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1 Imie i nazwisko

Katarzyna Szczepanska

2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

30.06.2020 Doktor nauk medycznych i nauk o zdrowiu w_dyscyplinie

nauki farmaceutyczne

Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum

Tytul rozprawy doktorskiej: The search for novel histamine
H;s receptor ligands in the group of piperazine derivatives

Promotor: Prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz

Rozprawie doktorskiej przyznano wyrdznienie

25.06.2014 Magister farmacji

Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum

Tytul pracy magisterskiej: Poszukiwanie nowych ligandow
receptorow Hs histaminowych w grupie pochodnych
(cyklo)alkilofenonow

Promotor: Prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz

3 Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2020 — obecnie Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk, Zaklad Chemii Lekow, stanowisko: asystent

(08.02.2022 — 06.02.2023 — urlop macierzynski, rodzicielski)

01.01.2021 — obecnie Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum, Katedra Technologii i Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych, stanowisko: wykonawca badan

statutowych
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01.06.2020 — 28.02.2021 Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum, Katedra Chemii Farmaceutycznej,

stanowisko: specjalista

4  Oméwienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy
4.1 Tytul osiggniecia naukowego

Receptor H; histaminowy jako jeden z punktow uchwytu ligandow wielocelowych w terapii schorzen

osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego

4.2  Zestawienie publikacji wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego

Przedstawione osiagni¢cie naukowe wynikajace z art. 219, ust. 1, pkt. 2b ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce stanowi cykl 6 powigzanych tematycznie artykulow
naukowych, z ktorych 5 stanowia prace oryginalne, natomiast 1 artykut jest publikacja przegladows.
Prace te zostaty opublikowane w latach 2020-2023. Sumaryczny wskaznik cytowan (Impact Factor, IF)
prac sktadajacych si¢ na osiggnigcie naukowe wynosi 31,351, natomiast tgczna liczba punktow MNiSW

wynosi 750. Pozostale osiggniecia naukowe zostaty omowione w rozdziatach 5.1 oraz 5.2.

Zestawienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Punktacja (w roku wydania)

IF MNiSW

Lp. Dane bibliograficzne publikacji

Szczepanska K, Kincses A, Vincze K, Szymanska E, Latacz G,

Kuder KJ, Stark H, Spengler G, Handzlik J, Kie¢-Kononowicz K.
H1  N-Substituted piperazine derivatives as potential multitarget 2,823 70
agents acting on histamine Hsreceptor and cancer resistance
proteins. Bioorg Med Chem Lett. 2020 Nov 15;30(22):127522.
Szczepanska K, Kuder KJ, Kie¢-Kononowicz K. Dual-targeting
Approach on Histamine H; and Sigma-1 Receptor Ligands as
Promising Pharmacological Tools in the Treatment of CNS-
linked Disorders. Curr Med Chem. 2021;28(15):2974-2995.
Szczepanska K, Pockes S, Podlewska S, Horing C, Mika K,
Latacz G, Bednarski M, Siwek A, Karcz T, Nagl M, Bresinsky M,
Monnich D, Seibel U, Kuder KJ, Kotanska M, Stark H, Elz S,
H3 Kie¢-Kononowicz K. Structural modifications in the distal, 7,088 140

regulatory region of histamine H; receptor antagonists leading to

the identification of a potent anti-obesity agent. Eur J Med Chem.

2021 Mar 5;213:113041.

Szczepanska K#, Podlewska St, Dichiara M, Gentile D, Patamia

V, Rosier N, Monnich D, Ruiz Cantero MC, Karcz T, Lazewska
H4 D, Siwek A, Pockes S, Cobos EJ, Marrazzo A, Stark H, Rescifina 5,000 100

A, Bojarski AJ, Amata E, Kie¢-Kononowicz K. Structural and

Molecular Insight into Piperazine and Piperidine Derivatives as

H2 4,740 100
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Histamine Hs and Sigma-1 Receptor Antagonists with Promising
Antinociceptive Properties. ACS Chem Neurosci. 2022 Jan
5;13(1):1-15.

HS

Szczepanska K, Karcz T#, Dichiara M, Mogilski S, Kalinowska-

Thiscik J, Pilarski B, Leniak A, Pietru§ W, Podlewska S,

Popiotek-Barczyk K, Humphrys LJ, Ruiz-Cantero MC, Reiner-

Link D, Leitzbach L, Lazewska D, Pockes S, Gorka M,

Zmystowski A, Calmels T, Cobos EJ, Marrazzo A, Stark H, 7,300 200
Bojarski AJ, Amata E, Kie¢-Kononowicz K. Dual Piperidine-

Based Histamine Hsand Sigma-1 Receptor Ligands in the

Treatment of Nociceptive and Neuropathic Pain. J Med Chem.

2023 Jul 27;66(14):9658-9683.

He

Szczepanska K*, Bojarski AJ, Popik P, Malikowska-Racia N.
Novel object recognition test as an alternative approach to
assessing the pharmacological profile of sigma-1 receptor
ligands. Pharmacol Rep. 2023 Oct;75(5):1291-1298.

4,400 140

+ —rownorz¢dny wktad; * — autor korespondencyjny

Badania zrealizowane przez habilitantke, ktore zostaly przedstawione w publikacjach wchodzgcych

w sktad osiggnigcia naukowego finansowano z nastepujgcych zrodet:

4.3

Pochodne piperazyny jako aktywne ligandy receptorow H; histaminowych - modelowanie
molekularne, synteza, ewaluacja farmakologiczna — Narodowe Centrum Nauki: PRELUDIUM
nr 2016/23/N/NZ7/00469, wysokos¢ dofinansowania: 141 600 PLN, okres realizacji:
01.09.2017 — 28.02.2021, charakter udziatu habilitantki: kierownik projektu [H1, H2].

Dualne ligandy receptorow Hs histaminowych oraz sigma-1 jako nowe narzedzia
farmakologiczne w terapii schorzen osrodkowego uktadu nerwowego ze szczegolnym
uwzglednieniem bolu neuropatycznego — Narodowe Centrum Nauki: SONATINA nr
2020/36/C/NZ7/00284, wysokos¢ dofinansowania: 1081987 PLN, okres realizacji:
10.09.2020 — obecnie, charakter udziatu habilitantki: kierownik projektu [H3 — H6].

Opis wkladu wlasnego w publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

H1. Szczepanska K. Kincses A, Vincze K, Szymanska E. Latacz G, Kuder KJ. Stark H, Spengler G,

Handzlik J, Kie¢-Kononowicz K. N-Substituted piperazine derivatives as potential multitarget agents

acting on histamine Hj receptor and cancer resistance proteins. Bioorg Med Chem Lett. 2020 Nov

15:30(22):127522.

Mo¢j wktad w publikacje polegal na opracowaniu koncepcji badan oraz wyselekcjonowaniu

zwigzkow do przetestowania ich wplywu na aktywno$¢ pompy ABCBI1, wlasciwosci cytotoksycznych

i antyproliferacyjnych z biblioteki ligandow H;R. Biblioteke t¢ zsyntetyzowalam w poprzednich

badaniach. Ponadto, przeprowadzitam analiz¢ otrzymanych wynikow, przygotowatam tekst publikacji,

wstepng wersj¢ manuskryptu, suplement, figure 1 oraz wybrane odpowiedzi na uwagi recenzentow.
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H2. Szczepanska K, Kuder KJ, Kieé-Kononowicz K. Dual-targeting Approach on Histamine Hj and

Sigma-1 Receptor Ligands as Promising Pharmacological Tools in the Treatment of CNS-linked
Disorders. Curr Med Chem. 2021:28(15):2974-2995.

Moja rola w przedstawionej pracy bylo dokonanie przegladu literaturowego w zakresie wlasciwosci
farmakologicznych ligandow receptoréw H; histaminowych oraz sigma-1, jak rowniez analiza ich
budowy chemicznej. Co wigcej, omowitam potencjalne korzysci terapeutyczne wynikajace
z jednoczesnego oddzialywania zwigzkéw na te dwa cele biologiczne. Bralam réwniez udziat
w przygotowaniu tekstu publikacji, wstepnej wersji manuskryptu (jestem autorkg nastgpujacych figur:

1,4,5,6,7,8) oraz wybranych odpowiedzi na uwagi recenzentow.

H3. Szczepanska K. Pockes S. Podlewska S, Horing C, Mika K. Latacz G, Bednarski M. Siwek A,
Karcz T, Nagl M, Bresinsky M, Monnich D, Seibel U, Kuder KJ, Kotanska M. Stark H, Elz S, Kie¢-

Kononowicz K. Structural modifications in the distal, regulatory region of histamine Hj receptor
antagonists leading to the identification of a potent anti-obesity agent. Eur J Med Chem. 2021 Mar

5;213:113041.

Moj wktad w publikacj¢ polegal na opracowaniu koncepcji badan oraz dokonaniu analizy zaleznosci
struktura-aktywno$¢ w grupie 12 ligandow receptorow Hsz histaminowych otrzymanych podczas
ostatniego roku studidéw doktoranckich, ktérych synteza oraz charakterystyka wlasciwosci
farmakologicznych nie byly dotad publikowane, zatem nie zostaly one ujete w cyklu
3 pierwszoautorskich publikacji eksperymentalnych stanowigcych przedmiot rozprawy doktorskie;j.
Ponadto, dla zwigzkow omawianych w publikacji H3 przetestowatam ich powinowactwo do
pozostatych podtypow receptorow histaminowych (H;, H», H4) oraz scharakteryzowalam profil
aktywnosci funkcjonalnej w tesScie rekrutacji biatka mini-G. Badania te przeprowadzitam podczas stazu
na Uniwersytecie w Regensburgu. Po zlozeniu pracy doktorskiej, asystowalam takze w badaniach
wplywu testowanych zwigzkéw na aktywnos$¢ cytochromu P450 (izoforma 3A4). Dokonalam analizy
wszystkich otrzymanych wynikéw, wyselekcjonowatam strukture wiodacg do badan in vivo,
przygotowalam tekst publikacji oraz wstepng wersje manuskryptu, suplement, cz¢s¢ figur (abstrakt

graficzny, fig. 1, schemat 1), jak rowniez wybrane odpowiedzi na uwagi recenzentow.

H4. Szczepanska Kt Podlewska St, Dichiara M. Gentile D, Patamia V., Rosier N, Monnich D, Ruiz
Cantero MC, Karcz T, Lazewska D. Siwek A, Pockes S, Cobos EJ, Marrazzo A, Stark H, Rescifina A,

Bojarski AJ, Amata E, Kie¢-Kononowicz K. Structural and Molecular Insight into Piperazine and

Piperidine Derivatives as Histamine Hsand Sigma-1 Receptor Antagonists with Promising
Antinociceptive Properties. 4CS Chem Neurosci. 2022 Jan 5:13(1):1-15.

W publikacji H4 pelnitam role koordynatora projektu, bratam udzial w opracowaniu koncepcji

badan oraz wyselekcjonowatam 20 ligandow Hs;R do oznaczenia ich powinowactwa wzgledem
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receptorow sigma-1 oraz sigma-2. Zwiazki te zostaly przeze mnie zsyntetyzowane w poprzednich
badaniach. Dokonalam analizy zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ oraz wyselekcjonowatam struktury
wiodgce do badan in vitro oraz in vivo. Przygotowatam tekst publikacji, wstepng wersj¢ manuskryptu,
suplement, cze$¢ figur (abstrakt graficzny, fig. 1, fig. 4) oraz wybrane odpowiedzi na uwagi

recenzentow.

HS. Szczepanska Kit, Karcz Tt, Dichiara M, Mogilski S, Kalinowska-Ttu$cik J, Pilarski B, Leniak A,
Pietru§ W, Podlewska S. Popiolek-Barczyk K, Humphrys LJ, Ruiz-Cantero MC, Reiner-Link D,
Leitzbach L, Lazewska D, Pockes S, Gorka M, Zmystowski A, Calmels T, Cobos EJ, Marrazzo A, Stark

H, Bojarski AJ, Amata E, Kie¢-Kononowicz K. Dual Piperidine-Based Histamine H; and Sigma-1
Receptor Ligands in the Treatment of Nociceptive and Neuropathic Pain. J Med Chem. 2023 Jul

27:66(14):9658-9683.

W publikacji H5 petnitam rol¢ koordynatora projektu, zaprojektowatam oraz zsyntetyzowatam serig
dualnych ligandow receptorow Hs histaminowych oraz sigma-1, jak rowniez wyjsciowych
aminoalkoholi testowanych w badaniach miareczkowania potencjometrycznego. Co wigcej,
asystowalam w badaniach przenikalnosci zwigzkow przez sztuczng btong biologiczng w teScie PAMPA
oraz aktywnos$ci wewngtrznej w tescie akumulacji cyklicznego AMP. Dokonalam analizy zalezno$ci
struktura-aktywno$¢ oraz pozostatych wynikoéw, po czym wyselekcjonowatam struktury wiodace do
badan in vivo. Przygotowatam tekst publikacji, wstgpng wersje manuskryptu, suplement, czgs¢ figur
(abstrakt graficzny, fig. 1, fig. 2, schemat 1, fig. 4, fig. 8) oraz wybrane odpowiedzi na uwagi

recenzentow.

H6. Szczepanska K*, Bojarski AJ, Popik P, Malikowska-Racia N. Novel object recognition test as an

alternative approach to assessing the pharmacological profile of sigma-1 receptor ligands. Pharmacol

Rep. 2023 Oct;75(5):1291-1298.

W publikacji H6 pehlitam role koordynatora projektu oraz bralam udzial w opracowywaniu
koncepcji badan. Zsyntetyzowalam ewaluowany w pracy zwigzek KSK100, przeanalizowatam
otrzymane wyniki, przygotowalam tekst publikacji, wstepng wersj¢ manuskryptu oraz cze$¢ figur
(abstrakt graficzny, fig. 1, fig. 2). Ponadto, prowadzitam korespondencj¢ z edytorem czasopisma

Pharmacological Reports oraz przygotowatam odpowiedzi na uwagi recenzentow.

4.4 Oméwienie celu naukowego przedstawionego osiggniecia naukowego oraz otrzymanych
wynikow

4.4.1 Wprowadzenie

Ligandy wielofunkcyjne, jako alternatywna strategia dla lekéw selektywnych w terapii schorzen

o zlozonej etiopatologii
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W ostatnich latach zmieniato si¢ podejécie do projektowania lekéw, ktore wynika z cigglego
poszerzania si¢ wiedzy na temat molekularnych podstaw funkcjonowania zywych organizméw. Chemia
medyczna ze wzgledu na swdj interdyscyplinarny charakter podlega dynamicznemu rozwojowi, ale
jednoczes$nie staje przed coraz trudniejszymi wyzwaniami, wsrod ktorych wymieni¢ mozna
poszukiwanie lekéw na choroby o zlozonej etiologii oraz konieczno$¢ zapewnienia bezpieczenstwa
farmakoterapii.

Filozofia ,,jedna czasteczka — jeden cel — jedna choroba” byta dominujgcym podejsciem w chemii
medycznej przez kilka dziesiecioleci az do konca XX wieku®. Strategia ta opierata sie na identyfikacji
1 optymalizacji matych czgsteczek zdolnych do selektywnego rozpoznania jednego celu, uwazanego za
w petni odpowiedzialny za jedng okreslong chorobg. Celem podejscia ,,jeden lek — jeden cel” (ang.
single-target agent) bylo znalezienie zwigzkoéw bioaktywnych obdarzonych ograniczonym ryzykiem
dziatania na inne cele, cz¢sto odpowiedzialnych za skutki uboczne lekow. Tego typu strategia okazata
si¢ skuteczna, ale tylko w przypadku chordb o prostej etiologii, gdzie cel biologiczny byt wyraznie
okreslony (receptor, enzym) i dodatkowo, znana byla struktura krystaliczna farmakofora®. Niestety,
czesto na dalszych etapach badan okazywato sig, ze racjonalnie zaprojektowany lek lub kandydat na
lek, oprocz oddziatywania z gtdéwnym celem biologicznym, oddziatuje takze z innymi strukturami (ang.
off-targets)®. Wykazano, ze czesto jest to przyczyng dzialah niepozadanych lub wrecz obserwowanej
toksycznosci. Co wigcej, zwigzki o zdefiniowanym, selektywnym wplywie na jeden z celow
biologicznych, mogg uruchomi¢ jednocze$nie kilka uktadow receptorowych lub enzymatycznych®.
W stanach chorobowych, dodatkowo dochodzi do zaburzenia rownowagi oraz sekwencji, w jakiej te
procesy nastepuja. W przypadku schorzen psychiatrycznych, ktorych etiologia jest ztozona, regulowana
jednoczesnie przez kilka ukladéw receptorowych lub enzymatycznych, tworzacych niejednokrotnie
rozlegly siatke polgczen, strategia selektywnos$ci nie sprawdzita si¢>. W konsekwencji, z punktu
widzenia skuteczno$ci terapii, usituje si¢ oddziatywa¢ na kilka celéw biologicznych, poprzez
stosowanie polipragmazji lub tez przyjmowanie jednej postaci leku, ktora stanowi preparat ztozony
z kilku substancji aktywnych®.

Chemia medyczna zaproponowala rozwigzanie, stawiajgc sobie za cel mozliwos¢ zaprojektowania
zwigzku, ktory w swojej strukturze zawiera elementy umozliwiajace oddziatywanie z kilkoma celami
biologicznymi, istotnymi z terapeutycznego punktu widzenia. Taki przypadek okresla si¢ mianem
»zaprojektowanej nieselektywnosci” lub ,,selektywnej nieselektywnosci” (ang. designed nonselectivity
lub selective nonselectivity). Poniewaz zaburzenia osrodkowego uktadu nerwowego charakteryzuja si¢
réznorodnymi dysfunkcjami fizjologicznymi i deregulacjg zlozonej sieci szlakow sygnatowych,
optymalne leki wielokierunkowe powinny jednocze$nie i wybidrczo modulowaé wybrane grupy celow
biologicznych®. To zaloZenie dalo poczatek polifarmakologii — nowej dziedzinie naukowej
skoncentrowanej na odkrywaniu, rozwoju i badaniu farmakologicznym zaprojektowanych ligandow

wielofunkcyjnych (ang. Multitarget-Directed Ligands, MTDLSs), zdolnych do jednoczesnej modyfikacji
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aktywnosci kilku wzajemnie oddzialujacych celéw farmakologicznych’®. Cho¢ ich identyfikacja od
dawna jest wynikiem przypadkowosci, obecnie zadania chemii medycznej skupiajg si¢ na
projektowaniu pozadanej polifarmakologii.

Potencjalne korzysci wynikajace z opracowania nowych lekéw opartych o wielocelowy mechanizm
dziatania sprawiaja, ze podejmuje si¢ coraz wigcej prob implementacji tej strategii przy projektowaniu
nowych lekéw. Niemniej jednak stanowi to wyzwanie dla naukowcow zajmujgcych si¢ chemia
medyczng, poniewaz proces optymalizacji struktur wiodgcych wymaga rownoczesnej analizy
zaleznosci struktura-aktywno$¢ wobec kilku celdow biologicznych. Ponadto, wazne jest uzyskanie
struktur o odpowiednio zbalansowanej aktywnosci i1 selektywnosci. Ligandy wielocelowe natomiast,
Z racji swojego odmiennego, a zarazem synergistycznego mechanizmu dzialania moga prezentowac
rozne aktywnosci dla poszczegdlnych punktow uchwytu, ktorej zakres czgsto wyznaczany jest dopiero
po wynikach badan przedklinicznych.

Morphy i Rankovic, w pracy dotyczacej pozyskiwania ligandow wielofunkcyjnych, opisujg dwie
zasadnicze strategie; oparte na wiedzy i wykorzystujgce badania przesiewowe®. Strategia oparta na
wiedzy (ang. knowledge-based approach lub framework combination), wykorzystuje znajomosc
aktywnosci biologicznej okreslonych zwiazkow. Polega na wybraniu dwoch selektywnych ligandow,
z ktérych kazdy oddziatuje z innym celem biologicznym, a nastgpnie polaczeniu ich w jedng czasteczke.
Niezbedna jest tutaj jednak znajomos¢ farmakoforow obu selektywnych ligandow, gdyz gwarantuja
aktywno$¢ kazdego z ligandow wobec okreslonego celu biologicznego i musza by¢ obecne
w projektowanym ligandzie wielofunkcyjnym®. Dzieki temu moze wykazywa¢ aktywno$¢ podobng do
czasteczek wyjsciowych, na bazie ktorych zostal stworzony. Farmakofory, w czasteczce liganda
wielofunkcyjnego, moga zosta¢ potgczone ze sobg w sposob umozliwiajacy ich pozniejszy rozdziat,
moga naktadaé si¢ wzajemnie — czgsciowo lub catkowicie, wskutek ich strukturalnego podobienstwa
(Rysunek 1). W przypadku ligandow o wyraznie oddzielonych grupach farmakoforowych, stosowane
taczniki moga by¢é, w warunkach metabolizmu ustrojowego, trwale Iub podlega¢ procesom
metabolicznym prowadzgcym do uwolnienia dwodch czasteczek, moggcych dziata¢ nastgpnie
niezaleznie od siebie na odr¢bne cele biologiczne. Jako trwate taczniki stosuje si¢ tancuchy alkilowe lub
fragmenty arylowe, ktore mogg rowniez by¢ elementem odpowiedzialnym za dodatkowa lub
zwigkszong aktywno$¢ catej czasteczki. Laczniki ,,degradowalne” najczesciej opierajg si¢ na wigzaniu
estrowym, ktoére w warunkach ustrojowych jest tatwo hydrolizowane przez obecne w osoczu
esterazy®'°. Ligandy, cze¢$ciowo nakladajace si¢, mozna traktowaé jako hybrydy dwoch uktadow
farmakoforowych, natomiast w przypadku ligandow wysoko zintegrowanych, elementy farmakoforow
naktadajg si¢ na siebie catkowicie. Otrzymanie zwigzkow hybrydowych pozwala nie tylko poprawi¢ ich
aktywnos¢, ale takze korzystnie wplyna¢ na parametry farmakokinetyczne, zblizone do wykazywanych

przez stosowane w terapii leki®.
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Rysunek 1. Strategia taczenia farmakoforéw (opracowano na podstawie [9]).

W strategii wykorzystujacej badania przesiewowe, biblioteki zwigzkow sg poddawane testom
oceniajacym ich aktywno$¢ wobec wybranych celow biologicznych, co pozwala na znalezienie
odpowiedniego kandydata, cechujacego si¢ pozadanym profilem farmakologicznym. Badaniu
przesiewowemu mozna poddac biblioteke sktadajaca si¢ z duzej liczby bardzo roznorodnych, wczesniej
zsyntetyzowanych zwigzkéw. Poszukiwanie zwigzkéw aktywnych prowadzi si¢ w oparciu
o wysokosprawne badanie przesiewowe (ang. high-throughput screening, HTS) wobec wybranych

celéw biologicznych, po czym zwigzki porzadkuje si¢ zgodnie z ich aktywnoscia®.

Receptory H; histaminowe — budowa i funkcje biologiczne oraz charakterystyka farmakologiczna
ich ligandéw

Aktywno$¢ biologiczna histaminy jest wynikiem jej oddziatywan z receptorami histaminowymi.
Aktualnie znane sg cztery typy receptoréw histaminowych (Hi, H», Hs; i Hi), umiejscowionych
w roznych tkankach i wystepujacych z rézna gestoscig. Receptory histaminowe naleza do receptorow
blonowych sprzezonych z biatkami G (ang. G-protein-coupled receptors, GPCRs)!!.

Receptory Hs (H3R) zidentyfikowano w 1983 roku w osrodkowym uktadzie nerwowym, potem ich
obecno$¢ stwierdzono takze w nerwach obwodowych, w sercu, ptucach, przewodzie pokarmowym oraz
skorze i $rodbtonku naczyn'?. Dziatajg one za posrednictwem biatek Gi, powodujac obnizenie stezenia
cyklicznyego adenozynomonofosforanu (cAMP). Receptory Hs histaminowe pierwotnie zdefiniowane
jako presynaptyczne autoreceptory hamujace, modulujace syntez¢ i uwalnianie histaminy, wystgpuja
roOwniez jako postsynaptyczne heteroreceptory modulujace uwalnianie szeregu neuroprzekaznikow
i peptydow, takich jak: noradrenalina, acetylocholina, kwas y-aminomastowy, serotonina, substancja P'3
(Rysunek 2). Liczne doniesienia literaturowe potwierdzajg uzytecznos¢ ligandéw HsR w schorzeniach
osrodkowego uktadu nerwowego, takich jak narkolepsja, demencja, padaczka i otyto$¢. Mogg mieé
takze zastosowanie w terapii bolu, bezsenno$ci, migreny i niepokoju'#!> .

Od lat w poszukiwaniach aktywnych ligandéw tych receptorow zaangazowanych jest wiele
osrodkow naukowych oraz firm farmaceutycznych. Intensywne prace syntetyczne doprowadzity do
otrzymania duzej liczby zréznicowanych strukturalnie zwigzkéw. Cze$¢ z nich dotarta do badan

klinicznych, ale jak na razie tylko pitolisant zostal wprowadzony na rynek farmaceutyczny jako lek pod
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Rysunek 2. Schemat mozliwych efektow farmakologicznych antagonistow H3R (ACh: acetylocholina, GABA:
kwas y-aminomastowy, DA: dopamina, NA: noradrenalina, 5-HT: serotonina, TMN: jadro guzowo-suteczkowate,
HDC: dekarboksylaza histydynowa, HNMT: N-metylotransferaza histaminowa).

nazwa Wakix i jest stosowany w terapii narkolepsji z katapleksja lub bez!®!”. Trwajg badania kliniczne
nad mozliwo$cig zastosowania pitolisantu w innych chorobach o$rodkowego uktadu nerwowego, m.in.

w demencji, schizofrenii i nadpobudliwosci ruchowej (ADHD).

Receptory sigma-1 jako odrebna klasa wewngtrzkomorkowych bialek oraz charakterystyka
farmakologiczna ich ligandow

Receptory sigma stanowig enigmatyczng grupg biatek o stosunkowo stabo poznanej funkcji, ktore
poczatkowo blednie klasyfikowano jako jeden z typow receptoréw opioidowych'®. Opisano dwa rodzaje
tych biatek, sigma-1 (61R) oraz sigma-2 (c2R). Sigma-1 jest przezblonowym biatkiem chaperonowym
siateczki $rodplazmatycznej, kodowanym u cztowieka przez gen SIGMARI (Rysunek 3)!°. Podlega on
ekspresji w roznych tkankach, szczegdlnie w osrodkowym uktadzie nerwowym. Najwicksza gestos¢
oiR stwierdzono w mozdzku, jadrze pollezacym i korze®. Rola receptora o) polega na
wewnatrzkomérkowej modulacji sygnalu pomiedzy organellami'®. Jak dotad nie zidentyfikowano
endogennego liganda o;R, natomiast wykazano, ze powinowactwo do tych receptoréw wykazujg
pochodne tryptaminy i niektore neurosteroidy?"->.

Udziat receptorow sigma-1 badany jest aktualnie w patogenezie wielu schorzen takich jak choroba
Alzheimera, stwardnienie zanikowe boczne, bol towarzyszacy procesowi zapalnemu i bol
neuropatyczny®. Antagoni$ci 61R, jak na przyklad E-52862%, badani sa pod katem wiasciwosci

przeciwbolowych*+*, Agonizm wobec receptoréw sigma-1 skutkuje dziataniem przeciwdepresyjnym,
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Rysunek 3. Aktywnos¢ o1R w wewnatrzkomorkowej modulacji sygnatu migdzy organellami oraz mozliwe efekty
farmakologiczne jego antagonistow (ROS: reaktywne formy tlenu, BiP: biatko szoku cieplnego, ER: retikulum
endoplazmatyczne).

o czym $wiadczy skuteczno$¢ fluwoksaminy w leczeniu objawow depresji psychotycznej?’. Ponadto,

agonisci 6;R w badaniach na zwierzetach wykazuja dziatanie kardioprotekcyjne®® i neuroprotekcyjne.

Ekspresja i funkcja glikoproteiny P oraz jej rola w zjawisku opornosci wielolekowej

Opornos¢ wielolekowa (ang. multidrug resistance, MDR) jest zjawiskiem opartym na
jednoczesnym wystepowaniu opornosci na kilka lub kilkanascie lekow odmiennych pod wzgledem
mechanizmoéw dzialania, jak i budowy chemicznej. W konteksécie komérek nowotworowych cecha ta
moze by¢ nabyta lub posiada¢ pierwotne pochodzenie®.
Wigkszos¢ biatek opornosci wielolekowej nalezy do duzej nadrodziny ABC (ang. ATP-binding
casette)*®. Sposrdd tych bialek najlepiej poznanym jest glikoproteina P (ang, P-glycoprotein, P-gp),
produkt ekspresji genu ABCB1, odpowiedzialna m.in. za usuwanie ksenobiotykow i lekdw poza obszar
komorki. P-gp to przezblonowe biatko zbudowane z 1280 aminokwaséw, pelnigce funkcje ATP-
zaleznej pompy (Rysunek 4)*°. Podczas przylaczania substratu dochodzi do zmian w konformacji
glikoproteiny P, a energia niezbedna do przeprowadzenia tego procesu pochodzi z hydrolizy ATP.
Biatko traci wtedy powinowactwo do ATP oraz substratu, a przylaczony wczesniej substrat zostaje
uwolniony do zewnetrznej czeséci btony, skad moze oddyfundowac do przestrzeni pozakomoérkowej. Na
kolejnym etapie biatko wraca do swojej wyjsciowej konformacji, wykorzystujac energi¢ z hydrolizy
drugiej czasteczki ATP?!. Dzigki temu glikoproteina P ma zdolno$¢ do usuwania z wnetrza komorki
zwigzkoéw o potencjalnie kancerogennym dziataniu i tym samym chroni komorke przed transformacija

nowotworowg™.
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Rysunek 4. Struktura glikoproteiny P (PDB ID: 6QEX).

Glikoproteina P fizjologicznie wyst¢gpuje w nabtonku jelita cienkiego i grubego, nadnerczach,
watrobie, tozysku, naczyniach krwiono$nych, jadrach oraz mozgu. W barierze krew-moézg i krew-jadra
chroni te narzady poprzez usuwanie ksenobiotykow i lekdw. Ponadto glikoproteina P zmniejsza
wchlanianie substratow z jelit i zwigksza usuwanie/wydalanie ich z moczem, dzigki czemu redukuje
toksyczne dzialanie ksenobiotykow na organizm/komorki®*34,

Zaroéwno obecno$¢, jak 1 zwigkszona aktywno$¢ glikoproteiny P przyczynia si¢ do rozwoju
opornosci wielolekowej, w wyniku ktoérej komorki po ekspozycji na jeden lek/zwigzek nabywaja
opornosci na zwigzki o innej budowie oraz odmiennym mechanizmie dzialania (tzw. opornosé
krzyzowa)*®.

W zwiazku z powyzszym, obecnos¢ glikoproteiny P moze sprzyja¢ gorszej odpowiedzi na terapi¢
przeciwnowotworowa, a tym samym korelowa¢ z szybszym rozwojem choroby i stopniem jej

zaawansowania, co w efekcie wigze sie z gorszym rokowaniem?®>°,

4.4.2 Cel badawczy

Glownym celem badawczym prac wchodzacych w sktad dzieta habilitacyjnego byta identyfikacja
serii polaczen chemicznych o spodziewanej aktywnoS$ci farmakologicznej wzgledem receptoréw Hs
histaminowych oraz innych wybranych celéw biologicznych, takich jak glikoproteina P oraz receptory
sigma-1. Zwigzki do badan zostaly zaprojektowanie i1 zsyntetyzowane, jak rowniez wyselekcjonowane
z istniejgcej biblioteki ligandow H3R otrzymanej przeze mnie w toku dotychczasowej pracy naukowe;.

Ponadto, celem badawczym prac byto przeprowadzenie skriningu farmakologicznego in vitro oraz
analizy zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ (SAR) wzbogaconej badaniami modelowania molekularnego
oddziatywan biatko-ligand. Co wigcej, celem badawczym byta rowniez charakterystyka wybranych
parametréw lekopodobienstwa struktur wiodgcych metodami in vitro oraz sprawdzenie ich aktywnosci
farmakologicznej w wybranych modelach zwierzgcych.

Badania opisane w rozprawie habilitacyjnej majg charakter interdyscyplinamy i wymagaty

wspotpracy wielu osob. Prace syntetyczne, niektore badania farmakologiczne in vitro (profil aktywnosci
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wewnetrznej wzgledem H3R) czy badania dodatkowe (np. wplyw na aktywno$¢ cytochromu P450,
przenikalno$¢ przez btony biologiczne, modelowanie i dokowanie do wybranych celow biologicznych)
zostaly wykonane w Zaktadzie Chemii Lekow Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk (IF PAN) oraz w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych
(KTiBSL) Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum (UJ CM). Pozostate prace zostaly

wykonane we wspolpracy z badaczami z nastgpujacych oSrodkdéw w kraju i zagranica:

e dr Gabriellg Spengler oraz jej zespotem w sktadzie: dr Annamaria Kincses, Klaudia Vincze
z Uniwersytetu w Szegedzie (badania wplywu zwigzkéw na aktywnos¢ P-gp,
charakterystyka ich wtasciwosci cytotoksycznych i antyproliferacyjnych),

e prof. Holgerem Starkiem i jego grupa badawcza w sktadzie: dr Stefanie Hagenow, dr David
Reiner-Link, Luisa Leitzbach z Uniwersytetu Heinricha Heinego w Diisseldorfie
(oznaczenie powinowactwa zwigzkéw do HsR),

e dr. Steffenem Pockesem i jego zespotem w sktadzie: dr Carina Horing, dr Merlin Bresinsky,
dr Niklas Rosier, dr Laura J. Humphrys, Denise Monnich, Ulla Seibel-Ehlert, Martin Nagl
z Uniwersytetu w Regensburgu (oznaczenie powinowactwa zwigzkow do pozostatych
podtypow receptoréw histaminowych, charakterystyka funkcjonalna ligandow wzgledem
H;iR),

e prof. Emanuele Amata, prof. Antonio Rescifing oraz badaczami z ich zespotéw w skladzie:
dr Maria Dichiara, Davide Gentile, dr Vincenzo Patamia z Uniwersytetu w Katanii
(oznaczenie powinowactwa zwiazkow do o1R i 02R, modelowanie i dokowanie do o1R),

e prof. Enrique J. Cobosem oraz M. Carmen Ruiz-Cantero z Uniwersytetu w Granadzie
(charakterystyka profilu aktywnos$ci wewnetrznej wybranych ligandow wzgledem oR in
Vivo),

e prof. dr. hab. Piotrem Popikiem oraz dr Natalia Malikowska-Racia z Zaktadu Badan
Nowych Lekéw IF PAN (charakterystyka profilu aktywnosci wewngtrznej wybranych
ligandow wzgledem oR in vivo),

e dr hab. Justyng Kalinowskg-Thuscik, prof. UJ z Zakladu Krystalochemii i Krystalofizyki
Wydzialu Chemii UJ (badania krystalograficzne),

e dr hab. Magdaleng Kotanska, dr. Markiem Bednarskim oraz dr. Kamilem Mika z Zaktadu
Wstepnych Badan Farmakologicznych Katedry Farmakodynamiki UJ CM (badania
wlasciwosci anorektycznych zwiazkow in vivo, charakterystyka funkcjonalna wzgledem
HsR in vitro),

e dr. Szczepanem Mogilskim z Katedry Farmakodynamiki UJ CM (badania farmakologii
bezpieczenstwa oraz wlasciwosci przeciwbolowych zwigzkow in vivo),

e dr Katarzyng Popiotek-Barczyk z Zaktadu Neurochemii IF PAN (badania wlasciwos$ci

przeciwbolowych zwigzkow in vivo),
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e dr. Bogustawem Pilarskim z firmy Cerko Sp. z o0.0. Sp. k (miareczkowanie
potencjometryczne),

e dr. Michatem Gorka, dr. Adamem Zmystowskim oraz Arkadiuszem Leniakiem z firmy
Celon Pharma S.A. (badania stabilno$ci w surowicy, wykonanie analiz NMR

w $rodowisku o zmiennym pH).

4.4.3 Omowienie wynikow badan

H1 Szczepanska K, Kincses A, Vincze K, Szymanska E, Latacz G, Kuder KJ, Stark H, Spengler G,
Handzlik J, Kie¢-Kononowicz K. N-Substituted piperazine derivatives as potential multitarget
agents acting on histamine Hs receptor and cancer resistance proteins. Bioorg Med Chem Lett. 2020

Nov 15;30(22):127522.

Udzial histaminy w procesie rozwoju nowotworow jest niewatpliwie ogromny. Jednak liczne
przyktady jej dziatania zarowno przyspieszajacego, jak i hamujacego proliferacje komorek in vitro czy
tez r6zny wpltyw na progresje guzéw nowotworowych in vivo sg niekiedy trudne do wyjasnienia. Moze
by¢ to zwigzane z niejednakowa syntezg tej aminy w rdéznych typach nowotwordw, a tym samym
réoznym jej stezeniem w mikrosrodowisku guza, wpltywem na synteze i wydzielaniem cytokin
promujacych i hamujacych rozwdj nowotworow lub dzialaniem przez roézne typy receptorow
histaminowych®’. Badania in vitro sugerujg, ze antagonis$ci receptora Hs hamujg proliferacje niektorych
linii komérkowych3®.

Biorac pod uwagg role glikoproteiny P w zjawisku opornosci wielolekowej, jak rowniez fakt, iz
MDR jest gtowng przyczyng niepowodzenia chemioterapii nowotwordw, poszukiwanie modulatoréw
P-gp mogacych zahamowacé wyrzut lekow z komorek nowotworowych stato si¢ celem badan wielu
osrodkow naukowych na $wiecie. Zasadnym wydaje si¢ zatem sprawdzenie wptywu antagonistow HiR
na aktywnos$¢ P-gp, co moze zaowocowac identyfikacjg zwigzkow o podwojnym mechanizmie dziatania
— antyproliferacyjnym oraz hamujacym wyrzut lekow z komorek nowotworowych.

Majgc na uwadze powyzsze doniesienia literaturowe, w publikacji H1 zbadano i opisano zdolnos¢
18 ligandow H3R do hamowania aktywnosci glikoproteiny P w teécie akumulacji rodaminy 123
(modelowego substratu dla P-gp bedgcego jednoczesnie barwnikiem fluorescencyjnym). Zwiazki do
badan zostaly wyselekcjonowane z biblioteki ligandéw HsR otrzymanej uprzednio w KTiBSL (Tabela
1>, Ponadto, scharakteryzowano wiasciwosci cytotoksyczne i antyproliferacyjne wszystkich
testowanych zwigzkéw w tescie MTT. Jest on oparty na zdolno$ci enzymu — dehydrogenazy
mitochondrialnej do przeksztalcania pomaranczowej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej
(bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) do nierozpuszczalnego formazanu,
bedgcego ciemnoniebieskim produktem powyzszej reakcji. Po rozpuszczeniu krysztalow formazanu
w DMSO lub izopropanolu, powstaje barwny roztwor, ktorego intensywno$¢ zabarwienia mierzona jest

spektrofotometrycznie w zakresie dtugosci fal 492—-570 nm. Ilo$¢ barwnego zredukowanego MTT jest
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Tabela 1. Struktura i aktywno$¢ ligandow H3;R badanych w publikacji H1 (numeracja zgodna z opisem

w publikacji).
R2
//\N/Hn\/\oJi j
R1 e N \)
hH3R Ki hH3R K;
Lp. n R! R? [nM] Lp. n R! R? [nM]
X [CT1 95%)] X [CT1 95%)]
; . ] 315[132; 1 . midvn ] 3827 [752;
i -2- irymidyn-2-
pIYEI=Y 754]° piymGI-=Y 194841°
5 . dvnd] 10,2 [3,6; " 5 midvnav] 883 [221;
irydyn-4- irymidyn-2-
pirydyn-4-y. 29.0]° pirymidyn-z-y 3527
5477
2316 [940;
3 1 pirymidyn-2-yl 5707 12 2 pirazyn-2-yl [1034;
290271°
tert-butyl
4 . hvdrofuroil | 4889 [800; " 5 dvn] 2957 [688;
tetrahydrotfuroi acet 1 -2-
Y Y 2986212 PGy 127201°
3697 3420
5 2 pirydyn-2-yl [2563; 14 2 pirydyn-3-yl [1540;
5332]° 75981°
908 [230;
6 2 pirydyn-3-yl 15 2 tetrahydrofuroil > 10 000°
3582]°
5 midvn] 1230 [377, I 5 midvn ] 2264 [787;
7 irymidyn-2- irymidyn-2-
pirymidyn-2-y 40217 pirymidyn-z-y 6510]°
3390
o ) 683 [305;
8 1 pirymidyn-2-yl [1528; 17 2 pirazyn-2-yl tert-pentyl 1532]p
propionyl 752112
9 1 i 2-yl 1720 1802; 18 2 irydyn-3-yl 10 000°
irazyn-2- i -3- >
pirazyn-z-y 3687]" pirydyn-3-y.

2 Dane opublikowane w [39]. ® Dane opublikowane w [40].

proporcjonalna do aktywnosci oksydacyjnej mitochondriéw komorki, a w $cisle okreslonych warunkach
doswiadczalnych do liczby aktywnych metabolicznie (zywych) komoérek w populacji. Oceny
aktywnosci cytotoksycznej, antyproliferacyjnej oraz wplywu na biatkowg pompe lekoopornosci
nowotworowej ABCB1 dokonano wobec dwoch linii komérkowych mysiego chtoniaka z limfocytow T
0 zréoznicowanym poziomie ekspresji pompy ABCBI, jakimi sg: linia referencyjna L5178 (PAR) oraz
linia wielolekooporna L5178Y (MDR).

Badania pozwolity zidentyfikowa¢ cztery pochodne piperazyny (13, 14, 17, 18), spos$rod osiemnastu
testowanych ligandow H3;R, ktoére wykazaly wysokg skuteczno$¢ hamowania aktywnosci pompy
ABCBI z jednoczesnym dziataniem cytotoksycznym i antyproliferacyjnym w mysich komoérkach

chtoniaka T. Najbardziej aktywny ligand 18 w stezeniu 2 pM wykazal dziatanie inhibitora P-gp na
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poziomie referencyjnego werapamilu, ktory testowany byt w dziesigciokrotnie wyzszym stezeniu (20
uM). Analizujac otrzymane wyniki dla zwigzkow testowanych w stezeniu 20 uM, ligandy 5 oraz 11-18
hamowaty aktywno$¢ P-gp od 1,6 do 13,9 razy silniej niz werapamil. Dzialanie cytotoksyczne
pochodnych piperazyny zostato ocenione wzgledem dwdch zwigzkow referencyjnych — umiarkowanie
toksycznej tiorydazyny (PAR ICso = 12,7 uM, MDR ICso = 7,4 uM) oraz stabo toksycznego werapamilu
(PAR ICsp > 100 uM, MDR ICso = 47,9 uM) zaréwno w linii referencyjnej, jak i wielolekooporne;.
Najbardziej aktywne zwigzki (14, 17, 18) wykazaly wlasciwosci cytotoksyczne na poziomie
tiorydazyny (odpowiednio: PAR ICso = 11,7 uM, MDR ICso = 10,5 uM; PAR ICso = 12,6 uM, MDR
I1Cso = 12,8 uM; PAR ICso = 9,2 uM. MDR ICso = 7,6 uM). Co wigcej, zwiazki 14, 15, 17 oraz 18
wykazaly najsilniejsze wlasciwosci antyproliferacyjne sposrod wszystkich testowanych ligandow
w obydwu liniach komérkowych (odpowiednio: PAR ICso= 5,5 uM, MDR ICso= 6,0 uM; PAR ICso=
9,0 uM, MDR ICso= 11,8 uM; PAR ICso= 9,6 uM, MDR ICso= 9,5 uM; PAR ICso= 3,2 uM, MDR
ICs0= 3,7 uM).

Dla najbardziej aktywnych zwigzkow 13, 14, 17, 18 przeprowadzono analiz¢ ich mozliwego
mechanizmu dzialania na poziomie molekularnym w testach in vitro oraz in silico. Wptyw ligandow na
aktywnos¢ glikoproteiny P zbadano przy uzyciu komercyjnego testu Pgp-Glo™ firmy Promega zgodnie
z wezesniej opisanym protokotem®*!. Dokonano w nim pomiaru hydrolizy ATP przez P-gp w obecnosci
badanych ligandow oraz zwigzkow referencyjnych — werapamilu i kofeiny w stezeniach odpowiednio
2001 100 uM. Werapamil petni role modulatora glikoproteiny P, ktory jako jej substrat nasila hydrolize
ATP. Kofeina natomiast stanowi kontrole negatywng, poniewaz nie oddzialuje z P-gp. Ilos¢ ATP
zmierzono technikg luminescencyjng, w ktorej zalezny od P-gp spadek luminescencji odzwierciedla
ilos¢ ATP zuzytego przez pompg. Za aktywno$¢ podstawowag P-gp uwaza si¢ roznicge pomigdzy
sygnalem luminescencyjnym prébki traktowanej ortowanadanem sodu (silnym i selektywnym
inhibitorem P-gp) oraz sygnalem pochodzacym z probki nietraktowanej Naz;VOs. Inhibitory
glikoproteiny P obnizajg aktywno$¢ podstawowg pompy, natomiast stymulatory/substraty powoduja
wzrost aktywno$ci ATPazowe] powyzej poziomu podstawowego. Wszystkie testowane zwigzki
w stezeniu 100 uM powodowaly istotny statystycznie wzrost aktywnosci podstawowej glikoproteiny P,
silniejszy niz w przypadku werapamilu. Wyniki te sugeruja, ze najbardziej prawdopodobny mechanizm
hamowania aktywno$ci P-gp w tescie akumulacji rodaminy 123 przez badane ligandy polega na
konkurencyjnym wypieraniu substratu w miejscu wigzacym. Wyniki komputerowego modelowania
molekularnego z zastosowaniem modelu homologicznego biatka ABCB1 réwniez potwierdzity wyzej
wymieniony mechanizm dziatania badanych pochodnych piperazyny.

Biorac pod uwage budowe chemiczng zwigzkow 13, 14, 17 oraz 18 mozna wnioskowac, ze grupy
tert-butylowa 1 fert-pentylowa bezposrednio przylaczone do pierscienia aromatycznego odgrywaja
kluczowg rol¢ w oczekiwanym hamowaniu aktywnosci pompy ABCBI1. Chociaz ligandy te posiadaja
stosunkowo stabe powinowactwo do receptor6w Hs histaminowych stanowig one cenne narzg¢dzia

farmakologiczne w poszukiwaniu nowych czgsteczek o dziataniu przeciwnowotworowym.
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H2 Szczepanska K, Kuder KJ, Kie¢-Kononowicz K. Dual-targeting Approach on Histamine Hs and
Sigma-1 Receptor Ligands as Promising Pharmacological Tools in the Treatment of CNS-linked

Disorders. Curr Med Chem. 2021;28(15):2974-2995.

Badania opublikowane w 2019 przez Riddy’ego i wspotpracownikow wykazaty, ze niektorzy
antagonisci receptora Hs histaminowego znajdujacy si¢ w badaniach klinicznych majg silne,
nanomolowe powinowactwo do receptoroOw sigma-1, co moze mie¢ wptyw na ich ogdlng skutecznosé¢
i thumaczyé zrdznicowany profil aktywnosci farmakologicznej (Rysunek 5)*. To odkrycie jest
przelomem w badaniach nad mechanizmem dziatania ligandéw HsR 1 odkrywa nowy obszar badawczy
w poszukiwaniu lekow.

W pracy przegladowej H2, wykorzystujac dane literaturowe, zebrano informacje na temat
mozliwego dziatania farmakologicznego w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym ligandow
receptorow H; histaminowych oraz sigma-1. Omoéwiono takze zalezno$¢ struktura-aktywnos¢ dla
poszczegdlnych efektow farmakologicznych, zwracajagc uwage na elementy farmakoforowe
w strukturze dyskutowanych ligandow, ktore mogag by¢ wspolne dla obydwu celéw biologicznych oraz
przypuszczalnie decydowa¢ o korzystnym profilu aktywnosci zwiazkow. W wyniku tej analizy
zaobserwowano, ze farmakofory ligandow H3;R oraz oiR majg elementy wspdlne, takie jak:
ugrupowanie zasadowe potaczone linkerem o zmiennej dtugosci, z opcjonalnym w przypadku ligandow
oiR heteroatomem (lub grupg heteroatomoéw), ktory nastepnie potaczony jest z tzw. ,,obszarem
dowolnym” najczesciej o charakterze hydrofobowym (Rysunek 5). Jest to niewatpliwie przyktad
farmakoforow zintegrowanych (Rysunek 1), a synteza tak zaprojektowanych ligandow stanowi
najbardziej obiecujacg strategi¢ poszukiwania zwigzkow biologicznie aktywnych w chemii medyczne;.
W ten sposob zaprojektowane czasteczki moga miec prostszg budowe, mniejsza masg czasteczkowa,
a takze korzystniejsze parametry fizykochemiczne oraz farmakokinetyczne.

Przeglad wynikow badan przedklinicznych i klinicznych z zastosowaniem ligandow HsR oraz o;R
pozwolit scharakteryzowac szereg schorzen osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego, w ktorych
wysoka skutecznos$¢ terapeutyczng wykazali zarowno antagonisci HsR, jak i zwigzki o zréznicowanym
profilu aktywnos$ci wewnetrznej wzgledem receptoréw sigma-1. W przypadku agonistow oiR sg to
glownie choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera czy choroba Parkinsona* .
Contilisant (Rysunek 5) jest przyktadem dualnego antagonisty Hs;R oraz agonisty o;R o dodatkowej
zdolno$ci hamowania monoaminooksydaz i cholinoesteraz i wysokiej skuteczno$ci terapeutycznej
w leczeniu choroby Alzheimera na poziomie badaf przedklinicznych in vivo*’. Ligandy o dziataniu
antagonistycznym wzgledem oR wykazaly pozadany efekt terapeutyczny w leczeniu bdlu
neuropatycznego®, uzaleznienia® oraz otylo$ci®. Interesujagcym przykladem zwigzku o aktywnosci
przeciwbolowej w modelu bolu neuropatycznego wywotanego chirurgicznie, jak rowniez w przebiegu

neuropatii wywotanej zakazeniem wirusowym, jest GSK 189254 (Rysunek 5)*. Ligand ten oddziatuje
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Rysunek 5. Poréwnanie modeli farmakoforow ligandow H3R oraz ojR. Struktura i aktywno$¢ biologiczna
antagonistow H3R wykazujacych dodatkowe powinowactwo do 61R (opracowano na podstawie [40]).

zarébwno z receptorami Hs, jaki o1, jednak sita jego wigzania do H3R jest ponad 140-krotnie wigksza.
Niestety, stabo poznane szklaki sygnalowe zwigzane z aktywacja oiR, a co za tym idzie brak
kanonicznych testow funkcjonalnych in vitro, ktore pozwolityby oceni¢ profil agonisty/antagonisty
ligandow tych receptorow, znacznie utrudnia projektowanie nowych klas zwigzkéw. Profil
funkcjonalny ligandow o R najczesciej oceniany jest na podstawie wynikow testow behawioralnych in
vivo gldwnie w modelach bolu®'.

Podsumowujac, zar6wno receptory Hs histaminowe, jak i1 sigma-1 majg jednakowo wysoka
ekspresje w osrodkowym uktadzie nerwowym i1 mogg stanowi¢ potencjalne cele terapeutyczne
w rozwoju badan nad terapig licznych chordéb ludzkich. Identyfikacja nowych narzedzi
farmakologicznych o wysokim powinowactwie do tych dwoch celdow biologicznych, moze zaowocowac
opracowaniem innowacyjnych lekéw o korzystniejszym profilu bezpieczenstwa i efektywnosci

terapeutycznej, niz ma to miejsce w przypadku ligandow selektywnych.

H3 Szczepanska K, Pockes S, Podlewska S, Horing C, Mika K, Latacz G, Bednarski M, Siwek A,
Karcz T, Nagl M, Bresinsky M, Monnich D, Seibel U, Kuder KJ, Kotanska M, Stark H, Elz S, Kie¢-

Kononowicz K. Structural modifications in the distal, regulatory region of histamine Hj receptor
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antagonists leading to the identification of a potent anti-obesity agent. Eur J Med Chem. 2021 Mar
5;213:113041.

W publikacji H3 zaprojektowano i zsyntetyzowano seri¢ 12 nowych ligandow H3R w oparciu
o struktury znanych zwigzkow aktywnych, takich jak cyproksyfan, A-331440 oraz otrzymany uprzednio
w KTiBSL ligand KSK63 (Rysunek 6)*2. Co cickawe, zwiazek A-331440 charakteryzowat si¢ wysoka
skutecznoscig redukcji masy ciala w zwierzecym modelu otylosci, jednak ze wzglgdu na wlasciwosci
genotoksyczne firma Abbott zaprzestata jego dalszej ewaluacji®.

/N

2
e O o
\=N

~J
N
Cyproksyfan g A-331440 @’ - KSK63
Nz

hH4R K, = 63 nM hH3R K, = 22,7 nM hH3R K, = 3,1 nM

Rysunek 6. Struktury i aktywnosci wybranych antagonistoéw H3R: cyproksyfanu, A-331440 oraz KSK63 (kolory
zgodne z poszczegdlnymi elementami farmakoforu ligandéw H3R przedstawionego na Rysunku 5).

Zaprojektowane zwigzki zostaly otrzymane gltownie w wyniku 2-etapowych reakcji zgodnie
z wczes$niej zoptymalizowang $ciezkg syntetyczng®®4%2, W 1-etapie przeprowadzono alkilowanie
komercyjnie dostepnych fenoli 1,3-dibromopropanem w roztworze propanolanu sodu. W przypadku
analogow cyproksyfanu 2 i 3, ze wzgledu na brak dostepnosci handlowej cyklopropylo-p-
hydroksyfenylo ketonu, otrzymano go w reakcji cyklizacji ogrzewajac keton chloropropylo-p-
hydroksyfenylowy z nadmiarem wodorotlenku sodu. Aby otrzyma¢ pochodne chlorobifenylu 6 i 7,
zarowno 4’-chloro-[1,1’-bifenyl]-4-ol jak i 3’-chloro-[1,1’-bifenyl]-4-0l zostaly zsyntetyzowane
w wyniku reakcji sprzegania metoda Suzuki. W 2- lub 3-etapie reakcji, zwigzki finalne zostaty
otrzymane wskutek N-alkilowania powstatych bromkéw aminami cyklicznymi (4-pirydylopiperydyna
lub 4-pirydylopiperazyna), a nastgpnie przeprowadzone w sole kwasu szczawiowego.

W badaniach wigzania do H3R wykorzystano testy radioreceptorowe z uzyciem linii ludzkich
komoérek HEK239 z trwala, stala nadekspresja receptorow H; histaminowych. Jako radioligand
stosowano [*H] N-o-metylohistamine, zgodnie z dostgpnym w literaturze protokotem. Struktury
zwigzkow finalnych oraz wartosci ich powinowactwa do H3R przedstawiono w Tabeli 2. Wszystkie
otrzymane ligandy charakteryzowaly si¢ zdolnoscig silnego wigzania z omawianym celem
biologicznym (hH3;R K; < 140 nM), a dla najbardziej aktywnego zwigzku 3 odnotowano wartos¢
powinowactwa Ki rowng 3,17 nM. Jego piperydynowy analog 2, takze wykazal wysokg zdolnos¢
wigzania z HsR (Ki = 7,70 nM). Pochodne chlorobifenylowe 6 i 7 charakteryzowatly si¢ natomiast
najstabszym powinowactwem do receptorow Hs (odpowiednio: hH3R Ki= 139,74 nM, hH;R K;= 109,06
nM). Mozliwe interakcje biatko-ligand w kieszeni wigzacej HsR zostaly scharakteryzowane za pomoca

technik modelowania molekularnego i dynamiki molekularne;.
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Tabela 2. Struktura i aktywnos$¢ ligandéw H3R zaprojektowanych i otrzymanych w publikacji H3 (numeracja
zgodna z opisem w publikacji).

hH3R Ki [nM] hH3R Ki [nM]
Lp. Lp. R X
X [CI 95%)] X [CI 95%)]
F
O 60,67 [44,36;
2 CH 7,70 [3,62; 16,38] 8
82,99]
_N

=
3,17[2,56; 3.91] 9 O O 7,86 [2,82; 21,90]

H
22,98 [12,44; N
10 \© 8,43 [4,53; 15,69]
42,43]

N 584[3,35;10,19] | 11 17,63 [7,27; 42,73]
o
139,74 [67,39;
12 20,28 [6,75; 60,91]
289,78]

109,06 [26,18; i 67,19 [31,82;
454.30] 141,89]

Otrzymane zwigzki poddano dalszej ewaluacji in vitro, w wyniku ktorej oznaczono ich

)55,56

5y g,

:

a

5 3

powinowactwo do pozostatych podtypoéw receptoréw histaminowych (Hi, H, H4 oraz zbadano
aktywno$¢ wewnetrzng wzgledem H;R w trzech testach: rekrutacji biatka mini-G°’, akumulacji
cyklicznego adenozynomonofosforanu (¢cAMP) oraz mobilizacji jondéw wapnia w komorce™. Bialka
mini-G to uzyteczne substytuty biatek G, ktore umozliwiaja badania aktywacji GPCR w komorkach®.
Test rekrutacji biatka mini-G zostat przeprowadzony z uzyciem linii komérkowej HEK239 ze stabilng
nadekspresja H3R, gdzie fragment C-koncowy receptora zostal polgczony z matym fragmentem
NanoLuc, a bialko mini-Gi oznaczono na koncu N duzym fragmentem NanoLuc. Po aktywacji H3R,

biatko mini-G zostalo zrekrutowane do receptora, umozliwiajac fragmentom NanoLuc utworzenie
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funkcjonalnej lucyferazy, ktéra katalizujac reakcje¢ utleniania substratu — furimazyny, data sygnaty
luminescencji zalezne od stezenia. Ich intensywnos$¢ dostarczyta informacji na temat sity dzialania
1 skutecznosci testowanych zwigzkow (Rysunkek 7). Pomiaru poziomu cAMP pokonano technikg TR-
FRET (ang. time-resolved fluorescence resonance energy transfer) z uzyciem komoérek CHO
ckspresjonowanych H3;R, natomiast pomiaru wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia metoda
Aequoscreen w komodrkach hH3R/CHO-K1 z ekspresja mitochondrialng biatka sygnalizacyjnego
apoekworyny, Ga 16 oraz ludzkiego receptora H; histaminowego (PerkinElmer). Metoda ta bazuje na
mobilizacji jonow wapnia w komorce po zaktywowaniu receptora metabotropowego i uruchomieniu
sciezki sygnalizacyjnej, zwigzanej z fosfolipaza C. We wszystkich przeprowadzonych testach
aktywno$ci wewnetrznej uzyskano wyniki wskazujace na wlasciwosci antagonistyczne badanych
zwigzkéw wobec receptorow Hsz histaminowych (Tabela 3). Powstalg rozbieznos¢ w uzyskanych
warto$ciach Ky, mozna ttumaczy¢ migdzy innymi réznicami w metodyce zastosowanych oznaczef,
w szczeg6Inosci rodzajem linii komorkowych wykorzystanych w tescie rekrutacji biatka mini-G (linia
HEK239), a oznaczeniach poziomu cAMP i zaleznego od apoekworyny przeptywu wapnia (linia CHO).
Testowane ligandy okazaly si¢ selektywne wzgledem H3R 1 nie oddzialywaty z pozostatymi podtypami

receptorow histaminowych (Tabela 3).

H,

HN/YVN
[

substrate NlucN miniG

Rysunek 7. Schematyczna ilustracja zasady testu rekrutacji biatka mini-G. H3R jest C-konicowo potaczony
z NlucC (11 aminokwasow), podczas gdy biatko mini-G jest N-koncowo potaczone z NIucN (159 aminowkasow).
Aktywacja H3R przez agonist¢ prowadzi do rekrutacji biatka mini-G i utworzenia funkcjonalnej lucyferazy, dajac
sygnat luminescencji zalezny od st¢zenia. Intensywno$¢ luminescencji dostarczyta informacji na temat sity
dziatania i skutecznos$ci testowanych zwigzkow.

W celu oceny potencjalnego ryzyka interakcji lekowych, zbadano wpltyw wszystkich 12 ligandoéw
na aktywnos$¢ cytochromu P450 izoformy 3A4 przy uzyciu komercyjnego testu CYP3A4 P450-Glo™
firmy Promega opartego o technike luminescencyjna®'. Zwiagzki testowane byty w stezeniu 10 uM
wzgledem referencyjnego ketokonazolu o stezeniu 1 pM. Pomiar aktywnos$ci CYP3A4 wykazat
umiarkowang zdolno$¢ badanych ligandow do hamowania aktywnos$ci enzymoéw mikrosomalnych,

a analogi cyproksyfanu 2 i 3 okazaly si¢ by¢ najstabszymi inhibitorami CYP3A4.
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Tabela 3. Wyniki testow powinowactwa zwigzkéw do pozostatych podtypow receptoréw histaminowych oraz
aktywnosci wewnetrznej wzgledem H3R.

L Ki [nM] X [CI 95%)] Kb [nM] X [CI 95%)]
P hHiR hH2R hH4R mini-G cAMP Aequoscreen
18,84 [3,96; 0,94 [0,53; 0,38 [0,14;
2 >10 000 > 10 000 > 100 000
89,60] 1,62] 0,94]
9,56 [2,94; 0,41 [0,24; 0,74 [0,21;
3 >10 000 > 100 000 > 100 000
31,10] 0,69] 2,28]
6860 [2719; 37,01 [16,43; 0,25 [0,10; 0,3310,12;
4 >10 000 >10 000
17311] 83,37] 0,59] 0,82]
12,42 [2,96; 0,12 [0,06; 0,1510,02;
5 >10 000 > 10 000 >10 000
52,04] 0,24] 0,69]
4086 [3442; 6897 [4316; 55,85 [39,39; 2,51[2,38; 2,18 [0,65;
6 >10 000
4852] 11021] 79,18] 2,64] 6,43]
1988 [301; 5487 [5075; 44,87 [11,04; 2,37 [1,60; 2,00 [0,91;
7 >10 000
13143] 5933] 182,34] 3.45] 4,14]
3690 [796; 7459 [4565; 53,05 [3.87; 0,94 [0,14; 0,5510,19;
8 >10 000
17095] 12188] 726,65] 4,80] 1,41]
2897 [1526; 6,87 [2,11; 0,007 [0,004; 0,004 [0,001;
9 >10 000 >10 000
5500] 22,31] 0,012] 0,012]
4217 [2803; 9441 [3666; 2,02 [1,20; 0,66 [0,15; 3,25[1,10;
10 >10 000
6345] 24311] 3,40] 2,37] 8,59]
4236 [2995; 2,8510,52; 0,27 [0,06; 0,13 [0,04;
11 >10 000 >10 000
5995] 15,54] 1,01] 0,35]
4574 [4334; 6541 [4802; 12,89 [0,68; 0,05 [0,02; 0,04 [0,01;
12 >10 000
4829] 8911] 244,74] 0,12] 0,12]
7419 [3372; 44,60 [17,13; 5,02 [2,49; 5,53 [2,61;
13 >10 000 >10 000
16323] 116,11] 9,65] 11,08]

W kolejnym etapie przeprowadzono wstgpne badania farmakologiczne in vivo, aby zbadaé
potencjalne wtasciwos$ci anorektyczne zwigzku 9 w zwierzecym modelu otytosci. Ligand ten zostat
wybrany do badan ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do zwigzku A331440, ktory
charakteryzowat si¢ obiecujacym profilem aktywno$ci w modelu otytoéci®® (Rysunek 6). Ligand 9,
podawany dootrzewnowo w dawce 10 mg/kg m.c./dzien, znacznie zmniejszyt mase ciata i ilo$¢ kalorii
spozywanych przez zwierzgta (poczawszy od pierwszego tygodnia eksperymentu) w poréwnaniu
z grupg kontrolng, ktorg stanowily szczury otyle z dostepem do karmy preferencyjnej. Ponadto, w tej
dawce istotnie statystycznie zredukowat ilos¢ thuszczu trzewnego u badanych zwierzat oraz poprawit
parametry metaboliczne znacznie obnizajac stezenie glukozy, poziom triglicerydow i cholesterolu
catkowitego w osoczu, jak rowniez podwyzszajac poziom frakcji HDL (tzw. ,,dobrego” cholesterolu).
Co wigcej, w dawce efektywnej zwigzek 9 nie wptywal na aktywnos$¢ spontaniczng u badanych zwierzat.

Wybrane ligandy z tej serii poddano dalszej ewaluacji, w ktorej zbadano ich powinowactwo do
receptorow sigma, w celu opracowania nowej klasy zwigzkow wielocelowych. Otrzymane wyniki

opisano w publikacji H4.
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H4 Szczepanska K, Podlewska S, Dichiara M, Gentile D, Patamia V, Rosier N, Moénnich D, Ruiz
Cantero MC, Karcz T, Lazewska D, Siwek A, Pockes S, Cobos EJ, Marrazzo A, Stark H, Rescifina
A, Bojarski AJ, Amata E, Kie¢-Kononowicz K. Structural and Molecular Insight into Piperazine
and Piperidine Derivatives as Histamine H3 and Sigma-1 Receptor Antagonists with Promising

Antinociceptive Properties. ACS Chem Neurosci. 2022 Jan 5;13(1):1-15.

Majac na uwadze fakt, ze niektdrzy klinicznie testowani antagonisci H3R maja zdolno$¢ interakcji
z receptorami sigma-1, co moze tlumaczyé ich zréznicowane wlasciwosci farmakologiczne®?,
w publikacji H4 wyselekcjonowano 20 ligandéw receptorow Hs otrzymanych uprzednio
w KTiBSL¥#5260 3 nastepnie sprawdzono ich powinowactwo do obydwu podtypéw receptorow
sigma. W badaniach tych uzyto homogenatu mézgu §winki morskiej (w przypadku oiR) oraz watroby
szczura (dla 6:R) i odpowiednich radioligandow — [*H](+)-pentazocyny dla oiR oraz [*H]DTG dla
o2R®!. Struktury badanych zwiazkéw oraz uzyskane wartosci powinowactwa przedstawiono w Tabeli
4. Analizujac otrzymane wyniki, prawie wszystkie testowane zwigzki (poza pochodng acetylowa 15)
wykazaty mniej lub bardziej znacza sit¢ wigzania z obydwa podtypami receptorow sigma. Ponadto,
tylko 6 zwigzkow charakteryzowalo si¢ wyzszym powinowactwem do o:R niz o2R, z najnizszymi
warto$ciami K; odnotowanymi dla ligandéw 5, 11 i 12 (odpowiednio: oiR K; = 3,64 nM, o1R K; = 4,41
nM oraz 61R K; = 14,8 nM). Co ciekawe, wszystkie te zwiazki majg wspolng cechg strukturalng, jaka
jest ugrupowanie piperydyny w czgsci zasadowej czasteczki. Najprawdopodobniej jest to kluczowy
element budowy chemicznej dualnych ligandéow Hs/61R, co mozna zaobserwowa¢ poréwnujac wartosci
powinowactwa otrzymane dla dwoch analogow 4 i1 5, ktore roznia si¢ od siebie jedynie ugrupowaniami
piperazyny i piperydyny w czg$ci zasadowej (warto$ci powinowactwa odpowiednio: hHsR K; = 3,17
nM, o/R K; = 1531 nM oraz hH3R K;= 7,70 nM, o:R K; = 3,64 nM). Co wigcej, zastapienie pierscienia
piperazyny piperydyng, nie wplyne¢lo znaczaco na sit¢ wigzania z H3;R, co rdéwniez mozna
zaobserwowac porownujgc wartosci K; dla zwigzkoéw 4 1 5. Ligand 11 wykazal najwyzsza selektywnosc¢
wzglgdem o;2R sposrod wszystkich badanych zwigzkow. Analizujgc wptyw podstawnikow w dystalnym
regionie ,,dowolnym” czgsteczki na powinowactwo do o1R, niewatpliwie konieczne sg dalsze badania.
Wszystkie testowane zwigzki, dla ktorych indeks selektywnos$ci 6:R/61R byt wigkszy niz 1, miaty rozne
grupy funkcyjne w tym obszarze, zatem mozna wnioskowac, ze podstawniki takie jak: tert-butyl,
cyklopropylometanon, fenyl, benzyl i acetyl sg dobrze tolerowane w kieszeni wigzacej o1R.

Majac na uwadze fakt, ze tak niewielka zmiana w strukturze liganda jakg jest obecnosé
pojedynczego atomu azotu w czeSci zasadowej, tak znaczgco wplywa na jego powinowactwo do
receptorow sigma-1, wydaje si¢ oczywiste, ze zjawisko to jest zwigzane ze zmiang stanu lub stanow
protonacji w fizjologicznym pH. W kolejnym etapie badan, uzywajgc technik in silico', obliczono zatem

procentowy udzial poszczegdlnych form protonacji zwiazkow 4 1 5 w pH 7,4 (Rysunek 8). Otrzymane

! Dane obliczone w programie Marvin Sketch (18.24, ChemAxon Ltd., Budapeszt, Wegry).
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Tabela 4. Struktura i aktywno$é

ligandow H3;R badanych w publikacji H4 (numeracja zgodna z opisem

w publikacji).
R2
(\Nxﬁn\/\oJi j
R]/ X\)
Ki [nM] X [CI 95%)]
Lp. n X R! R? 62/G1
hH3R oiR o2R
1 etyl 40,4[17,1;95,9]° 592 [281; 1246]  64,3[22.3; 185] 0.1
2 tert-butyl 16,0 [8,1; 31,7] 112 [77; 164] 130 [97.8; 172] 1,2
3 N acetyl 10,2 [3,6;29,0]° 1409 [480; 4137] 247 [117;522] 0,2
cyklopropylo-
4 3,17[2,56;3,91]1¢ 1531 [652;3593] 101 [49,3; 205] 0,1
menanon
cyklopropylo- 7,70 [3,62;
5 CH 3,64[1,81;7,30]  22,4[9,36; 53,8] 6,2
menanon 16,38]¢
6 o fenyl 21,1[3,8; 116]* 638 [260; 1566] 108 [46,7; 250] 0,2
pyridin-4-yl
. 7,86 [2,82; 2958 [629;
7 1 4-cyjanofenyl 75,2 [33,1; 171] <0,1
21,904 13904]
3,12 [0,66;
8 benzoil 726 [219;2413]  29,2[22,2;38,5] <O0,1
N 14,607
4-
9 o 23,0[124;42,4]1¢ 641 [340; 1209] 32,4[19.,9; 52,6] 0,1
chlorobenzoil
4- 5,84 [3,35;
10 1309 [373; 4599] 164 [59,2; 454] 0,1
fluorobenzoil 10,1974
11 . fenyl 6,20 [1,90; 20,40]  4,41[2,62;7.40]  67.9[41,0;112] 154
H H
12 benzoil 22,0 [6,0; 83,0] 14,8 [8,28;26,3] 96,2 [47,1; 196] 6,5
13 tert-butyl 37,8 [24,0;59,4]°  51,8[22,5;119] 175 [67,0; 459] 3.4
14 2 tert-pentyl 120 [63; 2301° 285 [123; 659] 101 [40,5; 251] 0,4
15 acetyl 115[26,8; 493]¢ >10 000 1795 [579; 5564] <0,2
16 acetyl 12,7[4,4;36,9]*  37,8[20,9; 69,6] 151[65,9; 345] 4,0
N pyridin-4-yl
17 4 propiony!l 16,9 [8,0; 36,0]* 248 [140; 439] 110 [56,4; 215] 0,4
18 tert-butyl 397 [220; 715]* 255[104; 626] 179 [87,9; 363] 0,7
19 ? acetyl 40,5 [12,3; 134]* 408 [104; 1598] 59,7 [24,3; 147] 0,1
20 propionyl 38,9[9,5 159]°  274[138;544] 65,9 [30,1; 144] 0,2

2 Dane opublikowane w [52]. ® Dane opublikowane w [40]. ¢ Dane opublikowane w [39]. ¢ Dane opublikowane
w H3 [60].

wyniki wyraznie wskazuja, ze pochodna piperazyny 4 wystepuje w roztworze w niemalze rownych
ilosciach dwoch form: monoprotonowanej (stan 3) i diprotonowanej (stan 4). Co ciekawe, pochodna
piperydyny 5 wystepuje prawie wytgcznie w formie monoprotonowanej (stan 2). Protonowanie atomu
azotu pirydyny w zwigzku 4 mozna tatwo wytlumaczy¢ obecno$cig elektronodonorowej grupy

aminowej w potozeniu para pierScienia aromatycznego. Nastepuje efekt uwalniania elektronow, ktory
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Stan 1 e s i e
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Rysunek 8. Mozliwe stany protonacji zwiazkow 4 i 5 oraz procentowy udziat ich poszczegélnych form
w roztworze o fizjologicznym pH.

ma dwie konsekwencje: zwigksza zasadowo$¢ atomu azotu w pierScieniu pirydyny, a tym samym
zmniejsza charakter zasadowy atomu azotu piperazyny polgczonego bezposrednio z lancuchem
alkilowym. Wysoka zasadowos¢ tego atomu azotu (co ma miejsce w przypadku pochodnej piperydyny
5), jest konieczna do wytworzenia kluczowego dla wysokiej aktywnosci biologicznej mostka solnego
z kwasem glutaminowym 172 w kieszeni wigzacej o1R. Wnioski te zostalty potwierdzone w badaniach
modelowania molekularnego i dynamiki molekularne;.

Zwiazki 5 1 11 zostaly wyselekcjonowane jako struktury wiodgce do dalszych badan, w ktorych
oceniono powinowactwo 11 do pozostalych podtypéw receptoréw histaminowych®>*  oraz
scharakteryzowano jego aktywno$¢ wewnetrzng wzgledem H3R w tescie rekrutacji biatka mini-G°’.
Parametry te dla zwigzku 5 opisano w publikacji H3 (Tabela 3, numer zwigzku 2)%°. Ligand 11,
podobnie jak 5, nie wykazal powinowactwa do pozostalych podtypoéw receptorow histaminowych
(hH;R K;> 10 000 nM, hH»R K;> 100 000 nM, hH4R K;> 10 000 nM) oraz okazat si¢ silnym antagonista
H;R (hH3;R Ky, = 11,38 nM).

W ostatnim etapie badan dokonano oceny aktywnosci przeciwbolowej struktur wiodacych 51 11
w mysim modelu bolu nocyceptywnego®'. Liczne dane literaturowe sugeruja potencjalne zastosowanie
terapeutyczne antagonistow 61R w leczeniu stanow bolowych, w tym bolu neuropatycznego, zapalnego

i trzewnego, rowniez jako S$rodkoéw wspomagajacych leczenie opioidami®. Z tego wzgledu,
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sprawdzilismy wptyw ligandéw 5 i1 11 na antynocycepcje wywotang podskornym podaniem agonisty
obwodowych receptoréw opioidowych — loperamidu w dawce 4 mg/kg. Jako zwiazek referencyjny
zastosowano SIRA — selektywnego antagoniste receptorow sigma-12°. Zwigzki podawane byty
dopodeszwowo w dawce 100 pg (51 S1RA) oraz 50 pg (11), a efekt antynocyceptywny monitorowano
poprzez opoznienie reakcji na bodziec mechaniczny przytozony do tapy. Wszystkie testowane ligandy
znacznie zwigkszyly sit¢ dziatania przeciwbdolowego loperamidu, co zostalo odwrdcone poprzez
jednoczesne podanie agonisty o1R — zwigzku PRE-084 w dawce 75 ng®. Wyniki te jednoznacznie
wskazuja, ze efekt farmakologiczny 5 1 11 zwigzany jest z blokadg receptoréw sigma-1, co stanowi

obiecujaca przestanke do ich dalszej ewaluacji w innych modelach bolu.

HS5 Szczepanska K, Karcz T, Dichiara M, Mogilski S, Kalinowska-Ttuscik J, Pilarski B, Leniak A,
Pietrus W, Podlewska S, Popiotek-Barczyk K, Humphrys LJ, Ruiz-Cantero MC, Reiner-Link D,
Leitzbach L, Lazewska D, Pockes S, Gérka M, Zmystowski A, Calmels T, Cobos EJ, Marrazzo A,
Stark H, Bojarski AJ, Amata E, Kie¢-Kononowicz K. Dual Piperidine-Based Histamine Hj; and
Sigma-1 Receptor Ligands in the Treatment of Nociceptive and Neuropathic Pain. J Med Chem.
2023 Jul 27;66(14):9658-9683.

W publikacji H5 zaprojektowano i zsyntetyzowano seri¢ 16 dualnych ligandéw Hs/oiR,
zawierajacych w swej strukturze modyfikowane ugrupowanie piperydyny w czgsci zasadowej
czasteczki. Zaprojektowane zwigzki zostaly otrzymane w wyniku 2-etapowych reakcji zgodnie
z wezesniej opisang procedurg*®®+%, W 1-etapie przeprowadzono alkilowanie komercyjnie dostepnych
fenoli 1,3-dibromopropanem, 1,4-dibromobutanem, 1,5-dibromopentanem lub 1,6-dibromoheksanem
w roztworze propanolanu sodu. W 2-etapie reakcji, zwiazki finalne zostaly otrzymane w reakcji N-
alkilacji powstalych bromkéw odpowiednimi aminami cyklicznymi (3-metylopiperydyna, 4-
metylopiperydyng, azepanem, pirolidyna, piperydyna, 4-pirydylopiperydyng lub 1- (2-pirazynylo)
piperazyng) oraz przeprowadzone w sole kwasu szczawiowego. Nastepnie zbadano ich powinowactwo
do receptorow Hj oraz obydwu podtypow receptoréw sigma (Tabela 5)°*°!. Co ciekawe, prawie
wszystkie testowane zwiazki (z wyjatkiem pochodnej piperazyny 16) charakteryzowaty si¢ wysokim
powinowactwem do H3R z warto§ciami K; ponizej 100 nM. Ponadto, podobnie jak w poprzedniej serii
opisanej w publikacji H4, wszystkie badane ligandy wykazywaly mniej lub bardziej znaczaca
aktywnos$¢ w stosunku do 1R i o2R. Zwigzek 16, pomimo braku powinowactwa do H3R, okazat si¢ by¢
wysoce aktywny wzgledem obydwu podtypoéw receptorow sigma (o;R K = 7,6 nM, o2R Ki = 27 nM).
Analizujgc budowe czgsci zasadowej zwigzkow, niepodstawiony pierscien piperydyny wydaje si¢ by¢
lepiej tolerowany przez kieszen wigzacg HsR niz postawiony pirydyna, co mozna zaobserwowac
porownujgc aktywnosci ligandow 5-7 (hHsR Ki = 6,2 nM, hH3R K= 2,7 nM, hH3;R K;= 5,2 nM) oraz
12-14 (hH;R Ki=7,7, hH3R Ki=24.2 nM, hH3;R Ki= 69 nM). Jednak w przypadku obydwu receptoréw
sigma, zaobserwowano odwrotng tendencje 1 wigkszg site wigzania zwigzkow 12-14 niz 5-7, zwlaszcza

zoiR (ciR Ki=4,5nM, 1R K;=5,6 nM, 61R K; =3,3 nM vs. 61R Ki =28 nM, 6|R K; =18 nM, o/R K;
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Tabela 5. Struktura i aktywnos$¢ dualnych ligandow Hi/o|R zaprojektowanych i zsyntetyzowanych w publikacji
HS5 (numeracja zgodna z opisem w publikacji).

Ki [nM] X [CI 95%)]

Lp. n R! R? 62/61
hH3R oiR a2R
N . . .
1 31[11;90] 1,5[0,5; 4,1] 17 [9; 32] 11,3
2 /O‘A 10,3 [1,7; 62,4] 2,410,7; 8.2] 16 [12; 22] 6,7
fenyl
N | | |
3 43[1,4;13,0] 1,9 [0,6; 5.8] 25[7.6; 83] 13,2
1
4 O/\ 19,5 [4,7; 81,2] 24 [8.,4; 66] 65 [34; 128] 2,7
5 4-cyjanofenyl 6,2[1,5; 26]° 28 [5.,7; 136] 47[21; 105] 1,7
6 fenoksy 2,7 [1,1; 5,8] 18 [8,2; 39] 103 [48; 223] 5,7
7 N N-fenyloamina 5,2[2,1;12,6] 4,8 [2,8; 8,4] 116 [70; 191] 242
8 O benzyl 27,5 [9,1; 83,4] 5,5[1,1;27] 47 [22; 102] 8,5
9 2 22 [7; 73] 95 [36; 252] 33 [14; 74] 0,3
10 3 fenyl 21,7[3,9; 1101° 140 [78; 251] 19 [8,8; 41] 0,1
11 4 88,9 [42; 187]° 118 [31; 449] 46 [18; 114] 0.4
12 4-cyjanofenyl 7,711,1; 52,5] 4,5[1,3; 15] 10 [5,6; 20] 2,2
13 . BN fenoksy 242 [3,1; 187,6] 5,6[2.8; 11] 470,8; 19] 0,7
14 ~ N-fenyloamina 69 [18,8; 253 4] 3,3[L6;7.1] 29 [14; 59] 8.8
|

N~ 76,1 [18,4;

15 1 benzyl 2,8[1.3; 6] 9.9 [3.,6; 27] 35
315,7]

o8 -

5477 [1034;
16 Na N\) tert-butyl 7,6 [4; 14] 27 [11; 67] 3,6

[ j/ 29027]¢
—
N

2 Dane opublikowane w [65]. ® Dane opublikowane w [64]. ¢ Dane opublikowane w [40].
= 4,8 nM). Dla wszystkich opisanych pochodnych piperydyny, wptyw dtugosci tancucha alkilowego na
powinowactwo mozna zauwazy¢ jedynie w przypadku receptora Hs, gdzie wydluzenie linkera
w pochodnych bifenylowych 9-11 zmniejszalo sit¢ wigzania z tym celem biologicznym (odpowiednio:
hH;R K; =22 nM, hH3R K;= 21,7 nM, hH;R K; = 88,9 nM).

W publikacji H4 zostata zidentyfikowana kluczowa cecha strukturalna odrézniajgca dualne ligandy
Hi/ciR od zwigzkoéw selektywnych, oddzialujacych jedynie z receptorem Hs®. Jedna ze struktur

wiodacych — zwigzek 5 zawierajacy w swej strukturze ugrupowanie 4-pirydylopiperydyny w czgsci
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zasadowej, wykazal wysokie powinowactwo zarowno do receptorow Hs, jak i sigma-1, podczas gdy
jego piperazynowy analog 4 byl selektywny wzgledem Hs;R. Co ciekawe, w tej serii rowniez
potwierdzono ten fenomen strukturalny, co mozna zauwazy¢ poréwnujgc warto$ci powinowactwa
otrzymane dla pochodnej piperydyny 12 oraz jej piperazynowego analogu 7 opisanego w publikacji H4
(odpowiednio: hHs3R Ki =7,7 nM, oiR Ki = 4,5 nM vs. hHsR Ki = 7,9 nM and o/R Ki = 2958 nM).
Analizujgc parametr selektywnosci zwigzkéw wzgledem receptorow sigma-2, ligandy 1, 3 oraz
7 charakteryzowaly si¢ najwyzszymi wartosciami wspotczynnika o:R/oiR 1 wynosity odpowiednio:
11,3, 13,2 oraz 24,2.

Majgc na uwadze fakt, jak czgstym elementem strukturalnym ligandow GPCR jest uktad piperydyny
lub piperazyny oraz identyfikacje drugiej pary zwiazkow, w ktorej obecnos¢ pojedynczego atomu azotu
decydowata o wysokim powinowactwie do o|R, w kolejnym etapie badan dokonano analizy
eksperymentalnej mozliwych standw protonacji dla ligandow 4, S, 7 (publikacja H4) oraz 12 (publikacja
HS, Rysunek 9).

N

o O g
(\N/\/\om (\N/\/\o O

o S B "
N~ 4 [H4] N_~ 7 [H4]
HaR K; = 3,2 nM H3R K, = 7,9 nM

&R K; = 1531 nM o1R K, = 2958 nM N
=

"
~ X : g
N/\/\O N/\/\O

N~ 5 [H4]
HaR K, = 7,7 nM
R K; = 3,6 nM

HaR K, = 7,7 nM
o R K, = 4,5 nM

Rysunek 9. Struktury pochodnych piperydyny i piperazyny opisanych w publikacjach H4 oraz HS, dla ktorych
przeprowadzono badania eksperymentalne mozliwych stanéw protonacji.

Badania te rozpoczeto od wyznaczenia wartosci pKa, poszczegdlnych atomow azotu wystepujacych
w strukturze zwigzkéw 5 i 7 technika miareczkowania potencjometrycznego. Bazujac na uprzednio

zmodyfikowanej procedurze®’-8

, przeprowadzono seri¢ miareczkowan, a nastgpnie obliczono wartosci
pK. za pomocg algorytmu Kostrowickiego i Liwo®"°, Dane eksperymentalne wyraznie wykazaly, ze
pochodna piperydyny 5 moze by¢ scharakteryzowana jako zwigzek o charakterze zasadowym, w ktorym
warto$ci pK, atomoéw azotu uktadu pirydyny i piperydyny wynosza odpowiednio 4,9 oraz 8,4. Co

cickawe, pochodna piperazyny 7 to ligand z centrum kwasowym zlokalizowanym na atomie azotu
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uktadu piperazyny bezposrednio polgczonym z pirydyna, dla ktorego wartos¢ pK, wynosi okoto 1.
Wszystkie eksperymentalnie wyznaczone wartosci pK, zostaly potwierdzone w obliczeniach in silico®.

Nastepnym etapem charakterystyki stanow protonacji zwigzkow 4, 5, 7 oraz 11 byly badania
krystalograficzne zaré6wno w formie wolnych zasad, jak i soli kwasu szczawiowego. Analiza
otrzymanych danych pozwolita zaobserwowac interesujacg geometri¢ wigzania wodorowego pomig¢dzy
atomem azotu uktadu pirydyny w zwigzku 5, a grupg karboksylowg kwasu szczawiowego, ktora
sugeruje w tym miejscu transfer protonéw. Oznacza to stabsze wlasciwosci zasadowe azotu pirydyny
w porownaniu z piperydyng. Co ciekawe, pochodne piperazyny 4 oraz 7 nie wykrystalizowaty
w neutralnej formie, a atom azotu pierScienia pirydyny okazat si¢ mie¢ silnie zasadowy charakter —
w strukturze krysztalow tych zwigzkow zaobserwowano obecno$¢ atomow jodu, jako pozostatosci po
uzytej w syntezie katalitycznej ilosci jodku potasu. Wysoka zasadowos$¢ tego atomu azotu jest
bezposredniag konsekwencja obecnosci grupy aminowej w potozeniu para pierScienia aromatycznego.
Zwigkszong dostgpnos¢ wolnych par elektronowych zaobserwowano w zmianach parametrow
geometrycznych, a hybrydyzacja atomu azotu piperazyny bezposrednio potaczonej z pirydyng ulegta
zmianie ze stanu sp3 na sp2. Sztywnos¢ uktadu 4-pirydylopiperazyny, ktora okresla nie tylko orientacje
przestrzenng Tt elektrondw pierscienia aromatycznego, ale rOwniez wysoce zasadowy charakter atomu
azotu pirydyny, moze wyjasnia¢ brak zdolnosci zwiazkow 4 i 7 do interakcji z kwasem glutaminowym
172 w kieszeni wigzacej 1R, a co za tym idzie spadek ich aktywnosci biologiczne;j.

Ostatnig metoda okreslenia kolejnosci protonowania poszczegdlnych atoméw azotu w badanych
pochodnych  piperydyny i  piperazyny bylo  miareczkowanie  zwigzkéw  kwasem
trifluorometanosulfonowym (triflowym) bezposrednio w probéwce NMR z nastepcza analizg zmian
przesuni¢¢ chemicznych. W przypadku zwigzku 5, atom azotu piperydyny protonowany byt jako
pierwszy. Dopiero po pelnym wysyceniu do stosunku molowego kwas triflowy-ligand réwnego 1:1,
rozpoczgto si¢ protonowanie uktadu pirydyny (Rysunek 10A). Mozna zatem wnioskowac, ze wartos¢
pK. atomu azotu piperydyny jest znacznie wyzsza niz pirydyny. W przypadku pochodnej piperazyny —
zwigzku 7, to atom azotu pirydyny protonowany byt w pierwszej kolejnosci, a tadunek dodatni zostat
nast¢pnie przeniesiony na bezposredni atom azotu w pier§cieniu piperazyny za pomocg odpowiednich
struktur rezonansowych (Rysunek 10B). Drugi atom azotu piperazyny (potaczony z linkerem)
poczatkowo nie byt protonowany, a dopiero po osiggnigciu stosunku molowego kwas triflowy-ligand
rownego 0,6:1 zaobserwowano dla niego przylaczanie protonu. Wyniki miareczkowania zwigzkoéw
w probowce NMR okazaty si¢ by¢ w peli spojne z danymi krystalograficznymi oraz rezultatami
miareczkowania potencjometrycznego. Ponadto, uzyskane dane jednoznacznie wyjasnity charakter
chemiczny pochodnych 4-pirydylopiperydyny i 4-pirydylopiperazyny oraz zwigzang z nim aktywnos¢

biologiczng badanych ligandow wzgledem receptorow sigma-1.

2 Dane obliczone w programach: Instant JChem (21.14.0, ChemAxon Ltd., Budapeszt, Wegry) oraz Epik
(Schrodinger Release 2017-3: LLC, Nowy Jork, Stany Zjednoczone).
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Rysunek 10. Kolejnos¢ protonowania poszczegdlnych atoméw azotu w badanych pochodnych piperydyny 5 (A)
i piperazyny 7 (B) oraz utworzone struktury rezonansowe opracowane na podstawie wynikow miareczkowania
zwigzkow kwasem triflowym w probowce NMR.

Jako struktury wiodace do dalszych badan wyselekcjonowano dwa dualne ligandy Hs/oiR
o najwyzszej selektywnosci wzgledem receptoréw sigma-2 (3 i 7) oraz zwigzek, ktory w réwnym
stopniu wigzat si¢ ze wszystkimi trzema celami biologicznymi (12). W wyborze tym kierowano si¢
danymi literaturowymi na temat skutecznos$ci antynocyceptywnej selektywnych ligandéw ;R w testach
na zwierzetach’!. W pierwszej kolejno$ci oznaczono powinowactwo struktur wiodacych do pozostatych
podtypow receptoréw histaminowych oraz scharakteryzowano profil aktywno$ci wewngtrznej
wzgledem H;R w tescie akumulacji cyklicznego AMP?®, Nastepnie zbadano przenikalno$é zwigzkow 3,
7,12 oraz S1RA (selektywnego antagonisty 61R) przez sztuczng btong biologiczng w teScie PAMPA*!,

Jako zwigzki referencyjne zastosowano wysoce przepuszczalng kofeing (wspotczynnik przenikalnosci
P. = 10,49 x 10~ ¢ cm/s) i nisko przenikalny sulpiryd (P. = 0,05 x 10 ° cm/s). Wszystkie testowane

ligandy okazaly si¢ by¢ silnymi i selektywnymi antagonistami H3;R, ktore nie wykazaly istotnego
powinowactwa do pozostatych podtypow receptoréw histaminowych oraz charakteryzowaty si¢ wysoka
przepuszczalno$cia przez sztuczng btong biologiczng (Tabela 6). Dla zwigzku 12, ktory zawiera w swej
strukturze podatng na hydrolize grupe nitrylowa, oznaczono takze stabilno$¢ w surowicy wzgledem
wysoce trwalego atenololu. Poréwnujgc zawarto$¢ procentowa zwiazku referencyjnego w surowicy po
24 godzinach inkubacji (82,3%) z zawartoscig liganda 12 (17,5%), mozna wnioskowac, ze jest on

umiarkowanie stabilny na dziatanie enzymow, a jego okres pottrwania ti» wynosi 7,7 h.
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Tabela 6. Wyniki testow powinowactwa wybranych zwigzkéw do pozostatych podtypoéw receptorow
histaminowych, aktywno$ci wewnetrznej wzgledem H;R oraz przenikalnosci przez sztuczng btong biologiczna.

Ki [nM] X [CI 95%)] ICso [nM] + SD Pe (1076

Lp.
hHiR hH2R hH4R hH3R cm/s)
3 7615 [4024; 14407] >10 000 > 10000 83,4+15,9 6,57
7 > 10000 > 10000 >10 000 83,7+2,1 10,63
11 653 [259; 1647] > 10000 > 10000 215+ 108 12,00
SIRA - - - - 5,26
Kofeina - - - - 10,49
Sulpiryd - - - - 0,05

Finalnym etapem badan w publikacji HS byto sprawdzenie skutecznosci zwigzkéw 3, 7 oraz 12
w zwierzecych modelach bolu o podtozu nocyceptywnym i neuropatycznym. W pierwszej kolejnosci
scharakteryzowano profil farmakologii bezpieczenstwa struktur wiodgcych poprzez sprawdzenie ich
wplywu na aktywnos$¢ spontaniczng oraz koordynacje ruchowg u zwierzat w teScie obracajgcego si¢
preta’>’. Zwiazki 3 1 7 w dawce 15 mg/kg wykazywaly efekt silnie sedatywny oraz zaburzaty
koordynacj¢ ruchowg u myszy. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazaty, ze ligand 12 charakteryzuje
si¢ lepszym profilem bezpieczenstwa niz pozostate dwa badane zwiazki, dlatego zostal wybrany do
dalszej analizy jego dziatania przeciwbolowego. Wykazal wysokg skutecznos¢ w obydwu fazach testu
formalinowego (I faza: EDso = 6,17 mg/kg, II faza: EDso = 12,32 mg/kg)’*, tescie kapsaicynowym (EDs
= 10,32 mg/kg)’>’® oraz wlasciwosci antagonistyczne wzgledem receptorow sigma-1 w modelu
antynocycepcji indukowanej loperamidem® w sposéb zalezny od dawki (testowany w 12,5 oraz 25 pg).
Ponadto, ligand 12 w dawkach 5, 10 oraz 15 mg/kg okazat si¢ by¢ wyraznie aktywny w dwoch modelach
bolu neuropatycznego — neuropatii obwodowej wywotanej oksaliplatyng’’ oraz wskutek mechanicznego
uszkodzenia nerwu kulszowego’®. Uzyskane wyniki badan na zwierzgtach potwierdzaja szerokie
spektrum dziatania przeciwbolowego zwiazku 12 opartego na nowatorskim mechanizmie

molekularnym — dualnej modulacji receptorow Hs oraz o1, z dodatkowg interakcja z o2R.

H6 Szczepanska K, Bojarski AJ, Popik P, Malikowska-Racia N. Novel object recognition test as an
alternative approach to assessing the pharmacological profile of sigma-1 receptor ligands.

Pharmacol Rep. 2023 Oct;75(5):1291-1298.

Chociaz terminy ,,agonista” i ,,antagonista” sg uzywane do klasyfikacji ligandow receptora sigma-
1, jednoznaczne okre$lenie ich aktywno$ci funkcjonalnej jest czesto trudne. W celu zdefiniowania
profilu farmakologicznego ligandéw o:R, najpowszechniejsza metoda jest ocena ich sity dziatania
w lagodzeniu analgezji opioidowej”. Agonisci 61R zmniejszaja dziatanie przeciwbdlowe opioidow,
podczas gdy antagoni$ci wzmagajg ich aktywno$¢ w roznych modelach bolu®. Niestety, stabo poznane
szklaki sygnatowe zwigzane z aktywacja o1R spowodowaty, ze jak dotad nie opracowano kanonicznych
testow funkcjonalnych in vitro, ktore pozwolityby oceni¢ profil agonisty/antagonisty ligandéw tych

receptorow. Jedyna metoda in vitro opisang w literaturze jest test wigzania zwigzkow do oiR
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w obecnosci fenytoiny jako modulatora allosterycznego®!. Badania wykazaty, Ze jej dodatek roznicuje
powinowactwo ligandow do oR w zaleznosci od profilu aktywno$ci wewnetrznej — zwigksza sile
wigzania agonistow, a zmniejsza antagonistow®!. Chociaz dane literaturowe jednoznacznie wskazuja
korelacj¢ pomigdzy wynikami otrzymanymi w teScie funkcjonalnym z dodatkiem fenytoiny,
a aktywnos$cig zwigzkow w modelach in vivo, uzyskane roznice w warto$ciach powinowactwa
w obecnosci modulatora allosterycznego i bez s bardzo niewielkie®!.

Majac na uwadze powyzsze, w publikacji H6 zbadano wplyw agonistow i antagonistow receptora
sigma-1 w tescie rozpoznawania nowego obiektu (ang. novel object recognition test, test NOR), jako
alternatywnej metody in vivo do oceny profilu aktywno$ci wewnetrznej ligandéw o R.

Test NOR jest zwierzgcym modelem deficytow poznawczych, ktory stuzy do badania pamigci
roboczej, uwagi, leku i preferencji do nowosci oraz ich zaburzen u myszy lub szczurow??. Jest on oparty
na wrodzonym repertuarze zachowan gryzoni, tj. naturalnej tendencji do eksploracji napotkanych
obiektow. Podczas pierwszej proby prezentowane sa dwa jednakowe przedmioty (Rysunek 11).
Podczas drugiej proby jeden z obiektow zastgpiony zostaje nowym. Na podstawie czasu, jaki szczur
(lub mysz) spedza eksplorujac nowy obiekt w stosunku do obiektu prezentowanego juz uprzednio,
mozna wyznaczy¢ indeks dyskryminacji, ktory stanowi wskaznik pamigci w tym tescie. Bez watpienia,
test NOR jest jednym z najczeSciej stosowanych metod do oceny potencjalnych wiasciwosci
prokognitywnych nowych zwigzkow. Majac na uwadze fakt, Ze agonisci receptora c; poprawiaja
funkcje poznawcze w licznych modelach zwierzecych (czego nie zaobserwowano u antagonistow)®?,
jak rowniez rutynowy charakter testu NOR, podjeto probe jego wykorzystania do oceny funkcjonalne;j
ligandoéw oR jako alternatywy dla zwierzgcych modeli bolu.

Do badan wyselekcjonowano selektywnego agoniste iR (PRE-084, o:R Ki = 53,2 nM),
selektywnego antagoniste 61R (S1IRA, o:R K; = 17,0 nM) oraz otrzymanego w publikacji HS dualnego
antagoniste Hsz/o1R (KSK100, symbol 12, hH3R K;= 7,7 nM, o1R Ki = 4,5 nM)*>%*#, Zwigzek ten zostal
uwzgledniony w badaniach, poniewaz wiele danych literaturowych wskazuje na wysoki potencjat
antagonistow HsR do poprawy proceséw zwigzanych z uczeniem si¢ i zapamig¢tywaniem w licznych
modelach zwierzecych®. Jako pozytywna kontrole testu NOR uzyto donepezilu, ktory poza zdolno$cig
hamowania aktywnos$ci enzymu acetylocholinoesterazy jest takze silnym agonistg receptora sigma-1
(oiR Ki = 14,6 nM). Wszystkie zwiazki podawano dootrzewnowo. Ligandy PRE-084 oraz S1IRA
testowane byly w dwoch dawkach, odpowiednio 0,31 1 oraz 151 30 mg/kg. KSK 100 testowano w trzech
dawkach: 1, 31 10 mg/kg, natomiast donepezil, jako kontrolg pozytywna, tylko w dawce 1 mg/kg. Dobor
poszczegdlnych dawek zostat oparty o dane literaturowe oraz wyniki wezesniejszych eksperymentéw
opisanych w publikacji H5%%¢,

Na podstawie obliczonych wartosci indeksu dyskryminacji mozna zauwazy¢ wyrazne rdznice
w procesach zwigzanych z pamigcig u szczurow po podaniu badanych zwigzkéw. Obydwaj testowani

agonisci o1R (PRE-084 i donepezil) poprawili proces uczenia si¢ i zapamigtywania w tescie NOR, czego
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EKSPOZYCJA ZNANEGO PRZEDMIOTU TEST NOWEGO OBIEKTU

DZIEN 1 (TO) DZIEN 2 (T1) DZIEN 3 (T2)
Al A2 A B i
24 h 24 h
5 ——
vl Tyl
5 minut 3 minuty 3 minuty
PRZYZWYCZAJENIE BADANIE BADANIE

Rysunek 11. Schemat testu rozpoznawania nowego obiektu (NOR).

nie zaobserwowano po podaniu antagonistow tego receptora (SIRA i KSK100). Niemniej jednak,
prokognitywne wlasciwosci zwigzku PRE-04 zaobserwowano wylgcznie w nizszej dawce (0,3 mg/kg).
Co ciekawe, nieliniowa zalezno$¢ dawka-odpowiedZ zostala juz wielokrotnie zaobserwowana dla
substancji wzmacniajgcych funkcje poznawcze®’, rowniez dla PRE-084%, co tlumaczy jego efekt
farmakologiczny wystepujacy wytacznie w dawce 0,3 mg/kg. Zwigzek KSK 100, pomimo wtasciwosci
antagonistycznych wzgledem H3R, nie wplynat znaczaco na proces rozpoznawania obiektu
w przeprowadzonym eksperymencie. Jest to natomiast ligand dualny o rownie wysokim powinowactwie
do receptorow sigma-1, ktory wywolal efekt farmakologiczny zblizony do referencyjnego antagonisty
o1R — zwigzku S1RA.

Podsumowujac, pomimo istotnych réznic we wplywie na uczenie si¢ i pami¢¢ pomi¢dzy agonistami
i antagonistami o1R, nieliniowa zalezno$¢ dawka-odpowiedz zwiazku referencyjnego PRE-084 nie
uzasadnia stosowania testu NOR jako rutynowej metody do oceny aktywnosci funkcjonalnej ligandow
receptora sigma-1. Wydaje si¢, ze testy funkcjonalne w modelu analgezji opioidowej pozwalajg na

bardziej precyzyjng ocen¢ czy testowane zwigzki majg profil agonisty czy tez antagonisty o;R.

4.4.4 Podsumowanie

Wyniki badan przedstawione w pracach [H1] — [H6] znaczaco poszerzajg aktualny stan wiedzy na
temat receptorOw Hs histaminowych, glikoproteiny P oraz receptoréw sigma-1. Zaprojektowane
1 zsyntetyzowane zwigzki stanowig oryginalne polaczenia strukturalne, powickszajace swiatowe bazy
wielocelowych ligandow H3R oraz wiedze¢ na temat ich uzytecznos$ci farmakologicznej. Nowatorska
koncepcja bylo laczenie antagonizmu H;R z blokowaniem receptoréw sigma-1 i zaprojektowanie
takich dwufunkcyjnych zwigzkow w grupie pochodnych piperydyny. Zdefiniowanie kluczowej cechy
strukturalnej ligandow dla ich dualnej aktywnosci wzgledem receptorow Hs histaminowych oraz sigma-
1 jest wynikiem przelomowym dla rozwoju dyscypliny nauk farmaceutycznych. Przedstawione
w pracach wyniki analizy zaleznos$ci struktura-aktywnos$¢ pozwolily na wyselekcjonowanie struktur
wiodacych i zaprojektowanie ich dalszych modyfikacji. Ponadto, uzyskane wyniki moga stanowi¢ cenne

wskazowki i inspiracje do dalszych prac nie tylko dla mnie, ale i dla innych badaczy z dziedziny chemii
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medycznej poszukujgcych aktywnych ligandoéw dziatajacych w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Wyjasnienie wplywu standw protonacji pochodnych piperydyny i piperazyny na ich aktywnos$¢
biologiczng wzglgdem 1R z uzyciem metod eksperymentalnych, takich jak miareczkowanie
potencjometryczne, badania krystalograficzne oraz miareczkowanie bezposrednio w probéwce NMR,
dostarcza chemikom medycznym cennych informacji na temat zachowania zwigzkoOw w roztworze
o fizjologicznym pH.

Przeprowadzone badania in vivo potwierdzaja aktywno$¢ dualnych antagonistow Hs/oiR
w zwierzecych modelach bélu o podlozu nocyceptywnym i neuropatycznym, jak rowniez daja
szans¢ na postawienie kolejnego kroku w poszukiwaniach innowacyjnych i bardziej skutecznych
terapii przeciwbolowych. Proba opracowania nowego testu in vivo do oceny aktywnosci wewngtrznej
ligandow receptorow sigma-1 sktania do dalszych badan w zakresie farmakologii tej enigmatycznej
grupy biatek oraz podkresla konieczno$¢ wdrozenia funkcjonalnego testu in vitro, aby moc rozréznic¢
agonistow i antagonistow oR bez udziatu zwierzat.

Podsumowujac, wszystkie cele naukowe zaplanowane w ramach prezentowanego dzieta
habilitacyjnego zostaty osiggni¢te. Receptor Hs histaminowy jest niewatpliwie interesujagcym punktem
uchwytu ligandéw wielocelowych o dodatkowej zdolno$ci hamowania glikoproteiny P, jak rowniez
blokowania receptoréw sigma-1. Tak zaprojektowane zwigzki mogg stanowi¢ innowacyjne narzedzia
farmakologiczne w terapii licznych schorzen osrodkowego i obwodowego ukladu nerwowego,

W tym nowotworow, otytosci czy boélu o zroznicowanej etiopatologii.
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5 Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoS$cia naukowa albo artystyczng realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczego6lnosci
zagranicznej

5.1 Aktywno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Swoja prac¢ naukowa rozpoczgtam tuz po ukonczeniu studiow magisterskich na kierunku farmacja,
w lipcu 2014 roku, gdy jako stazystka kontynuowalam prace w Zespole Katedry Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM w Krakowie, gdzie uprzednio wykonywatam badania do
pracy magisterskie;j.

W pazdzierniku 2015 roku rozpoczetam studia doktoranckie w KTiBSL pod opieka prof. dr hab.
Katarzyny Kie¢-Kononowicz. W swojej pracy badawczej zajmowatam si¢ synteza selektywnych
ligandow o spodziewanej aktywno$ci wzgledem receptorow Hj histaminowych oraz badaniem ich
wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych.

Podczas studiow doktoranckich  kierowatam grantem  Narodowego Centrum
Nauki — Preludium: Pochodne piperazyny jako aktywne ligandy receptorow Hjs histaminowych —
modelowanie molekularne, synteza, ewaluacja farmakologiczna oraz projektem celowym Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: Poszukiwanie ligandow receptorow Hjs histaminowych w grupie N-
podstawionych  piperazyny. Ponadto, swoje do$wiadczenie w  syntezie  organicznej
poszerzylam wspotpracujac w czterech kolejnych projektach badawczych finansowanych przez
Narodowe Centrum Nauki (Maestro — 1 projekt, Opus — 2 projekty) oraz Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego (1 projekt). Mdj wklad w wyzej wymienione granty badawcze obejmowat
synteze oraz resyntez¢ ligandow réznych celow biologicznych, w tym receptoréw oddzialujacych
z biatkami G 1 kanatow jonowych.Praca w ramach tych projektow zaowocowata moim
wspolautorstwem w 10 artykutach naukowych, ktore zostaly wymienione ponizej wraz z opisem
mojego wkladu (w nawiasach kwadratowych znajduja si¢ symbole prac z Wykazu Osiggnieé

Naukowych, czgs¢ z nich zostata opublikowana po nadaniu mi stopnia naukowego doktora):

e Zsyntetyzowatam nowe narzg¢dzia farmakologiczne do badan receptoréw jonotropowych AMPA

oraz kainowych:

o Szymanska E, Chatupnik P, Szczepanska K, Cufiado Moral AM, Pickering DS, Nielsen B,
Johansen TN, Kie¢-Kononowicz K. Design, synthesis and structure-activity relationships

of novel phenylalanine-based amino acids as kainate receptors ligands. Bioorg Med Chem

Lett. 2016 Nov 15;26(22):5568-5572 [A1].
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o Szymanska E, Nielsen B, Johansen TN, Cufiado Moral AM, Pickering DS, Szczepanska
K, Mickowska A, Kie¢-Kononowicz K. Pharmacological characterization and binding
modes of novel racemic and optically active phenylalanine-based antagonists of AMPA

receptors. Eur J Med Chem. 2017 Sep 29;138:874-883 [A3].

o Zsyntetyzowalam selektywne ligandy receptorow Hs histaminowych o wlasciwo$ciach

przeciwpadaczkowych:

o Kuder KJ, Lazewska D, Kaleta M, Latacz G, Kottke T, Olejarz A, Karcz T, Fruzinski A,
Szczepanska K, Karolak-Wojciechowska J, Stark H, Kie¢-Kononowicz K. Synthesis and
biological activity of novel tert-amylphenoxyalkyl (homo)piperidine derivatives as

histamine H3R ligands. Bioorg Med Chem. 2017 May 15;25(10):2701-2712 [A2].

e Zaprojektowalam oraz zsyntetyzowatam ligandy receptoréw H; histaminowych majace zdolno$¢ do
redukcji masy ciata, dziatania anorektycznego i hipoglikemizujgcego oraz poprawiajgce parametry

metaboliczne u badanych zwierzat:

o Kotanska M, Kuder KJ, Szczepanska K, Sapa J, Kie¢-Kononowicz K. The histamine
H; receptor inverse agonist pitolisant reduces body weight in obese mice. Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2018 Aug;391(8):875-881 [A6].

o Kotanska M, Mika K, Reguta K, Szczepanska K, Szafarz M, Bednarski M, Olejarz-Maciej
A, Nowak K, Latacz G, Mogilski S, Kuder KJ, Kie¢-Kononowicz K, Sapa J. KSK 19 - Novel
histamine H3 receptor ligand reduces body weight in diet induced obese mice. Biochem
Pharmacol. 2019 Oct;168:193-203 [A9].

o Mika K, Szafarz M, Bednarski M, Kuder K, Szczepanska K, Pociecha K, Pomierny B,
Kie¢-Kononowicz K, Sapa J, Kotanska M. Metabolic benefits of novel histamine
H; receptor ligands in the model of excessive eating: The importance of intrinsic activity
and pharmacokinetic properties. Biomed Pharmacother. 2021 Oct;142:111952 [B5].

o Mika K, Szafarz M, Bednarski M, Latacz G, Sudot S, Handzlik J, Pociecha K, Knutelska J,
Nicosia N, Szczepanska K, Kuder KJ, Kie¢-Kononowicz K, Kotanska M. Histamine
H; Receptor Ligands-KSK-59 and KSK-73-Reduce Body Weight Gain in a Rat Model of
Excessive Eating. Pharmaceuticals (Basel). 2021 Oct 25;14(11):1080 [B6].

o Mika K, Szafarz M, Zadrozna M, Nowak B, Bednarski M, Szczepanska K, Pociecha K,
Kubacka M, Nicosia N, Juda I, Kie¢-Kononowicz K, Kotanska M. KSK-74: Dual Histamine
H; and Sigma-2 Receptor Ligand with Anti-Obesity Potential. /nt J Mol Sci. 2022 Jun
24:;23(13):7011 [BS].

o Mika K, Szafarz M, Bednarski M, Siwek A, Szczepanska K, Kie¢-Kononowicz K,

Kotanska M. Evaluation of Some Safety Parameters of Dual Histamine H3 and Sigma-2
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Receptor Ligands with Anti-Obesity Potential. /nt J Mol Sci. 2023 Apr 19;24(8):7499
[BI1].

e Zsyntetyzowatam dualne ligandy receptorow Hs histaminowych o dodatkowych wlasciwosciach

antyoksydacyjnych i potencjale terapeutycznym w leczeniu chordb neurodegeneracyjnych:

o Kuder KJ, Kotanska M, Szczepanska K, Mika K, Reiner-Link D, Stark H, Kie¢-
Kononowicz K. Discovery of Potential, Dual-Active Histamine H3 Receptor Ligands with

Combined Antioxidant Properties. Molecules. 2021 Apr 15;26(8):2300 [B4].

W maju 2018 roku wygralam ogolnopolskie przestuchania Polskiego Towarzystwa Chemii
Medycznej, w wyniku ktorych reprezentowatam Polsk¢ na V Sympozjum Milodych Naukowcow
Europejskiej Federacji Chemii Medycznej w Lublanie.

W latach 2018 — 2020 realizowatam dwuletni, anglojezyczny program ksztalcenia dla
zaawansowanych Doktorantow Uniwersytetu Jagiellonskiego Jagiellonian Interdisciplinary PhD
Programme (JIPhDP), chcac rozwijaé swoje umiejetnosci oraz zapoznac si¢ z praktykami badawczymi
w innych obszarach i1 dyscyplinach nauki. W ramach dwumiesigcznego stazu naukowego
finansowanego przez JIPhDP nawigzalam wspotprace z zespotem prof. Sigurda Elza z Instytutu Chemii
Medycznej i Farmaceutycznej Uniwersytetu w Regensburgu, gdzie pod opiekg dr. Steffena
Pockesa scharakteryzowatam wlasciwosci antagonistyczne otrzymanych przeze mnie zwigzkow
wzgledem receptoréw Hj (test rekrutacji biatka mini-G) oraz oznaczylam ich powinowactwo do
pozostatych podtypow receptoréw histaminowych (badania radioreceptorowe).

8 czerwca 2020 roku na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM obronitam z wyrdznieniem rozprawe
doktorska zatytutlowang The search for novel histamine Hs receptor ligands in the group of piperazine
derivatives. Jest ona moim kolejnym osiggnieciem, ktére stanowi istotny wklad w rozwdj
dyscypliny nauk farmaceutycznych. W pracy doktorskiej, poza rozwigzaniem problemu naukowego,
bylam wiodacym twoércg koncepeji, ktora zakladala zaprojektowanie i otrzymanie nowatorskich
zwigzkdéw chemicznych oraz ich ewaluacje farmakologiczng, w ramach ktorej odpowiadalam za
analize otrzymanych wynikow. Co wigcej, moja praca doktorska miata charakter interdyscyplinarny
1 zostata zrealizowana we wspolpracy z trzema zagranicznymi osrodkami naukowymi — Uniwersytetem
w Diisseldorfie (grupa badawcza prof. Holgera Starka), Regensburgu (grupa badawcza prof. Sigurda
Elza) oraz Zjednoczonych Emiratach Arabskich (grupa badawcza prof. Bassema Sadka). Stanowit ja
cykl 5 publikacji naukowych o tgcznym wspodtczynniku oddziatywania IF = 21,320, natomiast tgczna
liczba punktow MNiSW wynosita 310:

1. Szczepanska K, Karcz T, Mogilski S, Siwek A, Kuder KJ, Latacz G, Kubacka M, Hagenow S,
Lubelska A, Olejarz A, Kotanska M, Sadek B, Stark H, Kie¢-Kononowicz K. Synthesis and
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biological activity of novel tert-butyl and tert-pentylphenoxyalkyl piperazine derivatives as
histamine H3R ligands. Eur J Med Chem. 2018 May 25;152:223-234 [A5].

2. Szczepanska K, Karcz T, Kotanska M, Siwek A, Kuder KJ, Latacz G, Mogilski S, Hagenow
S, Lubelska A, Sobolewski M, Stark H, Kie¢-Kononowicz K. Optimization and preclinical
evaluation of novel histamine H; receptor ligands: Acetyl and propionyl phenoxyalkyl
piperazine derivatives. Bioorg Med Chem. 2018 Dec 15;26(23-24):6056-6066 [A7].

3. Szczepanska K, Karcz T, Siwek A, Kuder KJ, Latacz G, Bednarski M, Szafarz M, Hagenow
S, Lubelska A, Olejarz-Maciej A, Sobolewski M, Mika K, Kotanska M, Stark H, Kiec¢-
Kononowicz K. Structural modifications and in vitro pharmacological evaluation of 4-pyridyl-
piperazine derivatives as an active and selective histamine Hj receptor ligands. Bioorg Chem.
2019 Oct;91:103071 [AS].

4. Szczepanska K, Kuder K, Kiec-Kononowicz K. Histamine H3 Receptor Ligands in the Group
of (Homo)piperazine Derivatives. Curr Med Chem. 2018;25(14):1609-1626 [A4].

5. Kotanska M, Mika K, Reguta K, Szczepanska K, Szafarz M, Bednarski M, Olejarz-Maciej A,
Nowak K, Latacz G, Mogilski S, Kuder KJ, Kie¢-Kononowicz K, Sapa J. KSK19 - Novel
histamine H3 receptor ligand reduces body weight in diet induced obese mice. Biochem

Pharmacol. 2019 Oct;168:193-203 [A9].

W wyniku przeprowadzonych badan do pracy doktorskiej otrzymatam 80 zwigzkow finalnych.
Analiza zaleznosci struktura-aktywno$¢ pozwolita na wylonienie ugrupowania 4-pirydylopiperazyny
jako kluczowego elementu strukturalnego zapewniajacego wysokie powinowactwo zwiazkow do
receptorow  Hs  histaminowych. Najbardziej aktywne ligandy wykazaly wlasciwosci
przeciwdrgawkowe, a zwigzek KSK19 dodatkowy profil prokognitywny w mysich modelach
zwierzecych (badania we wspotpracy z dr. Szczepanem Mogilskim, Zaktad Farmakodynamiki Katedry
Farmakodynamiki UJ CM, [A5]). W zwigzku z powyzszym, ligand KSK 19 zostal wybrany jako nowa
struktura wiodgca do dalszych badan, gdzie oceniano jego wptyw na mase ciata w modelu nadmiernego
objadania si¢ (wspotpraca z dr hab. Magdaleng Kotanskg, Zaktad Wstepnych Badan Farmakologicznych
Katedry Farmakodynamiki UJ CM). Zwierzeta karmione dietg wysokotluszczowsg i otrzymujace
zwigzek KSK19 miaty znacznie mniejszy przyrost masy ciata, w poréwnaniu z grupg kontrolng. Co
wiecej, 21-dniowe leczenie otytych zwierzat ligandem KSK19 takze znaczgco poprawito tolerancje

glukozy 1 insulinoopornos¢ [A9].

5.1.1 Podsumowanie dorobku naukowego przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Liczba publikacji w bazie JCR: 9

Liczba publikacji w bazie JCR jako pierwszy autor: 4
Sumaryczny IF: 33,529

Laczna liczba punktow MNiSW: 430
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5.2 Aktywno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Jeszcze przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora, ztozylam wniosek o grant badawczy
w programie Narodowego Centrum Nauki Sonatina. Projekt otrzymal finansowanie, a jego realizacja
ma miejsce w Zaktadzie Chemii Lekow IF PAN kierowanym przez prof. dr. hab. Andrzeja J.
Bojarskiego, gdzie 1 pazdziernika 2020 roku podjetam zatrudnienie na stanowisku asystenta.

Ponadto, zaraz po obronie pracy doktorskiej pracowalam jako specjalista w Katedrze Chemii
Farmaceutycznej UJ CM, gdzie w zespole prof. dr. hab. Marcina Kotaczkowskiego zajmowatam si¢
syntezg selektywnych funkcjonalnie agonistow receptora serotoninowego 5-HT .

Kontynuacja pracy w KTiBSL kierowanej przez prof. dr hab. inz. Jadwige Handzlik pozwolita mi

nawigza¢ wspoélprace z zespotem badawczym Dr Gabrielli Spengler z Uniwersytetu w Szegedzie.

Biorac pod uwagg, ze opornos¢ wielolekowa jest gldowna przyczyna niepowodzen chemioterapii
w leczeniu nowotworow, jak rowniez fakt, ze histamina bierze udziat w proliferacji komorek, celem
naszych wspolnych badan bylo okreslenie potencjalnego wplywu ligandow Hi;R na aktywnosc
nowotworowej pompy wyrzutu lekéw ABCB1 w komorkach mysiego chioniaka z limfocytow T.
Ponadto, dla wszystkich badanych zwigzkow okreslilisSmy ich aktywnos$¢ cytotoksyczng oraz
antyproliferacyjng. Co cickawe, 4 najbardziej aktywne ligandy wykazaty silne dziatanie hamujace
aktywnos$¢ pompy ABCBI1 oraz wlasciwosci cytotoksyczne i antyproliferacyjne, jednakze miaty one

niskie powinowactwo do receptoréw Hz histaminowych.

o Szczepanska K, Kincses A, Vincze K, Szymanska E, Latacz G, Kuder KJ, Stark H, Spengler
G, Handzlik J, Kie¢-Kononowicz K. N-Substituted piperazine derivatives as potential
multitarget agents acting on histamine Hj receptor and cancer resistance proteins. Bioorg Med

Chem Lett. 2020 Nov 15;30(22):127522 [B1, H1].

W projekcie badawczym Sonatina zajmuje¢ si¢ projektowaniem i syntezg dualnych ligandow
receptorow Hj histaminowych oraz sigma-1 jako nowych narz¢dzi farmakologicznych w terapii
schorzen osrodkowego uktadu nerwowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem bolu neuropatycznego. Te
dwie rdézne struktury biologiczne, receptory Hs histaminowe oraz sigma-1, majg jednakowo wysoka
ckspresjc w oSrodkowym uktadzie nerwowym i mogg stanowi¢ potencjalne cele terapeutyczne
w rozwoju badan nad terapig licznych chorob ludzkich, takich jak otylos¢, bol, uzaleznienie czy choroby
neurodegeneracyjne. Do konca roku 2021 nie byto danych w literaturze na temat racjonalnego
projektowania i otrzymywania dwufunkcyjnych ligandow receptorow H; oraz sigma-1, a mdj ponizszy
artykul byl pierwszym przegladem literaturowym na temat potencjatu terapeutycznego jednoczesnego

oddziatywania na te dwa cele biologiczne.
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o Szczepanska K, Kuder KJ, Kie¢-Kononowicz K. Dual-targeting Approach on Histamine
H; and Sigma-1 Receptor Ligands as Promising Pharmacological Tools in the Treatment of

CNS-linked Disorders. Curr Med Chem. 2021;28(15):2974-2995 [B2, H2].

W swojej aktualnej pracy naukowej tacze elementy projektowania, syntezy oraz charakterystyki
farmakologicznej in  vitro nowych kandydatow na leki, a grant Sonatina planuj¢ zakonczy¢
czteromiesiecznym stazem badawczym na Uniwersytecie w Newcastle, gdzie oceni¢ wlasciwosci
farmakologiczne otrzymanych zwigzkéw w testach na zwierzetach. Jak dotad, prace projektowe
zaowocowaly opublikowaniem pigciu manuskryptow badawczych. W pierwszym z nich
zaprojektowalam 1 otrzymatam seri¢ 12 nowych antagonistow receptora Hs; histaminowego, w tym
zwigzki KSK67, KSK68 oraz KSK94, ktore zostaty wybrane jako struktury wiodace do dalszych badan.
Co wigcej, ligand KSK94 (analog strukturalny zwigzku A-331440 przedsigbiorstwa farmaceutycznego
Abbott) zmniejszyt ilo§¢ przyjmowanych kalorii w testach na zwierzgtach, co potwierdzito jego

potencjat terapeutyczny w leczeniu otytosci.

e Szczepanska K, Pockes S, Podlewska S, Horing C, Mika K, Latacz G, Bednarski M, Siwek A,
Karcz T, Nagl M, Bresinsky M, Moénnich D, Seibel U, Kuder KJ, Kotanska M, Stark H, Elz S,
Kie¢-Kononowicz K. Structural modifications in the distal, regulatory region of histamine
H; receptor antagonists leading to the identification of a potent anti-obesity agent. Eur J Med

Chem. 2021 Mar 5;213:113041 [B3, H3].

Biorac pod uwage mozliwg interakcje ligandow receptoréw Hj histaminowych z receptorami sigma-
1 oraz potencjal terapeutyczny plynacy z jednoczesnego oddzialywania na te dwa cele
biologiczne, gtownym celem kolejnej pracy bylo okreslenie powinowactwa do receptorow sigma dla
dwudziestu ligandow HsR. Zwiazki te zostaly wyselekcjonowane sposrod biblioteki antagonistow
receptoréw Hj otrzymanych przeze mnie we wczesniejszych badaniach, a powinowactwo do receptorow
sigma-1 oraz sigma-2 zostalo oznaczone we wspolpracy z grupa badawczag prof. Emanuele Amaty
z Uniwersytetu w Katanii. Dwa spo$rod przebadanych zwigzkéw (KSK68 oraz E377) okazaty si¢ by¢
silnymi antagonistami obydwu celow biologicznych o obiecujacych whasciwosciach przeciwbolowych
w modelu zwierzecym. Badania in vivo zostaly przeprowadzone we wspolpracy z grupg badawcza dr.
Enrique José Cobosa z Uniwersytetu w Granadzie. Co ciekawe, w wyniku analizy zaleznoS$ci struktura-
aktywno$¢ zaobserwowalismy, ze zwigzek KSK68 zawierajacy w swej strukturze fragment 4-
pirydylopiperydyny wykazal jednakowo wysokie powinowactwo do receptoréw Hs oraz sigma-1,
natomiast jego analog strukturalny KSK67 rdéznigcy si¢ jedynie czes$cig zasadowa (fragment 4-

pirydylopiperazyny), byt selektywny wzgledem H3R 1 nie oddzialywat z receptorami sigma-1.

e Szczepanska K, Podlewska S, Dichiara M, Gentile D, Patamia V, Rosier N, M6nnich D, Ruiz
Cantero MC, Karcz T, Lazewska D, Siwek A, Pockes S, Cobos EJ, Marrazzo A, Stark H,
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Rescifina A, Bojarski AJ, Amata E, Kie¢-Kononowicz K. Structural and Molecular Insight into
Piperazine and Piperidine Derivatives as Histamine Hs and Sigma-1 Receptor Antagonists with

Promising Antinociceptive Properties. ACS Chem Neurosci. 2022 Jan 5;13(1):1-15 [B7, H4].

Majgc na uwadze tak spektakularne wyniki analizy SAR, w kolejnym etapie badan postanowiliSmy
potaczy¢ metody chemiczne, biologiczne i obliczeniowe w celu okreslenia wlasciwosci molekularnych
odpowiedzialnych za selektywne lub dwukierunkowe wigzanie badanych pochodnych piperydyny
1 piperazyny zreceptorami Hj histaminowymi oraz sigma-1. Nastepnie zaprojektowatam seri¢ 16
nowych ligandow, dla ktorej przeprowadziliSmy ich charakterystyke farmakologiczna
metodami in vitro. Badania farmakologii bezpieczenstwa pozwolity nam wytoni¢ zwigzek KSK100
jako strukture wiodacg do oceny jego dziatania przeciwbolowego in vivo. Otrzymane wyniki wyraznie
wskazuja, ze ligand KSK 100 moze tagodzi¢ zar6wno bdl neuropatyczny wywotany chemioterapig, jak
i spowodowany uszkodzeniem nerwu kulszowego. Potwierdza to jego szerokie spektrum dziatania

przeciwbolowego opartego na nowatorskim mechanizmie molekularnym.

e Szczepanska K, Karcz T, Dichiara M, Mogilski S, Kalinowska-Ttuscik J, Pilarski B, Leniak A,
Pietrus W, Podlewska S, Popiotek-Barczyk K, Humphrys LJ, Ruiz-Cantero MC, Reiner-Link
D, Leitzbach L, Lazewska D, Pockes S, Gorka M, Zmystowski A, Calmels T, Cobos EJ,
Marrazzo A, Stark H, Bojarski AJ, Amata E, Kie¢-Kononowicz K. Dual Piperidine-Based
Histamine H; and Sigma-1 Receptor Ligands in the Treatment of Nociceptive and Neuropathic

Pain. J Med Chem. 2023 Jul 27;66(14):9658-9683 [B13, HS].

Niewatpliwie, bardzo istotnym problemem w projektowaniu zwigzkoéw o profilu antagonistycznym
wzgledem receptorow sigma-1 jest fakt, ze wciaz nie ma opracowanych kanonicznych testow
funkcjonalnych in vitro do oceny aktywnosci wewngtrznej ligandow oiR. Najczestsza metoda
charakterystyki profilu funkcjonalnego ligandéw receptorow sigma-1 pozostajg testy na zwierzetach.
Z tego wzgledu, we wspolpracy z grupa badawcza prof. dr hab. Piotra Popika z Zaktadu Badan Nowych
Lekow IF PAN, postanowili§my sprawdzi¢ uzytecznos¢ testu rozpoznawania nowego obiektu do oceny
aktywnosci agonistycznej/antagonistycznej ligandow oiR. Pomimo zaobserwowanych réznic w tym
teScie pomigdzy agonistami oraz antagonistami oR, nieliniowy efekt dawka-zaleznos¢ dla
referencyjnego agonisty receptorow sigma-1, nie uzasadnia tej metody do rutynowej oceny aktywnosci

funkcjonalnej zwigzkow o omawianym profilu receptorowym.

o Szczepanska K, Bojarski AJ, Popik P, Malikowska-Racia N. Novel object recognition test as
an alternative approach to assessing the pharmacological profile of sigma-1 receptor ligands.

Pharmacol Rep. 2023 Oct;75(5):1291-1298 [B14, H6].

Zwazywszy na fakt, ze swedzenie i bol sg blisko spokrewnionymi, ale wcigz odrebnymi odczuciami,

ktore w duzej mierze majg wspolne mediatory, w kolejnym etapie badan postanowiliSmy sprawdzi¢
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skutecznos$¢ terapeutyczng dualnego liganda Hs/o1R —zwigzku E153 w zwierzecych modelach bélu oraz
swiagdu zaleznego i niezaleznego od histaminy. Badania te przeprowadzil dr Szczepan Mogilski
z Katedry Farmakodynamiki UJ CM. Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaty, ze ligand E153 ma
wlasciwosci zarowno przeciwbolowe, jak i przeciw$§wigdowe w zwierzecych modelach bolu i $wigdu
o ré6znym pochodzeniu i mechanizmach. Ostatecznie udowodnili$my, Zze na dziatanie przeciwbdlowe
zwigzku wplywa antagonizm receptoréw sigma-1 oraz receptoréw Hsz histaminowych, natomiast

dziatanie przeciwswigdowe w wigkszym stopniu zalezy od antagonizmu oR.

e Mogilski S, Kubacka M, Swierczek A, Wyska E, Szczepanska K, Sapa J, Kie¢-Kononowicz K,
Lazewska D. Mogilski S, Kubacka M, Swierczek A, Wyska E, Szczepanska K, Sapa J, Kie¢-
Kononowicz K, Lazewska D. Efficacy of the Multi-Target Compound E153 in Relieving Pain
and Pruritus of Different Origins. Pharmaceuticals (Basel). 2023 Oct 17;16(10):1481. [B15].

Wspolpraca z dr. Tadeuszem Karczem z KTiBSL pozwolita mi nabyé umiejetnosci z zakresu oceny
wybranych parametréw ADME (ang. Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion) nowych
kandydatéw na leki metodami in vitro, ktére stanowia moje kolejne osiggniecie o istotnym wkladzie
w rozwdéj dyscypliny nauk farmaceutycznych. Przeprowadzone przeze mnie badania przenikalnosci
zwigzkdéw przez sztuczng blone biologiczng w tescie PAMPA (ang. parallel artificial membrane

permeability assay) zaowocowaly wspolautorstwem w ponizszych publikacjach:

e Bartuzi D, Kedzierska E, Targowska-Duda KM, Koszta O, Wrobel TM, Jademyr S, Karcz T,
Szczepanska K, Stepnicki P, Wronikowska-Denysiuk O, Biata G, Handzlik J, Kristensen JL,
Poso A, Kaczor AA. Funnel metadynamics and behavioral studies reveal complex effect of
D2AAKI1 ligand on anxiety-like processes. Sci Rep. 2022 Dec 7;12(1):21192 [B9].

e Stepnicki P, Targowska-Duda KM, Martinez AL, Zigba A, Wronikowska-Denysiuk O, Wrdbel
MZ, Bartyzel A, Trzpil A, Wrébel TM, Chodkowski A, Mirecka K, Karcz T, Szczepanska K,
Loza MI, Budzynska B, Turto J, Handzlik J, Fornal E, Poleszak E, Castro M, Kaczor AA.
Discovery of novel arylpiperazine-based DA/5-HT modulators as potential antipsychotic agents
- Design, synthesis, structural studies and pharmacological profiling. Eur J Med Chem. 2023
Apr 5;252:115285 [B10].

e Chatupnik P, Vialko A, Pickering DS, Nielsen B, Bay Y, Skov Kristensen A, Hinkkanen M,
Szczepanska K, Karcz T, Latacz G, Johansen TN, Szymanska E. Structure-Activity
Relationship and Solubility Studies of NI1-Substituted Quinoxaline-2,3-diones as Kainate
Receptor Antagonists. ChemMedChem. 2023 Jun 30:¢202300278 [B12].

Za dotychczasowe osiggni¢cia naukowe zostalam uhonorowana stypendium dla najlepszych
mlodych naukowcow START 2021, przyznawanym przez Fundacj¢ na rzecz Nauki Polskiej, a moja

rozprawa doktorska zostala wyrdzniona certyfikatem Europejskiej Sieci Doktorantéw Paula Ehrlicha.
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We wrzes$niu 2022 roku rozpoczelam trzymiesigczny staz badawczy w Zaktadzie Chemii Lekow
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Florydzkiego pod kierownictwem naukowym prof.
Christophera R McCurdy'ego, w trakcie ktorego oznaczytam powinowactwo wyselekcjonowanych
zwigzkow do receptorow sigma-1. W grudniu 2022 roku zostatam laureatkg konkursu Opus 23
Narodowego Centrum Nauki. Projekt badawczy Rola jednoczesnej i indywidualnej modulacji
receptorow u-opioidowych, sigma-1 oraz Hs histaminowych jako nowe podejscie terapeutyczne
w leczeniu bolu o podtozu nocyceptywnym i neuropatycznym (2022/45/B/NZ7/03101) realizuje¢ we
wspotpracy z firmg Celon Pharma S.A.

5.2.1 Podsumowanie dorobku naukowego po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Liczba publikacji w bazie JCR: 15

Liczba publikacji w bazie JCR jako pierwszy autor: 6
Sumaryczny IF: 79,412

Laczna liczba punktow MNiSW: 1950

5.3 Przedstawienie sumarycznego dorobku dzialalnosci naukowo-badawczej (2016-2024)
(dotyczy wszystkich publikacji)

Liczba publikacji w bazie JCR: 24

Liczba publikacji w bazie JCR jako pierwszy autor: 10

Sumaryczny IF: 112,941

Laczna liczba punktow MNiSW: 2380

Liczba cytowan (Web of Science Core Collection): 163 (na dzien 23.01.24, w tym 98 bez autocytowan)

Liczba cytowan (Scopus): 169 (na dzien 23.01.24, w tym 104 bez autocytowan)

Indeks Hirsha: 9

Wspotautorstwo doniesien zjazdowych: 32

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

6.1 Dzialalnos¢ dydaktyczna

o  Wspotprowadzenie Kota Chemii Medycznej na Wydziale Farmaceutycznym, UJ CM.
o Wystgpienia ustne podczas seminariow dla mlodych naukowcéw Katedry Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Wydziat Farmaceutyczny, UJ CM:
o Dual histamine Hs and sigma-1 receptor ligands as novel pharmacological tools in the
treatment of central nervous system disorders with the focus on neuropathic pain;

15.04.2021 r.
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o Therole of simultaneous and individual modulation of u-opioid, sigma-1 and histamine
Hs receptors as a new therapeutic approach in the treatment of neuropathic pain;
14.03.2023 r.
o In-depth analysis of the protonation states of piperazine and piperidine derivatives as
dual histamine Hs and sigma-1 receptor ligands — promising drug candidates in the
treatment of pain; 11.07.2023 r.
e Protokotowanie obrony rozprawy doktorskiej mgr. Michata Zatuskiego oraz mgr Anety Kaczor,

Wydziat Farmaceutyczny, UJ CM.

6.2 Dzialalnos¢ popularyzacyjna

W ramach dziatalnosci popularyzacyjnej, prezentowatam tematyke swoich badan na portalu

Platforma Nauki (https://platformanauki.pl/filmy/profesor-andrzej-bojarski-instytut-farmakologii-im-

jerzego-maja-polskiej-akademii-nauk,147) oraz Rzecz o Innowacjach (https://rzeczo.pl/nowe-

narzedzia-farmakologiczne-w-terapii-schorzen-osrodkowego-ukladu-nerwowego-ze-szczegolnym-

uwzglednieniem-bolu-neuropatycznego/). Ponadto, streszczenia dwodch artykutow wchodzacych
w sktad osiggniecia naukowego [H4, HS] zostaly zamieszczone na stronie Po Prostu Nauka

(https://poprostunauka.cm-uj.krakow.pl/publikacje/2021/12/,/2023/7/). Wyniki badan realizowanego

przeze mnie grantu Sonatina sg regularnie prezentowane na stronie internetowej projektu na portalu

ResearchGate (https://www.researchgate.net/project/Dual-histamine-H3-and-sigma-1 -receptor-

licands-as-novel-pharmacological-tools-in-the-treatment-of-central-nervous-system-disorders-with-

the-focus-on-neuropathic-pain).

6.3  Dzialalno$¢ organizacyjna

e Udzial w komitecie organizacyjnym spotkania Europejskiej Sieci Doktorantow Paula Ehrlicha
(Paul Ehrlich MedChem Euro-PhD Network), Krakow, 3-5 lipca 2015 r.

e Udzial w organizacji przestuchan Polskiego Towarzystwa Chemii Medycznej majgcych na celu
wylonienie reprezentanta z Polski do wygloszenia komunikatu na 3 EFMC Young Medicinal
Chemists’ Symposium 2016, Krakow, 7 maja 2016 1.

e Udzial w organizacji przestuchan Polskiego Towarzystwa Chemii Medycznej majacych na celu
wylonienie reprezentanta z Polski do wygloszenia komunikatu na 5" EFMC Young Medicinal
Chemists’ Symposium 2018, Krakow, 12 maja 2018 r.

e Udzial w komitecie organizacyjnym zjazdu Europejskiego towarzystwa Badan nad Histaming
(European Histamine Research Society, EHRS), Krakow, 15-18 maja 2019 r.

e Udzial w komitecie organizacyjnym konferencji EFMC-ACSMEDI: Medicinal Chemistry
Frontiers 2019, Krakow, 10-13 czerwca 2019 r.
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7.1

7.1.1

7.1.2

Udzial w organizacji przestuchan Polskiego Towarzystwa Chemii Medycznej majgcych na celu
wylonienie reprezentanta z Polski do wygloszenia komunikatu na 8" EFMC Young Medicinal
Chemists’ Symposium 2021, Krakow, 15 maja 2021 r.

Udziat w organizacji przestuchan Polskiego Towarzystwa Chemii Medycznej majacych na celu
wylonienie reprezentanta z Polski do wygloszenia komunikatu na 10" EFMC Young Medicinal

Chemists’ Symposium 2023, Krakow, 20 maja 2023 r.

Pozostale informacje

Udzial w projektach badawczych

Kierowanie projektami badawczymi

03.04.2023 — obecnie: Rola jednoczesnej i indywidualnej modulacji receptorow u-opioidowych,
sigma-1 oraz Hs histaminowych jako nowe podejscie terapeutyczne w leczeniu bolu o podtozu
nocyceptywnym i  neuropatycznym — Narodowe Centrum Nauki: OPUS nr
2022/45/B/NZ7/03101, wysoko$¢ dofinansowania: 2 533 291 PLN, projekt realizowany
w konsorcjum z firmg Celon Pharma S.A.

10.09.2020 — obecnie: Dualne ligandy receptorow Hs histaminowych oraz sigma-1 jako nowe
narzedzia farmakologiczne w terapii schorzen osrodkowego uktadu nerwowego ze szczegolnym
uwzglednieniem bolu neuropatycznego — Narodowe Centrum Nauki: SONATINA nr
2020/36/C/NZ7/00284, wysoko$¢ dofinansowania: 1 081 987 PLN.

01.09.2017 — 28.02.2021: Pochodne piperazyny jako aktywne ligandy receptorow H;
histaminowych - modelowanie molekularne, synteza, ewaluacja farmakologiczna — Narodowe
Centrum Nauki: PRELUDIUM nr 2016/23/N/NZ7/00469, wysoko$¢ dofinansowania: 141 600
PLN.

01.01.2017 — 31.12.2019: Poszukiwanie ligandow receptorow H; histaminowych w grupie N-
podstawionych piperazyny — Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: projekt celowy nr

K/DSC/004310.

Uczestnictwo w projektach badawczych w charakterze wykonawcy

01.09.2017 — 31.10.2018: Analiza i ocena skutecznosci dziatania anorektycznego oraz
bezpieczenstwa nowych ligandow receptora Hs histaminowego — Narodowe Centrum Nauki:
OPUS nr 2016/23/B/NZ7/01063, kierownik projektu: dr hab. Magdalena Kotanska.
01.11.2016 — 31.05.2017: Receptory Hi/Hs histaminowe jako atrakcyjny cel poszukiwan
substancji  biologicznie aktywnych — Narodowe centrum Nauki: MAESTRO nr
2011/02/A/NZ4/00031, kierownik projektu: prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz.
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01.12.2015 — 31.05.2016: Nowe selektywne ligandy jonotropowych receptorow kwasu
glutaminowego AMPA/KA — Narodowe Centrum Nauki: OPUS nr 2014/15/B/NZ7/00908,
kierownik projektu: dr hab. Ewa Szymanska.

01.11.2014 — 30.09.2015: Poszukiwanie ligandow receptorow Hjs histaminowych w grupie
podstawionej N-acylopiperazyny — Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: projekt
celowy nr K/DSC/002882, kierownik projektu: dr hab. Kamil Kuder.

Udzial w konferencjach naukowych i sympozjach o zasiegu krajowym oraz
miedzynarodowym

Jestem wspotautorka 32 streszczen konferencyjnych oraz wyglositam 15 referatéw ustnych na

konferencjach naukowych o zasiggu krajowym oraz mi¢dzynarodowym (w tym 11 w jezyku angielskim,

ktore zostaly wymienione ponizej):

Szczepanska K, Karcz T, Kuder K, Olejarz A, Siwek A, Hagenow S, Stark S, Kie¢-
Kononowicz K: Piperazine derivatives as a novel potent histamine Hs receptor ligands, 25
—27 VIII 2017, Wieden, Austria, VII Meeting of the Paul Ehrlich Euro-PhD Network.
Szczepanska K, Karcz T, Mogilski S, Hagenow S, Kotanska M, Sadek B, Stark H, Kie¢-
Kononowicz K: Piperazine derivatives as a novel, active histamine H; receptor ligands. 12
V 2018, Krakéw, Polska, Eliminacje reprezentanta z Polski na 5 EFMC Young Medicinal
Chemist Symposium Lubljana 2018.

Szczepanska K, Karcz T, Mogilski S, Hagenow S, Kotanska M, Sadek B, Stark H, Kie¢-
Kononowicz K: Piperazine derivatives as a novel, active histamine Hs receptor ligands,
6 — 7 IX 2018, Ljubljana, Stowenia, 5" EFMC Young Medicinal Chemist Symposium.
Szczepanska K, Karcz T, Mogilski S, Kuder KJ, Hagenow S, Kotanska M, Stark H, Sadek
B, Kie¢-Kononowicz K: Step forward in search for novel histamine Hs receptor ligands: 4-
pyridyl-piperazine derivatives with promising multidirectional pharmacological activity, 13
— 151X 2018, Lublin, Polska, IX Konwersatorium Chemii Medyczne;j.

Szczepanska K, Karcz T, Mogilski S, Kuder KJ, Hagenow S, Kotanska M, Stark H, Sadek
B, Kiec¢-Kononowicz K: Piperazine derivatives as a novel, active histamine H3 receptor
ligands, 19 — 21 IX 2018, Regensburg, Niemcy, 9" Summer School “Medicinal Chemistry”.
Szczepanska K, Karcz T, Mogilski S, Kuder KJ, Hagenow S, Kotanska M, Stark H, Sadek
B, Kie¢-Kononowicz K: Step forward in search for novel histamine H; receptor ligands: 4-
pyridyl-piperazine derivatives with promising multidirectional pharmacological activity, 25
—27 X12018, L.6dz, Polska, XVII'" Conference of the Polish Histamine Research Society.
Szczepanska K, Karcz T, Kuder KJ, Latacz G, Kotanska M, Hagenow S, Stark H, Kie¢-

Kononowicz K: Structural modifications and pharmacological evaluation of 4-
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pyridylpiperazine derivatives as active and selective histamine Hs receptor ligands, 15V —
18 V 2019, Krakow, Polska, 48™ Meeting of the European Histamine Research Society.

e Szczepanska K, Kuder KJ, Karcz T, Pockes S, Kotanska M, Sadek B, Elz S, Stark H, Kie¢-
Kononowicz K: The search for novel histamine Hs receptor ligands in the group of
piperazine derivatives, 26 — 28 lipca 2021, spotkanie zdalne, Paul Ehrlich Euro-PhD
Network Virtual Meeting.

e Szczepanska K, Podlewska S, Dichiara M, Patamia V, Rosier N, Ménnich D, Ruiz-Cantero
MC, Karcz T, Lazewska D, Pockes S, Cobos EJ, Stark H, Rescifina A, Bojarski AJ, Amata
E, Kie¢-Kononowicz K: Dual histamine H; and sigma-1 receptor ligands as novel
pharmacological tools in the treatment of central nervous system disorders with the focus
on neuropathic pain, 3 — 5 wrze$nia 2021, Lublin, Polska, X Konwersatorium Chemii
Medyczne;j.

e Szczepanska K, Podlewska S, Dichiara M, Patamia V, Rosier N, Monnich D, Ruiz-Cantero
MC, Karcz T, Lazewska D, Pockes S, Cobos EJ, Stark H, Rescifina A, Bojarski AJ, Amata
E, Kie¢-Kononowicz K: Dual histamine H; and sigma-1 receptor ligands as novel
pharmacological tools in the treatment of central nervous system disorders with the focus
on neuropathic pain, 16 grudnia 2021, spotkanie zdalne, EHRS Festive Virtual Poster Event
focused on neuronal histamine.

e Szczepanska K, Karcz T, Mogilski S, Kalinowska-Ttuscik J, Pilarski B, Leniak A, Pietrus
W, Podlewska S, Popiotek-Barczyk K, Pockes S, Cobos EJ, Stark H, Bojarski AJ, Amata
E, Kie¢-Kononowicz K: Dual piperidine-based histamine H; and sigma-1 receptor ligands
in the treatment of nociceptive and neuropathic pain, 27 pazdziernika 2023, Rzym, Wtochy,
THE FOCUS OF POLISH-ITALIAN COOPERATION IN THE AREA OF
BIOMEDICINE.

7.3 Nagrody i wyréznienia

e Laureatka Stypendium dla najlepszych mtodych naukowcéw START 2021 Fundacji na rzecz
Nauki Polskie;j.

e Certyfikat Europejskiej Sieci Doktorantow Paula Ehrlicha za rozprawe doktorskg The search
for novel histamine H; receptor ligands in the group of piperazine derivatives.

e  Wyrdznienie Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne UJ za rozprawe doktorska The search
for novel histamine H; receptor ligands in the group of piperazine derivatives.

e Laureatka Polskiej Nagrody Inteligentnego Rozwoju 2020 w kategorii: Naukowiec przysztosci
za realizacj¢ projektow Preludium oraz Sonatina: Dualne ligandy receptorow H; histaminowych
oraz sigma-1 jako nowe narzedzia farmakologiczne w terapii schorzen osrodkowego uktadu

nerwowego ze szczegolnym uwzglednieniem bolu neuropatycznego oraz Pochodne piperazyny
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jako aktywne ligandy receptorow Hs histaminowych — modelowanie molekularne, synteza,
ewaluacja farmakologiczna.

e Lata 2017/2018, 2018/2019, 2019/2020 — laureatka stypendium projako$ciowego UJ CM dla
najlepszych doktorantow.

e Laureatka Eliminacji reprezentanta z Polski na 5" EFMC Young Medicinal Chemist
Symposium Lubljana 2018, organizowanych przez Polskie Towarzystwo Chemii Medyczne;j.

e  Wyrdznienie za poster podczas 47" Meeting of the European Histamine Research Society,
Dublin, Irlandia.

e Laureatka stypendium dojazdowego na 47" Meeting of the European Histamine Research
Society, Dublin, Irlandia.

e Dwukrotna wygrana w Konkursie Towarzystwa Doktorantow UJ na Dofinansowanie
Dziatalnosci Doktorantéw — uzyskanie stypendium dojazdowego na VII Meeting of the Paul
Ehrlich Euro-PhD Network (25 — 27 VIII 2017, Wieden, Austria) oraz VIII Meeting of the Paul
Ehrlich Euro-PhD Network (12 VII — 14 VII 2018, Porto, Portugalia).
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