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1. Imig i nazwisko
MARCIN MACZYNSKI

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

tytulu rozprawy doktorskiej

A) Dyplom i tytul zawodowy magistra farmacji, Akademia Medyczna im. Piastow Slaskich
we Wroctawiu, Wydziat F armaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej, nr 3259/F, Wroctaw
25.06.1999 r.

B) Uzyskanie prawa wykonywania zawodu farmaceuty XVII/968/1623/01 (nowy nr PWZF
17012607), Dolno$laska Izba Aptekarska, Wroctaw, 2001 r.

C) Dyplom i stopien doktora nauk farmaceutycznych uzyskany na podstawie rozprawy:
»dynteza i aktywnog¢ immunomodulujaca nowych pochodnych izoksazolu”. Promotor pracy prof.
dr hab. Stanistaw Ryng, Katedra i Zaklad Chemii Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego
Akademii Medycznej we Wroctawiu, 2007 r.

D) Dyplom i tytul menedzera projektu badawczo-rozwojowego; Studia podyplomowe
na kierunku: ,Menedzer projektu badawczo-rozwojowego™ zrealizowane w Wyzszej Szkole
Bankowej we Wroctawiu, 2013 r.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

3.1. Przebieg pracy zawodowe;j:

01.10.1999 — 30.09.2007 - Asystent w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej Wydziatu

Farmaceutycznego z OAM Akademii Medycznej im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.
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01.10.2007 — 30.09.2018 - Adiunkt w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej Wydziatu

Farmaceutycznego z OAM Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

od 01.10.2018 — pelnigcy obowigzki Kierownika Katedry i Zakladu Chemii Organicznej
Wydzialu Farmaceutycznego z OAM Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich

we Wroctawiu.

1999 r. — obecnie, farmaceuta w aptece
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust, 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r.

0 stopniach naukowyech i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)
A) Tytul osiggniecia naukowego

Poszukiwanie nowych pochodnych izoksazolu o dzialaniu immunomodulujgcym

B) Wykaz publikacji naukowych stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego

Podstawe  osiggniecia naukowego  stanowi monotematyczny cykl 6 publikacji
oraz 1 udzielony patent. Prace opublikowano w latach 2014-2018. Odnosniki do prac z cyklu
stanowiacego osiagniecie naukowe oznaczone zostaly przedrostkiem H. Dla wszystkich
cytowanych prac, ktérych jestem wspotautorem, podano wartosci wspotczynnika wptywu Impact
Jactor (IF) czasopism, w ktorych si¢ ukazaty (wedtug Journal Citation Reports), zgodnie z rokiem
opublikowania oraz punkty MNiSW/KBN. Opis indywidualnego wkiadu habilitanta w powstanie
kazdej z wieloautorskich publikacji znajduje sie w Zatgczniku nr 4. O$wiadczenia wspotautorow
prac okreslajagce indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie znajduja si¢ w Zatagczniku nr
6.

H1. Marcin Maczynski®, Stanistaw Ryng, Jolanta Artym, Maja Kocigba, Michat Zimecki,
Katarzyna Brudnik, Jerzy T. Jodkowski+: New lead structures in the isoxazole system: relationship
between quantum chemical parameters and immunological activity. Acta Pol Pharm. 2014 Vol.71
no.1; s.71-83

IF2014: 0.737, Pkt. MNiSW/KBN: 15

H2. Marcin Maczynski®, Jolanta Artym, Maja Kocigba, Aleksandra Sochacka-Cwikta, Ewa
Drozd-Szczygiet, Stanistaw Ryng, Michat Zimecki: Synthesis and immunoregulatory properties
of selected 5-amino-3-methyl-4-isoxazolecarboxylic acid benzylamides. Acta Pol. Pharm. 2016
Vol.73 no.5; 5.1201-1211

[F2016: 0.745, Pkt. MNiSW/KBN: 15
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H3. Marcin Maezynski®, Jolanta Artym, Maja Kocieba, Iwona Kochanowska, Stanistaw Ryng,
Michat Zimecki: Anti-inflammatory properties of an isoxazole derivative - MZO-2.
Pharmacol.Rep. 2016 Vol.68 no.5; 5.894-902

[F2016: 2.587, Pkt. MNiSW/KBN: 25

H4. Angelika Drynda®, Bozena Obminska-Mrukowicz, Ewa Zaczynska, Michat Zimecki, Iwona
Kochanowska, Stanistaw Ryng, Marcin Maczynski: 5-amino-3-methyl-4-isoxazolecarboxylic
acid hydrazide derivatives with in vitro immunomodulatory activities. Chem. Biol Drug Des. 2017
Vol.89 no.5; 5.705-713

[F2017: 2.328, Pkt. MNiSW/KBN: 25

HS. Marcin Maezynski®, Sylwia Borska, Katarzyna Mieszata, Maja Kocieba, Ewa Zaczynska,
Iwona Kochanowska, Michat Zimecki: Synthesis, immunosuppressive properties, and mechanism
of action of a new isoxazole derivative. Molecules 2018 Vol.23 no.7; art.1545 [14s.]

[F2015: 3.098, Pkt. MNiSW/KBN: 30

H6. Maczynski Marcin®, Ryng Stanistaw, Zimecki Michat, Sochacka-Cwikla Aleksandra
Patent numer PAT.229424 udzielony przez Urzad Patentowy Rzeczpospolitej Polskiej
na wynalazek pt.: Nowa pochodna kwasu 5-amino-3-metylo-4-izoksazolokarboksylowego, Sposob

Jej wytwarzania i zastosowanie, Warszawa 2018

H?7. Michat Zimecki, Urszula Bachor, Marcin Maczynski*: Isoxazole derivatives as regulators
of immune functions. Molecules 2018 Vol.23 no.10; art.2724 [17 s.]
IF2018: 3.098, Pkt. MNiSW/KBN: 30

Sumaryczny wspétezynnik wplywu (IF) przedstawionych opracowan wynosi: 12.593
Pkt. MNiSW/KBN: 140
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C) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omolwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

Cel prowadzonych badan

Zamieszczone ponize] opracowanie zawiera zwigzle oméwienie uzyskanych wynikéw
z podkresleniem ich istotnosci. Wszystkie szczegétowe informacje takie jak przepisy
preparatywne, dokumentacja spektralna, tabele z wynikami, metodyka badan oraz opisy testow
farmakologicznych sa zamieszczone w Wwyzej wymienionych publikacjach i ich suplementach.
Przedstawione badania zostaty podjete w celu otrzymania nowych pochodnych izoksazolu
(1,2-oksazolu) o potencjalnej aktywnosci immunologicznej i obejmowaty:
1. Syntez¢ nowych pochodnych izoksazolu (H1-He)
2. Potwierdzenie struktur oraz czystosci otrzymanych pochodnych poprzez analiz¢ danych
spektroskopowych (magnetyczny rezonans jadrowy - 'HNMR i BCNMR, spektroskopia
W podczerwieni - IR, rentgenografia strukturalna, analiza elementarna oraz spektrometria mas
- MS) (H1-H6)
3. Okreslenie aktywnosci biologicznej w oparciu 0 wykonane modele doswiadczalne (H1-H6)
4. Analize zaleznosci struktura-aktywnos¢ otrzymanych zwigzkéw, ktéra pozwala
na zidentyfikowanie fragmentéw strukturalnych pozadanych z punktu widzenia dziatania
biologicznego, a jej wyniki umozliwig bardziej racjonalne projektowanie kandydatéw na nowe leki
immunomodulujace (H1-H5)
5. Wytypowanie najaktywniejszych pochodnych w celu wykonania dodatkowych badan
biologicznych in vivo oraz in vitro oraz poszukiwania ich mechanizmu dziatania na uktad
immunologiczny (H2-H5)
6. Okreslenie struktur wiodgcych w grupie pochodnych izoksazolu dzialajacych na uklad
immunologiczny (H1-H6)
7. Przeprowadzenie studium literaturowego poswieconego usystematyzowaniu aktualnej wiedzy

0 pochodnych izoksazolu wykazujacych dziatanie na uktad immunologiczny (H?7)
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Uzyskane wyniki

W ciggu ostatnich lat obserwujemy ogromny postep w rozpoznawaniu etiologii oraz
leczeniu wielu choréb. Pomimo tego weigz jeszcze sa obszary nie do korica zbadane., Choroby
immunologiczne rzadko kojarzone s3 jako Smiertelne, jednak sa niezwykle ucigzliwe, praktycznie
nieuleczalne, powodujgce ogromny dyskomfort, nie tylko fizyczny, ale réwniez psychiczny. Uktad
immunologiczny zapewnia organizmowi ochrone przed czynnikamj rozpoznawanymi jako obce.
Sprawnie dziatajacy uktad immunologiczny rozpoznaje je i eliminuje z organizmu. Zaburzenia
jego funkcji, polegajace na niedostatecznej albo nadmiernej odpowiedzi immunologicznej,
prowadza do wystapienia zaburzen immunologicznych, ktére moga powodowac réznego typu
choroby. Niedobory immunologiczne zwigzane sg z niedostateczng odpowiedzig humoralng
(Wytwarzanie immunoglobulin i przeciwciat), aktywacjag dopehiacza (komplementu) lub
z niedostateczng odpowiedzig komérkowsa (uposledzenie aktywnosci limfocytow T). Zaburzenia
t¢ mogg wystepowac pojedynczo lub razem. [stnieje wiele chordb wynikajacych z zaburzen
immunologicznych, a spowodowane s3 one wptywem srodowiska (alergie) i autoagresja czyli
wytwarzaniem przeciwciat skierowanych przeciwko sktadnikom wiasnych narzadéw i tkanek
(reumatoidalne zapalenie stawéw, anemia hemolityczna, trombocytopenia samoistna, toczen
rumieniowaty, guzkowate zapalenie tetnic, tuszczyca i wiele innych). W leczeniu choréb
wywotanych autoagresja oraz w transplantologii stosowane sg leki immunosupresyijne, czyli
obnizajgce odpowiedz ukladu immunologicznego.

Najczesciej stosowane leki Immunosupresyjne nalezg do réznorodnych grup chemicznych
np. cyklosporyna A jest cyklicznym polipeptydem, takrolimus za$ antybiotykiem makrolidowym,
pimekrolimus pochodng makrolaktamu askomycyny. Wszystkie wymienione leki posiadajg wiele
dziatan niepozadanych wynikajacych z ich nieselektywnego dziatania oraz budowy
wielkoczasteczkowej. Takrolimus oraz pimekrolimus sklasyfikowane sa Jjako inhibitory
kalcyneuryny [1, 2]. W przypadkach zastosowan miejscowych inhibitory kalcyneuryny sa czgsto
stosowane zamiennie ze steroidami, ktére takze charakteryzuja si¢ wieloma dziataniami
niepozadanymi [3]. Dlatego tak waznym celem badawczym w poszukiwaniu nowych lekéw
immunomodulujqcych jest synteza struktur mafoczasteczkowych, ktére mogg zastapi¢ inhibitory
kalcyneuryny oraz steroidy, ale o innym mechanizmie dziatania, wysokiej selektywnosci i braku

dziatan niepozadanych [4]. Jednym z kierunkéw badan realizowanych w wielu osrodkach



Marcin Mgczyriski Zatgcznik nr 2, Autoreferat w jezyku polskim

naukowych jest poszukiwanie biologicznie aktywnych zwiazkéw w grupie pochodnych
izoksazolu.

Zwigzki zawierajace pierscien izoksazolu [5] sa zrédtem roznych lekéw, ktére znalazty
zastosowanie w leczeniu infekeji i choréb o roznej etiologii. Synteza, klasyfikacja, mechanizm
dziatania i zastosowanie terapeutyczne zarejestrowanych pochodnych izoksazolu, jak i bedacych
w trakcie badan klinicznych, zostaly ostatnio opisane w kilku pracach [6-10]. Analizujac cytowane
prace mozna stwierdzié, ze szerokie spektrum dziatania zwigzkéw zawierajacych pierscien
izoksazolu obejmuje miedzy innymi aktywnosé przeciwnowotworowa, przeciwbakteryjna,
przeciwhistaminowa, przeciwgruzlicza, przeciwpadaczkowa, przeciwwirusowa, przeciwlekowa,
przeciwzapalna, immunostymuluja}cq oraz immunosupresyjna.

Najbardziej znang pochodng izoksazolu o aktywnosci immunosupresyjnej jest Leflunomid
i jego aktywny metabolit Teryflunomid [11], ktére znalazty terapeutyczne zastosowanie w leczeniu
reumatoidalnego zapalenia stawdw [12] oraz w transplantologii [13]. Leflunomid jest szeroko
stosowany jako lek referencyjny w celu poréwnania aktywnosci nowo badanych pochodnych
izoksazolu.

Nadrzednym celem moich badari bylo otrzymanie nowych, nietoksycznych pochodnych
izoksazolu. Wprowadzenie do terapii bezpiecznych oraz dziatajacych selektywnie lekéw moze
wptyna¢ na powstanie nowych protokotow leczniczych.

Poszukiwania aktywnych struktur w grupie pochodnych izoksazolu rozpoczatem
od syntezy nowych zwigzkéw (H1-H6). W przedstawionych pracach nie opisatem
podejmowanych préb majacych na celu optymalizacje metod syntezy w celu poprawy wydajnosci
procesé6w (opublikowane zostaty metody z najlepszych eksperymentéw). Strukture nowo
otrzymanych pochodnych potwierdzitem metodamj spektralnymi 'HNMR oraz BCNMR, IR,
analizag elementarna a takze dla wybranych struktur wykonano badania MS oraz analize
rentgenostrukturalna. Kolejnym ctapem bylo okreslenie aktywnosci biologicznej otrzymanych
pochodnych izoksazolu, ocena cytotoksycznosci na wybranych liniach komérkowych,
zaproponowanie mozliwego mechanizmu dziatania oraz okreslenie kierunku dalszych badan (H1-
H6). Pochodne izoksazolu, a szczegdtowiej pochodne kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-
karboksylowego, wykazuja aktywnogé regulujacg na uklad immunologiczny. Aktywnosé
ta mozemy podzielié na kilka kategorii, z uwzglednieniem okreslonego kierunku dziatania,
immunosupresyjna} (H1, H2, H5), przeciwzapalng (H3, H6) oraz immunomodulujch (H2, H4).

9
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Otrzymane zwiazki przebadano w réznych modelach doswiadczalnych wykorzystujac komérki
rezydujagce w organach limfatycznych gryzoni, ludzkiej krwi obwodowej, linie komérkowe
i eksperymentalne modele choréh zwierzecych, odpowiadajace sytuacjom klinicznym u ludzi.
W pracach przedstawiano tylko wyniki dla najaktywniejszych pochodnych, z pominieciem
zwigzkéw toksycznych czy nie wykazujacych aktywnosci w opisywanych modelach na uktad
immunologiczny. Korzystne cechy opisanych pochodnych izoksazoly obejmuja niska toksycznosé
i skuteczng bioaktywnos¢ w niskich dawkach. W wiekszodci wykonanych badan aktywnosé
testowanych zwigzkow byta poréwnywalna Iub nawet wyzsza niz stosowanych lekow
referencyjnych. W przypadku, kiedy bylo to mozliwe, zaproponowano prawdopodobny
mechanizm dziatania badanych zwiazkéw i ich potencjalng uzytecznosé terapeutyczna.

Podsumowaniem przedstawionego planu badawczego byto przeprowadzenie studium
literaturowego poswigconego usystematyzowaniu aktualnej wiedzy o pochodnych izoksazolu
wykazujacych dzialanie na ukiad immunologiczny, a takze pokazaniu wptywu swoich badan
na ogolnoswiatowe badania nad niskoczasteczkowymi i aktywnymi immunologicznie pochodnymi
izoksazolu (H7).

W celu potwierdzenia zatozenia, ze pierscien izoksazolu odgrywa kluczowa role
W dziataniu na uktad immunologiczny wykonatem badania majace na celu okreslenie czy
W zsyntezowanych pochodnych o stwierdzonej aktywnosci immunologicznej to pierscien
izoksazolu czy podstawione w Jjego uktadzie podstawniki determinuja opisywana aktywnos¢
biologiczna. Pierwszy etap mojej pracy (H1) obejmowat syntezg trzech pochodnych izoksazolu:
RMS4, RMS55, RM36, roznigcych sie podstawnikami w pozycji 4 (Rys. 1). Zwigzkiem
wyjsciowym byt 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karbohydrazyd (zwyczajowo hydrazyd kwasu
5-amino-3-metyloizoksazolo-4—karb0ksylowego, HIX), ktéry w reakcji z odpowiednimi
substratami prowadzit do otrzymania oczekiwanych produktéw. W reakcji z heksano-2,5-dionem
powstat 5-amino-3-metylo-4-[(2,5-dimetylopirolo)aminokarbonylo]izoksazol (RM54), z pentano-
2,4-dionem - 5-amino-3-metylo-4-[(3,S-dimetylopirazolo)karbonylo]izoksazol (RMS55), natomiast
W reakcji z  bromocyjanem 5-amino-3-metylo-4-[2-(5-amino-1,3,4-oksadiazolo)]izoksazol
(RM56).

10
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Rys. 1 Struktura 4-podstawionych pochodnych 5-amino-3-metyloizoksazolu (RM54, RM55, RM56)

Dla zsyntetyzowanych pochodnych wykonano testy aktywnosci immunologicznej. Badano
wptyw zwigzkéw na indukowana ﬁtohemaglutynina (PHA) proliferacje Jjednojadrzastych ludzkich
komoérek krwi obwodowe;j, wtorng humoralng odpowiedz immunologicznq splenocytéw mysich,
uzywajac erytrocytéw barana (SRBC) oraz w tescie karageninowym obrzeku stopy. Wszystkie
zwiazki wykazaty zalezng od dawki zdolnos¢ hamowania proliferacji Jednojadrzastych ludzkich
komorek krwi obwodowej. W modelu wtérnej humoralnej odpowiedzi immunologicznej
splenocytéw mysich pochodne wykazaty w dawkach 10 100 pg/ml aktywnogé immunosupresyjna
Wyzsza od zastosowanego lekuy referencyjnego Leflunomidu (jego aktywnogé wynosita
odpowiednio 70 i 87% dla dawki 10 1 100 pg/ml). Efekt dziatania supresyjnego zwiazkéw wynosit
odpowiednio dla dawek 10 j 100 pg/ml: RM54 — 50 i 65%, RM55 — 64 i 48% oraz RM56 - 39
1 89%. W tescie karageninowym tylko dwa zwiazki RM54 i RM56 charakteryzowaty sie silng
aktywnoscia przeciwzapalna. Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, iz badane
pochodne wykazujg zalezng od dawki silng  aktywnos¢ immunosupresyjna oraz
przeciwzapalng. Mechanizm dziatania prawdopodobnie rézni si¢ od immunosupresyjnego
mechanizmu dziatania Leflunomidu, poniewaz opisywane zwigzki Znaczaco stymuluja
interleukine 6 (IL-6) (dane niepublikowane), ktéra kontroluje procesy zapalne przez stymulacje
produkgji biatek ostre; fazy [14].

W celu okreslenia zaleznosci pomigdzy parametrami kwantowo-chemicznymi
a aktywnoscig immunologiczna wykonano obliczenia kwantowo-mechaniczne (H1). Zastosowano
teori¢ funkcjonatu gestosei (DFT), bedaca jedna z kwantowo-mechanicznych metod stuzgca
do modelowania struktury czasteczki chemicznej. Teoria DFT zaktada, ze wszystkie whasnosci
uktadu kwantowego w stanie stacjonarnym wynikajg z gestoscei elektronowej stanu podstawowego.

11
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DFT zastosowano aby wykaza¢ wiasciwosci molekularne badanych zwiazkéw. Parametry
geometryczne zostaty w petni zoptymalizowane przy uzyciu potencjatu hybrydowego B3LYP przy
bazie funkcyjnej 6-311G(d,p) uzywanego do obliczen czgsteczek organicznych. Rozktad tadunku
atomowego (zmiany w lokalnej gestosci elektronowej) w pochodnych RMS54, RM55, RM56,
uzyskany na podstawie analizy populacji Mullikena, zostat skorelowany z prezentowana
aktywnoscig immunologiczna opisywanych pochodnych izoksazolu. Obliczenia wykonano celem
okreslenia zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng zwiazkéw a ich aktywnoscia biologiczna.
W pracy przedstawitem parametry strukturalne najbardziej stabilnych konformeréw skalkulowane
przy uzyciu B3YLP/6-311G(d,p). Wszystkie obliczenia kwantowo-mechaniczne ab initio zostaty
wykonane przy uzyciu programu Gausian 09. Wyniki wykonanych obliczen ab initio, w tym
zoptymalizowane parametry geometryezne, czestotliwosci drgan harmonijnych, stany obrotowe,
moment dipolowy, pionowe potencjaty Jonizacji i suma energii w 0K dostarczyly informacji
na temat rozktadu tadunku elektronéw w czasteczkach RM54, RM55, RM356. Atomy tlenu (O)
i azotu (N) w pierscieniu izoksazolu s3 najbardziej charakterystycznymi punktami oraz
negatywnymi centrami zdolnymi do formowania stabilnych komplekséw z woda lub innymi
polarnymi rozpuszczalnikami. Wyniki tych obliczen wskazuja dlaczego tadunki atomowe
na atomach O i N powinny by¢ skorelowane z aktywnoscia immunologiczna opisywanych
pochodnych izoksazolu. Analiza rozktadu tadunkéw atomowych na atomie O i N w czasteczkach
RM54, RM55, RM56 ujawnita wptyw tych miejsc w czgsteczkach w modelu indukowanej PHA
proliferacji jednojadrzastych ludzkich komérek krwi obwodowej. We wszystkich stezeniach
zwigzkéw rozpuszczonych w dimetylosulfotlenku (DMSO) korelacja liniowa zachowuje waznosé.
W przypadku testu wtérnej, humoralnej odpowiedzi immunologiczne]j splenocytéw mysich
na SRBC oraz w tescie karageninowym aktywnos¢ biologiczna zalezata od rozkfadu tadunkéw
na wigkszej liczbie atoméw pierscienia izoksazolowego. W badaniach stwierdzono, ze sg to atomy
OI, N2, C3 (wegiel C5 izoksazolu) i C8 (wegiel C3 izoksazolu). Analizujgc wyniki badan
wydaje sig, Ze istnieje wprost proporcjonalna korelacja pomiedzy rosngcg aktywnoscig
immunologiczng RM55 < RM54 < RMS56, a sumg ladunkow atomowych w pierscieniu
izoksazolowym.

Przeprowadzone badania jednoznacznie wskazuja na farmakoforowa role pierscienia

izoksazolu w opisywanych modelach aktywnosci immunologicznej dla tej grupy zwiazkow (H1).
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Bazujac na swoich dotychczasowych badaniach w pracy (H2) opisatem synteze i badania
biologiczne nowej serii pochodnych izoksazolu. Wymiernym wynikiem tych badan jest takze
uzyskany patent (H6) dotyczacy struktury i aktywnosci biologicznej 5-amino-3-metylo-N-(4-
metylobenzylo)izoksazolo-4-karboksamidu (MOS).  Zsyntezowatem seri¢  podstawionych
benzyloamidéw kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karboksylowego (MOI1-10). Substratem
byt azyd kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karboksylowego, ktory w reakcjach z pochodnymi

benzyloaminy dat oczekiwane zwigzki MO1-10 (Rys. 2) (H2).

O
N.,~"NH
e} 2 R
Rys. 2 Seria zwigzkéw MO1-10

Celem tej modyfikacji byto sprawdzenie wptywu wprowadzenia fragmentu metylenowego
i odsunigcia grupy aromatycznej od grupy amidowej w pozycji 4 kwasu 5-amino-3-
metyloizoksazolo-4-karboksylowego na aktywnos¢ biologiczna. Zmiana ta spowodowata
mozliwos¢ wigkszej rotacji podstawnika arylowego oraz prawdopodobnie lepszego dopasowania
do miejsca wigzacego. Dla wszystkich zwigzkéw (MO1-10) wykonano podstawowe testy
immunologiczne in vitro i in vivo, w modelu mysim i ludzkim. Otrzymane wyniki wskazuja,
ze badane zwigzki w zakresie stezen 1-100 ug/ml nie powoduja zwiekszonej $miertelnosci
jednojadrzastych komérek krwi obwodowej (PBMC). Co wiecej, w stezeniu 100 pg/ml zaznaczyt
si¢ paradoksalnie dodatni wptyw zwiazkéw na zywotnos¢ komorek. Zwiazki posiadaty
zréznicowane, zalezne od dawki, wihasciwosci supresorowe w tescie proliferacji PBMC
indukowanym PHA. Hamowanie proliferacji widoczne bylo juz od stezenia 10 ug/ml. Dziatanie
niektérych zwiazkéw w stezeniu 100 ug/ml powodowato catkowite zahamowanie proliferacji
indukowanej tym mitogenem. Mniejsza aktywno$¢ supresyjna wykazaty zwiagzki MO1 (zawiera
niepodstawione ugrupowanie benzylowe), MO7 (zawiera podstawnik 4-fluorobenzylowy) i MO10
zawiera grupe 3-trifluorometylobenzylows). Pozostate sa inhibitorami o umiarkowanej
aktywnosci. W modelu hodowli petnej krwi ludzkiej indukowanej lipopolisacharydem (LPS)
zaobserwowano zréznicowany wplyw na produkeje czynnika nekrozy nowotworéw (TNF -0.) oraz

IL-6. W przypadku wptywu zwiazkéw na indukowang LPS produkcje TNF-o, oraz IL-6 dato sie
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zauwazy¢ zréznicowane, zalezne od dawki efekty, w wiekszosci hamujace (w szczegolnoscei przy
stezeniu 100 pg/ml). Pochodne MO6 (posiada fragment 4-metoksybenzylowy) i MO9 (posiada
grupe 2,4-dimetoksybenzylowa) prezentowaty efekty stymulujace w nizszych dawkach (10 ug/ml).
Interesujace jest to, ze w dawce 100 ug/ml aktywnosé immunostymulujaca zanika. Z kolei zwigzek
MOS8 (posiada grupe 2-metoksybenzylowa) stymulowat produkeje cytokin dopiero w wyzszych
dawkach (100 pg/ml). Z przeprowadzonej analizy zaleznosci struktura-aktywno$¢ wynika,
ze obecno$¢ ugrupowania metoksylowego w pierscieniu fenylowym determinuje
immunostymulujgca aktywnosé opisywanych pochodnych. Wyjatkowe whasciwosci hamujace
produkeje TNF-a przejawit MO5 (posiada podstawnik 4-metylobenzylowy) juz w dawce 1 pg/ml.
Pochodne MO2 (posiada ugrupowanie 4-chlorobenzylowe), MO4 (ma grupe 3-chlorobenzylows),
wykazaty podobne do siebie, ale umiarkowane efekty inhibitorowe.

Reasumujac, mozna stwierdzié, iz zwigzki wykazaly wlasciwosci antyproliferacyjne
i przeciwzapalne przy braku toksycznosci wobec PBMC. Najbardziej aktywny okazat sie
5-amino-3-metylo-N-(4-metylobenzylo)izoksazolo-4—karboksamid (MOS), Rys. 3, biorac pod
uwage zaréwno aktywnosé antyproliferacyjna, jak i hamowanie produkcji TNF-a, dlatego tez

zostat on wytypowany do dalszych testéw in vivo oraz in vitro.

0)

N/\NHL@

‘O NH2
Rys. 3 Struktura zwigzku MO5

Badanie cytotoksycznosci MO5 wobec ludzkich, jednojadrzastych komoérek krwi
obwodowej nie wykazato obnizenia zywotnosci tych komoérek w zakresie stezer od 1 do 100 pg/ml.
Zwigzek ten wykazal natomiast umiarkowany, hamujacy wplyw na wzrost linii nowotworowych
raka jelita SV948 oraz biataczki limfatycznej L-1210. Jako lek referencyjny uzyto Cisplatyne.
Stosunkowo szybko uzyskano efekt hamujacy wzrost linii SV948, juz w dawce 25 png/ml.
Zwigkszanie dawki nie powodowato jednak dalszego hamowania wzrostu tej linii. W przypadku

linii L-1210 efekt hamowania wzrostu byt wyraznie stabszy w poréwnaniu do leku referencyjnego.
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Wyniki wpltywu zwiazku MOS5 na humoralng, wtérna odpowiedz immunologiczna
na SRBC in vitro wskazuja na istotne hamowanije liczby komérek produkujacych przeciwciata
przez zwigzek MOS juz w stezeniu 10 ug/ml. Natomiast w stezeniu 100 ug/ml efekt hamowania
nie zwigkszat sie. Aktywno$¢ hamowania prezentowana przez zwigzek kontrolny — cyklosporyne
A byla znacznie silniejsza w stezeniu 10 pg/ml. Zwigzek MOS5 powodowat stymulacje
nadwrazliwosci typu opo6znionego (DTH) na owoalbuming (OVA), gdy podano go przed
uczuleniem myszy. Jednakze, zwigzek ten podany przed dawka wywotujacg antygenu silnie
hamowat te odpowiedz immunologiczna. Badanie wptywu  zwiazku MOS na zapalenie
karageninowe tapy u myszy pokazato, ze zwigzek MO5 w istotny sposob obnizal reakcje
na karagening. MO5 hamowal znamiennie wtorng, humoralna odpowiedz immunologiczna
na SRBC in vitro, natomiast jego Wptyw na nadwrazliwos¢ typu opoznionego byt zréznicowany,
tzn. hamowat on tylko efektorowa faze tego typu odpowiedzi. MOS5 miat stymulujacy wptyw
na indukcyjng faze DTH, ale silny wptyw hamujacy na faze efektorowa tej odpowiedzi.
Hamowanie odpowiedzi zapalnej na karagening u myszy potwierdza jego silny charakter
przeciwzapalny.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze pochodna MO35 nie wplywa na proces indukcji odpowiedzi
immunologiczne] (prezentacja antygenu/ekspansja antygenowo-swoistych komérek T), a jego
efekt supresorowy moze polega¢ gtéwnie na hamowaniu aktywnosci mediatoréw zapalenia
towarzyszacych zaréwno swoistej odpowiedzi immunologicznej (DTH na owoalbuming), jak
I nieswoistej (wczesna odpowiedz zapalna na karagening). Z analizy zaleznosci struktura-
aktywnos¢ zwigzku MOS5 wynika, ze obecno$¢ ugrupowania 4-metylobenzylowego
determinuje aktywno$é przeciwzapalng i antyproliferacyjna. Reasumujac, MOS5 jest
przykladem zwigzku Igczgcego aktywno$¢ antyproliferacyjna i przeciwzapalng i stanowi
interesujacy obiekt do dalszych badan farmakologicznych (H6).

Wymiernym wynikiem przeprowadzonych badan jest uzyskany patent nr PAT.229424
udzielony przez Urzad Patentowy Rzeczpospolitej Polskiej w 2018 roku na wynalazek pt.: Nowa
pochodna kwasu S-amin0-3-metyloizoksazolo-4-karboksylowego, sposob jej wytwarzania
i zastosowanie (H6).

Z analizy struktura-aktywnosé opisywanej grupy zwiazkéw MO1-10 wynika,

ze wprowadzenie fragmentu metylenowego pomi¢dzy ugrupowanie amidowe a fragment
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aromatyczny bardzo korzystnie wplywa na aktywnosé tego typu pochodnych. Otrzymaltem
zwigzki bedace supresorami i stymulatorami odpowiedzi immunologicznej (H2).

Kolejnym etapem pracy byta synteza monocyklicznych (seria MZO) oraz bicyklicznych
(serie MZ i MZA) pochodnych izoksazolu (H3). Substratem do syntezy wymienionych serii byty
opisywane wyzej podstawione benzyloamidy  kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-
karboksylowego (MOI1-10). W literaturze podanych jest wiele metod syntezy tego typu
pochodnych, ale moje doswiadczenia dotyczace reaktywnosci pochodnych kwasu 5-amino-3-
metyloizoksazol0-4-karb0ksylowego potwierdzity obawy, ze nie wszystkie zaplanowane szlaki
syntetyczne zakoncza si¢ powodzeniem. Bardzo duzym problemem jest funkcjonalizacja grupy
aminowej W pozycji 5 ukladu izoksazolu. Doglebna analiza struktury 5-amino-3-
metyloizoksazolo-4-karbohydrazydu (HIX) przeprowadzona przez nasz zespot wykazata, ze grupa
aminowa w pozycji 5 izoksazolu zachowuje si¢ jak grupa iminowa. Z tego powodu wynika staba
reaktywno$¢ HIX w stosunku do reagentow nukleofilowych, a takze niemoznos¢ otrzymania
produktow reakeji ze zwiazkami karbonylowymi [15]. Modyfikowanie na biezaco zaplanowanych
metod syntezy pozwolifo mi na otrzymanie nowych zwigzkéw, ktére zakwalifikowatem do trzech
grup: seria MZA, seria MZ oraz seria MZO (Rys.3). W reakeji zwigzkéw MO1-10 z ortooctanem
trietylu  otrzymatem odpowiednio 5-podstawione pochodne 3,6-dimetyloizoksazolo[5,4-
d]pirymidyn-4-onu (wytypowane do badaf zwigzki to MZ-1-4) oraz podstawione benzyloamidy
kwasu 5-(1-etoksyetylidenoamino)-3-metyloizoksazolo-4-karb0ksylowego (wytypowane do
badan zwigzki to MZ0O-1-3). Z kolei zwigzki MO1-10 w reakcji z azotanem(III) sodu (HCI, 0-5°C)
zostaty przeksztatcone w 5-podstawione pochodne 3-metyloizoksazolo[5,4-d][ 1 .2,3]triazyn-4-onu
(wWytypowany do badan zwiazek to MZA-1) Rys. 4. Sposréd 25 otrzymanych pochodnych (dane
niepublikowane), po wstepnych badaniach biologicznych (toksyczno$é, badania przesiewowe

in vitro) do dalszych badan wytypowatem 8 pochodnych izoksazolu.
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Rys. 4 Struktury trzech serii pochodnych izoksazolu MZA, MZ, MZO
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Przeprowadzone zostaty badania in vitro w modelach ludzkich, in vivo w modelach mysich
oraz zaproponowano prawdopodobny mechanizm dzialania. Badanie cytotoksycznosci zwigzkow
wobec ludzkich, jednojadrzastych komérek krwi obwodowej nie wykazato obnizenia zywotnosci
tych komérek w zakresie stezer od 1 do 100 pg/ml. Pochodne z opisywanych trzech grup posiadaty
zalezne od dawki wlasciwosci supresorowe w tescie proliferacji PBMC indukowanej PHA.
Najaktywniejszym zwigzkiem w tych badaniach okazat sie 2,4-dimetoksybenzyloamid kwasu
5-(1-etoksyetylidenoamino)-3-metyloizoksazolo-4-karboksylowego (MZO-2) (Rys. 5), ktory

wykazat statystycznie znamienna aktywnos¢ juz w dawce 1 pg/ml.

O
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Rys. 5 Struktura najaktywniejszej pochodne;j serii MZO, zwigzek MZO-2

3-metylo-S-(4-metylobenzylo)izoksazolo[5,4-d][1,2,3]triazyn-4(5H)-on (pochodna MZA-
1) hamowata indukowana PHA proliferacje PBMC w znaczacym stopniu, ale dopiero w dawce
100 ug/ml. Natomiast w dawce 25 ng/ml MZA-1 hamowata w bardzo duzym stopniu indukowang
LPS produkcje TNF-a. W pozostatych przeprowadzonych badaniach farmakologicznych
pochodna ta wykazata umiarkowang aktywnos¢. MZA-1 posiada ugrupowanie 4-metylobenzylowe
W pozycji 5 uktadu izoksazolo[5.4-d][1,2,3]triazyn-4-onu. Substratem do jego syntezy byt
najaktywniejszy zwiazek serii MO1-10. Zaproponowana modyfikacja strukturalna nie wplyneta na
zwigkszenie aktywnosci zwiazku MZA-1 w opisywanych modelach doswiadczalnych.
W serii pochodnych MZ, zwigzki byty nietoksyczne w dawce do 100 pg/ml wobec PBMC,
a ich aktywnos¢ w opisywanych wyzej modelach byta umiarkowana, zréznicowana i zalezna
od dawki. W grupie MZ opisywane zwiazki posiadaty ugrupowanie 4-metylobenzylowe (MZ-1),
4-chlorobenzylowe (MZ-2), 4-metoksybenzylowe (MZ-3) oraz 3-trifluorobenzylowe (MZ-4)
W pozycji 5 uktadu 3,6-dimety10izoksazolo[5,4-d]pirymidyn-4-onu. Reakcja cyklizacji zwiazku
MOS do MZ-1 oraz MO6 do MZ-3 spowodowala zanik aktywnosci immunosupresyjnej
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oraz immunostymulujacej. Mozna wnioskowaé, ze modyfikacja strukturalna prowadzaca
do powstania uktadu bicyklicznego nie wptlyneta korzystnie na aktywnos¢ biologiczng
w opisywanych zwigzkach.

Sposréd  podstawionych  benzyloamidéw  kwasu 5-(1-etoksyetylidenoamino)-3-
metyloizoksazolo-4-karboksylowego pochodna MZ0O-1 (posiada ugrupowanie
4-metoksybenzylowe) nie wykazata znamiennej aktywnosci immunomodulujgcej. Substratem
do syntezy MZO-1 byt dziatajacy immunostymulujaco zwigzek MO, Opisywana modyfikacja
strukturalna okazata si¢ niekorzystna.

Najbardzie;j interesujacy okazat si¢ 2,4-dimetoksybenzyloamid kwasu
5-(1 -etoksyetylidenoamino)-3-metylo-4-izoksazolokarboksylowego (MZ0-2), ktory
demonstrowat bardzo silny efekt antyproliferacyjny, ale nie wykazal zdolnosci hamowania
indukowanej LPS produkcji TNF-o.. Brak zdolnosci do hamowania TNF-a indukowanej LPS przez
pochodng MZO-2 nie ma wptywu na przeciwzapalne dziatanie zwiazku in vivo. In vivo MZO-2 nie
hamowat antygenowo swoistej] humoralnej odpowiedzi immunologicznej, co jest pozadana
wiasciwoscia potencjalnego leku przeciwzapalnego. Interesujacy wydaje sie fakt, ze substratem
do jego syntezy byt dziatajacy immunostymulujgco juz w dawce 10 ug/ml zwigzek MO9.
Opisywana modyfikacja strukturalna catkowicie zmienila profil aktywnosci biologicznej
z immunostymulujacej na immunosupresyjna i przeciwzapalna. Supresorowy wptyw zwiazku
MZO-2 na fazg indukcyjna nadwrazliwosci typu péznego na OVA w dawce 50 pg/ml jest niewielki
i nie ma znaczenia przy ocenie wartosci preparatu. Jest on zwigzany prawdopodobnie
z hamowaniem odczynu zapalnego indukowanego pelnym adiuwantem Freunda. Nalezy
podkredli¢, ze zwiazek ten bedzie przeznaczony do thumienia juz zaistniatych procesow zapalnych,
a nie do ich zapobiegania. Aktywnosé zwigzku MZO-2 w hamowaniu nadwrazliwosci typu
kontaktowego na oksazolon jest porownywalna do preparatu Protopic® (substancja czynna
takrolimus) w dawce 0,1% jako masé przeciwzapalna. Wyzszo§¢é MZO-2 nad preparatem
Protopic polega na calkowitym braku toksycznosci w opisywanym modelu doswiadczalnym.
Przedstawione wyniki badan sugeruja, ze moze on by¢ stosowany w przypadku procesow
zapalnych o nieznanej etiologii.

Dane literaturowe [16-18] wskazujg, ze pochodne izoksazolu sq potencjalnymi inhibitorami
stanu zapalnego wywotanego karagening. W modelu karageninowego zapalenia tapy u myszy

dawka 250 pg zwigzku MZO-2 hamowala reakcje zapalng w sposob poréwnywalny z lekiem
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referencyjnym — deksametazonem. Dziatanie zwiazku mozna przebiega¢ poprzez hamowanie
degranulacji komérek tucznych, ktére odgrywaja bardzo wazng role¢ w tym procesie. Wtasciwosci
takie posiada systemowo stosowany Leflunomid [19]. Dodatkowe, niepublikowane badania
wykazaty, ze zwigzek MZO-2 nie Jest selektywnym antagonistg cyklooksygenazy 1 i 2 (COX-1
i COX-2). Opisane wlasciwosci zwiazku MZ0-2 wskazuja na jego silne dzialanie
przeciwzapalne. Prawdopodobnie zwiazek ten moze mie¢ zdolnosé hamowania produkc;ji
chemokin czy ekspresji czastek adhezyjnych i w ten Spos6b zapobiega infiltracji komorek
zapalnych do miejsca osadzania si¢ czynnika drazniacego, takiego jak karagenina. Prawdopodobny
mechanizm dziatania zwigzku MZO-2 moze przebiega¢ przez wptywanie na apoptoze lub blok
W okreslonej fazie cyklu komérkowego. Zwiazki o takim mechanizmie dziatania Sg opisane
W literaturze [20-23]. Réwniez hamowanie ekspresji kaspaz w komoérkach Jurkat pozwala
na  zaproponowanie takiego mechanizmu dziatania, poniewaz kaspazy sa niezbedne
do wytwarzania interleukiny 2 (IL-2) po aktywacji komérek [24]. Ponadto aktywacja NF-«B,
indukowana przez sieciowanie receptora komérki T i wynikajaca z tego produkcja IL-2 jest takze
zalezna od kaskady kaspaz [25]. Zaréwno nadwrazliwosé typu opdznionego, w tym wrazliwos¢
kontaktowa, ktére sa zalezne od swoistych antygenowo i zaleznych od IL-2 komérek
pomocniczych limfocytéw T, subpopulacji komérek Thl, a takze hamowanie w sposéb posredni
wydzielania IL-2 przez MZO-2 dostarcza dodatkowych informacji na temat jego
Immunosupresyjnego dziatania. Opisywana pochodna moze by¢ bardzo skutecznym zwiazkiem
0 dziataniu przeciwzapalnym. Analizujgce zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnoscig
opisywanej grupy zwigzkow whnioskowalem, ze sposrod trzech grup pochodnych izoksazolu
ukiad monocykliczny jest najbardziej aktywny. Biorgc pod uwage charakter podstawnikow
W pierscieniu fenylowym, zauwazylem najwigkszy wplyw dwéch duzych grup metoksylowych
na aktywnos¢ biologiczna w opisywanych przypadkach.

Dodatkowym wynikiem przeprowadzonych badar opisanych w publikacji (H3) jest takze
zgloszenie patentowe nr P.412380 zgtoszone w Urzedzie Patentowym Rzeczpospolitej Polskiej
na wynalazek pt.: 2,4-dimetoksybenzyloamid kwasu 5-(1-etoksyetylidenoamino)-B-metylo-4—
izoksazolokarboksylowego o aktywnosci immunomodulujacej i przeciwzapalnej, sposéb jego
wytworzenia™.

Na podstawie analizy swoich wezesniejszych badan wytypowatem sposréd aktywnych
biologicznie tiosemikarbazydéw kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karboksylowego dwa
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zwiazki do dalszych, szczegdtowych badan biologicznych [26-29] (H4). Wytypowane pochodne
to: 2-(5-amino—3-metyloizoksazolo-4-karbonylo)—N—fenylohydrazyno—1 -karbotioamid (01K), 2-(5-
amin0-3—metyloizoksazolo—4-karbor1y10)-N—(4-chlorofenylo)-hydrazyno-1-karbotioamid (06K)
(Rys. 6). Jako punkt odniesienia podczas okreslania wptywu modyfikacji strukturalnych

na aktywno$¢ do badan uzyto wyjsciowego 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karbohydrazydu
(HIX).
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Rys. 6 Struktura aktywnych pochodnych tiosemikarbazydowych oraz HIX

Okreélono immunotropowe wihasciwosci  zwiazkow 01K i 06K w spontanicznej
i indukowanej mitogenem konkanawaling A —(ConA) oraz LPS proliferacji limfocytéw u mtodych
(3 miesiace) jak i starszych myszach (13 miesiecy), produkcje cytokin przez komorki otrzewnowe
oraz zaproponowano mechanizm dziatania w modelu z komérkami Jurkat. W przeprowadzonych
badaniach 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karbohydrazyd okazal si¢ nietoksyczny (linia J774E1,
D10.G4.1, 3T3) oraz wykazat dziatanie stymulujace zarowno na spontaniczna, jak i indukowana
mitogenem proliferacje limfocytow i produkcje interlekiny 1B (IL-1). Zwiazki 01K i 06K takze
nie wykazaty cytotoksycznosci w zastosowanych dawkach i w opisanych modelach (linia J774E1,
D10.G4.1, 3T3). Przeprowadzone badania pokazaty, ze aktywno$¢ immunoregulatorowa
zwiazkéw 01K i 06K byta inna niz wyjsciowego 5-amino-3-metylo-1,2-oxazolo-4-
karbohydrazydu. W testach proliferacyjnych 01K wykazal dzialanie regulujace podczas gdy
06K byl supresorem w opisywanych modelach. Wptyw 01K na produkcje cytokin byt staby
w poréwnaniu do 06K, ktéry bardzo silnie hamowat produkcjg IL-1p w matych dawkach (1110
ng/ml) oraz umiarkowanie lepiej hamowat produkcje TNF-o w wigkszej dawce (100 pg/ml). Silny
antyproliferacyjny efekt 06K jest zgodny z danymi literaturowymi, ktore potwierdzajg role
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IL-1p i TNF-a w indukowanej mitogenem proliferacji komérek T oraz fakt, ze IL-1p bardziej
niz TNF-a wplywa na proliferacje komorek T [30]. Zaréwno 01K jak i 06K w wyzszych
dawkach wykazujg hamujacy efekt w modelu indukowanej Con-A proliferacji tymocytow.
Supresyjna aktywno$¢ zwiazku 06K w testach proliferacyjnych mozna wyjasnié¢ poprzez wzrost
liczby komérek T [29], a takze wydaje sie mozliwe, ze 06K hamuje MAP-kinaze p38 warunkujacg
indukowang mitogenem proliferacje limfocytow [31]. Zwigzek 01K wykazat znaczacg aktywnosé
stymulujaca u starszych ale nie u mtodych myszy w modelu indukowanej LPS proliferacji
splenocytow mysich (proliferacji ulegaja komorki B). Takie wlasciwosci zwigzku 01K moga
mie¢ terapeutyczne znaczenie u pacjentow w podesztym wieku poprzez wzmacnianie
humoralnej odpowiedzi immunologicznej. W modelu indukowanej konkanawaling A
proliferacji komorek T zwigzek 01K wykazat dziatanie hamujace zaréwno u mtodych jak
i starszych myszy. Wyniki takie mozna uzna¢ za korzystne biorac pod uwage zwiekszone poziomy
autoreaktywnych komdrek T u 0séb starszych [32].

Analizujac zalezno$¢ pomigdzy strukturg a aktywnoscig biologiczna mozna stwierdzié,
ze roznice w dziataniu zwigzkéw 01K (zawiera niepodstawiony pierscien fenylowy) i 06K moga
wynika¢ z obecnosci silnie elektronoakceptorowego podstawnika 4-chlorofenylowego
w pochodnej 06K. Obecnos¢ takiego podstawnika moze mie¢ wptyw na silna aktywnosé
supresyjng zwigzku poprzez duzg interakcje z miejscem wiazacym badz z receptorem [33].
Poréwnujgc réznice w dziataniu zwigzkéw 01K i 06K na ekspresje biatek sygnatowych
w komorkach Jurkat mozna zauwazy¢, ze zwiazek 01K podnosit ekspresje kaspazy 3, 9, Fas i Bel2,
podczas gdy zwigzek 06K nie wptywat na poziom ekspresji kaspaze 3 i Fas, a dziatat na kaspaze 9
1 Bel2. Mozna stwierdzi¢, ze 01K wplywa na ekspresje wszystkich badanych bialek
sygnalowych wplywajacych na apoptoze [34]. Z kolei, catkowite hamowanie ekspres;ji kaspazy
3 przez 06K w komoérkach Jurkat sugeruje antyproliferacyjng aktywno$é w indukowanej
mitogenem proliferacji limfocytéw wynikajaca z niemoznosci produkcji IL-2 niezbednej
do podziatu komoérek [24]. Dodatkowo hamowanie Bcl2 moze wptywaé na hamowanie apoptozy
indukowanej Fas [35] i zalezna od kaspazy 9 apoptoza moze nie byé blokowana przez specyficzny
dla kaspaz inhibitor [36]. Przeprowadzone badania pozwalaja na wyciagniecie wniosku,
ze zwigzek 06K moze uzywaé innej drogi sygnalowej niz 01K, ktéry nie wplywa na apoptoze
(H4).
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Kontynuujgc badania zsyntezowatem nowa seri¢ N’-podstawionych pochodnych 5-amino-
N,3-dimetyloizoksazolo-4-karbohydrazydu — MM1-10 (Rys. 7) (H5). Serie zwiazkéw MMI1-10
otrzymatem w reakcji 5-amino-N,3-dimetyloizoksazolo-4-karbohydrazydu z wybranymi
zwigzkami karbonylowymi, w obecnosci katalitycznych ilosci trifluorometanosulfonianu indu(I1I),
w reakeji addycji nukleofilowej pierwszorzedowej grupy aminowej (terminalna grupa aminowa
w pozycji 4 izoksazolu) z odpowiednim aldehydem. Grupa aminowa w pozycji 5 opisywanego
uktadu izoksazolu byla niereaktywna w zastosowanych warunkach reakcji. Jako produkty
otrzymano N’-podstawione pochodne iminowe MMI-10. Struktury otrzymanych zwiazkéw

potwierdzono badaniami spektroskopowymi.
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Rys. 7 Wzdr strukturalny serii pochodnych MM1-10

Dla omawianych pochodnych zostaty wykonane wstepne badania in vitro w kierunku
aktywnosci immunomodulujacej z uzyciem ludzkich komérek krwi. Zwiazki MM1-10
charakteryzowaly si¢ zalezng od dawki zdolnoscia do hamowania proliferacji PBMC
indukowanej PHA.

Sprawdzono réwniez cytotoksyczne dzialanie otrzymanej serii zwiazkéw MMI-10
na hodowle komoérkowe referencyjnej linii A549. Badane pochodne wykazywaty zréznicowana
cytotoksycznosé, zalezng od zastosowanej dawki. 5-amino-N'-[5-(nitrotiofen-2-ylo)metylideno]-
N,3-dimetyloizoksazolo-4-karbohydrazyd (MM4) wykazat bardzo duza cytotoksycznosé wobec
linii A549 juz w dawce 3 uM, ale w pilotazowych badaniach indukowanej konkanawaling A
proliferacji splenocytéw mysich wykazat duzg aktywnos¢ biologiczna. Z kolei we wstepnych
badaniach wobec linii nowotworowej jelita grubego HT-29 (dane niepublikowane) tylko zwigzek
MM4 wykazat aktywnos¢ cytotoksyczna, sposrdd calej serii zwiazkéw MM1-10, dlatego obecnie
trwajg badania majace na celu wyjasnienie jego mechanizmu dziatania.

Sposréd badanych zwigzkéw 5-amino-N'-[(2,4-dihydroksyfenylo)metylideno]-N,3-
dimetyloizoksazolo-4-karbohydrazyd (MM3) (Rys. 8) prezentowal najsilniejsze dzialanie
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antyproliferacyjne, w okreslonych stezeniach silniejsze od leku referencyjnego Leflunomidu.
Ze wzgledu na prezentowana aktywno$¢ biologiczng oraz brak toksycznosci MM3  zostat

wytypowany do dalszych badan biologicznych.
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Rys. 8 Wzér strukturalny aktywnej pochodnej MM3

Zwigzek MM3 hamowat indukowanej LPS produkcje TNF-o w hodowlach ludzkich
komorkach krwi obwodowej. Okreslono podstawy molekularne immunosupresyjnej aktywnosci
zwiazku MM3 przy uzyciu komérek Jurkat. MM3 wywotlywat silny wzrost ekspresji biatek
sygnatowych w komoérkach Jurkat (kaspaz, Fas, NF-kB1), ktére moga wskazywaé, ze dziatanie
proapoptotyczne moze odpowiada¢ za wiasciwosci immunosupresyjne pochodnej MMS3
w badanych modelach in vitro. Przeprowadzone pilotazowe badania pokazatly, ze zwigzki MM2
(zawiera grupe 4-hydroksyfenylowa), MM3 (zwierajacej ugrupowanie 2,4-dihydroksyfenylowe),
MM6 (zawiera ugrupowanie 4-chlorofenylowe) i MM7 (posiada grupe 2-chlorofenylowa) hamuja
w réznych dawkach indukowana Con-A proliferacje splenocytéw mysich. Najaktywniejszy w tym
modelu byt MM3, ktéry réwniez byl najsilniej hamujacym zwiazkiem w modelu indukowanej
PHA proliferacji, ponadto nie wykazywat dziatania toksycznego wobec linii referencyjnej A549
(linia ludzkiego niedrobnokomérkowego raka ptuca) w stezeniu do 250 uM. MM3 hamowat
rowniez w sposob zalezny od dawki produkcje TNF-o w hodowlach komérek krwi ludzkiej. 40%
hamowania produkcji TNF-a wystgpowata juz w dawce 6.25 uM. Whnioskujac mozna stwierdzié,
ze MM3 wykazuje umiarkowane hamowanie proliferacji oraz silne, zalezne od dawki hamowanie
produkcji TNF-a. MM3 wywotywat silne dziatanie stymulujace na ekspresj¢ kaspaz, NF-xB1
1 biatek sygnatowych Fas w komorkach Jurkat. Nie wplywat natomiast na ekspresj¢ biatka p53
oraz stabo na biatko Bcl-2. Badania nad mechanizmem dzialania pochodnej MM3 ujawnily

pewne podobienstwa do dzialania zwigzku 01K [37] wskazujacego indukowanie apoptozy
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komoérek jako gléwnej przyczyny wiasciwosci immunosupresyjnych MMS3. Wyniki
zdecydowanie sugeruja inicjacje przez MM3 szlaku proapoptotycznego zwigzanego
z aktywacjg przez kaspaze 8 - czynnika transkrypcyjnego NF-kB1 [38] i Fas [39]. Z kolei
opierajgc si¢ na danych literaturowych udziat Bel-2 [40] i p53 [41] w tym procesie wydaje si¢ by¢
wykluczony.

Analizujgc zalezno$¢ pomiedzy strukturg a aktywnoscia farmakologicznga w grupie
pochodnych MM1-10 moge stwierdzi¢, ze na opisywana aktywnos¢ pochodnej MM3
prawdopodobnie wplywa obecno$¢ dwéch grup hydroksylowych w pierscieniu fenylowym.
W teorii zwigkszylo to polarno$¢ czasteczki i mozliwo§é tworzenia wigkszej liczby wigzan
wodorowych.

Reasumujgc, dotychczasowe badania zwiazku MM3, skutkowaty zaproponowaniem
molekularnego mechanizmu jego dziatania, dlatego wytypowatem go do kolejnych badan
w modelach in vivo celem okreslenia jego potencjalnej wartosci terapeutycznej (HS).

Podsumowaniem przedstawionego planu badawczego byto opracowanie studium
literaturowego poswigconego usystematyzowaniu aktualnej wiedzy o pochodnych izoksazolu,
wykazujacych dziatanie na uktad immunologiczny, a takze przedstawieniu pozycji swoich badan
na tle literatury Swiatowej nad niskooczasteczkowymi i aktywnymi immunologicznie pochodnymi
izoksazolu. Praca przedstawia opublikowane dane dzielac pochodne izoksazolu na cztery grupy
W zaleznosci od sposobu dziatania na ukiad immunologiczny: immunosupresyjnie,
immunostymulujgco, przeciwzapalnie oraz immunoregulujaco. W mozliwych przypadkach
przedstawiony zostat prawdopodobny mechanizm dziatania zwiazkéw i ich potencjalne
zastosowanie  terapeutyczne.  Szczegblna  uwaga  zostala  poswiecona zwigzkom

immunostymulujacym oraz ich potencjalnym zastosowaniom u pacjentéw onkologiczych (H7).

Podsumowanie

Podsumowujgc moge stwierdzi¢, ze prezentowane osiagniecie naukowe stanowi przyktad
kompleksowego postgpowania w poszukiwaniu nowych lekéw. Wyniki przeprowadzonych badan
poszerzyly stan wiedzy w zakresie syntezy nowych lekéw immunomodulujacych w grupie

pochodnych izoksazolu.
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Zatozone cele badawcze zostaty osiagnigte. Zsyntezowatem wiele nowych pochodnych
izoksazolu, ktérych strukture oraz czysto$¢ potwierdzitem poprzez analize danych
spektroskopowych (magnetyczny rezonans jadrowy 'HNMR i BCNMR, spektroskopia
W podczerwieni, rentgenografia strukturalna, analiza elementarna oraz spektrometria mas).

Dla wszystkich otrzymanych pochodnych okreslono cytotoksycznosé oraz aktywnos¢
immunologiczna w oparciu o wykonane modele doswiadczalne. Wszystkie opisane w pracach
zwiazki byly nietoksyczne oraz wykazaty pozadang aktywnosé farmakologiczng. Kazda z nowo
otrzymanych pochodnych powigkszyta bazg struktur, ktéra moze by¢ wykorzystana przy tworzeniu
modeli utatwiajacych poszukiwania nowych substancji o zdefiniowanych wlasciwosciach.

W kazdej grupie zwigzkéw przeprowadzitem analize zaleznosci pomiedzy strukturg
a aktywnoscig biologiczng otrzymanych zwigzkéw. Ujawnilem szereg zaleznosci, ktére
W znaczacy sposob moga ukierunkowaé projektowanie nowych lekéw stosowanych
w zaburzeniach immunologicznych.

Analizujac otrzymane wyniki wytypowalem najaktywniejsze pochodne w celu wykonania
dodatkowych badan biologicznych oraz poszukiwania ich mechanizmu dziatania na uklad
immunologiczny. Wyniki tych badan potwierdzily bardzo duza aktywnosé immunomodulujgcg
przy braku toksycznosci, a takze pozwolity na zaproponowanie prawdopodobnego mechanizmu
dziatania zwigzkéw oraz wskazanie potencjalnego zastosowania terapeutycznego.

Po wnikliwej analizie wszystkich wynikéw badan stwierdzam, ze uklad izoksazolu
odgrywa istotna role w oddziatywaniu na uktad immunologiczny i jego pochodne stanowia grupe
potencjalnych immunosupresoréw, immunostymulatoréw czy immunoregulatoréw.

Reasumujac, przeprowadzone badania chemiczno-farmakologiczne i wynikajace z nich
wnioski pozwolity na zaproponowanie nowych struktur wiodgcych w grupie pochodnych

izoksazolu o dziataniu na uktad immunologiczny.
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D) Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Osiagnigcia naukowo-badawcze uzyskane przed otrzymaniem stopnia naukowego doktora.

W roku 1999 ukoficzylem studia na Wydziale Farmaceutycznym z OAM Akademii
Medycznej we Wroctawiu. Prace w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznej Wydziatu
Farmaceutycznego Akademii Medycznej we Wroctawiu rozpoczatem 1 pazdziernika 1999 roku
na stanowisku asystenta. Od pierwszych dni aktywnie wiaczytem sie w prace badawcza jednostki.
Moje zainteresowania dotyczyty gtéwnie syntezy matoczasteczkowych pochodnych izoksazolu
I izotiazolu o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Analizujac dane literaturowe dotyczace
aktywnosci biologicznej izoksazolu i izotiazolu stwierdzitem, ze skieruje swoje badania
w kierunku pochodnych izoksazolu, ktére wykazuja aktywnosé na uktad immunologiczny nie
wykazujac przy tym dziatania toksycznego. Rozpoczatem wspélprace z prof. dr hab. Michatem
Zimeckim z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu (wspotpraca
z Panem profesorem trwa nieprzerwanie do dnia dzisiejszego) oraz prof. dr hab. Aleksandrem
Kollem z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Stworzenie interdyscyplinarnego
zespotu umozliwito przeprowadzenia pelnego zakresu badan obejmujacego synteze zwigzkow,
badania biologiczne oraz obliczenia kwantowo-chemiczne. Badania te byly koordynowane przez
mojego opiekuna naukowego, wéwczas Pana dr Stanistawa Rynga.

Moje pierwsze zadania naukowe rozpoczatem od syntezy pochodnych izoksazolu,
a w szczeg6lnosci pochodnych kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karboksylowego oraz
analizy danych spektralnych otrzymanych zwiagzkéw. W tym okresie opracowatem wydajne
metody syntezy N’-podstawionych hydrazydéw kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-
karboksylowego, 5-podstawionych pochodnych 3-metyloizoksazolo[5,4-d]1,2,3-triazyn-4-onu,
S-podstawionych pochodnych 3-metyloizoksazolo[5,4-d]pirymidyn-4-onu oraz podstawionych
semikarbazydéw i tiosemikarbazydéw kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karboksylowego.
Syntetyzowane pochodne przekazywatem do badan biologicznych w kierunku aktywnosci
immunomodulujacej w wielu modelach do$wiadczalnych in vitro i in vivo. Na podstawie
otrzymanych wynikéw dokonatem analizy zaleznosci pomiedzy struktura a aktywnoscig
immunomodulujgcy. Pierwsze trzy grupy zwiazkéw wykazaty aktywno$¢ immunosupresyjng

podczas gdy podstawione semikarbazydy i tiosemikarbazydy kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-
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4-karboksylowego wykazaly zalezna od rodzaju podstawnika i obecnosci ugrupowania
semikarbazydowego lub tiosemikarbazydowego, a takze zastosowanej dawki, aktywnosé

immunosupresyjng oraz immunostymulujaca.

Opisane powyzej badania zostaty wykonane w ramach nastepujacych projektow

badawczych:

1. ,Synteza, wilasnosci fizykochemiczne i biologiczne nowych pochodnych izoksazolu
i izoksazolo[5.4-d]pirymidyny o oczekiwanej aktywnosci immunomodulujgcej”, grant nr 730,
Akademia Medyczna we Wroctawiu 1999 - 2002, Marcin Maczynski - wykonawca grantu.

2. ..Synteza nowych 5-podstawionych pochodnych 3-metyloizoksazolo[5,4-d]1,2,3-triazyn-4-onu
— nowej struktury wiodacej o potencjalnej aktywnosci immunomodulujacej oraz
przeciwnowotworowej”, grant nr 433, Akademia Medyczna we Wroctawiu 2002 - 2004, Marcin
Maczynski - kierownik grantu.

3. ..Synteza nowych dwupodstawionych semitiokarbazydéw i semikarbazydéw pochodnych
izoksazolu — nowych struktur o potencjalnej aktywnosci immunomodulujacej”, grant nr 1312,

Akademia Medyczna we Wroctawiu 2005 - 2007, Marein Maczynski - kierownik grantu.

Wyniki badan bedacych realizacja pierwszych 3 projektow badawczych opublikowatem
w 4 pracach oryginalnych [42-45] oraz przedstawilem w formie 8 posterow na krajowych
i miedzynarodowych konferencjach naukowych (dane zawarte w wykazie dorobku naukowego,
zalacznik nr 4).

Bedac cztonkiem interdyscyplinarnego zespotu badawczego przeprowadzitem synteze
nowych pochodnych izoksazolu, zoptymalizowatem metody syntezy oraz potwierdzitem struktury
chemiczne i czysto$¢ zwiazkow poprzez interpretacje danych spektroskopowych. Nasz zespé6t
badawczy przeprowadzit szczegétowe i selektywne badania farmakologiczne otrzymanych
pochodnych izoksazolu okreslajac ich warto$é terapeutyczng. Wynikiem przeprowadzonych badan
byly dwie prace oryginalne dotyczace wptywu zwiazku 3,5,7-trimetylo-5,6,7,8-tetrahydro-4H-
izoksazolo[5,4-¢][1,2,4]triazepin-4-onu (RM-33) na odpowiedz immunologiczna [16, 46].
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Powyzsze badania wykonatem realizujac grant:

4. .Synteza, badania biologiczne, strukturalne i kwantowo-chemiczne nowych zwigzkow
pochodnych izoksazolu o oczekiwanej aktywnosci immunomodulujgcej”, grant Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 3P05SF01224, 2003 — 2006, Marcin Maczynski - wykonawca
grantu.

Jestem réwniez wspétautorem opracowania teoretycznego, monografii w podreczniku,
dotyczacego historii odkrycia i pierwszego zastosowania penicyliny [47].

Osmioletnie badania dotyczace syntezy, analizy danych spektralnych, badan biologicznych
oraz analizy zaleznosci pomigdzy struktura chemiczna a aktywnoscig farmakologiczng
pochodnych izoksazolu zostaly uwieficzone w 2007 uzyskaniem stopnia doktora nauk
farmaceutycznych na podstawie rozprawy doktorskiej ,Synteza i aktywnos¢
immunomodulujaca nowych pochodnych izoksazolu” wykonanej pod kierunkiem, wéwczas,

Pana dr hab. Stanistawa Rynga.

Efektem mojej aktywnosSci naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora
nauk farmaceutycznych byto wspélautorstwo w 6 publikacjach oryginalnych i 1 rozdziale
w monografii. Sumaryczny impact factor (IF) wynosi 3.725, punktacja MNiSW/KBN = 51 (45

pkt. za publikacje + 6 pkt. za rozdziat w monografii).

Pozostale osiggniecia naukowo-badawcze uzyskane po otrzymaniu stopnia naukowego

doktora.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk farmaceutycznych moje zainteresowania
naukowe ulegly rozwinigciu. Oprécz zasadniczego kierunku badawczego, stanowiacego podstawe
habilitacji, tj. syntezy nowych pochodnych izoksazolu o potencjalnej aktywnosci
immunomodulujgcej, kontynuowatem tematyke badawczg dotyczaca zaréwno syntezy
pochodnych izoksazolu oraz izotiazolu, a takze oceny ich aktywnosci biologicznej celem
poszukiwania nowych zastosowan terapeutycznych. Rozwijajac swoje zainteresowania naukowe
w grupie pochodnych azoli poszerzytem badania o uklad 1,3-oksazolu. Otrzymane pochodne
po wstepnych badaniach biologicznych wykazaly interesujaca aktywno$¢ na uktad
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immunologiczny (dane niepublikowane, przygotowywane Jest zgloszenie patentowe i manuskrypt
oraz trwajg dodatkowe badania farmakologiczne).

Majac na uwadze korzystne wiasciwosci biologiczne zsyntezowanych przeze mnie
opisanych wczedniej podstawionych semikarbazydow i tiosemikarbazydow kwasu 5-amino-3-
metyloizoksazolo-4-karboksylowego przeprowadzone zostaty dodatkowe badania
farmakologiczne (wspdtpraca z prof. Michalem Zimeckim z IITD PAN we Wroctawiu, z Panig
prof. dr hab. Bozeng Obminska-Mrukowicz i Pania dr Angelikg Sysak (wczesniej Drynda)
z Katedry Farmakologii i Toksykologii Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu) oraz obliczenia kwantowo-chemiczne (wspotpraca z Panem prof.
Aleksandrem Kollem z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego). Otrzymane przeze mnie
pochodne izoksazolu poddata badaniom farmakologicznym, realizujgc swoja prace doktorskg Pani
mgr Angelika Sysak. Przeprowadzone badania biologiczne sprofilowaty jej zakres badawczy
i stanowity czgs¢ jej pracy doktorskiej, ktéra autorka obronita. Sposréd wymienionych pochodnych
tiosemikarbazydowych dwa zwiazki: 3-(5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karbonylo)-N-butylotriaz-
2-eno-1-karbotioamid (M3) oraz 3-(5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karbonylo)-N-(prop-2-en-1-
ylo)triaz-2-eno-1-karbotioamid (M4) wykazaty znaczaca statystycznie i zalezng od dawki
aktywnos¢ immunostymulujgca w opisanym modelu indukowanej konkanawaling A proliferacji
splenocytow mysich in vitro. Zaskakujace okazato sie to, ze te same zwiazki M3 i M4 w modelu
wtdrnej humoralnej odpowiedzi immunologicznej splenocytéw mysich uzywajac erytrocytow
barana okazaty si¢ silnymi immunosupresorami. Badania pokazaly, ze te same zwiazki mogg by¢
immunosupresorami w modelach humoralnej i komorkowej odpowiedzi immunologicznej oraz
immunostymulatorami w modelu indukowanej mitogenem proliferacji limfocytow T. Taka sama
zaleznos¢ byla stwierdzona w otrzymanej w naszym zespole i opisanej wyzej pochodnej
izoksazolotriazepiny — zwigzku RM33 oraz znanym leku immunosupresyjnym Leflunomidzie.
Z kolei analizujgc zaleznos¢ struktura-aktywno$¢ stwierdzitem, ze opisywane pochodne jako
jedyne z catej serii zwiazkéw posiadaty podstawnik alifatyczny (butylowy lub prop-2-en-1-ylowy)
I ugrupowanie tiosemikarbazydowe, co prawdopodobnie warunkowato ich aktywnos¢
immunomodulujaca [26]. Otrzymane wyniki badan skfonity mnie do przeprowadzenia kolejnych
badan biologicznych oraz obliczeniowych w tej samej grupie podstawionych semikarbazyddéw
i tiosemikarbazydow kwasu 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karboksylowego. Poszerzenie profilu

badawczego o nowe modele doswiadczalne nie spowodowato wysunigcia nowych wnioskow oraz
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zaproponowania innych zastosowan terapeutycznych w tej grupie zwiazkoéw [27]. W trakcie
swoich badan zajmowatem sie takze synteza oraz optymalizacja metod syntezy otrzymanych
wezesniej w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu pochodnych izoksazolu, ktére w podstawowych badaniach wykazaty
znaczaca aktywnos$¢ immunomodulujaca i brak toksycznosci w zastosowanych stezeniach.
Otrzymane pochodne byly poddane dodatkowym badaniom farmakologicznym w roznych
modelach doswiadczalnych celem okreslenia ich przydatnosci terapeutycznej.

Wyniki przedstawionych powyzej interdyscyplinarnych badan zostaly opublikowane
w 6 artykufach, ktérych jestem wspotautorem [28, 29, 48-51].

Opisane powyzej badania zostaly wykonane w ramach nastepujacych projektow

badawczych:

1. ,Synteza nowych pochodnych 1,2,4-triazolo-, 1,3,4-tiadiazolo- izoksazolu o spodziewanej
aktywnosci immunomodulujgcej”, grant nr 1781, Akademia Medyczna we Wroctawiu 2008 - 2009,
Marcin M3aczynski - kierownik granu.

2. ,Synteza i badania biologiczne nowych pochodnych izoksazolu o spodziewanych
wiasciwosciach immunorestytucyjnych”, grant nr N N405 682840, Narodowe Centrum Nauki
2011 - 2014, Marcin Maczynski - wykonawca grantu.

3. Badania Statutowe realizowane w Katedrze i Zakfadzie Chemii Organicznej Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu, od 2008 do 2018 roku Marcin

Mgczynski - wykonawca zadania, od 2018 roku Marcin MaczynsKi - kierownik zadania.

Kolejnym celem naukowym byty badania prowadzace do wyjasnienia braku reaktywnosci
pierwszorzgdowej grupy aminowej w 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-karbohydrazydzie i jego
pochodnych. We wspétpracy z dr Andrzejem Regiecem z Katedry i Zaktadu Chemii Organicznej
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, prof. dr hab. Adamem
Pietraszko z Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych im. Wlodzimierza
Trzebiatowskiego PAN we Wroctawiu oraz dr Piotrem Wojciechowskim z Politechniki
Wroctawskiej szczegétowo opisaliSmy zaleznosci wystepujace w opisywanym zwigzku.

Wyciagnigte wnioski daty odpowiedzi na pytania sformutowane w celu pracy. Opisywana grupa

30



Marcin Mgczynski Zatgcznik nr 2, Autoreferat w jezyku polskim

aminowa w S-amino-3-metyloizoksazolo-4-karbohydrazydzie zachowuje si¢ jak grupa iminowa
(drugorzgdowa), co uniemozliwia wykonanie reakcji z reagentami nukleofilowymi [15].
Rozwijajac swoje zainteresowania naukowe poszukiwali$my nowych zastosowan
terapeutycznych dla zsyntezowanych przeze mnie i dr Pauling Ploszaj 5-amino-3-
metyloizoksazolo-4-karbohydrazydu oraz 5-amino-3-metyloizoksazolo[5,4-d]pirymidyn-4-onu
i jego pochodnych. Przegladajac dane literaturowe stwierdzilismy, ze otrzymane pochodne mogg
posiada¢ aktywnos¢ przeciwgruzlicza poniewaz opisywany 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-
karbohydrazyd i jego pochodne mozna uznaé za analogi strukturalne leku przeciwgruzliczego
Izoniazydu. We wspétpracy z naukowcami z Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu wykonano badania przeciwpratkowe 5-amino-3-metyloizoksazolo-4-
karbohydrazydu i jego pochodnych. Otrzymane wyniki potwierdzity aktywnos¢ przeciwpratkowa
przy braku toksycznosci w zastosowanych dawkach, dlatego zasadna wydaje si¢ kontynuacja
rozpoczetych badan celem poszukiwania nowych zwiazkéw o dziataniu przeciwgruzliczym [52].
Razem we wspétpracy z Panig dr Urszula Lipnicka z Katedry i Zaktadu Chemii Organicznej
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, ktora zajmowata sie
synteza pochodnych izotiazolu otrzymali$my pochodne estru etylowego kwasu 5-hydrazyno-3-
metyloizotiazolo-4-karboksylowego zostaty poddane badaniom farmakologicznym (w kierunku
aktywnosci na uktad immunologiczny oraz przeciwnowotworowej). Otrzymane pochodne nie
wykazaty aktywnosci przeciwnowotworowej (dane niepublikowane), a aktywno$é w kierunku
uktadu immunologicznego byla umiarkowana. Wyniki z tych badan zostaty opublikowane w roku
2009 [53]. Przegladajac dane literaturowe stwierdzitem, ze istniejg informacje na temat
pochodnych izotiazolu o aktywnosci przeciwnowotworowe;. Nowotwory wciaz stanowig istotny
problem spoteczny stad poszukiwanie lekéw przeciwnowotworowych jest bardzo waznym
kierunkiem badan. Badania rozpoczeta, realizujac studia doktoranckie, Pani mgr farm. Izabela
Jeskowiak (promotor pracy - prof. dr hab. Stanistaw Ryng, promotor pomocniczy — dr Marcin
Mjaczynski). Analizujac swoje wezesniejsze badania nad pochodnymi estru etylowego kwasu 5-
hydrazyno-3-metyloizotiazolo-4-karboksylowego zasugerowatem Doktorantce syntez¢ nowych
pochodnych kwasu 5-hydrazyno-3-metyloizotiazolo-4-karboksylowego. Niska wydajnos¢ reakcji,
brak powtarzalnosci proceséw oraz problemy z czystoscia produktéw finalnych skfonita nas
do optymalizacji metod syntezy opisywanych pochodnych. Doktorantka wykonata synteze ponad

30 nowych pochodnych kwasu 5-hydrazyno-3-metyloizotiazolo-4-karboksylowego, ktére zostaty
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przekazane do badan w kierunku aktywnosci przeciwnowotworowej (wspoipraca z Panig prof. dr
hab. Joanna Wietrzyk z IITD PAN we Wroctawiu). Wyniki sa niezwykle interesujace

i obiecujgce, obecnie trwa ich interpretacja oraz przygotowywany jest manuskrypt.

Efektem mojej aktywnosci naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych bylo wspétautorstwo w 19 publikacjach (18 oryginalnych i 1 opracowaniu
teoretycznym). Sumaryczny impact factor (IF) za publikacje wynosi 26.849, punktacja
za publikacje MNiSW/KBN = 351. Wyniki zostaly przedstawione w formie 39 komunikatéw
posterowych na krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych (dane zawarte

w wykazie dorobku naukowego, zatacznik nr 4).

Podsumowujac, efekt calej mojej aktywnosci naukowo-badawczej w latach 1999 - 2018
stanowi wspoétautorstwo w 25 publikacjach (24 oryginalnych i 1 opracowaniu teoretycznym),
wspolautorstwo 1 rozdzialu w monografii, 1 udzielony patent oraz 1 zgloszenie patentowe.
Wyniki badan zostaty zaprezentowane w formie 47 komunikatéw posterowych na krajowych
I migdzynarodowych konferencjach naukowych. W latach 2008 - 2016 wykonatem 9 recenzji
artykutow naukowych. Sumaryezny wspétczynnik wptywu (IF ) za publikacje wynosi 30.124,
punktacja za publikacje MNiISW/KBN = 396, punktacja za rozdzial w monografii
MNiSW/KBN = 6, indeks Hirscha wynosi 8, calkowita liczba cytowan 158, bez autocytowan
74 (wg bazy Web of Science, 2018.12.12).

Oprocz aktywnosci naukowej jestem zaangazowany w dzialalnosé dydaktyczng Katedry
I Zakladu Chemii Organicznej oraz Wydziatu Farmaceutycznego z OAM Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu.

Prowadzg zajecia dydaktyczne w ramach pensum dydaktycznego z chemii organicznej
W nastepujacych formach:
wyktady dla studentéw farmacji (od 1.10.2018 roku stale, wczesniej zastgpstwa),
¢wiczenia laboratoryjne dla studentéw farmacji (od 1999 roku do obecnie) i analityki medycznej
(w latach 1999-2012).

Jestem wspotautorem skryptu dla studentéw Farmaciji w~Preparatyka organiczna” pod
redakeja prof. dr hab. Stanistawa Rynga (Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, 2014).
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Bratem czynny udziat w pracach Rady Programowej na kierunku ,,Farmacja” w latach
2014/2015 oraz 2015/2016.

W trakcie mojej pracy dydaktycznej bytem promotorem 12 prac magisterskich wykonanych
w Katedrze i Zakfadzie Chemii Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego z OAM Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu oraz recenzentem 15 prac magisterskich wykonanych na Wydziale
Farmaceutycznym z OAM Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

Uhonorowaniem mojej dziafalnosci dydaktycznej byfo otrzymanie Dyplomu za zajecie I
miejsca w kategorii Asystent w plebiscycie .-M6j wymarzony........ 2015 roku”. Konkurs zostat
przeprowadzony przez Sekcje Studencka Wroctawskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa

Farmaceutycznego ,,Mtoda Farmacja”, Wroctaw 2015r.

Moje zaangazowanie w prace organizacyjna na rzecz Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu obejmowato prace w strukturach Uczelni oraz Wydziatu Farmaceutycznego.

Potwierdza to lista aktywnosci znajdujaca sie ponizej:

1. Cztonek Senatu Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, 2016 - 2020

2. Cztonek Senackiej Komisji Badan Naukowych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, 2016
-2020

3. Cztonek i zastgpca przewodniczacego Senackiej Komisji Odznaczen Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu, 2016 - 2020

4. Czlonek Senackiej Komisji Arbitrazowej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, 2016 -
2020

5. Czlonek zespotu opracowujacego nowy Statut Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
zgodnie z Ustawa 2.0, 2018 - 2019

6. Czlonek Rektorskiej Komisji Antymobbingowej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu,
2018 -2019

7. Cztonek Wydziatowego Zespotu ds. przygotowania dokumentacji akredytacyjnej, Wydziat
Farmaceutyczny z OAM Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, 2017

8. Czlonek Wydziatowej Komisji ds. Nostryfikacji Wydzialu Farmaceutycznego z OAM
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, 2016 - 2020
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9. Cztonek Rektorskiej Komisji ds. Wynalazczosci Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu,
2005 -2008, 2008 —2012, 2012 - 2016

10. Czlonek Wydziatowej Komisji ds. doktoratow honoris causa Wydziatu Farmaceutycznego
z OAM Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, 2012 - 2016

11. Cztonek Rady Wydziatu Farmaceutycznego z OAM Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
w latach 2012 — 2016 oraz Akademii Medycznej we Wroctawiu w latach 2005 - 2007

12. Cztonek Uczelnianego Kolegium Elektoréw Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, 2008
-2012,2012 -2016

13. Cztonek Zespotu Koordynujgcego wyposazenie .»Nowej Farmacji” Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu w latach 2011 - 2013

14. Cztonek Komitetu Organizacyjnego obchodéw 60-lecia Akademii Medycznej we Wroctawiu,
2010

15. Elektor Akademii Medycznej we Wroctawiu do Rady Gtéwnej Szkolnictwa Wyzszego
na X kadencje, 2010

16. Czlonek Rektorskiej Komisji ds. Promocji Uczelni Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu,
2008 -2012

17. Cztonek Rektorskiej Komisji Dyscyplinarnej ds. Doktorantéw Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu, 2008 - 2012

18. Cztonek Wydziatowej Komisji Wyborczej Wydziatu Farmaceutycznego z OAM Akademii
Medycznej we Wroctawiu, 2008 - 2012

19. Opiekun studentéw podczas 6-cio miesiecznej praktyki w aptekach po ukonczeniu V roku
Farmacji na Wydziale Farmaceutycznym z OAM Akademii Medycznej we Wroctawiu powotany
przez Prorektora ds. Dydaktyki Akademii Medycznej we Wroctawiu, 2007 - 2012

20. Czlonek Wydziatowej Komisji Konkursowej ds. pierwszego zatrudnienia na stanowiska
kierownikow katedr, zaktadéw i samodzielnych pracowni na Wydziale Farmaceutycznym z OAM
Akademii Medycznej we Wroctawiu, 2005 - 2008

21. Przewodniczacy Rady Mieszkancéw Hotelu Asystenta Akademii Medycznej we Wroctawiu,
2004 - 2005

22. Zastepca Przewodniczacego Rady Mieszkahicéw Hotelu Asystenta Akademii Medycznej
we Wroctawiu, 2002 - 2003
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Moja aktywnos$¢ obejmuje takze udzial w komitetach organizacyjnych krajowych

konferencji naukowych oraz w strukturach Dolnoslaskiego Samorzadu Aptekarskiego jako:

1. Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego ogolnopolskiego Sympozjum ,,Szkota Chemii
Medycznej”, Wroctaw 2013, 2015, 2017.

2. Czlonek Komitetu Organizacyjnego XIX Naukowego Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego, Wroctaw 2004.

3. Cztonek Rady Aptekarskiej Dolnoslaskiej Izby Aptekarskiej we Wroctawiu, 2015 —2019.

4. Delegat Dolnoslaskiej Izby Aptekarskiej na Zjazd Sprawozdawczo-Wyborczy, Rejon
Wroctawski, 2011 - 2015, 2015 —2019.

5. Cztonek Zarzadu Wroctawskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, od 2016

roku - nadal.

Jestem czlonkiem krajowych organizacji oraz towarzystw naukowych:

1. Dolnoslaska Izba Aptekarska od 1999
2. Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne (PTFarm) od 1999
3. Ogélnopolska Sekcja Chemii Medycznej PTFarm od 2001
4. Polskie Towarzystwo Chemii Medycznej od 2007

Moja wspélpraca naukowa z osrodkami badawczymi zostata poparta publikacjami,
a podjete badania zyskaly charakter interdyscyplinarny. Jednostki naukowe z ktérymi

wspolpracuje to:

1. Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii
Nauk, ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroctaw

2. Uniwersytet Przyrodniczy, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, ul. C.K. Norwida 31, 50-375
Wroctaw

3. Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Chemii, ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw

4. Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych im. Wiodzimierza Trzebiatowskiego

Polskiej Akademii Nauk, ul. Okdlna 2, 50-422 Wroctaw
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5. Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny, Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw
6. Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich, Wydziat Lekarski, Katedra Morfologii
i Embriologii Cztowieka, Zaktad Histologii i Embriologii, Ul. Chatubiniskiego 6a, 50-368 Wroctaw
7. Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra i Zakiad
Chemii Organicznej, ul. Borowska 211A, 50-556 Wroctaw

8. Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich, Wydziat Farmaceutyczny z OAM, Katedra
I Zaktad Toksykologii, ul. Borowska 211A, 50-556 Wroctaw

9. Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich, Wydziat Farmaceutyczny z OAM, Katedra
1 Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii, ul. Borowska 211A, 50-556 Wroctaw

Za waine i tworcze osiggniecia w pracy naukowo-badawczej, dydaktycznej oraz

organizacyjnej zostaly mi przyznane:

- Brazowy Krzyz Zastugi (3 stopnia), legitymacja nr 580-2016-32, Warszawa 6.12.2016, nadany
postanowieniem Prezydenta Rzeczypospolitej Polskiej Andrzeja Dudy.

- Srebrna Odznaka Honorowa ,,Academia Medica Wratislaviensis ”, legitymacja 589, Wroctaw
24.04.2012, nadang uchwata Senatu Akademii Medycznej we Wroctawiu.

- 9 Nagréd Indywidualnych JM Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu:
2007, 2008 dwie, 2009, 2010, 2011, 2015 dwie, 2017.

- 8 Nagréd Zespolowych JM Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu:
2004, 2005, 2007, 2009, 2010, 2012, 2015, 2016.
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