowania metylowe- atomem fluoru lub

grupami trifluorometylowymi (Rys. 1A), ktére blokujg biotransformacje mediowang przez cytochrom P450.

@ Fluorowane pochodne uktadu imidazo-[1,2a]pirydyny @ Wybdr najaktywniejszych czasteczek
O OO O
ZN, / 7/ 3 /
R‘f\// T PN AN
miejsca modyfikacji . N o
strukturalnych ° :( o o
N- N- N-
zolpidem 0:2 N-cr, HC CH; pc’CHs Hoe CHs
N-cH HsC’
HsC : ) (26) K; GABA-A=60nM  (27) K; GABA-A= 25 nM (64) K; GABA-A= 54 nM
K; GABA-A= 60-830 nM
Pozytywne allosteryczne modulatory rec. GABA-A
Podsumowanie
wynikéw H1
@ Badania stabilnosci metabolicznej @ Badanie profilu przeciwpsychotycznego
Zwigzki 26, 27, 64 AN,
/ e NN ; Zwigzek 26-
v & :'a;\;)[l;::g Zwigzek 26 w dawce 3 mg/
® 26) N-cH. metaboliczna kgi(p)ismons}
® oo ( i CHs iw hiperlokomocje wywotang
°e —> S amfetaming. Brak sedacji w
dawce aktywnej.
vl
NS CH,OH
Inkubacja (60 min.) z FON
ludzkimi mikrosomami o
watrobowymi @) ,N~CH3 (
HaC r

Ryc. 1. Podsumowanie przeprowadzonych badari w ramach pracy H1. Numeracja czgsteczek zgodna z opisem w
publikacji (H1).
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W oparciu o powyzszg strategie, zaprojektowano a nastepnie zsyntetyzowano pierwszg serie pochodnych
(H1), gdzie eksplorowano rdéznorodne podstawniki fluorowe, wprowadzone w obrebie pierscienia 2-fenylo-
imidazo-[1,2a]-pirydyny. W kolejnym etapie badan, otrzymane zwigzki zostaty poddane ocenie
powinowactwa do receptora GABA-A metodg radioreceptorowag, a wyniki badan pozwolity na sformutowanie
zaleznosci struktura aktywnos¢ dla tej serii pochodnych. W przypadku podstawnikéw wprowadzonych w
obrebie pierscienia fenylowego uktadu 2-fenyloimidazo[1,2-a]pirydyny, okreslono preferencje sposobu
podstawienia dajacg sie ujgé¢ w szereg; pochodne 4’-F > 4-CF3 > 3’-F > 3'-F, 4'-F > 2’-F, 4’-F, > 3’-CF3, 5’-CFs.
Zaobserwowano réwniez, ze wprowadzenie atomu fluoru w pozycje 8 uktadu 2-fenyloimidazol[1,2-
alpirydyny, jest niekorzystne dla oddziatywan z receptorami GABA-A i skutkuje brakiem powinowactwa.
Pozostate pochodne cechowaty sie wysokim powinowactwem do receptora GABA-A w granicach Ki= 23-850
nM. Ostatecznie, na podstawie przeprowadzonej analizy zaleznosci struktura aktywnos¢, do dalszych badan
wybrano najaktywniejsze czagsteczki (zwigzki 26, 27 oraz 64), ktérych wartosci powinowactwa wynosity
odpowiednio Ki= 23 nM, 56 nM, 60 nM (Ryc. 1B). Wszystkie czasteczki w badaniach elektrofizjologicznych
wykonanych metodg ,automated patch clamp”, wykazywaty cechy pozytywnych allosterycznych

modulatoréw receptora a1f2y2-GABA-A, zwiekszajac naptyw jondw chlorkowych do wnetrza komérki.

Badania stabilnosci metabolicznej przeprowadzone na ludzkich mikrosomach wskazaty, iz czasteczke 27
cechuje niska stabilno$¢ metaboliczna, ktdra jest zwigzana z hydroksylacjg grupy metylowej usytuowanej w
pozycji 4’-pierscienia fenylowego uktadu 2-fenyloimidazo[1,2-a]pirydyny (Ryc. 1C). Podobny metabolit
wykryto w przypadku leku referencyjnego zolpidemu. W przypadku zwigzkéw 26 oraz 64, po 60 minutach
inkubacji z mikrosomami watrobowymi, nie zaobserwowano tworzenia sie metabolitéw hydroksylowanych.
Uzyskane wyniki sugerujg, iz pozycja 4'-pierscienia fenylowego uktadu 2-fenyloimidazo[1,2-a]pirydyny jest
wysoko podatna na metabolizm watrobowy, a zamiana grupy metylowej na atom fluoru pozwala zwiekszy¢
stabilnos¢ metaboliczng. W przeprowadzonych kolejno badaniach hepatotoksycznosci, potwierdzono brak

efektu hepatotoksycznego dla zwigzkow 26, 27 oraz 64.

Wynikiem przeprowadzonych badan in vitro byto wyselekcjonowanie czgsteczki wiodacej 26 do badan
behawioralnych in vivo. W celu oceny wifasciwosci przeciwpsychotycznych zwigzku 26, wybrano test
hamowania hiperlokomocji wywotanej podaniem substancji psychozotwdrczej, amfetaminy. Warto doda¢,
ze amfetamina powszechnie stosowana w zwierzecych modelach schizofrenii, prowadzi do wystgpienia
deficytu GABA i GAD1 w jadrze pdtlezgcym przegrody (nucleus accumbens septi).?” To sugeruje, ze modele
zwierzece, w ktdérych zaburzenia psychotyczne wywotuje sie podaniem amfetaminy, sg dobrym narzedziem
do badania wfasciwosci przeciwpsychotycznych zwigzkéw GABA-ergicznych. W tescie hamowania
hiperlokomocji u szczuréw indukowanej podaniem amfetaminy, zwigzek 26 w dawce 3 mg/kg (podanie i.p.)
istotnie hamowat hiperlokomocje. Efekt ten utrzymywat sie dtuzej (60 min) w poréwnaniu do zolpidemu (30
min), co sugeruje, iz przeprowadzone modyfikacje strukturalne wptynetyna wydtuzenie efektu

terapeutycznego. Jednoczesnie, zwigzek 26 w dawce aktywnej (3 mg/kg), nie wywotat sedacji i nie wptynat
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na ruchliwo$¢ spontaniczng zwierzat, co potwierdza specyficzne dziatanie przeciwpsychotyczne. Badania
przeprowadzone w pracy H1, pozwolity opracowad stabilny metabolicznie, pozytywny allosteryczny
modulator receptora aif,y,-GABA-A (26), ktdory wykazuje wiasciwosci przeciwpsychotyczne, a efekt

farmakologiczny utrzymuje sie dtuzej niz w przypadku zolpidemu.

Specyficzny mechanizm dziatania zolpidemu i nowego zwigzku 26 na dzien dzisiejszy nie zostat potwierdzony,
ale mozna przypuszczaé, ze jest on zwigzany z nasileniem wptywu neurotransmisji GABA-ergicznej w rejonach
jader podstawy. Teza ta znajduje uzasadnienie w wynikach badan autoradiograficznych, ktére wykazaty
wysoki stopieri wigzania zolpidemu w tych rejonach mdzgu.?®?° Ponadto, znaczna cze$¢ neurondw GABA-
ergicznych w $rédmdzgowiu, miedzy innymi w zwojach podstawy wykazuje wysoka ekspresje subpopulacji
receptorow ai-GABA-A3° Z kolei, jedna z hipotez schizofrenii mdéwi o dysfunkcji neurondw
dopaminergicznych w $rédmadzgowiu i braku kontroli hamujacej z strony uktadu GABA-ergicznego.3 W
warunkach fizjologicznych, hamujgce neurony GABA-ergiczne wysyfajg swoje projekcje miedzy innymi z
obszaréw prazkowia ( striatum) i jader podstawy (tac. basal ganglia), kontrolujgc obszary srédmodzgowia,
miedzy innymi pola brzusznego nakrywki ( ventral tegmental area VTA).3? Dysfunkcja uktadu GABA-
ergicznego w tych rejonach, obserwowana wsréd chorych na schizofrenie ogranicza kontrole projekciji
dopaminergicznej przez neurony GABA-ergiczne.”® To nasuwa przypuszczenie, iz zolpidem oraz zwigzek 26
taczac sie z subpopulacjg receptoréw a;-GABA-A w rejonach $srédmodzgowia, wywierajg swoisty efekt
hamujacy na hiperdopaminemie indukowang substancjami psychozotwérczymi i wykazujg efekt
przeciwpsychotyczny. Doktadne zaleznosci pomiedzy funkcjonowaniem poszczegdlnych struktur mozgu i
efektem terapeutycznym modulatorow receptora a;-GABA-A, bedg przedmiotem  dalszych,
zaawansowanych badan. Niemniej jednak, na podstawie uzyskanych wynikdw mozna uznaé receptor as-
GABA-A jako atrakcyjny cel biologiczny do projektowania nowych zwigzkéw o potencjalnej wartosci

terapeutycznej w schizofrenii.

Zachecajgce wyniki uzyskane dla pierwszej serii pochodnych, sktonity do eksplorowania nowej przestrzeni
chemicznej i weryfikacji wtasciwosci przeciwpsychotycznych dla nowego chemotypu, opisanego w pracy H2.
Za podstawowy element strukturalny nowego chemotypu uznano zmiane kierunku podstawienia wigzania
amidowego w taficuchu bocznym. Zachowujac szkielet budowy liganddéw opisanych w pracy H1 tj. uktad 2-
fenylo-imidazo-[1,2a]-pirydyny (A) (Ryc. 2A), gwarantujacy stabilno$¢ metaboliczng i pozadany, dtuzszy efekt
farmakologiczny, modyfikacji poddano ugrupowanie dimetyloamidowe, odwracajac kierunek tworzenia sie

wigzania amidowego i wprowadzajgc w jego miejsce szerokg game podstawnikow alkiloamidowych (Ryc. 2A).
Czasteczki uzyskane w ramach pracy H2, charakteryzowaty sie zrdznicowanym powinowactwem do

receptoréw GABA-A w zakresie 24-364 nM. Analiza zaleznosci struktura-aktywnos$¢ potwierdzita wtasciwosci

zaobserwowane w pierwszej serii pochodnych H1, dotyczace podstawnikéw w obrebie rdzenia 2-fenylo-
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imidazo-[1,2a]-pirydyny. Potwierdzono, iz pozycje: 6, 4’ oraz 3" i 4’ uktadu 2-fenylo-imidazo-[1,2a]-pirydyny,
sg optymalne do uzyskania wysokiego powinowactwa do receptora GABA-A. Analiza wptywu podstawnika
alkiloamidowego w faricuchu bocznym na powinowactwo do receptoréw GABA-A wykazata, iz pochodne
metylowe, etylowe oraz cyklopropylowe cechuja sie wyzszym powinowactwem w stosunku do analogéw
izopropylowych. Badania elektrofizjologiczne przeprowadzone dla najaktywniejszych pochodnych (7, 17, 19
oraz 21) wykazaty, ze zwigzki te posiadajg cechy pozytywnych allosterycznych modulatoréw receptorow

a1B2v2-GABA-A, nasilajac prady chlorkowe.

@ Walidacja nowego Chemotypu 0 Najaktywniejsze pochodne o wtasciwosciach
pozytywnych allosterycznych modulatoréw
Nowy chemotyp
N F
R Ry ~ ”WF AN @ .
AN NN V4 N N HN
d NN, © NN, )
0 " A O
H;C'N‘CHg . gO o (17) K, GABA-A= 20.9 nM N (21) K, GABA-A= 22.8 nM
o
(7) K, GABA-A= 27.2 nM (19) K; GABA-A= 24 nM
Podsumowanie
wynikéw H2
@ Badania stabilnosci metabolicznej @ Badanie profilu przeciwpsychotycznego
czasteczki wiodacej (7)
zwiazek (7) Inkubacja z zwiazek (17)
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Ryc. 2. Podsumowanie przeprowadzonych badan w ramach pracy H2. Numeracja czgsteczek zgodna z opisem w
publikacji (H2).

Wybrane, najaktywniejsze czasteczki serii H2 (zwigzek 7 i 17) zostaty poddane ocenie stabilnosci
metabolicznej na szczurzych mikrosomach watrobowych. Badania te wykazaty, ze najwiekszy wptyw na
szybko$¢ przemian metabolicznych miato potozenie atomdéw fluoru w czasteczce, natomiast rodzaj
podstawnika alkilowego w faricuchu bocznym nie determinowat szybkosci metabolizmu. W toku badan
zaobserwowano iz, okres pottrwania zwigzku 17 wynosit tos= 45 min (Ryc. 2C), a gtéwng reakcjg przemiany
metabolicznej byta hydroksylacja w obrebie pierscieni aromatycznych. W efekcie, okres péttrwania zwigzku
17 wynosit tos= 45 min (Ryc. 2C). Podobny efekt opisano w literaturze dla chlorowej pochodnej 2-fenylo-
imidazo-[1,2a]-pirydyny, alpidemu, ktéry cechuje sie niskg stabilnoscig metaboliczng, a gtéwng drogg jego
biotransformacji jest hydroksylacja w pierécieniach aromatycznych.?%33 Sugeruje to, iz w celu zachowania

wysokiej stabilnosci metabolicznej, zwigzki posiadajgce rdzen 2-fenylo-imidazo-[1,2a]-pirydyny, nie powinny
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jednoczesnie zawiera¢ atomow chloru lub fluoru w pozycjach 6 oraz 4’. Z kolei, pochodna 2-(4-fluorofenylo)-
6-metylimidazo[1,2-a]pirydyny (zwigzek 7), cechowata sie duzo wyzszg stabilnoscig metaboliczng, dla ktérej
okres péttrwania wynosit 102 min. Zaobserwowano tworzenie sie hydroksylowanych metabolitéow (M1),
obejmujgcych grupe metylowg w pozycji 6, jednakze zawartos¢ metabolitu M1 byta duzo nizsza, co wptywato
na wydtuzenie okresu péttrwania. Ostatecznie, uzyskane badania pozwolity wyselekcjonowaé czasteczke
wiodaca 7, do badan in vivo. W celu oceny potencjalnej aktywnosci przeciwpsychotycznej zwigzku 7, wybrano
test hamowania hiperlokomocji indukowanej podaniem amfetaminy. Jako droge podania wybrano podanie
dozotadkowe, ktére dodatkowo miato zweryfikowaé biodostepnosé badanej czgsteczki. Badania in vivo
wykazaty, iz zwigzek 7 istotnie hamowat hiperlokomocje w dawce 10 mg/kg (p.o0.), co $wiadczy nie tylko o

korzystnej aktywnosci farmakologicznej zwigzku 7, ale réwniez o odpowiedniej biodostepnosci.

Whioski i podsumowanie badan H1 i H2

W  przeprowadzonych badaniach chemiczno-farmakologicznych opisanych w pracach H1 i H2,
zidentyfikowano nowe ligandy receptora aif,y>-GABA-A o cechach pozytywnych modulatorow
allosterycznych. Ustalono zaleznosci struktura aktywnos$é dla obu serii. Zaobserwowano, iz wprowadzenie
atoméw fluoru do uktadu 2-fenyloimidazo[1,2-a]pirydyny, jak réwniez odwrdcenie sposobu tworzenia
wigzania amidowego w szeregu -CH,-NH-CO-R, pozwala zachowa¢ wysokie powinowactwo do receptora
a1B2v2-GABA-A. Co istotne, zaobserwowano, iz potozenie atomoéw fluoru w gtdwnym rdzeniu 2-
fenyloimidazo[1,2-a]pirydyny determinuje stabilnos¢ metaboliczng uzyskanych pochodnych, gdzie najwyzsza
stabilnos¢ metaboliczng zaobserwowano dla pochodnych 2-(4-fluorofenylo)-6-metylimidazo[1,2-a]pirydyny.
Daje to przestanke do dalszego projektowania zwigzkéw biologicznie aktywnych cechujgcych sie wysokim
powinowactwem do receptora aif.y2-GABA-A i optymalng stabilnoscig metaboliczng. W badaniach in vivo,
wyselekcjonowane czasteczki wiodgce (26 dla H1 oraz 7 dla H1) wykazaty aktywno$¢ Swiadczaca o znacznym
potencjale kontrolowania zaburzern psychotycznych. W przypadku zwigzku 26, efekt terapeutyczny
utrzymywat sie dtuzej w poréwnaniu do zolpidemu, co S$wiadczy o korzystniejszym profilu
farmakokinetycznym, z punktu widzenia dziatania przeciwpsychotycznego. Efekt przeciwpsychotyczny
zwigzku 7 uzyskano po podaniu dozotgdkowym, co sugeruje, ze zwigzek 7 cechuje sie réwniez korzystng

biodostepnoscia.

W ramach przeprowadzonych prac, zidentyfikowano oryginalne narzedzia farmakologiczne (26 i 7) o
korzystnym  profilu  farmakokinetycznym, ktére mogg zwiekszy¢ mozliwosci w  zakresie
neuropsychofarmakologii doswiadczalnej. Uzyskane czasteczki otwierajg mozliwosci eksploracji nowe;j
przestrzeni chemicznej wsrdod fluorowanych pochodnych uktadu 2-fenyloimidazo[1,2-a]pirydyny, jako
nanomolowych ligandow a1f2y2-GABA-A, o wysokiej stabilnosci metabolicznej, wykazujgcych wiasciwosci
przeciwpsychotyczne. Przeprowadzone prace in vivo potwierdzity réwniez istotng role receptordéw afayz-

GABA-A w kontrolowaniu psychoz i ich potencjat terapeutyczny. Wyniki badan opisanych w pracach H1 i H2,
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stanowig krok naprzéd w kierunku opracowania oryginalnych farmakoterapii schizofrenii, nie zwigzanych z

bezposrednim hamowaniem receptoréw dopaminergicznych.

4.3.4. Opracowanie wysokowydajnej metody syntezy ligandéw receptora GABA-A z uzyciem
reaktoréw mikrofalowych (praca H3).

Publikacja H3:

Fajkis, N.; Marcinkowska, M."; Gryzto, B.; Krupa, A.; Kolaczkowski, M. Study on a Three-Step Rapid Assembly
of Zolpidem and Its Fluorinated Analogues Employing Microwave-Assisted Chemistry. Molecules 2020, 25,
3161. IF= 4.412, MNiSW: 140 pkt.

Poszukiwanie nowych czasteczek biologicznie aktywnych wigze sie réwniez z koniecznoscig opracowania
szybkich i wydajnych metod syntezy, ktére pozwolityby w krotkim czasie na uzyskanie duzych ilosci zwigzkow
przeznaczonych do badan farmakologicznych, szczegdlnie in vivo, okreslajgcych skutecznos¢ i
bezpieczenrstwo. Postep technologiczny w dziedzinie syntezy chemicznej umozliwit zastosowanie reaktoréw
mikrofalowych, ktére pozwalajg skréci¢ czas przebiegu reakcji chemicznych, zapewniajac jednoczesnie
wyzszg wydajno$é oraz czysto$é otrzymywanych czasteczek.3* Niewatpliwg zaletg prowadzenia syntezy
chemicznej wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym jest mozliwos¢ zredukowania ilosci stosowanych
rozpuszczalnikdw organicznych, co wpisuje sie réwniez w strategie zielonej chemii. Metody opierajace sie na
redukcji ilosci rozpuszczalnikdw wykorzystujg przyjety poglad, iz zwiekszenie stezenia reagentéw w
mieszaninie reakcyjnej, wptywa na wyzisze prawdopodobienstwo zderzen czgsteczek substratéw i skutkuje
wiekszg wydajnoscig.>>3°

Koncepcja syntezy z uzyciem reaktorow mikrofalowych zostata zaimplementowana w pracy H3, do syntezy
referencyjnych narzedzi farmakologicznych; zolpidemu (1) oraz jego fluorowanych analogéw (zwigzek 2 i 3),
uzyskanych w pracy H1. Zaréwno zolpidem (1) jak i nowo uzyskane analogi fluorowane (2 i 3), mogg by¢
wykorzystane jako narzedzia farmakologiczne do badan majgcych na celu weryfikacje potencjatu
terapeutycznego liganddw a1fB2y2-GABA-A, nie tylko w schorzeniach psychiatrycznych ale réwniez
neurologicznych. Co ciekawe, dane kliniczne sugeruja, iz modulacja aktywnosci subpopulacji receptoréw a;-
GABA-A w rejonach jader podstawy i prazkowia, moze przynies¢ korzysci terapeutyczne w takich
schorzeniach jak choroba Parkinsona czy rekonwalescencja po udarze niedokrwiennym.37383% W tym celu
istnieje koniecznos$¢ przeprowadzenia wieloptaszczyznowe]j weryfikacji efektu farmakologicznego ligandéw
o1-GABA-A, z uwzglednieniem modeli in vitro oraz in vivo, za pomocy odpowiednich narzedzi
farmakologicznych. Wymogi zaawansowanych badan biologicznych sugerujg, iz substancje wzorcowe

powinny cechowac sie wysokg czystoscia, tak aby ewentualne zanieczyszczenia nie zaburzyty interpretacji
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uzyskanych wynikdw badar farmakologicznych.*® Ponadto, w przypadku eksperymentdw chronicznych
istnieje konieczno$¢ dostarczenia duzych ilosci (1-2g) narzedzi farmakologicznych, co z kolei wigze sie z
konicznoscig bardzo wydajnej i mozliwie szybkiej metody syntezy. Takie wysokie wymogi stawiane
substancjom narzedziowym, w szczegélnosci tym podawanym zwierzetom, wymagajg opracowania

efektywnych metod syntezy.

Do tej pory opisano kilka metod syntezy pochodnych uktadu 2-fenyloimidazo[1,2-a]pirydyny, ktére bazuja na
reakcjach jednonaczyniowe typu ,one-pot” lub reakcjach organokatalizy.***? Jednakze, metody te wymagaja
uzycia drogich i trudno dostepnych reagentéw oraz substancji toksycznych takich jak: tribromofosfina,
diazooctan etylu czy cyjanek sodu. Zastosowanie w/w reagentéw zwitaszcza w ostatnich etapach syntezy,
komplikuje oczyszczanie oraz stwarza zagrozenie, iz nawet niewielkie pozostatosci toksycznych substancji,
wptyng na wyniki badan farmakologicznych. Powaznym ograniczeniem jest rowniez implementacja w/w
metod do otrzymania fluorowanych pochodnych zolpidemu (2, 3), gdyz wymagatyby one uzycia

trudnodostepnych i drogich substratow.

Co prawda w pracy H1 opisano trojetapows sciezke syntezy opartg na klasycznych metodach w roztworze,
ktéra umozliwiata synteze zolpidemu i fluorowanych pochodnych, jednakze metoda ta byta czasochtonna,
wydajnosci reakcji poszczegdlnych etapdw byty stosunkowo niskie, a produkty trudne do oczyszczania.
Dlatego, w ramach pracy H3 zoptymalizowano metode syntezy zolpidemu (1) oraz analogéw fluorowanych
(2, 3), wykorzystujagc metody syntezy w reaktorach mikrofalowych. Zastosowanie promieniowania
mikrofalowego w syntezie zwigzkdw organicznych, oferuje duzo korzysci w pordwnaniu do klasycznych
metodologii syntetycznych. Przyktadowo, umozliwia skrdcenie czasu reakcji chemicznych oraz czesto ma
wplyw na wyzszg wydajnosé i prowadzenie syntezy w warunkach procesdw zielonej chemii.?®*3 Dlatego, w
pracy H3 opisano proces zaimplementowania syntezy wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym do

wyjsciowej, tréjetapowej syntezy zolpidemu (1) i pochodnych (2, 3) (Ryc.3).

Zolpidem oraz jego fluorowane pochodne otrzymano na drodze tréjetapowej syntezy, rozpoczynajacej sie
od reakcji kondensacji pomiedzy dwoma tatwo dostepnymi blokami budulcowymi: a-bromoacetofenonem
oraz fluoropirydyno-2-aming. Do otrzymanych w pierwszym etapie kondensatéw (4-6) wprowadzono
aldehyd: N,N-dimetylo-2-oksoacetamid, ktéry pozwolit na otrzymanie a-hydroksyacetamidowych
pochodnych (7-9). W ostatnim etapie, przeprowadzono dehydroksylacje pochodnych (7-9), co pozwolito
uzyskac zwigzki korncowe (1-3) z wysokimi wydajnosciami oraz czystoscig >98% HPLC. Wszystkie trzy etapy
przeprowadzono w reaktorach mikrofalowych. Warto doda¢, ze réwniez w ostatnim etapie udato sie zastgpic
dichloroetan innymi, nietoksycznymi rozpuszczalnikami: tetrahydrofuranem oraz dioksanem. Udato sie
réwniez skrocié tagczny czas przebiegu poszczegdlnych reakcji z 36 godzin (metoda klasyczna) do 2,25 godzin

(metoda w reaktorach mikrofalowych) (Ryc 3).
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Etap 1
X O, —\ 1.5 eq NaHCO3 N =
| »—R /C( . >R
RW/Q\‘ * Br—H‘—”// ‘ toluen, MW R A N\/)_<u// :
(4-6)
o]
CH4COOH, toluen \NJJ \H/H Etap 2
MW |
N
=N 7 R
R N/ 2
RN 7 2 1.PBry, THE MW Ry
0=/ "OH
o 2. NayCO3, H,0, rit. ﬁg
N_ -
/
(1-3) Etap 3 (7-9)
Metoda konwencjonalna Synteza mikrofalowa (MW)
nr R1, Rz Czas Wydajnos¢ % Czas Wydajnos¢ %
R1 = CH3
(4) 12 godz. 70 40 min 81
Rz = CH3
- R1=CHs
< (5) 12 godz. 62 40 min 86
= R,=F
w
R1 =F
(6) 12 godz. 57 40 min 88
Rz =F
R1 = CH3
(7) 12 godz. 65 1 godz. 81
Rz = CH3
N R1=CHs
< (8) 12 godz. 62 1 godz. 86
= Rz =F
w
R1 =F
(9) 12 godz. 57 1 godz. 88
Rz =F
R1=CH3
(1) 6 godz. 70 45 min. 71
Rz = CH3
(32} R1=CHs
< (2) 12 godz. 70 45 min. 82
= R,=F
w
R1 =F
(3) 12 godz. 43 45 min. 76
Rz =F

Ryc 3. Trojetapowa sciezka syntezy zolpidemu i pochodnych w reaktorach mikrofalowych (MW) oraz tabela z
poréownaniem wydajnosci syntezy prowadzonej metodq konwencjonalng i mikrofalowg. Numeracja czgsteczek
zgodna z opisem w publikacji (H3)

Dodatkowym aspektem przeprowadzonych badan byto otrzymanie drobnokrystalicznej soli winianu
zolpidemu. Jednym z kluczowych aspektéw syntezy zwigzkdw biologicznie aktywnych, ktére s3

wykorzystywane w zaawansowanych badaniach farmakologicznych, jest odpowiednia rozpuszczalnosé
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substancji chemicznych w wodzie. Ma to kluczowe znaczenie nie tylko pod katem sposobu podania substanc;ji
zwierzetom (roztwory wodne), ale rzutuje bezposrednio na biodostepno$¢ in vivo badanych substancji.#*
Warto dodaé, ze zolpidem w formie wolnej zasady cechuje sie bardzo niskag rozpuszczalnoscig w wodzie
(<0.1mg/mL), co moze skutkowa¢ niskg biodostepnoscig, i w efekcie zaburzyé wyniki badan
farmakologicznych in vivo. Przeksztatcenie zolpidemu w sdél kwasu winowego, pozwala zwiekszyé
rozpuszczalno$é do wartosci ok. 23 mg/mL.** Jednakze istotnym aspektem jest uzyskanie soli o odpowiednim
stopniu rozdrobnienia, poniewaz z reguty osady grubokrystaliczne cechujg sie wysokg energig krystaliczng co
powoduje, ze trudno je rozpusci¢ w wodzie. Natomiast, sole drobnokrystaliczne z uwagi na swojg subtelng
strukture, cechujg sie wyzszg rozpuszczalnoscia.

W pracy H3 opracowano metode pozyskiwania drobnokrystalicznej soli winianu zolpidemu, po przez dodatek
czynnika precypitujgcego; eteru dietylowego do procesu krystalizacji. Analiza wielkosci otrzymanych
krysztatéw soli winianu zolpidemu za pomocg mikroskopu polaryzacyjnego wykazata, iz wielkos$¢ krysztatéw
wynosi < 5 um, podczas gdy krysztaty uzyskane drogg tradycyjnej krystalizacji posiadajg wielkos¢ 10-20 um.
Warto dodaé, iz wielko$¢ krysztatow soli czgsteczek biologicznie aktywnych moze w istotny sposéb zmienié
rozpuszczalnos$é soli i biodostepnosé, a co za tym idzie, wptyngé na wyniki przeprowadzanych
eksperymentdw in vivo.***® Wigze sie to bezposrednio z ryzykiem otrzymania pozornie negatywnych
wynikow doswiadczen, ktére tak naprawde moga by¢ zwigzane z niskg rozpuszczalnoscia i przez to niska
biodostepnoscia zwigzku, a nie rzeczywistym brakiem aktywnosci farmakologicznej. Dlatego tez uzyskanie
soli, winianu zolpidemu, o strukturze drobnokrystalicznej (< 5 um), pozwoli w przysztosci na odpowiednig

synteze substancji referencyjnej, przeznaczonej do badan farmakologicznych.

Whioski i podsumowanie badan pracy H3

Efektem podjetych badan byto opracowanie nowej metody syntezy zolpidemu, ktdra: a) pozwolita znacznie
skréci¢ czas procesu syntezy, z 36 godzin (metoda tradycyjna) do 2,25 godzin (metoda w reaktorach
mikrofalowych); b) produkty izolowane z mieszanin reakcyjnych cechowaty sie wysokga czystoscig; c) metoda
wykorzystuje tanie i tatwo dostepne bloki budulcowe; d) nie uwzglednia toksycznych reagentdw w syntezie.
Ponadto, wykorzystanie reaktoréw mikrofalowych do syntezy pozwolito réwniez ograniczy¢ ilosci zuzytych
rozpuszczalnikdw, co wpisuje sie w zasady zielonej chemii. Przeprowadzone badania pozwolity uzyskaé
drobnokrystaliczne sole winianu zolpidemu o odpowiednim stopniu rozdrobnienia, ktére pozwolg zapewnic¢
optymalng rozpuszczalnos$é w wodzie i zmniejszg ryzyko uzyskania fatszywie negatywnych wynikow badan in
vivo. Opracowang metodologie syntezy wykorzystano do syntezy winianu zolpidemu, ktéry zostat
wykorzystany przez wspotpracownikéw z Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, do weryfikacji potencjatu

terapeutycznego zolpidemu w drzeniu (tremor) (praca D30).
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4.3.5. Pochodne 2-(4-fluorofenylo)-1H-benz[d]imidazolu jako ligandy receptora GABA-A o wysokiej
stabilnosci metabolicznej (H4)

Publikacja H4:

Marcinkowska, M." Fajkis-Zajaczkowska N, Szafrafiska K, Jorczyk J, Siwek A, Mordyl B, Karcz T, Latacz G,
Kolaczkowski M. ,,2-(4-Fluorophenyl)-1H-benzo[d]imidazole as a Promising Template for the Development
of Metabolically Robust, a132y2GABA-A Receptor-Positive Allosteric Modulators.” ACS Chem Neurosci. 2023,
14, 6, 1166—-1180. IF= 5.780, MNiSW: 100 pkt.

Kontynuujac badania nad poszukiwaniem nowych ligandéw receptora GABA-A o wysokiej stabilnosci
metabolicznej, w pracy H4 przedstawiono serie pochodnych 2-fenylo-1H-benzo[d]imidazolu. Pierscien 2-
fenylo-1H-benzo[d]imidazolu to jeden z bioizosteréw uktadu 2-fenyloimidazo[1,2-a]pirydyny, ktéry ma
podobne wtasciwosci fizykochemiczne oraz jednoczesnie posiada cechy farmakoforowe ligandéw receptora
GABA-A. Z uwagi na optymalne wtasciwosci fizykochemiczne, pierscien 2-fenylo-1H-benzo|[d]imidazolu zostat
okreslony jako jeden z 100 najczesciej spotykanych uktaddéw heterocyklicznych w strukturze lekdw
zatwierdzonych przez FDA.%’ Dlatego, 2-fenylo-1H-benzo[d]imidazol uznano za optymalny rdzen, na bazie

ktérego mozna budowad nowe ligandy receptora GABA-A.

Wykorzystujgc zaleznosci strukturalne opisane w pracach H1 i H2 dotyczgce strategii zwiekszania trwatosci
metabolicznejliganddw receptora GABA-A, zaprojektowano serie pochodnych zawierajgcych rdzen 2-fenylo-
1H-benzo[d]imidazolu. Zastepujac gtowny rdzent 2-(4-fluorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridiny wystepujacy w
strukturach ligandéw receptora GABA-A (H1 i H2), wprowadzono bioizosteryczny uktad 2-(4-fluorofenylo)-
1H-benz[d]imidazolu (Ryc. 4). Celem modyfikacji byto sprawdzenie jak zaproponowana zmiana wptynie na

powinowactwo i aktywnos¢ funkcjonalng receptora alp2y2-GABA-A oraz stabilnos¢ metaboliczna.

@ Projektowanie struktur Wybér struktur wiodgcych
N pochodne pochodne
C?_O . 7 ?_@4 2-(4-fluorofenylo)-6-metylo-1H-benz[djimidazolu  2-(4-fluoi ylo)-1H-ben:
/ /
N N
. N/ 2
seria H1 \ / seria H2* /(A Y— )—F i€ /L N\}—/_\ F
ukiad bioizosteryczny HaC XN N7 R ~N \_7/
) ( O o}
s AL 23 N ) NH
HyC Y~ J—F fragmnet odpowiedzialny za O
ENANy 2zwigkszong stabilnos¢ metaboliczng HN
seria pochodnych o¥
1H-benzo[djimidazolu \n 9) (23)
5 modyfikacje strukturalne
Soors "

@ Badania in vitro czgsteczek 9 i 23

Stabilno$¢ metaboliczna Rozpuszczalno$¢ termodynamiczna Badanie hepatotoksycznosci

o 90% zwiazké e 9i23) brak

5 macier;yzs\:lyl/x (OB“II 23) ﬁmﬁ (3)3 ?(;rg/mLL P hepaiot‘oks:/czr:oéci w
po 120 min inkubacji g (23): 74 pg/m e stezeniach 10uM 1 50 M

mikrosomy szczurze

Ryc. 4. Podsumowanie przeprowadzonych badan w ramach pracy H4. Numeracja czgsteczek zgodna z opisem w
publikacji H4. “Serie zwigzkdéw opisanych w pracy H1 oraz H2.
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W ramach pracy H4 otrzymano biblioteke 21 zréznicowanych strukturalnie pochodnych 2-(4-fluorofenylo)-
1H-benz[d]imidazolu, ktére poddano analizie powinowactwa do receptora GABA-A metoda
radioreceptorowg w celu okreslenia zaleznosci struktura-aktywnos$¢. Analiza potozenia grupy metylowej w
pierscieniu 2-(4-fluorofenylo)-1H-benz[d]imidazolu wykazata, iz podstawnik ten wptywa w sposdb istotny na
powinowactwo do receptoréw GABA-A. Analogi posiadajgce grupe metylowg w pozycji 6 uktadu 2-(4-
fluorofenylo)-1H-benz[d]imidazolu cechowaty sie powinowactwem w zakresie 3180-6100nM (pK; 5.21-5.5).
Natomiast zmiana pozycji grupy metylowej z 6 na 5 skutkowato utratg powinowactwa. Jednoczesnie
zaobserwowano, iz rodzaj fragmentu amidowego nie wptywat na powinowactwo do receptora GABA-A. W
serii pochodnych zawierajgcych fragment 2-(4-fluorofenylo)-1H-benzo[d]imidazolu zaobserwowano, iz
rodzaj podstawnika amidowego w taricuchu bocznym odgrywa istotng role na powinowactwo do receptora
GABA-A. Sposrdod struktur zawierajgcych réznorodne podstawniki alkilowe w taicuchu bocznym,
powinowactwo do receptora zachowaty czasteczki zawierajgce podstawniki dimetyloamidowe (15) oraz
pierscien pirolidyny (16). W przypadku pochodnych 2-(4-fluorofenylo)-1H-benzo[d]imidazolu, zawierajgcych
w fancuchu bocznym podstawniki aromatyczne: 3-aminobenzamidowy (23) lub 3-metoksyanilinowy (25) oraz
4-fluoroaniliwoy (29) wykazaty powinowactwo do receptora GABA-A w zakresie 900-2000 nM (pKi=6.05-
5.02).

Badania w grupie pochodnych 2-(4-fluorofenylo)-1H-benzo[d]imidazolu zostaty wzbogacone o badania in
silico, ktore umozliwity analize kompleksu ligand-receptor na poziomie molekularnym. Warto doda¢, iz
strukture krystaliczng ludzkiego receptora aif.y.GABA-A wykonang wysokorozdzielczg metodg Cryo-EM,
ujawniono dopiero w 2018 roku, wiec po ukazaniu sie dwdch pierwszych prac H1, H2. Dlatego badania z
zakresu modelowania molekularnego zostaty uwzglednione dopiero w pracach H5 i H6, gdzie miarodajna
analiza odziatywar molekularnych byta mozliwa.*® Dokowanie wyselekcjonowanych czasteczek (15, 16, 23,
25, 29) do modeli molekularnych receptora aiB.y2-GABA-A pozwolity okredli¢ ich sposdb wigzania w miejscu
allosterycznym, pomiedzy podjednostkami al i y2. Analiza oddziatywan pomiedzy zwigzkiem 9,
przedstawicielem serii 2-(4-fluorofenylo)-6-metylo-1H-benz[d]imidazolu a miejscem allosterycznym
receptora a1P2y2-GABA-A wykazata, iz grupa metylowa w pozycji 6 struje odpowiednig konformacjg liganda,
ktéra umozliwia nawigzanie kluczowych oddziatywan z His102 podjednostki al oraz Ser206 podjednostki y2.
Wyniki te potwierdzajg zaleznosci zaobserwowane w strukturze krystalicznej zolpidemu w kompleksie z
receptorem GABA-A, ktére rowniez wskazaty na istotng role interakcji molekularnych z aHis102 i ySer206.4°
Zmiana miejsca podstawienia grupy metylowej z pozycji 6 na 5 w pierscieniu 1H-benz[d]imidazolu (zwigzek
10) powoduje catkowite odwrdécenie konformacji liganda, uniemozliwiajgc nawigzanie kluczowych
oddziatywan z kieszenig wigzacg receptora aiPay.-GABA-A. W przypadku pochodnych nieposiadajgcych

grupy metylowej w pierscieniu 1H-benz[d]imidazolu jak np. zwigzek 23, rozbudowany podstawnik w
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amidowym tancuchu bocznym, kompensuje brak grupy metylowej wymuszajac prawidtowg konformacje
liganda, umozliwiajgc nawigzanie kluczowych oddziatywan z kieszenig wigzacg receptora aiB,y,-GABA-A.

W kolejnym etapie badan, wyselekcjonowane czasteczki (9, 15, 16, 23 i 29) poddano ocenie zdolnosci do
nasilania przeptywu jondw chlorkowych przez kanat jonowy receptora aif.y2-GABA-A. Wszystkie czgsteczki
wykazaty cechy pozytywnych modulatoréw allosterycznych, zwiekszajagc naptyw jonéw chlorkowych do
wnetrza komdérki. Aktywnosé funkcjonalna tych zwigzkdw byta stosunkowo wysoka i wynosita 172% i 134%
efektu GABA. Chociaz wyniki te nie korelowaty bezposrednio z warto$ciami powinowactwa do receptora
GABA-A, nalezy wzig¢ pod uwage, ze wptyw modulatoréw allosterycznych na przepuszczalnosé jondw jest
ztozonym procesem, ktéry zalezy od réznych czynnikédw. Uzyskane wyniki sugeruja, ze czasteczki 9123, moga
utatwiac otwarcie kanatu poprzez indukowanie okreslonej zmiany konformacyjnej receptora aif.y2-GABA-A,
co prawdopodobnie wptywa na wysokg odpowiedz funkcjonalng. Na podstawie tych badan wybrano dwie
najaktywniejsze  czasteczki, zwigzek 9 - przedstawiciela serii 2-(4-fluorofenylo)-6-metylo-1H-

benz[d]imidazolu oraz zwigzek 23 - przedstawiciela serii 2-(4-fluorofenylo)-1H-benzo[d]imidazolu.

Wyselekcjonowane czasteczki poddano analizie w panelu badann in vitro obejmujacych ocene
rozpuszczalnosci w buforze fosforanowym pH=7.4, analize stabilnosci metabolicznej w mikrosomach ludzkich
oraz badania hepatotoksycznosci. W badaniu rozpuszczalnosci termodynamicznej, zwigzki 9 oraz 23
cechowalty sie rozpuszczalnoscig, odpowiednio, 50 oraz 74 ug/mL. Wedtug kryteridw dla czgsteczek bedacych
na wstepnym etapie procesu ,drug discovery” zwigzki te mozna zakwalifikowa¢ jako s$rednio i dobrze
rozpuszczalne w wodzie.>® W badaniach stabilnosci metabolicznej zaobserwowano, iz po 120 minutowej
inkubacji z frakcjg mikrosoméw ludzkich, 90% zwigzkéw macierzystych nie ulegato metabolizmowi, co
Swiadczy o ich wysokiej stabilnosci metabolicznej. W kolejnym etapie przeprowadzono ocene
bezpieczeristwa farmakologicznego w zakresie potencjalnych efektéw hepatotoksycznych in vitro. Jako
zwigzek referencyjny zbadano alpidem, ligand GABA-A, ktéry z powodu ostrej heptotoksycznosci zostat
wycofany z rynku farmaceutycznego w latach 90 ubiegtego stulecia. Badane czgsteczki nie wykazaty efektow
hepatotoksycznych w zakresie badanych stezert 10uM i 50 uM. Dla poréwnania alpidem w stezeniu 50 uM
zmniejszat istotnie statystycznie zywotnos$é komdrek hepatocytow. Wyniki te sugerujg ze pochodne uktadu
2-(4-fluorofenylo)-1H-benz[d]imidazolu o wysokiej stabilno$¢ metabolicznej, pozbawione sg wtasciwosci

hepatotoksycznych w badanym zakresie stezen.

Podsumowanie i wnioski pracy H4

Badania przeprowadzone w ramach pracy H4 pozwolity zidentyfikowaé nowe chemotypy o strukturze 2-(4-
fluorofenylo)-6-metylo-1H-benz[d]imidazolu oraz 2-(4-fluorofenylo)-1H-benz[d]imidazolu, wykazujgce cechy
pozytywnych allosterycznych modulatoréw receptora aif.y2-GABA-A. Badania pozwolity ustali¢ zaleznosci
struktura-aktywnos$¢ oraz wymagania strukturalne decydujace o powinowactwie do receptora GABA-A, w

grupie pochodnych 2-(4-fluorofenylo)-1H-benzo[d]imidazolu. Najwyzsze efekty funkcjonalne w badaniach
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elektrofizjologicznych wykazaty czasteczki 9 i 23, ktére nasilaty prad jonowy do wartosci 172% i 134%
aktywnosci samego GABA. Oba zwigzki cechowaty sie wysokg stabilnoscia metaboliczng i brakiem
wtasciwosci hepatotoksycznych w badanym zakresie stezen. Zidentyfikowane czasteczki 9 i 23 moga
stanowig punkt wyjsciowy do dalszego projektowania kolejnych pochodnych 1H-benz[d]imidazolu, o
aktywnosci pozytywnych allosterycznych modulatoréw receptora alf2y2-GABA-A. Obecnie obie czgsteczki
zostaty poddane poszerzonym badaniom in vitro, majgcych na celu ocene potencjatu terapeutycznego tych
liganddw w schorzeniach, ktorych etiopatogeneza tgczy sie z zaburzonym funkcjonowaniem uktadu GABA-

ergicznego.

4.3.6. Koncepcja czgsteczek hybrydowych taczacych aktywnos¢ receptora GABA-A i 5-HTs — nowa
klasa zwigzkéw o aktywnosci przeciwdepresyjnej i przeciwzapalnej (H5 i H6)

Publikacja H5:

Marcinkowska M."; Mordy! B; Fajkis-Zajaczkowska N; Siwek A; Karcz T; Gawalska A; Bucki A; Zmudzki P;
Partyka A; Jastrzebska-Wiesek M; Pomierny B; Walczak M; Smolik M; Pytka K; Mika K; Kotariska M;
Kolaczkowski M. Hybrid molecules combining GABA-A and serotonin 5-HT6 receptors activity designed to
tackle neuroinflammation associated with depression. Eur J Med Chem. 2023, 247, 115071. IF= 7.088,
MNiSW: 140 pkt.

Publikacja H6:

Marcinkowska M,* Mordyl B, Siwek A, Gtuch-Lutwin M, Karcz T, Gawalska A, Sapa M, Bucki A, Szafranska K,
Pomierny B, Pytka K, Kotariska M, Mika K, Kolaczkowski M. , Dual molecules targeting 5-HTs and GABA-A
receptors as a new approach to combat depression associated with neuroinflammation”. ACS Chem.

Neurosci. 2023, doi: 10.1021/acschemneuro.3c00033 in press. IF= 5.780, MNiSW: 100 pkt.

Jak wspomniano we wstepie opracowania, istnieje wiele przestanek klinicznych, wskazujacych na obiecujgcy
potencjat terapeutyczny czagsteczek modulujgcych aktywnosé receptoréw GABA-A, w zakresie efektu
przeciwdepresyjnego.t’ Dysfunkcje transmisji GABA-ergicznej u chorych na depresje obserwuje sie na kilku
poziomach, poczawszy od obnizenia poziomu GABA w ptynie mdzgowo-rdzeniowym,>! do zmian ekspresji

transkryptéw poszczegdlnych podjednostek receptora GABA-A.#1°

Najnowsze badania kliniczne wskazujg réwniez na $ciste powigzanie pomiedzy wystgpieniem epizoddw
depresyjnych, a aktywacja komponenty immunologicznej. Wyniki wieloosrodkowych badan klinicznych
wykazaty istotny wzrost poziomu interleukin prozapalnych IL-6 oraz TNF-a u pacjentéw z diagnozg depres;ji,

wskazujgc na $cista zaleznos$é pomiedzy zaburzeniami nastroju a komponentg immunologiczng.”? Ponadto,
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wysoki poziom IL-6 w surowicy pacjentdw u ktérych zdiagnozowano anhedonie, byt istotnie wyzszy niz u
pacjentdw grupy kontrolnej.>® Obnizanie aktywnoéci IL-6 przez przeciwciato IL-6, spowodowato istotnie
kliniczng poprawe symptomow depresji, ktéra pozytywnie korelowata z obnizeniem poziomu IL-6 w
surowicy.>* Co ciekawe, na poziomie komdrkowym dowiedziono, iz podwyzszony poziom interleukin IL-6 oraz
TNF-a, moze sabotowac odpowied? pacjenta na leczenie farmakologiczne lekami z grupy selektywnych
inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny (ang. selective serotonin reuptake inhibitors SSRIs), blokujgcych
aktywnos¢ transportera dla serotoniny (SERT). Interleukiny TNF-a i IL-6 nasilajg ekspresje i aktywnosé
transportera SERT, zmniejszajac w ten sposéb terapeutyczne dziatanie lekdw przeciwdepresyjnych z grupy
SSRI,>>°® | przyczyniajac sie do lekoopornosci.>”*® Odkrycia te byly przetomem w zdefiniowaniu

patomechanizmu depresji i otwarty nowy obszar badawczy w dziedzinie psychoneuroimmunologii.

Co ciekawe, doniesienia literaturowe wskazujg na potencjalne zaangazowanie receptoréw GABA-A w
regulacje uktadu odpornosciowego. Wykazano, iz oprécz ekspresji na neuronach, receptory GABA-A znajdujg
sie réwniez na komdrkach mikrogleju,>%° a takze na komdrkach uktadu odpornosciowego krazacych we krwi
obwodowej.?! Z kolei aktywacja receptorow GABA-A przez GABA lub matoczasteczkowe ligandy, skutkowata

obnizeniem poziomu cytokin prozapalnych: IL-6, TNF-a, IL-1f. 596263

Bioragc pod uwage powyzsze dane, w pracach H5 i H6 za cel przyjeto opracowanie czasteczek o oryginalnym
mechanizmie dziatania, ktére wykazywatyby przede wszystkim dziatanie przeciwdepresyjne i jednoczeénie
adresowatyby kwestie komponenty immunologicznej. W tym celu czgsteczke GABA, potaczono poprzez linker
etylowy z fragmentem odpowiedzialnym za interakcje z komplementarnym celem terapeutycznym;
receptorem serotoninowym 5-HTs (Ryc. 4). Liczne badania wskazujg na receptor 5-HTs jako istotny cel
molekularny dla poszukiwania lekdw przeciwdepresyjnych. Teza ta znajduje uzasadnienie w licznych

badaniach przedklinicznych ktére wykazaty, iz blokada aktywnosci receptoréw 5-HT, wywotywata efekt

przeciwdepresyjny w zwierzecych modelach.®*%> Z tego wzgledu uznano receptor 5-HTs jako wysoce
komplementarny cel terapeutyczny, ktérego antagonizm moze wzmocnic profil przeciwdepresyjny dualnych
ligandéw. Z kolei, modulacja aktywnosci receptora GABA-A przez fragment GABA-ergiczny hybrydowej
czasteczki, ma zapewni¢ regulacje neurotransmisji GABA-ergicznej oraz wnies¢ potencjalng aktywnoscé
przeciwzapalnga. Badania molekularne potwierdzity ekspresje podjednostek receptora GABA-A na komdrkach
uktadu immunologicznego oraz komérek mikrogleju, i mozliwo$é regulacji funkcji uktadu immunologicznego

przez ligandy receptora GABA-A, co dato silng przestanke do rozwoju tej koncepcji.

W efekcie realizacji badan opisanych w pracach HS5 oraz H6, opracowano pierwsze w klasie hybrydowe
czasteczki, jednoczesnie modulujgce funkcje receptora GABA-A oraz 5-HTes. W pracy H5, opisano pierwsza
serie zwigzkow hybrydowych, gdzie fragmentem odpowiedzialnym za interakcje z receptorem 5-HTg, byty
gtéwnie pochodne 4-(piperazyno-1-yl)-1H-indolu. Z posrdd szerokiej palety selektywnych ligandéw receptora

5-HTe opisanych w literaturze, wybrano gtéwnie struktury posiadajgce uktad 4-(piperazyno-1-yl)-1H-indolu,
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z uwagi na dogodnos$¢ syntetycznego potaczenia z czasteczkg GABA, poprzez linker etylowy. Natomiast
czasteczki opisane w pracy H6, stanowig rozwiniecie koncepcji hybrydowych liganddw, gdzie eksplorowano
nowe chemotypy odpowiedzialne za interakcje z receptorem 5-HTs, zawierajgcym aromatyczne fragmenty

benzylowe (Ryc.5).

Aktywnos¢é

przeciwzapalna

v

Fragmenty
5-HT, (H5)

-
-

Fragment wigzacy siez |linker GABA

receptorem 5-HT o\n/\/\
NH,

SR

X
5-HT, ii ?i/ N
receptor

N
[

5-HT, (H6)

/ GABA-A

receptor

Aktywnos¢é neuron GABA-
przeciwdepresyjna ergiczny

Ryc. 5. Koncepcja czgsteczek hybrydowych wykazujgcych jednoczesne powinowactwo do receptorow GABA-A oraz
5-HTs. Struktury ,,fragmentdéw 5-HTs zbadane w ramach prac H5 oraz Hé.

Obie serie czasteczek hybrydowych (H5 oraz H6) zostaty zbadane w celu okreslenia powinowactwa do
receptorow GABA-A oraz 5-HTe¢ metody radioreceptorowg, co pozwolito na sformutowanie zaleznosci
struktura-aktywnos¢. Zaobserwowano, iz obie serie czasteczek hybrydowych cechujg sie zréwnowazonym
powinowactwem do obu celi biologicznych w stezeniach nanomolowych. Zwigzki pierwszej serii (H5)
zawierajgce w strukturze donory wigzan wodorowych w postaci grupy sulfonylowej, byty nieco bardziej
aktywne wzgledem receptora 5-HTs i GABA-A, w pordwnaniu do struktur zawierajgcych fragmenty
benzylowe. Analogiczne preferencje dotyczyty czasteczek drugiej serii (H6), gdzie struktury posiadajgce w
swojej strukturze dodatkowe donory wigzarh wodorowych w postaci grup karbonylowych w ,fragmencie 5-

HTes”, cechowaty sie wyzszym powinowactwem do receptora 5-HTs w poréwnaniu do pozostatych czasteczek.

Dla najaktywniejszych pochodnych, wybranych na podstawie profilu receptorowego, potwierdzono
wtasciwosci antagonistyczne wzgledem receptora 5-HTe. Natomiast w badaniach elektrofizjologicznych,

wykonanych metodg ,automated patch clamp”, wybrane czasteczki indukowaty naptyw jonéw chlorkowych
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do wnetrza komaérki, w poréwnywalny sposéb do naturalnego agonisty GABA. Wyniki te sg komplementarne
z analizami in silico, ktére potwierdzity, iz czgsteczki hybrydowe wigzg sie z receptorem GABA-A w podobny
sposdb do GABA, w miejscu ortosterycznym, pomiedzy podjednostkami az oraz 3,. W przypadku receptora
5-HTs, analiza na poziomie molekularnym wykazata, iz czasteczki hybrydowe, uktadajg sie w podobny sposdb

do selektywnych liganddéw 5-HTs, nawigzujac analogiczne oddziatywania w kieszeni wigzacej receptora 5-HTs.

Na podstawie uzyskanych danych, wybrano dwie struktury wiodace, przedstawicieli obu serii - zwigzek 3B w
pracy H5 oraz 16 w pracy H6, ktére charakteryzowaty sie zréwnowazonym powinowactwem do obu celéw
biologicznych (Ki < 150 nM). Obie struktury wiodgce zostaty poddane szerokiej palecie testéw in vitro,
majgcych na celu ocene wtasciwosci fizykochemicznych oraz lekopodobnienstwo, a takze stabilnosé
chemiczng i metaboliczng. Badania te wykazaty, iz zwigzki wiodgce cechuje wysoka rozpuszczalnos¢ w wodzie
(> 2mg/mL), wysoka stabilnos¢ metaboliczna (tp s> 60min) oraz zdolno$¢ do pasywnej penetracji przez btony
biologiczne. Wartg podkreslenia cechg tych zwigzkdw, jest ich relatywnie wysoka stabilnos¢ chemiczna w
buforach fosforanowych o pH=7.4 i osoczu szczura, pomimo obecnosci wigzania estrowego w fragmencie
linkera. Swiadcza o tym wysokie stezenia hybrydy w mézgu, w postaci niezhydrolizowanej (3B), ktére zostaty
oznaczone w badaniach farmakokinetycznych. Obserwacje te sg zgodne z doniesieniami innych autordw,
ktérzy wykazali wysoka stabilnos¢ chemiczng dla czagsteczek zawierajgcych fragment 2-(piperazyn-1-ylo)etylo
4-aminomaslanu.®® Przyktadowo, kandydat na lek zwigzek BL-1020, zawierajacy w swojej budowie fragment
2-(piperazyn-1-ylo)etylo 4-aminomaslanu, cechowat sie wysoka stabilnoscig chemiczng co pozwolito go

rozpatrywac jako kandydata na lek w IIl fazie badan klinicznych w terapii schizofrenii.6’

Biorac pod uwage, iz obie czgsteczki wiodace (3B oraz 16) charakteryzowaty sie korzystnymi parametrami
fizykochemicznymi i wtasciwosciami lekopodobnymi, zostaty przekazane do badarn behawioralnych, ktére
miaty zweryfikowa¢ ich potencjalng aktywnos$¢ przeciwdepresyjng. W tym celu wybrano standardowe
procedury behawioralne, stuzace do identyfikacji czasteczek o potencjalnej aktywnosci przeciwdepresyjnej,
test Porsolta. W tych samych warunkach eksperymentalnych, obie czgsteczki hybrydowe (3B oraz 16) zostaty
zbadane wraz z osobnymi fragmentami odpowiedzialnymi za powinowactwo do receptora 5-HTe(, fragment
5-HTe”) (1B oraz 6), ktére nie posiadaty dotgczonego fragmentu GABA-ergicznego (Ryc. 6). W
przeprowadzonych badaniach, struktury hybrydowe 3B oraz 16, wykazaty istotng aktywnoscé
przeciwdepresyjng w niskich dawkach (0.1- 3mg/kg - 3B, 3mg/kg - 16). Obie czgsteczki byty znaczaco bardziej
aktywne od zwigzkéw selektywnie oddziatywujacych z receptorami 5-HTs (1B oraz 6), natomiast podanie
samego GABA, nie wywotato efektu przeciwdepresyjnego (Ryc. 6). Wyniki te sugerujg, ze jednoczesna
modulacja GABA-A z 5-HTs, jest korzystna dla obserwowanego globalnego efektu farmakologicznego

czasteczek hybrydowych.

25



Zatgcznik nr 3

Badania in vivo (H5) Badania in vivo (H6)
Hybryda GABA-A/5-HT, Selektywny ligand 5-HT Hybryda GABA-A/5-HTg Selektywny ligand 5-HT¢
0.
Q/\/ \g/\/\wz I/\N/\/OH GABA (\N/\/OWNHz //\N/\/QH
% A PV NS o
N7 ) °
Q%So 38 == Q%‘o 1B — ©\/o = 16 ) = 6
Prototypowy zwiqzek hybrydowy (3B) Nowy chemotyp (16)
200+
a 350
- ol %, 300 immobility
: g 250
Z 100t 2 200 *
S £ 150
£
T 50 E 100
50
T T T T T T T 0-
- 0.1 03 1.0 - 1.0 30100 - 0.1 0.3 1.0 3.010.0 vehidce1 3 8 3 8

dose [mg/kg]

Ryc. 6. Weryfikacja aktywnosci przeciwdepresyjnej zwigzkdw hybrydowych opisanych w pracy H5 i H6 w tescie
Porsolta. Struktury molekut wiodgcych (3B i 16) oraz selektywnych ,fragmentdéw 5-HTs” (1B oraz 6). Wykresy
przedstawiajq pomiar czasu trwania bezruchu (ang. immobility time), mierzonego w sekundach.

Zachecajace wyniki pierwszych testéw behawioralnych sktonity nas do zweryfikowania aktywnosci
farmakologicznej prototypowej struktury hybrydowej 3B w modelu depresji, przebiegajacej z indukcja
komponenty immunologicznej. Biorgc pod uwage, iz u zwierzat doswiadczalnych ogdlnoustrojowe podanie
lipopolisacharydu (LPS) wywotuje stany depresyjne oraz aktywuje komponente immunologiczng, wybrano
model subchronicznego podania LPS u szczuréw. W celu weryfikacji efektu przeciwdepresyjnego wybrano
test preferencji sacharozy, poniewaz miarg klinicznej anhedonii, jest u gryzoni obnizenie podazy sacharozy.
Zaobserwowano, iz zwigzek 3B (w dawce 1mg/kg) po 7 dniach podawania, istotnie statystycznie obnizyt
poziom markerdw stresu oksydacyjnego (tlenku azotu i reaktywnych form tlenu) oraz wptynat na obnizenie
poziomu IL-6 w mdzgu. Jednoczesnie, 3B wptynat na wyréwnanie nastroju u zwierzat, gdyz zaobserwowano
istotny wzrost podazy sacharozy u zwierzat, ktérym podawano zwigzek 3B, w pordwnaniu do grupy
kontrolnej. Badania te potwierdzity, iz przedstawiciel nowej klasy czgsteczek hybrydowych, zwigzek 3B

oprocz aktywnosci przeciwdepresyjnej, wykazuje rownoczesnie efekt przeciwzapalny.

Z uwagi na istotne podobienstwo strukturalne pomiedzy selektywnymi ligandami poszczegdlnych podtypdéw
receptorow serotoninowych i potencjalny wptyw receptoréw 5-HT14 oraz 5-HT; na efekt przeciwdepresyjny,
dla czagsteczki prototypowej 3B wykonano badania powinowactwa do 5-HT1a, 5-HT7. Celem byto wykluczenie
mozliwosci interakcji z tymi celami biologicznymi, ktére mogtyby by¢ zaangazowane w efekt
przeciwdepresyjny zwigzku 3B. Badania te wykazaty niskie powinowactwo do pozostatych podtypdéw (<30%
w stezeniu 107 M), co sugeruje, iz obserwowany efekt 3B byt prawdopodobnie wynikiem interakcji z

gtownymi celami: receptorami 5-HTe oraz GABA-A. Dodatkowo, zweryfikowano wptyw 3B na oddziatywanie
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z tzw. niepozadanym celem biologicznym, jakim jest kanat potasowy hERG. Badania przeprowadzone metoda
,automated patch clamp”, wykazaty stabg blokade kanatu hERG (ICsp= 4.5 = 0.5 uM), co sugeruje obnizone

ryzyko w aspekcie potencjalnego dziatania kardiotoksycznego.

W poszerzonym panelu badan in vitro przeprowadzono weryfikacje efektu przeciwzapalnego molekut
hybrydowych (3B i 16). Badania wykonane na linii komdrkowej mikrogleju BV-2 potwierdzity, iz po stymulacji
LPS, czasteczki hybrydowe 3B i 16 istotnie obnizyty poziom markerdw stresu oksydacyjnego oraz poziom
interleukin prozapalnych IL-6 i TNF-a.. Jednocze$nie zaobserwowano, iz selektywne ,fragmenty 5-HTg” (1B i
6) nie wptynety na poziom oznaczanych markerdw co sugerowato, ze obserwowany efekt przeciwzapalny jest
wynikiem modulacji receptora GABA-A. Co istotne, w przypadku zwigzku 3B aktywnos$é przeciwzapalna
zostata zablokowana przez podanie antagonisty receptora GABA-A, pikrotoksyny, co dodatkowo potwierdza,

iz zaobserwowany efekt pochodzi od komponenty GABA-ergicznej.

Whioski i podsumowanie badan pracy H5 i H6

Badania przedstawione w pracy H5 i H6, pozwolity na opracowanie pierwszych w klasie czgsteczek
hybrydowych, taczacych aktywnos¢ antagonistyczng do receptora 5-HTs oraz agonistyczng do receptora
GABA-A, o wyraznej i nasilonej w stosunku do selektywnych ligandéw tych celéw biologicznych, aktywnosci
przeciwdepresyjnej oraz przeciwzapalnej. Badania te wskazujg, iz jednoczesna modulacja aktywnosci obu
receptoréw GABA-A oraz 5-HTs, moze by¢ obiecujgcy strategia w potencjalnej terapii zaburzen nastroju
przebiegajgcych z komponentg zapalng. Ponadto, w ramach przeprowadzonych badan wykazano, iz
komponenta GABA-ergiczna struktury hybrydowej, po przez interakcje z receptorami GABA-A, efektywnie
wygasza stany zapalne indukowane LPS. Szczegdlnie istotny jest wptyw uzyskanych wynikdéw na obnizenie
poziomu IL-6 in vivo, gdyz badania kliniczne wykazaty, ze leczenie ukierunkowane na IL-6, moze otworzy¢
nowe mozliwosci dla pacjentdw stabo reagujgcych na obecnie dostepne leczenie farmakologiczne. Zatem,
wykazane wtasciwosci immunofarmakologiczne tej nowej klasy zwigzkdw moga wytyczy¢ nowy kierunek w
projektowaniu struktur o aktywnosci przeciwdepresyjnej i przeciwzapalnej. Opracowane nowe narzedzia
farmakologiczne stang sie réwniez przedmiotem dalszych badan w tej nowo rozwijajacej sie gatezi badan z
zakresu psychoneuroimmunologii. Z uwagi na fakt, iz modulacja reakcji immunologicznych przez zwigzki
GABA-ergiczne jest stosunkowo nowym kierunkiem badawczym, opracowane zwigzki hybrydowe bedg stuzy¢
jako narzedzia farmakologiczne do oceny aktywnosci komodrek uktadu immunologicznego i mikrogleju w
wygaszaniu procesu zapalnego. Biorgc pod uwage ekspresje receptoréw GABA-A na komdrkach uktadu
immunologicznego, oba ligandy 3B i 16, s3 obecnie przedmiotem zaawansowanych badan
farmakologicznych, ktére ocenig ich efekt przeciwzapalny na makrofagach linii RAW 264.7 oraz wptyw na

wewnatrzkomdrkowe szlaki sygnalizacyjne, zalezne od modulacji receptora GABA-A.
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4.3.7. Wptyw uzyskanych wynikéw badan na rozwdj dyscypliny: nauki farmaceutyczne

Uzyskane wyniki przyczynity sie do wzbogacenia wiedzy w na temat potencjatu terapeutycznego liganddéw
receptora GABA-A w schorzeniach OUN oraz do wskazania nowych mozliwosci terapeutycznych i narzedzi
farmakologicznych, ktére w przysztosci mogg by¢ pomocne w poszukiwaniu lekdow i nowych metod terapii.
Wyniki badan zawartych w pracach H1-H6 przyczynity sie do rozwoju nauki o leku i dyscypliny nauki

farmaceutyczne, na kilku poziomach:

1) Na poziomie farmakologicznym wskazano na mozliwos¢ wykorzystania receptoréow GABA-A w nowych
wskazaniach terapeutycznych. Wykazano, iz modulacja funkcji receptorow GABA-A moze przyniesc
skuteczno$¢ farmakologiczng w tagodzeniu objawdw schizofrenii oraz depresji z towarzyszacg aktywacja
komponenty immunologicznej. Patofizjologia tych schorzen jest scisle powigzana z dysfunkcjg przekaznictwa
GABA-ergicznego,> stad ligandy ukierunkowane na modulacje receptora GABA-A, mogg przynies¢ korzysci

terapeutyczne.

Wspdlnie z badaczami z IPiN z Warszawy, wskazaliSmy receptory a.1-GABA-A jako nowe cele molekularne w
poszukiwaniu atypowych zwigzkow przeciwpsychotycznych. Badania przeprowadzone w pracy H1 i H2
potwierdzity skutecznos¢ farmakologiczng pozytywnych allosterycznych modulatoréw receptorow GABA-A
w tagodzenia epizodéw psychotycznych. Tym samym przyczynity sie do rozwoju nowych substancji
przeciwpsychotycznych, angazujgcych alternatywne mechanizmy dziatania, niezwigzane z bezposrednim
hamowaniem dziatania dopaminy (z ang.”non-dopaminergic agents”). Opracowane czgsteczki wzbogacity
pule ,non-dopaminergic agents”, ktére stanowig najnowszy trend w poszukiwaniu innowacyjnych metod
terapii schizofrenii. Ponadto nowe zwigzki bedg stuzy¢ jako zaawansowane sondy molekularne do weryfikacji
ich potencjatu terapeutycznego w leczeniu schizofrenii, w dalszych pracach badawczych. Przeprowadzone
badania moga sie réowniez przyczynic sie do opracowania nowej strategii selekcji lekdw do terapii schizofrenii,

uwzgledniajace pozytywne allosteryczne modulatory receptorow GABA-A.

Koncepcja dualnych liganddw taczacych synergie aktywnosci receptoréw 5-HTs i GABA-A, przedstawiona w
ramach prac H5 i H6, przyczynita sie do rozwiniecia najnowszego trendu badawczego, skupiajgcego sie na
poszukiwaniu substancji o aktywnosci przeciwdepresyjnej, opierajgcych sie na modulacji funkcji receptoréw
GABA-A. W 2021 roku zostata ogtoszona nowa klasa ,GABA-ergicznych lekéw przeciwdepresyjnych”, po
oficjalnym zarejestrowaniu i wprowadzeniu na rynek breksanolonu oraz zuranolonu, dwéch allosterycznych
modulatoréw ekstrasynaptycznych receptorow GABA-A.Y7 Jako zwigzki pierwsze w klasie, czasteczki
hybrydowe (3B i 16), oprdcz istotnych wtasciwosci przeciwdepresyjnych, adresujg réwniez komponente
immunologiczng. Tym samym, zidentyfikowane czasteczki stanowig istotny wktad w rozwdj
psychoneuroimmunologii, wytyczajgc nowe kierunki poszukiwania terapii depresji przebiegajgcej z aktywacjg
komponenty immunologicznej. Natomiast struktury chemiczne uzyskanych hybryd mogg stanowié¢ prototyp

w oparciu o ktéry zostang zaprojektowane w przysztosci kandydaci na leki.
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Kolejnym wktadem w rozwdj dziedziny nauki farmaceutyczne, stanowi opracowanie matoczgsteczkowych
substancji modulujgcych funkcje mikorgleju (H5, H6). Obecnie uznaje sie, ze czgsteczki zdolne do zmiany
stanu aktywnosci mikrogleju, posiadajg duzy potencjat terapeutyczny w rdznorodnych schorzeniach
neurodegeneracyjnych. Z uwagi na fakt, iz receptory GABA-A znajdujg sie nie tylko na komérkach mikrogleju
i astrocytdw, ale réwniez na obwodowych komérkach odpowiedzi immunologicznej, ligandy GABA-A mogg
wykazywac funkcje immunomodulujgce na kilku poziomach. Daje to mozliwosé rozszerzenia perspektywy
terapeutycznej obejmujgcej schorzenia przebiegajgce z aktywacjg obwodowej komponenty
immunologicznej jak np. bél neuropatyczny. Obecnie, zidentyfikowane narzedzia farmakologiczne (3B i 16)
modulujace aktywnos¢ receptora GABA-A, staty sie przedmiotem zaawansowanych prac immunologicznych
ktére dostarcza cennych informacji na temat farmakologicznej modulacji reakcji zapalnych, zaleznych od

receptoréw GABA-A.

2) Na poziomie molekularnym, przeprowadzone badania poszerzyty wiedze na temat punktéw uchwytu

nowych zwigzkow aktywnych w receptorze GABA-A, ktére istotnie réznicujg mechanizmy terapeutyczne.

Receptor GABA-A jest pentamerem ktérego podjednostki uktadaja sie w konfiguracji a, B, v, o, B tworzac
wewnatrz kanat jonowy, posiadajgcy dwa gtéwne miejsca wigzania dla liganddéw: ortosteryczne i
allosteryczne (Ryc. 7). Czasteczki opisane w ramach prac H1, H2 i H4 t3czac sie z receptorem GABA-A w
miejscu allosterycznym, pomiedzy podjednostka o i y2, wykazuja cechy pozytywnych allosterycznych
modulatoréw. Jak wykazaty prace H1 i H2, ligandy dziatajgce w mechanizmie allosterycznym, wywierajg efekt
przeciwpsychotyczny w modelach zwierzecych i mogg stanowi¢ punkt wyjscia do projektowania nowych
lekow przeciwpsychotycznych. Z kolei badania opisane w pracy H4 pozwolity zidentyfikowa¢ nowy chemotyp
pozytywnych allosterycznych modulatoréw receptora GABA-A posiadajgcy w strukturze pierscien 2-(4-
fluorofenylo)-6-metylo-1H-benz[d]imidazolu  oraz  2-(4-fluorofenylo)-1H-benz[d]imidazolu.  Badania
pozwolity ustali¢ niezbedne wymagania strukturalne dla pochodnych uktadu 2-(4-fluorofenylo)-6-metylo-1H-
benz[d]imidazolu, odpowiedzialnych za ich aktywnos$¢ biologiczng, ktére moga utatwi¢ dalsze projektowanie
czasteczek aktywnych o cechach allosterycznych modulatoréw. Obecnie trwajg zaawansowane prace
farmakologiczne ktére majg na celu weryfikacje ich wtasciwosci farmakologicznych w schorzeniach, ktérych

etiopatogeneza taczy sie z zaburzonym funkcjonowaniem uktadu GABA-ergicznego.

Czasteczki hybrydowe opisane w pracach HS i H6, modyfikujg aktywnos¢ receptoréow GABA-A poprzez
mechanizm ortosteryczny i wykazujg cechy agonistéw/czeSciowych agonistow, wigzac sie pomiedzy
podjednostkami a6 i B1-2. Jak wykazaty nasze badania, ligandy aktywujace receptor GABA-A w mechanizmie
ortosterycznym na komodrkach mikrogleju, wywotujg efekt przeciwzapalny. Warto doda¢, iz do tej pory w
literaturze naukowej miejsce wigzania w receptorze GABA-A odpowiadajgce za modulacje komponenty

immunologicznej nie zostato doktadnie sprecyzowane. Stad tez opracowane ligandy przyczynity sie do
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zwiekszenia wiedzy na temat roli receptorow GABA-A w tym zakresie. Natomiast w badaniach
behawioralnych, zaobserwowano istotny wptyw ligandéw ortosterycznych na zachowanie, gdzie efekt

przeciwdepresyjny prawdopodobnie jest wynikiem synergii pomiedzy receptorami GABA-A a 5-HTs.

Potencjalna terapia schizofrenii lub
Potencjalna terapia zaburzeri innych schorzeri OUN
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Ryc. 7. Zdefiniowane punkty uchwytu ligandow receptora GABA-A, ktdre roznicujq mechanizmy farmakologicznie i
wyznaczajg nowe sciezki terapeutyczne schorzeri OUN.

Wyniki przeprowadzonych badan opisanych w pracy (H5 i H6), otwierajg mozliwosci eksploracji nowej
przestrzeni chemicznej, projektowania i syntetyzowania ligandéw ortosterycznych oraz allosterycznych,
wykazujgcych obiecujacy potencjat terapeutyczny w schorzeniach OUN, przebiegajgcych z komponentg
immunologiczng. Opracowane nowe struktury o korzystnych wtasciwosciach lekopodobnych, moga stac sie

punktem wyjscia do projektowania i opracowania nowych lekdw.

3) Na poziomie metodycznym, opracowano nowa, szybka i wydajng metode syntezy zolpidemu i analogow
fluorowanych, wykorzystujgcg promieniowanie mikrofalowe. Nowa metodyka, pozwala na otrzymanie
duzych ilosci zwigzkéw narzedziowych, o wysokim stopniu czystosci, spetniajgcych wymogi badan
farmakologicznych. Niewatpliwg zaletg syntezy prowadzonej w reaktorze mikrofalowym, jest mozliwos¢
szybkiego uzyskania czgsteczek narzedziowych i zredukowanie ilosci rozpuszczalnikdw w procesie syntezy,
co ma bezposrednie znaczenie dla sSrodowiska i wpisuje sie w zasady zielonej chemii. Wyniki badan przetozyty
sie na aspekt praktyczny, gdyz opisang metodologie zastosowano do syntezy winianu zolpidemu, ktéry zostat

wykorzystany przez wspotpracownikdow z Instytutu Farmakologii IFPAN w Krakowie, w badaniach
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przedklinicznych potencjalnej terapii drzenia. Wyniki badan zostaty opublikowane w pracy D30. Opracowana
metoda jest rowniez wykorzystywana w badaniach wtasnych, gdzie winian zolpidemu jest substancjg

referencyjng w kierowanym przeze mnie projekcie Sonata Bis.

Reasumujac, wyniki opisanych badan wptynety na szeroko pojety rozwdj dziedziny nauki farmaceutyczne
skupiajacy sie na odkrywaniu i rozwoju nowych lekéw. Wyniki badan, wptynety na rozwdéj nauki o leku w
zakresie projektowania substancji aktywnych biologicznie. Nowe struktury chemiczne mogg stanowic
prototyp, w oparciu o ktéry zostang zaprojektowane w przysztosci kandydaci na leki. Przeprowadzone
badania przyczynity sie rowniez do wskazania receptora GABA-A jako celu biologicznego, o duzym potencjale
terapeutycznym w schorzeniach OUN takich jak schizofrenia i depresja z towarzyszacg aktywacjg uktadu
immunologicznego. Badania wskazane w pracach H1-H6, moga zwiekszy¢é w przysztosci mozliwosci
terapeutycznego postepowania wobec schorzern OUN, oraz stac sie punktem wyjscia do opracowania

nowych metod terapii, angazujgcych czasteczki o profilu GABA-ergicznym.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnos$cia naukowg albo artystyczng realizowang w
wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagraniczne;.

Moja istotna aktywnos¢ naukowa byta realizowana w 3 osrodkach zagranicznych podczas 2 stypendiow

wyjazdowych oraz 3-letnich studiach doktoranckich:

1) Department of Medicinal Chemistry and Chemical Biology, Utrecht University, Holandia (5-miesieczny
staz)

2) Dipartimento di Chimica, Materiali ed Ingegneria Chimica ‘G. Natta’ del Politecnico di Milano, Mediolan,
Wtochy (stypendium Marie Curie Early Stage Resercher -6 miesiecy oraz 3 letnie studia doktoranckie)

3) Departamento de Quimica Organica, Facultad de Farmacia, Universitat de Valéncia, Walencia, Hiszpania

(4-miesieczny staz)

Rezultatami powyzszych aktywnosci byto wiele publikacji w ktérych jestem wspétautorem (nazwisko rodowe:
Jagodzinska):

D1. Brouwer AJ, Elgersma RC, Jagodzinska M, Rijkers DT, Liskamp RM. Delayed fibril formation of amylin (20-
29) by incorporation of alkene dipeptidosulfonamide isosteres obtained by solid phase olefin cross
metathesis. Bioorg Med Chem Lett. 2008, 18 (1), 78-84. doi: 10.1016/j.bmcl.2007.11.009.

D2. Jagodzinska M, Huguenot F, Zanda M. Studies on a three-step preparation of B-fluoroalkyl acrylates from

fluoroacetic esters. Tetrahedron 2007, 63, 9, 2042-2046. doi: 10.1016/j.tet.2006.12.045.
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D3. Jagodzinska M, Huguenot F, Candiani G, Zanda M. Assessing the bioisosterism of the trifluoromethyl
group with a protease probe. ChemMedChem. 2009, 4, (1), 49-51. doi: 10.1002/cmdc.200800321.

D4. Sani M, Sinisi R, Molteni M, Jagodzinska M, Huguenot F, Bruché L, Zanda M.; ‘The trifluoroethylamine
function as peptide bond replacement’ Chemistry today 2006, 24, 42-43

D5. Shankar P, Jagodzinska M, Sani M, Fossati G, Lezzari P, Zanda M, ‘Synthesis and Structure-Activity
Relationship Studies of Novel Tubulysin U and V Analogues — Effect of Variations in Tubuvaline on Cytoxicity’
Org Biomol Chem. 2013, 11, 2273-87.

B1. Sinisi R, Jagodzinska M, Candiani G, Huguenot F, Sani M, Volonterio A, Maffezzoni R, Zanda M
‘Fluorinated Inhibitors of Matrix Metaloproteinases’ in ‘Fluorine in Medicinal Chemistry and Chemical
Biology’ Willey 2009, Pages: 99-115.

B2. Bruché, L.; Viani, F.; Candini, G.; Hugenot, F.; Jagodzinska, M.; Moussier, N.; Sani, M.; Zanda, M
"Fluorinated Inhibitors of Matrix Metalloproteinases’ in "Current Fluoroorganic Chemistry’, Soloshonok, V.
A., Yamazaki, T. Eds.; ACS Publications Division and Oxford University Press, Washington, D.C., 2007, pp. 420-
430

Bytam réwniez zaangazowana w realizacje dwéch projektéw europejskich realizowanych na Politechnice w
Mediolanie:

1) HPRN-CT- 2002;00181 ‘Selective Fluorinated Inhibitors of Matrix Metalloproteinases 3 and 9- FLUOR
MMPYI’

2) European Commission Integrated Project, LSHC-CT-2003-503233 ‘Selective targeting of angiogenesis and

of tumour stroma-STROMA'.

Podczas stypendium Erasmus w Department of Medicinal Chemistry and Chemical Biology, Utrecht
University, Holandia pracowatam nad syntezg chemiczng nowych bioizosteréw wigzania dipeptydowego, a
uzyskane przeze mnie wyniki staty sie podstawag do napisania pracy magisterskiej o tytule ,Synteza
alkenowych dipeptydosulfonamidowych izosteréw biologicznych”. W wyniku realizacji powyzszych badan
opracowano nowe bioizostery wigzania dipeptydowego, opartego na schemacie alkenowych pochodnych

dipeptydosulfonamidow (Ryc. 7).

dipeptyd niemodyfikowany bioizoster sulfonamidowy
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Ryc. 7. Struktury chemiczne podstawowego dipeptydu niemodyfikowanego, podstawowych bioizosterow wigzania
peptydowego oraz nowego bioizosteru dipeptydosulfonamido alkenowego.
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Nowy uktad bioizosteryczny stat sie pdzniej narzedziem do tworzenia, trwatych, opornych na hydrolize
enzymatyczng dtugich, modyfikowanych peptyddéw biologicznie aktywnych. Wyniki badan zostaty réwniez

opublikowane w czasopismie o zasiegu miedzynarodowym D1.

Chcac poszerzyé moje horyzonty naukowe, zaraz po odbytym stazu w aptece otwartej w maju 2005,
rozpoczetam prace w europejskim projekcie: HPRN-CT- 2002;00181 ‘Selective Fluorinated Inhibitors of
Matrix Metalloproteinases 3 and 9- FLUOR MMPI’, realizowanym w ramach szesciomiesiecznego stypendium
Marie Curie dla mtodych naukowcdéw (Early Stage Resercher), finansowanego z ramienia europejskiego
programu badawczego RTN FPVI, na Politechnice w Mediolanie. Owczesna grupa badawcza kierowana przez

prof. Matteo Zande, stata sie pdzniej miejscem realizacji mojej pracy doktorskiej.

W trakcie studidw doktoranckich trwajacych od stycznia 2006 do grudnia 2009 na Politechnice w Mediolanie
(Wtochy), bytam zaangazowana w dwa projekty badawcze: wyzej wymieniony RTN ,,Fluor MMPI” obejmujacy
synteze fluorowych pochodnych kwasu hydroksamowego i barbiturowego oraz ,STROMA' zwigzany z syntezg
analogéw tubulizyny U. Dzieki pracy w zespole prof. Zandy, miatam mozliwo$¢ doskonalenia swoich
umiejetnosci syntetycznych z zakresu chemii fluoru, wieloetapowej syntezy naturalnych produktéw (total
synthesis) oraz izomerdw optycznych. W ramach swojej pracy doktorskiej opracowatam efektywng metode
syntezy kluczowych fluorowanych blokéw budulcowych, zawierajgcych ugrupowania -CFs, -CHF;, -CyFs.
Trojetapowa S$ciezka syntezy, opierajgca sie na reakcjach: kondensacji Claisena, selektywnej redukcji i
dehydrogenacji mediowanej przez P,0s, pozwolita otrzymaé fluorowane alkeny, ktére postuzyty do
otrzymania czasteczek biologicznie aktywnych - inhibitorow enzymoéw MMP-3 i 9. Metoda zostata
przedstawiona w publikacji D2 w ktérej jestem pierwszym autorem. Aspekty dotyczace syntezy inhibitoréw

enzyméw MMP zostaty rowniez przedstawione w rozdziatach dwéch ksigzek B1 i B2.

Kolejnym aspektem prowadzonych badan na Politechnice w Mediolanie byfa synteza fluorowanych
pochodnych kwasu barbiturowego, ktére wykazywaty aktywnos$¢ hamujgcg w stosunku do enzyméw: MMP-
2 i MMP-9. Zwigzki te posiadaty roznorodne podstawniki fluorowane w dystalnej czesci taricucha alkilowego
i umozliwity eksplorowanie wtasciwosci bioizosterycznych grupy trifluorometylowej (CFs3). Otrzymana przeze
mnie serie zwigzkédw uzyto jako narzedzi do poréwnywania aktywnosci pochodnej trifluorometylowej z
alkilowymi analogami, posiadajagcymi odpowiednio grupe etylowa, metylowg oraz izopropylowg. Na
podstawie wartosci ICso do izoform MMP-2 i MMP-9, poréwnano aktywnos$¢ barbiturandw posiadajgcych
podstawnik trifluorometylowy z analogami alkilowymi, gdzie wielko$¢ podstawnikdw data sie ujgé w szereg:
Me< Et = CF3 > Pr. Badania te pozwolity stwierdzi¢, ze grupa trifluorometylowa jest bioizosterem grupy

etylowej, poniewaz wartosci ICsp obu pochodnych byty zblizone.
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Ryc. 8. Struktury chemiczne podstawowego dipeptydu niemodyfikowanego, podstawowych bioizosterow wigzania
peptydowego oraz nowego dipeptydosulfonamido alkenowego bioizosteru.

Warto wspomnie¢, iz kwestia bioizosteryzmu grupy -CFs byta od lat przedmiotem wielu badan, gdzie
sugerowano jej podobienstwo do grupy metylowej, etylowej lub izopropylowej. Dlatego tez uzyskane wyniki
badan, stanowity istotny wktad w rozwdj chemii lekdw i poszerzyty wiedze na temat bioizsteryzmu grupy -
CFs. Praca opisujgca w/w badania, w ktdrej jestem pierwszym autorem, zostata opublikowana w czasopismie
o zasiegu miedzynarodowym D3 i od 2008 roku do 3.03.2023 zostata zacytowana az 100 razy (wg. google

scholar).

W trakcie realizacji badarh w ramach pracy doktorskiej, jednym z celéw byto opracowanie wydajnej metody
syntezy produktu naturalnego tubulizyny U. Tubulizyna U to produkt naturalny produkowany przez bakterie
z rodzaju Myxobacteria. Posiada silne witasciwosci cytotoksyczne wzgledem komdérek nowotworowych,
wynikajgce z zdolnosci do dezintegracji mikrotubul i hamowania podziatow komadrkowych. Z tego wzgledu,
tubulizyna U zyskata zainteresowanie jako potencjalny lek cytotoksyczny, a jej potencjat biologiczny jest nadal
szeroko eksplorowany w réznorodnych badaniach in vitro. Naturalna tubulizyna U to tetrapeptyd, ktory jest
zbudowany z 3 atypowych aminokwasdéw: Tup, Tuv, Mep oraz L-lizyny, posiadajacy sze$¢ centréw chiralnych,
co powoduje, ze synteza organiczna jest bardzo wymagajgca. Wystepujacy w czasteczce naturalnej
tubulizyny U fragment estrowy, jest bardzo podatny na hydrolize, co powoduje utrate aktywnosci
biologicznej. Z tego wzgledu w ramach europejskiego projektu: LSHC-CT- 2003-503233 ‘Selective targeting
of angiogenesis and of tumour stroma-STROMA’ realizowanego przez grupe prof. Zandy, uczestniczytam w
pracach majacych na celu modyfikacje struktury tubulizyny U we fragmencie Tuv. Celem byto otrzymanie
analogu strukturalnego cechujgcego sie zwiekszong trwatoscig hydrolityczng, przy zachowanej aktywnosci

biologicznej (Ryc. 9).
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Ryc. 9. Struktury chemiczne tubulizyny U i jej analogow otrzymanych w ramach projektu ,, STROMA”.

W wyniku przeprowadzonych badan, otrzymano trzy alkilowe analogi tubulizyny U, z czego pochodna
posiadajgca ugrupowanie metoksymetylowe (MOM) cechowata sie wysokg aktywnoscig cytostatyczng (ICso
= 22 nM) poréwnywalng do naturalnej tubulizyny U (ICsp = 3.8 nM), jednoczesnie zwigzek ten byt stabilny i
nie ulegat hydrolizie. Badania te wykazaty, iz grupa metoksymetylowa mozn stuzy¢ jako bioizoster grupy
acetylowej, zwiekszajac jednoczesnie stabilnos$¢ chemiczng struktur biologicznie aktywnych. Wynik badan

opublikowano w pracy D5.

Od kwietnia 2007 do lipca 2007 przebywatam na stypendium wyjazdowym na Uniwersytecie w Walencji
(Hiszpania) w ramach stypednium ,visiting scholarship”, gdzie pracowatam w grupie badawczej prof. Santosa
Fustero. W trakcie stypendium przeprowadzitam synteze azowych zwigzkéw heterocyklicznych i ich
fluorowcowych pochodnych, jak réwniez reakcji w jednym naczyniu (tzw. ,one-pot reactions”). Badanie te

przyczynity sie do rozwoju nowych metod syntezy organicznej.

MeO
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Po uzyskaniu stopnia doktora chemii przemystowej i inzynierii chemicznej na Politechnice w Mediolanie
(Wtochy), bytam zaangazowana w prowadzenie interdyscyplinarnych badan w Katedrze Chemii
Farmaceutycznej, Wydziatu Farmaceutycznego UIJCM, realizowanych we wspétpracy z krajowymi i

zagranicznymi osrodkami badawczymi:
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1) z Prof. dr hab. Pawtem Mierzejewskim z Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie

Efektem wspotpracy byty prace H1, H2 oraz D7, D8 i D11.

2) z Prof. dr hab. Przemystawem Bienkowskim z Katedry i Kliniki Psychiatrycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego

Efektem wspotpracy byty prace H1, H2 oraz D7, D8 i D11.

3) z Prof. dr hab. Piotrem Kowalskim i dr Jolantg Jaskowskg z Politechniki Krakowskiej

Efektem wspotpracy jest praca D7 oraz 2 gtoszenia patentowe (zatgcznik 4).

4) z dziatem badawczo-rozwojowy firmy Adamed

W ramach projektu ,,Opracowanie innowacyjnego leku stosowanego w terapii schorzen osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN) — schizofrenii, depres;ji, leku”, kierowanego przez prof. dr. hab. Marcina Kotaczkowskiego,
opracowano 2 patenty i 4 zgtoszenia patentowe, w ktdrych jestem wspodtautorem. (Szczegdtowy wykaz
znajduje sie w zatgczniku 4). W ramach kolejnego projektu: ,Opracowanie nowych kandydatow na leki w
terapii behawioralnych i psychologicznych symptomdéw demencji (BPSD)”, realizowanego w ramach
wspotpracy z firmg Adamed, opracowano kolejne zgtoszenie patentowe oraz patent (zatgcznik 4) w ktérych
jestem wspotautorem, a takze publikacje D7, D8, D11.

4) z dr hab. Katarzyng Kauter z Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie

Efektem wspodtpracy jest wspdlna praca D30. Jestem rowniez wykonawcg w gracie OPUS (OPUS 14,
2017/27/B/NZ7/00289) kierowanym przez dr hab. Katrzyne Kuter.

5) z dr Suatem Sari z Faculty of Pharmacy, Hacettepe University, Ankara, Turcja

Efektem wspotpracy byta praca D25.

6) z prof. JM. Witkin i prof. J.Cook z Uniwersytetu Wisconsin-Milwaukee (USA)

Efektem wspodtpracy byta praca D30.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub
sztuke.

6.1. Dziatalnos¢ dydaktyczna
6.2.1. Prowadzone zajecia

Od momentu zatrudnienia na etacie naukowo-dydaktycznym w Zaktadzie Chemii Lekéw Katedry Chemii
Farmaceutycznej UJICM w 2011 roku, istotnym obszarem mojej aktywnosci sg zajecia ze studentami. Moja
aktywnos$¢ dydaktyczna obejmuje seminaria oraz ¢wiczenia laboratoryjne z przedmiotu Chemia Lekéw dla
studentéw Il roku Wydziatu Farmaceutycznego UJICM kierunku farmacja. W latach 2020-2022 bratam udziat
w modyfikacji struktury prowadzonych ¢wiczen i seminariow z przedmiotu Chemia lekdw. Bytam
odpowiedzialna za opracowanie koncepcji ¢wiczen praktycznych obejmujgcych nowoczesne techniki
analityczne stosowane obecnie w przemysle farmaceutycznym, w zakresie badania rozpuszczalnosci

preparatéw leczniczych metodg kinetyczng oraz analize preparatéw farmaceutycznych wykorzystujgc
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metode termodynamiczng, z wykorzystaniem HPLC. Powyzsze zagadnienia wymagaty rowniez opracowania
materiatéw dydaktycznych, ktére zostaty udostepnione studentom. Obecnie trwajg prace nad zebraniem
tych tresci i przygotowaniem ich w postaci skryptu do ¢éwiczen.

Od roku akademickiego 2017/2018 roku prowadze wyktady oraz seminaria w jezyku angielskim dla
studentéw kierunku anglojezycznego Drug Discovery and Development, z przedmiotéw Chemistry in

Pharmaceutical Sciences Principles of Medicinal Chemistry, Medicinal Chemistry, oraz Master Project.

6.2.2. Opieka naukowa nad magistrantami i studentami

0d 2011 roku do chwili obecnej bytam promotorem/opiekunem naukowym 12 prac magisterskich studentow
Wydziatu farmaceutycznego UJCM oraz petnitam funkcje opiekuna naukowego dwadch studentek z Wydziatu
Chemii UJ (mgr Nikola Fajkis-Zajgczkowska oraz lic. Katarzyna Szafranska). Staram sie rowniez inspirowac i
zachecac studentéw do podejmowania badan i dziatalnosci naukowej. Obie studentki Wydziatu Chemii UJ
byty zaangazowane w realizacje badan w ramach projektéw badawczych kierowanych przeze mnie - Sonata
oraz Sonata Bis, a takze uczestniczyty w przygotowaniu publikacji popularnonaukowych do czasopisma
Wiadomosci oraz Chemiczne Kosmos (D35 i D36). Petnitam réwniez funkcje opiekuna naukowego 3
studentdéw zaangazowanych w dziatalnos¢ badawczg w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJICM.

Innym elementem pracy ze studentami jest sprawowanie funkcji opiekuna praktyk studenckich w ramach
programoéw Erasmus+ (2 studentki) oraz wakacyjnych praktyk (1 studentka) w ramach programu Student

Exchange Programme (SEP) organizowanego przez Polskie Towarzystwo Studentéw Farmacji UJ CM.

6.2.3. Funkcja promotora pomocniczego rozpraw doktorskich

Petnitam funkcje promotora pomocniczego w dwéch przewodach doktorskich w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne. Oba tematy rozpraw dotyczyty roli receptoréw GABA-A w promowaniu rekonwalescenc;ji

poudarowej, ktére wchodzity w zakres kierowanego przeze mnie grantu Sonata BIS (2018/30/E/NZ7/00247).

1) Zakonczony przewdd doktorski dr n. farm. Barbary Mordyl zwienczony zostat rozprawa doktorska
,0cena aktywnosci pozytywnych modulatoréw allosterycznych receptora GABA-A w modelach
udaru niedokrwiennego mdzgu” (obrona 9.12.2022). Stopien doktora w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne zostat nadany na podstawie Uchwaty Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne UJ z
dnia 19.12.2022r.

2) Wszczety przewdd doktorski mgr Nikoli Fajkis-Zajgczkowskiej ,,Synteza i analiza zaleznosci struktura-
aktywnos¢ nowych liganddw receptora GABA-A o potencjalnym dziataniu neuroprotekcyjnym”. Mgr
Nikola Fajkis-Zajgczkowska byta zatrudniona na stanowisku stypendysty/doktoranta w grancie
Sonata Bis (2018/30/E/NZ7/00247). Praca zostata ztozona i jest po recenzjach pozytywnych, z

wyrdznieniem. Planowana obrona w czerwcu biezgcego roku.
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6.2.4. Doskonalenie kompetencji dydaktycznych

W czasie pracy na etacie naukowo-dydaktycznym bratam udziat w licznych kursach i warsztatach

dydaktycznych, ktéore pozwolity mi na doskonalenie warsztatu dydaktycznego oraz zwiekszaé jako$

ksztatcenia. Poznanie metod dydaktyki aktywnej, pozwolito mi na wprowadzenie nowych rozwigzan

dydaktycznych, zwtaszcza w pracy grupowej na seminariach oraz metod pracy projektowe]. Zapoznatam sie

réwniez z platformami stuzagcymi do nauczana zdalnego, ktore okazaty sie przydatne podczas prowadzenia

seminariow w formie zdalnej w okresie pandemii COVID-19, a takze w doskonaleniu sprawdzania postepow

nauczania studentéw wraz z kryteriami oceny.

Bratam udziat w nastepujacych kursach:

1)

,Zaawansowane techniki edukacyjne w naukach medycznych. Kurs zaawansowany — nauczanie
oparte o problem — Problem Based Learning” (30 godzin), prowadzony przez UICM w ramach
projektu Pro bono Collegii Medici Universitatis Jagiellonicae (2012).

,Kurs Treneréw Nauki” (2017, Krakdw). Szkolenie obejmowato 32 godziny z zakresu: metody
dydaktyki aktywnej, roli i zadan trenera nauki, deontologii trenerskiej, andragogiki, kontaktu
trenera z grupga, metod i technik trenerskich, projektowania szkolen, trudnych sytuacji
szkoleniowych, zarzadzania projektem szkoleniowym.

,Kurs Corel Draw” (16 godzin) organizowany przez Arc Docenti UJ (2018)

Udziat w kursie: ,,Jak sie uczy¢ i nauczy¢ tego innych?” (10 godzin) w 2020

kurs ,Myslenie Wizualne (Sketchnoting)” (10 godzin) organizowanych przez Nauczycielewsieci.pl w

2021

6.2. Dziatalnos¢ organizacyjna

W ramach dziafalnosci organizacyjnej realizowanej na rzecz Collegium Medicum UJ, biore udziat w

przygotowaniach wnioskéw o uzyskanie finansowania na zakup aparatury naukowo-badawczej:

1)

W roku 2017 opracowatam wniosek na inwestycje w zakresie duzej infrastruktury badawczej na
zakup spektrometru NMR 500MHz dla Wydziatu Farmaceutycznego UJCM, umozliwiajgcego
przeprowadzenie charakterystyki struktury chemicznej czgsteczek. Wniosek ,Wielofunkcyjny
system spektroskopii NMR w poszukiwaniu i rozwoju nowych lekéw” otrzymat dotacje z funduszy
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego na kwote 2460000 PLN (numer wniosku:
IA/SP/0032/2018). W ramach realizacji inwestycji uczestniczytam takze w procedurach
przetargowych i bytam cztonkiem komisji nadzorujacej przetarg na zakup spektrometru NMR 500
MHz. Aparat jest obecnie wykorzystywany intensywnie w pracach badawczo-rozwojowych Wydziatu

Farmaceutycznego UJCM.
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W 2019 roku bratam réwniez udziat w wspéttworzeniu wniosku do Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego o przyznanie $rodkéw finansowych na utrzymanie aparatury badawczej: QPatch 16X -
system do automatycznych badan elektrofizjologicznych. Wniosek otrzymat dofinansowanie w
wysokosci 322 184 PLN na pokrycie kosztow serwisowych aparatu QPatch 16X (numer decyzji: 45/E-
338/SPUB/SP/2019).

Od roku 2018 bytam zaangazowana w wspottworzenie koncepcji merytorycznej Centrum Rozwoju
Terapii Chordb Cywilizacyjnych i Zwigzanych z Wiekiem (CDT-CARD) na Kampusie Medycznym UJ
CM. Bratam udziat w tworzeniu wniosku o wpisanie CDT-CARD do Polskiej Mapy Infrastruktury
Badaweczej. Sposréd 146 wnioskdw wystanych do Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, 70 z
nich uzyskato wpis na mape drogowg, w tym projekt CDT-CARD.

W ramach mojej dziatalnosci zwigzanej z CDT-CARD, wspoéttworzytam wniosek o dofinansowanie
zakupu infrastruktury badawczej dla CDT-CARD w ramach konkursu POIR 4.2 (Program Operacyjny
Inteligentny Rozwdj 2014-2020 dziatanie 4.2). Przygotowany wniosek i agenda badawcza liczyta
prawie 400 stron dokumentacji. Projekt uzyskat dofinansowanie w wysokos$ci 39 997 636 PLN.

W 2021 roku uzyskatam fundusze z programu gLIFE w ramach programu Inicjatywa Doskonatosci
Uczelnia Badawcza (06/IDUB/2019/94) na zakup wielostanowiskowej licencji do programu Spectrus

Procesor dla pracownikéw Katedry Chemii Farmaceutycznej UICM.

oraz nagrode Rektora UJCM (w 2021) za dziatalno$¢ organizacyjna.

stuzacg do promocji Wydziatu (2017, 2018).

6.3. Dziatalnos¢ popularyzujgca nauke

polskim (D35, D36) wymienione w zataczniku 4, oraz artykuty popularnonaukowe w jezyku angielskim:

Al. ‘Old drug, new hopes’ w ‘Science & Technology’ issue 17, december 2015 (wydawany przez Pan
European Networks)

A2. ‘More than forgetfulness’ Horizon 2020 Projects 2015, issue 6 www.horizon2020projects.com
A3. Pawtowski M, Obniska J, Zajdel P, Byrtus H, Chton-Rzepa G, Kotaczkowski M, Czopek, A,
Marcinkowska M, Kaminski K, Zagérska A, Zmudzki P, Bucki A, Grychowska K, Canale V, Miodorski A.
How are new drugs designed? Science Projector, Jagiellonian University in Krakow, Department of

Communications and Marketing, Krakéw, 2014.

Za udziat w projekcie CDT-CARD otrzymatam nagrode Dziekana Wydziaty Farmaceutycznego UICM (w 2019)

W ramach dziatalnosci organizacyjnej na rzecz Wydziatu Farmaceutycznego UJCM sporzadzitam prezentacje

Moja aktywno$¢ popularyzujgca nauke obejmuje publikacje o charakterze popularnonaukowym w jezyku

W 2015 roku biorac udziat w konkursie popularyzatorskim INTER organizowanym przez Fundacje na Rzecz

Nauki Polskiej, wygtositam prezentacje popularnonaukowg pt. ,Starty lek nowe sztuczki”, za ktora
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otrzymatam nagrode publicznosci i pierwszg nagrode Kapituty Konkursu. Konkurs odbywat sie pod
patronatem medialnym takich portali jak: Nauka w Polsce PAP, Forum Akademickie, studentnews.pl.
Prezentacja byta rownoczesnie rozpowszechniana przez FNP na platformie youtube, dzieki czemu trafita do
szerokiego grona odbiorcéw. Prezentacja dotyczyta mozliwosci zastosowania znanego leku nasennego
zolpidemu w terapii schizofrenii, bazujgc na wynikach badan prowadzonych we wspdtpracy z Instytutem
Psychiatrii i Neurologii w Warszawie. Moja dziatalno$¢ popularyzatorska przyciggneta uwage oséb
zainteresowanych wykorzystaniem zolpidemu w potencjalnej terapii schorzen OUN. W 2016 roku
skontaktowata sie ze mng czytelniczka jednego z portali popularnonaukowych informujac, iz zolpidem, lek
nad ktérym wdwczas pracowatam, podawany w niskich dawkach jej mezowi, przynosi poprawe w redukcji
objawdéw neurologicznych bedacych skutkiem udaru niedokrwiennego mdzgu. Przypadek ten jak i liczne
raporty kliniczne opisane w literaturze naukowej, zainspirowaty mnie pdzniej do sformutowania hipotez
badawczych w projekcie Sonata Bis, ktorym obecnie kieruje, a sam lek stat sie punktem wyjscia do
opracowania nowych, lepszych czasteczek, kandydatéw na nowe leki neuropsychiatryczne. Przypadek ten
dowodzi jak wielkg warto$¢ ma popularyzacja nauki wsrdd szerokiego grona odbiorcow i wptynat na chec

rozwijania nowego tematu badawczego zwigzanego z udarem niedokrwiennym.

7. Informacje dotyczace kariery zawodowej (oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6).

Aktualnie modj dorobek naukowy obejmuje 46 publikacji w tym 36 publikacji oryginalnych
angielskojezycznych, 8 prac poglagdowych oraz 2 rozdziaty w ksigzkach anglojezycznych. W 12 pracach jestem
pierwszym autorem, a w 10 autorem pierwszym i korespondencyjnym. Ponadto jestem autorem lub
wspotautorem 40 doniesien zjazdowych na konferencjach miedzynarodowych oraz krajowych doniesien i
komunikatéw zjazdowych. Jestem réwniez wspottwoércg 5 zgtoszen patentowych i 3 patentdéw. Petnitam

funkcje kierownika grantu w trzech projektach finansowanych z zrédet FNP oraz NCN (zatgcznik 4).

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania IF wszystkich publikacji wynosi 167,459 co odpowiada 2635
punktom w klasyfikacji MNiSW. Catkowita liczba cytowan wynosi 579 (z wytgczeniem autocytowan 522), a

indeks Hirscha jest rowny 15 (dane na podstawie Bibliografii UJ CM z dnia 25.04.2023 r.).

Tabela 2. Podsumowanie dorobku naukowego

Okres przed . Podsumowanie
Dorobek naukowy™* | ,7vskaniem stopnia Okres po uzyskaniu dorobku
doktora stopnia doktora naukowego
Liczba publikacji z 4 34 38
impact factor

Liczba publikacji i 5 5

bez impact factor
Sumaryczny Impact 8,418 159,041 167,459

factor
Suma pkt. MEiN 68 2567 2635
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Indeks Hirscha - - 15

*Dane na podstawie analizy bibliometrycznej Biblioteki Medycznej UJCM z dnia 25.03.2023, wigczajgc osiggniecie naukowe

7.1. Osiaggniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

Na poczgtkowym etapie rozwoju naukowego, moja dziatalno$¢ byta skoncentrowana gtéwnie wokodt
metodologii syntezy organicznej, syntezie uktadow bioizosterycznych oraz wieloetapowej syntezie
czasteczek biologicznie aktywnych. Dziatalno$¢ naukowo-badawczg rozpoczetam z chwilg podjecia 6-
miesiecznego stazu na Uniwersytecie w Utrechcie (Holandia) w ramach programu Erasmus/Socrates.
Pracowatam woéwczas w grupie badawczej prof. Roberta Liskampa w Department of Medicinal Chemistry and
Chemical Biology, gdzie uczestniczytam w syntezie bioizosteréw wigzania dipeptydowego, co zostato
szczegbtowo przedstawione w rozdziale 5. Dzieki temu doswiadczeniu zdobytam wiedze z zakresu podstaw
syntezy organicznej a takze chemii peptyddw i peptydomimetykdw. Przeprowadzone badania daty podstawe
do napisania pracy magisterskiej o tytule ,Synteza alkenowych dipeptydosulfonamidowych izosterdow
biologicznych”, ktérej promotorem byta prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz z Katedry Technologii i
Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Wydziatu Farmaceutycznego UJCM. Praca zostata wyrdzniona w

wydziatowym konkursie prac magisterskich w listopadzie 2004 roku.

Podejmujgc studia doktoranckie na Politechnice w Mediolanie, w grupie badawczej prof. Matteo Zandy,
uczestniczytam w syntezie zwigzkéw fluoropochodnych, inhibitoréw MMP3 i MMP9.0ceniatam wtasciwosci
bioizosteryczne grupy trifluorometylowej oraz pracowatam nad wieloetapowg Sciezkg syntezy produktu
naturalnego tubulizyny U. Merytoryczne aspekty mojej dziatalnosci na Politechnice w Mediolanie, zostaty
szczegdtowo omdwione w rozdziale 5 niniejszego opracowania. Stopien doktora zdobytam na Politechnice w
Mediolanie w marcu 2009 roku, a tytut mojej rozprawy brzmiat: ,Synthesis and Evaluation of Novel Anti-
Angiogenic Compounds”. W okresie przed doktoratem odbytam réwniez 4 miesieczny staz w ramach
stypendium ,visiting scholarschip” na Uniwersytecie w Walencji (Walencja, Hiszpania) w grupie prof. Santosa
Fustero, gdzie doskonalitam swdj warsztat syntetyczny skupiajac sie na reakcjach jednonaczyniowych i
syntezie heterocykli azotowych. Doswiadczenie zdobyte podczas pracy w 3 zagranicznych osrodkach
badawczych pozwolity mi opanowac réznorodne aspekty syntezy zwigzkdédw organicznych, ktére byty
przydatne w pdzniejszych pracach badawczej. Moja dziatalno$¢ naukowa przed doktoratem zaowocowata
wspotautorstwem w 4 publikacjach w czasopismach anglojezycznych (w 2 jestem pierwszym autorem) oraz

2 rozdziatami w ksigzkach (szczegdty zostaty podane w zatgczniku 4).

7.2. Osiggniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora
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Po uzyskaniu stopnia doktora moje zainteresowania badawcze ewoluowaty w kierunku poszukiwania
zwigzkéw biologicznie aktywnych, ktére poprzez oddziatywanie z celami biologicznymi, $cisle zwigzanymi z
patologig schorzen, majg szanse na wysoka skutecznos¢ terapeutyczng. Obejmujg one badania
interdyscyplinarne zwigzane z projektowaniem i syntezg struktur chemicznych o wifasciwosciach
lekopodobnych, po planowanie badan farmakologicznych stuzgcych do weryfikacji efektywnosci
terapeutycznej nowych zwigzkéw. Badania te sg efektem wspdtpracy z wieloma grupami badawczymi w

obrebie UICM, ale réwniez z krajowymi i zagranicznymi osrodkami badawczymi (rozdziat 5).

Oprdcz mojego gtéwnego nurtu badawczego zwigzanego z farmakologig receptora GABA-A, réwnoczesnie
rozwijatam drugi kierunek badawczy zwigzany z otrzymywaniem czgsteczek o wielofunkcyjnym mechanizmie
dziatania, skierowanych na cele biologiczne o kluczowym znaczeniu dla terapii zaburzen
neuropsychiatrycznych towarzyszacych chorobie Alzhaimera oraz ligandéw receptoréw monaminergicznych
o aktywnosci przeciwptytkowej. W wyniku realizacji powyzszych tematéw badawczych powstaty 4 prace

oryginalne w ktorych jestem pierwszym autorem i/lub korespondencyjnym autorem.

7.2.1. Badania w obrebie ligandéw wielofunkcyjnych receptoréw monoaminergicznych

Po uzyskaniu stopnia doktora chemii przemystowej i inzynierii chemicznej w 2009 roku, rozpoczetam staz
podoktorski w Zaktadzie Chemii Lekéw Katedry Chemii Farmaceutycznej UICM w grupie badawczej prof. dr
hab. Marcina Kotaczkowskiego. W tym czasie uczestniczytam w projekcie ,,Opracowanie innowacyjnego leku
stosowanego w terapii schorzer osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) — schizofrenii, depresji, leku”,
kierowanego przez prof. dr hab. Marcina Kotaczkowskiego, realizowanego w ramach konsorcjum z firma
Adamed, Instytutem Psychiatrii i Neurologii w Warszawie oraz Politechnikg Krakowska. W projekcie tym
uczestniczytam w syntezie kilku zréznicowanych chemotypdw o charakterze czgsteczek multimodalnych,
odziatywujgcych z kilkoma receptorami monoaminergicznymi: 5-HTe, HT7, D2, 5-HT2a Oraz z transporterem
SERT, jednoczesnie pozbawiajac ich oddziatywania z kluczowymi antycelami: receptorem Hi, M1 oraz
kanatem potasowym hERG. Taki profil aktywnosci miat zapewnié odpowiednig aktywnos¢ terapeutyczng w
réznorodnych chorobach psychiatrycznych takich jak: depresja, lek czy schizofrenia. Najwazniejsze grupy
chemiczne byty przedmiotem 4 polskich i miedzynarodowych zgtoszen patentowych, oraz 2 patentow
udzielonych w krajach Unii Europejskiej, USA, Rosji, Indiach, Japonii oraz Australii, w ktérych jestem

wspotautorem. Z badan tych pochodzg réwniez liczne publikacje, ktérych jestem wspdtautorem D5 i D6.

Wspodtpraca z firmg Adamed sp. z 0.0. byta pdzniej kontynuowana w ramach projektu ,,Opracowanie nowych
kandydatéw na leki w terapii behawioralnych i psychologicznych symptomdéw demencji (BPSD)”,
kierowanego przez prof. dr hab. Marcina Kotaczkowskiego. W ramach tego projektu uczestniczytam w

syntezie dualnych ligandéw receptoréw monoaminergicznych, ktére mogty mie¢ potencjalne zastosowanie
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w fagodzeniu zaburzen psychicznych towarzyszacych demencji. W ramach tych prac badawczych powstaty
najwazniejsze czasteczki, ktore uzyskaty ochrone patentowa oraz udato sie wytoni¢ kandydata na lek, ktéry
przeszedt do etapu zaawansowanego rozwoju przedklinicznego, a prawa autorskie do czasteczek zostaty

wykupione przez zagraniczng firme farmaceutyczng Acadia.

W 2015 roku rozpoczetam realizacje wtasnych projektéw, z ktérych pierwszy obejmowat opracowanie
nowych ligandéw wielofunkcyjnych, dedykowanych populacji pacjentéw geriatrycznych, cierpigcych na
zaburzenia psychiczne towarzyszgce demencji. Projekt ,Synteza i badania farmakologiczne nowych
pochodnych  benzizoksazolopropylopirolidyny  jako  wielofunkcyjnych  liganddw o  potencjalnych
wtasciwosciach prokognitywnych i przeciwpsychotycznych”, w ktérym petnitam funkcje kierownika projektu,
uzyskat finansowanie z S$rodkéw Narodowego Centrum Nauki w konkursie SONATA 8
(2014/15/D/NZ7/01789). W ramach tego projektu zaplanowatam i kierowatam pracami badawczymi
interdyscyplinarnego zespotu, ktdérego celem byto opracowanie czasteczek multimodalnych i ocena ich

aktywnos$ci w modelach zwierzecych.

Przestankg do pojecia badan w/w projekcie byty liczne dane kliniczne ktére raportowaty, iz pacjenci z
demencjg cierpig na wspéttowarzyszace zaburzenia psychiatryczne takie jak: psychoza, stany depresyjne,
agresja czy napady leku. Obecnie nie ma specjalistycznych lekéw, ktére bytyby skuteczne w tagodzeniu
zaburzen neuropsychiatrycznych towarzyszacych demencji. Z tego wzgledu klinicysci czesto zapisuja
neuroleptyki stosowane powszechnie w terapii schizofrenii. Jednakze leki te majg ograniczong skutecznos¢ i
nasilajg uposledzenie funkcji poznawczych, a takze mogg powodowac zwiekszone ryzyko zgonu pacjentéw
geriatrycznych. Z tego wzgledu postuluje sie, aby osiggngé optymalng skutecznos¢ kliniczng pacjenci, u
ktérych rozpoznano neuropsychiatryczne zaburzenia towarzyszace demencji, powinni by¢ leczeni lekami
ktére oddziatujg z specyficznymi celami biologicznymi, powigzanymi z patogenezg choroby.®® Jednym z
potencjalnych celi biologicznych jest receptor serotoninowy 5-HT,a, ktorego polimorfizm genetyczny byt
powigzany z wystgpieniem objawdw neuropsychiatrycznych u pacjentéw z demencja.®® Ponadto w
badaniach posmiertnych zaobserwowano zmniejszong gestos$¢ receptoréw 5-HTs w korze przedczotowej
pacjentéw z chorobg Alzheimera oraz zmniejszong ekspresje receptoréw 5-HT7 w hipokampie.®®’° Podobne
zmiany zaobserwowano dla receptoréow dopaminergicznych D,, ktérych wrazliwosé i gestos¢ sie zmienia u

tej populacji pacjentéw.

Dlatego w projekcie Sonata (2014/15/D/NZ7/01789), opracowano biblioteke wielofunkcyjnych liganddw,
ktére poprzez interakcje z receptorami 5-HTs, 5-HT2a, 5-HT7 i dopaminergicznych Dy, Scisle zwigzanymi z
patologig zaburzen neuropsychiatrycznych w demencji, mogtyby wykazaé potencjalne korzysci w tagodzeniu
tych objawdéw. W ramach projektu, opracowano trzy rdzne grupy chemiczne ligandéw wielofunkcyjnych,
ktére nastepnie poddano szerokiej charakterystyce w badaniach in vitro oraz in vivo. Badania te pozwolity

wyselekcjonowad trzy czgsteczki wiodgce, charakteryzujace sie skojarzong aktywnoscig przeciwdepresyjng,
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przeciwlekowg oraz przeciwpsychotyczng. Czasteczki wykazujg réwniez wysoki profil bezpieczenstwa
farmakologicznego i nie indukuja dziatarh ubocznych, niebezpiecznych dla wrazliwej populacji 0séb starszych,
takich jak wahania cisnienia tetniczego, senno$¢, zaburzenia gospodarki weglowodanowej. Co ciekawe, dla
chemotypu  zawierajgcego  w  swojej budowie uktad  6-fluorobenzo[dlisoksazolo-3-propyluy,
charakteryzujgcego sie wysokim powinowactwem do receptordow 5-HT,a, opisano kolejne zastosowanie
zwigzane z hamowaniem agregacji ptytek krwi, co moze by¢ potencjalnie zastosowane w prewencji chordb
kardiologicznych. Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan chemiczno-farmakologicznych, pozwolity na
sformutowanie sugestii dotyczgcych mozliwosci dziatania terapeutycznego wielofunkcyjnych ligandéw w
terapii zaburzen neuropsychiatrycznych towarzyszacych demencji. Opracowane w projekcie nowe ligandy
wielofunkcyjne mogg zostac uzyte jako narzedzia farmakologiczne w badaniach przedklinicznych lub stac sie

punktem wyjscia do opracowania nowych lekdw.

Wyniki prac badawczych przeprowadzonych w ramach projektu Sonata, zostaty opisane w czterech pracach
eksperymentalnych (D12, D20, D23, D26) oraz jednej pracy przeglagdowej (D33). W trzech pracach jestem
pierwszym autorem i/lub autorem korespondencyjnym. Prezentujgc temat zwigzany z poszukiwaniem
ligandéw wielofunkcyjnych skierowanych na zaburzenia neuropsychiatryczne towarzyszgce demencji
otrzymatam pierwsza nagrode za prezentacje ustng posteru i wyrdznienie posteru na 2 konferencjach oraz
nagrode polskiego towarzystwa farmaceutycznego za prezentacje ustng (szczegoty zostaty przedstawione w

rozdziale 7.3)

Kontynuujgc temat poszukiwania zwigzkow wielofunkcyjnych, w ramach wspétpracy z dr hab. Anng
Wieckowska z Zaktadu Fizykochemicznej Analizy Leku UJCM, zsyntetyzowatam biblioteke ligandow
multimodalnych o wfasciwosciach antagonistéw receptora 5-HTe oraz hamujgcych aktywnosé
butyrylocholinoesterazy. Przestankg do opracowania multimodalnych czgsteczek tgczacych w/w aktywnosci
byty obiecujgce wyniki Il fazy badan klinicznych, ktore wykazaty istotnie wyzszg korzys¢ kliniczng terapii
skojarzonej z zastosowaniem donepezilu (inhibitora acetylocholinoesterazy) i idalopirdyny (antagonisty
receptora 5-HTg), w poréwnaniu do monoterapii.’?

W celu opracowania ligandéw multimodalnych, potgczono fragmenty alkiloftalimidu odpowiadajgce za
hamowanie butyrylocholinoesterazy z pierscieniem 1-benzylo-4-(piperazyno-1-ylo)-1H-indolu blokujacego
aktywnos$¢ receptora 5-HTs. Otrzymane czasteczki zbadano w testach in vitro, ktére potwierdzity dualng
aktywnos¢ wzgledem receptora 5-HTe oraz butyrylocholinoesterazy. Najaktywniejsze czasteczki poddano
ocenie witasciwosci antyoksydacyjnych w tescie FRAP, ktére potwierdzity wtasciwosci antyoksydacyjne tych
struktur. Wyselekcjonowane czasteczki zostang dalej ocenione w zaawansowanych badaniach
farmakologicznych w celu oceny aktywnosci prokognitywnej. Wyniki badan obejmujace prace z zakresu
syntezy oraz badan in vitro opisano w publikacji D19 w ktérej jestem pierwszym autorem i autorem

korespondencyjnym.
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W ramach grantu NCN Sonata (2016/23/D/NZ7/01328) i luventus Plus (IP2012063272), prowadzonych przez
dr hab. Anne Wieckowska, w ktérych petnitam role wykonawcy, dokonatam syntezy selektywnych ligandow
receptora 5-HTs, ktére nastepnie zostaty potgczone z fragmentami takryny lub fenylometanoaminy, w celu
uzyskania ligandow wielofunkcyjnych. Wyniki tych badan zostaty opisane w pracach D10 oraz D17, ktérych

jestem wspotautorem.

Nawigzujac wspotprace z dr. hab. Magdaleng Jastrzebska-Wiesek z Zaktadu Farmacji Klinicznej UICM,
zsyntetyzowatam zwigzek narzedziowy EMD386088 w ilosci i czystosci dostosowanych do wymogow badan
farmakologicznych in vitro. Zwigzek ten zostat wykorzystany w pracach eksperymentalnych in vitro
oceniajacych jego profil aktywnosci funkcjonalnej wzgledem receptoréw 5-HTes. Wyniki badan zostaty

opublikowane w pracy D6 w ktérej jestem wspdtautorem.

7.2.2. Selektywne ligandy receptora al-GABA-A jako cel terapeutyczny w udarze niedokrwiennym i
drzeniu

Réwnolegle jako kierownik projektu bytam zaangazowana w realizacje drugiego projektu ,Stary lek, nowe
sztuczki - od znanego leku nasennego do czgsteczek o potencjalnych wtasciwosciach przeciwpsychotycznych”,
wytonionego w ramach konkursu , Inter” Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej. Projekt ten byt kontynuacjg badan
prowadzonych w ramach wspotpracy z Instytutem Psychiatrii i Neurologii w Warszawie, ktérego celem byto
uzyskanie fluorowanych analogéw zolpidemu o dobrej rozpuszczalnosci oraz potwierdzenie ich skutecznosci
terapeutycznej w tagodzeniu objawodw psychotycznych. Szczegdtowe cele i wyniki zostaty wczedniej opisane
w ramach pracy H1.

Prezentacja w/w projektu miata charakter popularnonaukowy dostepny dla szerokiego grona odbiorcow. W
2016 skontaktowata sie ze mng czytelniczka jednego z portali popularnonaukowych informujac, iz
zaobserwowata u swojego meza zadziwiajgcg poprawe objawdw neurologicznych bedgcych skutkiem udaru,
po jednorazowym podaniu niskich dawek zolpidemu. W ten sposdb zasugerowata, iz ten sam lek zolpidem,
moze by¢ pomocny nie tylko w przypadku zaburzen psychicznych, ale jest réwniez nadziejg w innych
przypadkach.

Dokonujgc analizy literatury zauwazytam, ze opisano az kilka przypadkéw klinicznych na $wiecie w ktérych
zanotowano regresje objawéw neurologicznych udaru mézgu i tylko dwie prace eksperymentalne, ktére
probowaty ttumaczyé mechanizm dziatania zolpidemu. 38327273 Zachecito mnie to do rozpoczecia kolejnych
badan, ktérych celem byto opracowanie nowych ligandéw receptora GABA-A o potencjalnym zastosowaniu
w rekonwalescencji po udarze moézgu. W 2019 roku uzyskatam finansowanie na projekt badawczy ,Ocena
potencjatu terapeutycznego nowych pozytywnych allosterycznych modulatorow receptora GABA-A w udarze
niedokrwiennym madzgu”, w ramach konkursu SONATA Bis 8 (2018/30/E/NZ7/00247) z funduszy
Narodowego Centrum Nauki. W ramach tego interdyscyplinarnego projektu staram sie opracowac nowe

chemotypy potencjalnych liganddw receptora GABA-A, ktore w sposob selektywny modulujg synaptyczna
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transmisje GABA-ergiczng, pozostajgc bez wptywu na toniczng transmisje GABA-ergiczng, mediowang za
posrednictwem ekstrasynaptycznych receptoréw GABA-A.

Prace przeprowadzone w zwierzecych modelach udaru niedokrwiennego wykazaty, iz w skutek udaru, w
strefie okotozawatowej obserwujemy nasilong toniczng transmisje GABA-ergiczng, ktdra istotnie koreluje z
pojawieniem sie deficytéw neurologicznych. W pracach tych zaobserwowano, iz nasilenie synaptycznej
transmisji GABA-ergicznej przez takie leki jak np. zolpidem, bezposrednio korelowato z poprawg funkcji
motorycznych i behawioralnych u zwierzat doswiadczalnych.”>’* Badania te zasugerowaty, iz szybka
aktywacja synaptycznej transmisji GABA-ergicznej w rejonie okotozawatowym, jest odpowiedzialna za jego
efekt terapeutyczny. Co ciekawe, zaréwno u ludzi jak i u zwierzat doswiadczalnych efekt nasenny/sedatywny
nie wystepowat w zastosowanych, niskich dawkach. Jest to zwigzane miedzy innymi z zmiang wrazliwosci i

72 4 osobnikéw po udarze, co pocigga za sobg

gestosci receptoréw GABA-A w rejonie okotozawatowym,
odmienng reakcje tej populacji chorych na lek.

W projekcie udato sie potwierdzi¢ terapeutyczng role receptorow GABA-A w rekonwalescencji po udarze
oraz opracowano kilka nowych chemotypow, cechujgcych sie wysokim powinowactwem do receptora GABA-
A, ktére sg obecnie analizowane w panelu badan farmakologicznych. Niektdre czasteczki posiadajg réwniez
dodatkowe wtasciwosci farmakologiczne, przewyzszajgce aktywnos¢ zwigzku referencyjnego zolpidemu i
obecnie przechodzg procedure zgtoszenia wynalazku do Centrum Transferu Technologii UJ (CITRU), celem
uzyskania przysztej ochrony patentowej. Realizacja projektu przyczynita sie rowniez do powstania prac H3 i
H4. Zadania badawcze realizowane w projekcie sg tez przedmiotem dwdch rozpraw doktorskich (rozdziat
6.2.3.) w ktorych petnie role promotora pomocniczego. Cze$¢ wynikdw uzyskanych w ramach realizacji tego
projektu dotyczace wptywu modulacji receptora GABA-A na synaptyczng transmisje GABA-ergiczng zostaty
zaprezentowane w formie referatu ustnego na XXXVII Szkole Zimowej organizowanej przez Instytut
Farmakologii IF PAN w Krakowie (wykfad na zaproszenie, wykaz doniesiern zjazdowych zatgcznik 4).
Streszczenie wystgpienia zostato réwniez przedstawione w formie publikacji przegladowej w czasopismie

Kosmos (publikacja M1), ktérego wydanie specjalne obejmowato wystgpienia prelegentéw XXXVII Szkoty

Zimowej IF PAN.

Kolejnym istotnym aspektem terapeutycznym ligandéw receptora GABA-A jest choroba Parkinsona i drzenie
spoczynkowe. Istnieje kilka raportéw klinicznych opisujgcych przypadki pacjentéw z zaawansowang formg
choroby Parkinsona, u ktorych zaobserwowano natychmiastowg poprawe deficytéw motorycznych po
podaniu subklinicznych dawek zolpidemu.®” Co ciekawe, dysfunkcje uktadu GABA-ergicznego
zaobserwowano rowniez wsrdd pacjentéw cierpigcych na drzenie spoczynkowe. W ptynie mdzgowo-
rdzeniowym tych oséb zanotowano obnizone stezenie GABA w stosunku do grupy kontrolnej.3” Z kolei, prace
eksperymentalne wykazaty, iz myszy transgeniczne pozbawione receptorow al-GABA-A, wykazuja

zaburzenia motoryki charakterystyczne dla pacjentéw z drzeniem spoczynkowym.”®
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W ramach wspdlnych badan przeprowadzonych z dr hab. Katarzyng Kuter z Zaktadu
Neuropsychofarmakologii Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie oraz prof. JM. Witkin i prof. J.Cook z
Uniwersytetu Wisconsin-Milwaukee (USA), przeprowadzono badania majgce na celu ocene wptywu ligandow
receptora GABA-A na drzenia wywotywane farmakologiczng deplecjg dopaminy. W tym celu zastosowano
modele zwierzece opierajgce sie na podaniu harmaliny, pimozydu i tetrabenazyny. Badania wykazaty, iz
modulacja funkcji receptora a2 i a3 GABA-A za pomoca selektywnego liganda MP-I11-024, powodowata
istotng redukcje drzacych ruchéw pyszczka wywotang harmaling lub pimozydem. Zolpidem nie powodowat
istotnego wptywu na drzenia wywotane za pomoca w/w substancji farmakologicznych. Badania te sugerujg,
ze receptory GABA-A, szczegdlnie te zawierajgce podjednostki a2/3, mogg byc¢ potencjalnym celem
terapeutycznym w leczeniu drzenia spoczynkowego lub tremoru parkinsonowskiego. Wyniki badan opisano

w wspdlnej pracy D30.

W trakcie poszukiwania nowych chemotypdw potencjalnych ligandéw receptora GABA-A nawigzatam
wspotprace z dr Suatem Sari z Faculty of Pharmacy, Hacettepe University, Ankara, Turcja. W ramach
wspotpracy poszukujemy potencjalnych liganddw receptora GABA-A oraz zwigzkéw biologicznie aktywnych,
ktére mozna zastosowac w terapii padaczki lub choréb wspdtistniejgcych. Pierwsza praca z zakresu naszej

wspotpracy zostata opublikowana w 2021 roku (D25).

7.2.3. Ligandy receptorow monoaminergicznych (o i 5-HT2a) 0 aktywnosci przeciwptytkowej

Poza gtéwnym nurtem badawczym dotyczagcym czgsteczek biologicznie aktywnych w obrebie OUN, moja
dziatalno$¢ naukowa skupita sie na poszukiwaniu czasteczek biologicznie aktywnych o wtasciwosciach
przeciwptytkowych. Leki przeciwptytkowe stanowig wazny element wielu schematéw terapeutycznych w
chorobach uktadu krazenia i stosowane sg gtéwnie w celu prewencji takich schorzen jak: choroba wiericowa,
zawat serca, udar moézgu oraz zakrzepica. Pomimo ogromnej dostepnosci réznorodnych preparatow
przeciwzakrzepowych na rynku farmaceutycznym, wcigz trwajg poszukiwania nowych czasteczek o wysokiej
aktywnosci przeciwptytkowej. Gtéwnym niepowodzeniem obecnie dostepnych lekéw przeciwptytkowych

jest lekoopornosé wystepujgca u okoto 40% pacjentow.”®

W ramach wspétpracy z dr hab. Magdaleng Kotariska i dr hab. Monikg Kubacka z Katedry Farmakodynamiki
UICM, zsyntetyzowatam biblioteke pochodnych 4,4-dimetyloizchinolino-1,3(2H,4H)-dionu  (D16) i
pochodnych guanidyny (DY), jako selektywnych antagonistdw receptora adrenergicznego azs. Liczne badania
sugerujg, iz nadmierna stymulacja adrenergiczna moze potegowad agregacje ptytek, w wyniku stymulacji
receptoréw age-adrenergicznych, powodujgc zwiekszong wrazliwos¢ ptytek na pozostate czynniki

stymulujgce agregacje np. tromboksan czy ADP. Ponadto nadmierna stymulacja adrenergiczna oraz
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aktywacja ptytkowych receptoréw azs-adrenergicznych, moga przyczyniac sie do opornosci na zastosowane
zwykle leki przeciwptytkowe, takie jak aspiryna czy klopidogrel.”” Wykazano réwniez, iz substancje
selektywnie blokujgce podtyp receptora adrenergicznego azs, mogg hamowac patologiczng agregacje ptytek,
nie wywotujac efektdow niepozgdanych typowych dla czasteczek blokujgcych receptory aa.

Stato sie to gtdwng przestanka do opracowania dwdch serii czgsteczek o cechach antagonistéw receptora
adrenergicznego ayg i selektywnosci wobec receptora adrenergicznego a;. Na podstawie szerokiego panelu
badan in vitro wyselekcjonowano najaktywniejsze czgsteczki, ktére zostaty zbadane w dwdch modelach
agregacji in vitro indukowanej kolagenem oraz adrenaling + ADP. Nowe czgsteczki wykazaty aktywnosc¢
antyagregacyjng w obu modelach, z czego pochodne 4,4-dimetyloizchinolino-1,3(2H,4H)-dionu wykazaty
wyzszg aktywnoscig antyagregacyjng. Jeden zwigzek (3) z serii 4,4-dimetyloizchinolino-1,3(2H,4H)-dionu,
przewyzszyt aktywnosé czasteczki referencyjnej ARC-239 i moze w przysztosci postuzy¢ jako narzedzie
farmakologiczne do dalszych badan lub stanowié¢ punkt wyjscia do projektowania selektywnych liganddéw
receptora azs, 0 aktywnosci przeciwptytkowej. Badania te potwierdzity réwniez istotng role receptora ozs
jako obiecujgcego celu molekularnego do opracowania zwigzkdéw o aktywnosci przeciwptytkowej. Czasteczki
blokujace receptor azs moga by¢ szczegdlnie przydatne u pacjentdw z opornoscig na aspiryne lub klopidogrel,
gdzie udziat ptytkowych receptoréw a2-adrenergicznych i nadmiernej stymulacji adrenergicznej przyczynia
sie do zwiekszonej aktywnosci ptytek.”® Wyniki badan zostaty opublikowane w pracy D18 (pochodne

guanidyny) oraz D16, w ktdrej jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem.

Kontynuujac poszukiwanie zwigzkéw biologicznie aktywnych o aktywnosci przeciwptytkowej, w ramach
prowadzonego przeze mnie projektu Sonata (2014/15/D/NZ7/01789), otrzymano kilka zwigzkéw
cechujgcych sie nanomolowym powinowactwem do receptoréw serotoninowych 5-HT,a i ok. 10-100-krotng
selektywnoscig wobec pozostatych podtypdéw receptorow 5-HTs, 5-HT;, oraz 100-1000 krotna
selektywnoscig wobec receptora adrenergicznego ai. Warto dodaé, iz receptory 5-HTza to jeden z punktow
uchwytu lekéw przeciwptytkowych. Jednym z mechanizméw aktywacji ptytek krwi jest szlak zalezny od
serotoniny, gdzie uwalniana z ptytek serotonina prowadzi do aktywacji i agregacji ptytek za posrednictwem
receptoréw 5-HT,a. Dlatego czasteczki o cechach antagonistéw receptora 5-HTza, takie jak ketanseryna i
sarpogrelat wprowadzono na rynek farmaceutyczny i stosowano w terapii przeciwptytkowej.”® Jednakze, do
tej pory skuteczno$¢ antyagregacyjng potwierdzono dla kilku chemotypdw, gtéwnie dla pochodnych
chinazoliny-2,4(1H,3H)-dionu (ketanseryna) oraz pochodnych kwasu bursztynowego (sarpogrelat). W celu
poszerzenia wiedzy na temat aktywnosci przeciwptytkowej antagonistdéw receptora 5-HT,a, W pracy D26
przeprowadzono badania majace na celu ocene skutecznosci przeciwptytkowej nowego chemotypu,
pochodnych 6-fluorobenzo(d]izokazolo-3-ilo)propylo-5-metylopirolidyny, ktére umozliwityby eksploracje

nowej przestrzeni chemiczne;.
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Pochodne 6-fluorobenzo(d]izokazolo-3-ilo)propylo-5-metylopirolidyny zbadano w trzech modelach agregacji
in vitro wywotanych: kolagenem, serotoning +ADP kolagenu, serotoning +ADP. Wszystkie zbadane zwigzki
wykazaty zdolno$¢ do hamowania agregacji w tych modelach, w zakresie poréwnywalnym do czgsteczek
referencyjnych sarpogrelatu i ketanseryny. Aktywnos¢ przeciwptytkowa badanych zwigzkéw korelowata z sitg
blokowania receptora 5-HT.a. Jeden zwigzek; AZ 928, przewyzszyt aktywnosé przeciwptytkowag zwigzki
referencyjnych, we wszystkich trzech modelach badawczych. Przeprowadzone badania pozwolity wskazaé
strukture 6-fluorobenzold]izokazolo-3-ilo)propylo-5-metylopirolidyny jako obiecujgcy chemotyp, ktéry moze
stac sie punktem wyjscia do projektowania zwigzkdéw o cechach antagonistow receptora 5-HT.a i aktywnosci
przeciwptytkowej. Warto doda¢, iz czasteczki blokujgce szlak agregacji zalezny od serotoniny mogg by¢
przydatne w schorzeniach patofizjologicznych w ktérych jest zaangazowana serotonina i receptor 5-HTza
takich jak: miazdzyca i remodeling naczynn krwionosnych, choroby tetnic obwodowych czy nadcisnienie
ptucne. Najbardziej aktywny zwigzek AZ928 bedzie stuzyt jako narzedzie farmakologiczne w zaawansowanych
badaniach farmakologicznych, ktére pozwolg oceni¢ potencjat terapeutyczny tej grupy pochodnych w
modelach in vivo. Wyniki badan opisano w pracy D26 w ktdérej jestem pierwszym autorem i autorem

korespondencyjnym.

7.2.4. Zastosowanie suplementacji probiotykami w terapii wybranych jednostek chorobowych

Petnigc role opiekuna prac magisterskich na kierunku kosmetologia, moje zainteresowania badawcze ulegty
rozszerzeniu o tematyke chordb skérnych. W pracy D32, w ktérej jestem pierwszym i korespondencyjnym
autorem, dokonano przegladu literatury dotyczacej skutecznosci stosowania probiotykdw, zaréwno
doustnie, jak i miejscowo, w leczeniu atopowego zapalenia skory. Przedstawiono réwniez potencjalne
mechanizmy dziatania dotyczgce wptywu probiotykdw na reakcje immunologiczne. Opisywane badania
kliniczne przeprowadzone u dzieci z atopowym zapaleniem skory wskazywaty, iz suplementacja probiotykami
moze przynies¢ korzys¢ w tagodzeniu objawdw atopowego zapalania skéry, jezeli zostanie rozpoczeta w
bardzo wczesnym okresie dzieciistwa. Ponadto przeglad literaturowy pozwolit sformutowad wniosek, iz w
przysztych badaniach warto rozwazy¢ potaczenie suplementacji probiotykami z jednoczesnym, miejscowym

stosowaniem kremdw zawierajgcych probiotyki.

Kontynuujac temat probiotykdw, wspdlnie z dr hab. Agnieszka Zagdrska z Katedry Chemii Farmaceutyczne;j i
innymi wspotautorami, w pracy D34 dokonano przegladu literatury dotyczacej zaleznosci pomiedzy
mikroflorg jelitowg a chorobami psychiatrycznymi. W artykule przeprowadzono metaanalize badan
klinicznych  dotyczacych skutecznosci suplementacji probiotykami a redukcjag objawdéw chordb
psychiatrycznych. Metaanaliza wykazata, iz suplementacja preparatami probiotycznymi istotnie zmniejszyta
objawy depresji wsrdd pacjentdw z depresjg, natomiast w przypadku takich chordb jak schizofrenia czy lek,

nie zaobserwowano istotnego wptywu na redukcje objawdw. Wsrdd parametréw decydujgcych o
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skutecznosci terapii, najwieksze znaczenie miata ilos¢ i sktad preparatu probiotycznego (preparat

wieloszczepowy) oraz czas trwania badania.

7.2.5. Poszukiwanie ligandéw receptoréw monoaminergicznych wptywajacych na redukcje masy ciata

0Od 2012 roku bytam wykonawca w projekcie NCN ,,Czesciowi agonisci receptoréw alfa-2- adrenergicznych
jako nowa perspektywa skutecznego i bezpiecznego zmniejszania masy ciata” (DEC-2011/03/B/NZ7/00635),
kierowanego przez dr hab. Magdalene Kotariskg. W projekcie tym zajmowatam sie projektowaniem i
optymalizacjg $ciezki syntetycznej liganddw receptoréw adrenergicznych oraz bratam udziat w dyskusji
wynikow i przygotowywaniu manuskryptéw D13 i D31. Wyniki tego projektu wskazaty nowe mozliwosci
wykorzystania liganddéw receptoréw adrenergicznych w leczeniu syndromu metabolicznego lub otytosci

(D13, D31).

W ramach tego tematu badawczego bratam udziat w syntezie antagonisty 5-HTs, ktéry stuzyt jako narzedzie
farmakologiczne do weryfikacji efektu tych czgsteczek w redukcji masy ciata. Co ciekawe, oprécz istotnych
aktywnosci prokognitywnych i przeciwdepresyjnych wykazano, iz antagonisci receptora 5-HTs mogg wptywac
na redukcje masy ciata, poprzez wptyw na osrodek sytosci w mdzgu.8® W badaniach opisanych w pracach D9
i D15, w ktérych jestem wspdtautorem wykazano, iz idalopirdyna powoduje istotng redukcje masy ciata u
zwierzat otytych, obnizajgc poziom tkanki ttuszczowej i zmniejszajgc poziom troéjgliceryddw i kwasow
ttuszczowych we krwi. Biorgc pod uwage, iz idalopirdyna dotarta do etapu badan klinicznych, gdzie badano
jej wptyw na deficyty poznawcze u pacjentdw z chorobg Alzheimera,®! dodatkowa aktywno$é terapeutyczna,

wykazana w pracach D9 i D15 moze stac sie nowym kierunkiem zastosowania tej czasteczki.

7.2.6. Badania z zakresu chemii zywnosci, Zywnos$ci funkcjonalnej oraz interakcji lekéw z
pozywieniem

W ramach wspétpracy z dr hab. Pawtem Pasko z Zaktadu Bromatologii UICM, uczestniczytam w kilku pracach
badawczych poswieconych roli zywienia w profilaktyce choréb cywilizacyjnych oraz interakcji lekdow z
pozywieniem. W pracach D14 oraz D28 dotyczacych interakcji lekéw przeciwhistaminowych drugiej generacji
(praca D14) i lekéw przeciwwirusowych (praca D28) z pozywieniem, uczestniczytam w dyskusji wynikow,
opisie zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng a wtasciwosciami farmakokinetycznymi tych lekow. W
pracach D27 i D29 uczestniczytam w opracowaniu opisu zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng zwigzkdw
selenoorganicznych, a ich wptywem na biosynteze izotiocyjanianéw i pochodnych fenolowych przez kietki
roslin z rodziny Brassicaceae. W pracy D21, opisujgcej bezpieczerstwo stosowania kietkdw brukwi jako

zywnosci funkcjonalnej, bratam udziat w dyskusji wynikéw.
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7.2.7. Pozostate tematy badawcze

W ramach wspotpracy z dr Bartoszem Pomiernym z Zaktadu Biochemii Toksykologicznej UJ CM, bratam udziat
w syntezie zwigzku referencyjnego SDB ktdéry stuzyt do opracowania metody iloSciowego pomiaru
uwolnionego siarkowodoru in vivo. Wyniki pracy zostaty opisane w pracy D24. Natomiast w ramach
wspotpracy z dr hab. Marcinem Magierowskim z Pracowni Inzynierii Komérkowej i Diagnostyki Izotopowej
Wydziatu Lekarskiego UJCM uczestniczytam w dyskusji wynikéw w ramach pracy D22, dotyczacej efektow
terapeutycznych donorow H,S i potencjalnym mechanizmie degradacji in vivo. Wspdtpraca ta bedzie
kontynuowana w ramach przysztych badan dotyczacych syntezy potencjalnych donoréw H,S i ocenie ich

skutecznosci gastroprotekcyjne;.

Petnigc role opiekuna studentdéw praktyk laboratoryjnych (lic. Katarzyna Szafranska) i funkcje promotora
pomocniczego w przewodzie doktorskim (mgr Nikoli Fajkis), uczestniczytam w instruowaniu studentow w
tworzeniu prac przeglagdowych odnosnie tematdéw zwigzanych z odkrywaniem i rozwojem nowych lekdw.
Prace przeglagdowe w jezyku polskim z udziatem podopiecznych ukazaty sie w czasopismie Kosmos (D36) oraz

Wiadomosci Chemiczne (D35).

7.3. Nagrody i wyrdznienia

1) 11.2004- Wyrdznienie pracy na Wydziatowym konkursie prac magisterskich ,,Synteza alkenowych
dipeptydosulfonamidowych izosteréw biologicznych”

2) 06.2005- Stypendium Marie Curie Fellowship (Research training network) fundowane przez
Komisje Europejska

3) 03-2011- Wyrdznienie pracy doktorskiej

4) 05.2013-Pierwsze miejsce za ustng prezentacje posteru na konferencji IX EWDD Ninth European
Workshop in Drug Discovery- Certosa di Pontigiano (Siena-Italy)

5) 06.2013- Wyrdznienie ustnej prezentacji posteru na konferencji: Ilird SEQT Summer School:
"Medicinal Chemistry in Drug Discovery: The Pharma Perspective" (Tres Cantos, Madrid, June 25-
27,2013)

6) 01.2015- Pierwsze miejsce oraz nagroda publicznosci w konkursie popularyzatorskim INTER
ogranizowanym przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej- 01.2015

7) 2013,2014,2015, 2016, 2017 Nagroda Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego za osiggniecia
naukowe

8) 2020, 2021- Nagroda Prorektora ds. UJICM za dziatalnos¢ organizacyjna

9) 2020- Polska Nagroda Inteligentnego Rozwoju w kategorii Naukowiec Przysztosci
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10) 2022- Nagroda Prorektora ds. UJCM za dziatalnos¢ dydaktyczng
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