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1. Teresa Iwona Zolek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe.

Doktor nauk farmaceutycznych,

Wydzial Farmaceutyczny Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w
Warszawie, 1 lipca 2008, tytut pracy doktorskiej: ,Badanie oddzialywan
analogow pentamidyny z DNA oraz poszukiwanie modeli CoMFA dla
ukladow  z 1-alkilo-4-arylopiperazyna  metodami  modelowania
molekularnego”.

Promotor: prof. dr hab. Dorota Maciejewska

Recenzenci: prof. dr hab. Aleksander P. Mazurek

prof. dr hab. Zdzistaw Chilmonczyk

Magister fizvki (specjalizacja biofizyka),

Wydzial Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, 17 czerwca 1999, tytul pracy
magisterskiej: ,Badanie oddzialywan podwodjnie interkalujacych
antracyklin z DNA metodami modelowania molekularnego”.

Promotor: prof. dr hab. Bogdan Lesyng

Recenzent: dr hab. Maciej Geller

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych.

09.1999 - 09.2003 Zaktad Chemii Fizycznej, Wydzial Farmaceutyczny z
Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej, Warszawski
Uniwersytet Medyczny, asystent.

10.2003 - 09.2008 Zakltad Chemii Organicznej, Wydzial Farmaceutyczny
z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Warszawski
Uniwersytet Medyczny, wykladowca.

od 09.2008 Zaklad Chemii Organicznej, Wydzial Farmaceutyczny
z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej, Warszawski
Uniwersytet Medyczny, adiunkt.

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz.
U z 2016 r. poz. 1311.):
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a) tytutl osiggniecia naukowego,

Modele teoretyczne w projektowaniu nowych chemoterapeutykow
i polimer6ow imprintowanych oraz analiza parametrow ADMET

b) wykaz publikacji naukowych stanowigcych podstawe osiagniecia

naukowego

H1l. Zolek T., Maciejewska D. (2010) Theoretical models of pentamidine
analogs activity based on their DNA minor groove complexes. European
Journal of Medicinal Chemistry, 45, 1991-1999. (IF2010 = 3.193, MNiSW = 27).

Méj wklad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan
obliczeniowych oraz praktycznym przeprowadzeniu pomiaru temperatury miekniecia
DNA, wykonanie obliczern DFT, zbudowaniu komplekséw dla dwéch dimerycznych
dodekanukleotydow i wykonaniu obliczeri metoda mechaniki i dynamiki molekularnej,
wspdtudzial w analizie otrzymanych teoretycznych i eksperymentalnych wynikéw
oraz w przygotowaniu manuskryptu, a takze przygotowaniu Supplementary data. Moj

udziat procentowy szacuje na 60%.

H2. Zolek T., Maciejewska D., Zabinski J., Kazmierczak P., Rezler M. (2015)
Probing the relationship between anti-Pneumocystis carinii activity and DNA

binding of bisamidines by molecular dynamics simulations. Molecules, 20,
5942-5964. (IF2015 = 2.465, MNiSW = 30).

Méj wklad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan
obliczeniowych oraz praktycznym przeprowadzeniu pomiaru temperatury miekniecia
DNA, wykonanie obliczern DFT, zbudowaniu ukliadéw DNA - ligand i wykonaniu
obliczen metodg mechaniki i dynamiki molekularnej, wspétudziat w analizie
otrzymanych teoretycznych i eksperymentalnych wynikéw oraz w przygotowaniu
cze$ci manuskryptu, a takze w przygotowaniu Supplementary data. Méj udziat

procentowy szacuje na 55%.

H3. Zolek T., Lulinski P., Maciejewska D. (2011) A computational model for
selectivity evaluation of 2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethylamine
(homoveratrylamine) imprinted polymers towards biogenic compounds.
Analytica Chimica Acta, 693, 121-129. (IF2011 = 4.555, MNiSW = 40).

Méj wklad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan

obliczeniowych, wykonaniu obliczerr DFT, zbudowaniu ukladéw i wykonaniu obliczeni
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metoda mechaniki molekularnej, wspétudzial w analizie wynikéw obliczeni, a takze w
przygotowaniu manuskryptu (rozdzialy teoretyczne). Moéj udzial procentowy szacuje
na 40%.

H4. Zolek T., Maciejewska D. (2017) Theoretical evaluation of ADMET
properties for coumarin derivatives as compounds with therapeutic potential.
European Journal of Pharmaceutical Science, 109, 486-502. (IF2017 = 3.466
MNiSW = 35).

Méj wklad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan
obliczeniowych, wykonaniu obliczen DFT, oszacowaniu parametrow ADMET,
zbudowaniu komplekséw hERG - ligand i wykonaniu obliczern metodq mechaniki i
dynamiki molekularnej, wspétudziat w interpretacji otrzymanych wynikéw, napisaniu
wstepnej wersji manuskryptu oraz wspétudziat w korekcie pracy. Moj udzial

procentowy szacuje na 60%.

H5. Zolek T., Enyedy E. A., Ostrowska K., Pésa V., Maciejewska D. (2018)
Drug likeness prediction of S5-hydroxy-substituted coumarins with high

affinity to 5-HT1a and 5-HT2a receptors. European Journal of Pharmaceutical
Science, 115, 25-36. (IF2018 = 3.466, MNiSW =35).

Moéj wkitad w powstanie tej pracy polegat na okresleniu celu naukowego i opracowaniu
koncepcji badan obliczeniowych, wykonaniu obliczeri DFT, oszacowaniu parametrow
ADMET, zbudowaniu komplekséw HSA - ligand i wykonaniu obliczeri metodq
mechaniki i dynamiki molekularnej, wspétudzial w interpretacji otrzymanych wynikéw
teoretycznych, wspétudzial w przygotowaniu manuskryptu (rozdzialy teoretyczne)
oraz przygotowaniu korekty pracy zgodnie z uwagami recenzentéow. Moj udziat

procentowy szacuje na 50%.

H6. Zolek T.", D6mo6toér O., Ostrowska K., Enyedy E. A., Maciejewska D.
(2019) Evaluation of blood-brain barrier penetration and binding to human

serum albumin of 7-O-arylpiperazinylcoumarins as potential antipsychotic
agents. Bioorganic Chemistry, 84, 211-225. (IF2010 = 3.929, MNiSW = 25).

Moéj wkitad w powstanie tej pracy polegat na okresleniu celu naukowego i opracowaniu
koncepcji badan obliczeniowych, wykonaniu obliczeri DFT, oszacowaniu parametrow
ADMET w kierunku wptywu ligandéw na OUN, zbudowaniu komplekséw HSA - ligand
i wykonaniu obliczern metodg mechaniki i dynamiki molekularnej, interpretacji

otrzymanych wynikéw teoretycznych, wspétudziatl w przygotowaniu manuskryptu
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(rozdzialy teoretyczne), redagowaniu tekstu, korespondowaniu z Edytorem oraz

przygotowaniu recenzji dla recenzentow. Moéj udziat procentowy szacuje na 50%.
* - prace, w ktorych bylam autorem korespondencyjnym

Sumaryczny wspolczynnik oddziatywania Impact Factor (IF) publikacji H1 —
H6 wytypowanych do cyklu w postepowaniu habilitacyjnym wynosi 21.074,
punkty MNiSW — 192.

c) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Poszukiwanie nowych chemoterapeutykow o okreslonych
wlasciwosciach farmakokinetycznych oraz pozadanym profilu aktywnosci
biologicznej jest jednym 2z podstawowych celow wspolczesnej farmacji i
medycyny.!-3 Chemoterapeutyk wprowadzany do ustroju, zréznicowany pod
wzgledem budowy chemicznej, bierze wudziat w roéznych procesach
biochemicznych toczacych sie nieprzerwanie w kazdej komorce zywego
organizmu, aby doprowadzi¢ zaklécone w stanach patologicznych procesy do
stanu prawidtowego. Kazdy chemoterapeutyk, aby wywola¢ odpowiedz
farmakologiczna musi dotrzec¢ do swojego miejsca dzialania przechodzac przez
szereg barier biologicznych. O tym jak szybko ulegnie interakcji z miejscem
dzialania, jak rowniez o intensywnosci i czasie trwania efektu
farmakologicznego decyduje nie tylko wielkoS¢ podawanej dawki, ale takze
takie czynniki jak droga podawania, stopien i szybkos¢ uwalniania sie
substancji czynnej, jej rozpuszczalnosc¢, zdolnos¢ do przechodzenia przez
btony biologiczne oraz wlasciwosci farmakokinetyczne i toksykologiczne. >

Szczegotowe zrozumienie mechanizmu dzialania chemoterapeutykow
wymaga gruntownej znajomosci ich wilasciwosci fizykochemicznych,
struktury, powierzchni molekularnej i zwiazanych z tymi parametrami sit
fizycznych, bioracych udzial we wszystkich zmianach, jakie moze wywotac
chemoterapeutyk w ustroju. Mozemy zatozyc, ze aktywnosc¢ wielu substancji
czynnych biologicznie wyraza sie glownie poprzez oddzialtywanie z okreslonym

celem molekularnym takim jak receptor, enzym, DNA lub inna
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makroczasteczka i jest zdeterminowana przez mozliwoS¢ dopasowania sie
molekuty do wneki w makroczasteczce, w sposob umozliwiajacy uzyskanie
pozadanej odpowiedzi. Uzyskanie ogolnej teorii, ktora wyjasnitaby w peini
dzialanie kazdej substancji leczniczej w organizmie Zywym, wydaje sie byc
bardzo trudne i zloZone, niemniej projektowanie nowych chemoterapeutykow
moga ulatwi¢ metody teoretyczne wsparte komputerowym modelowaniem
molekularnym (CADD, ang. computer-assisted drug design).® Projektowanie
nowych celow syntetycznych o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym oraz
przewidywanie ich potencjalnej aktywnosci biologicznej jest bardzo wazne,
szczegoblnie biorac pod uwage fakt, iz zaledwie jeden z kilku tysiecy nowo
zsyntetyzowanych zwiazkow ma szanse pomysSlnego przejScia przez cykl
testow farmakologicznych oraz badan klinicznych. Duza liczba
chemoterapeutykow, ktore zostaja wykluczone na etapie badan klinicznych
wynika z faktu, ze wiekszoS¢ z nich dziala nieselektywnie. Dodatkowo
niejednokrotnie pojawiaja sie¢ trudnosci ze sposobem podawania, stezeniem,
interakcjami, brakiem efektywnosci oraz skutkami ubocznymi.

Uzasadnione zatem jest wprowadzenie metod teoretycznych stosujacych
rozne modele teoretyczne na wczesnych etapach opracowywania struktury
chemicznej zwigzku dopasowujacego sie do miejsca aktywnego receptora czy
enzymu tzw. struktury wiodacej, a nastepnie na jej modyfikacji, aby w efekcie
uzyskac jak najbardziej idealne dopasowanie. W zaleznosci od wiedzy, ktora
dysponujemy przystepujac do etapu tworzenia modeli teoretycznych lub
zbioru  zwiazkow  wykazujacych  pozadane = wlasciwosci  zaréwno
fizykochemiczne jak i biologiczne, w chwili obecnej mozemy wyroznic dwa
podstawowe nurty projektowania chemoterapeutykow. Pierwszy opiera sie na
poszukiwaniu niskoczasteczkowego bio-efektora jako komplementarnego
dopelnienia receptora (ang. receptor-based design), ktory obejmuje
konstrukcje ligandow (obliczenia kwantowo-mechaniczne np. metoda DFT
(ang. density functional theory)), dopasowanie ligandow do miejsca aktywnego
makroczasteczki (metoda dokowania) oraz badanie dynamiki kompleksu
ligand-makroczasteczka na poziomie molekularnym (metoda mechaniki
molekularnej (MM) i dynamiki molekularnej (MD)).” Drugi zas ogranicza sie do

analizy zbioru aktywnych ligandow z wytworzeniem przestrzennej mapy
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oddzialywan  zwanej farmakoforem  (ang. ligand-based  design).®
Wykorzystywane sa tu modele QSAR (ang. quantitative structure-activity
relationship model), QSPR (ang. quantitative structure-property relationships
model) lub QSRR (ang. quantitative structure retention relationship model)
pozwalajace oszacowac potencjalny wplyw podstawnikow na aktywnosSc¢ oraz
poznac potencjalny mechanizm oddzialywania ligand-biatko.%-11

W procesie projektowania zwigzkow aktywnych kolejnym kluczowym
elementem, jest ocena efektow termodynamicznych wynikajacych z udziatu
sSrodowiska  wodnego W procesach biomolekularnych. Metody
eksperymentalne pozwalajg tylko na pomiar parametrow termodynamicznych
ukladu jako calosci, bez mozliwosci bezposredniego wskazania na wktad
poszczegodlnych jego elementow.12: 13 W polaczeniu z metodami fizyki
statystycznej  symulacje  komputerowe  ukladow = biomolekularnych
umozliwiaja okreslenie zmian energii swobodnej w funkcji zadanego
parametru jak rowniez oszacowanie wkladow entropowych i entalpowych.14
Prawidlowe dobranie warunkow symulacji umozliwia nam porownanie
wynikow z danymi eksperymentalnymi, dajac unikalng mozliwosc
interpretacji rzeczywistych pomiarow w oparciu o model teoretyczny opisujacy
przemiany ukladu w rozdzielczosci atomowe;j.

W celu ulatwienia i wyznaczenia wstepnego kierunku opracowywania
nowych, potencjalnych substancji aktywnych jest wykorzystywany odrebny
nurt projektowania okreslajacy ich wtasciwosci fizykochemiczne i biologiczne.
Opisyje losy badanej substancji juz po podaniu w postaci leku tzw. reguly
ADMET (wchlanianie (absorpcja, ang. absorption, A), rozmieszczenie
(dystrybucja, ang. distribution, D), metabolizm (ang. metabolism, M), wydalenie
(eliminacja, ang. excretion, E) i toksycznosc (efekty toksyczne, ang. toxicity,
T).15>  Odpowiednie algorytmy umozliwiaja  wykorzystanie  modeli
teoretycznych do odzwierciedlenia zachowania si¢ substancji w organizmie
ludzkim, pozwalajac w krotkim czasie oszacowac mozliwoSC wystapienia
efektow toksycznych, jak rowniez oceni¢ parametry farmakokinetyczne
czasteczki na podstawie jej wzoru chemicznego. Z puli wielu zwiazkoéw mozna
wybrac te, ktore posiadaja pozadany efekt i kontynuowac¢ badania nad nimi

zmniejszajac prawdopodobienstwo poznego wykrycia zagrozen.
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Cel moich badan naukowym, ktorych wyniki opisano w
prezentowanym cyklu publikacji, koncentrowal sie na opracowaniu modeli
teoretycznych wspomagajacych podejmowanie decyzji przy projektowaniu i
wyborze czasteczek o pozadanych wlasciwosciach do dalszych etapow badan
W procesie opracowywania nowych chemoterapeutykow i materiatow.
Realizacje celu podzielitam na trzy etapy.

Pierwszy etap polegal na opracowaniu podejScia metodycznego do
zbadania korelacji miedzy aktywnoscia biologiczna a struktura analogow
pentamidyny. Dotychczas prowadzone byly proby odnalezienia tej korelacji
dla analogow pentamidyny posiadajacych aktywnosc¢ anty-Pneumocystis
carinii a powinowactwem do DNA z wykorzystaniem metod eksperymentalnych
i teoretycznych, ale jej nie wuzyskano, chociaz istnieja przestanki
eksperymentalne Swiadczace o jej istnieniu.!620 Opracowany przeze mnie
nowy model na podstawie danych eksperymentalnych i dzieki zastosowaniu
odpowiedniego doboru metod i parametrow symulacji, pozwala identyfikowac
elementy struktury chemicznej odpowiedzialne za aktywnosc¢ biologiczna
liniowych analogow pentamidyny.

Drugi etap polegal na zaproponowaniu nowego podejScia
metodycznego opisujacego tworzenie modelu miejsca wigzacego polimeru.
Pozwala on na ocene wlasciwosci zwigzanych z rozpoznawaniem i wychwytem
zwiazkow przez wdrukowane materialy polimerowe. Nalezy podkresli¢, zZe
sposob tworzenia wneki adsorpcyjnej jest oryginalny. W dostepnym
piSmiennictwie teoretyczna analiza polimerow wdrukowanych polegata na
badaniu oddzialywan ligand-monomer i tworzeniu najczesciej szablonu
jedno- lub dwupunktowego z odpowiednio dobranym monomerem.2!-23

Trzeci etap polegal na zastosowaniu szeregu metod obliczeniowych,
ktore lacza strategie deskryptorow molekularnych QSPR oraz symulacji
MM/MD, i ktore pozwalaja zapoznac si¢ z kluczowymi wlasciwosciami
fizykochemicznymi i biologicznymi substancji aktywnych i z duzym
prawdopodobienstwem przewidziec procesy, jakimi ulega zwiazek po podaniu
do organizmu ludzkiego, zanim dotrze on do miejsca swojego dziatania. W
dostepnej literaturze profil farmakokinetyczny dla wiekszosci kumaryn jest

okreslany na modelu zwierzecym.24 25
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Glownymi zalozeniami przedstawionego do oceny osiggniecia naukowego bvly:

e opracowanie teoretycznego modelu umozliwiajacego przewidywanie
struktur zwiazkow silniej wiazacych sie z DNA niz wzorcowa
pentamidyna [H1 oraz H2]|,

e opracowanie nowego teoretycznego modelu pozwalajacego na ocene¢
powinowactwa i selektywnosci polimeru imprintowanego 2-(3,4-
dimetoksyfenylo)etyloaming (homoweratryloamina) [H3],

e teoretyczna ocena wlasciwosci farmakokinetycznych pochodnych 7-
hydroksykumaryn o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i
przeciwnowotworowej oraz opracowanie metodologii umozliwiajacej
stworzenie modelu teoretycznego do przewidywania struktur
zwiazkow wchodzacych w interakcje z kanatem potasowy hERG [H4|,

e teoretyczna ocena wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych
pochodnych 5- i 7-O-arylopiperazynylokumaryn wykazujacych
wysokie powinowactwo do receptorow serotoninergicznych 5-HTia i 5-
HT2a oraz opracowanie metodologii umozliwiajacej stworzenie modelu
teoretycznego do oszacowania struktur zwiazkow silniej wiazacych z

ludzka albumina (HSA) [H5 oraz H6].

Opracowanie teoretycznego modelu umozliwiajacego przewidywanie
struktur zwiagzkow silniej wiqzqcych sie z DNA niz wzorcowa

pentamidyna

Pentamidyna nalezy do grupy chemoterapeutykow oddziatywujacych z
dwuniciowym DNA w obszarze matego rowka bogatym w pary zasad adenina-
tymina (A-T).26 Stosowana jest glownie w terapii 1 profilaktyce
pneumocystozowego zapalenia ptuc (PCP) wywolywanego przez Pneumocystis
carinii oraz w leczeniu leiszmaniozy i trypanosomazy.2” Utworzenie kompleksu
pentamidyny z okreslona sekwencja DNA uniemozliwia replikacje patogenu.
Pentamidyna jest lekiem skutecznym, ale niestety wykazujacym szereg dziatan
ubocznych. Wiaze sie nie tylko z DNA patogenu, ale i z komorkami gospodarza,
powodujac uszkodzenie watroby, zaburzenia w uktadzie krazenia i czynnosci

nerek, ktore sa szczegolnym zagrozeniem dla pacjentow oslabionych nie tylko
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choroba, ale takze terapia. Pomimo duzej ilosci publikacji opisujacych syntezy
analogow pentamidyny o zmodyfikowanej strukturze lancucha laczacego
rozne ugrupowania kationowe, w dalszym ciagu poszukuje sie nowych
zwiazkow, bardziej biodostepnych, skuteczniejszych i mniej toksycznych niz
pentamidyna.26, 28-30

W celu wsparcia tych poszukiwan postanowilam opracowac model
teoretyczny wykorzystujac metody modelowania molekularnego, ktory moze
stanowi¢ dobrg alternatywe do wstepnej oceny zwiazkow w procesie
projektowania nowych analogow pentamidyny o lepszym powinowactwie do
DNA i wykazujacych skutecznosc terapeutyczna przeciwko Pneumocystis
Jjiroveci.

Poszukujac odpowiedniego modelu teoretycznego w pierwszym etapie
prowadzonych badan przesledzitam oddziatywania szeregu bis-amidyn (Tabela
1 publikacji H1) z dwoma dimerycznymi dodekanukleotydami rozniacymi sie
kolejnoscia nukleotydow w obszarze kasety TATA (o sekwencji 5'-
d(CGCGAATTCGCG)2-3" oraz 5'-d(CGCGATATCGCG)2-3'). Poza tym,
postanowilam sprawdzi¢ czy kolejnosc¢ pary zasad A-T w sekwencji DNA ma
wplyw na charakter oddzialywania bis-amidyn z DNA. Struktury kompleksow
ligand-makroczasteczka optymalizowalam przy pomocy MM i MD poszukujac
stabilnego wukladu molekularnego odpowiadajacego minimum energii
potencjalnej. W swoich obliczeniach uwzglednilam dwa uklady: uklad I -
symulujacy obecnos¢ rozpuszczalnika (rozpuszczalnik zostal wymodelowany
przy uzyciu efektywnej funkcji dielektryczne zaleznej od odleglosci (e=4rj) oraz
uklad E - uwzgledniajacy bezposrednio czasteczki wody krystalicznej obecne
w strukturze krystalograficznej. Z uzyskanych wartosci energii dla
poszczegdlnych  zoptymalizowanych  ukladow  wyznaczylam  energie
oddzialywania (AE) porownujac do eksperymentalnie wyznaczonej roznicy
miedzy temperatura migkniecia dodekameru DNA i odpowiednich
kompleksow (ATm) poszukujac liniowych zaleznosci. W celu uzyskania
wartosci Tm wykorzystalam uklad pomiarowy opracowany przeze mnie w
ramach pracy doktorskie;j.

Na podstawie otrzymanych wartosci energii oddziatywania bis-amidyn w

ukladach I i E moglam zauwazyC, iz teoretyczne wartosci energii
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odzwierciedlaja wartosci przyrostu temperatury miekniecia DNA tzn. im
wyzsza energia oddzialywania tym wieksza wartoS¢ przyrostu temperatury
(Tabela 1 publikacji H1). Pozwolilo mi réwniez ustali¢, iz powinowactwo
analizowanych bis-amidyn zalezy znaczaco od kolejnosci par zasad A-T w
sekwencji DNA, gdyz niektore z nich silniej wiaza sie z DNA posiadajacym
sekwencje par zasad -AATT-, a niektore silniej z DNA posiadajacym sekwencje
par zasad -ATAT-. Uzyskane dane uzylam do wyznaczenia czterech modeli:
MIaart, Mlatat, MEaarr i MEaTAT bedace liniowa aproksymacja zaleznosci ATm
od (-AE) (Rys. 1 i 5 publikacji H1). Otrzymane modele, pozwalajace wyznaczyc¢
zmiany wartosci temperatury miekniecia wolnego i skompleksowanego DNA
od teoretycznie wyznaczonych przeze mnie energii oddzialywania ligandow
maja postac: ATm=-1.23AE — 54.46 dla modelu Mlaarr, ATm=-1.052AE — 34.36
dla modelu Mlarar, ATm=-0.612AE — 304.1 dla modelu MEaart i ATm=-0.479AE
—316.02 dla modelu MEarar. Modele dobrze opisuja analizowane uktady, gdyz
wspotczynnik korelacji miedzy wartosciami (-AE) otrzymanymi z ukladu, a
wartosciami ATm wynosit odpowiednio: dla modelu Mlaarr R?=0.939; dla
modelu Mlatar R?2=0.918; dla modelu MEaarr R2=0.902 i dla modelu MEaatt
R2=0.912. Analizujac otrzymane wyniki mogltam stwierdzic, iZ modele te moga
zosta¢c wykorzystane do oszacowania powinowactwa do DNA nieznanych
zwigzkow.

W celu sprawdzenia poprawnosci otrzymanych modeli wykorzystatam
dwie pochodne: 6 (dikation 1,5-bis[(4-amidynofenylo)amino]-3-oksapentan) i
7 (dikation 1,5-bis[(4-amidynofenylo)-N-metyloamino]-3-oksapentan), ktore
nie byly zawarte w tworzeniu modeli (Tabela 1). Z poréwnania czterech modeli
wynika, ze przewidzialy prawidlowa tendencje: wyzsze powinowactwo do DNA
wykazal zwigzek 6, a niskie powinowactwo zwigzek 7. Najlepsza zgodnoscia z
wartosciami otrzymanymi eksperymentalnie ATm charakteryzowat sie model
MI dla obu sekwencji DNA, pozwalal mi w sposob trafniejszy przewidziec
wartosci  przyrostow temperatury miekniecia DNA zwigzanych z
skompleksowaniem bis-amidyn. Natomiast uklad E, uwzgledniajacy
czasteczki wody krystalicznej pozwalal lepiej zobrazowac oddzialywania

miedzyczasteczkowe w ukladzie DNA-ligand-woda.

11



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. farm. Teresy Iwony Zotek Zalqcznik nr 2

Tabela 1. Przewidywane wartoSci przyrostu temperatur miekniecia ATnp, dla
pochodnych 6 i 7 wraz z odchyleniami standardowymi. W nawiasach kwadratowych
przedstawiona jest wartosc¢ eksperymentalna ATy. (Tabela 2 publikacji H1).
ATmpt0Tmp  ATmptdTmp  ATmptdTmp  ATmptdTmp
No Struktura (°C) (°C) (°C) (°C)
MIaarr MIarar MEaarr MEarar

J\@ i 9.65+0.59 5.64+0.55 10.56+0.8 6.85+0.56

J\Q /©)k 1.85+0.59 1.32+0.55 0.02+0.8 1.40+0.56
N/\/\/\N

[1.17] [1.10] [1.17] [1.10]

CH3

Dalsze badania w grupie bis-amidyn, sklonily mnie w nastepnej pracy H2
do rozszerzenia ukltadu E, biorac pod uwage srodowisko wodne explicite, ktore
posiada niezwykle istotny wplyw na strukture, dynamike, a tym samym na
badanie aktywnosci biologicznej.3! Przygotowujac uklad, uwzglednilam nie
tylko pierwsza warstwe hydratacyjna, ktora zalezy od lokalnego upakowania
czasteczek wody krystalicznej, ale rowniez odwzorowywalam pelny efekt
hydratacyjny uzywajac model wody TIP3P.32 Ma to szczegdlne znaczenie
praktyczne dla szybko rozwijajacej sie dziedziny tzw. racjonalnego
projektowania lekow w oparciu o znajomosc¢ struktury makroczasteczki, gdyz
uwzglednienie efektow termodynamicznych i sterycznych zwigzanych =z
czasteczkami wody w miejscu wigzacym moga istotnie wplywac na
opracowanie wlasciwej struktury potencjalnego chemoterapeutyka.

Do opracowania modelu teoretycznego wybratam trzynascie analogow
pentamidyny (1 — 13) (Tabela 1 publikacji H2), dla ktorych zostaly wykonane
badania in vitro oceniajace aktywnosc biologiczna przeciwko Pneumocystis
carinii.33 Przy wykorzystaniu symulacji MD zbadalam, czy zmiany aktywnosci
biologicznej (wyrazone ICso) mozna wyjasni¢ interakcjami z DNA o sekwencji
5'-d(CGCGAATTCGCG)2-3'. Innym parametrem, ktory zostat uwzgledniony w
badaniach, byl podobnie jak w pracy H1 wyznaczona eksperymentalnie
wartoS¢ ATm, co stanowilo dobra miare dla uszeregowania zwiazkéw pod

wzgledem powinowactwa do DNA.
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Analizowane przeze mnie analogi pentamidyny w roznym stopniu
oddziatywaly z DNA, o czym sSwiadczyly otrzymane eksperymentalnie rozne
wartosci Tm. Najwiekszy wzrost ATm zaobserwowalam dla pochodnej 5i 10, w
ktorych srodkowa grupa CHx w czgsteczce pentamidyny zostala zastgpiona
przez atomy O (zwiazek 5) lub S (zwiazek 10), a dodatkowo fenolowe atomy O
zastapiono grupami NH (zwiazek 5). Zwigzki z centralna grupa metylenowa
zastapiona przez podstawniki N-CHsz lub sulfonamidowe nie zwiekszyly
stabilnosci kompleksow z DNA. Zwiazki, w ktorych byla obecna grupa
metoksy-  przy  pierscieniach  benzenowych  charakteryzowaly  sie
najmniejszymi wartosciami ATw. Te obserwacje pozwalaja wstepnie stwierdzic,
ze aktywnosc¢ biologiczna przeciw Pneumocystis carinii liniowych analogow
pentamidyny byla zwiazana z ich zdolnoscia do wigzania z DNA oraz obecnosc¢
atomu azotu i siarki w strukturze zwiazku (ktore sa zdolne do tworzenia
wiazan wodorowych z zasadami nukleinowymi) powinna by¢ uwzgledniona w
projektowaniu nowych chemoterapeutykow. Nastepnie analiza wyznaczonych
na podstawie symulacji energii swobodnych wiazania (-AGobing) 1
eksperymentalnych roznic temperatury miekniecia DNA (ATw) sugeruje, iz sita
oddzialywan miedzyczasteczkowych wszystkich ligandow z DNA dobrze
odzwierciedla zmiany temperatury mieckniecia DNA oraz potwierdza, ze
niewielkie modyfikacje strukturalne maja bardzo duzy wplyw na oba
parametry. Uzyskane dane uzylam do wyznaczenia trzech modeli bedace
aproksymacja zaleznosci: ATm od (-AGuind) oraz log(1/ICso) od (-AGwbind) i ATm
(Rys. 1, 2 i 3 publikacji H2). Otrzymane modele maja postac: ATm= -
0.139AGbina — 1.382 dla ATm vs. (-AGwind) (R? = 0,942), log(1/ICs0)= -0,029AGbind
+ 4,757 dla log(1/ICso0) vs. (-AGnbing) (R?2 = 0.790), log(1/ICs0)= 0,195ATHm + 5,084
dla log(1/ICso) vs. (ATm) (R?=0.728). Otrzymane liniowe korelacje (wzrost
wartosci AGpina do wzrostu wartosci ATm i wzrostu log(1/ICso)) potwierdzity
znaczenie sily wigzania pochodnych pentamidyny z DNA w mechanizmie
aktywnosci  biologicznej przeciw  Pneumocystis carinii.  Otrzymany
wspotczynnik korelacji dla modelu aktywnosci biologicznej byt wysoki.
Dowodzi to, Zze opracowane modele moga stanowi¢ podstawe w zrozumieniu
aktywnosci liniowych pentamidyn i potwierdzi¢ znaczenie etapu interakcji z

DNA w mechanizmie aktywnosci biologicznej wsrod analogow pentamidyny.
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Do oceny otrzymanych modeli teoretycznych wykorzystalam piec

zwiazkow TC1 — TCS (Tabela 2).

Tabela 2. Ocena modeli: testowanie zwigzkoéw TC1 - TCS; parametry eksperymentalne

i teoretyczne: ATm, ICso i AGuinda. (Tabela 2 publikacji H2).

Tm+SDTm ICso + SDIC: AGpin
Name Chemical Structure ( ) ATw [°C] (ICs ) bind
[°C] [pM] [keal/mol]
:THz \ ) 'jH
N H W O She 2.37 2.99+1.76
TC1 (LA A 55.66 +0.22 -26.
M S S Predicted: 2.31 Predicted: 3.97 26.6
o
g i 3.58+£0.02
TC2 (I A _ - ) -21.1
§ NN Predicted: 4.65
wdo . ~3.08 1433 +0.42
TC3 J A PP 50.21 £0.71 . ’ 7.7
I I Predicted: =2.46  Predicted: 10.75
I e P I 440+ 139
TC4 HNZ Y os0, Y NH _ _ _ )
N oM J Predicted: 4.93 192
TH@CH;
Y J1+1.1
TCS NH2 Nz - - 3.7 ? —-23.3

A : _OCHy %01 HiCO. l NN Predicted: 437

Uzyskane wyniki pokazaly, ze teoretyczny model udoskonalony o pelny
efekt hydratacyjny pozwala w sposob trafniejszy (porownujac z modelem ME
publikacji H1) przewidzie¢ wartosci ATm czy ICso dla badanych analogow
pentamidyny. Ponadto wyniki wykazaly, ze w teoretycznej analizie modeli
biologicznych uwzglednienie czasteczek wody pozwala w sposob efektywny

opisac zachowanie si¢ makroczasteczek w reakcjach biochemicznych in vivo.

Opracowanie nowego teoretycznego modelu pozwalajacego na ocene
powinowactwa i selektywnosci polimeru imprintowanego 2-(3,4-

dimetoksyfenylo)etyloaming (homoweratryloamina)

Imprimtowane polimery jako inteligentne materialy zdolne do
rozpoznawania okreslonych zwiazkow i nasladujacych mechanizm dzialania
naturalnych ukladow np. receptor-substrat znalazty szerokie zastosowanie w
medycynie, farmacji oraz analityce.3* Szczegodlnie szerokie zainteresowanie
zwiazane jest z ich stosowaniem w nowoczesnych systemach terapeutycznych

jako nosniki substancji czynnych. Imprintacja molekularna jest metoda

14



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. farm. Teresy Iwony Zotek Zalqcznik nr 2

pozwalajaca na wytworzenie w produkowanym materiale tréjwymiarowych
wnek, ktore beda preferencyjnie wiazaty okreslona substancje. Przygotowanie
imprintowanego polimeru polega na kopolimeryzacji monomerow funkcyjnych
i monomerow sieciujacych w obecnosci czgsteczek wzorca w odpowiednim
rozpuszczalniku (porogenie). Podczas procesu polimeryzacji tworza sie
kompleksy prepolimeryzacyjne, ktore nastepnie przeksztalcane sa w wysoce
usieciowane polimery. Po usunieciu czasteczki wzorca z uzyskanego produktu
powstaja trojwymiarowe wneki, komplementarne pod wzgledem ksztaltu i
wlasciwosci chemicznych wzorca. Tak powstaly polimer posiada trwalg
spamiec¢” pozwalajaca wychwytywac czasteczki wzorca wielokrotnie i
selektywnie.35, 36

W naszym laboratorium od kilku lat prowadzone byly badania nad
synteza i zdefiniowaniem wlasciwosci polimerow imprintowanych do izolacji
zwiazkow biogennych z grupy neuroprzekaznikow m.in. dopaminy i ich
metabolitow.37 Zaburzenia funkcjonowania ukladu dopaminergicznego sa
przyczyna tak powaznych schorzen jak choroba Parkinsona czy schizofrenia.
Monitorowanie stezenia dopaminy w przypadku tych choréb ma duze
znaczenie. Jednak trudnosc¢ sprawia znalezienie odpowiednio dokladnej i
czulej metody oznaczania tego zwiazku, poniewaz wystepuje on w ptynach
ustrojowych w bardzo niskim stezeniu oraz jest substancja malo stabilna,
ulegajaca rozkladowi w Srodowisku reakcji polimeryzacji. Dlatego poszukuje
sie metod, ktore pozwolityby na zwiekszenie dokladnosci oznaczen. Jedng z
nich jest wuzycie materialow selektywnie adsorbujacych dopamine i
zwiekszajacych jej stezenie podczas prowadzenia oznaczen.

W ramach naszych badan zastosowaliSmy glowny analog strukturalny
tzw. pseudowzorzec dopaminy - homoweratryloamine (2-(3,4-dimetoksyfenylo)
etylamine, DMPEA) jako matryce w syntezie polimeru bedacego selektywnym
sorbentem dopaminy. Moim celem bylo opracowanie procedury obliczeniowej,
ktora umozliwi stworzenie modelu teoretycznego do oceny powinowactwa
molekularnie imprintowanego polimeru (MIP) oraz selektywnosci zl6z
polimerowych uzywanych w ekstrakcji do fazy state;j.

Pierwszym krokiem opracowania modelu byta analiza trwatosci

kompleksow prepolimeryzacyjnych w zaleznosci od zastosowanego monomeru
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funkcyjnego, rozpuszczalnika i wzorca. Wplyw monomeru sieciujacego zostal
zaniedbany w celu unikniecia zbyt duzej ilosci danych w modelu teoretycznym
oraz uwzgledniajac fakt, ze w ocenie wlasciwosci MIP, interakcje miedzy
matryca (analitem) i monomerami funkcyjnymi moga byc¢ kluczowe dla
rozpoznania molekularnego. Na poczatku wygenerowalam trojwymiarowe
struktury wszystkich zwigzkow, uzywanych przeze mnie w analizie wykonujac
obliczenia metodg DFT (Tabela 1 publikacji H3). Nastepnie, w celu okreslenia
wlasciwosci MIP-6w na poziomie molekularnym, utworzylam cztery modele
kompleksow prepolimeryzacyjnych (CP1 — CP4) (Rys. 1 publikacji H3). Modele
utworzylam, otaczajac czasteczke wzorca czterema czasteczkami monomeru
funkcyjnego, biorac pod uwage stosunek molowy reagentow uzytych podczas
polimeryzacji (1:4). Przygotowane struktury wejsciowe kompleksow
prepolimeryzacyjnych zostaly zoptymalizowane na poziomie MM, do
osiagniecia gradientu energii na atomie ponizej 0.01 kcal/molA,
uwzgledniajac wplyw porogenu jako osrodek ciagly (przy uzyciu efektywnej
funkcji dielektryczne zaleznej od odleglosci). Wartosci energii tworzenia
kompleksu (AEc) dla czterech modeli kompleksow prepolimeryzacyjnych
porownalam z eksperymentalnie wyznaczonymi wartosciami wspotczynnika
wychwytu (IF) (Tabela 3 publikacji H3). Analizujac otrzymane wyniki moglam
stwierdzi¢, im wartoS¢ bezwzgledna energii (AEc) byla wyzsza tym uktad byt
bardziej trwaly oraz glownag role w stabilizacji kompleksu odgrywaja wiazania
wodorowe pomiedzy monomerem funkcyjnym a wzorcem.

Kolejnym krokiem bylo utworzenie modelu wneki polimeru, ktora
wykonalam na podstawie modelu najbardziej trwatej struktury kompleksu
prepolimeryzacyjnego (homoweratryloamina - kwas metakrylowy (CP1)).
Wigzania podwojne wystepujace w monomerach funkcyjnych zastapitam
wiazaniami pojedynczymi. Proces ten mial nasladowac formowanie wigzan
pojedynczych podczas reakcji polimeryzacji. Usunetlam czasteczke wzorca, a
uzyskana przestrzen stanowila model miejsca wiazacego polimeru (Rys. 1).

Model wneki polimerowej (MIP1) wykorzystalam podczas symulowania
procesu adsorpcji i analizy selektywnosci polimeru. Anality (3-
metoksytyramina, serotonina, dopamina, L-epinefryna, kwas

homowanilinowy (HVA) i kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy (DOPAC)) (Tabela
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2 publikacji H3) zostaly umieszczone wewnatrz wneki, zastepujac czasteczke
wzorca. Podczas analizy teoretycznej procesu adsorpcji analitow we wnece
polimeru obliczylam energie wiazania wneka — analit (AEg). Najwyzsza wartosc¢
tej energii otrzymalam dla homoweratryloaminy (wzorca), natomiast w
pozostatych przypadkach otrzymane wyniki byly znacznie nizsze. Kwasowe
zwiazki biogenne (HVA i DOPAC) oddzialywaly z MIP1 bardzo stabo i
praktycznie nie wykazywaly powinowactwa do matrycy polimerowej. Analiza
interakcji poszczegolnych analitow z miejscem wigzacym polimeru wykazala,
ze jest to zwiazane z roznicami struktury analitow, ktore maja wplyw na
rozklad potencjalu elektrostatycznego wokol analizowanych czasteczek (Rys.
3 i 4 publikacji H3).

-28.3

-32.4

-36.5

Rysunek 1. Model teoretyczny trojwymiarowej wneki polimeru zbudowanego z
czterech czasteczek kwasu metakrylowego. Barwy przedstawiaja molekularny
potencjat elektrostatyczny (MEP). Wartosci ujemne sa wyswietlane jako niebieskie,
wartosci neutralne - jako zolto-zielone, a wartosci dodatnie - jako czerwono-

pomaranczowe. (Rys.2 publikacji H3).

W celu sprawdzenia poprawnosci otrzymanych modeli teoretycznych
polimerow  porownalam  wyniki otrzymane podczas modelowania
molekularnego z eksperymentalnie wyznaczonymi wartosciami zdolnosci
wiazania (B) i wspolczynnika selektywnosci (o) (Tabela 4 publikacji H3).
Uzyskane wyniki pokazaly, ze teoretyczny model skutecznie przewiduje

powinowactwo analitow do matrycy polimerowej. Przeprowadzone obliczenia i
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ich analiza pozwolila potwierdzi¢, ze polimer MIP1 zsyntetyzowany z kwasu
metakrylowego, ktory tworzyt najbardziej stabilny kompleks
prepolimeryzacyjny CP1 2z homoweratryloaming wykazywal najwyzszy
wspotczynnik wychwytu. Na podstawie otrzymanej dobrej korelacji wynikow
analizy teoretycznej i rezultatow eksperymentalnych wykazatlam, ze
opracowany uproszczony model miejsca wiazacego polimeru moze wstepnie
poshuzyc¢ do projektowania i oceny wlasciwosci zwigzanych z rozpoznawaniem
i wychwytem zwiazkow przez wdrukowane materialy polimerowe.

Uzyskane doswiadczenie pozwolilo mi na dalsze rozwijanie opracowanej
metodologii i zaproponowanie nowych rozwigzan. Obecnie prowadze analize
warstw polimerowych otrzymanych w procesie elektropolimeryzaciji,
stanowiacych element rozpoznawczy chemosensorow, uwzgledniajaca w
wiekszym stopniu ztozonos¢ uktadu rzeczywistego. Badania prowadzone sa w
ramach projektu NCN nr 2015/19/B/ST4 /03743 we wspolpracy z Instytutem
Chemii Fizycznej PAN.

Teoretyczna ocena wlasciwosci farmakokinetycznych pochodnych 7-
hydroksykumaryn o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i
przeciwnowotworowej oraz opracowanie metodologii umozliwiajqcej
stworzenie modelu teoretycznego do przewidywania struktur zwiazkow

wchodzacych w interakcje z kanatem potasowy hERG

Kumaryny stanowia duza grupe naturalnych zwiazkow, powszechnie
wystepujacych w krolestwie roslin, okreslanych mianem metabolitow
wtornych.38-40 W  przypadku wiekszosci naturalnie i syntetycznie
wystepujacych kumaryn stwierdzono, iz odznaczaja sie szerokim spektrum
aktywnosci biologicznej, a istotny wplyw na wilasciwosci fizykochemiczne i
biologiczne kumaryn ma ich struktura chemiczna.4!. 42 Zaobserwowano, ze
pochodne kumaryny wykazuja miedzy innymi, wlasciwosci
przeciwbakteryjne,*3  przeciwgrzybicze,**  przeciwnowotworowe,*>  oraz
wykazano ich powinowactwo do receptorow osrodkowego uktadu nerwowego
takich jak aia (receptor adrenergiczny), D2, D3 (receptory dopaminowe) i

receptory serotoninowe.4%: 47 Oprocz tych niezwykle cennych dziatan
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wielokrotnie wspomina si¢ o niekorzystnym wplywie niektorych pochodnych
kumaryn na organizmy zywe. Wykazano, ze ich aktywnosc¢ biologiczna pojawia
sie przy duzych stezeniach i towarzysza jej niekorzystne dziatania uboczne m.
in. nefro- kardio- i hepatotoksyczne.40

Poszukujac nowych chemoterapeutykow o duzym wspolczynniku
terapeutycznym, w naszym laboratorium od kilku lat prowadzone sa syntezy
nowych zwiazkObw o  potencjalnej aktywnosci przeciwbakteryjnej,
przeciwgrzybiczej i przeciwnowotworowej przyjmujac 7-hydroksykumaryne
jako strukture wiodaca.48-5! Jako kontynuacje badan postanowitam
oszacowaC dla nich parametry majace decydujacy wplyw na kierunek i
wielkosc¢ efektu biologicznego. Moim celem byla teoretyczna ocena profilu
farmakokinetycznego pochodnych 7-hydroksykumaryn, dla ktorych zostaly
wykonane badania in vitro oceniajace ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
i przeciwnowotworowa. Szczegolowej analizie poddatam trzydziesci jeden
struktur nalezacych do czterech grup analogow kumaryny (Rys. 1 publikacji
H4).

W pierwszym etapie prowadzonych badan wygenerowalam na podstawie
struktur krystalograficznych i danych CP/MAS 13C NMR trojwymiarowe
struktury wyjsciowe wszystkich analizowanych pochodnych kumaryny. W
celu uzyskania najlepszej parametryzacji i geometrii badanych zwiazkow,
wykonatam obliczenia metoda DFT. Nastepnie na podstawie struktury
chemicznej zostaly obliczone wartosci deskryptorow molekularnych za
pomoca niezaleznych modeli matematycznych wykorzystanych w programie
ADMET Predictor™ w celu wyznaczenia parametrow ADMET. Ocena przebiegu
procesow farmakokinetycznych analizowanych zwiazkow wykazata, ze
wszystkie pochodne spelnialy warunki ,reguta 5” Lipinskiego, co czyni
analizowane kumaryny potencjalnie obiecujacymi zwiazkami do dalszych
badan biologicznych (Tabela S1 materialy dodatkowe publikacji H4). Wartosci
objetosci dystrybucji, dla wigkszosci kumaryn znajdowala si¢ w okreslonym
przedziale (< 3.7 L/kg), kwalifikujac je do grupy lekow rozmieszczajacych sie
w lozysku naczyniowym. Badane zwiazki wykazaly dobra rozpuszczalnos¢ w
wodzie, co znaczaco wplywa na ich wchlanianie i mozliwos¢ uzyskania

okreslonego efektu farmakologicznego (najlepsza rozpuszczalnosc ukazuja
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dwa chlorowodorki z podstawnikiem 7-[2-N,N-dietyloamino)etoksylowym] (1a
i 1Db)). Otrzymane wyniki pokazuja, ze wszystkie analizowane pochodne
kumaryny przejawiaja dobry transport przez blony biologiczne oraz dla
wiekszosci zwiazkow wysokie prawdopodobienstwo przechodzenia przez
bariere krew-mozg (Tabela 1 publikacji H4). W trakcie analizy wskazalam, ze
W przypadku kumaryn posiadajacych podstawnik 7-12-(2-
metylopiperydynylo)etoksylowy]|, rozniace si¢ grupa metylowa w pozycji C-4
(Ic i 2c¢), sa najbardziej prawdopodobnymi kandydatami jako
chemoterapeutyki neuroterapeutyczne, chociaz ostateczny wynik moze
wymagac dalszej optymalizacji. Podczas analizy parametrow, ktore pozwalaja
oszacowacC zdolnoS¢ substancji do wiazania z bialkami osocza, moglam
wskazac, ze jedynie nieliczne pochodne kumaryn 2d, 3d, 4d (z podstawnikiem
2-(1-morfolino)etoksylowym), 2f, 3f, 4f (z podstawnikiem 2-(N-benzylo-N-
metyloamino)etoksylowym i 1g, 2g (z podstawnikiem benzonitrylowym)
charakteryzuja si¢ wysokim stopniem wigzania z biatkami osocza (Rys. 3
publikacji H4). Analizujac proces metabolizmu wszystkie analizowane zwigzki
wykazaly, ze moga byC substratami izoformy CYP2C19, a wiekszosS¢ z nich
moze stanowic¢ substrat pozostatych izoform (CYP1A2, CYP2D6, CYP2C19,
CYP3A4) (Tabela 2 publikacji H4). Na podstawie wynikow uzyskanych w toku
badan dotyczacych toksycznosci pochodnych kumaryny ustalilam, ze
wprowadzenie podstawnika morfolinowego lub benzenowego do struktury
kumaryny ma wplyw na wartos¢ maksymalnej zalecanej dawki terapeutycznej
(MRTD), wywotujac prawdopodobienstwo wystapienia efektow ubocznych
(Tabela 3 publikacji H4). Dokonujac wstepnej oceny hepatoksycznosci
badanych zwiazkow przy wykorzystaniu pieciu modeli biomarkerow
enzymatycznych (AlkPhos, GGT, LDH, SGOT i SGPT) wykazalam, ze gtownie
dla pochodnych kumaryny posiadajacych podstawnik benzamidynowy lub
nitrylowy istnieje prawdopodobienstwo wywotania efektu toksycznego. Analiza
wynikow kardiotoksycznosci badanych struktur w oparciu o wartosci dwoch
parametrow (hERG_Filter i hERG_pICso) ujawnila, ze tylko dwie pochodne
kumaryny posiadajace podstawnik morfolinowy (3d, 4d) i cztery pochodne
kumaryny z podstawnikiem nitrylowym (le, 2e, 3e, 4e) nie przewiduja efektu

kardiotoksycznosci. Dodatkowo moglam stwierdzi¢, ze wprowadzenie grupy

20



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. farm. Teresy Iwony Zotek Zalqcznik nr 2

acetylowej w pozycje 6- i 8- do pierscienia kumarynowego wpltywa pozytywnie
na zanik efektu kardio- i hepatotoksycznosci, co moze by¢ bardzo wazne w
projektowaniu nowych chemoterapeutykow z tej grupy zwigzkow.

Z racji tego, ze dzialania toksyczne m. in. dzialanie kardiotoksyczne sa
jedna z glownych przyczyn eliminacji potencjalnych chemoterapeutykow
zarowno w trakcie badan, jak i po wprowadzeniu ich do obrotu, w kolejnym
etapie prowadzonych badan postanowilam przeprowadzi¢ analize
wyjasniajaca molekularny mechanizm  kardiotoksycznosci kumaryn
potaczony z blokada kanatu hERG K* (kanal potasowy kodowany przez gen
hERG (ang. human ether-a-go-go-related gene)). Moim kolejnym celem bylo
opracowanie metodologii umozliwiajacej stworzenie modelu teoretycznego do
oceny powinowactwa struktur zwiazkow wchodzacych w interakcje z kanatem
potasowy hERG poprzez badanie wplywu podstawnika metylowego i
acetylowego.

Do analizy wybratam trzy podgrupy kumaryn, w ktorych wystepowaty
zwiazki bedace potencjalnymi inhibitorami kanatu hERG. Selekcji dokonatam
opierajac sie na wynikach otrzymanych z programu ADMET Predictor™.
Strukture modelu kanalu hERG K* (CSM-TM-model732), ktora
wykorzystatam do przygotowania modelowych ukladow otrzymatam dzieki
wspolpracy z prof. dr hab. S. Y. Noskovem (Rys. S5 publikacji H4).52 Do
poszukiwania stabilnego ukladu molekularnego odpowiadajacego minimum
energii swobodnej zastosowalam poczatkowo metody MM, a nastepnie metody
MD (szczegoly procedury zawarlam w materialach dodatkowych publikacji
H4). Badania sity oddziatywania pochodnych kumaryny (-AGbind) Z modelowym
kanalem hERG K* wykazaly, ze dla ukladow wchodzacych w interakcje z
kanalem potasowy hERG w grupie zwigzkow z podstawnikiem 7-[2-(N,N-
diizopropyloamino)etoksylowym| wynosza ponizej -30 (kcal/mol), w grupie
zwiazkow z podstawnikiem 7-[2-(2-metylopiperydynyl)etoksylowym]| ponizej -
28 (kcal/mol) oraz w grupie zwiazkow z podstawnikiem 7-[2-(N-benzylo-N-
metyloamino)etoksylowym] ponizej -43 (kcal/mol) (Tabela 4 publikacji H4).
Uzyskane wyniki pokazaly, ze pochodne kumaryny (2a, 2c i 2f) nieposiadajace
grupy acetylowej byly najsilniej wiazacymi strukturami (Rys. 2). Obecnosc

grupy acetylowej przy atomie C8 ograniczala sile wigzania o okolo 4,4-6,1
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kcal/mol, natomiast obecnos¢ w pozycji C6 byla nieznacznie mniej skuteczna

(~1,5-3,7 kcal/mol).

Rysunek 2. Projekcja zwiazkoéw z gornej strony kanalu hERG K+. (A) Polozenie
zwigzkow: 2a (niebieski), 3a (zielony) i 4a (czerwony); (B) Polozenie zwiazkow: 2c
(niebieski), 3c (zielony) i 4c (czerwony); (C) Polozenie zwiazkow: 2f (niebieski), 3f

(zielony) i 4f (czerwony). (Rys. S2, S3 i S4 materialy dodatkowe publikacji H4).

Przewiduje sie, ze wprowadzenie podstawnika acetylowego do czasteczki
kumaryny zmniejszy toksycznos¢ kardiologiczna w tej serii zwiazkow.
Przeprowadzone obliczenia i ich analiza pozwolila wykazac¢, ze rezultaty
osiagniete podczas modelowania molekularnego sa zgodne z parametrami
pICso uzyskanymi 2z matematycznego modelu kardiotoksycznosci
zaimplementowanego w programie ADMET Predictor™.

Wykazalam, ze wprowadzenie grupy acetylowej w pozycje 6- i 8- miato
duzy wplyw na uklad ligandow w kieszeni kanalu i zmniejszenie sily

oddzialywania z kanalem potasowym. Dodatkowo zaobserwowalam, ze
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czasteczki wody uczestniczyly w stabilizacji ligandow w kieszeni poprzez
oddzialywanie z grupa acetylowa. Uzyskane wyniki pokazaly, ze
zaproponowana przeze mnie metodologia badan stanowi dobre uzupelnienie
badan biologicznych kwalifikujacych nowych kandydatow na potencjalne

chemoterapeutyki z danej grupy zwigzkow.

Teoretyczna ocena wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych
pochodnych 5- i 7-O-arylopiperazynylokumaryn wykazujacych wysokie
powinowactwo do receptorow serotoninergicznych 5-HT14 i 5-HT24 oraz
opracowanie metodologii umozliwiajacej  stworzenie modelu
teoretycznego do oszacowania struktur zwiazkow silniej wiazacych z
HSA

Kazdy chemoterapeutyk, niezaleznie od drogi podawania jest
transportowany w organizmie przy udziale ukladu krazenia. Uklad krazenia
stanowi wspaniate narzedzie stuzace dystrybucji ogromnej liczby substancji z
miejsca ich wchlaniania, do miejsca ich dzialania, przechowania lub eliminacji
z organizmu. Na potencjal terapeutyczny chemoterapeutykow duzy wpltyw ma
charakter ich interakcji z krazacymi biatkami osocza, takimi jak albumina
surowicy ludzkiej (HSA), glikoproteina kwasu ai, lipoproteiny i a-, B-, y-
globuliny.53. 54 Sposrod biatek osocza, HSA jest najwazniejszym transporterem
dla zwigzkow endogennych (kwasow tluszczowych, hormonow, kwasow
zolciowych, aminokwasow itp.) i egzogennych (chemoterapeutyki i substancje
odzywcze)>5-57 ze wzgledu na jego stosunkowo wysokie stezenie w stosunku do
innych biatek osocza.>® Ogolnie przyjmuje sie, ze zwiazane lub niezwigzane
czasteczki chemoterapeutyku w osoczu krwi sg w rownowadze, ale tylko
niezwigzana iloS¢ chemoterapeutyku jest farmakologicznie czynna i zdolna do
przechodzenia przez btony komoérkowe.>® Wedlug najnowszych badan ponad
50% chemoterapeutykow wiaze sie z Dbiatkami osocza w stopniu
przekraczajacym 90% calkowitego ich stezenia.®®© Dlatego dodatkowe
informacje dotyczace cech strukturalnych, ktore moga sprzyjac silnemu
wiazaniu z HSA dla substancji ocenianych w testach in vitro sa bardzo istotne

podczas poszukiwania nowych potencjalnych chemoterapeutykow.
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Obecnie duze zainteresowanie badaczy jest skupione na poszukiwaniu
nowych chemoterapeutykow o wlasciwosciach przeciwpsychotycznych posrod
pochodnych kumaryny, gdzie zdefiniowano ich powinowactwo do receptorow
serotoninergicznych 5-HTia i 5-HT24.61, 62 Wiele badan wykazalo, ze aktywacja
receptora 5-HTia zwieksza uwalnianie dopaminy w korze czolowej, co moze
poprawiac objawy negatywne i deficyty poznawcze w schizofrenii.®3 A zatem,
kumaryny moga stanowi¢ potencjalne zrodlo struktur wiodacych do
zapobiegania i leczenia wybranych chorob osrodkowego ukladu nerwowego
(OUN) (na przyklad stanow lekowych, depresji, schizofrenii, choroby
Alzheimera i Parkinsona).%4

Powyzsze fakty zainspirowaly mnie do postawienia sobie celu jakim bylo
zbadanie biodystrybucji i charakteru oddzialywan bialtka transportowego
(HSA) ze zwiazkami nalezacymi do pochodnych 5- hydroksykumaryny.

W pierwszym etapie prowadzonych badan szczegolowej analizie
poddalam szes¢ struktur, nalezacych do pochodnych 5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryny 1 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny
potaczonych z podstawnikiem N-arylopiperazyny poprzez lacznik propylowy
lub butylowy (Rys. 1 publikacji H5). Zwigzki te zostaly zsyntetyzowane w
naszym laboratorium i wykazaly w testach in vitro bardzo wysokie
powinowactwo do receptoréw 5-HTia i wysokie powinowactwo do receptorow
5-HT2a.%5 Struktury wyjsciowe pochodnych kumaryn utworzylam na
podstawie dostepnych struktur krystalograficznych. Geometrie czasteczek
optymalizowalam wykonujac obliczenia metoda DFT. Nastepnie podobne jak
w przypadku pracy H4 zostaly obliczone wybrane parametry fizykochemiczne
i biofarmaceutyczne w celu okreslenia ,lekopodobnosci” dla badanych
zwigzkow. Na podstawie otrzymanych wynikow moglam stwierdzi¢, ze
wartosS¢ topologicznego obszaru polarnej powierzchni (TPSA) wszystkich
analizowanych zwigzkow przewiduje dobra zdolnos¢ do penetracji bariera
krew-mozg (BBB), co jest obiecujace w kierunku poszukiwania
chemoterapeutykow przeciwpsychotycznych. Zgodnie z regula Lipinskiego,
tylko zwiazek 1 posiadajacy podstawnik 4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-
ylo)propoksylowy bedzie z duzym prawdopodobienstwem charakteryzowac sie
malg absorpcja i zla przenikalnoscia (Tabela 1 publikacji HS5). Oceniajac
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wartosci logD, ktore umozliwiaja oszacowanie lipofilnosci substancji przy pH
osocza krwi (pH=7.4) moglam okresli¢, ze wiekszos¢ zwigzkow ukazuje duze
prawdopodobienstwo wigzania z bialkami osocza.%6. 67 Dodatkowo teoretyczne
wartosci procentu leku niezwigzanego z biatkiem w osoczu krwi (%Unbnd)
potwierdzily, ze badane kumaryny moga charakteryzowac sie znaczacym
wiazaniem z biatkami osocza (Tabela 2 publikacji H5). Oceniajac przebieg
procesu przenikalnosci moglam oszacowacé, ze wszystkie analizowane
pochodne 5-hydroksykumaryny przejawiaja dobry transport przez blony
biologiczne oraz potwierdzi¢c wysokie prawdopodobienstwo przechodzenia
przez BBB. W oparciu o wartosci dwoch parametrow (BBB filter i logBB),
moglam wskazac, ze najwyzsze stezenie w mozgu jest przewidywane dla
zwiazku 5, ktory posiada podstawnik 2-(fluorofenylo)piperazynylowy
potaczony przez lacznik butylowy. Rozpatrujac wyniki uzyskane w toku
badan dotyczacych toksycznosci pochodnych kumaryny oszacowatam, ze
wszystkie testowane kumaryny moga wywolywac potencjalne dzialania
niepozadane oraz potencjalna kardiotoksycznosc¢ (Tabela 3 publikacji HS).

Z uwagi na fakt, Zze wzrost toksycznosci wymuszany jest przez
zwiekszenie dawki terapeutycznej oraz biorac pod uwage przewidywany
wysoki stopien wigzania z biatkami osocza dla wszystkich analizowanych
zwiazkow kolejnym moim krokiem prowadzonych badan bylo poswiecone
analizie powinowactwa pochodnych S5-hydroksykumaryny do HSA. Moim
celem bylo opracowanie metodologii umozliwiajacej stworzenie modelu
teoretycznego do okreslenia struktury zwiazkow odpowiedzialnej za silte
wigzania z HSA.

Znajomosc struktury krystalograficznej albuminy, ktora otrzymatam z
bazy RCSB PDB: 2BXD umozliwita mi przygotowanie modelowych ukladow.
Procedure dokowania molekularnego przeprowadzitam w programie AutoDock
4.2, wybierajac jako miejsce wigzania — miejsce 1 Sudlowa, blisko
aminokwasu Trp-214 znajdujacego sie w subdomenie IIA HSA. Efektem
przeprowadzonych obliczen byl wybor konformacji kompleksow o najnizszej
energii wigzania do przeprowadzenia w kolejnym etapie symulacji MD.

Otrzymujac uktady o najnizszej energii, zaobserwowatam, ze nasze badane

25



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. farm. Teresy Iwony Zotek Zatacznik nr 2

kumaryny lokalizujg sie w kieszeni albuminy, ktorej wejscie obejmuje obszar

hydrofilowy, a dot kieszeni obszar hydrofobowy (Rys. 3).

Ziun
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Rysunek 3. Polozenie pochodnych 5-hydroksykumaryny w miejscu 1 HSA. (a)
Hydrofobowe i hydrofilowe reszty aminokwasowe otaczajace ligandy. Hydrofobowos¢
powierzchni zostala przedstawiona za pomocg kolorow: brazowy - hydrofobowy i
niebieski - obszary lipofilowe. (b) Superpozycja zwiazkow: 1 (zielony), 2 (niebieski), 3
(pomaranczowy), 4 (czerwony), 5 (rézowy), 6 (granatowy). (Rys.6 publikacji HS).

Przewidywane ulozenie zwiazkow w kieszeni bylo podobne, pierscienie
kumarynowe wszystkich badanych zwiazkéw byly w podobny sposéb
usytuowane w hydrofobowej czesci kieszeni wiazacej HSA, podczas gdy reszta
czasteczki (zlozona z lancuchow alkilowych, pierscieni piperazynowych i

benzenowych) decydowala o konformacji i sposobie wiazania sie z HSA.
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Z uzyskanych wartosci energii dla poszczegolnych zoptymalizowanych
ukltadow wyznaczylam teoretyczng swobodna energie wigzania (AGobing) i
okreslitam sposéb wiazania analizowanych pochodnych kumaryn z HSA. Na
podstawie otrzymanych wartosci energii wigzania moglam oszacowac, ze
najwiecksze powinowactwo do HSA w grupie zwiazkow posiadajacych lacznik
propylowy wykazuje zwigzek 1 z podstawnikiem 2,3-dichlorofenylowym, a
najmniejsze zwiazek 3 z podstawnikiem 3-metoksyfenylowym. Analizujac
lokalizacje, przewiduje sie, ze zwiazki te beda umieszczone w kieszeni HSA
przyjmujac zgieta konformacje. Roznica dotyczyla jedynie ulozenia pierscienia
kumarynowego (obrot o 180°). Ulozenie pierscienia kumarynowego zwiazku 1
sprzyjato tworzeniu interakcji grupy metylowej w pozycji 7 z pierscieniem
indolowym Trp-214 HSA, ktore moze by¢ odpowiedzialne za jego wyzsze
powinowactwo niz zwigzku 3 (Rys. 7 publikacji H5). Z kolei w drugiej grupie
zwiazkow posiadajacych lacznik butylowy, najwieksze powinowactwo uzyskat
zwiazek 6 z podstawnikiem 3-metoksyfenylowym, a najmniejsze zwigzek 5 z
podstawnikiem 2-fluorofenylowym. Obserwujac ulozenie ligandow w kieszeni
biatka, moglam zweryfikowac, ze zwiazek 6 przewiduje podobna orientacje jak
zwiazek 1 (przyjmuje konformacje zgieta) oraz znajdowatl sie w poblizu Trp-214
w HSA tworzac hydrofobowg interakcje (Rys. 8 publikacji HS). Natomiast
kompleks 5-HSA wykazywal wydhuzona konformacje w kieszeni HSA.

Interakcja ligandu z HSA moze by¢ sondowana przez zmiany emisji
fluorescencji, ktore wynikaja z obecnosci pojedynczej reszty tryptofanu (Trp-
214) znajdujacej sie¢ w poddomenie IIA miejsca 1.57-68 Do oceny powinowactwa
analizowanych zwiazkow do HSA zostaly wyznaczone dla wszystkich ukladow
eksperymentalne wartosci stalej wigzania (logK) z HSA swiadczace o trwatosci
utworzonego kompleksu. Wykorzystujac otrzymane wartosci logK wyliczylam
wartosci doswiadczalnej energii swobodnej wiazania na podstawie rownania
Gibbs'a (AGexp=-2.303'RTlogK) i porownatam z przewidywanymi wartosciami
energii swobodnej (Tabela 5 publikacji H5). Na podstawie otrzymanej dobrej
korelacji wynikow analizy teoretycznej i rezultatow eksperymentalnych
wykazatam, ze opracowany model teoretyczny pozwolil mi w sposob trafny
przewidziec¢ stopien oddzialywania z HSA badanych zwiazkow i moze zostac

wykorzystany do oszacowania powinowactwa do HSA nieznanych zwiazkow.
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Prowadzac dalsze badania w grupie pochodnych kumaryny
postanowilam w kolejnej pracy H6 rozwinac aspekt wstepnych badan in silico
w przewidywaniu ich zdolnosci do przenikania przez bariere krew-mozg, co
stanowi jedna z najwazniejszych wlasciwosci farmakokinetycznych dla
potencjalnych chemoterapeutykow skierowanych na OUN. Glownym
wyzwaniem podczas projektowania nowych chemoterapeutykow
wycelowanych na OUN jest zapewnienie obecnosci substancji w docelowym
miejscu farmakologicznym w dostatecznym stezeniu w celu wykazania
skutecznosci klinicznej.%° Chociaz silne wiazanie czasteczki
chemoterapeutyku z jej zamierzonym celem jest kluczowe dla sily dzialania,
staba przepuszczalnos¢ membrany moze skutkowac brakiem skutecznosci in
vivo. W zwiazku z tym dokladne zbadanie transportu substancji przez blony
ma ogromne znaczenie dla pomysSlnego zaprojektowania czgsteczki o
pozadanych wtasciwosciach.

Obiektem moich badan bylo osiem struktur, nalezacych do 8-acetylo-7-
hydroksy-4-metylokumaryny (Rys. 1 publikacji H6), ktore wykazaty w testach
in vitro wysokie powinowactwo do receptoréow S5-HTia i 5-HT24.70 Dla
wszystkich zwigzkow oszacowatlam kluczowe dla oceny penetracji BBB
parametry fizykochemiczne i biologiczne, wykorzystujac program ADMET
Predictor™. Klasyfikujac badane zwigzki opieralam sie na odpowiednich
zakresach wartosci granicznych wskaznikow wyrazajacych zdolnosc¢
przenikania chemoterapeutykow do OUN. Poczatkowa analize ograniczytam
do ,regulty 5” Lipinskiego, gdzie na podstawie otrzymanych wynikow mogtam
ustali¢, ze tylko pochodne 4a i 4b z podstawnikiem 2,3-dichlorofenylowym
moga wskazywac na wiecksze prawdopodobienstwo wigzania z biatkami osocza
oraz ze wszystkie badane struktury posiadaja potencjat skutecznego
przekroczenia BBB (Tabela S1 materialy dodatkowe publikacji H6). Na
podstawie wyliczonej wartosci stalej dysocjacji protonow (pKa) wykazalam, iz
skrocenie lacznika z butylowego do lancucha propylowego w badanych
pochodnych kumaryny powoduje zmniejszenie wartosci pKa, co moze miec
istotny wplyw na ich aktywnos¢. Teoretyczne wartosci pKa poréwnatam z
eksperymentalnie wyznaczonymi wartosciami pKa, co pozwolilo mi potwierdzic

dobra zgodnos¢ wynikow teoretycznych z doswiadczalnymi (Tabela 1 i 4
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publikacji H6). Na podstawie kolejnych wyznaczonych parametrach
(BBB_filter, logBB) wykazalam, Zze obecnos¢ atomu halogenu (atom F i Cl) w
zwiazkach 1b, 4a i 4b zwieksza zdolnos¢ przenikania do OUN, natomiast
obecnos¢ grupy cyjanowej w zwiazkach 3a i 3b, sygnalizuje niekorzystny
wplyw do penetracji BBB, co stanowi cenng wskazowke do projektowania
nowych chemoterapeutykow. Podczas analizy parametrow (%Unbnd, RBP),
ktore pozwalaja oszacowac zdolnosc¢ substancji do wigzania z biatkami osocza,
zaobserwowalam, ze wszystkie zwiazki wchodza w obszar silnego wigzania z
biatkami osocza. W zaleznosci od chemoterapeutyku i jego miejsca dzialania,
wysokie powinowactwo do biatek osocza moze w konsekwencji zwiekszyc lub
zmniejszyC skutecznosSc¢ transportu chemoterapeutyku. Biorac pod uwage
analize aktywnych transporterow biatkowych, glownie P-glikoproteine (P-gp),
ktora jest wykorzystywana miedzy innymi w systemie aktywnego transportu
chemoterapeutykow w kierunku przeciwnym, z mozgu do krwi (tzw. efflux
system) wykazalam, ze badane zwigzki posiadaja zdolnos¢ hamowania P-gp
(Tabela 1 publikacji H6), co sugeruje ich mozliwosci thumienia aktywnosci P-
gp i moga by¢ uwazane za obiecujace zwiazki do dalszych etapow rozwoju jako
nowe Srodki terapeutyczne. Dodatkowo przeprowadzilam  analize
biotransformacji wszystkich analizowanych zwigzkéw. Na podstawie
otrzymanych wynikow oszacowalam, ze wszystkie badane kumaryny sa
potencjalnymi substratami dla izoenzymow CYP1A2 i CYP2C19. Natomiast
zwiazki posiadajace ugrupowanie (2-cyjanofenylo)piperazynylowe (3a i 3b)
moga nie by¢ metabolizowane przez izoenzym CYP2D6, podczas gdy inne
testowane kumaryny moga byc¢ substratami i inhibitorami zaréwno dla
CYP2D6 i CYP3A4 (Tabela 2 publikacji H6). Co ciekawe, w przypadku wstepnej
oceny hipotetycznych metabolitow badanych kumaryn przewiduje sie, Ze
glownymi metabolitami sg aldehydy (do 64%), ktore powstaja w wyniku
rozbicia wiazania C-N w piperazynowym pierscieniu lub przez hydroksylacje
pierScienia benzenowego lub grupy metylowej przy atomie C-4 w
pierscieniowej czesci kumaryny (Rys. S1 materiatly dodatkowe publikacji H6).
Na podstawie wynikow uzyskanych w toku badan dotyczacych toksycznosci
pochodnych kumaryny oszacowalam wplyw podstawnika 2-fluorofenylowego i

2-cyjanofenylowego na prawdopodobienstwo wystapienia efektow ubocznych.
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Jak juz wczesniej wspomniano, wiazanie ligandow z HSA jest wyjatkowo
wazne dla dystrybucji i eliminacji chemoterapeutyku, jak rowniez czasu
trwania 1 intensywnosci jego dzialania farmakologicznego lub
toksykologicznego, z tego wzgledu kolejnym moim krokiem prowadzonych
badan dotyczylo analizy powinowactwa pochodnych 8-acetylo-7-hydroksy-4-
metylokumaryny do HSA. W celu uzyskania teoretycznych wartosci swobodnej
entalpi wiazania (AGoind) 1 Wyjasnienia sposobu wigzania analizowanych
kumaryn z HSA zastosowalam metody obliczeniowe identyczne jak w pracy
HS5. Otrzymujac uklady o najnizszej entalpii swobodnej zaobserwowatam, Ze
nasze badane kumaryny ulokowane sa w kieszeni biatka utworzone przez
hydrofilowe tancuchy boczne (Glu-153, Ser-192, Lys-195, Lys-199, Arg-222,
Arg-257, Ala-261, Ser-287, Ala-291 i Glu-292) oraz region hydrofobowy
(utworzony przez Phe-146, Phe-156, Phe-157, Trp-214, Leu-219, Leu-238,
His-242, Leu-260, Ile-264, Ile-290 i Ala-291) (Rys. 4).

Analizujac lokalizacje, przewiduje sie, ze pierScienie kumarynowe
wszystkich badanych zwigzkow sa podobnie usytuowane w hydrofobowe;j
kieszeni wiazania HSA, podczas gdy grupa acetylowa w pozycji 8 tworzy
wiazania wodorowe glownie z Lys-199 i His-242, Arg-257 i Ser-287. Pozostate
elementy molekularne (lancuchy alkilowe, pierscien piperazynowy i
benzenowy) byty decydujacymi czynnikami pokazujacymi roznice w sposobie
wiazania z HSA. Uzyskane wyniki wykazaly, ze lacznik propylowy przyjmuje
konformacje wydhuzona w kompleksach zwiazkow la - 4a (z wyjatkiem zwigzku
2a), podczas gdy lacznik butylowy przyjmuje konformacje zlozona w
kompleksach zwiazkow 1b-4b. Przewiduje sie, ze zwigzki 1b, 2b i 4b zostanag
umieszczone w kieszeni HSA w zgietych konformacjach, co jest energetycznie
niekorzystne i zmniejsza oddzialywania hydrofobowe 2z otaczajacymi
aminokwasami (Rys. 10 publikacji H6). Zaobserwowano, ze ulozenie
pierscienia kumarynowego analizowanych kumaryn nie sprzyja tworzeniu
interakcji z pierscieniem indolowym Trp-214, odlegltos¢ molekularna miescita
sie w zakresie od 7,06 do 13,89 A. Podczas analizy teoretycznej wykazatam, ze
oddzialywanie hydrofobowe w miejscu 1 kieszeni HSA jest najmniej

prawdopodobne w przypadku zwiazkow 1b i 2b, a ich odleglos¢ od Trp-214
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jest znacznie wieksza niz w przypadku innych zwigzkow, co dobrze

odzwierciedla otrzymane wyniki eksperymentalne.

Rysunek 4 Polozenie pochodnych 7-hydroksykumaryny w miejscu 1 HSA. (a)
Struktura HSA pokazujaca poddomeny i miejsca wiazania zwigzkoéw la — 4a i 1b —
4b. (b) Hydrofobowe i hydrofilowe reszty aminokwasowe otaczajace ligandy.
Hydrofobowos¢ powierzchni zostala przedstawiona za pomoca cieniowanych kolorow:
brazowego - region hydrofobowy i niebieski — region lipofilowy. (c) Superpozycja
zwigzkow: la (zielony), 2a (niebieski), 3a (pomaranczowy), 4a (czerwony), 1b
(ciemnozielony), 2b (ciemny niebieski), 3b (z6lty) i 4b (r6zowy). (Rys.8 publikacji
H6).

Opierajac sie na otrzymanych wynikach teoretycznych i
eksperymentalnych, zaproponowano miejsce 1 Sudlowa jako znaczace dla
zwiazkow la, 2a, 3a i 3b, podczas gdy dla zwiazkow 1b i 2b postuluje sie
istnienie innego miejsca wigzania, a dla zwigzkow 4a i 4b szacuje sie

zaangazowanie dwoch miejsc wiazania w kieszeni HSA. Dodatkowo wykazano,
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ze obecnos¢ dluzszego lacznika alifatycznego miedzy pierscieniem
kumarynowym i piperazyny sprzyja wigzaniu w innej kieszeni HSA niz miejsce
1 Sudlowa.

Uzyskane wartosci swobodnej entalpi wigzania otrzymane metoda MM-
PBSA (ang. Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area) dla
wszystkich zwiazkow byly zgodne z wartoSciami eksperymentalnymi energii
swobodnej wiazania uzyskanymi na podstawie izotermy Gibbs'a i logKo
(AGexp=-2.303:RTlogKg), co sugeruje dobra jakos¢ zastosowanego modelu
teoretycznego (Tabela 5 publikacji H6). Roznice jaka zaobserwowatlam miedzy
wartosciami entalpii swobodnej otrzymanej teoretycznie i eksperymentalnie
miescila sie w zakresie od 0,54 do 1,54 kcal/mol, co mogto wskazywac na
podstawie analizy eksperymentalnej, ze ligandy moga nie oddziatywac

efektywnie z hipotetyczna kieszenia.

Wyniki moich prac pokazuja, Ze zastosowanie zaawansowanych metod
obliczeniowych do stworzenia modeli teoretycznych moga stanowic
wartosciowe wsparcie procesu projektowania nowych aktywnych biologicznie
substancji oraz dokonac jednoznacznej selekcji zwiazkow na wczesnym etapie
projektowania dajac wskazowke do modyfikacji struktury chemicznej w celu

poprawienia odpowiednich parametrow ADMET.

Najwazniejsze osiggniecie prowadzonvych przeze mnie prac:

- opracowanie kolejnych etapow analizy korelacji miedzy parametrami
teoretycznymi a wynikami eksperymentalnymi oddzialywania analogow

pentamidyny z DNA,

- stworzenie modelu teoretycznego w postaci rownania matematycznego
pozwalajacego oceni¢ potencjal projektowanych substancji leczniczych jako

efektywnie oddziatujacych z DNA patogenu w obszarze par zasad A-T,

- stworzenie modelu opisujacego decydujacy wplyw czasteczek wody na
odzwierciedlenie oddzialywan miedzyczasteczkowych w ukladzie DNA-ligand i

uzyskanie zadawalajacej zgodnosci struktura-aktywnosc,
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- utworzenie modelu wneki polimeru imprintowanego
homoweratryloamina do oceny powinowactwa i selektywnosci polimeru.
Zaproponowanie wstepnej metodologii umozliwiajacej analize rozpoznawania

molekularnego w matrycach polimerowych,

- wyznaczenie niezdefiniowanych do tej pory parametrow ADMET dla
pochodnych 7-hydroksykumaryn podawanych doustnie z wykorzystaniem
modeli teoretycznych. Okreslenie struktur wiodacych o najwyzszym potencjale

terapeutycznym,

- wyznaczenie niezdefiniowanych do tej pory parametrow opisujacych
zdolnos¢ do przenikania przez bariere krew-mozg pochodnych 5- i 7-O-
arylopiperazynylokumaryn. Zaproponowanie przemian metabolicznych
pochodnych 7-O-arylopiperazynylokumaryn oraz zdefiniowanie struktur o

najwiekszej zdolnosci przenikania do OUN,

- zaproponowanie i oszacowanie empiryczne metodologii do oceny
oddzialywan hydroksykumaryn z HSA na bazie modelowej struktury bialka
(RCSB PDB: 2BXD). Wyjasnienie udzialu grup funkcyjnych w tworzeniu
oddzialywan miedzyczasteczkowych,

- zaproponowanie metodologii do teoretycznej oceny oddzialywania z
kanalem potasowym hERG na bazie struktury modelu kanalu CSM-TM-
model732 przez pochodne kumaryn. Zdefiniowanie struktury o najmniejszym

dzialaniu kardiotoksycznym.
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