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1. Imie i nazwisko: Gniewomir Latacz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2011 — dyplom doktora nauk farmaceutycznych z wyrdznieniem, Wydzial Farmaceutyczny,
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, tytut pracy doktorskiej: Badania nad otrzymywaniem
enancjomerow nienaturalnych aminokwaséw metodg hydantoinazowq

2002 — dyplom magistra farmacji, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski Collegium
Medicum, tytut pracy: Proba okreslenia specyficznosci substratowej D-hydantoinaz

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
lub artystycznych.

Od 2015: Adiunkt w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM

2010-2015: Asystent w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydzialu
Farmaceutycznego UJ CM

2004-2009: Doktorant w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM

4. Omowienie osiagniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

4.1 Tytul osiagni¢cia naukowego/artystycznego

,,Ocena parametrow ADME-Tox nowych ligandéw receptoréw serotoninowych 5-HTg i 5-HT7”

4.2 Wykaz cyklu powigzanych tematycznie artykuléw naukowych wchodzacych w sklad
osiagniecia naukowego

* - autorstwo lub wspotautorstwo korespondencyjne habilitanta

# - autorzy byli w rbwnym stopniu zaangazowani w przygotowanie publikacji
IF - impact factor

cyt. - liczba cytowan wg Web of Science z dn. 17.12.2020

MNiSW - punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

H1 | Latacz G*, Lubelska A, Jastrzebska-Wigsek M, Partyka A, Sobito A, Olejarz A,
Kucwaj-Brysz K, Satata G, Bojarski AJ, Wesotowska A, Kie¢-Kononowicz K, Handzlik J.

In the search for a lead structure among series of potent and selective hydantoin 5-HT7R
agents: The drug-likeness in vitro study.

Chem Biol Drug Des. 2017;90(6):1295-1306.

IF =2,328; Cyt. = 22; MNISW = 25;
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H2

Latacz G*, Lubelska A, Jastrzebska-Wiesek M, Partyka A, Kucwaj-Brysz K,
Wesotowska A, Kie¢-Kononowicz K, Handzlik J.

MF-8, a novel promising arylpiperazine-hydantoin based 5-HT7 receptor antagonist: In vitro
drug-likeness studies and in vivo pharmacological evaluation.

Bioorg Med Chem Lett. 2018;28(5):878-883.

IF = 2,448; Cyt. = 20; MNiISW = 30;

H3

Kucwaj-Brysz K4, Latacz G¢, Podlewska S, Zestawska E, Handzlik J, Lubelska A, Satata G,
Nitek W, Handzlik J.

The relationship between stereochemical and both, pharmacological and ADME-Tox,
properties of the potent hydantoin 5-HT7R antagonist MF-8.

Bioorg Chem. 2020; w druku, DOI:10.1016/j.bioorg.2020.104466.

IF = 4,831; Cyt. = 0; MNIiSW = 100;

H4

Latacz G*#, Hogendorf ASt Hogendorf A, Lubelska A, Wieronska JM, Wozniak M,
Cieslik P, Kie¢-Kononowicz K, Handzlik, J, Bojarski AJ.

Search for a 5-CT alternative. In vitro and in vivo evaluation of novel pharmacological tools:
3-(1-alkyl-1H-imidazol-5-yl)-1H-indole-5-carboxamides, low-basicity 5-HT7; receptor
agonists.

MedChemComm. 2018;9:1882-1890.

IF =2,394; Cyt. = 11; MNiSW = 30;

HS

Lubelska A, Latacz G, Jastrzgbska-Wigsek M, Kotanska M, Kurczab R, Partyka A,
Mar¢ MA, Wilczynska D, Doroz-Plonka A, Lazewska D, Wesotowska A,
Kie¢-Kononowicz K, Handzlik J.

Are the hydantoin-1,3,5-triazine 5-HT6R ligands a hope to find new procognitive and anti-
obesity drug? Considerations based on primary in vivo assays and ADME-Tox profile in
vitro.

Molecules 2019;24(24):4472.

IF =3,267; Cyt. = 2; MNiSW = 100;
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H6 | Latacz G, Lubelska A, Jastrzebska-Wigsek M, Partyka A, Mar¢ MA, Satala G,
Wilczynska D, Kotanska M, Wiecek M, Kaminska K, Wesolowska A, Kie¢-Kononowicz K,
Handzlik J.

The 1,3,5-triazine derivatives as innovative chemical family of 5-HTe serotonin receptor
agents with therapeutic perspectives for cognitive impairment.

Int J Mol Sci. 2019;20(14):3420.

IF = 4,556; Cyt. = 6; MNISW = 140;

Osiagnigcie naukowe, bedace podstawg mojego ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora
habilitowanego, stanowi cykl sze$ciu (H1-H6) powigzanych tematycznie prac oryginalnych,
o sumarycznym IF = 19,824 i tacznej punktacji MNiSW = 425 pkt.

Znajdujace si¢ w tym cyklu prace H1 oraz H2 maja charakter badan farmakologicznych
wykonanych metodami in vitro oraz in vivo z dominujaca, opracowang i opisang przeze mnie, cz¢scig
in vitro. Moj udzial w powstaniu tych publikacji polegal na przygotowaniu koncepcji artykutow,
zaplanowaniu badan ADME-Tox in vitro (w tym przeprowadzeniu optymalizacji i walidacji
wszystkich testow), wykonaniu wszystkich eksperymentéw ADME-Tox z udzialem eukariotycznych
linii komorkowych oraz wigkszosci testOw przy uzyciu mikrosoméw watrobowych, nadzorowaniu
eksperymentéw wykonywanych przez studenta i doktorantow, analizie i interpretacji otrzymanych
wynikow, przygotowaniu tabel i rycin oraz edycji manuskryptu. Bytem jedynym autorem catej tresci
poswigconej badaniom ADME-Tox oraz wspotautorem wstepu, dyskusji i podsumowania w obu
artykutach. Ponadto, jako wspotautor korespondencyjny artykutow H1 oraz H2, bylem
odpowiedzialny za przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Artykul H3 ma charakter chemiczny, z rozbudowang czgécia farmakologiczng in vitro.
W przygotowanie tej publikacji bylem w réwnym stopniu zaangazowany wraz z naukowcem
odpowiedzialnym za syntez¢ chemiczng. M¢j udzial w powstaniu tej publikacji polegatl na
przygotowaniu koncepcji badan parametrow ADME-Tox in vitro, przeprowadzeniu optymalizacji
i walidacji zaplanowanych testow, wykonaniu prawie wszystkich eksperymentow ADME-Tox
otrzymanych zwiazkow (z wyjatkiem wptywu zwigzkow na CYP3A4 i 2D6), sporzadzeniu tabel
i rycin oraz analizie, interpretacji i opisaniu otrzymanych wynikéw parametrow ADME-Tox. Ponadto
bytem wspodtautorem fragmentu wstepu w niniejszym artykule.

Artykut H4 jest praca zawierajagca wyniki syntezy chemicznej i badan farmakologicznych
otrzymanych metodami in vitro oraz in vivo, przygotowang przeze mnie w réwnym stopniu
z naukowcem odpowiedzialnym za czgs¢ chemiczng. Moj udziat w powstaniu tej publikacji polegat
na przygotowaniu koncepcji badan ADME-Tox in vitro, przeprowadzeniu optymalizacji i walidacji
zaplanowanych eksperymentéw, wykonaniu wigkszo$ci badan parametrow ADME-Tox
otrzymanych zwigzkow (z wyjatkiem wptywu zwigzkoéw na CYP3A4 i 2D6 oraz testu mutagennosci),
analizie wynikow, jak rowniez pehlieniu funkcji autora korespondencyjnego. Ponadto bytem
zaangazowany w sporzadzenie tabel i rycin, przygotowanie, napisanie i edycj¢ manuskryptu,
z wyjatkiem fragmentu wstepu oraz czeSci dotyczacych eksperymentow chemicznych
i farmakologicznych in vivo.

Artykuty H5 i H6 sg pracami farmakologicznymi opisujgcymi wyniki badan otrzymanych
metodami in vitro oraz in vivo. W przypadku artykutu H5 moj udziat obejmowatl przygotowanie
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koncepcji badan ADME-Tox in vitro, przeprowadzenie optymalizacji i walidacji zaplanowanych
eksperymentdw, wykonanie testow z zastosowaniem linii Caco-2, nadzorowanie badan wykonanych
przez doktorantéw i analiz¢ otrzymanych wynikoéw. Ponadto przygotowatem opis i dyskusje
wynikoéw badan parametrow ADME-ToX oraz bylem odpowiedzialny za edycj¢ manuskryptu.

Moj udziat w powstaniu publikacji H6 polegal na przygotowaniu koncepcji badan ADME-Tox
in vitro, przeprowadzeniu optymalizacji i walidacji zaplanowanych eksperymentéw, wykonaniu
testow parametréow ADME-Tox z zastosowaniem mikrosomow oraz linii komorkowej HEK-293,
nadzorowaniu badan wykonanych przez doktorantéw, sporzadzeniu tabel i rycin wynikow
parametrow ADME-Tox oraz napisaniu i edycji manuskryptu, z wyjatkiem dyskusji wynikéw badan
farmakologicznych in vivo, czesci wstepu oraz analizy struktura — aktywnos$¢ badanych zwigzkow.

4.3 Omowienie celu naukowego i wynikéw opisanych w cyklu publikacji wchodzacych
w sklad osiagniecia naukowego

4.3.1 Wprowadzenie

Droga od identyfikacji zwigzku chemicznego wykazujacego wiasciwosci lecznicze do jego
zarejestrowania jako lek jest niezwykle dtuga i kosztowna. Na podstawie przeprowadzonych badan,
w ktorych analizowano wydatki poniesione w latach 2009-2018 przez 47 firm farmaceutycznych
w celu opracowania 63 lekéw, oszacowano mediane kosztow wprowadzenia leku na rynek na 985
milionow dolardw, a $redni koszt tego procesu na 1,3 miliarda dolaréw!. Dtugi okres prowadzonych
prac oraz stosunkowo wysoki wskaznik niepowodzen to najwazniejsze przyczyny tak wysokich sum
— $redni czas opracowania nowego leku wynosi od 10 do 15 lat, a wskaznik sukcesu zostat
oszacowany na od 8 do 24%?2. W trakcie tej dlugiej drogi badan nad nowym lekiem potencjalny
kandydat moze zawie$¢ z wielu powoddéw. Aktywnos$¢ farmakologiczna, ADME (absorpcja,
dystrybucja, metabolizm, eliminacja) oraz toksyczno$¢ (Tox) sa kluczowymi czynnikami
decydujacymi o walorach kandydata na lek i odpowiedzialnymi za tzw. ,,wtasciwos$ci lekopodobne”.
Wedhug swiatowej stawy profesora Ch.A. Lipinskiego, zajmujacego si¢ zagadnieniami z dziedziny
chemii medycznej, aktywny biologiczne zwigzek wykazuje cechy lekopodobienstwa, jesli posiada na
tyle akceptowalne parametry ADME-Tox, ze gwarantujag one pomyslne wyniki w | fazie badan
klinicznych®. Dlatego tez w nowoczesnym podejéciu do opracowania nowego leku zaleca sie, aby
badania majace na celu oszacowanie parametrow ADME-Tox prowadzone byly na jak
najwczesniejszym etapie, rownolegle z okresleniem aktywnosci farmakologicznej nowej
czasteczki® °.

Metody in vitro, b¢dace alternatywg dla testow prowadzonych na zwierzgtach, sg coraz czeSciej
stosowane do okreslenia parametréw ADME-Tox. Pozwalajg one nie tylko na zaoszczedzenie czasu
i funduszy przeznaczonych na rozwdj nowego leku, ale rowniez przyczyniajg si¢ do zmniejszenia
liczby zwierzat do$wiadczalnych wykorzystywanych do badan, zgodnie z ogolnie przyjetymi
normami etycznymi oraz regulacjami wprowadzonymi na terenie Unii Europejskiej. Najwazniejsza
z nich jest Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych, wprowadzajaca 10 lat temu nowy aksjologiczny standard
wykonywania badan na zwierze¢tach. Wprowadzone zasady sa zgodne ze sformutowang w 1959 r.
przez zoologow Williama Russella oraz Rexa Burcha zasadg 3R (ang. replacement, reduction,
refinement), czyli zastgpienia, zmniejszenia i doskonalenia eksperymentéw z wykorzystaniem
zwierzat, ktora okreslita po raz pierwszy ramy etyczne stluzgce poprawie dobrostanu zwierzat

laboratoryjnych na catym $wiecie®.
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Receptor serotoninowy 5-HTs (5-HTeR) jest znanym potencjalnym celem terapeutycznym
do opracowania innowacyjnej terapii choréb o$rodkowego ukladu nerwowego (OUN)’. WysoKi
poziom ekspresji 5-HTsR potwierdzono w obszarach mdzgu odpowiedzialnych za procesy
poznawcze 1 pamigciowe, tzn.. w czeSci grzbietowej hipokampu, prazkowiu oraz korze
przedczotowej®. Kora przedczotowa to kluczowy obszar w kontekscie prawidtowego funkcjonowania
procesOw poznawczych, takich jak uwaga, impulsywnos¢, kontrola emocji, planowanie,
podejmowanie decyzji, pami¢¢ robocza, uczenie si¢ lub przywotywanie wspomnien. W tej czesci
mozgu receptory 5-HTse zlokalizowane sg w komorkach piramidowych oraz interneuronach
GABAergicznych (wykorzystujacych jako gléwny przekaznik kwas gamma-aminomastowy —
GABA) i uwaza si¢, ze sg one odpowiedzialne za regulacj¢ systemu neuroprzekaznikow
zaangazowanych w procesy poznawcze. Dlatego tez ligandy 5-HTeR wydaja si¢ odpowiednia grupa
zwigzkoéw, dzieki ktérym mozliwe bedzie opracowanie skutecznej terapii zaburzen poznawczych
wystepujacych w chorobie Alzheimera czy tez zwigzanych z wiekiem® 1° Ponadto badania
prowadzone w modelach zwierzecych potwierdzity obiecujaca aktywnos$¢ przeciwdepresyjna oraz
przeciwlgkows antagonistow 5-HT6R. Wykazano takze korzystne efekty
in vivo $wiadczace o ich mozliwym zastosowaniu w leczeniu otytosci! 2. Co istotne, istnieje szereg
dowodéw $wiadczacych o podobnej do antagonistow 5-HTeR aktywnosci farmakologicznej
agonistow tego receptora’ 3,

Od roku 1993, kiedy to odkryto 5-HTsR, udato si¢ otrzymac¢ jego wielu ligandéw. Niestety, wcigz
nie udato si¢ wprowadzi¢ na rynek skutecznego leku dziatajacego selektywnie przez ten receptor.
Najbardziej zaawansowanymi ligandami 5-HTeR, ktore badano pod katem zastosowania
w terapii choroby Alzheimera, byly SUVN-502 (masuperdyna), intepirdyna oraz idalopirdyna.
Zwiazki te znalazly sig, co prawda, w badaniach klinicznych, ale prace nad wigkszo$cig z nich zostaty
zarzucone™,

Receptor 5-HT7 (5-HT7R) jest najmtodszym cztonkiem rodziny receptorow serotoninowyc
ktory zostat scharakteryzowany jako obiecujacy cel terapeutyczny w leczeniu choréb OUN,
takich jak zaburzenia rytméw okotodobowych, Igk, depresja oraz zaburzenia poznawcze
w schizofrenii'® ¥, Wyniki licznych badan wskazuja, ze antagoniéci 5-HT7R podawani indywidualnie
lub w kombinacji z selektywnymi inhibitorami wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRIS) moga by¢
wykorzystani w strategii leczenia choréb afektywnych?® 2!, Badania farmakologiczne wykazaty
rowniez, ze inaktywacja na poziomie genetycznym lub blokada farmakologiczna 5-HT7R wywotuje
potencjalny efekt przeciwdepresyjny w zwierzecych modelach depresji — w tescie wymuszonego
ptywania (ang. forced swimming test, FST), znanym roéwniez jako test Porsolta, oraz w tescie
zawieszenia za ogon (ang. tail suspension test, TST)?>%. Antagonisci 5-HT7R sa juz dostepni
na rynku farmaceutycznym, ale w postaci zwigzkow dziatajacych nieselektywnie i wielokierunkowo,
tak jak np. worioksetyna, zatwierdzona przez FDA w 2013 roku w leczeniu depresji?® 2’. Ponadto
za dziatanie przeciwdepresyjne znanych lekow antypsychotycznych, np. aripiprazolu, amisulprydu
czy lurazydonu, réwniez czesciowo moze odpowiadaé efekt antagonistyczny wobec 5-HT7R%-0,

Znalezienie selektywnego antagonisty 5-HT7R, ktorego efektywnos$¢ zostalaby potwierdzona
w modelach in vivo, pozostaje jednak wcigz wielkim wyzwaniem dla nauk farmaceutycznych. Do tej
pory tylko jeden selektywny ligand 5-HT7R, mianowicie zwigzek JNJ-18038683, znalazt sig¢
W zaawansowanym etapie badan klinicznych, a doktadniej w II fazie (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02466685, ostatnia aktualizacja: lipiec 2019)3*.

Badania w modelach zwierz¢cych wskazujg rowniez na mozliwe zastosowanie terapeutyczne nie
tylko antagonistow, ale réwniez agonistow 5-HT7R. Potwierdzono korzystne efekty aktywacji
5-HT7R w mysich modelach choréb genetycznych, takich jak zespot Retta czy zespot tamliwego

15-17
h™",
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chromosomu X3 33, Ponadto wsrod agonistow 5-HT7R zaobserwowano roéwniez efekt
prokognitywny oraz antynocyceptywny>*.

Niedostateczne wtasciwosci lekopodobne byly jednym 2z powodéw dyskwalifikacji
na wczesnych etapach rozwoju leku wielu ligandéw receptorow 5-HTs oraz 5-HT7. Na przyktad
badania nad wieloma obiecujagcymi i aktywnymi antagonistami 5-HTeR zostaly zawieszone m.in.
ze wzgledu na takie nieakceptowalne parametry ADME-Tox, jak ograniczona biodostepnos¢, staba
przenikalno$¢ przez bariere krew-mozg czy wysoki klirens®. Jesli chodzi o antagonistow 5-HT7R,
idealnym przyktadem jest zwigzek SB-269970, bardzo czesto wykorzystywany jako narzedzie
badawcze w badaniach nad receptorem 5-HT7. Zwiazek ten wykazat w badaniach przedklinicznych
bardzo wysoka wartos¢ klirensu w krwi szczura (Clp = 140 mL/min/kg), najprawdopodobniej ze
wzgledu na obecnos¢ w strukturze grupy fenolowej, bioracej aktywny udziat w reakcjach 1l fazy
metabolizmu. W zwigzku z tym faktem, pomimo silnego powinowactwa do 5-HT7R, SB-269970
zostal wycofany z badan i nie przekazany do bardziej zaawansowanych etapéw klinicznych®.

Wymienione przyklady pokazujg zatem, ze udowodniona wysoka aktywnos$¢ i1 selektywno$¢
zwigzku wzgledem receptora nie jest wystarczajaca, aby kandydat na lek pomys$lnie przeszedt
badania kliniczne i przedkliniczne. Potwierdza to zasadno$¢ stosowania, na jak najwczesniejszym
etapie badan nad lekiem, metod in vitro do oszacowania lekopodobienstwa badanych ligandow,
celem wyeliminowania nieperspektywicznych zwiazkow 1 wylonienia struktur wiodacych,
posiadajacych wilasciwosci gwarantujgce duze prawdopodobienstwo pomysinego przejscia kolejnych
etapow rozwoju leku.

Tak wiec cykl szeSciu powigzanych tematycznie prac oryginalnych, bedacych podstawa
mojego ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego, opisuje zastosowanie
alternatywnych metod in vitro do oceny parametréw ADME-Tox nowych ligandéw receptoréw
serotoninowych 5-HTs i 5-HT7. Badane ligandy zostaly zsyntetyzowane i dostarczone przez
chemikéw z Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum (UJ CM) w Krakowie oraz z Zaktadu Chemii Lekoéw Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk (PAN) w Krakowie.

4.3.2 Cel naukowy badan

Celem moich badan byta ocena parametrow ADME-Tox nowo zsyntetyzowanych ligandow
receptoréw serotoninowych 5-HTg oraz 5-HT7. Przed rozpoczeciem wihasciwych eksperymentow
przeprowadzilem przeglad literaturowy dostepnych metod in vitro pozwalajacych na okreslenie
parametrow ADME-Tox. Nast¢pnie dokonatem selekcji oraz wyboru najodpowiedniejszych testow
I na podstawie protokotow pozyskanych od producentow lub informacji zawartych w czesci
eksperymentalnej artykutow naukowych przeprowadzitem ich walidacj¢ 1 optymalizacje pod katem
wiarygodnos$ci i powtarzalnosci w warunkach pracowni, w ktorej prowadzitem badania.

Do testéw przekazano mi nast¢pujagce grupy zwigzkow:

e jedenastu antagonistow receptora 5-HT7: zwiazki KKB-12, KKB-15, KKB-16, KKB-36,
KKB-40, KKB-41 oraz zwigzek MF-8 i jego cztery stereoizomery MF-8A, MF-8B, MF-8C,
MF-8D

e trzech agonistow receptora 5-HT7: AH-494, AGH-282 oraz komercyjnie dostgpny
referencyjny, nieselektywny agonista 5-CT

e szesciu ligandow receptora 5-HTs: TR-12, TR-37, KB-61, MST-4, KMP-10 oraz DJ-8
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W celu okreslenia parametrow ADME-Tox zaplanowatem nastepujace testy in vitro:
Absorpcja
* transport bierny przez btony biologiczne
« transport przeznablonkowy w modelu Caco-2
* okreslenie substratow glikoproteiny P
Dystrybucja
* wigzanie z biatkami osocza, w tym wyznaczenie statej dysocjacji Kp oraz catkowitej frakcji
zwigzanej fy
Metabolizm/Eliminacja
* stabilno$¢ metaboliczna, w tym wyznaczenie okresu biologicznego pottrwania (t12) in vitro,
a nastgpnie klirensu wewnetrznego (Clint) oraz okreslenie $ciezek metabolicznych
Toksycznosé
* oszacowanie prawdopodobienstwa interakcji migdzylekowych poprzez zbadanie wptywu
zwigzkow na aktywnos$¢ trzech najwazniejszych izoform cytochromu P-450 (CYP) 3A4, 2D6
i 2C9
* badanie cytotoksycznosci
* badanie hepatotoksycznosci
+ badanie mutagennnosci

4.3.3 Wyniki i dyskusja

Zwiazki do moich badan zostaty wybrane z grupy arylopiperazynowych pochodnych hydantoiny
(antagonisci 5-HT7R), pochodnych imidazolo-indoli (agonisci 5-HT-7R) oraz metylopiperazyno-
1,3,5-triazyny (ligandy 5-HTeR), ze wzglgdu na wysokie powinowactwo i selektywnos¢ wzgledem
danego receptora oraz aktywno$¢ wewnetrzng, ktore zostaly oszacowane in vitro przez badaczy
z Zaktadu Chemii Lekow Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie.

4.3.3.1 Antagonisci 5-HT7R

Siedmiu antagonistow 5-HT7R zostalo przekazanych do badan parametrow ADME-Tox
w ramach mojej wspotpracy z chemikami z Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkéw
Leczniczych UJ CM. Zwiazki wyselekcjonowano w oparciu o wezesniejsze prace opisujace synteze
chemiczng oraz wyniki badan radioreceptorowych 1 aktywnosci wewngtrznej Serii
arylopiperazynowych pochodnych hydantoiny®” 3. Badania te wykonano w ramach grantu
przyznanego dr Katarzynie Kucwaj-Brysz przez Narodowe Centrum Nauki (NCN,
2014/15/N/NZ7/03072) oraz w ramach aktywno$ci statutowej prof. dr hab. Jadwigi Handzlik
(K/ZDS/006134 i K/ZDS/005593). Wyselekcjonowane ligandy KKB-12 (numer 11 w artykule H1),
KKB-15 (numer 12 w artykule H1), KKB-16 (numer 13 w artykule H1), KKB-36 (numer 14 w
artykule H1), KKB-40 (numer 15 w artykule H1) oraz KKB-41 (numer 16 w artykule H1) posiadaja
bardzo wysokie powinowactwo do receptora 5-HT7 (Ki = 9 - 89 nM) oraz selektywnos¢ wzgledem
receptora serotoninowego 5-HT1a. Ponadto testy funkcjonalne wykonane dla zwigzkow KKB-12,
KKB-15 oraz KKB-16 potwierdzity aktywnos$¢ antagonistyczng tych pochodnych wzgledem 5-
HT7R (Tabela 1). Parametry ADME-Tox tych szesciu pochodnych zostalty wyznaczone w celu
wyselekcjonowania z tej grupy najbardziej obiecujgcego i bezpiecznego kandydata do badan in vivo
(publikacja H1). Odrebny manuskrypt (H2) poswigcono pochodnej MF-8 (numer 2 w artykule H2),
posiadajgcej najwyzsze powinowactwo wzgledem receptora 5-HT7 (Ki =3 nM) sposrod otrzymanych
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arylopiperazynowych pochodnych hydantoiny, jak réwniez potwierdzong w testach funkcjonalnych
aktywno$¢ antagonistyczng (Tabela 1)%,

Tabela 1 Struktury i aktywno$¢ farmakologiczna arylopiperazynowych pochodnych hydantoiny.

RL— R1 —

— —
S " <
o] . /C} 0 R2
HN}//N\/OK/NON N HN%N\/CQ-'/NI/\N/LRz
(0] 0 \)
Seria A Seria B
5-HT; | 5-HTw | Do | 2317
Zwiazek | Seria R! R? Ki Ki Ki C'IA\CI\:IOP
[nM] [nM] [nM] [uM]
MF-8 A 4-F 2-OMe 3 121 715 0,350
KKB-12 A 4-F 2,5-diMe 56 1304 1814 1,01
KKB-15 A 4-F 2-OEt 10 98 127 0,081
KKB-16 B 4-F Phe 79 5570 261 1,81
KKB-36 A 4-Cl 2-CN 9 303 1285 NT
KKB-40 A 4-F 2-Cl 42 397 838 NT
KKB-41 A 4-F 3-OMe 89 2969 7589 NT

NT — nie testowano

Dla grupy antagonistow 5-HT7R wykonano naste¢pujgce testy parametrow ADME-Tox: okre$lenie
transportu biernego przez btony biologiczne w tescie PAMPA (ang. parallel artificial membrane
permeability assay); badanie stabilnosci metabolicznej przy uzyciu ludzkich mikrosomow
watrobowych (ang. human liver microsomes, HLMs), w tym wyznaczenie parametrow Clint, t1/2 Oraz
najbardziej prawdopodobnych $ciezek metabolicznych; o0szacowanie toksycznosci przy
zastosowaniu panelu testow bezpieczenstwa, w tym wplywu zwiazkow na aktywnos$¢ izoform CYP
3A4 i 2D6 w celu oszacowania potencjalnych interakcji miedzylekowych, okreslenie
cytotoksycznosci | hepatotoksycznosci w modelach eukariotycznych linii komorkowych oraz
mutagennosci W tescie Amesa. Otrzymane wyniki zostaty podsumowane w tabeli 2.

Do wyznaczenia parametru absorpcji antagonistow 5-HT7R zastosowano test PAMPA bazujacy
na sztucznej membranie imitujacej blony biologiczne, ktOra umozliwia 0szacowanie transportu
biernego badanych zwiazkoéw. Do badan wykorzystano Pre-coated PAMPA Plate System Gentest™
opracowany przez firme Corning® (Tewksbury, MA, USA). Innowacyjno$¢ wybranego testu
PAMPA polega na zastosowaniu przez producenta nowatorskiej, trojwarstwowej membrany
lipidowo-olejowo-lipidowej, umiejscowionej wewnatrz pordw porowatego filtra, zapewniajace;j
wysoka przewidywalnos¢, korelujacg z komérkowymi modelami absorpcji®®. Przed przystapieniem
do badan wyznaczono krzywe kalibracyjne wszystkich antagonistow 5-HT7R przy zastosowaniu
systemu elektroforezy kapilarnej P/ACE MDQ firmy Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA), ktore
pozwolily na wyliczenie st¢zen zwigzkow po obu stronach sztucznej membrany po 5 godzinach
inkubacji w temperaturze pokojowej. W ten sposob wyznaczono transport bierny danego zwigzku
przez btony biologiczne, ktéry zostal obliczony na podstawie wzoréw dostarczonych przez
producenta testu*® i wyrazony wartosciag wspolczynnika przepuszczalnoéci Pe. Otrzymane wyniki
poréwnano nast¢pnie do wartosci Pe obliczonych doswiadczalnie dla lekéw referencyjnych — stabo
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przepuszczalnej norfloksacyny (NFX) oraz dobrze penctrujacej przez btony biologiczne kofeiny
(CFN). Na podstawie wykonanych testow wykazano réznice w warto$ciach Pe badanych zwigzkow.
Najwyzszy wspotczynnik przepuszczalnosci Pe = 2,30x10°°% cm/s wykazat zwigzek MF-8, bedacy
2-metoksyfenylowa pochodna, a najnizszy, Pe = 0,84x107° cm/s, zwiazek KKB-15, bedacy jego
2-etoksyfenylowym analogiem. Warto$¢ Pe zwiagzku MF-8 byta najblizsza wynikowi otrzymanemu
dla dobrze przepuszczalnej CFN, Pe = 3,61x10° cm/s. Wprowadzenie podstawnika
difenylometylowego (benzhydrylowego) do pierscienia piperazyny (KKB-16), jak rowniez 2-cyjano
(KKB-36) i 2-chloro (KKB-40) do pierscienia fenylu w fenylopiperazynie utrzymato
satysfakcjonujace wartosci Pe, poniewaz byly one powyzej rekomendowane] przez producenta
wartosci granicznej dla zwigzkéw przepuszczalnych, wynoszacej Pe = 1,5x107° cm/s. Wyznaczona
dla pochodnej z podstawnikiem 2,5-dimetylofenylowym (KKB-12) warto$¢ Pe = 1,46x10°° cm/s
byta nieznacznie ponizej tej granicy>°.

Farmakokinetyke antagonistow 5-HT7R badano przy uzyciu dostepnych komercyjnie ludzkich
mikrosomow HLMs, ktore umozliwity wyznaczenie, wedtug procedury i wzoréw opisanych
w literaturze®®, dwdch istotnych parametrow — okresu biologicznego péttrwania in vitro (tis),
a nastgpnie ludzkiego klirensu wewnetrznego (Clint). Otrzymane wyniki wskazuja na wyr6zniajacy
si¢ stabilno$cig metaboliczng zwigzek KKB-16 z niepoliczalnym w warunkach prowadzonego
eksperymentu parametrem ti». Analiza chromatograficzna UPLC po 120 minutach inkubacji
KKB-16 z HLMs wykazata obecno$¢ $ladowej ilosci tylko jednego metabolitu otrzymanego
w reakcji dehydrogenacji (Rycina 2 w artykule H1). W odniesieniu do innych badanych pochodnych
wynik ten wskazuje, ze wprowadzenie podstawnika difenylometylowego do piericienia piperazyny
zwigksza znaczaco stabilno§¢ metaboliczng w badanej grupie zwigzkéw. Wniosek ten pozostaje
w zgodno$ci z opisanymi przez Lacivita i wsp. wynikami badan*!, w ktérych wykazano,
ze wprowadzenie zblizonego budowag uktadu bifenylu wpltyneto pozytywnie na stabilnosc
metaboliczng antagonistow 5-HT7R z grupy pochodnych arylopiperazyny. Najbardziej podobne do
siebie strukturalnie pochodne MF-8, KKB-15 oraz KKB-41, wszystkie posiadajace podstawniki
alkoksylowe, wykazaly rowniez satysfakcjonujace parametry farmakokinetyczne in vitro.
Wyznaczone dla nich wartosci klirensu wewnetrznego Cline miescity si¢ w literaturowym zakresie
Clint <8,6 ml/min/kg, przypisujacym je do grupy zwiazkéow o niskim Kklirensie i stabilnych
metabolicznie®?. Najwyzsze wartosci Clinn zostaly wyznaczone dla pochodnych KKB-36
(Clint = 16,56 ml/min/kg) oraz KKB-40 (Clint = 14,04 ml/min/kg) z podstawnikami odpowiednio
2-cyjano i 2-chloro w pierscieniu fenylowym. Nalezy jednak podkresli¢, ze wartosci Clint 0bu tych
pochodnych byly nadal nizsze od wyznaczonego eksperymentalnie przy uzyciu HLMs
Clint niestabilnego leku referencyjnego werapamilu (VL, Clint = 26,8 ml/min/kg).

Doktadne przestudiowanie chromatograméw UPLC mieszanin reakcyjnych, a takze widm
masowych MS oraz fragmentacyjnych MS/MS, otrzymanych dzigki systemowi LC/MS
ACQUITY™ TQD firmy Waters (Milford, MA, USA), pozwolilo na okrelenie najbardziej
prawdopodobnych $ciezek metabolicznych (Tabela 3). Badania te byly wspierane in silico przez
oprogramowanie MetaSite (Molecular Discovery Ltd, Hertfordshire, Wielka Brytania), pozwalajace
na predykcje struktur otrzymanych metabolitow oraz najbardziej narazonych na przemiany
metaboliczne miejsc w badanej czasteczce. Wykazano, ze zwigzki KKB-12 oraz wspomniany
powyzej KKB-16 metabolizowaty do zaledwie jednego metabolitu. Na podstawie analizy widm MS
stwierdzono, ze zwigzek KKB-12 ulegt reakcji hydroksylacji (masa molowa metabolitu wzrosta o 16
Da), natomiast KKB-16 reakcji dehydrogenacji (masa molowa metabolitu zmniejszyta si¢ o 2 Da).
W przypadku zwigzku KKB-36 znaleziono 4 metabolity otrzymane na drodze reakcji hydroksylacji
i dehydrogenacji. Zwigzek KKB-41 réwniez metabolizowatl do 4 produktow, glownie na drodze
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reakcji hydroksylacji i dodatkowo na drodze demetylacji (masa molowa zmniejszyta si¢ o 14 Da).
Zwiazki MF-8, KKB-15 oraz KKB-40 ulegty biotransformacji do dwoch metabolitow, a ich wspolng
$ciezka metaboliczng byla hydroksylacja. Ponadto dla zwigzku MF-8 stwierdzono reakcje
demetylacji, dla KKB-16 deetylacji, a dla KKB-40 dehydrogenacji. Zaobserwowano réwniez brak
korelacji pomigdzy iloscig metabolitow a wartosciami Clint. Dla przyktadu: zwigzek KKB-16,
zidentyfikowany jako najbardziej stabilna metabolicznie pochodna sposrod testowanych ligandow,
metabolizowal do jednego produktu, podobnie jak duzo bardziej podatna na reakcje biotransformacji
pochodna KKB-12, z wyznaczong warto$cig Clint = 11,7 ml/min/kg. Ponadto zwigzek KKB-41,
charakteryzujacy si¢ bardzo niskim klirensem wewnetrznym Cline = 2,61 ml/min/kg, oraz zwigzek
KKB-36, o najwyzszej w badanej serii wartosci Clint, zostaly zmetabolizowane do tej samej ilosci
4 metabolitow. Szczegdlng uwage zwraca to, ze pochodne MF-8 oraz KKB-15 metabolizowaty do
jednego, takiego samego metabolitu, otrzymanego na drodze dealkilacji (m/z = 443,15; czas retencji
3,77 min). Ogolnie rzecz biorac, z wyjatkiem zwigzku KKB-16, najczestsza i glowna Sciezka
metaboliczng w tej grupie zwigzkow byta hydroksylacja. Analiza fragmentacyjna MS/MS oraz
predykcja in silico wskazaty na podstawnik fenylowy w ugrupowaniu fenylopiperazynowym jako
najbardziej prawdopodobne miejsce obserwowanych hydroksylacji (,,Supporting information”
artykutu H1, ,, Supplementary data ” artykutu H2, ,,Supplementary materials” artykutu B1).

Oszacowanie prawdopodobienstwa interakcji miedzylekowych antagonistow 5-HT7R
przeprowadzono poprzez zbadanie wptywu tych zwigzkéw na aktywnos¢ dwdch najwazniejszych
izoform CYP, tj. 3A4 oraz 2D6, ktore odpowiadajg razem za metabolizm od 40% do 50% wszystkich
dostepnych na rynku lekow*. Do tego celu zastosowano luminescencyjne, komercyjne testy
P450-Glo™ firmy Promega® (Madison, WI, USA), oparte na biokonwersji odpowiedniej pochodnej
D-lucyferyny do D-lucyferyny, katalizowanej przez dang izoform¢ CYP. Luminescencje,
modulowang w obecnosci potencjalnego aktywatora lub inhibitora CYP, mierzono przy uzyciu
wielofunkcyjnego czytnika ptytek EnSpire firmy PerkinElmer (Waltham, MA, USA). Otrzymane dla
badanych antagonistow 5-HT7R wyniki poréwnano do odpowiednich zwigzkow referencyjnych —
inhibitora CYP3A4 ketokonazolu (KE) oraz inhibitora CYP2D6 chinidyny (QD) (Rycina 3
w artykule H1, Rycina 2B oraz 2C w artykule H2).

Najsilniejszy efekt hamowania aktywnosci CYP3A4 zaobserwowano dla pochodnych KKB-36
oraz KKB-12 z wyliczonymi wartosciami 1Cso wynoszacymi odpowiednio 3,75 oraz 6,09 uM.
Wykazano jednak, ze obserwowany dla tych zwigzkow efekt byl nawet 25-krotnie stabszy od
referencyjnego inhibitora CYP3A4 KE, dla ktorego wyznaczona eksperymentalnie warto$¢ ICsg
wynosita 0,14 uM. Ponadto wartosci ICso dla tych zwigzkow miescity si¢ w przedziale migdzy 3 uM
a 10 pM, ktory wg danych literaturowych jest przypisany umiarkowanym inhibitorom CYP®. Do tej
grupy zaliczono réwniez zwigzek KKB-41 z wartoscig ICso wynoszaca 8,63 uM. W obecnosci
zwigzku KKB-16 nie zaobserwowano zmiany aktywnos$ci cytochromu, a otrzymane dla pochodnych
MF-8, KKB-15 oraz KKB-40 wartosci ICsp powyzej 10 uM wskazywaty na bardzo stabg interakcje
tych zwigzkow z CYP3A4.

W przypadku izoformy CYP2D6 zaobserwowano efekt hamujacy prawie wszystkich badanych
zwigzkoéw, a obliczone wartosci ICso miescity si¢ w zakresie 1,62 — 6,76 uM. Jedynym wyjatkiem
byta pochodna MF-8, dla ktorej nieznaczny efekt hamujacy CYP2D6 wykazano tylko w najwyzszym
badanym stezeniu 25 uM. Najsilniejsza inhibicje wykazat zwigzek KKB-16 (ICsop = 1,62 uM).
Warto$¢ ta miescita sie w zakresie ICso <3 UM, przypisanym wg danych literaturowych® silnym
inhibitorom CYP, aczkolwiek byta ona wcigz duzo wyzsza od wyznaczonej eksperymentalnie
wartosci referencyjnego inhibitora QD (ICso= 0,01 uM).
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Testy in vitro oparte na barwieniu pozywki pochodnymi formazanu, takie jak MTT, MTS oraz
EZ4U, mierza aktywnos$¢ dehydrogenaz w zywych komorkach i sa powszechnie stosowane do
okreslenia cytotoksycznosci zwiazkéw®. W tym celu badani antagonisci 5-HT7R byli inkubowani
przez 48 godzin w obecnosci komorek ludzkiej embrionalnej nerki (HEK-293), pozyskanej z kolekcji
American Type Culture Collection (ATCC® CRL-1573™), a nastepnie do hodowli dodano test EZ4U
firmy Biomedica (Wieden, Austria). Intensywnos$¢ zabarwienia hodowli mierzono poprzez pomiar
absorbancji wielofunkcyjnym czytnikiem ptytek EnSpire. Otrzymane wyniki zywotno$ci komorek
postuzyly do obliczenia wartosci ICso zwigzkow, ktore nastepnie zostaty porownane do wyznaczone;j
cksperymentalnic  aktywno$ci  cytostatycznej referencyjnego leku doksorubicyny (DX)
ICso = 0,46 puM. Zwigzki KKB-12, KKB-16 oraz KKB-36 wykazaly zblizony, niewielki
w poréwnaniu do referencyjnej DX, efekt na zywotno$¢ komorek HEK-293, z obliczonymi
wartosciami 1Cso W zakresie 32,04 - 42,47 uM. Dla reszty ligandéw z badanej grupy wartosci te
wynosity powyzej 100 uM. Szczegdlnie bezpieczne okazaty sie¢ zwigzki MF-8 oraz KKB-41, ktorych
efekt na zywotno§¢ komorek stwierdzono jedynie w najwyzszym zastosowanym st¢zeniu 250 pM
(Rycina 4 w artykule H1, Rycina 2D w artykule H2).

Potencjalny wptyw antagonistow 5-HT7R na dysfunkcje mitochondriow w komoérkach watroby
zostat przebadany na linii ludzkiego watrobiaka HepG2 po dwugodzinnej ekspozycji na badang
substancje. Linia HepG2 pozyskana zostata z kolekcji ATCC® (CRL-1573™) i jest powszechnie
stosowanym modelem in vitro do okreslenia hepatotoksycznosci. W badaniach wykorzystano test
ToxGlo™ (Promega®, Madison, WI, USA) oparty na bioluminescencyjnym pomiarze poziomu ATP
w komorkach. Otrzymane wyniki porownano do efektu wywotanego przez referencyjng toksyne
mitochondrialng — 3-chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu (CCCP), ktéra w stezeniu 10 uM
obnizata poziom komoérkowego ATP do 78,52% kontroli. Ogodlnie rzecz biorac, zaden z badanych
zwigzkow nie wywotal w stezeniu 10 pM istotnego statystycznie efektu na poziom ATP
w poréwnaniu do kontroli negatywnej. Zwiazki KKB-12, KKB-15 oraz KKB-16 obnizyly istotnie
statystycznie (p <0,01 oraz p <0,001) poziom ATP w komorkach do okoto 75% kontroli, ale tylko
W najwyzszym zastosowanym stezeniu 100 uM. Dla zwigzkow MF-8, KKB-36, KKB-40 oraz
KKB-41 nie zaobserwowano jakiegokolwiek efektu, nawet w st¢zeniu 100 UM (Rycina 5 w artykule
H1, Rycina 2E w artykule H2).

Test Amesa jest uwazany za ,,zloty standard” do oceny zdolnos$ci zwigzkéw do wywotania mutacji
DNA. Do okre$lenia mutagennosci antagonistow 5-HT7R zastosowano zmodyfikowany test Amesa,
oparty na metodzie fluktuacyjnej w formacie mikroptytkowym. Do badan uzyto szczepu bakterii
Salmonella Typhimurium TA100, umozliwiajacego detekcje mutacji par zasad. Ekspozycja tego
szczepu na potencjalny mutagen powoduje, ze kolejne generacje bakterii (rewertantow) sag w stanie
wzrasta¢ na pozywce bez suplementacji histydyng. Wzrost bakterii jest mierzony kolorymetrycznie,
poprzez zmiang koloru pozywki odzwierciedlajacej spadek pH. Nastepnie wyliczana jest tzw. wartos¢
kontrolna linii bazowej pozywki (ang. medium control baseline, MCB), bedaca $rednia liczba
rewertantow w kontroli negatywnej, powickszong 0 odchylenie standardowe. Ponad dwukrotny
wzrost wartosci MCB w obecnosci badanej substancji jest uznawany za alert mutagennosci.
Otrzymane wyniki badan wykazaty, ze zaden z badanych antagonistow 5-HT7R nie osiggnat wartosci
progowej 2xMCB, podczas gdy dla referencyjnego mutagenu N-tlenku 4-nitrochinoliny (NQNO),
w stezeniu 0,5 uM, stwierdzono obecno$¢ 40 rewertantow oraz 5,84-krotny wzrost wartosci MCB
(Rycina 6 w artykule H1, Rycina 2F w artykule H2).
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e Antagonisci 5-HT7R — podsumowanie

Wiekszo$¢ z badanych zwigzkow z tej grupy wykazata akceptowalne wiasciwosci lekopodobne.
Pamietajgc, ze niska przepuszczalno$¢ oraz staba stabilno$¢ metaboliczna byly jedna z przyczyn
przerwania w przesztosci badan nad ligandami 5-HT7R, nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage
na korzystne wyniki badan tych parametrow in vitro, zwtaszcza w przypadku pochodnych KKB-16
and KKB-41. Nie do przecenienia jest rowniez Wykazany wysoki profil bezpieczenstwa badanych
zwiazkow. Dla trzech pochodnych MF-8, KKB-40 oraz KKB-41 nie stwierdzono znaczacego efektu
na zywotno$¢ komoérek HEK-293, dla pozostatych zwigzkow natomiast wptyw ten okreslono jako
niewielki, w poréwnaniu do referencyjnego cytostatyku DX. Zaobserwowano rowniez bardzo niskie
prawdopodobienstwo wystgpienia hepatotoksycznosci. Badane pochodne, z wyjatkiem KKB-16, nie
wykazaly rowniez wysokiego ryzyka wystgpienia interakcji miedzylekowych. Ponadto zaden
testowany ligand nie byt mutagenny w teScie Amesa.

Biorac pod uwage zard6wno wyniki wigzania do receptoréw, jak rowniez wyznaczone in Vitro
parametry ADME-Tox, zdecydowano poswigci¢ szczegdlng uwage dwom antagonistom 5-HT7R
z badanej grupy. Zwiazek MF-8 wykazat najwyzsza aktywno$¢ wzgledem 5-HT7R oraz doskonate
wiasciwosci lekopodobne w testach in vitro, natomiast dla zwigzku KKB-16 stwierdzono wyjatkowa,
wysokg stabilnos¢ metaboliczng oraz najwyzsza selektywno$¢ wzgledem 5-HT7R w badanej grupie.
Ponadto, poza dos¢ silng interakcja z CYP2D6, ogdlna ocena profilu bezpieczenstwa zwigzku
KKB-16 wypadta korzystnie, dlatego zwiazek ten zostal wyselekcjonowany z grupy pochodnych
opisanych w artykule H1 i skierowany do badan in vivo razem z najaktywniejszym wobec 5-HT7R
zwigzkiem MF-8. Wykonane w ramach wspolpracy przez farmakologdw z Zaktadu Farmacji
Klinicznej UJ CM testy behawioralne (FST) na myszach wykazaty dla obu zwigzkow potencjalne
efekty antydepresyjne (Rycina 7 w artykule H1, Rycina 3A w artykule H2). Co zaskakujace,
najsilniejszego dziatania in vivo nie stwierdzono dla zwigzku MF-8, posiadajacego najwyzsze
powinowactwo do 5-HT7R, ale dla najbardziej stabilnego metabolicznie i najselektywniejszego
wzgledem 5-HTia KKB-16. Nalezy rowniez podkreslic, ze stwierdzona dla obu badanych
pochodnych potencjalna aktywno$¢ przeciwdepresyjna byta silniejsza od referencyjnego antagonisty
5-HT7R — SB-269970 oraz referencyjnego leku przeciwdepresyjnego imipraminy. Co wazne,
dziatanie to zostato potwierdzone dla zwigzku MF-8 réwniez w badaniu na szczurach (Rycina 3B
w artykule H2).
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Tabela 2 Parametry ADME-Tox pochodnych KKB-12, KKB-15, KKB-16, KKB-36, KKB-40, KKB-41,
MF-8 oraz zwigzkow referencyjnych.

. Pe Clint CYP3A4 | CYP2D6 | HEK-293 HepGZ a . AMES
Zwiazek i . poziom ATP Srednia pozytywnych
[10€cm/s] | [mlI/min/ 1Cs0 1Cs0 I1Cs0 . ,

+SD k] [AM] £SD | [uM]£SD | [uM] SD (% kontroli) dotkéw £SD/
+SD? krotnosé powyzej MCBP
CCCP - - - 78,52+1,32 -
CFN 3,61+0,11 - - - - - -
DX - - - - 0,46+0,08 - -
KE - - 0,14+0,07 - - - -
NFX 0,95+0,13 - - - - - -
QD - - - 0,010,002 - - -
VL - 26,8° - - - - -
NQNO - - - - - - 40,00+1,50/ 5,84
MF-8 2,3+0,39 8,2 >109 >10 >100 89,97+5,2 14,00+2,65/ 1,26
KKB-12 1,46+0,14 11,7 6,09£3,24  3,77x2,33  32,04+5,06 75,85%6,55 4,67+2,52/ 0,68
KKB-15 0,84+0,09 5,85 21,15+£9,7  4,29+3,69 >100 72,65%6,52 6,00+3,46/ 0,88
KKB-16 1,78+0,17 NP BE 1,62+0,25 45,13+7,81 73,63+7,10 7,33+2,08/ 1,07
KKB-36 2,01+0,33 16,56 3,75+£0,88  5,56+3,93 42,47+5/79 96,49+1,53 5,67+3,06/ 0,84
KKB-40 1,86+0,21 14,04 21,9+12,7  5,78+2,06 >100 93,15+4,91 7,00+2,65/ 1,02
KKB-41 1,92+0,27 2,61 8,63£3,65 6,76+2,19 >100 86,52+9,12 3,33+1,15/ 0,49

SD - odchylenie standardowe; NP - niepoliczalne; BE - brak efektu; MCB - warto$¢ kontrolna linii bazowej pozywki;
skroty zwiagzkow referencyjnych: CCCP, 3-chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu; CFN, kofeina; DX,
doksorubicyna; KE, ketokonazol; NFX, norfloksacyna; QD, chinidyna; NQNO, N-tlenek 4-nitrochinoliny; VL,
werapamil

referencyjna toksyna CCCP byla testowana w stezeniu 10 UM, antagonistow 5-HT7R testowano w stezeniu 100 uM
befekt mutagenny NQNO badano w stezeniu 0,5 UM, wynik dla MF-8 przedstawiono w stezeniu 1 pM, natomiast
KKB-12, KKB-15, KKB-16, KKB-36, KKB-40 oraz KKB-41 w stezeniu 10 uM

Swarto$¢ Cline dla VL opublikowano w artykule H5; wyniki wptywu MF-8 na aktywno$¢ CYP3A4 opublikowano w B1

Tabela 3 Sciezki metaboliczne antagonistow 5-HT7R wyznaczone po 120 min inkubacji z HLMs.

Substrat Tlosé Czas__ Masa mol_o wa 2 . .
[m/2] metabolitow retencji metabolitu Sciezki metaboliczne*
[min] [m/z]
MF-82 ) 3,40 473,19 hydroksylacja
457,24 3,77 443,22 demetylacja
KKB-12 1 3,99 471,20 hydroksylacja
455,18
KKB-15 ) 3,77 487,22 hydroksylacja
471,20 3,77 443,15 deetylacja
KKB-16 1 5,37 515,13 dehydrogenacja
517,19
4,12 484,09 hydroksylacja
KKB-36 4 4,87 466,15 dehydrogenacja
468,14 4,63 484,16 hydroksylacja
4,44 482,10 hydroksyacja/dehydrogenacja
KKB-40 ) 3,96 477,11 hydroksylacja
461,09 4,93 459,10 dehydrogenacja
3,42 473,19 hydroksylacja
KKB-41 4 3,56 443,15 demetylacja
457,17 3,82 473,12 hydroksylacja
4,44 473,19 hydroksylacja

4ciezki metaboliczne MF-8 wyznaczone przy pomocy HLMs opublikowano w artykule B1
*glowna $ciezke metaboliczng zaznaczono pogrubiona czCionka
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4.3.3.2 Stereoizomery zwigzku MF-8

Stereochemia jest bardzo waznym zagadnieniem w chemii medycznej ze wzgledu na mozliwe
1 bardzo czesto znaczace roznice we wlasciwosciach farmakodynamicznych i farmakokinetycznych
poszczegoblnych stereocizomerdw zwigzku o potencjale leczniczym. Steroizomery mogg oddziatywac
in vivo z wicloma biatkami na rdézne sposoby i W zalezno$ci od konfiguracji absolutnej wywotywac
pozadane i niepozadane dziatania® **. Chiralno$¢ wptywa réwniez na indywidualne parametry
ADME-Tox stereoizomeréw. Zaobserwowano m.in. réznice w wigzaniu poszczegolnych
sterecizomerow z pompami wyrzutu lekow, jak rowniez biatkami transportowymi typu ,,uptake”,
determinujace wartosci parametrow absorpcji. Ponadto specyficzna orientacja przestrzenna kazdego
stereoizomeru wzgledem centrum aktywnego izoform CYP moze istotnie wptywac na roznice w ich
stabilnosci metabolicznej, a takze na prawdopodobienstwo wystapienia interakcji miedzylekowych.
Jesli chodzi o parametr dystrybucji, wigzanie si¢ chiralnych lekOw z biatkami osocza roéwniez
wykazuje stercoselektywnos¢, co wplywa na roznice w profilu farmakologicznym
i farmakokinetycznym poszczegolnych stereoizomerdw. Chiralno$¢ nicodzownie zwigzana jest
rowniez z ré6znym nasileniem efektu toksycznosci. Talidomid jest sztandarowym przyktadem leku
z diametralnymi réznicami w dziataniu toksycznym obu mozliwych enancjomeréw. W tym
przypadku brak uwzglednienia stereochemii na podstawowym etapie badan i rozwoju tego leku
spowodowal tragiczne skutki**. Waznym przyktadem sa réwniez kanaly potasowe hERG (ang.
human ether-a-go-go-related gene), ktore mogg by¢ w réznym stopniu blokowane przez
poszczegblne stereocizomery, zwigkszajac lub zmniejszajgc prawdopodobienstwo wystgpienia
kardiotoksycznosci®.

Opisany powyzej W rozdziale 4.3.3.1 zwigzek MF-8 posiada dwa centra stereogeniczne,
tj. w pozycji 5 hydantoiny oraz w pozycji 2 linkera 2-hydroksypropylowego, i dlatego jest mieszaning
czterech stereoizomerow (MF-8rac). Z tego powodu zostat wybrany do badan, ktore miaty na celu
przeprowadzenie syntezy chemicznej kazdego stereoizomeru oddzielnie oraz oszacowanie ich
wilasciwosci farmakologicznych i parametréw ADME-Tox. Poszczegdlne sterecizomery MF-8A,
MF-8B, MF-8C i MF-8D otrzymano w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw
Leczniczych UJ MC, a nastepnie przekazano badaczom z Zakltadu Chemii Lekow Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w celu okreslenia ich powinowactwa oraz aktywnosci
wzgledem 5-HT7R. Wyniki uzyskane dla MF-8rac postuzyty do dyskusji i badan poréwnawczych.
Tak jak podejrzewano, stwierdzono istotne réznice w powinowactwie do 5-HT7R pomigdzy
badanymi stereoizomerami, z ktorych najwyzsza wartos¢ K; stwierdzono dla stereoizomeru MF-8A
(3 nM), a najnizszag dla MF-8D (366 nM). Ponadto, co istotne, wszystkie izomery optyczne
zachowaly pozadang selektywno$¢ wzgledem receptora 5-HTia (Tabela 4). Testy funkcjonalne,
w ktorych mierzono zdolno$¢ badanych stereoizomerow do obnizenia wewngtrzkomorkowego
cAMP, wykazaty korelacje z badaniami radioreceptorowymi. Aktywnosci stereoizoerow wzrastaly
analogicznie w obu testach, w nast¢pujagcym porzadku: MF-8D < MF-8B < MF-8C < MF-8A.
Ponadto stwierdzono bardzo silng aktywno$¢ antagonistyczng MF-8A (Ky = 24 nM), duzo
korzystniejszg niz w przypadku racematu MF-8rac (Kp = 58 nM) (Tabela 4).
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Tabela 4. Aktywno$¢ farmakologiczna MF-8rac i poszczegdlnych stereoizomerow.

5-HTi1a 5-HT 5-HT7
Zwigzek/ee* (%) Ki Ki Ko
[nM] [nM] [nM]
MF-8rac ( -) 121 3 58
MPF-8A (100) 832 3 24
MF-8B (92) 1433 44 585
MF-8C (100) 427 26 397
MF-8D (98) 2370 366 99230

*nadmiar enancjomeryczny

Dla MF-8rac i stereoizomeréw wykonano nastgpnie nastgpujace testy parametrow ADME-Tox:
oszacowanie biodostepnosci w tescie PAMPA, przy zastosowaniu modelu linii komérkowej Caco-2
pozyskanej z kolekcji ATCC® (HTB-37™) oraz przy uzyciu testu luminescencyjnego okreslajacego
zwigzki bedace substratami P-glikoproteiny (Pgp); badanie stabilno$ci metabolicznej przy uzyciu
mysich mikrosomow watrobowych (ang. mouse liver microsomes, MLMSs), w tym wyznaczenie
parametrdw Clint, ti2 oraz najbardziej prawdopodobnych $ciezek metabolicznych; 0szacowanie
toksyczno$ci przy zastosowaniu panelu testow bezpieczenstwa, w tym wplywu zwigzkéw
na aktywno$¢ izoform CYP 3A4, 2D6 i 2C9 w celu przewidzenia interakcji migdzylekowych, oraz
badanie hepatotoksyczno$ci w modelu linii komorkowej ludzkiego watrobiaka HepG2. Otrzymane
dla stereoizomeréw MF-8A, MF-8B, MF-8C i MF-8D wyniki zostaly poréwnane do MF-8rac, jak
réwniez do odpowiednich zwigzkow referencyjnych, i podsumowane w tabeli 5.

Do okre$lenia stezen pochodnej MF-8rac i stereoizomeréw w testach PAMPA oraz Caco-2
zastosowano, w przeciwienstwie do opisanego w artykutach H1 i H2 systemu elektroforezy
kapilarnej, bardziej miarodajng i czulag metode UPLC-MS z zastosowaniem standardu wewnetrznego.
Wyliczone w ten sposob w tescie PAMPA wartosci Pe dla zwigzkoéw referencyjnych NFX oraz CFN
wynosity odpowiednio 0,56x10° cm/s oraz 15,1x10° cm/s. Ogoélnie rzecz biorac, badane
stereoizomery wykazaly wysoka przepuszczalno$¢ przez blony biologiczne w pordéwnaniu do
zastosowanych referencji, przy obliczonych wartosciach Pe w zakresie 4,1 — 8,9x10® cm/s. Najnizsza
zdolno$¢ pasywnego transportu zaobserwowano dla stereocizomeru MF-8C, a najwyzsza dla
stereoizomeru MF-8D. Co interesujace, warto$¢ Pe dla MF-8rac, wynoszaca 6,1x10° cm/s, byta
usredniong wartos$cig Pe wszystkich stereoizomerow.

Wptyw MF-8rac i stereoizomerow na aktywnos$¢ pompy wyrzutu Pgp okreslono za pomocg testu
Pgp-Glo™ firmy Promega® (Madison, WI, USA), dzieki ktéoremu luminescencyjnie mierzy sie
poziom ATP niezbednego do funkcjonowania tego biatka. Zwigkszenie zuzycia ATP wskazuje, ze
dany zwigzek jest substratem tej znajdujacej si¢ w nablonku jelita, jak rowniez w barierze krew-
mozg, pompy wyrzutu lekéw. Wyniki poréwnano do tzw. aktywno$ci podstawowej Pgp, ktora
wyliczono jako roznicg w konsumpcji ATP miedzy probkami nietraktowanymi i traktowanymi
100 uM stezeniem silnego inhibitora Pgp, tj. NazVOas. Werapamil (VL) zastosowano jako zwigzek
referencyjny, bedacy znanym substratem Pgp, ktory w niniejszym badaniu stymulowal aktywnos¢
pompy, osiagajac 192,8% aktywnos$ci podstawowej w stezeniu 200 uM. Otrzymane wyniki badan
wykazaty istotny statystycznie wzrost konsumpcji ATP przez Pgp powyzej 135% warto$ci
podstawowej w obecnosci 100 uM trzech stereoizomerow: MF-8A, MF-8B (p <0,001) oraz MF-8D
(p <0,05), podczas gdy zarébwno MF-8rac, jak i MF-8C nie wykazaty istotnego statystycznie wptywu
na aktywnos¢ tego biatka (Rycina 7 w artykule H3).
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Caco-2 to unie$Smiertelniona linia komorkowa ludzkiego gruczolaka okreznicy, ktéra jest
najlepszym znanym modelem badawczym stluzacym do okreslenia przepuszczalnosci zwigzkéw
in vitro, zarwno na drodze transportu biernego, jak i aktywnego. Wedtug danych literaturowych®,
jesli obliczony w tym modelu wspdtczynnik przepuszczalnosci Papp jest nizszy od 2x107¢ cm/s,
$wiadczy to o slabej przepuszczalnoéci testowanej substancji, jesli miesci si¢ w zakresie od 2x107¢
do 20x10°® cm/s, jest to przepuszczalno$¢ umiarkowana, natomiast warto$ci Papp powyzej
20x10°¢ cm/s $wiadcza o wysokiej przepuszczalnosci. Wyliczona eksperymentalnie warto$é Pagp dla
dobrze penetrujagcego przez blony biologiczne zwigzku referencyjnego kofeiny (CFN) wyniosta
Pap = 22,04x10° cm/s. Z tym wynikiem poréwnano nastepnie obliczone dla MF-8rac
i stereoizomerOw warto$ci Papp. Stwierdzono, ze otrzymane wyniki roznig si¢ pomigdzy badanymi
stereoizomerami i korelujg z wynikami otrzymanymi w tescie Pgp. Stereoizomer MF-8C, ktdry nie
wykazywal wptywu stymulujacego na aktywno$¢ biatka Pgp, byt zwigzkiem najsilniej
absorbowanym przez monowarstwe komérek Caco-2, z warto$cig Pagp = 29,9x10° cm/s. Kolejne
stereoizomery, MF-8A, MF-8B oraz MF-8D, ktore istotnie statystycznie stymulowaty konsumpcje¢
ATP przez pompe wyrzutu Pgp, byly absorbowane w umiarkowany sposob (Papp W zakresie od 16,4
do 19,6x10° cm/s). Zwigzek MF-8rac natomiast, ktdry nie miat istotnego wptywu na aktywnos¢
Pgp, réwniez wykazat wysoka przepuszczalnos$é, z obliczong wartoscia Papp Wynoszaca 25,6 x 107
cm/s. Warto tez podkresli¢, ze w tescie transportu biernego PAMPA MF-8rac wykazal nizsza
przepuszczalno$¢ niz CFN, podczas gdy wyniki w tescie Caco-2 wskazywaly na zblizong absorpcje
obu tych zwigzkow. Co interesujgce, zrodta literaturowe wskazuja, ze CFN jest transportowana przez
blony biologiczne tylko na drodze transportu biernego oraz nie jest substratem Pgp®®. Dlatego tez,
biorac pod uwage powyzsze wyniki z testow PAMPA, Caco-2 i Pgp, wydaje si¢, ze obserwowane
roznice w przepuszczalnosci zwigzku MF-8rac wzgledem CFN w testach Caco-2 i PAMPA
sa prawdopodobnie spowodowane zaangazowaniem transporteroOw typu ,uptake” w aktywng
absorpcje tego zwigzku w modelu Caco-2.

Oceng stabilno$ci metabolicznej oraz identyfikacje $ciezek metabolicznych MF-8rac
i stereocizomerdéw przeprowadzono z wykorzystaniem MLMs oraz analiz UPLC-MS. Analiza
chromatogramu mieszaniny reakcyjnej zawierajacej zwigzek MF-8rac po dwugodzinnej inkubacji
z MLMs wykazata, ze zwigzek ten metabolizowat do jednego gtdéwnego metabolitu M1 o masie
m/z = 473,26 oraz $ladowych ilosci dwdch innych metabolitow M2 (m/z = 443,23) oraz M3
(m/z = 342,06) (Tabela 6). Co ciekawe, obecnos¢ metabolitow M2 oraz M3 zaobserwowano jedynie
w mieszaninie reakcyjnej po inkubacji MLMs ze stereoizomerem MF-8B, natomiast
MF-8A, MF-8C oraz MF-8D metabolizowaty tylko do jednego metabolitu M1 (Rycina 8 w artykule
H3). Stwierdzono wigc, ze za obecnos¢ M2 oraz M3 w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej MF-8rac
odpowiadajg $ciezki metaboliczne tylko jednego steroizomeru MF-8B. Ponadto czasy retencji
tr oraz masy m/z M1 i M2 odpowiadajg otrzymanym we wcze$niejszych badaniach metabolitom po
inkubacji MF-8rac z mikrosomami ludzkimi HLMs (artykuty H2 i B1), co sugeruje, ze $ciezki
metaboliczne w obu gatunkach sg zblizone. Reakcje prowadzace do otrzymania tych metabolitow
zidentyfikowano jako hydroksylacje (M1) oraz demetylacj¢ (M2). Masa molowa otrzymanego tylko
po inkubacji z MLMs trzeciego metabolitu M3 (m/z = 342,06) wskazuje na rozktad zwigzku
macierzystego, po ktorym nastapita podwojna hydroksylacja. Najbardziej prawdopodobna struktura
metabolitu M3 zostata umieszczona na rycinie 9 w artykule H3.

Whasciwosci farmakokinetyczne MF-8rac 1 stereoizomerow zostaly oszacowane na podstawie
wyliczonych warto$ci Clint w obecnosci MLMs. Otrzymane wyniki wykazaty zréznicowane warto$ci
Clint stereocizomeroéw, w zakresie od 35,7 do 54,8 ml/min/kg. Stwierdzono, ze MF-8D,
z najnizszg wartoscig Clint, byl najbardziej stabilny metabolicznie, podczas gdy najwyzsze Clint
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zaobserwowano dla stereoizomeru MF-8C. Ponadto, podobnie jak w przypadku przeprowadzonego
testu PAMPA, wynik dla MF-8rac, wynoszacy Clint = 44,2 ml/min/kg, okazat si¢ §rednig wszystkich
Clint obliczonych dla poszczegdlnych sterecizomerdw. Zgodnie z literaturowymi ramami,
klasyfikujacymi wartosci Clint zwigzkow otrzymane w testach mikrosomalnych (>47,0 ml/min/kg)*,
MF-8C wykazal wysoka wartos$¢ klirensu, podczas gdy MF-8rac i pozostale stereoizomery warto$¢
umiarkowang, mieszczaca si¢ w przedziale pomigdzy 8,6 i 47,0 ml/min/kg.

Przewidywanie potencjalnych interakcji migdzylekowych wykonano przy uzyciu testow
luminescencyjnych P450-Glo™ 3A4, 2D6 i 2C9. Wptyw MF-8rac i stereoizomerdéw na odpowiednie
izoformy CYP badano w st¢zeniu 10 uM 1 poréwnano z 1 uM stezeniem odpowiedniego silnego
inhibitora CYP — KE (3A4), QD (2D6) oraz sulfafenazolu (SE, 2C9).

Istotnie statystyczny (p <0,01, p <0,001) efekt hamujacy CYP3A4 zaobserwowano dla wszystkich
zwigzkoéw, przy czym aktywno$¢ ta roznita si¢ pomiedzy badanymi steroizomerami. Najsilniejsza
inhibicje CYP3A4 stwierdzono dla stereoizomeru MF-8D, ktdry zmniejszyt aktywno$¢ kontrolng
CYP3A4 do 59,7%, a najstabsza dla MF-8A, gdzie efekt ten wynosit 83,7%. Wykazano rowniez,
ze aktywno$¢ hamujaca CYP3A4 przez MF-8rac byta usredniong wartoscia efektow hamujacych
stwierdzonych dla poszczegolnych stereoizomerow (Rycina 10a w artykule H3).

W przypadku izoformy CYP2D6 nie wykazano wptywu MF-8rac oraz stereocizomerow na jej
aktywno$¢ (Rycina 10b w artykule H3).

Zaobserwowano natomiast bardzo interesujacy efekt oddzialywania na CYP2C9. Stereoizomer
MF-8C silnie aktywowat (p <0,001) te izoform¢ az do 302,6% aktywnosci kontrolnej, stereoizomer
MF-8D istotnie statystycznie (p <0,05) hamowal aktywnos¢ do 82,7% kontroli, podczas gdy dla
MF-8A oraz MF-8B nie stwierdzono jakiegokolwiek efektu. Podobnie jak w przypadku badan
z izoformg CYP3A4, aktywnos¢ MF-8rac wobec CYP2C9 byta $rednig wynikéw otrzymanych dla
poszczegblnych stereoizomeréw (Rycina 10c w artykule H3).

Lini¢ komorkowa ludzkiego watrobiaka HepG2  wykorzystano do oszacowania
hepatotoksycznosci MF-8rac i stereoizomerdéw. Do badan zastosowano kolorymetryczny test MTS
firmy Promega® (Madison, WI, USA) mierzacy aktywnos$¢ dehydrogenaz w zywych komérkach.
Na podstawie otrzymanych wynikéw nie stwierdzono, we wszystkich badanych stezeniach, istotnie
statystycznego wplywu badanych stereoizomerdéw na zywotno$¢ komoérek HepG2 po 72 godzinach
inkubacji (Rycina 11 w artykule H3).

o Stereoizomery zwigzku MF-8 - podsumowanie

Uzyskane wyniki potwierdzily stereochemiczng zaleznos¢ wptywu poszczegoélnych
stereoizomerow zwigzku MF-8 na wybrane parametry ADME-Tox. Stwierdzono m.in. rdznice
w indukowaniu aktywnosci Pgp, korelujace z wartosciami Papp W modelu Caco-2, rozny profil
farmakokinetyczny in vitro, dodatkowe $ciezki metaboliczne stereoizomeru MF-8B oraz istotne
roznice w aktywno$ci izomerow CYP3A4 i CYP2C9 w obecnosci badanych stereoizomerow.
Kompleksowe wyniki badan radioreceptorowych oraz testow parametrow ADME-Tox pozwolity
wyloni¢ stereoizomer o najkorzystniejszym profilu MF-8A, ktory wykazal najwyzsze powinowactwo
do 5-HT7R, jedna z najnizszych wartosci Clint Oraz brak ryzyka interakcji migdzylekowych.
Do glownych wad tego stereoizomeru nalezg istotna statystycznie aktywacja biatka Pgp, najnizsza
wartos$¢ przepuszczalnosci Papp W modelu Caco-2 i jedna z najnizszych Pe w modelu PAMPA wsrod
badanych stereoizomeréw. Mimo to wyniki testow absorbcji MF-8A sg satysfakcjonujace, gdy si¢ je
poréwna do dobrze przepuszczalnego zwigzku referencyjnego CFN. Dlatego tez stereoizomer
MF-8A zostat wybrany i przekazany do dalszych badan in vivo pod katem okreslenia aktywnosci
przeciwdepresyjnej na gryzoniach.
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Tabela 5 Parametry ADME-Tox zwigzku MF-8rac, jego stereoizomerow oraz zwigzkow referencyjnych.

PAMPA Caco-2 Pgp Clin CYP CYP CYP Zywotnos¢

. (% 3A4 2D6 2C9 HepG2
Zwiazek (Pe) (Papp) .. | [ml/

e i’ aktywnosci . (% (% (% (%
[10®°cm/s] | [10°cm/s] min/ . . . .

+SD +SD podsta- k] kontroli) kontroli) kontroli) kontroli)

- - wowej)? +SDP +SDP +SDP +SD°¢

CFN 15,1+0,40 22,04+0,38 - - - -

DX - - - - - - - 40,5+1,8

KE - - - 3,0+£0,5 - - -

NFX 0,56+0,13 - - - - - - -

QD - - - - - 4,4+0,7 - -

SE - - - - - - 9,5+0,3 -

VL - - 192,8+14,8 NT - - - -
MF-8rac 6,1+3,2 25,6+0,7 121,5+28,1 44,2 75,4+2,2 98,7£3,4  165,7+16,1 90,6+6,5
MF-8A 5,9+0,4 16,4+0,04  155,5+146 40,3 83,745,6 90,4+0,6 107,1+0,5 89,2+6,4
MF-8B 8,0+3,0 19,6+0,1 166,1+9,6 454 66,6+3,5 93,0+3,5 111,3+0,8 88,317,4
MF-8C 4,1+0,8 29,9+0,1 112,2+6,7 54,8 80,9+2,7 95,740,5  302,65,4 103,1+9,4
MF-8D 8,9+0,2 17,5+0,01 139,7+4,0 35,7 59,7+1,9 97,7+4,2 82,7+1,6 95,0£13,7

SD - odchylenie standardowe; NT - nie testowano; skroty zwigzkow referencyjnych: CFN, kofeina; DX, doksorubicyna;
KE, ketokonazol; NFX, norfloksacyna; QD, chinidyna; SE, sulfafenazol; VL, werapamil

referencyjny induktor aktywnosci Pgp VL testowano w stezeniu 200 pM, MF-8rac i stereoizomery testowano
w stezeniu 100 pM
breferencyjne inhibitory CYP KE, QD oraz SE testowano w stezeniu 1 UM, wyniki dla MF-8ac i steroizomeréw
zamieszczono dla stezenia 10 uM
‘referencyjny cytostatyk DX testowano w stezeniu 1uM, wyniki dla MF-8rac i steroizomerdw zamieszczono dla stezenia

100 puM

Tabela 6 Sciezki metaboliczne MF-8rac i stereoizomeréw wyznaczone po 120 min inkubacji z MLMs.

Substrat losé Czas Masa molowa
[mi2] metabolitéw retencji metabolitu Sciezki metaboliczne*
[min] [m/Z]
341 473,26 hydroksylacja
I\T;?Sgic 3 3,77 443,28 demetylacja
' 3,95 342,06 rozpad/hydroksylacje
Tsizf 1 3,50 473,32 hydroksylacja
3,51 473,32 hydroksylacja
IZISFY 2? 3 3,84 443,28 demetylacja
' 4,00 342,06 rozpad/hydroksylacje
'21";2? 1 3,42 473,26 hydroksylacja
T;i? 1 3,47 473,26 hydroksylacja

*gtowna $ciezke metaboliczng zaznaczono pogrubiong czCionka
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4.3.3.3 Agonisci 5-HT7R

5-karboksyamidotryptamina (5-CT) ze wzgledu na bardzo wysokie powinowactwo
do receptoréw 5-HT7, 5-HT1a, 5-HTsa oraz w pewnym stopniu réwniez 5-HTg jest powszechnie
stosowang sondg molekularng w badaniach zwigzanych z uktadem serotoninergicznym. Brak
selektywnosci, a takze niesatysfakcjonujaca przepuszczalnos$¢ przez barierg krew-moézg sg gtdéwnymi
wadami 5-CT jako narzedzia farmakologicznego do badan receptorow serotoninowych. W zwigzku
z tym nadal istnieje duze zapotrzebowanie na ,,doskonatego” selektywnego agoniste 5-HT7R, ktdry
moglby zastapi¢ 5-CT i by¢ wykorzystany miedzy innymi do badan nad 5-HT7R. Majgc to na
uwadze, badacze z Zaktadu Chemii Lekow Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN
zsyntetyzowali z sukcesem seri¢ pochodnych imidazolo-indoli, ktére okazaly si¢ pierwszym
przyktadem niskozasadowych silnych agonistdbw 5-HT7R. Cz¢$¢ tych zwigzkow otrzymano
w ramach projektu finansowanego przez NCN (2017/25/B/NZ7/0929) pod kierownictwem
prof. dr. hab. Andrzeja J. Bojarskiego, w ktorym miatem okazj¢ uczestniczy¢ jako wykonawca.
W wyniku przeprowadzonych badan dwie pochodne z tej grupy, AGH-107 i AGH-192, zostaty
wyselekcjonowane jako potencjalne sondy molekularne o silnym  powinowactwie
1 dzialaniu agonistycznym do receptora 5-HT7, potwierdzonym dzialaniu prokognitywnym
i antynocyceptywnym in vivo, oraz wykazanych w moich testach in vitro korzystnych wiasciwo$ciach
lekopodobnych. Wyniki tych obiecujgcych badan zostaty opisane w artykutach B2 oraz B3. Kolejne
zwigzki z tej serii, mianowicie AH-494 oraz AGH-282, zostaty zaprojektowane jako bardzo bliskie
analogi strukturalne 5-CT (Tabela 7). W zwigzku z tym nasza uwaga skupita si¢ na poréwnaniu
wlasciwosci biologicznych tych pochodnych z 5-CT w celu oszacowania mozliwo$ci ich
wykorzystana jako alternatywy w badaniach nad uktadem serotoninowym. Zaplanowano w tym celu
badania selektywnos$ci i powinowactwa do receptorow 5-HT, okreslenie parametrow ADME-Tox in
vitro oraz oszacowanie aktywnosci in vivo.

W wyniku przeprowadzonych przez badaczy z Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN
testow radioreceptorowych stwierdzono nie tylko wysokie powinowactwo AH-494 i AGH-282 do
5-HT7R, ale rowniez cenng, Wysoka selektywnos¢ wzgledem receptora 5-HTia (Tabela 7).
Wykonano rowniez nastepujace testy in vitro parametrow ADME-Tox: oszacowanie biodostgpnosci
w tesScie PAMPA oraz przy zastosowaniu testu okreslajgcego potencjalne substraty Pgp; badanie
stabilnosci metabolicznej oraz $ciezek metabolicznych przy uzyciu mikrosomow watrobowych
pochodzacych z r6znych gatunkow — cztowieka (HLMs), myszy (MLMSs) oraz szczura (ang. rat liver
microsomes, RLMS); oszacowanie toksyczno$ci przy zastosowaniu panelu testow bezpieczenstwa,
w tym wpltywu zwigzkoéw na aktywnos¢ izoform CYP 3A4, 2D6 1 2C9 w celu przewidzenia interakcji
miedzylekowych, badanie cytotoksycznosci, hepatotoksycznosci oraz neurotoksycznos$ci na liniach
komarkowych odpowiednio HEK-293, HepG2 i ludzkiej neuroblastomy SH-SY5Y (ATCC®, CRL-
2266™) oraz okreslenie mutagennosci w teScie Amesa. Otrzymane wyniki badan zostaly
podsumowane w tabeli 8.
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Tabela 7 Struktury i aktywno$¢ farmakologiczna 5-CT oraz pochodnych indolu-imidazolu.

Q R
HoN \

N

H
5-HTia | 5-HT24 | 5-HTsa | 5-HTs | 5-HT~ D>
Zwiazek R Ki Ki Ki Ki Ki Ki

[nM] [nM] [nM] [nM] [nM] [nM]
// NH,

5-CT b, 0,3 5012 20 720 0,4 NT

N
AH-494 N 123 10000 NT O >10000 5 >10000
£%

\N/\\N
AGH-282 ‘zlg)w 220 >10000 NT 6910 6 5561

NT — nie testowano

W pierwszej kolejnosci wykonano test PAMPA, w ktorym, podobnie jak w przypadku
metodologii opisanej w artykulach H1 i H2, do oszacowania stezen badanych substancji,
niezbednych do wyliczenia wspotczynnika przepuszczalnosci Pe, wykorzystano system
elektroforezy kapilarnej. Testowane zwigzki 5-CT i AH-494 wykazaly bardzo dobra
przepuszczalno$¢ na drodze transportu biernego przez btony biologiczne w poréwnaniu do zwigzkow
referencyjnych CFN i NFX, przy czym obliczona dla 5-CT warto$¢ Pe = 3,54x107® cm/s byta
nieznacznie wyzsza od tej dla AH-494 (Pe = 2,78x10°° cm/s).

Zwiagzki 5-CT i AH-494 wykazaly rowniez poréwnywalne, istotne statystycznie (p <0,01,
p <0,001) dziatanie hamujace konsumpcje ATP przez biatko Pgp w badanych stezeniach 100 uM.
Obserwowano spadek poziomu ATP w mieszaninach reakcyjnych odpowiednio do okoto 26% i 19%
aktywnos$ci podstawowej. W przypadku zwigzku AGH-282 stwierdzono podobny efekt, ale nie byt
on istotny statystycznie (Rycina 3 w artykule H4).

Badane zwigzki byly réwniez inkubowane z HLMs, MLMs oraz RLMs przez 120 min
w temperaturze 37°C celem zdefiniowania ich stabilno$ci metabolicznej. Otrzymane wyniki
przedstawiono w tabelach 8 i 9. Analiza chromatograficzna UPLC mieszaniny reakcyjnej otrzymanej
po reakcji 5-CT z HLMs wykazata, ze okoto 26% tego zwigzku przereagowalo do dwoch
metabolitow, M1 oraz M2. Niestety, ze wzgledu na niejednoznaczne w interpretacji widmo MS
metabolitu M1 udato si¢ identyfikowac jedynie mas¢ molowa metabolitu M2 (m/z = 219,11).
Stwierdzony wzrost masy o 14 Da oraz wyniki przewidywania programem MetaSite najbardziej
prawdopodobnych miejsc metabolizmu wskazaty na utlenienie do grupy karbonylowej podstawnika
2-aminoetylowego jako $ciezk¢ metaboliczng 5-CT prowadzaca do metabolitu M2 (,, Supplementary
information” w artykule H4).
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Analiza UPLC mieszanin reakcyjnych AH-494 i AGH-282, po inkubacji z HLMs, wykazata ich
doskonata stabilno$¢ metaboliczng, poniewaz nie stwierdzono obecnosci metabolitow
(,, Supplementary information” w artykule H4).

Modele zwierzece (MLMs i RLMSs) wykazaty podobienstwo W $ciezce metabolicznej 5-CT,
poniewaz w mieszaninach reakcyjnych z MLMs jak i RLMs stwierdzono obecnos$¢ jednego
metabolitu o identycznym, w obu przypadkach, czasie retencji (tr = 1,62). Niestety, nie udato sie
zidentyfikowa¢ masy tego metabolitu ze wzgledu na trudne w interpretacji widma MS, aczkolwiek
poréwnanie czasu retencji metabolitu 5-CT, znalezionego w modelach MLMs i RLMs, z metabolitem
M1 otrzymanym po inkubacji z HLMs (tr = 1,61) wskazywalo, ze moze to by¢ ta sama czgsteczka.
Nalezy réwniez wspomnie¢, ze doktadna analiza UPLC wykazala wyzsza stabilnos¢ 5-CT
w obecnosci MLMs (2% zmetabolizowanego zwigzku) niz RLMs (okoto 20% zmetabolizowanego
zwiazku) (,, Supplementary information” w artykule H4).

Chromatogramy UPLC oraz widma MS mieszanin reakcyjnych po inkubacji AH-494 z RLMs
1 MLMs potwierdzity w obu modelach badawczych obecno$¢ tego samego metabolitu o zblizonym
czasie retencji okoto 1,60 min i masie molowej m/z ~271. Wzrost masy czasteczkowej tego
metabolitu wzgledem AH-494 o 16 Da sugerowal, ze doszto do reakcji hydroksylacji, ktora, zgodnie
z analizg fragmentacyjng MS/MS i przewidywaniami in silico, przypuszczalnie wystgpila przy
podstawniku N-etylowym. Ponadto AH-494 wydawat si¢ nieco bardziej stabilny w obecnosci RLMs
niz w MLMs, poniewaz uleglo metabolizmowi odpowiednio 7% 1 14% tego zwiazku
(,, Supplementary information ” w artykule H4).

Wyniki uzyskane dla AGH-282 po inkubacji z RLMs byty identyczne z tymi po inkubacji
z HLMs, poniewaz rowniez nie znaleziono zadnych metabolitow. Analiza UPLC-MS mieszaniny
reakcyjnej po inkubacji AGH-282 z MLMs wykazata natomiast obecnosc¢ jednego metabolitu 0 masie
czasteczkowej m/z = 274,14. Stwierdzono ponadto, ze metabolizmowi uleglo okoto 9% zwiazku
AGH-282. Zgodnie z analizg fragmentacyjng MS/MS i danymi in silico najbardziej prawdopodobnag
$ciezka metaboliczng tego zwiazku byta podwdjna hydroksylacja (,, Supplementary information”
w artykule H4).

Badania ryzyka interakcji migdzylekowych wykazaty bardzo silng inhibicjg CYP3A4 przez
zwigzek AH-494. Obliczona wartos¢ 1Cso wynosita 0,31 uM, a obserwowana w 10 uM stezeniu
aktywnos¢ tego cytochromu zaledwie 2,9% w odniesieniu do kontroli negatywnej. Otrzymane
wartos$ci byly zblizone do wynikow dla referencyjnego inhibitora KE (ICso = 0,14 puM). Inhibicje
CYP3A4 zaobserwowano rowniez w obecnosci AGH-282, z wyliczong warto$cig ICso = 3,53 uM
oraz obserwowang aktywnoscig cytochromu wynoszaca 29,4% w obecnosci 10 UM tego zwiagzku.
Co ciekawe, 5-CT nie wptynal w jakikolwiek sposob na aktywnos¢ CYP3A4 w zadnym z badanych
stezen (Rycina 4A w artykule H4).

Inhibicje wywolang przez zwiazki AH-494 oraz AGH-282 stwierdzono réwniez w przypadku
izoformy CYP2D6. Obliczone dla tych zwiazkéw wartosci 1Cso wynosity 7,47 oraz 27,60 uM,
a obserwowana redukcja aktywnosci tego cytochromu w stezeniu 10 UM odpowiednio 43,4%
I 55,0%. W przypadku 5-CT natomiast zaobserwowano jedynie nieznaczng aktywacje¢ CYP2D6
w najwyzszych badanych stezeniach (Rycina 4B w artykule H4).

Jesli chodzi o izoform¢ CYP2C9, stwierdzono jej inhibicjc do okoto 40% aktywnosci
w odniesieniu do kontroli negatywnej jedynie w najwyzszym badanym st¢zeniu zwiazku AGH-282
podczas gdy dla AH-494 i 5-CT nie zauwazono istotnego statystycznie efektu (Rycina 4C w artykule
H4).

Podsumowujac, otrzymane dla nowo zsyntetyzowanych agonistow 5-HT7R wyniki wskazujg na
wysokie prawdopodobienstwo wystgpienia interakcji miedzylekowych. Odpowiedzialna za
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interakcje z CYP3A4 i CYP2D6 wydaje si¢ obecno$¢ N-podstawionego imidazolu w strukturach
zwigzkow AH-494 | AGH-282, jako Zze imidazol jest wspolng cecha budowy wielu znanych
inhibitoréw CYP?.

Cytotoksycznos$¢, hepatotoksyczno$é, neurotoksycznos¢ oraz mutagennos$¢ zwiazkéw 5-CT,
AH-494 i AGH-282 przetestowano przy zastosowaniu linii komoérkowych HEK-293, HepG2,
SH-SY5Y oraz szczepu bakterii Salmonella Typhimurium TA100. Istotny statystycznie (p <0,001)
wpltyw AH-494 i AGH-282 na zywotno$¢ badanych komoérek zaobserwowano w przypadku tylko
jednej linii komorkowej HepG2. Zastosowany w eksperymencie test MTS wykazal niewielkie, do
okolo 80% kontroli, obnizenie zywotno$ci komorek HepG2 w najwyzszym badanym st¢zeniu
zwiazkow wynoszacym 100 uM (Rycina 5 w artykule H4).

Nie stwierdzono rowniez dziatania mutagennego 5-CT, AH-494 oraz AGH-282 w tescie Amesa,
poniewaz zaden z tych zwigzkow nie zaindukowal wzrostu iloéci rewertantow bakterii Salmonella
Typhimurium TA100 do progu uznawanego za alert mutagennosci (Rycina 7 w artykule H4).

* Agonisci 5-HT7R — podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach radioreceptorowych wykazano istotng zalet¢ zwigzkéw AH-494
i AGH-282 wzgledem 5-CT w postaci silnego powinowactwa do 5-HT7R w potaczeniu z wysoka
selektywnoscig wobec 5-HT1a. Ponadto poréwnanie oszacowanych testami in vitro parametrow
ADME-Tox wszystkich trzech badanych agonistow 5-HT7R wskazalo na szereg podobienstw
pomigdzy tymi zwigzkami. Zaréwno 5-CT jak i AH-494 posiadaty bardzo dobrg zdolno$¢ do biernej
dyfuzji przez blony biologiczne w tescie PAMPA, a takze znaczaco hamowaly aktywnos$¢ Pgp.
Stwierdzono rowniez doskonatg stabilno$¢ metaboliczng 5-CT, AH-494, a w szczeg6lnosci zwigzku
AGH-282, dla ktorego nie zaobserwowano zadnych metabolitéw po inkubacji z HLMs i RLMs.
Znaczace réznice w wynikach przeprowadzonych testow in vitro pomigdzy 5-CT 1 badanymi nowymi
agonistami 5-HT7R stwierdzono jedynie w przypadku okreslenia wptywu na aktywnos$¢ izoform
CYP, aczkolwiek w przypadku zwiazkéw AH-494 i AGH-282 spodziewano si¢ silnego efektu
inhibicji, po pierwsze ze wzgledu na obecnos¢ pierscienia imidazolu w ich strukturach, a po drugie
przez obserwowang wczesniej, i opisang w artykutach B2 oraz B3, silng inhibicj¢ CYP3A4 innych
zwigzkOw z tej grupy. Nalezy podkreslic, ze w przeprowadzonych testach nie stwierdzono
toksycznos$ci 1 mutagennosci zwigzkow 5-CT, AH-494 oraz AGH-282.

Aktywno$¢ in vivo zwigzku AH-494 zostata potwierdzona w eksperymentach behawioralnych na
myszach, przeprowadzonych przez badaczy z Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN.
Zwiazek AH-494 byt aktywny w tescie rozpoznawania nowego obiektu (NOR), co wskazalo na jego
potencjat w poprawianiu krotkotrwatej pamigci roboczej, a posrednio potwierdzito rowniez zdolnosé
do przenikania przez barier¢ krew-mo0zg (Rycina 8 w artykule H4). Ponadto obserwowany dla
AH-494 efekt wystapit przy jego stosunkowo niskiej dawce 1 mg/kg, wykazujac podobienstwo
z wczesniejszymi wynikami literaturowymi uzyskanymi dla 5-CT*. Podsumowujac, opisane
w artykule H4 zwigzki AH-494 i AGH-282 zostaly przedstawione jako bardzo obiecujagca
alternatywa dla 5-CT, ze wzgledu na wysokie powinowactwem do receptora 5-HT7R, wyzsza od
5-CT selektywnoscia wobec 5-HT1aR oraz podobnymi parametrami ADME-Tox in vitro, z jedng
tylko wada wynikajaca z ich mozliwego dziatania niepozadanego zwigzanego z hamowaniem
izoform CYP.
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Tabela 8 Parametry ADME-Tox 5-CT, AH-494, AGH-282 oraz zwiazkow referencyjnych.

Gniewomir Latacz

Zwiazek Pe Pagp Metabolizm CYP CYP CYP Zywot- Zywot- Zywot- AMES
[10cm/s] (% aktywnosci (% zmetaboli- 3A4 2D6 2C9 nos¢ nosé nosé Srednia pozytywnych
+SD podstawowej)? zowanego (% (% (% HepG2 HEK-293 | SH-SY5Y dotkéw +SD/
+SD substratu) przez: kontroli) kontroli) kontroli) (% (% (% krotnos’ép_owyz'ej
(A) HLMs; (B) +SDP +SDP +SDP kontroli) | kontroli) | kontroli) MCBR?
MLMs; (C) RLMs +SD° +SD° +SD°
CFN 3,61+0,11 - - - - - - - -
DX - - - - - - 40,5£1,8 12,0154 26,0+1,8 -
KE - - - 3,0£0,5 - - - - - -
NFX 0,95+0,13 - - - - - - - - -
NQNO - - - - - - - - - 47,67+0,5/ 5,96
QD - - - - 4,4%0,7 - - - - -
SE - - - - - 9,5+0,3¢ - - - -
(A) 69
VL 178,9+ 25,8 (B) NT - - - - - - -
(C) 63f
(A) 26
5-CT 3,54+8,2 26,3£12,0 B)2 95,7+1,4 108,3£2,6 78,7£1,6 101,3£3,8  105,3t7,0 91,045,7 4,0£2,9/ 0,5
(C) 20
(A)0
AH-494 2,78£9,2 19,3+12,3 (B) 14 2,910,8 43,4+0,8 104,2£15,8 78,7£3,8 78,7£16,8 106,7£3,5 5,6+1,2/ 0,79
)7
(A)O
AGH-282 NT 60,0£16,0 B)9 29,4422 55,0+9,7 37,2211 82,2457 112,245,.2 88,4+7,1 12,3£1,5/ 1,03
©o

SD - odchylenie standardowe; NT - nie testowano; MCB - warto$¢ kontrolna linii bazowej pozywki; skroty zwigzkow referencyjnych: CFN, kofeina; DX, doksorubicyna; KE, ketokonazol;
NFX, norfloksacyna; NQNO, N-tlenek 4-nitrochinoliny; QD, chinidyna; SE, sulfafenazol; VL, werapamil
referencyjny induktor aktywnosci Pgp VL testowano w stezeniu 200 uM; 5-CT, AH-494 oraz AGH-282 testowano w st¢zeniu 100 M
bywyniki dla inhibitorow CYP KE, QD i SE podano w stezeniu 1 uM; efekt 5-CT, AH-494 oraz AGH-282 na CYP3A4 i 2D6 podano dla stezenia 10 uM, na CYP2C9 dla stezenia 25 uM
‘referencyjny cytostatyk DX testowano w stezeniu 1 UM, wyniki dla 5-CT, AH-494 oraz AGH-282 podano dla st¢zenia 100 pM
Ymutagenno$é NQNO testowano w stezeniu 0,05 UM, wyniki dla 5-CT, AH-494 oraz AGH-282 podano w stezeniu 10 M

®% zmetabolizowanego VL po 120 min inkubacji z HLMs opublikowano w artykule B49; 7% zmetabolizowanego VL po 120 min inkubacji z RLMs opublikowano w artykule B51

Y9efekt SE na CYP2C9 opublikowano w artykule H3
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Tabela 9 Sciezki metaboliczne agonistow 5-HT7R wyznaczone po 120 min inkubacji
z HLMs, MLMs RLMs.

. Masa
Tos¢ Czas
Substrat . .. molowa 3 o en .
metabolitow | retencji . Sciezki metaboliczne*
(m/z) i) metabolitu
(m/z)
1,61 NZ NZ
5-CT (A 2 2,19 219,11 oksydacja
205,09 B) 1 1,61 NZ NZ
© 1 1,61 NZ NZ
(A) 0 - - -
'2';542%14 B) 1 2,45 271,15 hydroksylacja
' ©) 1 2,42 271,21 hydroksylacja
AGH-282 —2) O - - -
241 11 B) 1 2,16 274,14 podwdjna hydroksylacja
' (© 0 -

NZ — nie zidentyfikowano; (A) HLMs; (B) MLMs; (C) RLMs; *gtéwna $ciezke metaboliczng
zaznaczono pogrubiong czcionka

4.3.3.4 Ligandy 5-HTsR

Ligandy 5-HTeR zostaly wyselekcjonowane do badan parametréw ADME-Tox przez chemikow
z Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych U] CM ze wzgledu na silne
powinowactwo i selektywno$¢ w stosunku do 5-HTeR. Wybrana grupa reprezentuje nowa klase
chemiczng zwigzkow aktywnych wobec 5-HTeR, nalezacych do pochodnych metylopiperazyno-
1,3,5-triazyny. Wykonanie testow parametrow ADME-Tox byto wspoétfinansowane z dwoch grantow
NCN, w ktorych mialem okazje uczestniczy¢ jako wykonawca: pod kierownictwem
prof. dr hab. Jadwigi Handzlik (2018/31/B/NZ7/02160) oraz pod kierownictwem mgr Annamarii
Lubelskiej (2016/21/N/NZ7/03265). Dwa zwiazki z tej grupy, DJ-18 i KMP-10, to opisane
w artykule H5 pochodne metylopiperazyno-1,3,5-triazyny zawierajace cykliczny hydantoinowy
tacznik pomiedzy ugrupowaniami aromatycznymi, dwie kolejne pochodne TR-37 (numer 1
w artykule H6) i KB-61 (numer 2 w artykule H6) zawieraja podstawnik fenylowy z odpowiednio
chlorem lub metylem w pozycji meta, TR-12 (numer 3 w artykule H6) zawiera ugrupowanie
3-indolu, natomiast MST-4 (numer 4 w artykule H6), to zwigzek zawierajgcy ugrupowanie tymolu,
ktory zostat zsyntetyzowany podczas poszukiwania aktywnych diuretykow kilkadziesiat lat temu“®,

Pochodne  metylopiperazyno-1,3,5-triazyny  zostaly =~ poddane  szeregowi  testow
radioreceptorowych przez wspotpracujacych badaczy z Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
PAN w celu oszacowania ich powinowactwa i selektywnosci wzglgdem receptoréw serotoninowych
5-HTs, 5-HT1a, 5-HT24, 5-HT7 oraz dopaminowego D.. Otrzymane wyniki wskazywaty na bardzo
wysokie powinowactwo obu pochodnych fenylowych oraz 3-indolowej i tymolowej do 5-HTsR
(Ki = 11 — 29 nM), podczas gdy pochodne z tacznikiem hydantoinowym pomiedzy ugrupowaniami
aromatycznymi, wykazaty mniejsze, ale nadal istotne powinowactwo w zakresie od 87 do 127 nM.
Ponadto stwierdzono istotng selektywno$¢ wszystkich badanych pochodnych wzgledem receptorow
5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT7 oraz D2 (Tabela 10).
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Tabela 10 Struktury i aktywnos¢ farmakologiczna pochodnych metylopiperazyno-1,3,5-triazyny.

R
N)\lN
N \N)\NHz
N
5-HTs D2 5-HT1a 5-HT2a 5-HT~
Zwiazek R Ki Ki Ki Ki Ki
[nM] [nM] [nM] [nM] [nM]
Cl
DJ-18 0 127 4098 23300 NT 3711
YN
[ “w%

NH
KMP-10 \E/ O 87 4247 14160 17170 514
IS
TR-37 (© 28 838 4954 272 8710

K@ 29 1192 10220 329 16160

Cl
TR-12 ) fNH 22 1946 9453 1757 16790
NS
O

KB-61

v

MST-4 \Q\r 11 1094 12530 430 11950

—\

Wybrane ligandy 5-HTeR przebadano w celu okre$lenia ich parametrow ADME-Tox
nast¢pujgcymi testami in vitro: biodostepno$¢ wszystkich zwigzkow okreslono metodg PAMPA oraz
testem definiujgcym substraty Pgp, dodatkowo w modelu komoérkowym Caco-2 przebadano jedng
pochodng KMP-10; badanie stabilno$ci metabolicznej, w tym okreslenie parametrow
farmakokinetycznych Clint, t12 oraz okreslenie $ciezek metabolicznych przeprowadzono przy uzyciu
HLMs; panel zastosowanych testow bezpieczenstwa obejmowal badanie wplywu zwigzkow
na aktywnos¢ izoform CYP 3A4 i 2D6 w celu oszacowania potencjalnych interakcji

migdzylekowych, okreslenie cytotoksyczno$ci i hepatotoksycznosci w modelach eukariotycznych
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linii komdrkowych HEK-293 i HepG2 oraz badania mutagennosci w tescie Amesa; wykonano
rowniez test wigzania do biatek osocza w celu okreslenia parametru dystrybucji zwigzku KMP-10.
Otrzymane wyniki zostaly podsumowane w tabeli 11.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono badania ligandow 5-HTeR testem PAMPA. Stezenia
pochodnych metylopiperazyno-1,3,5-triazyny, po 5h inkubacji, zostaly oszacowane przy pomocy
analizy UPLC-MS z zastosowaniem standardu wewnetrznego. Wyliczone warto$ci Pe wykazaly
doskonatg przepuszalnos¢ na drodze transportu biernego przez btony biologiczne wigkszosci
badanych zwigzkéw. Wybitng warto$¢ Pe, wyzsza od tej obliczonej dla dobrze przepuszczalnego
zwigzku referencyjnego CFN, wyznaczono dla grupy pochodnych DJ-18, TR-37, KB-61 oraz
TR-12. Najlepsza przepuszczalno$é, z wartoscig Pe >20x10°° cm/s, stwierdzono dla zwigzkow
posiadajacych atom chloru, tj. DJ-18 oraz TR-37. Zblizong do CFN warto$§¢ Pe wyliczono dla
zwigzku MST-4 (12,3x107° cm/s). W przeciwienstwie do dobrze przepuszczalnej pochodnej
DJ-18 kolejny badany zwigzek zawierajacy pierscien hydantoiny, KMP-10, wykazat umiarkowang
zdolno$¢ do przenikania przez blony biologiczne, z czterokrotnie nizszg wartoscig Pe od CFN,
odpowiednio 3,76x10°® oraz 15,1x10°® cm/s. Umiarkowany wynik przepuszczalnosci KMP-10
w tesciec PAMPA potwierdzono nastepnic W badaniu przy zastosowaniu modelu komdérkowego
Caco-2. Otrzymana w tej metodzie warto$é Papp dla KMP-10 wynosita 6,27x10°® cm/s, co wedtug
okreslonych w literaturze norm dla modelu Caco-2 klasyfikowato t¢ pochodng do zwigzkéw $rednio
przepuszczalnych (Papp pomiedzy 2x107° a 20x107° cm/s)®>. W przeprowadzonym tescie Caco-2
réwniez zastosowano CFN, jako dobrze przepuszczalny zwigzek referencyjny, z obliczong
eksperymentalnie warto$cig Papp = 22,04x10°° cm/s. Co ciekawe, poréwnanie wynikéw uzyskanych
dla KMP-10 w obu testach przepuszczalnosci, PAMPA i Caco-2 wykazato, ze zwigzek ten mial
4-krotnie nizszag od CFN warto§¢ Pe w tescie PAMPA, natomiast wykazal nieco lepszy wynik
w modelu Caco-2, z tylko 3-krotnie stabszg wartoscig Papp 0d CFN. Jak juz wspomniano wczesniej,
wg zrodet literaturowych absorpcja CEN przez btony biologiczne odbywa si¢ na drodze transportu
biernego, dlatego mozna podejrzewaé, ze zaobserwowane rdéznice w testach PAMPA
i Caco-2 mogg wynika¢ z zaangazowania aktywnych transporterow typu ,,uptake” w transport
zwigzku KMP-10 przez komorki Caco-2.

Badanie wptywu pochodnych metylopiperazyno-1,3,5-triazyny na konsumpcje ATP przez Pgp
wykazato nieznaczny i nieistotny statystycznie wzrost aktywno$ci podstawowej tego biatka
w obecnosci pochodnych TR-37, TR-12 i MST-4 w stezeniu 100 uM. Zwigzki te mozna uzna¢ zatem
za bardzo stabe substraty Pgp. Z drugiej strony, w obecnosci pochodnej zawierajacej podstawnik
3-metylofenylowy KB-61 stwierdzono silng inhibicje aktywnosci podstawowej Pgp (p <0,001),
porownywalna do tej wyznaczonej dla silnego referencyjnego inhibitora Pgp, tj. NasVVO4, badanego
w stezeniu 100 uM (Rycina 3 w artykule H6). Stwierdzono rowniez nieistotng statystycznie, bardzo
stabg inhibicj¢ aktywnos$ci podstawowej Pgp w obecnosci pochodnych DJ-18 i KMP-10 (Rycina 4
w artykule H5).

Wigzanie z biatkami osocza (ang. plasma protein binding, PPB) jest istotnym parametrem, ktory
powinien by¢ badany na wczesnych etapach procesu odkrywania leku, poniewaz za jego efekt
farmakologiczny odpowiada jedynie niezwigzana z biatkami frakcja (fu), ktora jest w stanie
przeniknaé przez blony komoérkowe i dotrze¢ do celu molekularnego. Wiele lekow, zwlaszcza
zwigzki o charakterze lipofilowym, wigze si¢ z biatkami osocza, takimi jak ludzka albumina osocza
(ang. human serum albumin, HSA), ai-kwasna glikoproteina (ang. ai-acid glycoprotein, AGP) oraz
globuliny i lipoproteiny*®. HSA i AGP to biatka, ktore sa w najwiekszym stopniu odpowiedzialne za
wigzanie lekOw i zmniejszenie ekspozycji na ich dzialanie terapeutyczne. Do oceny wigzania
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z biatkami osocza pochodnej KMP-10 zastosowano komercyjny test TRANSILX- PPB (Sovicell,
Lipsk, Niemcy), zawierajacy immobilizowane biatka HSA i AGP. Test ten nasladuje warunki
fizjologiczne panujace w osoczu, w ktorym HSA i1 AGP wystepuja w stosunku 24:1. Jako kontrole
pozytywna zastosowano warfaryne (WAR), ktora jest lekiem silnie wigzacym si¢ z biatkami osocza.
W rezultacie przeprowadzonych badan oszacowano frakcj¢ zwiazang (fs) z HSA i AGP zwigzku
referencyjnego  WAR, wynoszacg 98,5%. Wynik ten okazat si¢ zblizony do wartosci
literaturowych®®. Badana pochodna triazyny KMP-10 wykazala znacznie korzystniejszy wynik
od WAR, gdyz jej (fo) obliczono na 84,5%.

Stabilno$¢ metaboliczng badanych ligandow 5-HTeR oszacowano przy uzyciu HLMs.
Po wykonaniu testow stwierdzono, ze wszystkie badane zwigzki byly stabilne metabolicznie
w odniesieniu do referencyjnego leku VL i wykazaty wartosci Clint mieszczace si¢ w zakresie
sugerowanym w literaturze dla zwigzkéw o niskim klirensie (Clint <8,6 ml/min/kg)*. Sposrod
badanych zwiazkéw pochodna 3-indolowa (TR-12) wykazata najwyzsza stabilnos¢ metaboliczna,
z wyliczonym klirensem wewngtrznym Clint = 2,34 ml/min/kg, podczas gdy najmniej stabilna okazata
si¢ pochodna 3-chlorofenylowa TR-37 (Clix = 7,56 ml/min/kg). Ponadto warto$ci Clint
wewnetrznego, W zakresie 3,74 — 6,30 ml/min/kg, wykazaty pochodne KB-61, MST-4 oraz zwigzki
zawierajace tacznik hydantoinowy miedzy ugrupowaniami aromatycznymi KMP-10 i DJ-18.

Przy wsparciu oprogramowania MetaSite okreslono rowniez najbardziej prawdopodobne szlaki
metaboliczne liganddw 5-HTeR w obecnosci HLMs. Badania in silico wskazaty na podstawnik
metylowy w ugrupowaniu N-metylopiperazynowym jako najbardziej prawdopodobne miejsce
metabolizmu wigkszosci zwigzkow z tej grupy. Tylko w przypadku KB-61 oraz MST-4 program
wskazat inne podstawniki metylowe, znajdujace si¢ odpowiednio w ugrupowaniu fenylowym, a takze
tymolowym (grupa metylowa znajdujaca si¢ bezposrednio przy pierscieniu benzenu), jako
najbardziej podatne na przemiany metaboliczne, aczkolwiek wysokie prawdopodobienstwo przemian
w obrgbie podstawnika metylowego w ugrupowaniu N-metylopiperazynowym zostalo utrzymane
(Rycina 5 w artykule H5, Rycina 4 w artykule H6). Istotnie, w badaniach in vitro potwierdzono dla
wszystkich badanych ligandéw 5-HTeR wystgpienie reakcji demetylacji w obrebie ugrupowania
N-metylopiperazynowego. Ponadto reakcja ta byta gtowng Sciezkg metaboliczng zwigzkéw DJ-18,
KMP-10 oraz MST-4, podczas gdy w przypadku pochodnych TR-37, KB-61 oraz TR-12
stwierdzono, ze byta to hydroksylacja (Tabela 12).

Ogolnie rzecz biorac, wszystkie zwiazki z badanej grupy metabolizowaty do wigcej niz jednego
metabolitu. Na podstawie chromatograméw UPLC mieszanin reakcyjnych z HLMs stwierdzono,
ze metabolizm zwigzkow TR-37 i KB-61 przebiegat do dwoch metabolitow, zwigzku TR-12 do
trzech, podczas gdy zwigzkow DJ-18, KMP-10 oraz MST-4 do czterech (Rycina 6 w artykule H5,
Rycina 5 w artykule H6). Wiekszo$¢ z otrzymanych metabolitow to byty hydroksylowe pochodne.
Zastosowana analiza fragmentacyjna MS/MS pozwolita ustali¢ najbardziej prawdopodobne miegjsca
hydroksylacji zwiazkow. Wykazano, ze gldwna $ciezka metabolizmu pochodnej TR-37 prowadzita
do hydroksylacji w obrebie pierScienia piperazynowego, TR-12 w obrebie ugrupowania
3-indolowego, podczas gdy KB-61 3-metylofenylowego (,,Supplementary material ” w artykule H6).
Ponadto biorac pod uwage wynik in silico predykcji metabolizmu otrzymany dla zwigzku KB-61,
hydroksylacji ulegt najprawdopodobniej podstawnik metylowy (Rycina 4 w artykule H6). Oprocz
gtownego, hydroksylowanego metabolitu pochodnej TR-12 stwierdzono dodatkowa hydroksylacje
tego zwigzku W pierScieniu piperazyny. Dwie reakcje hydroksylacji zwigzku MST-4
zidentyfikowano w obrebie ugrupowania tymolowego oraz jedng w pierScieniu piperazyny
(,.,Supplementary material” w artykule H6). Jesli chodzi o zwigzki DJ-18, KMP-10, oprocz
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stwierdzonej gtownej reakcji demetylacji, kolejne Sciezki metaboliczne obejmowaty hydroksylacje,
a w przypadku KMP-10, rowniez dehydrogenacj¢. Prawdopodobne miejsca hydroksylacji tych
dwoéch pochodnych nie zostaty jednak okreslone. Ponadto stwierdzono rowniez obecnosé
metabolitow, ktore powstaly najprawdopodobniej w wyniku dalszej hydroksylacji gltéwnych,
demetylowanych metabolitow DJ-18 oraz KMP-10 (Tabela 12).

Potencjalne ryzyko interakcji mi¢dzylekowych wybranych ligandow 5-HTsR zbadano przy
pomocy testow P450-Glo™ 3A4 i 2D6. Uzyskane wyniki nie wykazaty wptywu pochodnych KB-
61, TR-12 i MST-4 na aktywno$¢ CYP3A4 w odniesieniu do reakcji kontrolnej. Stwierdzono jedynie
niewielki efekt aktywacji tej izoformy do ~115% aktywnosci kontrolnej w wysokich stezeniach 10
I 25 pM pochodnej TR-37 oraz w stezeniu 25 uM zwigzku KMP-10. Pochodna
DJ-18 byta jedynym zwigzkiem z badanej grupy ligandéw 5-HTeR ze stwierdzonym dzialaniem
hamujacym aktywnos¢ CYP3A4. Wykazano, ze aktywno$¢ tej izoformy zostata obnizona do okoto
57,5% aktywnosci kontrolnej w obecnosci 10 uM stezenia tego zwigzku (Rycina 7A w artykule H5,
Rycina 6A w artykule H6).

W przypadku izoformy CYP2D6 zaobserwowano efekt aktywacji wystepujacy w obecno$ci
10 uM stezenia wigkszosci badanych zwiazkow. Najwyzszy efekt aktywujacy, siggajacy okoto 148%
aktywnosci kontrolnej CYP2D6, zaobserwowano w obecnos$ci 3-metylofenylowej pochodnej KB-61.
Co ciekawe, w przypadku najwyzszego uzytego stezenia 25 uM zwigzkéw TR-12 oraz MST-4,
stwierdzono przeciwny, staby efekt hamujacy CYP2D6 do okoto 75% aktywnosci kontrolnej (Rycina
7B w artykule H5, Rycina 6B w artykule H6).

Cytotoksyczne i hepatotoksyczne dziatanie ligandow 5-HTeR badano po 72 godzinach inkubacji
tych zwigzkéw z liniami komorkowymi HEK-293 oraz HepG2. W badanej grupie najbardziej
toksyczny okazat si¢ zwigzek MST-4. Stwierdzono istotny statystycznie (p <0,001) wplyw tego
zwigzku na zywotnos¢ komoérek HEK-293 w stezeniach 10 i 100 uM, przy czym
w stezeniu 100 uM MST-4 zywotno$¢ komorek zmniejszyta si¢ radykalnie az do 14,2% kontroli.
Pomimo to stwierdzony dla MST-4 efekt toksyczny byt duzo stabszy od zwiazku referencyjnego DX,
ktory obnizat zywotnos¢ HEK-293 do 11,9% kontroli w stezeniu zaledwie 1 pM. Istotnie statystyczny
(p <0,001) efekt na komérki HEK-293 stwierdzono rowniez w obecnos$ci zwigzku TR-37, ktory
obnizal ich zywotno$¢ w stezeniu 100 uM do 42,6% wartosci kontrolnej, jak rowniez
w obecnosci KB-61 (p <0,05), ktéry nieznacznie obnizyt zywotno$¢ tych komdrek do 86,7%
(Rycina 7 w artykule H6). Podobny wynik do TR-37 zaobserwowano dla pochodnej DJ-18,
natomiast jej analog KMP-10 nie obnizat zywotno$ci HEK-293, nawet w najwyzszym st¢zeniu 100
MM (wyniki dla DJ-18 oraz KMP-10 opisano w artykule B4).

Najsilniejszy efekt hepatotoksyczny obserwowany wobec linii HepG2, podobnie jak
w przypadku HEK-293, wykazata pochodna MST-4, ktéra w najwyzszym badanym stezeniu 100 uM
obnizyta praktycznie calkowicie zywotno$¢ komorek do 1,1% kontroli. Dla reszty badanych
liganddw 5-HTeR nie stwierdzono dziatania hepatotoksycznego (Rycina 9 w artykule H5, Rycina 8A
w artykule H6).

Nie zaobserwowano roéwniez aktywnosci mutagennej ligandow 5-HTsR w tescie Amesa
z uzyciem szczepu Salmonella Typhimurium TA100. Liczba rewertantow, ktore pojawity sie
w obecnosci badanych zwigzkoéw, nie osiggneta poziomu uwazanego za alert mutagennosci
(Rycina 8 w artykule H5, Rycina 9 w artykule H6).

29



Autoreferat Gniewomir Latacz

. Ligandy 5-HTe¢R — podsumowanie

Wyniki kompleksowych badan in vitro parametrow ADME-Tox potwierdzily obiecujace
wiasciwosci  lekopodobne wszystkich badanych ligandow 5-HTeR z grupy pochodnych
metylopiperazyno-1,3,5-triazyny. Przeprowadzone testy wykazaly doskonala przepuszczalno$c
badanych pochodnych (z wyjatkiem wyznaczonej umiarkowanej przepuszczalnosci zwigzku
KMP-10), niskie wartoéci Clinn oraz wysoki profil bezpieczenstwa, w tym: znikome
prawdopodobienstwo wywotania efektow cytotoksycznych, hepatotoksycznych i mutagennych, jak
rowniez wystgpienia interakcji miedzylekowych. Niewielki efekt hepatotoksyczny zaobserwowano
jedynie dla pochodnej MST-4. Co cickawe, nalezy podkresli¢, ze znakomitg przepuszczalnosé
zaobserwowano dla dwoch zwigzkoéw z badanej grupy, tj. DJ-18 i TR-37, w ktorych strukturach
wystepuje atom chloru. Podstawnik ten nalezy zatem uzna¢ za kluczowy w konteks$cie efektywnos$ci
transportu biernego badanej grupy pochodnych przez btony biologiczne.

Testy in vivo, przeprowadzone przez badaczy z Zaktadu Farmacji Klinicznej oraz Katedry
Farmakodynamiki UJ MC i opisane w artykule H6, wytonity z badanej grupy zwiazki TR-12
i MST-4 jako posiadajace najbardziej obiecujacy profil farmakologiczny. Dla tych pochodnych
wykazano znaczace dziatanie prokognitywne oraz potencjalny efekt przeciwlekowy w testach
behawioralnych. Ponadto badania wptywu MST-4 na przyrost masy ciata zwierzat wykazaty
korzystne, istotne statystyczne wyniki w grupie zwierzat karmionych dieta wysokokaloryczna.
Kompleksowe testy behawioralne wykonano rowniez dla zwigzku KMP-10. Pomimo stwierdzonej
umiarkowane]j przepuszczalno$ci in vitro pochodna ta wykazala wiele korzystnych aktywnosci
zwigzanych z funkcjonowaniem OUN, w tym znaczgce, potencjalne dziatanie przeciwlgkowe,
przeciwdepresyjne oraz efekt prokognitywny. Ponadto stwierdzono rowniez korzystny wptyw KMP-
10 na metabolizm i masg ciata szczuréw karmionych dieta wysokokaloryczna.
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Tabela 11 Parametry ADME-Tox pochodnych DJ-18, KMP-10, TR-37, KB-61, TR-12, MST-4 oraz zwigzkow referencyjnych.
PAMPA Caco-2 Tgf PPB Cline CYP CYP Zywotno$é Zywotno$é , AMES
Zwigzek Pe Papp aktywnosci fo [mi/min/ 3A4 2D6 HepG2 HEK-293 Srednia pozytywnych
[106cm/s] | [10° cm/s] [%0] (% kontroli) (% kontroli) (% kontroli) (% kontroli) dotkéw £SD/
+SD +SD po‘j;:;‘;"o' +SD kel +SDP +SDP +SD° +SD° krotno$é powyiej MCB®
CFN 15,1+ 0,40 22,04+0,38 - - - - - - - -
DX - - - - - - - 39,9+1,7 11,9+2,6 -
KE - - - - - 3,0+0,5 - - - -
NFX 0,56 £ 0,13 - - - - - - - - -
NQNO - - - - - - - - - 46,0+2,3/ 5,41
QD - - - - - - 4,4+0,7 - - -
VL - - >175 - 26,76 - - - - -
WAR - - - 98,5+2,10 - - - - - -
DJ-18 249+ 0,45 NT 89,1+254 NT 4,32 57,5+1,5 113,4+0,7 92,9+9,5 42,443 4° 8,3+0,6/ 1,0
KMP-10 3,76+0,76 6,27£0,30  52,9+44,2 84,5+6,04 3,74 102,949,5 112,346,5 99,9+8,7 87,8+19,7¢ 7,7+3,0/0,9
TR-37 23,6+2,14 NT 134,4+14,2 NT 7,56 115,947,6 124,147,0 98,4+10,6 42,614,7 7,0+£1,7/0,9
KB-61 19,9+2,68 NT 8,1+6,5 NT 3,96 103,1+2,8 148,545,1 96,8+2,4 86,7+6,7 9,7¢3,5/1,1
TR-12 17,945,76 NT 140,1+22,0 NT 2,34 91,0+18,5 99,4+8,02 95,9+6,1 100,8+7,6 4,3£2,9/0,5
MST-4 12,3+1,98 NT 133,9+40,1 NT 6,30 97,9+13,9 120,2+11,4 1,1+0,7 14,2+1,6 4,0+£1,0/ 0,5

SD - odchylenie standardowe; NT - nie testowano; skroty zwigzkow referencyjnych: MCB - warto$¢ kontrolna linii bazowej pozywki; CFN, kofeina; DX, doksorubicyna; KE, ketokonazol;
NFX, norfloksacyna; NQNO, N-tlenek 4-nitrochinoliny; QD, chinidyna; VL, werapamil; WAR, warfaryna

referencyjny induktor aktywnosci Pgp VL testowano w st¢zeniu 200 pM; ligandy 5-HTgR testowano w stezeniu 100 uM

breferencyjne inhibitory CYP KE oraz QD testowano w stezeniu 1 UM; wyniki dla ligandéw 5-HTeR podano dla stezenia 10 uM
‘referencyjny cytostatyk DX testowano w stezeniu 1 uM; wyniki dla ligandéw 5-HTgR podano dla st¢zenia 100 uM

Ymutagennoéé NQNO testowano w stezeniu 0,05 pM, wyniki dla 5-HTgR podano dla stezenia 10 uM

cefekt zwigzkow DJ-18 oraz KMP-10 na zywotno$¢ komoérek HEK-293 opisano i opublikowano w artykule B4
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Tabela 12 Sciezki metaboliczne ligandéw 5-HTeR wyznaczone po 120 min inkubacji z HLMs.
Gltowne metabolity pogrubiono.

., Masa
Tlosé Czas
Substrat L .. molowa 3 o oo .
metabolitow  retencji . Sciezki metaboliczne*
[m/z] T metabolitu
[m/z]

3,99 445,34 demetylacja

DJ-18 4,21 475,38 hydroksylacja
4 4,42 461,36 demetylacja/

459,3 .
hydroksylacja

3,40 475,38 hydroksylacja

3,45 433,25 demetylacja

3,65 463,22 hydroksylacja

KMP-10 4 3,82 449,26 demetylacja/
447,27 hydroksylacja
4,26 461,23 hydroksylacja/
dehydrogenacja

TR-37 ) 3,27 335,08 hydroksylacja
319,13 2,88 305,11 demetylacja
KB-61 5 2,96 315,14 hydroksylacja
299,19 2,57 285,10 demetylacja
TR-12 1,61 340,33 hydroksylacja
324,18 3 2,10 310,18 demetylacja
2,47 340,13 hydroksylacja

MST-4 4,50 343,19 demetylacja
357,21 4 3,46 373,23 hydroksylacja
4,82 373,23 hydroksylacja

3,16 373,23 hydroksylacja

*glowna $ciezke metaboliczng zaznaczono pogrubiong czcionka

4.3.3.5 Inne ligandy 5-HT¢R i 5-HT7R
Wybrane parametry ADME-Tox kolejnych ligandow 5-HTeR i 5-HT+R, nalezacych do opisanych
powyzej grup chemicznych, zostaly okreslone metodami in vitro i opisane rowniez w artykutach
B1-B7. Wyniki te nie zostaty jednak wiaczone do cyklu publikacji stanowigcego osiagni¢cie naukowe
ze wzgledu na moj mniejszy udzial autorski. Bardziej szczegotowe informacje na temat badanych
zZwigzkow i1 powigzanych z nimi artykutéw zawarto w rozdziale 7.

4.3.4 Podsumowanie

Przeprowadzone przeze mnie badania in vitro pozwolily na kompleksowa charakterystyke
parametrow ADME-Tox aktywnych i selektywnych ligandow receptorow 5-HTs i 5-HT7
dostarczajac istotnych informacji na temat ich bezpieczenstwa oraz potencjalnego losu
po podaniu in vivo. Pozyskane dane pozwolily ponadto na wylonienie sposréd badanych
zwiazkow najbardziej obiecujacych struktur wiodacych nie tylko 0 udowodnionej aktywnosci
farmakologicznej, ale takze o potwierdzonych, satysfakcjonujacych wlasciwosciach
lekopodobnych. Tym samym wyniki badan opisanych w cyklu powiazanych tematycznie
artykuléw H1-H6 skladajacych si¢ na osiagniecie naukowe bedace podstawa mojego wniosku
o przeprowadzenie post¢powania habilitacyjnego, poglebiaja wiedze¢ na temat nowych
ligandow receptorow 5-HTs i 5-HT7 oraz mozliwosci ich wykorzystania w schorzeniach OUN.

32



Autoreferat Gniewomir Latacz

Przeprowadzone eksperymenty na wybranych antagonistach 5-HT/R z  grupy
arylopiperazynowych pochodnych hydantoiny pozwolity na wylonienie dwoch zwigzkoéw —
pochodnej benzhydrylowej KKB-16, o wyjatkowo wysokiej stabilnosci metabolicznej
I selektywno$ci wzgledem 5-HT:1aR, a takze zwigzku MF-8, pochodnej 2-metoksyfenylowej,
o korzystnych cechach zwigzanych z bardzo wysokim powinowactwem do 5-HT7R oraz doskonatymi
wiasciwosciami lekopodobnymi. Oba zwigzki, KKB-16 i MF-8, potwierdzily aktywno$¢
farmakologiczng w testach behawioralnych in vivo. W teécie Porsolta na myszach zaobserwowano
ich znaczacy, potencjalny efekt antydepresyjny, wyzszy od zastosowanych zwigzkow referencyjnych
— komercyjnego antagonisty 5-HT7R SB-269970 oraz leku przeciwdepresyjnego imipraminy.
KKB-16 i MF-8 mozna zatem uzna¢ za nowe, bardzo obiecujgce struktury wiodgce w poszukiwaniu
lekow przeciwdepresyjnych dzialajacych poprzez 5-HT7R.

Biorac pod uwage fakt, ze badania nad chiralno$cig czasteczek sg przyktadem nowoczesnego
podejscia do procesu odkrywania lekOw, zsyntetyzowane zostaty cztery stereoizomery zwigzku
MF-8 (MF-8A, MF-8B, MF-8C, MF-8D), celem przebadania i poréwnania ich aktywnosci
farmakologicznych, jak rowniez okreslenia lekopodobienstwa. Otrzymane w badaniach in vitro dane
doswiadczalne dla wszystkich stereoizomerow potwierdzity, w porownaniu do racematu, istotny
wplyw stereochemii nie tylko na powinowactwo i dziatanie antagonistyczne wobec 5-HT7R, ale takze
wybrane parametry ADME-Tox. Przeprowadzone oddzielnie dla kazdego stercoizomeru i dla
racematu testy wykazaty roznice w oddziatywaniu na: aktywnos$¢ Pgp, parametry przepuszczalnosci
w modelu Caco-2 i PAMPA, stabilno$¢ metaboliczng i szlaki metaboliczne, a takze na aktywno$¢
CYP3A4 i CYP2C9. Na podstawie uzyskanych wynikow badan do zaplanowanych testéw in vivo
wybrano stereoizomer MF-8A, ktory wykazywal najwyzsze powinowactwo do 5-HT7R oraz
satysfakcjonujace wlasciwos$ci lekopodobne.

Kompleksowe badania in vitro porownujace nowo zsyntetyzowanych agonistow 5-HT-R z grupy
pochodnych indolu-imidazolu AH-494 i AGH-282 z powszechnie wykorzystywanym jako sonda
molekularna w badaniach nad receptorami serotoninowymi zwiazkiem 5-CT wykazaly, ze badani
agonisci mogg znalez¢ zastosowanie jako nowe, alternatywne narzg¢dzia do badan receptora 5-HT7R.
Oprdcz wysokiej aktywno$ci wobec 5-HT7R wszystkie trzy zwigzki posiadaty zblizone parametry
ADME-Tox in vitro. Podstawowg rdznice zaobserwowano jedynie w badaniu wplywu
na aktywno$¢ cytochromow P-450, gdzie obecno$¢ ugrupowania imidazolu w strukturach zwigzkow
AH-494 i AGH-282 skutkowata silnym efektem inhibicji. Z drugiej strony, nowych agonistow
5-HT7R cechowala duzo wyzsza od 5-CT pozadana selektywnos$¢ wzgledem 5-HT1aR. Nalezy
réwniez zwrdci¢ uwage na fakt, ze zwiazek AH-494 wykazal podobng do 5-CT aktywnos$¢
prokognitywng w testach behawioralnych in vivo.

Pochodne metylopiperazyno-1,3,5-triazyny sa nowa, obiecujacg grupg chemiczng, ktora wykazata
wysokie powinowactwo i selektywno$¢ do 5-HTeR. Dlatego naturalnym kolejnym krokiem badan
tych pochodnych byto okreslenie ich parametrow ADME-Tox. Wyniki przeprowadzonych testow
in vitro pozwolity stwierdzi¢, ze wszystkie badane zwigzki posiadaly satysfakcjonujace wlasciwosci
lekopodobne. Ponadto przeprowadzone testy behawioralne in vivo wyltonily z badanej grupy
pochodne MST-4 i KMP-10, ktdre posiadaty najbardziej obiecujacy profil farmakologiczny,
przejawiajacy si¢ potencjalnym dziataniem przeciwdepresyjnym, przeciwlekowym, wlasciwosciami
prokognitywnymi oraz dodatkowym efektem $wiadczacym o mozliwosci ich zastosowania
w leczeniu otytosci. W zwigzku z powyzszym oba te dwa zwiazki zaproponowano jako nowe,
obiecujace i bezpieczne struktury wiodgce do szerszych badan farmakologicznych w poszukiwaniu
nowych lekéw dziatajacych przez 5-HTsR.
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Nalezy rowniez wspomnie¢, ze ocena parametrow ADME-ToX i oszacowanie wlasciwosci
lekopodobnych ligandéw 5-HTsR i 5-HT7R bylo mozliwe dzi¢ki zoptymalizowanym testom
in vitro, sprawdzonym pod wzgledem powtarzalnosci i niezawodnosci w warunkach pracowni,
w ktorej prowadzilem moje badania. Tym samym udalo mi si¢ wdrozy¢ w Katedrze Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ MC kompleksowa platforme skriningowych badan
parametrow ADME-Tox in vitro, ktora pozwala obecnie na rutynowe badania réznych
zwigzkow pod katem oceny ich lekopodobienstwa.

Mozliwos¢ wykonania W naszej Katedrze wstepnej oceny wlasciwosci lekopodobnych zwigzkoéw
spotkata si¢ dotychczas z duzym zainteresowaniem, ktére zaowocowato wieloma projektami
w ramach wspotpracy krajowej i migdzynarodowej, a takze wykonaniem zlecen dla przedstawiciela
polskiej branzy farmaceutycznej. Ogromna potrzeba przeprowadzenia takich badan wigze si¢
z nowoczesnym trendem w podejéciu do procesu odkrywania lekow, w ktdrym zaleca sie, aby
oszacowanie aktywnos$ci terapeutycznej nowych zwigzkéw chemicznych oraz ich wilasciwosci
lekopodobnych byto przeprowadzone rownolegle na jak najwcze$niejszym etapie badan. Ponadto
stosowanie technik in vitro, bez udzialu zwierzat, jest rowniez istotne z powoddw etycznych,
naukowych, prawnych i ekonomicznych w kontek$cie zasady 3R. Tym samym opracowana platforma
skriningowa badan in vitro parametrdw ADME-Tox okazata si¢ wiasciwa odpowiedzia na
zapotrzebowanie badaczy z dziedziny chemii medycznej, prowadzacych nowoczesne badania
w kierunku odkrywania nowych lekdw.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegollnoSci zagraniczne;j.

Od 20 czerwca do 15 lipca 2011 r. oraz od 22 czerwca do 15 lipca 2012 r. mialem okazje
uczestniczy¢ w dwoch krotkoterminowych misjach naukowych STSM (ang. Short Term Scientific
Mission) w ramach programu BM0806 COST ACTION (ang. European Cooperation in Science and
Technology). Podczas obu pobytow STSM realizowatam projekty naukowe w Pracowni Biochemii
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Arystotelesa w Salonikach w Grecji, pod kierunkiem prof.
Dimitriosa A. Kyriakidisa.

Tematem badan podczas mojego pierwszego pobytu W Grecji byta ocena wptywu ligandow
receptorow histaminowych na bakteryjny, dwusktadnikowy (ang. two-component system, TCS) uktad
transdukcji sygnatu AtoSC (AtoS — sensorowa kinaza histydynowa, AtoC — regulator odpowiedzi).
Transdukcja sygnalu AtoSC TCS indukuje ekspresje operonu atoDAEB, modulujac
w ten sposob réznorodne procesy zachodzace w bakteriach, takie jak metabolizm kwaséw
thuszczowych, regulacja wewnatrzkomoérkowego srodowiska kationowego, ruchliwo$¢ komorek
i chemotaksja®. Znaczenie powyzszych proceséw dla homeostazy i ruchliwoéci bakterii jest
kluczowe, dlatego prowadzone s3 poszukiwania zwigzkéw organicznych wplywajacych na
transdukcje sygnatu AtoSC TCS majace na celu poszerzenie wiedzy na temat nowych sposobow
leczenia chorob bakteryjnych. Poniewaz jednym z opisanych dotychczas modulatorow wptywajacych
na funkcje AtoSC TCS jest histamina®, w ramach projektu zaplanowano badania potencjalnego
wptywu liganddw receptorow histaminowych Hs (H4R) na AtoSC TCS. Badane zwigzki nalezaty do
serii pochodnych N-metylopiperazyny otrzymanych w Katedrze Technologii i Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych UJ CM.

W pierwszym etapie badan oszacowano dziatanie przeciwbakteryjne zwigzkow. Stwierdzono,

ze pochodne N-metylopiperazyny wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne wobec szczepu bakterii
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Gram- (E. coli BW25113), jednak nic wplywajg na szczep bakterii Gram+ Bacillus subtilis.
W przypadku wymienionego szczepu E. coli, stezenie zwigzkéw wynoszace 2 mM prowadzito do
$mierci bakterii, podczas gdy w zakresie 0,1 - 1,0 mM obserwowano dziatanie bakteriostatyczne.
Nastgpnie badano wpltyw badanych zwigzkow, w wybranych, nietoksycznych dawkach, na
transdukcje sygnatu AtoSC TCS. W tym celu postuzono si¢ szczepami bakterii E. coli
transformowanymi plazmidem zawierajgcym promotor atoDAEB w potaczeniu z genem lacZ
kodujacym [B-galaktozydaz¢. Zmodyfikowane w ten sposob szczepy E. coli umozliwity okreslenie
wplywu badanych zwigzkéw na AtoSC TCS, poprzez posrednie, kolorymetryczne oznaczenie
ekspresji tego promotora. Zaobserwowano, ze badane zwigzki w stezeniu 75 uM, ktére nie wptywato
na wzrost stosowanych w tescie bakterii E. coli, nie powoduja zmian w poziomie transkrypcji
operonu atoDAEB. Stwierdzono réwniez, ze badane pochodne N-metylopiperazyny nie modyfikuja
ruchliwosci szczepoéw E. coli z ekspresja systemu AtoSC TCS. Otrzymane wyniki badan nie zostaty
dotychczas opublikowane.

Celem moich badan przeprowadzonych podczas drugiego pobytu w laboratorium
prof. Kyriakidisa byto oszacowanie powinowactwa ligandow HsR, nalezacych do grupy analogow
silnego i selektywnego antagonisty HsR JNJ7777120 oraz pochodnych 1,3,5-triazyny,
do promotorow genow zwigzanych z anabolizmem i katabolizmem histaminy. Do badan wybrano
promotory nastepujacych genoéw: a) hdc, kodujacego dekarboksylaze histydynows, b) dao,
kodujacego oksydaze diaminowg oraz c) hnmt, kodujacego N-metylotransferaze histaminows.
Ponadto przebadano takze wptyw na promotor genu PTEN, kodujacego przeciwnowotworowe biatko
PTEN.

W pierwszej kolejnosci zaprojektowano dla kazdego promotora specyficzne startery do reakcji
amplifikacji metoda PCR. Przetestowano roéwniez rozne polimerazy DNA oraz warunki prowadzenia
reakcji PCR, aby zoptymalizowa¢ proces amplifikacji poszczegolnych promotoréw. Do wlasciwych
badan zastosowano test opdznienia ruchliwosci elektroforetycznej (ang. electrophoretic mobility shift
assay, EMSA) w celu okreslenia potencjalnych interakcji pomiedzy badanymi zwigzkami
a uzyskanym w reakcji PCR DNA odpowiedniego promotora. Jesli chodzi o DNA promotoréw
gendw hdc, dao i hnmt, nie zaobserwowano interakcji z badanymi ligandami H4sR. W przypadku
DNA promotora genu PTEN w grupie badanych analogéw JNJ7777120 dwa zwiazki wykazywaty
bardzo wysoka interakcje, jeden zwigzek umiarkowane oddzialywanie, natomiast nie
zaobserwowano zadnego wptywu dla czterech kolejnych, w tym samego JNJ7777120. Stwierdzono
rowniez, ze jeden z badanych zwigzkdw wytracit si¢ w warunkach prowadzonego testu. W grupie
pochodnych 1,3,5-triaziny zaobserwowano niskg lub umiarkowang interakcje z DNA promotora
PTEN. Nastegpnie wybrane zwiagzki, wykazujace interakcj¢ z DNA promotora genu PTEN, zostaty
przebadane w celu okreslenia potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej. Nie stwierdzono
jednak korelacji pomiedzy interakcja zwigzkow z DNA promotora PTEN a efektem
przeciwnowotworowym wzgledem linii komorkowej ludzkiej neuroblastomy IMR-32. Otrzymane
wyniki badan zaprezentowano na trzech migdzynarodowych konferencjach (zatacznik 4, sekcja I1.7,
pozycje 26, 27 oraz 33), a takze zostaly opisane w jednej oryginalnej publikacji (artykut B8). Kopie
dokumentéw potwierdzajacych odbycie niniejszych stazy naukowych, w tym: potwierdzenia
przyznania grantéw STSM, zaswiadczenie prof. Kyriakidisa dotyczace zakresu badan wykonanych
podczas mojego pobytu w 2011 roku oraz publikacje zawierajaca wyniki badan wykonanych przeze
mnie podczas pobytu w 2012 roku, dotgczytem do mojego wniosku w wersji elektroniczne;j.

Kolejng mojg aktywnoscig naukowsg, o ktorej chciatem wspomnie¢ w niniejszym rozdziale
autoreferatu, jest intensywna wspotpraca z zagranicznymi instytucjami naukowymi, dzigki ktorej
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mialem okazje przetestowac aktywnos¢ biologiczng oraz wybrane parametry ADME-Tox zwigzkoéw
syntetyzowanych i dostarczonych przez nastepujacych badaczy:

e prof. Rob Leurs, Amsterdam Institute for Molecules, Medicines and Systems (AIMMS),
Division of Medicinal Chemistry, Faculty of Science, Vrije Universiteit Amsterdam,
Holandia

e prof. Claus Jacob, Institute of Bioorganic Chemistry, Department of Pharmacy, Saarland
University, Niemcy

e prof. Oriana Tabarini, Department of Pharmaceutical Sciences, University of Perugia, Wtochy

e prof. Vladimir Savic, Department of Organic Chemistry, Faculty of Pharmacy, University of
Belgrade, Serbia

e prof. Roman Lesyk, Department of Pharmaceutical, Organic and Bioorganic Chemistry
Danylo Halytsky Lviv National Medical University, Ukraina

Do tej pory wymieniona powyzej wspotpraca naukowa zaowocowata artykutami B9-B14.

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

Od 2004 roku, w ktérym rozpoczatem studia doktoranckie, bior¢ udziat w prowadzeniu zajg¢é
laboratoryjnych z przedmiotu ,,Biotechnologia farmaceutyczna” dla studentow kierunku Farmacja,
a 0d 2020 roku takze wyktadow. Od 2004 roku do dzi$ jestem roéwniez zaangazowany W prowadzenie
seminarium ,,Synteza i technologia srodkow leczniczych” dla studentow kierunku Farmacja. W latach
2010-2012 prowadzitem réwniez =zajgcia laboratoryjne ,,Biotechnologia w kosmetologii”
dla studentow kierunku Kosmetologia.

Uczestnicze lub uczestniczytem rowniez w nauczaniu wielu przedmiotéw fakultatywnych, w tym:

e Od 2012 — ,,0d DNA do firmy biotechnologicznej” dla studentéw kierunku Analityka

medyczna (od 2019 roku jako koordynator przedmiotu)

e Od 2014 — , Przemystowe aspekty biotechnologicznej produkcji lekow” dla studentow

kierunku Farmacja (od 2019 roku jako koordynator przedmiotu)

e Od 2017 — , Metody komputerowe w racjonalnym projektowaniu lekow” dla studentow

kierunku Farmacja

e 0d 2014 do 2018 —,, Leki generyczne — metodyka badan’ dla studentow kierunku Farmacja

Przygotowatem roéwniez sylabusy, a od 2019 roku koordynuj¢ nastepujace przedmioty
fakultatywne, poswiecone aspektom tatuazu dekoracyjnego:

e Od 2017 — ,, Tatuaz ozdobny z punktu widzenia kosmetologa” dla studentéw kierunku

Kosmetologia
e 0d 2019 — ,.Tatuaz ozdobny — zagrozenia, powiktania, pielegnacja oraz aspekty historyczne
i artystyczne ” dla studentéw kierunku Farmacja

W latach 2014-2020 prowadzitem seminarium z przedmiotu ,,Metodologia badan naukowych” dla
doktorantow. W 2020 roku wygtlositem réwniez wyklad dla studentow studiow podyplomowych
wFarmacja przemystowa”.

Bralem réwniez czynny udziat w organizacji angloj¢zycznych studiow magisterskich II stopnia
,,Drug Discovery and Development”, ktore rozpoczety si¢ na naszym Wydziale w roku akademickim
2018/2019. W ramach tego kierunku przygotowalem sylabus i koordynuje¢ przedmiot ,,Biological
Drugs”. Ponadto, jestem zaangazowany w prowadzenie nastgpujacych przedmiotoéw na kierunku

,,Drug Discovery and Development”:
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e , Biology in pharmaceutical sciences”

e , Translational medicine and biomarkers”

e , Introduction to drugs safety and toxicology”

e , Principles of clinical trials”

e , Molecular ADME and in vivo pharmacokinetics”

e , Model informed drug development”

e , Introduction to drugs safety and toxicology”

e , Medicinal chemistry”.

W 2013 roku zostatem koordynatorem Studenckiego Kota Naukowego Biotechnologii
Medycznej. Do tej pory moi podopieczni otrzymali 4 nagrody za prezentacje ustne lub posterowe
podczas miedzynarodowych konferencji studentow kierunkdw medycznych. Ponadto jeden z moich
studentow otrzymat grant badawczy przyznany przez Studenckie Towarzystwo Naukowe UJ CM.

W latach 2012-2020 bylem promotorem 22 prac magisterskich, w tym:

e 11 prac studentdw kierunku Farmacja

e 6 prac studentow kierunku Kosmetologia

e 3 prac studentow kierunku Analityka medyczna

e 2 prac studentow kierunku Biotechnologia na Wydziale Biotechnologii i Ogrodnictwa

Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolgtaja w Krakowie (na podstawie umowy
miedzyuczelnianej)
Zostatem réwniez poproszony o recenzj¢ 6 prac magisterskich oraz uczestniczytem w 3 obronach
dyplomowych jako cztonek komisji egzaminujagcy magistranta z przedmiotu ,,Biotechnologia
farmaceutyczna”.
Bytem tez promotorem pomocniczym trzech prac doktorskich, w tym dwodch obronionych —
dr Matgorzaty Mar¢ i dr Karoliny Witek oraz jednej bedacej tuz przed obrong — mgr Annamarii
Lubelskiej.
Ponadto bytem opiekunem naukowym nast¢pujacych stazystow:
e 4 studentéw zagranicznych w ramach wakacyjnych pobytow ISEP (ang. International
Student Exchange Program)

e 8 studentéw Biotechnologii UJ w ramach letnich praktyk

e magistra Biotechnologii Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa Uniwersytetu Rolniczego
im. Hugona KoMgtaja w Krakowie (6-miesieczny staz naukowy w ramach Europejskiego
Funduszu Spotecznego)

o doktorantki Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (5-miesigczny staz naukowy)

e 8 studentow programu Erasmus (jeden pobyt powyzej 6 miesigcy)

W 2018 r. zostalem poproszony o wspdiprowadzenie i wspotorganizacje sesji naukowej pt.
,,Metabolic activation of xenobiotics - therapeutic target and drug monitoring” podczas konferencji
3rd Congress of Polish Biosciences BIO2018, Gdansk, 18-21 wrzesnia 2018.

Bytem réwniez cztonkiem komitetow organizacyjnych nastepujacych konferencji:

1. V Meeting of the Paul Ehrlich MedChem Euro-PhD Network, Krakow, 3-5 lipca 2015
2. The Meeting Bio-Selenium People in Europe, 1-3 wrzesnia 2016
3. 48th Annual Meeting of the European-Histamine-Research-Society (EHRS), Krakow,
15-18 maja 2019
Od 2018 r. biore rowniez czynny udzial w pracach Zespotu, zajmujgcego si¢ konsultacja
merytoryczng projektow pracowni badawczych majgcych powsta¢ w ramach planowanego Centrum
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Rozwoju Terapii Choréb Cywilizacyjnych i Zwigzanych z Wiekiem (CDT-CARD) na Kampusie
Medycznym UJ CM. W ramach tej dziatalno$ci wspottworzytem m.in. wniosek o dofinansowanie
infrastruktury badawczej dla CDT-CARD w ramach konkursu POIR 4.2 (Program Operacyjny
Inteligentny Rozw0j 2014-2020 dziatanie 4.2). Przygotowany przez nasz Zespol projekt
dofinansowano kwotg 39 997 636 PLN.

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

Aktualnie moj dorobek naukowy obejmuje 77 publikacji naukowych, w tym 71 petnotekstowych
publikacji oryginalnych angielskojezycznych, w recenzowanych czasopismach posiadajacych IF,
2 pelotekstowe publikacje oryginalne bez IF w jezyku polskim, 3 prace pogladowe |(w tym jedna
z IF) oraz 1 rozdzial w monografii polskiej. Jestem autorem Iub wspoétautorem 106 doniesien
i komunikatéw zjazdowych, z czego 89 mi¢dzynarodowych i 17 krajowych. Zostatem réwniez ujety
jako wspottworca 5 zgloszen patentowych.

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania IF publikacji recenzowanych wynosi 281,551,
co odpowiada 5426 punktom w klasyfikacji MNiSW. Catkowita liczba cytowan wynosi 516
(z wylaczeniem autocytowan 376), a indeks Hirscha jest rowny 14 (dane na podstawie Bibliografii
UJ CM oraz baz Web of Science Core Collection i Journal Citation Reports z dnia 17.12.2020 r.).

7.1 Osiagniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

W 1997 roku rozpoczalem studia farmaceutyczne na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM. Prace
magisterska pt. ,,Proba okreslenia specyficznosci substratowej D-hydantoinaz” obronitem w 2002
roku, uzyskujac dyplom magistra farmacji. Promotorem mojej pracy magisterskiej byta prof. dr hab.
Elzbieta Pg¢kala. Dwa lata podzniej rozpoczatem studia doktoranckie w Katedrze Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny
Kie¢-Kononowicz.

Badania, ktore prowadzilem w trakcie studidow doktoranckich, dotyczyty projektowania 1 syntezy
organicznej substratow przeksztalcanych nastepnie, na drodze biotransformacji przy uzyciu
enzymow natywnych lub rekombinowanych w bakterii E. coli, do D-enancjomeréw nienaturalnych
pochodnych fenyloalaniny. W pracy doktorskiej opisatem réwniez mozliwosci zastosowania metody
elektroforezy kapilarnej w monitorowaniu reakcji enzymatycznych. Realizacj¢ wyzej wymienionych
celow naukowych umozliwit mi grant promotorski Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego N N405
251833 przyznany na realizacj¢ projektu pt. ,Badania nad otrzymywaniem nienaturalnych
o-aminokwasow metodq hydantoinazowq”. Od pazdziernika 2006 do wrze$nia 2007 otrzymywatem
réowniez stypendium finansowane z funduszy UE i budzetu panstwa w ramach Zintegrowanego
Programu Operacyjnego Rozwoju Regionalnego pt. ,,Akademicka Innowacyjnos¢ dla Matopolski —
program stypendialny dla najlepszych doktorantéw UJ”. Mdj projekt, zatytutowany ,,Escherichia coli
— mata fabryka biatek na ustugach badacza”, zostal opisany w rozdziale monografii pt. ,,Nauka
i biznes: innowacyjne projekty doktorantow UJ: nauka dla rozwoju Malopolski”, w ktorej
przedstawiono wszystkie nagrodzone w ramach tego stypendium projekty (rozdzial w monografii
naukowej M1). Ponadto wszechstronne zastosowanie metody elektroforezy kapilarnej w moich
badaniach umozliwity mi nastepujgce szkolenia: sfinansowany w ramach programu Leonardo
da Vinci staz szkoleniowo-badawczy pt. ,High Performance Capillary Electrophoresis
in monitoring of the enzymatic reactions”, ktory odbytem w dniach 30 stycznia — 31 marca 2006 r.
w CNRS Research Center on Artificial Biopolymers, Montpellier we Francji oraz szkolenie
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sfinansowane przez firm¢ Beckmann, dotyczace aparatury i oprogramowania do elektroforezy
kapilarnej, ktore odbytem w styczniu 2008 r. w Beckmann Training Center w Paryzu we Francji.

Swoja wiedz¢ z zakresu prowadzenia i monitorowania reakcji enzymatycznych poszerzytem
rowniez W ramach prowadzonego pod kierownictwem prof. dr hab. Elzbiety Pg¢kali w Katedrze
Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM projektu, dotyczacego zastosowania
szczepOw Saccharomycces cerevisiae w bioredukcji propentofiliny do jej enancjomerycznie czystej
hydroksylowanej pochodnej. Uzyskane wyniki opublikowane zostaty w artykule Al.

W trakcie studidow doktoranckich bralem réwniez udzial w projekcie realizowanym
we wspoltpracy z krakowska firmg farmaceutyczng IBSS BIOMED SA, poswigconym badaniom nad
acelularng, rekombinowang szczepionkg przeciwko patogenowi wywotujacemu krztusiec, czyli
bakterii Bordetella pertussis. Nasz zespot badawczy byt odpowiedzialny za identyfikacje 1 uzyskanie
rekombinowanych antygenow tej bakterii, odpowiednich do opracowania szczepionki. Otrzymane
wyniki byly poufne i nie zostaty opublikowane.

Moj dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych obejmuje trzy
artykuty (w tym dwa mojego pierwszego autorstwa) opublikowane w recenzowanych czasopismach
naukowych (A1-A3) oraz rozdziat w monografii (M1) o przyznanej sumarycznej punktacji MNiSW
= 16 punktow.

Rozprawe doktorska pt. ,,Badania nad otrzymywaniem nienaturalnych a-aminokwasow metodqg
hydantoinazowq” obronitem 23 lutego 2011 r. Praca ta zostala wyr6zniona przez Rad¢ Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM. Wyniki, ktore zamiescitem w rozprawie doktorskiej, zostaty opisane
w serii czterech artykulow, w ktorych bylem pierwszym autorem, opublikowanych
w recenzowanych czasopismach naukowych. Seria artykutow obejmowata jedng prace przegladowa
(A2), jedng oryginalng prace opublikowana przed uzyskaniem tytulu doktora (A3) oraz dwie
oryginalne prace opublikowane po uzyskaniu tytutu doktora (B15, B16), o tacznym IF = 2,297
i przyznanej punktacji MNiSW = 47 punktow.

7.2 Osiagniecia  naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

W pazdzierniku 2010 roku zostalem zatrudniony na stanowisku asystenta w Katedrze Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM. Moje zainteresowania naukowe od poczatku skupity
si¢ na alternatywnych do badan na zwierzetach testach in vitro i ich zastosowaniu do okre$lania
aktywnosci biologicznej oraz parametrow ADME-Tox nowo zsyntetyzowanych zwigzkoéw
organicznych. Poczatkowo swoja wiedz¢ w prowadzeniu i monitorowaniu reakcji enzymatycznych,
zdobyta w okresie studiow doktoranckich, wykorzystalem do wdrozenia metod in vitro, ktore
umozliwily oszacowanie stabilno$ci metabolicznej 1 najbardziej prawdopodobnych $ciezek
metabolicznych badanych zwigzkoéw. Nastepnie jako kierownik projektu, finansowanego przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w latach 2013-2014 w ramach dotacji celowej dla
mtodych naukowcow (K/DSC/001407) pt. ,,Ocena cytotoksycznosci zwigzkow biologicznie czynnych
wobec komorek eukariotycznych in vitro metodg EZ4U”, rozpoczatem badania toksycznosSci
zwigzkow dostarczonych do badan przez chemikow z naszego Wydzialu. W migdzyczasie
rozpoczatem wykonywanie kolejnych testow in vitro celem kompleksowego okreslenia kluczowych
parametrow ADME-Tox. Zdobyta wiedza i doswiadczenie pozwolity mi na rutynowe rozpoczecie
testowania i identyfikacji wtasciwosci lekopodobnych oraz aktywnos$ci biologicznej zwigzkoéw
nalezacych do nastepujacych grup farmakologicznych:
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e Ligandy receptoréw histaminowych Hz i Ha

Ligandy receptoréw histaminowych Hz i Hs byly pierwszg grupg zwigzkéw, ktore miatem okazje
testowa¢ pod katem oceny parametrow ADME-Tox. Zwiazki te zostaly otrzymane m.in.
w ramach nast¢pujgcych projektow badawczych, w ktorych uczestniczytem jako wykonawca: COST
ACTION BMO0806 ,,Recent advances in histamine H4 receptor research”, koordynowanego przez
prof. Ekaterini Tiligade, oraz kierowanego przez prof. dr hab. Katarzyne Kie¢-Kononowicz
I finansowanego przez NCN, pt. ,,Receptory histaminowe Hs/H4 atrakcyjnym celem poszukiwan
substancji biologicznie czynnych ” (2011/02/A/NZ4/00031). Projekt BM0806 COST ACTION
umozliwit mi réwniez uczestnictwo w dwoch stazach naukowych STSM, opisanych doktadnie
W rozdziale 5 autoreferatu, ktorych rezultatem byto opublikowanie artykutu B8. Podsumowujac,
do tej pory udato mi si¢ okresli¢ parametry ADME-Tox dla zwigzkow z grupy liganddw receptoréw
histaminowych Hs i Ha, zsyntetyzowanych i dostarczonych przez: dr hab. Dorote Lazewska,
dr. Kamila Kudera, dr Katarzyn¢ Szczepanska i mgr Katarzyne Kaminska z Katedry Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM oraz prof. Roba Leursa z Vrije Universiteit
Amsterdam. Uzyskane wyniki zostaty opisane i opublikowane w artykutach B10, B17-B36.

e Ligandy receptoréw adenozynowych z grupy pochodnych ksantyn

Jako wykonawca kolejnego projektu przyznanego przez NCN i kierowanego przez prof. dr hab.
Katarzyne Kie¢-Kononowicz, pt. ,,Poszukiwanie nowych ligandéw receptoréw adenozynowych
o wlasciwosciach lekopodobnych” (2012/04/M/NZ4/00219), miatem mozliwo$¢ oceny wlasciwosci
lekopodobnych grupy pochodnych ksantyn bedacych ligandami receptoréw adenozynowych.
Badatem rowniez zwigzki o budowie ksantynowej otrzymane w ramach innych projektow
badawczych i dostarczone przez dr Michata Zatuskiego oraz dr Kamila Kudera z Katedry Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM. Uzyskane wyniki zostaly opisane i opublikowane
w artykulach B37-B40.

o Zwigzki o aktywnosci przeciwdrgawkowej i antynocyceptywnej

Moja wspotpraca z dr. hab. Krzysztofem Kaminskim, prof. UJ, z Katedry Chemii Lekow UJ CM
zaowocowata udziatem, jako wykonawcy, w dwaéch projektach badawczych NCN pt. ,,Poszukiwanie
nowych substancji o dziataniu przeciwdrgawkowym i przeciwbolowym wsrod zwigzkow hybrydowych
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu” (2015/18/E/NZ7/00509) oraz ,.Nowi antagonisci receptora
waniloidowego typu 1 (TRPVI) w poszukiwaniu substancji o szerokim spektrum aktywnosci
przeciwdrgawkowej i przeciwbolowej w badaniach przedklinicznych” (2017/27/B/NZ7/00249).
Do tej pory wyniki badan wlasciwosci lekopodobnych zwigzkow dostarczonych przez
dr. hab. Krzysztofa Kaminskiego, prof. UJ i jego grupe badawcza zostaly opisane w artykutach
B41-B48 oraz zamieszczone w czterech zgloszeniach patentowych (Zat. 4, sekcja I11.3, pozycje 1-4).

e Ligandy receptorow serotoninowych (w tym wyniki badas ligandéw 5-HTeR i 5-HT7R
nie uwzglednione w cyklu artykutow H1-H6)

Poszukiwanie nowych ligandow receptoréw serotoninowych jest jednym z gtownych nurtow
badawczych na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM oraz w Instytucie Farmakologii im. Jerzego
Maja PAN w Krakowie. Z tego powodu miatem mozliwos¢ uczestniczenia, jako wykonawca, w Kilku
projektach badawczych poswigconych syntezie i okre$leniu aktywnosci biologicznej nowych
ligandow 5-HTeR i 5-HT7R. Wyniki, otrzymane w ramach nastgpujacych trzech projektow
finansowanych przez NCN: ,,Opracowanie unikalnych sond molekularnych: niskozasadowi agonisci
do badania funkcji receptora 5-HT7” (2017/25/B/NZ7/0929), kierowanego przez prof. dr. hab.
Andrzeja J. Bojarskiego, ,,Ocena parametrow ADME-Tox in vitro dla potencjalnych kandydatéw
na lek OUN dzialajgcych jako silne i selektywne ligandy receptorow serotoninowych 5-HTe”
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(2016/21/N/NZ7/03265), kierowanego przez mgr Annamari¢ Lubelskg oraz ,Nieindolowe
I niesulfonowe ligandy receptora 5-HTe z grupy tymolowych pochodnych 1,3,5-triazyny jako starter
w poszukiwaniu innowacyjnej terapii zaburzen pamieci i nastroju” (2018/31/B/NZ7/02160),
kierowanego przez prof. dr hab. Jadwige Handzlik, zostaly opisane w trzech artykutach (H4-H6),
wchodzacych w sktad mojego osiggniecia naukowego. W ramach powyzszych projektéw dokonatem
réwniez oceny parametrow ADME-Tox kolejnych ligandow 5-HTeR i 5-HT7R, a wyniki tych badan
opisatem w artykutach B1-B7, ktore nie zostaly wilaczone do cyklu publikacji stanowigcego
osiggniecie naukowe ze wzgledu na mdj mniejszy udzial autorski:

1) ligandy receptorow serotoninowych, dostarczone przez badaczy z Katedry Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM, w tym antagonista 5-HT;R MF-8 (badania
wstepne stabilno$ci metabolicznej przy uzyciu HLMs oraz inhibicji CYP3A4 opisane
w artykule B1) oraz KKB-47, KKB-51 i dualny ligand 5-HT7R/5-HT1aAR KKB-118, ktdrych
wyniki badan parametrow ADME-Tox opisano w artykule B5;

2) agonisci 5-HT7R, dostarczeni przez badaczy z Zaktadu Chemii Lekow Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja PAN, w tym AGH-44, AGH-107 oraz AGH-192, ktérych wyniki badan
parametrow ADME-Tox opisano w artykutach B2 oraz B3;

3) ligandy 5-HT6R, dostarczone przez badaczy z Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkow
Leczniczych UJ CM, w tym KMP-10, DJ-8 (tylko cytotoksyczno$¢ wobec komorek
HEK-293 opisana w artykule B4) oraz LW-5, LW-15, WA-13, WA-15, dla ktérych wyniki
badan parametrow ADME-ToX opisane zostaty w artykutach B6 i B7.

Jako wykonawca bralem réwniez udziat w projekcie: ,,Nowe ligandy wielofunkcyjne hamujgce
cholinoesterazy i blokujgce receptory 5-HTe — projektowanie, synteza i badania farmakologiczne
zwigzkow o potencjalnym  dziataniu  prokognitywnym”  finansowanym przez NCN
(2016/23/D/NZ7/01328) i kierowanym przez dr hab. Ann¢ Wieckowska. Do tej pory w ramach tego
projektu zostalem wspotautorem jednej publikacji (B49). Ponadto okreslitem parametry
ADME-Tox ligandow receptorow serotoninowych dostarczonych w ramach wspotpracy
Z nastepujacymi badaczami: prof. dr. hab. Marcinem Kotaczkowskim, dr hab. Grazyng Chton-Rzepa
oraz mgr Agnieszka Jankowska z Katedry Chemii Lekéw UJ CM, dr hab. Magdaleng Jastrzebska-
Wiesek z Zaktadu Farmacji Klinicznej UJ CM; dr Jolantg Jaskowska i mgr. Damianem Kutagg
z Instytutu Chemii i Technologii Organicznej Politechniki Krakowskiej. Wspotpraca ta zaowocowala
dotychczas artykutami B50-B53.
e Inhibitory MAO-B

W ramach badan prowadzonych pod kierownictwem dr hab. Anny Wieckowskiej okreslitem
rowniez parametry ADME-Tox kilku inhibitorow monoaminooksydazy B (MAO-B). Wyniki tych
badan zostaly opisane i opublikowane w artykule B54.

o Zwiqzki o dzialaniu przeciwbakteryjnym oraz inhibitory bakteryjnych pomp wyrzutu

W swojej pracy mialem rowniez okazje przetestowal grupe zwigzkow organicznych
1 nieorganicznych o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, a takze inhibitorow bakteryjnych pomp
wyrzutu zaprojektowanych do walki z wielolekooporno$cig bakteryjna. Zwiazki zostaty dostarczone
do badan przez chemikéw z Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych U] CM —
prof. dr hab. Jadwige Handzlik oraz mgr Anetg Kaczor; z Katedry Fizjologii Roslin Uniwersytetu
Pedagogicznego im. KEN w Krakowie — dr. hab. Waldemara Tejchmana; jak réwniez jako efekt
wspélpracy miedzynarodowej z prof. Clausem Jacobem, Institute of Bioorganic Chemistry,
Department of Pharmacy, Saarland University oraz prof. Oriang Tabarini, Department of
Pharmaceutical Sciences, University of Perugia. Wykonane prace badawcze zaowocowaly

41



Autoreferat Gniewomir Latacz

artykutami B9-B14 oraz B55-B59. Oprdcz oceny parametrow ADME-Tox, testowalem rowniez
aktywno$¢ biologiczng wybranych zwigzkow z tej grupy, w tym wptyw na poziom wolnych rodnikéw
tlenowych w komorkach bakterii (artykuty B12-B14) oraz zdolno$¢ hamowania pompy wyrzutu
Msr(A) w szczepie Staphylococcus epidermidis, opisang w artykule B55.

e Inhibitory pomp wyrzutu w komérkach nowotworowych

W Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM prowadzone sa badania
nie tylko nad inhibitorami bakteryjnych pomp wyrzutu, ale rowniez nad zwigzkami mogacymi
zmniejszy¢ lekooporno$¢ komorek nowotworowych. W tym celu przebadatlem metodami in vitro
seri¢ inhibitorbw nowotworowych pomp wyrzutu lekow pod katem okre$lenia wybranych
parametrow ADME-Tox, a takze przede wszystkim celem oszacowania efektu modulacji aktywnosci
pompy wyrzutu Pgp. Zwiazki do badan zostaty przekazane przez prof. dr hab. Jadwige Handzlik, mgr
Anete Kaczor, dr Katarzyne Szczepanskg oraz dr. Wesama Alego z Katedry Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM. Otrzymane wyniki zostaly opisane i opublikowane
w artykutach B60-B62.

Moje zainteresowania naukowe obejmuja rowniez poszukiwanie metodami in vitro potencjalnych
neuroprotektantébw, przy  zastosowaniu linii  komoérkowych  ludzkiej  neuroblastomy
SY-SH5Y oraz IMR-32. Prowadzone do tej pory badania zwiazkéw dostarczonych przez
dr Magdaleng Kurnik-Lucka z Katedry Patofizjologii UJ CM oraz dr hab. Ew¢ Szymanska z Katedry
Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Lekéw UJ CM zaowocowaly dwoma
opublikowanymi artykutami B63 i B64. Oszacowanie neuroprotekcyjnej aktywnosci liganda
receptora Has, dostarczonego przez dr hab. Dorote Lazewsks, opisano rowniez w artykule B21.
Ponadto od listopada 2019 roku jestem kierownikiem grantu NCN przyznanego w ramach naboru
MINIATURA za projekt pt. ,,Okreslenie dziatania antyoksydacyjnego i neuroprotekcyjnego silnych
ligandow receptoréw adenozynowych Al i A2A o potencjalnym zastosowaniu w terapii chordb
Alzheimera i Parkinsona” (2019/03/X/NZ7/00180).

W latach 2010-2012 prowadzitem zaj¢cia dydaktyczne dla studentow kierunku Kosmetologia,
w tym bylem promotorem szes$ciu prac magisterskich zwigzanych z zastosowaniem biotechnologii
w kosmetologii. Zaowocowato t0 opublikowaniem jednej pracy przegladowej i jednego artykutu
oryginalnego w recenzowanych czasopismach (artykuty B65 i B66).

W ramach wspotpracy z dr hab. Sebastianem Polakiem, prof. UJ z Pracowni
Farmakoepidemiologii i Farmakoekonomiki UJ CM bratem udziat w projekcie majacym na celu
oszacowanie aktywnos$ci terapeutycznej metabolitow antazoliny. Moim zadaniem bylo okreslenie
doktadnej struktury aktywnego metabolitu tego leku. Wyniki tych badan opublikowano w artykule
B67 oraz sa przedmiotem zgtoszenia patentowego (Zat. 4, sekcja I11.3, pozycja 5).

Ponadto nie zostaly jeszcze opublikowane wyniki moich badan prowadzonych w ramach
wykonywania ponizszych projektow:

e .Receptor sierocy GPRI8. Poszukiwanie niezbednych narzedzi do badan nad GPR18 jako
potencjalnym celem terapeutycznym” Grant NCN (2013/11/B/NZ7/04865) kierowany
przez prof. dr hab. Katarzyne Kie¢-Kononowicz

e, Funkcjonalnie selektywni odwrotni agonisci receptora 5-HT6 oraz podwaojne inhibitory
5-HT6/MAO-B — W poszukiwaniu nowych podejs¢ terapeutycznych do leczenia choroby
Alzheimera”. Grant NCN (2016/21/B/NZ7/01742) kierowany przez prof. dr. hab. Pawta
Zajdla

e Inkubator Innowacyjnos$ci+ (MNISW/2017/DIR/I1+) kierowany przez prof. dr. hab.
Pawla Zajdla
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o Uklady przesycone jako uniwersalna platforma do rozwigzywania problemu trudnej
rozpuszczalnosci substancji leczniczych”. Grant NCN (2019/34/E/NZ7/00245) kierowany
przez dr hab. Ann¢ Krupg

e . Ligandy wielofunkcyjne szansq na zatrzymanie blednego kola tauopatii i procesow
neurozapalnych w chorobie Alzheimera: poszukiwanie dualnych inhibitoréw kinaz GSK-
30 i IKK-g”. Grant NCN (2019/34/E/NZ7/00090) kierowany przez dr hab. Anng
Wigckowska

7.3 Nagrody i wyrdznienia

1. 2006-2007 Stypendium finansowane z funduszy UE i budzetu panstwa w ramach
Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju Regionalnego pt. ,,Akademicka
Innowacyjnos¢ dla Matopolski — program stypendialny dla najlepszych doktorantéw UJ”
2011 Wyrdznienie pracy doktorskiej przez Rade Wydziatu Farmaceutycznego
2015 Nagroda Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego za osiggni¢cia naukowe
2018 Nagroda Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego za osiggnig¢cia naukowe
2018 Nagroda Rektora UJ za indywidualne osiggni¢cia dydaktyczne
2019 Nagroda Rektora UJ za indywidualne osiggnigcia naukowe
Nagrody za prezentacje posterowe:
,In vitro and in silico metabolic stability studies of H3 receptor ligands” -
VI Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, Poland, 2014 (pierwszy autor)
e  Activity profile and drug likeness properties of the most potent (4-methylpiperazin-1-yl)-
1,3,5-triazin-2-amine styryl derivatives”, EHRS 44% Annual Meeting — Malaga, Spain,
2015 (wspotautor)
8. Nagrody dla cztonkow koordynowanego przeze mnie Studenckiego Kota
Biotechnologii Medycznej:
e 4 wyrdznienia za prezentacje ustne lub posterowe podczas miedzynarodowych
konferencji studentow kierunkéw medycznych.
e 1 przyznany grant studencki
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